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RESUMO

DEODATO, Elder Luciano. Caracterizacdo do potencial genotdxico e mutagénico de misturas
3:1 de nutri¢do parenteral voltadas para pacientes neonatos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Faculdade de Farmacia, 20009.

A Nutricdo parenteral (NP) é uma forma de disponibilizar intravenosamente nutrientes
essenciais ao desenvolvimento humano, quando a alimentacao via oral ou enteral ndo é possivel.
E caracterizada como uma mistura de nutrientes na qual diversas reacdes podem ocorrer,
colocando em risco sua estabilidade fisico-quimica. Ocorrem reacBes de oxidacdo na NP
influenciadas pela temperatura, pela luminosidade e pelos proprios constituintes. Na presenca de
oxigénio, podem produzir espécies reativas de oxigénio (ERO) capazes de danificar estruturas
geneticas. Neonatos prematuros, incapazes de absorver alimentos por sua imaturidade intestinal,
possuem seu sistema de defesa antioxidante ainda fragil. O estresse oxidativo pode gerar lesdes
oxidativas no DNA, tendo como principal delas a 8-oxoguanina (8-oxoG). Tal lesdo, se fixada
no cddigo genético pode causar mutagdes, podendo levar a condi¢Bes genético degenerativas em
longo prazo. Em E. coli, existem enzimas capazes de corrigir 0 pareamento incorreto de bases
causado por 8-0xoG, chamadas MutY, MutM e MutT. O conhecimento do mecanismo de defesa
bacteriano contra lesdes no DNA, e sua similaridade com células humanas, permitiu a criagcdo
de metodologias investigativas usadas em diversos estudos de potencial mutagénico de
substancias para uso humano. Entre essas se destacam nesse trabalho o SOS cromoteste, o
Induteste, 0 Mutateste (Teste de Ames) e o teste com cepas lacZ revertentes (Teste de Miller). O
objetivo principal desse trabalho foi de se caracterizar o potencial genotdxico e mutagénico de
formulagdes de NP voltadas para uso neonatal, desdobrando-se em objetivos especificos, como
0 estudo das condigdes associadas e do mecanismo envolvido. O SOS cromoteste revelou o
potencial genotoxico de diferentes formulacGes de NP e a importancia de cada elemento para a
observacdo desse carater genotdxico. Pode-se destacar a importancia dos aminoacidos na
formulacdo de NP para a atividade genotoxica evidenciada no teste com a formula¢do completa
(Aminoécidos, glicose, lipideos, eletrdlitos, vitaminas e elementos traco) variando na presenca
de vitaminas e elementos traco. O Induteste explorou, e confirmou, a variacdo desse carater
genotoxico de acordo com a temperatura de armazenamento, o tempo apds o preparo e a
exposicdo a luz. Tanto na presenca de vitaminas, quanto na de elementos traco, as formulagdes e
NP testadas apresentaram potencial genotdxico variando de acordo com a condicdo de
armazenamento. A NP exposta a luz e em temperatura ambiente apresentou-se mais genotoxica.
As NP testadas sob refrigeracédo tiveram diminuicdo significativa no carater genotoxico apenas
48 horas ap0s o preparo. O mecanismo mutagénico envolvido foi avaliado com o teste de Ames
e o teste de Miller. O primeiro ndo apresentou resultados positivos, enquanto que o teste de
Miller pode revelar o mecanismo mutagénico, com possivel geracdo de 8-0xoG. A conclusao
desse trabalho é de que as NP testadas possuem capacidade mutagénica, mesmo em condigdes
de armazenamento recomendadas, como refrigeracdo e fotoprotecdo, tendo como mecanismo
evidente a presenca de ERO e conseqliente oxidacdo genética. Este carater mutagénico deve ser
levado em consideracdo, incitando estudos abordando eucariotos e amostras de pacientes
tratados, além de questionar efeitos genético-degenerativos de longo prazo em pacientes
tratados no periodo neonatal.
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ABSTRACT

DEODATO, Elder Luciano. Characterization of the genotoxic and mutagenic potential of 3:1
parenteral nutrition admixtures used in preterm neonates. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Faculdade de Farmécia, 20009.

The Parenteral Nutrition (PN) is a way to deliver essential nutrients intravenously to the
humans, when oral or enteral nutrition are not possible. It is characterized as a nutrient mixture
in which diverse reactions can occur, placing at risk its physicochemical stability. Oxidation
reactions in the PN are influenced by temperature, luminosity and their own constituents. In the
presence of oxygen, reactive oxygen species (ROS) can be produced, which are able to damage
genetic structures. In this case, preterm neonates, incapable of absorbing nutrients, due to their
intestinal immaturity, are particularly sensitive, since they possess a fragile antioxidant defense
system. The peroxide presence in the PN can be responsible for oxidative stress in treated
preterm neonates, leading to hepatic dysfunction. This oxidative stress can generate oxidative
damage in the DNA, forming 8-oxoguanine (8-o0xoG) as major oxidized base product. This
damage may cause mutations. The repair of oxidative injuries in human cells and bacteria, like
Escherichia coli, occur in a very similar ways. In E. coli, a group of enzymes able to correct the
base’s mispairment caused by 8-0xoG, as the MutY, the MutM and the MutT, work in set to
prevent mutation. This knowledge allowed the development of bacterial assays designed for
mutagenic studies, which can be correlated to human risks, namely: SOS chromotest, Inductest,
Mutatest (Ames test) and the reversion assay with lacZ strains (Miller test). Therefore, the
general objective was to characterize the genotoxic and mutagenic potential of PN formulations
used in preterm neonates, using these short-term bacterial assays. In this way, several
parameters were evaluated: sample concentration, storage temperature, light exposure and
preparation time of the formulation. The SOS chromotest revealed the genotoxic potential of
different PN formulations and the relative importance of each PN constituent. The amino acids
mix, isolated from whole PN, was able to induce genotoxicity. Inductest was used to evaluate
the influence of storage temperature, time after the PN preparation and light exposure in PN
genotoxicity. PN containing either vitamins or trace elements displayed genotoxic potential
according to the varying storage conditions. The PN submitted light exposure and stocked at
room temperature demonstrated genotoxicity. The PN tested under refrigeration had significant
reduction in the genotoxic potential after 48-hour preparation. The mutagenic mechanism
involved was evaluated with the Ames test and the Miller test. The first one was not conclusive,
whereas the Miller test suggested an oxidized base profile, involving the generation 8-0x0G.
The main conclusions of our work point that the tested PNs possess mutagenic potential, which
could be determined in preconized storage conditions. In fact, genetic oxidation to DNA can be
suggested, according to data obtained from the bacterial tests. This mutagenic potential must be
taken in consideration, stirring up eukaryotic studies, especially those concerning genetic-
degenerative effects of long term PN use in patients treated during the neonatal period.
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1 INTRODUCAO

1.1 TERAPIA NUTRICIONAL

Todo organismo vivo, a despeito da sua espécie ou complexidade, depende de
obtencdo de energia e substratos para a manutengdo de seus processos metabolicos e fungdes
vitais. Para atingir esse objetivo estes organismos deverdo obter matéria-prima, tanto para gerar
energia quanto para obter elementos necessdrios a preparacdo de novas estruturas, do meio
ambiente em que vivem. Vegetais, fungos, bactérias, animais, precisam “alimentar-se” para obter
essa matéria-prima. Os requerimentos nutricionais sd3o definidos como a quantidade de energia e
nutrientes, que sao disponiveis em alimentos, que um individuo saudavel poderia ingerir com o
objetivo de satisfazer todas as fungdes normais de seu organismo (DELGADO et al., 2000).

Do recém-nascido ao idoso, a nutri¢do via oral, com mastiga¢do, motilidade, digestao,
absor¢do e processamento dos nutrientes ¢ a via fisioldgica, ou natural, de obten¢do dos
macronutrientes (carboidratos, gorduras e proteinas) e micronutrientes (vitaminas e minerais)
(WAITZBERG, 2004).

As diferentes condicdes fisiologicas e/ou morbidas existentes na vida (crescimento,
puberdade, gravidez, envelhecimento, doencas agudas ou cronico-degenerativas, etc.) constituem
a base das variagdes das necessidades energético-nutricionais. A manutengdao do estado
nutricional adequado de cada individuo estd ligada ao equilibrio constante entre consumo e
necessidade de nutrientes (WAITZBERG, 2004). A mal nutri¢do pode surgir como conseqiiéncia
do suprimento inadequado de nutrientes, perdas excessivas, ou significante aumento nas
necessidades metabodlicas (DELGADO et al., 2000).

Quando o organismo falha em obter nutrientes de forma natural, fisiologica,

independentemente do ponto em que o processo falha, € que se faz necessario o inicio de uma



terapia nutricional, objetivando prevenir uma condi¢do de mal nutricdo e suas conseqiiéncias
(DELGADO et al., 2000). Neste contexto, a terapia refere-se ao conjunto de procedimentos
visando a reconstituir ou manter o estado nutricional de um individuo, por meio de oferta de
alimentos ou nutrientes para fins especiais. Pode ser empregada por via digestiva, constituindo a
Terapia Nutricional Enteral (TNE) ou por via venosa, Terapia Nutricional Parenteral (TNP)
(WAITZBERG, 2004).

Em sintese, a TNP pode ser definida como a modalidade de terapia nutricional que
promove a oferta de nutricdo para necessidades metabodlicas e de crescimento, através da rota

parenteral, com uso de Nutricao Parenteral (NP) (CHAUDHARI e KADAM, 2006).

1.2 NUTRICAO PARENTERAL
1.2.1 Historia
O inicio da historia da infusdo de nutrientes via parenteral ocorreu com a descoberta,
por William Harvey (1628), da circulagdo sanguinea, resultando na base racional para todas as
injecdes e infusdes intravenosas. Seguido a isso, em 1665, Sir Christopher Wren promoveu a
infusdo intravenosa de vinho em cdes. O proximo passo seria a infusdo de azeite de oliva em caes
por William Courten (1712), causando a morte com sintomas de severo estresse respiratorio.
Mais adiante, em 1832, o escocés Latta promoveu a infusdo de solucdo salina em pacientes com
desidratacdo por diarréia causada por colera, com resultados satisfatorios. Em 1873, a infusdo de
leite em 3 pacientes coléricos resultou na melhora stibita de dois deles e na morte do terceiro.
Este ultimo trabalho, publicado por Edward Hodder, foi importante, pois com a apresentagao de
diversas reagdes adversas ficou bem claro que ndo era possivel a infusdo intravenosa de gordura
sem que houvesse modificacdes importantes. A infusdo de glicose em humanos por Arthur Beidl

¢ Rudely Krauts, no final do século XIX, deu inicio a uma nova era nutricional. A partir dai, os
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eventos relacionados a descobertas no campo da infusdo intravenosa de nutrientes ocorreram com
maior freqii€ncia, culminando na inser¢do da TNP na pratica clinica nos anos 60 do século XX
(VINNARS e WILMORE, 2003).

No Brasil, findando os anos 60 do século passado, ocorreu a movimentagdo de
profissionais da saude para os Estados Unidos e Europa que buscavam aprender sobre esta nova
técnica nutricional. Ocorreu que, em 1973, no Congresso de Cirurgia Clinica, sediado no
municipio fluminense de Teresopolis, estes profissionais que estavam envolvidos com a novidade
nutricional se uniram e, em 1974, fundaram a entdo Sociedade brasileira de Nutri¢do Parenteral ¢
Enteral (SBNPE). Esta, juntamente com a Sociedade Americana de Nutri¢cao Parenteral e Enteral
(ASPEN) e a Sociedade Européia de Nutri¢do Parenteral e Enteral (ESPEN), vem tendo forte
influéncia na disseminacdo e padronizagdo da TNP pelo Brasil, levando até a criacdo de
regulamentos oficiais como a Resolugdo de Dire¢ao Colegiada n° 272 (RDC 272) (ANVISA-
BRASIL, 1998), de 8 de abril de 1998 (WAITZBERG e CAMPOS, 2003).

A TNP ¢ uma técnica de suporte nutricional que se tornou conhecida a partir de 1968
com um trabalho publicado por Dubrick et al..(DUBRICK apud WAITZBERG ¢ CAMPOS,
2003), na qual se demonstrava a possibilidade de tratamento nutricional de um paciente por via
venosa. Gracas a pronta disponibilidade de muitos dos componentes da nutricdo parenteral
(Macronutrientes - solu¢des de aminoacidos, glicose e emulsdes lipidicas; e Micronutrientes -
eletrolitos, oligoelementos e vitaminas) e a facilidade da cateterizagdo venosa central, a TNP foi
amplamente difundida no mundo todo (WAITZBERG, 2004).

O uso desta modalidade de suporte nutricional, nos ultimos 30 anos, tem sido
responsavel por consideravel melhora no progndstico de pacientes com falha gastrointestinal ou

outras doencas (HONG ef al., 2007). Apesar da eficacia dessa terapia ser controversa em muitas



circunstancias, ¢ bem claro que a TNP ¢ vital para pacientes incapazes de se alimentar ou
absorver nutrientes por periodos prolongados (JONAS e ZIEGLER, 1998).

A TNP sera sempre indicada quando o paciente estiver impossibilitado de usar a via
enteral por um tempo predefinido (MARCHINI er al., 1998). Em se tratando de pacientes
pediatricos, as indica¢des para uso de TNP incluem malformagdes congénitas do trato
gastrointestinal, enterocolite necrosante, sindrome do intestino curto, diarréia intratavel, estados
hipermetabdlicos e prematuridade (MARIAN, 1993). A imaturidade funcional do estomago e a
pequena capacidade géstrica de neonatos prematuros demandam o uso de NP para dar suporte ao
crescimento normal, até que uma nutri¢ao enteral possa ser estabelecida (KHASHU et al., 2006).

Deste modo, a TNP ¢ sempre necessaria nos estagios iniciais de alimentagdo de
neonatos prematuros de muito baixo peso (LABORIE et al., 1998).

1.2.2  Componentes

Por definigdo, a nutri¢do parenteral ¢ uma solugdo ou emulsao, composta basicamente
de macronutrientes e micronutrientes, estéril e apirogénica, acondicionada em recipiente de vidro
ou plastico, destinada a administragdo venosa em pacientes desnutridos ou ndo, em regime
hospitalar, ambulatorial ou domiciliar, visando a sintese ou manutengao dos tecidos, 6érgaos ou
sistemas (ANVISA-BRASIL, 1998).

A TNP ¢ uma técnica médica utilizada mundialmente para prover nutricdo aqueles
cujo intestino ¢ inapto a absorver nutrientes pela via oral normal. E infundido através de um
cateter diretamente numa veia periférica ou profunda (ASPEN, 2002).

A nutricdo intravenosa tem transformado o manejo de pacientes com sindrome de
intestino curto, fistula enterocutanea, severa desnutri¢ao e estados pds-operatorios complexos. As
necessidades nutricionais do paciente ditam um balanco apropriado de carboidratos, lipidios,

aminoacidos, eletrolitos, vitaminas, elementos traco e agua. De um ponto de vista pratico, o
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menor risco de infec¢des, associado com mudangas de infusdes menos freqlientes e a
simplicidade de aplicacdo, faz da formulagdo trés em um (3:1) a melhor escolha (KITCHEN e
FORBES, 1999).

Sendo assim, a NP pode ser administrada como sistema “todos em um” (3:1) —
Aminoacidos + Glicose + Lipidios, tendo como justificativa o fato de que reduzem o risco de
infecgdes ou complicagdes metabdlicas, erros de administragcdo, e custos (DUPERTUIS et al.,
2002). O uso de formulagdes 3:1 em neonatos de alto risco pode ser unicamente benéfico,
reduzindo, ou eliminando, a necessidade de separar a formulagdo e seus riscos associados
(DRISCOLL et al., 2003).

1.2.2.1 Proteinas

As proteinas sdo indispensaveis para o crescimento, embora sejam de pouca valia
como fonte energética (FALCAO, 2003).

Na Europa, o primeiro hidrolisado de proteina comercializado foi desenvolvido por
Arvid Wretlind em 1944. Wretlind hidrolisava a caseina enzimaticamente ¢ entdo dialisava o
produto para obter grandes polipeptideos. Como desvantagem, o triptofano, um aminoacido
essencial, era destruido no processo de hidrolise. Apesar disso, as solugdes continham todos os
aminoacidos necessarios para sintese protéica. Depois de muitos anos de ajustes nas formulagdes,
surgiram as solucdes de aminoacidos cristalinos, com similar atividade biologica. Nos anos 1970,
os hidrolisados desapareceram do mercado (VINNARS e WILMORE, 2003).

As proteinas sdo fornecidas na forma de uma solug¢@o de aminoacidos cristalinos, que
oferecem 4 kcal/g. Essas solu¢des, quando voltadas para neonatologia, cont€ém 9 aminoacidos
essenciais além de cisteina, tirosina, taurina e arginina como aminoacidos semi-essenciais

(CHAUDHARI ¢ KADAM, 2006).



Para neonatos prematuros, uma formulagdo de aminodcidos contendo taurina ¢
extremamente importante. A auséncia deste aminodcido estd associada a efeitos deletérios no
desenvolvimento do cérebro e retina desses neonatos. A imaturidade renal pode contribuir para
esses efeitos, pois leva a inabilidade de conservar taurina no organismo por incapacidade de
reabsor¢do desse aminodcido nos néfrons (ZELICOVIC et al., 1990). Além da necessidade, a
inclusdo desse aminoacido leva ao risco diminuido de colestase hepatica associada ao uso de NP,
corroborando a indicagdo de solugdo de aminoacidos contendo taurina para o neonato
(SPENCER et al., 2005).

1.2.2.2 Carboidratos

O carboidrato universalmente utilizado na NP ¢ a glicose, embora o neonato
prematuro apresente uma limitada capacidade de metaboliza-la (FALCAO, 2003). Em
comparacdo a criancas em maior idade, os neonatos possuem limitada resposta secretoria de
insulina a glicose administrada, levando a uma reduzida tolerancia ao carboidrato (BOTTINO et
al., 2009). Apesar disso, seu uso € vantajoso para o neonato, pois ela é prontamente
disponibilizada para o cérebro, fornecendo cerca de 4 kcal/g. Um neonato pré-termo, que pode ter
hipotermia e estresse respiratorio, tem alta demanda e a administracdo de glicose ¢ vital
(CHAUDHARI e KADAM, 2006).

Em 1915, Woodyatt e colaboradores publicaram estudos em infusdo intravenosa de
glicose em humanos. A infusdo continua foi avaliada pala primeira vez em 1924 por Matas,
sendo reavaliada em 1945, com uso de cateter de veia cava superior por Zimmerman
(ZIMMERMAN, 1945 apud VINNARS ¢ WILMORE, 2003).

1.2.2.3 Gorduras
Os lipidios sdo as fontes caloricas de maior densidade, fornecendo cerca de 9 kcal/g.

A grande vantagem da adi¢do de gorduras na NP, principalmente no periodo neonatal, reside no
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alto valor caldrico associado a isotonicidade, facilitando sua administragdo por veias periféricas
(FALCAO, 2003).

Por volta dos anos 60, uma emulsao lipidica foi comercializada e levou a observagao
de diversos efeitos adversos, o que levou a sua retirada do mercado. Depois de muitos anos de
tentativas e erros, Wretlind criou uma emulsdo lipidica, preparada com oleo de soja e
fosfolipidios de ovo, que poderia ser infundida com seguranca no paciente. A emulsdo lipidica
atualmente recomendada para uso apresenta uma variagao entre acidos graxos tipo ®-3 e ®-6 em
uma mistura de triglicerideos de cadeia média (TCM) e triglicerideos de cadeia longa (TCL)
(VINNARS e WILMORE, 2003).

Os triglicerideos em NP sdo emulsificados por fosfolipidios. Emulsdes lipidicas sdao
inerentemente termodinamicamente instaveis e os pequenos globulos lipidicos eventualmente
coalescem formando duas fases na emulsdo. Esse processo ¢ retardado e a emulsdo ¢ estabilizada
pela adicdo de lecitinas. Elas contém fosfolipidios, com uma parte hidrofébica e uma parte
hidrofilica (KITCHEN e FORBES, 2000).

Essas emulsdes sdo estéreis e apirogénicas. Triglicerideos de cadeia média sdo
sempre dados em associagao com triglicerideos de cadeia longa (TCL) como uma mistura fisica
1:1, com o objetivo de prover acidos graxos de cadeia longa essenciais e reduzir efeitos adversos
como acidose metabolica e toxicidade neuroldgica causada pelos altos niveis de acidos graxos de
cadeia média (KRUIMEL et al., 2000).

Alta densidade energética e baixa osmolaridade de emulsdes lipidicas injetaveis
contribuem para seu atual uso como principal fonte energética em pacientes necessitando de NP

(ANTEBI et al., 2004).



Os resultados do trabalho de Nishimura e colaboradores (NISHIMURA et al., 2005)
ressaltam a importancia do uso de uma formula¢do de NP, apropriada para neonatos, contendo
lipidios com o objetivo de evitar disfungdo hepatica e distirbio de crescimento.

A maioria das emulsdes lipidicas comerciais ¢ feita a base de 6leo de soja e contém o
a-tocoferol, ou vitamina E, um componente natural. Existe aumento na prevencao de peroxidagado
lipidica dos 4acidos graxos polinsaturados quando héd suplementacdo com vitamina E, que
funciona como antioxidante em emulsoes lipidicas (STEGER e MUHLEBACH, 1998).

A adicao de emulsdo lipidica baseada em 6leo de soja a NP mostrou um dramatico
efeito na prevengdo dos efeitos adversos observados, como disfungdo hepatica e
esteatose/colestase induzidas por overdose lipidica, em camundongos neonatos que recebiam NP
sem lipidios (NISHIMURA et al., 2005).

1.2.2.4 Eletrolitos e minerais

As necessidades eletroliticas variam com a condigdo clinica do neonato, sendo
dependentes de varios fatores, como a funcdo renal, o estado de hidratagdo e o uso de diuréticos.
Os elementos mais importantes sdo o so6dio, o potassio, o cloro, o acetato, o calcio, o fosforo e o
magnésio. A relagdo entre célcio e fosforo passa por interagdes que findam na precipitagdo e
desestabilizagdo da NP que contenha a mistura de gluconato de calcio e fosfato acido de potassio.
Para evitar essa interagdo ¢ comercializada atualmente a forma organica de fosfato, evitando-se
assim a ocorréncia de precipitados de eletrélitos na NP preparada que contenha esses dois
eletrolitos (FALCAO, 2003).

1.2.2.5 Vitaminas

As vitaminas sdo fornecidas em solugdes multivitaminicas, que sdo adicionadas a

solucdo parenteral. As vitaminas hidrossoliveis compreendem vitamina C e as do complexo B,

enquanto que as lipossoliveis compreendem as vitaminas A, D, E e K (FALCAO, 2003).
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Polissorbatos sdo tensoativos adicionados a formula¢do de multivitaminicos para dissolver
vitaminas lipossoluveis e hidrossoltiveis no mesmo meio (LABORIE et al., 1998). A oferta de
vitaminas na NP ¢ de especial importancia para o organismo devido a sua atividade antioxidante.
A vitamina E ¢ especialmente recomendada por promover a diminui¢ao de alteracdes oxidativas
que possam ocorrer nas emulsoes lipidicas (VINNARS e WILMORE, 2003).

A vitamina E ¢ considerada como o antioxidante de membrana mais usado pela célula
¢ a maior atividade antioxidante € a protecdo contra a peroxidagao lipidica. O acido ascorbico, ou
vitamina C, ¢ considerado o maior antioxidante de fase aquosa. Evidéncias sugerem que a
vitamina E e a vitamina C atuam juntas numa reacdo ciclica. Durante esse processo, a vitamina E
¢ convertida em um radical por doar um hidrogénio para um lipidio ou radical peroxil lipidico. A
vitamina E oxidada ¢ energeticamente estavel, tem baixa reatividade com outras moléculas da
membrana e pode, entdo, ser reduzida a sua forma original pela vitamina C (VALKO et al.,
2004).

A maioria das solugdes multivitaminicas possui 5’-fosfato flavina mononucleotideo
como fonte de riboflavina, uma vitamina implicada em um grande nimero de vias metabdlicas,
incluindo reacdes de cadeia respiratoria (LABORIE ef al., 1998).

1.2.2.6 Oligoelementos

Elementos traco, ou oligoelementos, como zinco, cobre, manganés, selénio, fluor e
iodo, estdo presentes em solucdes comerciais em diferentes concentragdes (FALCAO, 2003).
Necessarios para a fun¢do normal de uma série de enzimas criticas, sdo rotineiramente
adicionados a NP (KITCHEN e FORBES, 2000).

Metais trago, como cobalto, cobre ¢ ferro, sdo microelementos essenciais com
multiplas fungdes fisiologicas (BAL e KASPRZAK, 2002). O cobre ¢ um componente essencial

de varias enzimas antioxidantes enddgenas. Testes in vitro € in vivo mostram que o cobre nao ¢é
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carcinogénico. Porém, testes in vivo t€ém mostrado que células de tumores tém alta concentragdo
de cobre em seu microambiente. O cromo ¢ um elemento trago essencial que tem importante

fun¢do na regulagdo sanguinea dos niveis de glicose (VALKO et al., 2006).

1.2.2.7 Contaminante: Aluminio

Estudos tém mostrado que o aluminio ¢ encontrado em praticamente todos os
produtos para NP, formulagdes de aminoacidos, glicose e lipidios. Aluminio também esta
presente em concentrados salinos como cloreto de potassio e cloreto de sodio. O limite estipulado
pela ASPEN ¢ de 25 pg/L (BOHRER et al., 2002).

1.2.3 Manipulacao de Nutricdo Parenteral

Segundo a Farmacopéia Americana (USP 31, 2008), capitulo 797, todas as
preparacdes estéreis, como a NP, devem ser feitas em um plano de sala limpa bem definido, onde
a manipulacdo ocorra dentro de uma capela de fluxo laminar (horizontal ou vertical) classificagao
ISO 5, tendo area limpa adjacente classificagdo ISO 7 (DRISCOLL, 2005).

Uma NP ¢ classificada segundo a Farmacopéia Americana (USP 31, 2008) como
produto estéril, nivel de risco médio. Este nivel corresponde a probabilidade de contaminacao da
NP, podendo ser microbiologica e/ou fisico-quimica. Esses dois fatores criticos estabelecem a
validade na NP manipulada (ASPEN, 2004). As misturas de NP sdo instaveis fisico-
quimicamente e ndo podem ser estocadas por muito tempo. Acido ascorbico é degradado através
de oxidacdo catalisada por ions metalicos, tiamina através de redugdo por metabisulfito, e
vitaminas A e E, principalmente através de fotodegradagdo. A reduzida capacidade de infusdo de
aminoacidos e seu reduzido pH, a luz, a temperatura de estoque e as quantidades de calcio,

fosfato e magnésio, todos afetam a estabilidade de vitaminas, sendo o maior responsavel o
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oxigénio. Bolsas multilaminadas s3o menos permeaveis ao oxigénio que bolsas tipo EVA
(DUPERTUIS et al., 2002).

Em quase todas as circunstancias, a vitamina mais instavel ¢ a vitamina C. Ela ¢
oxidada em uma reacdo reversivel catalisada pelos elementos trago, particularmente cobre. A
hidrdlise do seu produto de degradagado leva a formagao de acido oxalico (KITCHEN e FORBES,
2000). Isso baseia a recomendagdo para a infusdo separada de vitaminas e elementos trago
(ASPEN, 2004).

A RDC 272 (ANVISA-BRASIL, 1998), legislacdo brasileira que define parametros
de qualidade para a execucdo de todos os processos envolvendo a NP, desde a manipulagdo a
administra¢dao no paciente, estabelece que a produgdo da NP ocorra sob rigorosas condi¢des de
assepsia, levando em considera¢do constante controle microbioldgico ambiental e da propria NP,
devendo ser armazenada e transportada sob refrigeragao (2 a 8 °C) com prazo de validade

estabelecido de 48 horas.

1.3 PERFIL DO PACIENTE PEDIATRICO

Pacientes pediatricos possuem muitas particularidades que tornam a TNP aplicada
muito diferente em relagdo a que ¢ aplicada ao paciente adulto. Estes requerem demanda
aumentada de nutrientes, o que pode causar estresse metabolico (MARIAN, 1993).

O volume hidrico de manutenc¢do de uma crianga prematura € especialmente sensivel
a variagoOes: sua delicada epiderme, sua grande superficie corporal, relativa ao peso € a pequena
quantidade de gordura favorecem as perdas hidricas (inclusive pela pele e pelo trato respiratorio),
acrescentando-se a isso o uso de incubadoras e fototerapia, tdo necessarias nessa fase da vida
(MARCHINI et al., 1998). Além disso, os pré-termos possuem funcdo renal relativamente

limitada e ndo toleram muito bem a excessiva infusao hidrica (ROSE et al., 1993).
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O paciente pré-termo (idade gestacional < 38 semanas) e de muito baixo peso (< 1,5
kg) (ASPEN, 2004) faz uso inicialmente de NP com o objetivo de prevenir o catabolismo
tecidual e manter o balango hidrico e eletrolitico (ROSE et al., 1993). A seguir, apresenta-se a

classificacdo nutricional do neonato (Quadro 1).

Quadro 1: Classificacdo nutricional do neonato. Adaptado de ASPEN, 2002 ¢ FALCAO, 2003.

Classificacdo por peso

Peso de nascimento (PN) Nomenclatura
PN <25kg Neonato de baixo peso
PN<1,5kg Neonato de muito baixo peso
PN <1,0kg Neonato de extremo baixo peso
Classificagdo por idade gestacional
Tempo de gestagdo (TG) Nomenclatura
TG < 38 semanas Neonato pré-termo
38 <TG <42 semanas Neonato termo
TG > 42 semanas Neonato pos-termo
Classificacdo por PN e TG
Percentil (PN/TG) Nomenclatura
Abaixo do 10° percentil Pequeno para a idade gestacional (PIG)
Entre o 10° percentil e 0 90° percentil Adequado para a idade gestacional (AIG)
Acima do 90° percentil Grande para a idade gestacional (GIG)

A NP, incorporando proteinas, carboidratos e emulsdo lipidica, poderia ser iniciada
tdo logo clinicamente possivel, preferencialmente no primeiro dia de vida, para prevenir um
estado de desnutri¢do aguda, normalizar os niveis séricos de glicose e melhorar o balango
protéico (ASPEN, 2002).

A formulagdo e elaboracdo de uma NP adequada para criancas requer a manipulacao
de muitos parametros, a realizagdo de complicados calculos matematicos e repetidos e
individualizados ajustes dos constituintes finais (SANGRADOR et al., 1995).

Segue no Quadro 2 o guia para administracao de macronutrientes na NP em pacientes

pediatricos.
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Quadro 2: Guia para administragdo de macronutrientes em pacientes pediatricos. Adaptado de MARIAN, 1993.

Macronutrientes Etapas Prematuros Criancas Adolescentes
Glicose Inicio 5 g/kg/dia 5-10%/dia 10%/dia
Avango 2,5%/dia 5%/dia 5-10%/dia
Maximo 14 mg/kg/min 20 mg/kg/min 5 mg/kg/min
Proteinas Inicio 0,25 g/kg/dia 0,5-1,0 g/kg/dia 1,0 g/kg/dia
Avanco 0,5 g/kg/dia 0,5-1,0 g/kg/dia 1,0 g/kg/dia
Maximo 2,3-3,5 g/kg/dia - -
Lipidios Inicio 0,25 g/kg/dia 0,5-1,0 g/kg/dia -
Avancgo 0,5 g/kg/dia 0,5-1,0 g/kg/dia -
Méximo 2,3-3,5 g/kg/dia - -

A ASPEN publica periodicamente guias para a pratica segura de TNP. Nestes ficam

definidas as recomendagdes diarias (Quadro 3) para NP em pediatria.

Quadro 3: Recomendagdes nutricionais didrias, a pacientes pedidtricos segundo a idade e o peso (ASPEN, 2004).

Macronutrientes Pré-termos Infantos Criangas Adolescentes
Proteinas (g/kg) 3-4 2-3 1-2 0,8-1,5
Calorias (kcal/kg) 90— 120 80— 105 50-90 30-50

Eletrélitos Pré-termos Infantos/Criancas Adolescentes
Sédio 2 -5 mEq/kg 2 -5 mEq/kg 1 —2 mEq/kg
Potéssio 2 -4 mEq/kg 2 -4 mEq/kg 1 —2 mEq/kg
Calcio 2 —4 mEg/kg 0,5 -4 mEq/kg 10 — 20 mEq
Fosforo 1 — 2 mmol/kg 0,5 —2 mmol/kg 10 — 40 mmol
Magnésio 0,3 — 0,5 mEq/kg 0,3 — 0,5 mEq/kg 10 — 30 mEq

Vitaminas (5 mL)

paciente <1 kg *

paciente de 1 —3 kg *

paciente > 3 kg *

Vit. A —2300 UI

Vit. D — 400 UI

Vit. E—7 Ul

Vit. K—200 pg

Vit. C — 80 mg

Vit. B; — 1,2 mg

Vit. B, — 1,4 mg

Vit. B; — 17 mg

Vit. Bs — 5 mg

Vit. B¢— 1 mg

Vit. B, — 1 ug

Biotina — 20 pg

Folato — 140 pg

1,5 mL

3,25 mL

5mL

Oligoelementos Pré-termos (< 3kg) | Termos (3-10 kg) | Criancas (10 -40 kg) Adolescentes
Zinco 400 ug /kg 50 — 250 ug /kg 50— 125 pg /kg 2-5mg
Cobre 20 pg /kg 20 pg /kg 5-20 ug ’kg 200 — 500 pg
Manganés 1 ug /kg 1 ng /kg 1 yug/kg 40 -100 pg
Cromo 0,05-0,2 ug kg 0,2 ng ’kg 0,14-0,2 pg /kg 5-15pg
Selénio 1,5-2 ng/kg 2 ug/kg 1 -2 pglkg 40 - 60 ug

* Valores baseados apenas no peso do paciente, independente da sua idade.
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14  COMPLICACOES DA TNP

A infusdo continua de nutrientes durante 24 horas impde mudangas importantes no
centro hormonal. O homem ¢ um animal que se alimenta por meio de refei¢cdes e, de forma
fisioldgica, alterna periodos prandiais com periodos pos-absortivos (WAITZBERG, 2004).

Vale ressaltar que a NP ¢ uma mistura concentrada de nutrientes que ¢ administrada
diretamente no sistema venoso do paciente. Complicagdes mecanicas, infecciosas e metabdlicas
podem ocorrer quando iniciada e fornecida a NP (MARIAN, 1993).

Neonatos prematuros perdem sodio na urina por causa da imaturidade da capacidade
de reabsorc¢ao de sodio pelos rins e com terapia diurética, resultando em hiponatremia e retengao
hidrica. Possuem aumentado risco de hiperglicemia por saturagdo dos receptores de insulina ou
imaturidade da resposta hepatica e pancreatica. A hiperglicemia pode também ser resultado de
sepse, cirurgia, ou estresse respiratorio. Hipertrigliceridemia ¢ comum devido ao reduzido
clearance de lipidios por causa da limitada atividade da lipoproteina lipase (ASPEN, 2002). A
colestase associada a NP ¢ a complicagao mais comum da TNP em neonatos. Com a TNP sendo
de longa duracdo, os niveis de bilirrubina direta aumentam e mudancas microscopicas
degenerativas tornam-se mais significantes (CAl et al., 2006).

A disfun¢ao hepatica ¢ a maior complicacdo decorrente do uso da NP em neonatos
por longo tempo. O estresse oxidativo tem importante papel na disfuncao hepatica associada a NP
(HONG et al., 2007).

Ha relatos documentados de doenga 6ssea em adultos e criangas que receberam TNP
por tempo prolongado, com desenvolvimento de fraturas patoldgicas. Os pacientes eram
hipercalcitricos e intermitentemente apresentavam moderada hipercalcemia e hiperfosfatemia.
Foi subseqiientemente encontrado que esses pacientes receberam inadvertidamente grandes

quantidades de aluminio presentes na NP. Os efeitos deletérios do aluminio na formagao dssea
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podem ocorrer como conseqiiéncia da deposic¢ao superficial de aluminio no osso, levando a uma
reduzida reabsorcao ossea de calcio (VARGAS et al., 1988).

O impacto imunoldgico das dietas parenterais ¢ particularmente importante porque a
terapia ¢ normalmente administrada em pacientes criticos. O aumento do risco de infec¢des em
pacientes em nutricdo parenteral tem sido associado aos efeitos imunossupressores dos
componentes lipidicos da dieta. Em neonatos prematuros os lipidios t€m importante contribui¢dao
para o desenvolvimento de infecgdes. Além disso, os lipidios levam ao decréscimo da
proliferagcdo de linfocitos e induzem morte de linfocitos ¢ neutrofilos via apoptose. Isto pode
debilitar a fun¢do imune de leucocitos e assim comprometer o sistema de defesa (CURY-
BOAVENTURA et al., 2000).

Com o aperfeicoamento da técnica de preparo e o desenvolvimento de solucdes
consistindo de uma combinacao otimizada de nutrientes necessarios, a incidéncia e severidade de
complicagdes hepaticas tém diminuido, mas ainda continuam sendo a maior causa de morbidade

e mortalidade em pacientes sob TNP por longo tempo (CAI et al., 2006).

1.5 ESTABILIDADE E COMPATIBILIDADE NA NP
Para fins de definicdo, problemas de estabilidade aplicam-se a deterioracdo ou
degradacdo de um principio ativo ou sistema que altera sua agdo farmacoldgica ou caracteristicas
farmacéuticas originais. Instabilidade pode levar a falhas terapéuticas ou a destruicdo da
formulacdo, como a coalescéncia da emulsdo lipidica. Em contraste, incompatibilidade
geralmente envolve quebra da coexisténcia harmonica entre duas ou mais entidades, como dois
eletrolitos numa solugao (célcio e fosfato). Uma incompatibilidade pode levar a precipitacao de

um produto insoluvel, como fosfato de calcio dibasico (DRISCOLL, 2005).
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A estabilidade da NP depende de fatores externos e internos. Fatores internos sao os
oligoelementos, ions divalentes, vitaminas, pH, lipidios e perdxidos. Fatores externos sdo
temperatura ambiente, tipos de bolsas, oxigénio e exposi¢do a luz, que podem resultar em
coalescéncia e producao de perdxido (LEE et al., 2003).

Sistemas de mistura de NP contendo lipidios, aminoacidos, glicose, eletrélitos,
vitaminas e elementos traco, possuem limitada estabilidade dependendo da sua composicao.
Essas formulagdes 3:1 de NP t€ém um alto potencial para intera¢des fisico-quimicas, além de
serem misturas quimicamente instdveis com muitas reacdes possiveis ocorrendo, levando a
instabilidade e incompatibilidades, que podem causar varios problemas quando administradas em
pacientes (STEGER e MUHLEBACH, 1998). Os exemplos mais importantes de reagdes
quimicas incluem oxida¢do de acido ascorbico, reducdo de tiamina, fotodegradagdo de vitamina
A e de determinados aminodcidos. A principal causa de perda de acido ascorbico em misturas de
NP ¢ a reagdo com oxigénio. Ele tem origem em determinados componentes, como a glicose,
bem como no processo de manipulagdo ou da permeabilidade de bolsas de NP, levando a
dissolugdo de oxigénio na mistura. O oxigénio reage com acido ascoérbico catalisado pelos
elementos traco, em particular o cobre (GIBBONS et al., 2001). Ainda, a tiamina ¢ degradada por
solugdes de aminoacido contendo metabissulfito (KITCHEN e FORBES, 2000).

A nutricdo parenteral destinada a pacientes muito jovens (como neonatos no seu
primeiro ano de vida) tem uma composi¢do final muito diferente se comparada com aquela
voltada para criancas mais velhas e adultos. Como exemplo, comparado com adultos, a
composi¢do dos aminoacidos tem maior concentragdo de aminoacidos de cadeia ramificada
(leucina, isoleucina e valina), além do aminoacido taurina. Conseqlientemente, as solucdes de
aminodcidos pediatricos sao mais acidas que as solu¢des de aminoacidos para adultos, podendo

influenciar no pH final da mistura de NP. Em adicdo, por causa da necessidade calorica
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aumentada em neonatos, as propor¢des da formulagdo 3:1 sdo diferentes das dos adultos. As
propor¢des de carboidratos e lipidios sdo similares entre as formulagdes para neonatos e adultos,
porém, a propor¢ao de aminoacidos para neonatos ¢ bem menor. Para pacientes neonatos a
necessidade de eletrolitos ¢ bem aumentada, levando a um pH menor, com baixa concentragao de
aminodcidos e alta concentragao de célcio, se comparado com a formulacao voltada para adultos.
Isso leva a uma formulagao 3:1 menos estavel (DRISCOLL et al., 2003).

A Farmacopéia Americana (USP 31, 2008), capitulo 729 e em sua monografia, deixa
claro quais s@o as caracteristicas fisico-quimicas desejaveis de emulsdes lipidicas injetaveis para
os padrdes farmacopéicos. A desestabilizacdo dessas emulsdes via coalescéncia € o inevitavel
destino dessas formas termodinamicamente instaveis (DRISCOLL, 2006). Essa estabilidade pode
ser afetada pelo pH da solucdo e a concentracao de glicose e eletrdlitos (especialmente cations
divalentes) (KITCHEN e FORBES, 2000). A adicao de ions, variagdo de pH e também as
composigoes de lipidios e de aminoacidos influenciam a estabilidade das misturas de NP. A
reduzida estabilidade ¢ indicada por um baixo potencial zeta, que é um parametro padrao usado
para medir a repulsdo eletrostatica que previne a agregacao e coalescéncia dos globulos lipidicos
(DESPORT et al., 1997). Um efeito protetor tem sido atribuido aos aminodcidos. Eles podem
interagir com o calcio livre, reduzindo sua interacdo com o filme emulsificante. Eletrélitos
equilibram o potencial zeta e subseqiientemente estabilizam a repulsao eletrostatica (MULLER e
HEINEMANN, 1994).

A estabilidade das vitaminas na NP ¢ afetada pelo pH da solugdo, os constituintes da
fonte de aminodcidos (particularmente a presenga ou auséncia de cisteina), o potencial redox,
oxigénio dissolvido, elementos trago, e exposi¢ao a luz ambiente (KITCHEN e FORBES, 2000).
A fotoexposicao da NP leva a degradagdo de vitaminas como o retinol, vitamina E, vitamina K e

riboflavina. Essas fotoreagdes sdo resultado de exposicdo a luz ultravioleta (ALLWOOD e
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MARTIN, 2000). Um problema relacionado com preparagdes contendo vitamina C e riboflavina
¢ que esta promove a oxidagdo da vitamina C pelo oxigénio para gerar perdxido de hidrogénio. A
oxidac¢do do acido ascorbico fotodependente em NP ¢ catalisada por riboflavina e o0 mecanismo ¢
bem estabelecido. E iniciado pela fotoexcitagdo da riboflavina que, na presenca de um agente
redutor como o ascorbato, gera radicais riboflavina e ascorbil. Esse radical entdo reage com
oxigénio para gerar um anion superoxido, que formard perdxido de hidrogénio. Esta seqiiéncia de
reacdo ¢ acompanhada de outras que levam a degradacdo da riboflavina fotoexcitada. Quando o
oxigénio ¢ limitado, menos ascorbato ¢ oxidado, mas a degradacdo de riboflavina ainda ocorre.
Isso explica a importancia da fotoprote¢do da NP contendo vitaminas. Além disso, a fotoprote¢ao
de NP tem mostrado que, in vitro, diminui a peroxidagdo lipidica, a perda de vitaminas e a
oxidacdo de aminoacidos e, in vivo, previne danos pulmonares e esteatose hepatica (KHASHU et
al., 2006). Para diminuir a perda de vitaminas ha, também, a recomendacao de adi¢do de emulsdao
lipidica a NP (SILVERS et al., 2001a). De qualquer modo, todas as infusdes de NP devem ser
protegidas da luz durante a administrago, ja que os lipidios oferecem apenas prote¢do marginal.
O uso de bolsas multilaminadas oferece maior prote¢do a vitamina E, comparado com bolsas tipo
EVA, porque sdo menos permeaveis a oxigénio (ALLWOOD e MARTIN, 2000).

Ainda, baixas condi¢cdes de temperatura (2-8°C) significantemente prolongam a
estabilidade de misturas contendo lipidios. Isso pode ser previsto pela aplicagdo da equagdo de
Arrhenius, que relaciona temperatura com taxa de degradagdo. Assim, pode ser deduzido dessa
equacao que a cada 10°C aumentados na temperatura, existe um correspondente duplo, ou triplo
aumento na taxa de degradagdo. De fato, o modelo de Arrhenius ¢ usado para estimar a meia vida
de drogas. Portanto, uma diferenca de aproximadamente 20°C na temperatura entre refrigeracao e
temperatura ambiente (25°C) ¢ significante. Em esséncia, a refrigeragdo prolonga o inevitavel

processo de desestabilizagdo, que ¢ uma conseqiiéncia de misturas 3:1 onde coalescéncia e
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separacao de fases sdo esperadas, num processo que ocorre em maior velocidade em temperatura
ambiente (DRISCOLL et al., 2001).
1.5.1 Peroxidacao da NP

Fotoexposi¢do, aminoacidos, lipidios, vitaminas, elementos trago, e aditivos sao
alguns dos diferentes elementos que promovem peroxidagdo em NP (LAVOIE e CHESSEX,
1997). A peroxidagao lipidica ocorre na presenga de oxigénio atmosférico. Isto ¢ influenciado
pela propria emulsdo lipidica, condi¢des de armazenamento (luz e temperatura), e propriedades
materiais da bolsa de NP (STEGER e MUHLEBACH, 1998). Peroxidacdo em misturas 3:1 tem
sido identificada como um risco potencial, particularmente se a mistura for exposta a luz
(ALLWOOD, 2002). Emulsoes lipidicas utilizadas para NP sdo prontamente peroxidadas sob
condi¢des de rotina clinica em uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTI NEO). Este
efeito ¢ muito maior se a NP for exposta a luz utilizada para fototerapia de neonatos prematuros
(SILVERS et al., 2001a).

A infus3o de perdxidos através da NP ¢é potencialmente danosa a saude de neonatos
prematuros. Isso pode estar ligado a efeitos adversos que parecem estar associados com
fototerapia. Emulsdes lipidicas freqiientemente contém peroxidos lipidicos, produzidos quando
ha incidéncia de luz ambiente ou de fototerapia. A adi¢do de vitaminas & NP diminui a
peroxidacao induzida por luz (SILVERS et al., 2001b).

O processo de peroxidacdo lipidica tem inicio com a abstra¢do de um atomo alilico de
hidrogénio para formar um radical pentadienila. O oxigénio molecular rapidamente ¢ adicionado
a esse radical e, entdo, ¢ formado um conjugado dieno com um radical peroxila que ira gerar
hidroperdxido pela abstragdo do atomo de hidrogénio, ou pela oxidagdo para formar outros
produtos altamente oxidados, como endoperdxidos biciclicos, peréxidos monociclicos, peroxidos

policiclicos e outros peroxidos complexos. A maioria desses peroxidos € instavel e rapidamente
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se decompde levando a diversos produtos, como aldeidos reativos, alcanos (pentano),
isoprostanos e outros compostos (YIN e PORTER, 2003).

A propriedade antioxidante do acido ascorbico reside na sua habilidade de perder 2
elétrons, gerando desidroascorbato em uma reagao reversivel (KNAFO et al., 2005). Riboflavina
e polissorbato sdo moléculas fotossensiveis que poderiam estar relacionadas com a geragdo de
perdxidos por fotoindugdo (LABORIE et al., 1998). Em NP contendo vitaminas, a riboflavina
fotoexcitada catalisa a transferéncia de elétrons de um doador, como o acido ascérbico, para o
oxigénio, levando a formacgao de peroxido de hidrogénio (KNAFO et al., 2005).

A geracdo de peroxidos estd associada com alteragdo dos nutrientes a serem
infundidos. Em trabalho realizado por Laborie e colaboradores (LABORIE et al., 1998) os
resultados sugerem que a riboflavina pode reagir com outros doadores de elétrons além do acido
ascorbico, como aminoacidos ou lipidios. Aminoacidos como tirosina, metionina, prolina e
triptofano podem ser oxidados na presenca de riboflavina, gerando fotoprodutos toxicos em
modelos animais. A oxidagdo de aminoacidos leva a menores concentragoes de peroxidos
encontradas numa mistura de aminodacidos e glicose, quando comparados com glicose apenas.

Metais como o cobre e o ferro, na sua forma fisioloégica sdo, predominantemente,
elétron-reagentes. O cobre ¢ um pro-oxidante e pode participar da peroxidacado lipidica catalisada
por metais (VALKO et al., 2006). O mecanismo geral de ativagdo de oxigénio por ions metalicos
¢ baseado na reacdo de Fenton/Haber-Weiss e reacdes de auto-oxidagdo, nas quais o oxigénio
molecular e suas formas parcialmente reduzidas superdxido (O,*) e peréxido de hidrogénio
(H20,) servem como substratos. A conversdo de H,O, em radical hidroxila (OH™*) ocorre pela
oxidac¢do de um cation metalico (o metal serve como um agente redutor) na reacao de Fenton. O
ciclo redox do cation metalico ¢ mantido pela redugdo com O, . O balango das duas reagdes ¢ a

reacdo de Haber-Weiss. A forma oxidada do metal também pode originar uma auto-oxidacao na
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presenca de oxigénio molecular, gerando H,O,. E bem estabelecido que a reagdo de cobre, Cu(T),
em meio aquoso com H,O, forma espécies reativas de oxigénio (ERO) (BAL e KASPRZAK,
2002).

Assim como ocorre com o cobre, o radical superdxido pode reduzir o cromo(VI) a
cromo(V) (reagdo tipo Fenton), que pode entdo catalisar a decomposicao de H,O, criando um
radical OH™. O cromo(V) pode ser reduzido pelos redutores celulares (ascorbato ou glutationa
peroxidase) a cromo(VI), novamente participando da reagdo de Fenton para gerar o radical

hidroxila (VALKO et al., 2006).

1.6 TOXICIDADE ASSOCIADA A PEROXIDACAO DA NP

A mistura de solugdes de aminodcidos, lipidios, vitaminas, ou aditivos causa a
geracao de peroxidos. Perdxido de hidrogénio representa mais de 80% dos perdxidos gerados em
multivitaminas, e peroxidos organicos também sdao contaminantes da NP. Os peroxidos
infundidos podem causar um estresse oxidativo por si, ou podem ser convertidos a radicais livres
na presenga de oligoelementos (CHESSEX et al., 2001a). A administragdo de NP em neonatos
prematuros estd associada ao aumento na atividade de radicais livre. Porém, o uso de lipidios,
com reducdo da razao lipidios/glicose na NP, leva a diminui¢do na producdo de ERO (BASU et
al., 1999).

Peroxidos lipidicos sdo espécies labeis que podem se decompor enzimaticamente ou
ndo-enzimaticamente produzindo, entre outros, malondialdeido e hidrocarbonetos volateis. Em
neonatos prematuros recebendo infusdo intravenosa de emulsao lipidica, uma fragdo do aumento
observado de pentano da respiracdo ¢ derivada da emulsdo lipidica. O grau de peroxidacgao

lipidica da NP estd relacionado com a temperatura e as condigdes de exposi¢ao a luz, a
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composi¢ao material das bolsas e a quantidade de acidos graxos polinsaturados da emulsdo
lipidica (PIRONI et al., 2003).

Doenca hepatobiliar progressiva €, potencialmente, uma complicacdo em pacientes
recebendo NP por longo tempo, especialmente nos neonatos. Uma combinagdo de estresse
oxidativo e deplecdo de glutationa poderia ser um importante fator na patogénese de dano
hepatico induzido por NP (HONG et al., 2007).

Infusdes lipidicas podem levar a produgdo de peroxidos quando da exposigdo a luz,
por causa da a¢do dos acidos graxos polinsaturados como doadores de elétrons. Este processo €
acentuado pelas preparacdes contendo multivitaminas e aminoacidos, levando a produgdo
secundaria de radicais livres com potencial dano tecidual e celular (KITCHEN e FORBES,
2000). Diversas evidéncias mostram que produtos de peroxidagdo lipidica afetam direta e
indiretamente muitas funcdes celulares e homeostase de orgdos. Estes podem induzir uma
resposta imune, iniciando fibrose ou inflamagdo, inativar enzimas contendo tiol, ou iniciar
transcrigdo genética ou apoptose. Esses produtos estdo ligados a varias doengas, como
ateroesclerose, cancer e desordens neurodegenerativas (YIN e PORTER, 2003). O dano oxidativo
tecidual contribui para processo de doenga aguda e cronica em muitos pacientes recebendo NP
(JONAS e ZIEGLER, 1998).

Ainda, peroxidos lipidicos e produtos secundarios a peroxidacdo podem ser
diretamente citotoxicos e podem também ter efeitos indesejaveis como aumento da resisténcia
vascular pulmonar. Isso pode estar relacionado com interferéncia na atividade de eicosanoides
vasoreguladores ou interagdo com fator relaxante de endotélio (SILVERS et al., 2001a). De fato,
a infusdo de emulsdes lipidicas resulta em alteragdo do tonus vasomotor. Isto estd ligado a
geracdo de espécies oxidadas vasoconstritoras, como perdxidos lipidicos, que podem afetar o

fluxo sanguineo. Hidroxinonenal, um produto final de peroxidagao lipidica, diminui a producao
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enddgena de oxido nitrico e leva a vasoconstricdo (KHASHU et al., 2006). Além disso, os
hidroperdxidos lipidicos modulam as atividades de cicloxigenase e lipoxigenase, responsaveis
pela biossintese de importantes prostaglandinas vasoreguladoras (NEUZIL et al., 1995).

Existem varios mecanismos pelos quais os peroxidos lipidicos poderiam causar dano
pulmonar: (1) produtos de quebra aldeidica de perdxidos lipidicos ligam e inativam grupos
sulfidrila de cisteina, que sdo criticos para a acdo surfactante da proteina C; (2) perdxidos
lipidicos se combinam com superoxidos de neutrdfilos para produzir um potente iniciador de
peroxidacao lipidica, radical peroxila, que também ¢ capaz de atacar o residuo metionina do lado
ativo da a;-antitripsina; (3) peréxidos lipidicos produzem aberragdes na sintese de prostanodide e
leucotrieno; e (4) peroxidos lipidicos em concentragdes nanomolares aumentam a ligagdo de
monocitos a células endoteliais e aumentam a producdo de fator quimiotatico de mondcito,
estimulando potencialmente a inflamacao (HELBOCK e AMES, 1995).

O estresse oxidativo ocorre quando a producao de radicais livres danosos [O,, HyO,,
HO-, oxigénio singleto (‘O;), radical peroxila lipidico (LOO™)], e outras moléculas oxidativas,
excede a capacidade das defesas antioxidantes do organismo (DANI et al., 2004), induzindo
eventos proapoptdticos na mitocondria hepatica e nos hepatdcitos por causa do aumento da
permeabilidade da membrana da mitocondria pelas ERO. Essa apoptose tem sido reconhecida
como um mecanismo chave da causa de injuria em doencas colestaticas hepaticas (CAI et al.,
2006). A maioria dos organismos vivos tem defesas antioxidantes bem desenvolvidas, com o
objetivo de eliminar ERO e controlar sua concentracdo. Esses mecanismos incluem enzimas
(superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase) e moléculas ndo enzimaticas (vitaminas
A, C, E, glutationa, e coenzima Q10) (BASU et al, 1999). Muitas doengas em neonatos
prematuros (displasia broncopulmonar, retinopatia de prematuridade, injuria cerebral) estdo

relacionadas a acdo de ERO. Em particular, bilirrubina ndo conjugada ¢ habil em eliminar
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oxigénio singleto com alta eficiéncia, reagir com anions superoxido e radicais peroxila, e servir
como substrato redutor para peroxidases na presenca de peroxido de hidrogénio ou
hidroperdxidos organicos (DANI et al., 2004).

As ERO englobam uma variedade de metabolitos de oxigénio parcialmente reduzido
(anions superoxido, peroxido de hidrogénio, e radicais hidroxila), que possuem reatividade maior
que a do oxigénio molecular e sdo geradas endogenamente como conseqiiéncia de fungdes
celulares normais ou derivadas de fontes externas, neste caso a NP (SASAKI, 2006).

Glutationa ¢ um tripeptideo composto de glutamato, cisteina, e glicina ¢ ¢ o
antioxidante intracelular mais importante em tecidos de mamiferos. Ela protege contra dano
oxidativo causado pelos radicais livres através da reacdo da glutationa peroxidase e a
detoxificagdo de metabolitos eletrofilicos por multiplas glutationa transferases. A concentragdao
de glutationa no figado, local de maior sintese de glutationa e detoxificagdo, ¢ particularmente
alta. Contudo, a concentracdo de glutationa hepatica ¢ diminuida durante a TNP. Isso pode ser
causado pelo aumento no consumo, aumento de oxidag¢ao e deplecao de estoques de glutationa.
Por outro lado, o estresse oxidativo induz, ou acompanha, a apoptose e os antioxidantes podem
reduzir a apoptose hepatica pela prevencgao da geragdo de estresse oxidativo (HONG et al., 2007).

O excesso de peroxidos leva ao consumo de glutationa. A conversao desses peroxidos
em radicais livres leva a um aumento da transcrigdo do gene responsavel pela produgdo da
glutationa. Este excesso pode ser mensurado, através dos niveis hepaticos de marcadores
prostanodides oxidante-sensiveis. Por sua vez, estes marcadores podem ser usados para mensurar
modificagdes na concentragdo de glutationa quando ha aumento da atividade antioxidante,
associadas a perdxidos infundidos, como confirmacdo da colestase hepatica por acdo de

perdxidos. (CHESSEX et al., 2001a).
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O ciclo redox da glutationa € o sistema enzimatico antioxidante mais abundante e
promove prote¢do contra ERO, particularmente peréxido de hidrogénio, pelo uso de peroxidases
selénio-dependentes ou independentes para reduzir H,O, e peroxidos lipidicos a agua ou
respectivo alcool, com a concorrente oxidacdo de glutationa a glutationa dissulfito
(O’DONOVAN e FERNANDES, 2000).

O sistema enzimatico superdxido dismutase (SOD)/catalase ¢ um sistema de defesa
contra ERO importante para o figado. Nele, os niveis de atividade de Cobre-Zinco-superoxido
dismutase (CuZn-SOD) e catalase s3o maiores que em outros tecidos. O complexo CuZn-SOD
dismuta duas moléculas de anion superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, e o perdxido
de hidrogénio ¢ subseqiientemente reduzido a dgua pela catalase (NISHIMURA et al., 2005). O
perdxido de hidrogénio infundido € quebrado rapidamente pela catalase de células vermelhas na
circulacdo sanguinea de neonatos, porém ndo had qualquer antioxidante comparavel para
peroxidos lipidicos (SILVERS et al., 2001b).

H,0, em concentrag¢des encontradas na rotina clinica de TNP induz a transformagao
de acido desidroascoérbico em compostos que tém potencial para afetar o metabolismo lipidico
(KNAFO et al., 2005).

Infelizmente, muitos agentes antioxidantes (como vitaminas E e A, ceruloplasmina e
al-antripsina) e elementos trago (cobre, zinco, ferro e selénio — metais cofatores necessarios para
sintese de antioxidantes e sua atividade) sdao deficientes em neonatos prematuros. Muitas doengas
ocorrem devido ao fato do sistema antioxidante de neonatos prematuros ser altamente estressado
e incompletamente desenvolvido (DANI et al, 2004). Neonatos prematuros tém baixa
concentracao de glutationa e alta concentragdo de glutationa dissulfito, comparados com adultos.

As mudancgas nos mecanismos antioxidantes de defesa dos neonatos, seguindo o nascimento, sao
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particularmente criticas em prematuros, cujo cuidado médico envolve a exposicdo a altas
concentracdes de oxigénio (oxigénioterapia). Neles, a capacidade de defesa antioxidante poderia
estar comprometida por baixos niveis de glutationa e outros antioxidantes que metabolizam as
ERO, sugerindo um aumentado risco para problemas relacionados a estresse oxidativo
(O’DONOVAN e FERNANDES, 2000). Nao ¢ de se surpreender que neonatos prematuros sejam

mais sensiveis a complicagdes hepaticas devido a sua imaturidade fisiologica (CAl et al., 2006).

1.7 DANO GENETICO E MUTAGENESE

Virios trabalhos cientificos relatam a producdo de perdxidos dentro de uma bolsa de
NP (MULLER e HEINEMANN, 1994; NEUZIL et al., 1995; LABORIE et al., 1998; STEGER e
MUHLEBACH, 1998; KITCHEN e FORBES, 2000; LABORIE et al., 2000; CHESSEX et al.,
2001a; CHESSEX et al., 2001b; GIBBONS et al., 2001; LEE et al., 2003; PIRONI et al., 2003;
KNAFO et al., 2005; LAVOIE et al., 2005; CAI et al., 2006). Muitos desses trabalhos
relacionam a presenca de perdxido na NP a danos teciduais e celulares, principalmente
relacionados ao figado. Em neonatos, indicadores de peroxidagdo aumentados estdo associados
com maior morbidade (CHESSEX et al., 2001a).

Em seu trabalho, Laborie e colaboradores (LABORIE ef al., 1998) mostram que a
mistura de riboflavina e 4cido ascorbico (como doador de elétrons), em uma solugdo de
aminoacidos, ou uma emulsdo lipidica podem gerar peroxidos em solu¢des de NP. Deste modo,
com o sistema antioxidante ainda imaturo, a infusdo de peréxidos em neonatos prematuros € no
minimo de risco bioldgico.

Hidroperoxidos lipidicos na sua forma livre ou na emulsao lipidica sdo citotoxicos e
causam evidente dano a células endoteliais da aorta tordcica quando administrados via

intravenosa (NEUZIL et al, 1995). Também, displasia broncopulmonar e retinopatia em
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neonatos prematuros tém sido associadas a infusdo de lipidios e essas condi¢des tém sido ligadas
a dano celular mediado pelos radicais livres (BASU et al., 1999).

A proteina p53, importante supressor tumoral, pode exercer sua acdo em resposta a
estresse oxidativo. A ativacdo de p53 pelo estresse oxidativo pode resultar em apoptose
(SASAKI, 2006). Estudos tém mostrado que a NP induz apoptose de células epiteliais, associada
com decréscimo de expressao de RNAm de Bcl-2. Adicionalmente, a NP com lipidio aumentou a
expressao de Faz e dos fatores pro-apoptotico Bad e anti-apoptético Bcel-xI. Essas alteracdes
podem contribuir para a injuria no hepatdcito induzida por NP, por apoptose, ou tais fatores
expressos podem suprimir a regeneragdo do hepatocito (HONG et al., 2007). Ja foi comprovado
que radicais livres de oxigénio podem induzir mutag¢des ativas de c-Ha-ras, um proto-oncogene
humano (ANISIMOV, 2002).

O estresse oxidativo, por espécies reativas de oxigénio, ¢ capaz de causar dano em
varios constituintes celulares, como o DNA, proteinas e lipidios, levando a carcinogénese,
envelhecimento ¢ muitas outras doengas (OLINSKI et al., 2007). Particularmente, o dano no
DNA mediado pelo estresse oxidativo ¢ critico no processo de carcinogénese. Um dano genético,
se mal-reparado, leva a mutagdes que podem levar a ativagao de proto-oncogenes € inativagdo de
genes supressores de tumor (KAWANISHI ez al., 2001; LOFT e POULSEN, 1996).

O cromo, um elemento trago presente em formulagdes de oligoelementos, ¢
potencialmente toxico e carcinogénico em altas doses. Todos os cromatos podem entrar
ativamente nas células através de canais de transferéncia de anions isoelétricos e isoestruturais,
como sulfato e fosfato. Uma vez dentro da célula, na presenga de redutores celulares, eles podem
causar uma variedade de lesdes no DNA, incluindo adutos Cr-DNA, liga¢des cruzadas DNA-

proteina, liga¢des cruzadas DNA-DNA e dano oxidativo (VALKO et al., 2006).
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Em células normais existe a freqiiente formacao de lesdes no DNA, cerca de 10.000
depurinizagdes espontaneas e centenas de desaminagdes espontaneas de adenina e guanina por
dia. Os mecanismos de reparo de DNA trabalham, com algumas excegdes, para evitar que essas
lesdes tornem-se mutacdes (ANISIMOV, 2002). Boa parte dessas lesdes ¢ formada por fatores,
endogenos ou exogenos, que danificam o DNA de maneira continua. Esses incluem ERO como
anion superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxil (GAO et al., 2004).

As mutagdes no DNA por troca de bases ocorrem por transi¢do entre bases do mesmo
grupo, uma purina por outra purina (A<>G) ou uma pirimidina por outra pirimidina (T<>C), ou
por transversdo entre bases de grupos distintos (A ou GT ou C). Se a lesdo leva a uma
distor¢do estrutural, causando um bloqueio da progressdo da molécula de DNA polimerase, ela é
classificada como potencialmente letal. Se a lesdo, que ndo leva a uma distor¢ao estrutural, pareia
com uma base ndo-cognata e ¢ transpassada pelas DNA polimerases, ela ¢ classificada como pré-
mutagénica (WALLACE, 2002).

Entre muitas formas de ERO, o radical hidroxil (HO’), em particular, tem relagdo
direta com lesdes oxidativas no DNA, com a formag¢do de um grande numero de lesdes
pirimidinicas e purinicas (GAO et al, 2004). A migragdo de HO ¢ limitada, ele reage
rapidamente com componentes celulares. HO,, um precursor de HO', ¢ menos reativo, porém
mais rapidamente difusivel e assim mais comumente estd envolvido na formagdo de bases
oxidadas. Recente atencao tem sido dada a produtos de oxidacao de bases nitrogenadas do DNA,
com particular énfase para a formacgao e reparo de 7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-0xoG) (Figura 1),
uma das importantes lesdes em bases desemparelhadas (SASAKI, 2006). A guanina exibe o
menor potencial de ionizagdo entre as bases nitrogenadas e ¢ o alvo preferencial para agentes

oxidantes. O oxigénio singleto reage especificamente com a guanina (CADET et al., 2003). A 8-
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oxoG tem sido encontrada em DNA tratado com varios agentes oxidantes, metais, ¢ radiagdo
ionizante, sendo comumente utilizada como um biomarcador de estresse oxidativo (WALLACE,
2002). Sabe-se que cobre, na presenca de H,O, e 4cido ascorbico, ¢ capaz de gerar lesdes 8-
0x0G no DNA (ARUOMA et al., 1991). Existem dois mecanismos de formagdo de 8-0xoG no
DNA celular: interagdo direta de ERO com guanina na posi¢do C8, e oxidagdao da guanina no
quantitativo de nucleotideos durante a replicagdo de DNA. Em células normais, tem sido
estimado que cerca de 200 lesdes genomicas 8-0xoG sdo formadas, espontaneamente, por célula
por dia pelos dois mecanismos descritos anteriormente. Essas lesoes oxidativas do DNA resultam
em mutagénese especifica e produzem transversdes de G para T que sdao mundialmente
encontradas em oncogenes e genes supressores de tumor mutados. Em adi¢do, a guanina presente
no grupo de nucleotideos a serem incorporados ao DNA pode ser oxidada, passando a 8-0xo0G, e
esta, durante a replicacdio de DNA, pode ser incorporada a fita genética, resultando em
transversoes de G:C para T:A. Como pode ser visto na Figura 1, a 8-0xoG pode parear com
citosina (C) ou adenina (A), sendo esta ultima mutacional. Quando pareada com citosina, a
estrutura duplex da 8-0xoG ¢ muito similar a estrutura normal, assumindo uma conformagao anti.
Quando pareada com adenina, a 8-0x0G assume uma conformag¢do sin, formando um par de
bases estavel. Com isso € possivel a inser¢do tanto da base cognata, citosina, quanto da base nao-
cognata, adenina. A oxidagdo da guanina ainda ndo incorporada ao DNA, a 8-0xoGTP pode ser
pareada com adenina durante a replicagdo (WALLACE, 2002). Assim, a presenca de 8-0xoG em
células pode levar a mutagdes pontuais (GAO et al., 2004; OLINSKI et al., 2003; SASAKI,
2006). A lesdo 8-0xoG ¢ caracterizada como uma lesdo mutagénica e ndo letal (WALLACE,
2002).

A carcinogénese ¢ um processo multi-passos e multimecanistico. O modelo atual de

carcinogénese indica que o primeiro passo, a “Iniciagdo”, ¢ irreversivel. Agentes mutagénicos sao
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efetivos iniciadores. Diversos estudos sobre a teoria clonal do cancer assumem que este se origina

de uma tnica célula iniciada (TROSKO, 1992).

Figura 1: Representagdo estrutural do pareamento entre as bases citosina e adenina com a base oxidada 8-0x0G.
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Fatores criticos que determinam a susceptibilidade de um tecido a carcinogénese
incluem sintese de DNA e atividade proliferativa daquele tecido, tempo de exposi¢do ao
carcindgeno e a eficacia de reparo do DNA danificado. E sabido que a alta prevaléncia de cancer
em individuos idosos simplesmente reflete um prolongado tempo de exposi¢do a carcindgenos.
Uma exposi¢do a um carcindgeno em individuo jovem pode diminuir a quantidade de estagios
necessarios para a transi¢ao de célula saudavel para célula tumoral (ANISIMOV, 2002).

Os efeitos da infusdo prolongada de peroxidos em um organismo com sistema de
defesa imaturo sdo desconhecidos (CHESSEX et al., 2001b). Isto inclui a possibilidade da agao
mutagénica destes peroxidos. Muitas observagdes indicam uma correlacdo direta entre a
formacdo de 8-oxoG e a carcinogénese in vivo, ¢ que as ERO sdo conhecidas por induzir

mutagénese em codons dos genes humanos p53, c-Ha-ras e K-ras. As transversdes G para T sao
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as mutacdes mais freqiientes no gene supressor de tumor p53 (LOFT e POULSEN, 1996;
OLINSKI et al., 2003). Os sistemas de defesa antioxidante sao freqiientemente inadequados, € o
dano causado pelas ERO tem sido relacionado a carcinogénese e a doengas degenerativas
relacionadas ao envelhecimento (LOFT e POULSEN, 1996). As ERO podem agir em varios

estagios da carcinogénese.

1.8  REPARO DE LESOES OXIDATIVAS NO DNA

O dano oxidativo ao DNA ¢ reparado continuamente in vivo por uma variedade de
enzimas. DNA glicosilases retiram bases incorretas e subseqiientes clivagens de ligacdes
fosfodiéster sdo feitas nas extremidades abasicas pelas endonucleases, seguidas da inser¢ao do
nucleotideo correto. Em Escherichia coli, as enzimas de reparo MutT e MutM cooperam
funcionalmente com MutY, uma enzima que remove a adenina erroneamente pareada com a 8-
0xoG no DNA (LOFT e POULSEN, 1996). Exonuclease III, endonuclease IV, atividades de
excisao de endonucleases e exonucleases associadas com UvrAB sdo exemplos de enzimas que
podem reparar DNA oxidado (MICHAELS et al., 1992).

Lesoes 8-0x0G em DNA celular sdo reparadas pela a¢do de formamidopirimidina-
DNA-glicosilase (FPG), ou MutM em Escherichia coli, ou a proteina Oggl, expressa em
humanos pelo gene hOggl/ (WALLACE, 2002). Em DNA nuclear, cerca de 90% das bases
oxidadas sdo reparadas por mecanismos de reparo de nucleotideos, e os restantes 10% pelo reparo
por excisdo de bases, indicando que o reparo de nucleotideos € a via primaria para o reparo de 8-
0x0G (SASAKI, 2006). A adenina, emparelhada incorretamente com 8-0x0G, pode ser removida
por uma enzima de reparo de Escherichia coli, MutY (ou seu homoélogo humano MYH), seguida
de uma insercao de citosina, levando a formag¢do do par 8-oxoG/C, que sera corrigido num reparo

por excisao de bases mediado por OGG1, ou MutM, uma glicosilase que remove especificamente
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a 8-0x0G do DNA (GAO et al., 2004). A MTH (homologa a MutT de Escherichia coli) hidrolisa
a 8-0xoGTP a 8-0xoGMP, impedindo a fixagdo da base oxidada ao DNA (FORTINI et al., 2003).

A proteina MutY ¢ diferente de outras defesas, que procuram neutralizar as ERO ou
reparar o dano que elas causam em acidos nucléicos, pois ajuda a corrigir erros que resultam da
replicacdo do DNA que contém o dano oxidativo. Ela remove adeninas que sdo incorporadas em
face de lesdes 8-0xoG no DNA. De fato, hd um intrincado mecanismo (Esquema 1) envolvendo
as proteinas MutM, MutT e MutY na prote¢do de células do efeito mutagénico da 8-0xoG. A
falta de funcionalidade de uma dessas, em especial a MutY, leva a fixa¢do mutacional do dano
oxidativo (MICHAELS et al., 1992). Células de E. coli defeituosas em MutM ndo sdo sensiveis a
agentes oxidantes, mas sao parcialmente mutadoras. A adigdo da mutagdo em mutY aos mutantes
em mutM confere uma taxa de mutagdes espontaneas cerca de 400 vezes maior que na bactéria

selvagem (WT) (WALLACE, 2002).

Esquema 1: Mecanismo de dano oxidativo em DNA envolvendo a agdo mutagénica da 8-0xoG e o mecanismo de
reparo envolvido (MutT, MutM e MutY). As setas em vermelho indicam uma rota da muta¢do por oxidacdo
envolvendo troca de bases, GC:TA. As setas em azul indicam agdo de mecanismos de reparo de lesdes oxidativas de
DNA. As setas em verde indicam a via normal de duplicagdo de DNA com correto pareamento de bases. Adaptado
de FORTINI et al., 2003; WALLACE, 2002; GAO et al., 2004; OLINSKI et al, 2003; SASAKI, 2006; e
MICHAELS et al., 1992.
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A posi¢do 8 no anel imidazoil da adenina também ¢ suscetivel a oxidag¢do, formando
a 7,8-dihidro-8-oxoadenina (8-ox0A). Esta, pareada com timina mantém a conformacdo anti
normal, sendo este o pareamento preferencial. J4 pareada com guanina ela leva a uma
conformacao sin da base oxidada. Essa lesao pode levar a transicdo A—G ou a transversao A—>C
em células de mamiferos, sendo pouco mutagénica em E. coli. Além da 8-oxoA, a 2-
hidroxiadenina (2-oxoA) ¢ observada em DNA oxidado, levando a substituigdes de base de
A—>G e A—>T. A MutY pode remover essa lesdo quando pareada com guanina (WALLACE,

2002).

1.9  AVALIACAO DA ATIVIDADE GENOTOXICA E MUTAGENICA DA NP

Em um trabalho intitulado “Review of the Toxicologic Properties of Medium-Chain
Triglycerides” (TRAUL et al., 2000) foi relatado um ensaio de genotoxicidade e mutagenicidade
para uma emulsao lipidica contendo triglicerideos de cadeia média. Neste trabalho foram usadas
cinco cepas modificadas de Salmonella typhimurium na presenca de ativagdo metabdlica em um
teste de mutagenicidade microbioldgica de Ames (MARON e AMES, 1983), sendo positivo para
uma cepa apenas.

Testes de mutagenicidade utilizando bactérias ou leveduras sdo os mais utilizados
para a avaliagdo do potencial carcinogénico de varias substincias. Se comparados com a
dificuldade de se obter amostras ¢ o tempo que se leva para concluir as analises utilizando
pequenos animais e culturas de células de mamiferos, os testes usando microrganismos sao, além
de mais rapidos, mais baratos. Estes podem oferecer vantagens praticas e permitem penetrar nos

mecanismos-base da genotoxicidade e suas conseqiiéncias (QUILLARDET et al., 1982).
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Misturas complexas com atividade genotoxica e/ou mutagénica, podendo ser
carcinogénicas, podem ser investigadas pelo uso de bioensaios microbioldgicos para identificagao
dos elementos mutagénicos e do mecanismo envolvido. O dano no DNA, acumulado ao longo da
vida, pode iniciar a génese de canceres ou de defeitos genéticos, sendo o maior contribuinte para
o envelhecimento e doengas degenerativas. A solucdo para esses males ¢ a prevengdo:
identificando os agentes mutagénicos e minimizando a exposi¢do humana. Para isso, inimeros
testes microbiologicos foram desenvolvidos visando a elucidagdao dos elementos, € mecanismos,
envolvidos no dano genético (McCANN e AMES, 1976).

O entendimento da sua biologia molecular e do seu metabolismo, além do
sequenciamento completo do seu genoma, torna E. coli o organismo teste padrao em biologia.
(JOSEPHY, 2000). Alguns dos ensaios microbioldgicos utilizando essa bactéria foram
empregados neste trabalho visando a investigacao da atividade genotoxica e mutagénica que pode
estar associada a NP. Cepas de Salmonella typhimurium foram usadas no teste de Ames com o
mesmo objetivo.

1.9.1 Avaliacdo de atividade genotdxica: SOS cromoteste

O SOS cromoteste, utilizando Escherichia coli mutada, ¢ um ensaio quantitativo e/ou
qualitativo que se baseia na expressao de B-galactosidase, mediante fusdo do gene lacZ em sitio
especifico envolvido com a inibi¢do da divisdo celular, (gene sfid). Outras duas mutagdes, uvr4 e
rfa, contribuem para a qualidade do teste, aumentando a resposta a ataques de mutagénicos (pela
exclusdio do reparo) e aumentando a permeabilidade da membrana celular ao agente,
respectivamente. A cepa PQ37 ¢é usada como padrio para o SOS cromoteste desde 1982
(QUILLARDET et al., 1982). A geracdo de coloracdo azul (Figura 2) indica atividade genotdxica
da substancia em placas contendo a bactéria em meio de cultura, o “spot test” (QUILLARDET e

HOFNUNG, 1985).
34



Figura 2: Controle Positivo com 4-NQO, potente agente genotdxico/mutagénico. O DNA ¢é tdo danificado que
provoca morte celular em concentragdes mais elevado (préximas ao ponto de deposi¢do) (halo de inibigdo de
crescimento), apresentado pela auséncia de colorac¢do no centro do halo azul.

A sensibilidade do SOS cromoteste ¢ equivalente aquela do Mutateste e, geralmente,

4-40 vezes maior que a do Induteste (QUILLARDET et al., 1982).

1.9.2 Avaliagdo de atividade genotdxica: Induteste

O conhecimento sobre a inducdo de profagos A em Escherichia coli K12 por
substancias carcinogénicas levou ao desenvolvimento desta técnica em 1976. E um ensaio
quantitativo e/ou qualitativo baseado na indugdo lisogénica pela ativagdo de profagos A em
exposicdo a substancias genotoxicas. A cepa utilizada originalmente no Induteste possui
mutagdes relacionadas a permeabilidade de membrana, no gene envA4, e deficiéncia de reparo, no
gene uvrB. O ensaio utiliza a bactéria teste contendo profago (A) e envA uvrB deficiente, uma
bactéria resistente a ampicilina como A indicadora, para revelar os fagos induzidos pelo
tratamento com a substancia a ser testada. Dos 3 tipos de Induteste descritos no trabalho de

Moreau e colaboradores, criadores da técnica, o “Induteste II” é um teste quantitativo em placa,
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na qual a presenca de centros infecciosos lisados (Figura 3) indica estimulo genotdxico
(MOREAU et al., 1976). As cepas utilizadas para este trabalho, RIF013 (indicadora) e WP2S (1),
foram construidas no laboratorio de Radiobiologia Molecular, Instituto de Biofisica, da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, sendo esta ultima mutante apenas em reparo (gene

uvrA).

Figura 3: Resultado de inducdo lisogénica do Induteste com exposicdo ao Ultravioleta tipo C, controle positivo.

1.9.3 Auvaliagdo de atividade mutagénica: Mutateste
Conhecido também como teste de Ames, usa cepas de Salmonella com mutagdes
especificas para deficiéncia de histidina, permeabilidade de membrana (gene rfa), deficiéncia de
reparo (gene uvrB) e fator de resisténcia a ampicilina inserido em um plasmideo, que também
contém os genes mucA e mucB, que codificam uma mutapolimerase. Como resultado de diversos
testes para validagcdo da técnica, cerca de 90% dos carcindgenos testados foram mutagénicos
nesse ensaio, levando a uma discussdo e conclusdo de que a correlagdo entre carcinogenicidade e

mutagenicidade de substancias ¢ de 83%. O principio do teste € o uso de cepas mutantes, com um
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tipo conhecido de mutacdo, que se tornam revertentes (reversao de auxotrofia para prototrofia —
produtor de histidina) mediante danos genéticos especificos. As cepas padrao sao TA97, TA9S ,
TA100 e TA102, variando nas mutagdes citadas para determinados danos genéticos, o que norteia
para o possivel mecanismo de mutagénese. O resultado ¢ visto com a presenca de colOnias
(Figura 4) mediante estimulo mutagénico (His—His"). A versdo “spot test” do teste de Ames é
aplicavel como avaliacdo qualitativa inicial de uma série de compostos (MARON e AMES,

1983).

Figura 4: Controle Positivo, versdo “spot test” com 4-NQO, potente agente genotoxico/mutagénico. O DNA ¢ tdo
danificado que provoca morte celular (halo de inibi¢do de crescimento), apresentado pela auséncia de col6nias em
seu interior e delimitado por coldnias revertentes (His—>His ).
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1.9.4 Avaliacio de mecanismo de mutagenicidade: ensaio lacZ (Teste de Miller)

Um dos primeiros passos para elucidar a via de mutagénese ¢ determinar a
especificidade de mutagdes geradas espontaneamente ou por tratamento com agentes
mutagénicos. Para este fim foram desenvolvidos diversos sistemas que permitem a rapida
determinacdo de especificidade mutagénica por métodos genéticos. Entre eles, o teste de Miller
se destaca por englobar cada uma das 6 possiveis substitui¢des de bases. E um sistema que revela
a substituicdo de uma base especifica, simplesmente por medir o nimero de colonias de bactérias
revertentes que aparecem em placa de meio seletivo. Neste ensaio sdo usadas 6 cepas com
diferentes mutacdes em um mesmo codon no gene lacZ, que detecta, individualmente todas as 6
mutagdes por substituicao de bases. O gene lacZ de Escherichia coli, codifica para a produgdo de
B-galactosidase, permitindo que a lactose seja usada como fonte de carbono. As células Lac™ ndo
crescem em meio contendo lactose, porém quando ha o dano genético ela torna-se produtora da
enzima e volta a crescer neste meio (Lac—Lac’) (Figura 5). As cepas usadas sio a CC101
(AT—>CG), CC102 (GC—AT), CC103 (GC—CQG), CC104 (GC—>TA), CC105 (AT>TA) e
CC106 (AT—>GC) (CUPPLES e MILLER, 1989). O residuo Glu-461 foi identificado como
critico para a atividade catalitica da enzima, tornando-a inativa quando ¢ substituido. Existem
dois cddons para acido glutdmico, GAA e GAG. O tipo selvagem possui a sequéncia GAA para o
codon 461. Para o teste de Miller todas as seqiliéncias possuem a guanina como terceira base,

levando para uma seqiiéncia GAG no cddon 461 das cepas revertentes (JOSEPHY, 2000).
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Figura 5: Resultado de crescimento de bactérias revertentes (Lac'—Lac") por agdo mutagénica.

1.9.5 Avaliacdo de mutagenicidade por dano oxidativo ao DNA: Ensaio com cepa
deficiente em MutY
Este teste torna evidente a importancia da defesa contra dano oxidativo ao DNA,
neste caso a lesdo 8-0x0G. As enzimas MutY, MutM e MutT levam a correcao de erros que sao
induzidos pela replicacdo de DNA contendo lesdes oxidativas como a 8-0xoG. A proteina MutY
remove a adenina pareada com a 8-0xoG. Cepas que sdo deficientes em MutY tém elevado
nimero de transversdes GC—TA, especificas para dano oxidativo de DNA envolvendo lesao 8-
oxoG (MICHAELS et al., 1992). A CC104mutY, deficiente em MutY, ¢ uma cepa mutada
oriunda do Teste de Miller especifica para detectar transversdes GC—TA. O teste ocorre da
mesma forma como no Teste de Miller (Figura 5), avaliando-se a reversdao em lactose (Lac

—Lac"), revelando a mutagio por lesdo oxidativa 8-0xoG no DNA.
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2 OBJETIVOS

A importancia da elucidacdo dos mecanismos envolvendo toxicidade associada ao
uso da NP, principalmente em longo prazo, ¢ indiscutivel, levando-se em consideragdo a
fragilidade do usuario em TNP, abordado neste trabalho. A aplicacio da TNP ao neonato,
principalmente aos prematuros pode levar a complicagcdes bem conhecidas e algumas delas com
mecanismos bem definidos. A possivel atividade genotoxica e/ou mutagénica associada a NP,
pela acdo dos peroxidos gerados na mistura ou por outros elementos indutores, deve ser
investigada e correlacionada com o que ja foi citado na literatura relativo ao uso da NP e sua
toxicidade. A acdo das condigdes de armazenamento, do tempo de preparo, da presenga de
vitaminas e oligoelementos, da concentracdo da mistura, entre outros, devem ser avaliados,

permitindo nortear para a condi¢do mais segura para o paciente em TNP.

2.1 OBJETIVO GERAL
Resultados preliminares ao projeto, apontando para uma atividade genotoxica
associada a NP, permitiram a defini¢do dos objetivos a serem alcangados por este trabalho, tendo
como objetivo geral:
e Caracterizar o potencial genotoxico e mutagénico de misturas 3:1 de Nutri¢do
Parenteral voltadas para pacientes neonatos utilizando testes rapidos em

procariotos.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS
Levando-se em consideracdo estes resultados preliminares e a disponibilidade de

mecanismos de investiga¢do mais especificos foram tragados os seguintes objetivos especificos:
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Identificar os componentes responsaveis pela genotoxicidade e mutagenicidade
das misturas de 3:1 de NP testadas;

Avaliar e associar condigcoes de armazenamento que modulem a atividade
genotoxica e mutagénica das misturas 3:1 de NP voltadas para pacientes
neonatos;

Avaliar a atividade genotoxica e/ou mutagénica dessas misturas 3:1 de NP
levando-se em consideragdo tempo de preparo e concentra¢do,

Buscar entender os mecanismos envolvidos na atividade genotoxica e
mutagénica dessas misturas 3:1 de NP através do uso de cepas de
microrganismos especificos e;

Orientar, baseado nos resultados encontrados, para alternativas que diminuam
o potencial risco genotoxico e/ou mutagénico associado ao uso dessas misturas
3:1 de NP em neonatos, alertando para os possiveis danos em longo prazo

advindos do uso inapropriado dessas NP.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  AMOSTRAS

O trabalho tem ponto de partida na escolha de formulacdes 3:1 de NP usadas em 2
trabalhos associados a estabilidade de NP (LOBO, 2005; RIBEIRO, 2007), mostrados no Quadro
4.

As amostras foram cedidas pela Nutriente (RN Center Produtos e Servigos
Farmacéuticos Ltda.), empresa especializada na producdo de NP para pacientes infanto-juvenis e
adultos, mediante prescricdo médica. As preparacdes seguiram rigoroso controle de assepsia,
levando em consideragdo estrutura e metodologias adequadas as exigéncias da RDC 272
(ANVISA-BRASIL, 1998). Como as formulacdes sdo personalizadas, adaptadas ao paciente, a
escolha de formulagdes que melhor se aproximassem da realidade foi de vital importancia. Por
este motivo, as formulagdes de escolha seguiram as recomendacdes citadas nos Quadros 2 e 3.

As formulagdes seguiram concentracdes utilizadas em rotina clinica e foram
calculadas para simular o uso continuo, por 24 horas, da mistura em um paciente neonato
prematuro pesando 1,0 kg de peso. Este peso foi a base para o calculo da concentragdo final da
formulagdo de NP, com um volume final de 100 mL.

Para a execugdo dos testes do projeto as formulagdes oficiais foram as NPS (Nutri¢ao
Parenteral sem vitaminas ou oligoelementos), NPO (Nutri¢ao Parenteral com oligoelementos) e
NPV (Nutricdo Parenteral com vitaminas). Contudo, para o SOS cromoteste foram feitas
alteragdes na formulagdo (Quadro 7) visando avaliar a importancia de cada elemento da

formulagdo para o resultado obtido.
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Quadro 4: Composi¢do das formula¢des base de NP usadas para avaliagdo de genotoxicidade e mutagenicidade.

Macronutrientes NPO NPV NPS
Aminoécidos (g/kg) 3,0 3,0 3,0
Glicose (mg/kg/min) 6,0 6,0 6,0
Emulsdo Lipidica (g/kg) 2,0 2,0 2,0

Eletrélitos (mEg/kg)
Cloreto de Sédio 4,0 4,0 4,0
Cloreto de Potassio 1,0 1,0 1,0
Gluconato de Calcio 1,5 1,5 1,5
Glicerofosfato de Sodio 1,5 1,5 1,5
Sulfato de Magnésio 0,25 0,25 0,25

Vitaminas (5 mL)

Vit. A —3300 UI

Vit. D— 5,0 pug
Vit. E—- 10 mg
Vit. C - 100 mg
Vit. B; — 3,0 mg
Vit. B, — 3,6 mg
Pantotenato — 15 mg
Vit. Bs — 40,0 mg
Vit. Bs— 4,0 mg
Vit. B;, - 5,0 ug
Biotina — 60 pg
Folato — 400 pg

Oligoelementos (1 mL)
Zinco — 500 pg
Cobre — 100 pg
Manganés — 10 ug
Cromo — 1 pug

0,2 - -

A composicao dos macronutrientes utilizados neste trabalho (aminoécidos e lipidios)

para a mistura 3:1 de NP estéd indicada no Quadro 5.
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Quadro 5: Composi¢do dos macronutrientes utilizados para o preparo das NP utilizadas neste trabalho.

Macronutrientes Produto Composi¢ao Quantidade Volume total
Isoleucina 0,670 g/100 mL
Leucina 1,000 g/100 mL
Valina 0,760 g/100 mL
Lisina 1,100 g/100 mL
Metionina 0,240 g/100 mL
s Fenilalanina 0,420 g/100 mL
z = Treonina 0,370 g/100 mL
E _§ Triptofano 0,200 g/100 mL
< 3 Histidina 0,380 g/100 mL
< g Arginina 0,840 /100 mL
< £ Alanina 0,800 ¢/100 mL 250 mL
~§ 3 Acido aspartico 0,600 g/100 mL
é z% Cisteina 0,190 g/100 mL
< = Acido glutdmico 1,000 g/100 mL
« Glicina 0,400 g/100 mL
Prolina 0,300 g/100 mL
Serina 0,400 g/100 mL
Tirosina 0,045 g/100 mL
Ornitina 0,249 g/100 mL
Taurina 0,060 g/100 mL
< Oleo de soja (TCL) 100 g/L
< Triglicerideos de cadeia média (TCM) | 100 g/L
" ss Glicerol 25 ¢g/L
._g % 8 Lecitina de ovo 12 g/L 500 mL.
= =3 Oleato de sodio 0,3 g/L
— ’;3 e a-tocoferol 0,2 g/L
g Acido linoléico 24,0-29,0 g/L
H Acido a-linolénico 2,5-5,5g/L
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3.2  CONDICOES DE ENSAIO
3.2.1 Tempo apds o preparo da NP
As amostras para os experimentos foram utilizadas com dois tempos de preparo. O

tempo “0 h” (zero hora) refere-se a utilizacdo das amostras em até 2 horas apos o preparo. Ja o
tempo “48 h” refere-se a utilizagdo das amostras 48 horas apds o seu preparo, sob diferentes
condi¢des de armazenamento. O tempo de preparo “48 h” remete-se ao periodo de validade das
NP manipuladas extemporaneas, 48 horas, determinado pela empresa que cede as amostras,
seguindo recomendag¢des da RDC 272 (ANVISA-BRASIL, 1998). O uso das amostras nos
diferentes tempos apds o preparo tem como objetivo avaliar a influéncia desse fator sobre os
resultados obtidos. Para o Induteste foi aplicada uma programacio experimental na qual se
avaliaram as amostras de NP nos tempos 0 hora, 12 horas, 24 horas, 48 horas e 7 dias, decorridos
apos o preparo das formulagdes analisadas.

3.2.2 Temperatura de armazenamento da NP

As formulagdes com tempo de preparo de “48 h” foram armazenadas em diferentes

temperaturas. As temperaturas de armazenamento foram aplicadas até que houvessem decorrido
48 horas apds o preparo das NP para variar a resposta obtida nos testes e avaliar a influéncia de
cada temperatura sobre os resultados obtidos. Foram utilizadas 3 temperaturas de
armazenamento: 2-8°C, conforme recomendacdes da RDC 272 (ANVISA-BRASIL, 1998) para
armazenamento da NP; 25°C (£ 2°), simulando condi¢des de armazenamento em temperatura
ambiente (Exemplo: temperatura do setor de UTI NEO); e 37°C (£ 2°), simulando a temperatura
corporea do paciente neonato, e/ou da incubadora, em TNP. Ao tempo “0 h” aplicou-se apenas a
temperatura padrdo de transporte, 2-8°C, conforme recomendacdes da RDC 272 (ANVISA-

BRASIL, 1998) para transporte da NP.
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3.2.3 Fotoprotecdo da NP
O uso de fotoprotecao ¢ recomendado pelos motivos ja esclarecidos neste texto. Esta
condi¢do foi aplicada somente as preparacdes avaliadas no tempo “48 h” e para as temperaturas
de armazenamento 25°C (£ 2°) e 37°C (% 2°), simulando condi¢des ambientais de iluminagdo. O
uso de diferentes NP armazenadas com fotoprotecdo (c/foto) ou sem fotoprotecdo (s/foto) teve
como objetivo avaliar a influéncia do fator fotoexposi¢ao sobre os resultados obtidos. Ao tempo
“0 h” aplicou-se apenas a condicao de fotoprotecao.
3.2.4 Concentracdo da amostra
Algumas amostras foram diluidas em meio de cultura visando avaliar a influéncia do
fator concentragao da NP sobre crescimento celular. Esta diluigao foi aplicada nos tempos “0 h” e
“48 h”, sendo somada a influéncia das diferentes condi¢des de ensaio ao tempo “48 h”. As

concentracdes utilizadas foram as de 5%, 10% e 50%.
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3.3 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Conforme citado anteriormente, foram realizados os seguintes ensaios: o SOS

cromoteste, o Induteste, o Mutateste, o Teste de Miller e o Ensaio com cepa mutY (Esquema 2),

variando as condic¢des de ensaio ja citadas. O Quadro 6 apresenta, de forma resumida, os testes

realizados, as cepas utilizadas em cada teste, as variagdes genéticas encontradas e os resultados

esperados. O material e os métodos aplicados a cada ensaio foram extraidos dos artigos de

referéncia de cada teste, citados na sua descri¢do. Os testes foram feitos em replicatas e seus

resultados foram avaliados estatisticamente.

Quadro 6: Relagdo de

testes microbioldgicos, cepas utilizadas, mecanismo, mutagdes especificas e resultado

esperado.
Teste Cepas Mecanismo Caracteristicas Resultado
SOS Cromoteste PQ35 *Inducio de resposta | sfid::lacZ - B-gal *Reagdo ao X-gal
E. coli PQ37 SOS uvrA — reparo (PQ37) *Coloragdo azul
*Genotoxicidade rfa - permeabilidade
Induteste WP2S()) +Inducdo de resposta | Profago A *Sobrevivéncia
E. coli RJF013 SOS uvrA - reparo *Indugdo de fagos
*Genotoxicidade
Ames TA97 *Indugdo de resposta | Ais™- reversao *Sobrevivéncia
S. typhimurium TA98 SOS uvrB - reparo *Reversio
TA100 *Mutagenicidade rfa - permeabilidade his” — his”
TA102 pKM101 (TA97, TA9S,

TA100 e TA 102)
pAQI (TA102)

Miller CC101 *Especificidade lacZ - reversdo *Sobrevivéncia
E. coli CC102 mutagénica por *Reversido
CC103 substitui¢do de bases lacZ” — lacZ”
CC104 *Mutagenicidade
CC105
CCl106
Cepa deficiente em | CC104 *Especificidade mutY - GC->TA *Sobrevivéncia
MutY, CC104mutY mutagénica por dano *Reversao
E. coli oxidativo lacZ” — lacZ"
*Mutagenicidade
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Esquema 2: Fluxograma do desenvolvimento experimental deste trabalho.

SOS cromoteste

2 cepas

30 formula¢des = 1 condicdo
Resultado: Resposta SOS (Spot teste)

Induteste

2 cepas

2 formulagdes (6x) = 7 condi¢des
Resultado: Sobrevivéncia x Indugdo

Teste de Ames

Genotoxicidade

-

Item importante?

A

Genotoxicidade

-

Condigdo importante?

A

4 cepas
2 formulagdes = 1 condicao
Resultado: Sobrevivéncia x Reversao

Teste de Miller

Mutagenicidade

—

Mecanismo?

<&
<«

6 cepas

3 formulagoes (5x) = 2 condigdes + 3
concentragdes
Resultado: Sobrevivéncia x Reversao

Mutagenicidade por troca especifica
de bases

Cepa deficiente em MutY

e

Mecanismo?

P
<«

2 cepas
2 formulagodes (5x) = 2 condigdes + 3
concentragdes
Resultado: Sobrevivéncia x Reversao

Mutagenicidade oxidativa

—

Condigdo x ERO?

<&
<«

Caracterizagdo do potencial genotoxico e mutagénico de misturas 3:1 de Nutricdo Parenteral
voltadas para pacientes neonatos.

3.3.1

Material de laboratério

e Pipetadores Gilson - 10 pL, 20 uL, 100 pL, 200 pL, 1 mL e 5 mL;

e Vortex;

e Ultracentrifuga - Sorval® RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge da

Dupont Instruments;

e Centrifuga — Minispin da Eppendorf;

e Fotocélula - CX-254 UVC da Vilber Lourmat;

e Dosimetro de UV - VLX-3CN;

e Balanca de precisdo (2 casas decimais) - A1000 da Marte;




e Balanca de precisao (4 casas decimais) - AA160 da Denver Instrument;
e Medidor de pH - pH300 da Analyser;
e Aquecedor/agitador - Corning Hot Plate Stirrer PC-351;
e Material estéril - Erlenmeyers, Eppendorf, Tubos de vidro, Pipetas (1 mL, 5
mL e 10 mL), Placas de vidro, Placas plasticas, Garrafas de vidro 500 mL e
1000 mL.
3.3.2 Solucdes e meios de cultura
3.3.2.1 Meio LB

e Composi¢do: cloreto de sodio (10,0 g), Bacto Triptona (10,0 g), Extrato de
levedura (5,0 g) e 4gua deionizada (q.s.p. 1000 mL)

e Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipiente adequado,
avolumar e autoclavar a 121°C a 121°C por 30 minutos.

3.3.2.2 Meio LBgiido

e Composicao: cloreto de sédio (10,0 g), Bacto Triptona (10,0 g), Extrato de
levedura (5,0 g), Agar Difco (15,0 g) e agua destilada (g.s.p. 1000 mL)

e Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipiente adequado,
avolumar e autoclavar a 121°C por 30 minutos. Apos autoclavagem distribuir
em placas.

3.3.2.3 Meio M63

e Composic¢ao:

- Solugdo A: fosfato de potassio monobasico (8,16 g), sulfato de amonio (1,2
g), sulfato ferroso (300 pg), sulfato de magnésio (0,12 g) e agua destilada

(221 mL).
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- Solugdo B: Agar Difco (9,0 g) e agua destilada (350 mL).

Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipientes adequados
para Solucdo A e Solucdo B, avolumar e autoclavar a 121°C por 30 minutos.
Misturar, em recipiente adequado, as duas solugdes autoclavadas e adicionar
(para 600 mL de volume final do meio): lactose 20% (1,2 mL), glicose 20%
(0,3 mL), triptofano 0,2% (6,0 mL), treonina 0,2% (6,0 mL), histidina 0,2%
(6,0 mL), uracil 0,2% (6,0 mL), tiamina 1,0% (1,2 mL), ampicilina 10 mg/mL

(1,2 mL) e X-gal 20 mg/mL (1,2 mL). Ap6s a mistura distribuir em placas.

3.3.2.4 Meio Top Agar

Composicao: cloreto de sodio (0,8%), Agar Difco (0,7%) e agua destilada
(q.s.p. 200 mL).
Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipiente adequado,

avolumar e autoclavar a 121°C por 30 minutos.

3.3.2.5 Meio MMM-glicose

Composig¢ao:

- Sais MMM-10x: fosfato de potéssio dibasico (105,0 g), fosfato de potassio
monobasico (45,0 g), sulfato de amoénio (10,0 g), citrato de sdédio (5,0 g) e
agua destilada (q.s.p. 1000 mL).

- Agar: Agar Difco (9,0 g) e agua destilada (533 mL).

Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipientes adequados
para solugdo de Sais MMM-10x e Agar, avolumar e autoclavar a 121°C por
30 minutos. Apos a autoclavagem adicionar ao frasco de Agar: Sais MMM-

10x (60,0 mL), tiamina 1,0% (300 uL), glicose 20% (6,0 mL), casaminoacido
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10% (240 pL), sulfato de magnésio 1M (600 uL). Apoés a mistura distribuir

em placas.

3.3.2.6 Meio MMM-lactose

Composicao:

- Sais MMM-10x: fosfato de potéssio dibasico (105,0 g), fosfato de potassio
monobasico (45,0 g), sulfato de aménio (10,0 g), citrato de sodio (5,0 g) e
agua destilada (q.s.p. 1000 mL).

- Agar: Agar Difco (9,0 g) e dgua destilada (533 mL).

Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipientes adequados
para solugdo de Sais MMM-10x e Agar, avolumar e autoclavar a 121°C por
30 minutos. Apos a autoclavagem adicionar ao frasco de Agar: Sais MMM-
10x (60,0 mL), tiamina 1,0% (300 pL), lactose 20% (6,0 mL), casaminoacido
10% (240 pL), sulfato de magnésio 1M (600 uL). Apoés a mistura distribuir

em placas.

3.3.2.7 Meio MEVB

Composig¢ao:

- MEVB-50x: sulfato de magnésio (10,0 g), acido citrico (100,0 g), fosfato de
potassio dibasico (500,0 g), fosfato de sddio e amoénio (175,0 g) e agua
destilada (g.s.p. 1000 mL).

- Agar: Agar Difco (9,0 g) e dgua destilada (558 mL).

Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipientes adequados

para solucdo MEVB-50x e Agar, avolumar e autoclavar a 121°C por 30
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minutos. Apos a autoclavagem adicionar ao frasco de Agar: MEVB-50x (12,0
mL) e glicose 40% (30,0 mL). Apo6s a mistura distribuir em placas.
3.3.2.8 Meio GS

e Composicao: cloreto de sodio (0,5%), Agar Difco (0,6%) e agua destilada
(q.s.p. 1000 mL).

e Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipiente adequado e
autoclavar a 121°C por 30 minutos. Apds a autoclavagem adicionar ao frasco
de GS: Solugdo Mista (10,0 mL) a cada 100,0 mL de GS.

3.3.2.9 Solucdo Mista

e Composi¢do: monocloridrato de L-histidina monohidratada (11,0 mg), D-
biotina (12,36 mg) e 4gua destilada estéril (100 mL).

e Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipiente adequado e
esterilizar por filtragdo em filtros milipore 0,22 um.

3.3.2.10 Solugao tampao M9

e Composicao: fosfato de sodio (7,52 g), fosfato de potdssio monobasico (3,0
g), cloreto de amonio (1,0 g), cloreto de sédio (0,5 g) e agua destilada (q.s.p.
1000 mL).

e Modo de preparo: Adicionar todos os ingredientes em recipientes adequados,
para conter 100,0 mL de M9 em cada frasco, e autoclavar a 121°C por 30
minutos. Apos a autoclavagem adicionar ao frasco de M9: cloreto de célcio

0,1M (0,1 mL) e sulfato de magnésio (0,1 mL), para cada 100,0 mL de M9.
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3.3.3 Procedimentos técnicos

3.3.3.1 SOS cromoteste

Cultivar as cepas PQ35 e PQ37 em Erlenmeyer contendo 5 mL de LBamp20
ug/mly durante a noite em estufa a 37°C sob agitagao;

Transferir 0,25 mL do meio contendo o microrganismo para Erlenmeyer com
10 mL de LBamp(20 ue/mi) € cultivar até a fase exponencial (108 células/mL), por
cerca de 2 horas em estufa a 37°C sob agitacao;

Verter sobre as placas contendo meio para SOS cromoteste (M63 acrescido de
X-gal) cerca de 0,1 mL do meio, contendo o microrganismo em fase
exponencial de crescimento, mais 3 mL de Top Agar e deixar secar (£10
minutos);

Usar um pipetador para depositar, cuidadosamente, uma gota (10-20 pL) da
amostra de NP a ser testada sobre a cultura na placa (no centro), devidamente
identificada, e deixar secar (20-40 minutos);

Utilizar 4-nitroquinoleina,1-6xido (4NQO) para controle positivo e agua
estéril para injetaveis como controle negativo;

Colocar as placas em estufa a 37°C e deixar por 24 horas;

Avaliar o aparecimento de coloracao azul no local da aplicacdo da amostra.

3.3.3.2 Induteste

Cultivar as cepas WP2S(A) e RJF013 (bactéria indicadora) em Erlenmeyer
contendo 10 mL de LB e em Erlenmeyer contendo 10 mL de LBamp20 pg/mi),

respectivamente, durante a noite em estufa a 37°C sob agitagao;
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Transferir 0,25 mL do meio contendo a cepa WP2S(A) para Erlenmeyer
contendo 10 mL de LB e cultivar até a fase exponencial (10° células/mL), por
cerca de 2 horas em estufa a 37°C sob agitacao;

Centrifugar o meio contendo a cepa WP2S(L), em fase exponencial de
crescimento, a 8000 rpm por 10 minutos e ressuspender em Erlenmeyer
contendo 10 mL de solugao tampao M9;

Promover sucessivas dilui¢des da cepa WP2S(L) em tubos de vidro contendo
solugdo tampao M9 para se obter até 10° células/mL;

Em tubos de vidro colocar 0,1 mL da amostra de NP a ser testada e adicionar
0,1 mL da cepa WP2S(A) nas diferentes dilui¢des e incubar por 20 minutos a
37°C;

Separar placas contendo meio LBgsjigo para avaliagdo da sobrevivéncia e da
inducio;

Para avaliagdo da sobrevivéncia: adicionar 3 mL de Top Agar ao tubo
contendo a amostra de NP e o microrganismo WP2S(A) e verter todo o
conteudo deste tubo na placa devidamente identificada, e deixar secar (20-40
minutos);

Para avaliagdo da inducdo: adicionar 3 mL de Top Agar e 0,3 mL do meio
contendo a cepa RJFO13 (em fase estacionaria) de crescimento ao tubo
contendo a amostra de NP e o microrganismo WP2S(A) e verter todo o
conteudo deste tubo na placa devidamente identificada, e deixar secar (20-40

minutos);
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e Para controle positivo utilizar exposi¢do do microrganismo WP2S(1), apos a
ressuspensdo em solugdo tampdo M9, a 2 J/m® de ultravioleta tipo C (UVC-
254 nm) e proceder a avaliagdo da sobrevivéncia e da indugao;

e Para controle negativo avaliar a indug¢do espontinea do microrganismo
WP2S(L) e a sobrevivéncia sem adi¢ao de amostra;

e Colocar as placas na estufa a 37°C e deixar por 24 horas;

e Promover a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) para a
sobrevivéncia e de centros infecciosos para a indugao.

3.3.3.3 Ensaio com cepa MutY

e C(Cultivar as cepas MutY em Erlenmeyers contendo 10 mL de LB, durante a
noite em estufa a 37°C sob agitacao;

e Utilizar tubos de vidro para promover sucessivas diluigdes, com LB, dos
meios contendo as cepas até que os tubos devidamente identificados
contenham 500 células em 2 mL de uma mistura de LB e NP em
concentracdes distintas (5%, 10% e 50%). Para controle negativo promover a
mistura das bactérias diluidas a 500 células com 2 mL de LB e identificar;

e Incubar os tubos contendo as bactérias e a NP, nas diferentes concentracoes,
em estufa a 37°C por 24 horas, sob agitagao;

e Para avaliagdo da sobrevivéncia: retirar os tubos da estufa e promover
sucessivas diluicdes para até 10° células/mL e desta diluigdo retirar 0,1 mL e
adicionar a placa contendo meio MMM-glicose, promovendo espalhamento

da amostra pelo meio com o uso de pequenas pérolas de vidro;
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Para avaliagdo da mutagenicidade especifica por substituicdo de bases: retirar
os tubos da estufa, retirar 0,1 mL e adicionar a placa contendo meio MMM-
lactose, promovendo espalhamento da amostra pelo meio com o uso de
pequenas pérolas de vidro;

Para controle negativo utilizar os tubos identificados para controle e proceder
conforme indicado para sobrevivéncia, avaliagio de mutagenicidade
oxidativa;

Deixar secar e colocar as placas na estufa a 37°C, deixando por 24 horas para
avaliacdo da sobrevivéncia e por 48 horas para avaliagdo da mutagenicidade;
Promover a contagem de UFC para a sobrevivéncia e de UFC revertentes para

a mutagenicidade.

3.3.3.4 Teste de Miller

Cultivar as cepas CC101, CC102, CC103, CC104, CC105 e CC106 em
Erlenmeyers contendo 10 mL de LB, durante a noite em estufa a 37°C sob
agitacao;

Utilizar tubos de vidro para promover sucessivas diluicdes, com LB, dos
meios contendo as cepas até que os tubos devidamente identificados
contenham 500 células em 2 mL de uma mistura de LB ¢ NP (1:1). Para
controle negativo promover a mistura das bactérias diluidas a 500 células com
2 mL de LB e identificar;

Incubar os tubos contendo as bactérias e a NP, em estufa a 37°C por 24 horas,

sob agitag¢do;

56



Para avaliacdo da sobrevivéncia: retirar os tubos da estufa e promover
sucessivas dilui¢cdes para até 10° células/mL e desta diluigdo retirar 0,1 mL e
adicionar a placa contendo meio MMM-glicose, promovendo espalhamento
da amostra pelo meio com o uso de pequenas pérolas de vidro;

Para avaliagdo da mutagenicidade especifica por substituicdo de bases: retirar
os tubos da estufa, retirar 0,1 mL e adicionar a placa contendo meio MMM-
lactose, promovendo espalhamento da amostra pelo meio com o uso de
pequenas pérolas de vidro;

Para controle negativo utilizar os tubos identificados para controle e proceder
conforme indicado para sobrevivéncia, avaliagdo de mutagenicidade pela
troca especifica de bases;

Deixar secar e colocar as placas na estufa a 37°C, deixando por 24 horas para
avaliag@o da sobrevivéncia e por 48 horas para avaliacdo da mutagenicidade;
Promover a contagem de UFC para a sobrevivéncia e de UFC revertentes para

a mutagenicidade.

3.3.3.5 Mutateste - “spot test”

Cultivar as cepas TA97, TA98 e TA100 em Erlenmeyer contendo 10 mL de
LBamp20 pg/mi) € @ cepa TA102 em Erlenmeyer contendo 10 mL de LBamp20
ug/ml)+et(10 ug/mt) €M estufa, sob agitacdo, a 37°C por 16 horas;

Centrifugar a 8000 rpm por 2 minutos, desprezar o sobrenadante e
ressuspender em 2 mL de solug¢dao tampao M9. Repetir o processo;

Para preparar a placa para o “spot test”: Adicionar 0,1 mL de solucdo

contendo a cepa a ser testada a 2,5 mL de uma mistura de GS e solugao mista
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(10:1), verter em placas contendo meio MEVB, devidamente identificadas, e
aguardar solidificar o meio (20-40 minutos).

e Para avaliagdo da mutagenicidade: Transferir um disco de papel filtro estéril
para o centro da placa preparada para o teste. Adicionar, sobre este disco, 10
pL da amostra de NP sob avaliagdo e incubar por 48 horas em estufa a 37°C;

e Promover a avaliagdio de aumento no numero de UFC revertentes
evidenciando mutagenicidade, ou a formacdo de halo evidenciando

citotoxicidade, ao redor do disco de papel contendo a amostra.

3.4  TRATAMENTO ESTATISTICO
Para formatacdo dos graficos e andlise estatistica dos resultados foi utilizado o
software GraphPad Prisma 5.01 para Windows. A andlise estatistica foi realizada através do

método “One-Way Anova”.
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4 RESULTADOS
4.1 SOS CROMOTESTE
O SOS cromoteste foi realizado com 30 amostras de NP (Quadros 7A e 7B), com o
qual foi avaliada a importancia de cada item da formulagdo sobre o efeito genotdxico da NP. As
amostras testadas foram variagdes de duas formulagdes base, NPO e NPV, nas quais cada item
foi analisado separadamente (Quadro 7B) ou a formulagao testada ndo continha determinado item
comparado a NPO ou NPV (Quadro 7A). As amostras avaliadas receberam uma identificagdo
numérica variando de NP1 a NP28. As amostras testadas ndo passaram por qualquer condigao de
armazenamento, sendo testadas até 2 horas apos o preparo.
O SOS cromoteste “Spot test” ¢ uma modalidade qualitativa do teste. Ele indica se a
amostra avaliada possui, ou ndo, carater genotoxico. A positividade vem no aparecimento da
coloragdo azul no local onde foi depositada a amostra. Em caso negativo ndo ha alteracao de cor

local.
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Quadros 7A e 7B, representando os resultados obtidos no ensaio SOS cromoteste com a formulagdo contendo a exclusdo de um item e o item excluido analisado
separadamente, respectivamente. Os calculos da composi¢@o foram feitos conforme indicado no Quadro 4, com peso para calculo de 1,0 kg. O resultado da analise é

representado pelos sinais + ou — para genotoxico ou ndo genotoxico, respectivamente. Os controles, positivo (UVC e 4NQO) e negativo (AGUA), sdo representados no
Quadro 7B.

Quadro 7A NPV | NPO | NP1 | NP2 | NP3 | NP4 | NP5 | NP6 | NP7 | NP§8 | NP9 | NP10 | NPI11 | NP12 | NP13 | NP14 | NP15 | NP16 | NP17
Aminoacidos (g/kg) 30 | 3,0 * * 30 [ 30 | 3,0 | 30 | 30 | 3,0 | 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Glicose (mg/kg/min) 6,0 | 6,0 | 6,0 | 6,0 * * 60 | 6,0 | 6,0 | 6,0 | 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Emulsio Lipidica (g/kg) 2,0 | 20 | 20 | 2,0 | 20 | 2,0 * * 2,0 | 20 | 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Eletrolitos (mEqg/kg)
Cloreto de Sodio 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 * * 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Cloreto de Potassio 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 * * 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Gluconato de Calcio 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 * * 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Glicerofosfato de Sodio 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 * * 1,5 1,5 1,5
Sulfato de Magnésio 0,25 |1 0,251 0,25 | 0,25 ] 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 * * 0,25
Vitaminas (5 ml)
Solugdo padrao 0,5 * 0,5 * 0,5 * 0,5 * 0,5 * 0,5 * 0,5 * 0,5 * 0,5 * *
Oligoelementos (1 ml)
Solug@o padréo * 0,2 * 0,2 * 0,2 * 0,2 * 0,2 * 0,2 * 0,2 * 0,2 * 0,2 *
Volume total (mL) - g.s.p. 4gua | 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100 100 100 100 100 100
PQ35 % X 5 ¥ t ) ] -._l v ) 3 ] R ) T 3 2] 1--i :.s S ] 1-'
PQ37 ] (] 4 s ' 3 i ] 1 ] £ ki B i T B 1 L8 3 . t
Genotoxicidade + + - - + + + + + + + + —+ + + + + + +
Quadro 7B NP18 [ NP19 | NP20 | NP21 | NP22 | NP23 | NP24 | NP25 | NP26 | NP27 | NP28 | UVC | 4NQO | AGUA
Aminodcidos (g/kg) 3,0 * * * * * * * * * 3,0 * *
Glicose (mg/kg/min) * 6,0 * * * * * * * * 6,0 * *
Emulséo Lipidica (g/kg) * * 2,0 * * * * * * * 2,0 * * *
Eletrolitos (mEqg/kg)
Cloreto de Sodio * * * 4,0 * * * * * * 4,0 * * *
Cloreto de Potassio * * * * 1,0 * * * * * 1,0 * * *
Gluconato de Calcio * * * * * 1,5 * * * * 1,5 * * *
Glicerofosfato de Sédio * * * * * * 1,5 * * * 1,5 * * *
Sulfato de Magnésio * * * * * * * 0,25 * * 0,25 * * *
Vitaminas (5 ml)
Solugdo padrio * * * * * * * * 0,5 * 0,5 * * *
Oligoelementos (1 ml)
Solugdo padrio * * * * * * * s ¢ 0,2 0,2 * * *
Volume total (mL) - g.s.p. agua | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 * * *
PQ35 ] ‘-| [ | i + [ .-, ,.r .l_i [ | .‘.g i ;--. 0 G G ]
PQ37 I 1] ¥ 1 3 » _| * : * \ L ¥ € y t ' T ¥ '] * '] - [y ' '] [] L]
Genotoxicidade + - - - - - - - - - + + + -
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Das amostras testadas, as formulagdes NPO, NPV, NP3 a NPI18, formulagdes
contendo aminoacidos, e NP28, solucdo de aminoacidos analisada isoladamente, induziram
resposta SOS nas cepas PQ35 e PQ37. Ja as amostras NP1, NP2, formulagdes que ndo continham
aminoacidos, ¢ NP19 a NP27, itens das formula¢des analisados isoladamente, ndo foram
genotoxicas para as cepas do teste, evidenciado pela auséncia da coloragdo azul no local da
aplicagdo das amostras. Os controles positivo e negativo apresentaram os resultados esperados,
UVC promoveu alteragao de cor, agua ndo foi genotdxica. 4NQO foi tdo genotdxica que induziu
morte celular, evidenciada pela formacao de um anel azul, cujo interior sem cor destaca a morte
celular e a medida que a amostra se diluiu pelo meio, e tornou-se menos concentrada, permitiu
que as células sobrevivessem (onde hé coloragdo azul). Das amostras testadas, nenhuma causou

morte celular visto que nao houve a formacao do anel azul caracteristico (Ver Quadros 7A e 7B).

4.2  INDUTESTE

Para o Induteste foram usadas as duas formulacdes base do projeto, NPO e NPV.
Estas foram avaliadas logo ap6s a manipulagdo (em até 2 horas) e 48 horas apds a manipulagao
levando-se em consideracdo diferentes condigdes de armazenamento. Para as amostras avaliadas
no tempo “0 h” de manipulagdo ndo houve avaliagdo de condi¢des de armazenamento, pois 0s
testes foram realizados logo apds a manipulagdo das NP. Ja para as amostras avaliadas no tempo
“48 h” foram aplicadas as condi¢des de fotoprotecdo, fotoexposicdo, ¢ de temperatura de
armazenamento. Os resultados podem ser vistos nos Graficos 1A a 1B. O ensaio ocorreu em

triplicata e para obtencao do “Fator de Inducao” foi usado o seguinte calculo:

Fator de Inducdo = [n°® de centros infecciososaaq/(n° de sobreviventes g+ n° de centros infecciososado)]
[n° de centros infecciosoS zo-tratado/(N° de sobreviventes,zo-qaadot N° de centros infecciosoSyzo-tratado) |
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Grafico 1A: Resultado do Induteste para NPV nos diferentes tempos apds preparo e condi¢des de armazenamento.
Os resultados individuais de fator de indug@o foram divididos pelo fator de inducdo do espontaneo, para melhor
visualizag@o. A analise estatistica pelo método “One-Way ANOVA” mostrou p=0,0004, resultado significante tendo
como referéncia p<0,05.
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Onde: ref = refrigeracgdo; s/foto = sem fotoprotecao; e c/foto = com fotoprotegao

No grafico 1A, “Induteste para NPV”, as amostras de NP tém seus fatores de inducao
comparados com o fator de indugao da luz UVC, potente indutor de centros infecciosos. A NPV
0 h chega a ser 100 vezes mais indutora que o nivel de indugdo espontanea. E importante
salientar que um resultado ¢ considerado positivo quando o fator de indugdo € igual, ou maior,
que 2,0. Ap6s 48 horas de manipulagdo, com o aumento da temperatura hd aumento no fator de
indugcdo da NPV. Quando se faz uso de fotoprotegao este fator de inducdo ¢ reduzido. Neste
experimento destacam-se a “NPV 0 h”, que ¢ 100 vezes maior que o nivel espontaneo e 100
vezes menor que o nivel da UVC, e a “NPV 48 h 37°C s/foto”, condi¢do de armazenamento onde

¢ mantido alto o fator de indugdo da NPV, comparado com as outras amostras.
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A tabela 1 indica a sobrevivéncia celular a exposi¢ao a amostra NPV. Usando a UVC
como referéncia de agente altamente genotoxico pode-se obter uma acentuada redugdo no nivel
de sobreviventes ao agente. Para as demais amostras nao ha queda consideravel da sobrevivéncia,

0 que mostra que a NPV tem atividade genotdxica, porém nao € letal para a célula como o UVC.

Tabela 1: Resultado da Sobrevivéncia bacteriana no Induteste para NPV e NPO nas diferentes condigdes de
armazenamento.

INDUTESTE PARA NP — Viabilidade celular

Amostra Sobrevivéncia (%) Amostra Sobrevivéncia (%)
Espontaneo 100 Espontaneo 100
UuvC-2J 14,4 uve-2J 12,1
NPV Oh 56,1 NPO O h 71,7
NPV 48 h ref 86,2 NPO 48 h ref 81,1
NPV 48 h 25°C s/foto 88,6 NPO 48 h 25°C s/foto 83,9
NPV 48 h 25°C c/foto 90,7 NPO 48 h 25°C c/foto 94,7
NPV 48 h 37°C s/foto 80,5 NPO 48 h 37°C s/foto 95,2
NPV 48 h 37°C c/foto 81,7 NPO 48 h 37°C c/foto 108,0

Onde: ref = refrigeracdo; s/foto = sem fotoprotecao; e c/foto = com fotoprotegao

No grafico 1B, “Induteste para NPO”, as amostras de NP tém seus fatores de inducdo
comparados com o fator de inducao da luz UVC, potente indutor de centros infecciosos (indugao

de SOS).
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Grafico 1B: Resultado do Induteste para NPO nos diferentes tempos ap6s preparo e condigdes de armazenamento.
Os resultados individuais de fator de indug@o foram divididos pelo fator de inducdo do espontaneo, para melhor
visualizag@o. A analise estatistica pelo método “One-Way ANOVA” mostrou p<0,0001, resultado significante tendo
como referéncia p<0,05.
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Onde: ref = refrigeracgdo; s/foto = sem fotoprotegao; e c/foto = com fotoprotegao

A NPO “0 hora” chega a ser 100 vezes mais indutora que o nivel de indugdo
espontanea. Apds 48 horas de manipulagdo, com o aumento da temperatura hd uma queda no
fator de indug¢do da NPO. O uso de fotoproteg¢ao influéncia ndo significativa no fator de indugao
da amostra, com p>0,05. Neste experimento destacam-se a “NPO 0 h”, que ¢ 100 vezes maior
que o nivel espontaneo e 100 vezes menor que o nivel da UVC, e a “NPO 48 h ref”, condicao de
armazenamento na qual ¢ mantido o mesmo fator de indugao da “NPO 0 h”.

Ainda na tabela 1, o indice de sobrevivéncia celular a exposi¢do a amostra NPO foi
avaliado. Usando a UVC como referéncia de agente altamente indutor pode-se obter acentuada

redugdo no nivel de sobreviventes ao agente. Para as demais amostras ndo ha queda consideravel
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da sobrevivéncia celular, o que mostra que a NPO tem atividade genotoxica porém nao ¢ letal
para a célula.

A fim de se avaliar se o tempo decorrido apds o preparo da NP, armazenada sob
refrigeracdo, influiria nessa atividade genotdxica foi realizado ensaio Induteste nos tempos 0

hora, 12 horas, 24 horas, 48 horas e 7 dias. Os resultados podem ser vistos nos Graficos 2A e 2B.

Grafico 2A: Resultado do Induteste para NPO nos diferentes tempos apds preparo e armazenada sob refrigeracdo. Os
resultados individuais de fator de inducdo foram divididos pelo fator de indugdo do espontaneo, para melhor
visualizag@o. A analise estatistica pelo método “One-Way ANOVA” mostrou p<0,05, resultado significante.
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A NPO na 0 hora chega a ser 100 vezes mais indutora que o nivel de indugdo
espontinea. A medida que decorre o tempo apds o preparo ha ligeira queda no nivel de indugio,

chegando a queda de uma ordem de grandeza apds 48 horas.
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Grafico 2B: Resultado do Induteste para NPV nos diferentes tempos apds preparo e armazenada sob refrigeragdo. Os
resultados individuais de fator de inducdo foram divididos pelo fator de indugdo do espontaneo, para melhor
visualizag@o. A analise estatistica pelo método “One-Way ANOVA” mostrou p<0,05, resultado significante.
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O resultado observado no Grafico 2B ¢ muito semelhante ao observado no 2A. A
NPV na 0 hora chega a ser 100 vezes mais indutora que o nivel de indugio espontanea. A medida
que decorre o tempo apds o preparo ha ligeira queda no nivel de indu¢do, chegando a queda de
uma ordem de grandeza com 48 horas.

Na tabela 2, o indice de sobrevivéncia celular a exposicao as amostras NPO e NPV
foram avaliadas. Usando a UVC como referéncia de agente altamente toxico pode-se obter
acentuada reducdo no nivel de sobreviventes ao agente. Para as demais amostras ha crescimento
da sobrevivéncia celular, o que mostra que as NP testadas tem atividade genotdxica, porém nao

sdo letais para a célula como o UVC.
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Tabela 2: Resultado da Sobrevivéncia bacteriana no Induteste para NPV e NPO no decorrer do tempo apos o

preparo.
INDUTESTE PARA NP — Viabilidade celular
Amostra Sobrevivéncia (%) Amostra Sobrevivéncia (%)
Espontaneo 100 Espontaneo 100
UvC-2J 11,2 UvC-2J 11,2
NPV 0 hora 115,5 NPO 0 hora 121,1
NPV 12 horas 121,6 NPO 12 horas 134,3
NPV 24 horas 137,2 NPO 24 horas 124,2
NPV 48 horas 128,8 NPO 48 horas 113,1
NPV 7 dias 151,5 NPO 7 dias 138,3

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram crescimento bacteriano maior que ao

nivel de espontaneo. O carater nutricional da amostra leva a um ambiente rico para a proliferagao

bacteriana.

43 TESTE DE AMES

O teste de Ames realizado na forma de “spot test” teve por objetivo realizar uma

triagem das amostras quanto a mutagenicidade associada. As amostras, NPO e NPV foram

aplicadas logo apos a manipulacdo, ndo sendo avaliadas condigdes de armazenamento. Neste

ensaio ndo houve tratamento prévio da bactéria com as amostras de NP, realizando-se apenas

uma avaliag@o aguda dessas amostras em duplicata e comparando-se os resultados com o controle

positivo (4-NQO). Os resultados encontram-se no Quadro 8§ a seguir.
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Quadro 8: Resultado do teste de Ames, “spot test”, realizado com as amostras NPO e NPV, comparando os
resultados com o controle positivo 4-NQO. A avaliagdo negativa revela que o composto em teste ndo apresenta
carater mutagénico pelo teste, nas condigdes de ensaio.

CEPAS CONTROLE NPO _ NPV ~
POSITIVO RESULTADO | AVALIACAO RESULTADO | AVALIACAO

TA 97 Negativa Negativa
TA 98 Negativa Negativa
TA 100 Negativa Negativa
TA 102 Negativa Negativa

Os resultados do teste de Ames sugerem que as amostras de NP nao apresentam
carater mutagénico, nas condi¢des avaliadas, quando comparadas com o controle positivo. A
auséncia de halo nas placas contendo as amostras também revela que as NP ndo apresentam

citotoxicidade.

4.4 TESTE DE MILLER
Para o teste de Miller as amostras foram avaliadas imediatamente ap6s o preparo, sem

passar por condigdes de armazenamento. Os ensaios foram feitos em quintuplicata e os resultados
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devem revelar o mecanismo mutagénico envolvido com o dano genético evidenciado nos ensaios

SOS cromoteste e Induteste. Para NPV a condi¢do utilizada foi armazenamento a 37°C, sem

fotoprotecao (NPV 48 h 37°C s/foto), para a NPO a condig@o utilizada foi armazenamento sob

refrigeracdo (NPO 48 h ref), e para a NPS a condicdo utilizada foi armazenamento sob

refrigeragdo. Nos Graficos 3A-F seguem os resultados das formulagdes 3:1 testadas, contendo

vitaminas ou elementos traco. Para obtengdo do “Fator de Mutag@o” foi usado o seguinte calculo:

Fator de Mutacao = (n° de revertentes em lactoseados/titulo em glicose i atados)

(n°® de revertentes em lactosenzo-tratados/titulo em glicosenzo-tratados)

Graficos 3A-F: Resultado do teste de Miller para NPV. A analise estatistica pelo método “One-Way ANOVA”
mostrou p<0,0001, resultado significante tendo como referéncia p<0,05.
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Nos gréficos 3B e 3C as cepas CC102 e CC103 ndo apresentaram evidencias de

reversao, contrastando com os resultados apresentados pelas cepas CC101, CC104, CCI105 e

CC106, graficos 3A, 3D, 3E e 3F, respectivamente. Os resultados apontam para evidente
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atividade mutagénica envolvendo dano oxidativo ao DNA associado a NPV, com as especificas
trocas de bases bem caracterizadas.
O grafico 3G mostra o resultado do desenvolvimento celular durante 24 horas de

exposi¢ao a amostra de NP.

Grafico 3G: Resultado do titulo de células, apos 24 horas de exposigdo as NP, das cepas CC101-106 para NPV.
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O ligeiro decaimento na taxa de crescimento celular apresentado ndo revela morte
celular, podendo ser justificado pela menor quantidade de meio de cultura presente na mistura
NP+MMM-glicose a medida que se aumenta a concentragdo da NP.

Para NPO os resultados sdo semelhantes aos da avaliagdo da NPV. Nos graficos 31 e
3J as cepas CC102 e CC103 ndo apresentaram evidencias de reversdo, contrastando com os

resultados apresentados pelas cepas CC101, CC104, CC105 e CC106, graficos 3H, 3K, 3L e 3M,
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respectivamente. Os resultados apontam para evidente atividade mutagénica envolvendo dano

oxidativo ao DNA associado a NPO, com as especificas trocas de bases bem caracterizadas.

Graficos 3H-M: Resultado do teste de Miller para NPO. A andlise estatistica pelo método “One-Way ANOVA”
mostrou p<0,0001, resultado significante tendo como referéncia p<0,05.
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O grafico 3N, a seguir, mostra o resultado do desenvolvimento celular durante 24

horas de exposi¢ao a amostra de NP.
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Grafico 3N: Resultado do titulo de células, apos 24 horas de exposigdo as NP, das cepas CC101-106 para NPO.
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Da mesma forma que para NPV, o ligeiro decaimento na taxa de crescimento celular
apresentado ndo revela morte celular, podendo ser justificado pela menor quantidade de meio de
cultura presente na mistura NP+MMM-glicose a medida que se aumenta a concentragao da NP.

Para NPS os resultados sao semelhantes aos da avaliagdo da NPV e da NPO. Nos
graficos 3P e 3Q as cepas CCI102 e CC103 ndo apresentaram evidencias de reversao,
contrastando com os resultados apresentados pelas cepas CC101, CC104, CC105 e CC106,
graficos 30, 3R, 3S e 3T, respectivamente. Os resultados apontam para evidente atividade
mutagénica envolvendo dano oxidativo ao DNA associado a NPS, com as especificas trocas de

bases bem caracterizadas.
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Graficos 30-T: Resultado do teste de Miller para NPS. A analise estatistica pelo método “One-Way ANOVA”
mostrou p<0,0001, resultado significante tendo como referéncia p<0,05.
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O grafico 3U, a seguir, mostra o resultado do desenvolvimento celular durante 24

horas de exposicao a amostra de NP.
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Grafico 3U: Resultado do titulo de células, apos 24 horas de exposig¢do as NP, das cepas CC101-106 para NPS.
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Novamente, o resultado do titulo de células para NPS ndo apresenta evidéncia de

morte celular, assim como ocorre para NPO e NPV.

4.5  ENSAIO COM CEPA DEFICIENTE EM mutY

Para os ensaios com a cepa deficiente em mutY foram usadas as duas formulagdes
base, NPO e NPV. Estas foram avaliadas logo apds a manipulacdo (em até 2 horas) e 48 horas
apds a manipulagdo. Para as amostras avaliadas no tempo “O h” de manipulagdo ndo houve
adi¢do de condicdes de armazenamento. Ja para as amostras avaliadas no tempo “48 h” foram
aplicadas as condigdes de armazenamento que mantiveram o maior fator de indugdo obtido no
Induteste com as mesmas amostras. Para NPV a condicao utilizada foi armazenamento a 37°C,
sem fotoprotegdo (NPV 48 h 37°C s/foto), e para a NPO a condigdo utilizada foi armazenamento
sob refrigeragdo (NPO 48 h ref). As amostras de NP foram diluidas para se obter concentra¢des
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de 5%, 10% e 50% de NP no ensaio. Os resultados podem ser vistos nos Graficos 4A a 4D. O
ensaio ocorreu em quintuplicata e para obtencdo do “Incremento de mutacdo” foi usado o

seguinte calculo:

Incremento de mutacao = Fator de Mutacaoccio4 X Fator de Mutagaoccioamury

Grafico 4A: Resultado do Ensaio com cepa MutY para NPV nos diferentes tempos apos preparo e concentragdes de
amostra. Os resultados individuais de fator de mutagdo da cepa CC104 foram multiplicados pelo fator de mutagdo da
cepa CC104mutY, para obter o incremento de mutagdo oxidativa de DNA. O fator de mutagdo da amostra é dividido
pelo fator de mutacdo espontdneo para melhor visualizagdo dos resultados. A andlise estatistica pelo método “One-
Way ANOVA” mostrou p<0,0001, resultado significante tendo como referéncia p<0,05.
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No grafico 4A, “Ensaio MutY para NPV”, as amostras de NP t€ém seus fatores de
mutacao comparados entre as diferentes concentragdes, no tempo “0 h” e no tempo “48 h”. No
tempo “O h” a medida que se aumenta a concentracdo ¢ aumentado o incremento de mutagao
oxidativa do DNA, chegando a quase 1000 vezes o valor do espontaneo (os resultados mostrados
no grafico sao nivelados pelo resultado do espontaneo). Apds 48 horas de manipulagdo o ensaio
revela um consideravel decréscimo no incremento de mutagdo, que nao mostra relagdo com a

concentracdo da amostra. Neste experimento destacam-se a “NPV 50% 0 h”, que ¢ quase 1000
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vezes maior que o nivel espontaneo, ¢ a “NPV 5% 48 h” que tem consideravel aumento de
incremento de mutacdo oxidativa de DNA se comparado com a mesma diluigdo em “0 h”. De
qualquer modo, em quase todas as situagdes ha consideravel atividade mutagénica envolvida.

No Grafico 4B podem ser vistos os resultados de sobrevivéncia das cepas CC104 e
CC104mutY no “Ensaio mutY para NPV”. Uma ligeira queda no numero de sobreviventes

acompanha o aumento na concentragao da amostra, para as duas cepas nos diferentes tempos.

Grafico 4B: Resultado do titulo de células, apds 24 horas de exposicao as NP, das cepas CC104 (wt) e CC104mutY
(mutY) para NPV nos diferentes tempos de preparo.
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No grafico 4C, “Ensaio mutY para NPO”, as amostras de NP tém seus incrementos

de mutacdo comparados entre as diferentes concentragdes, no tempo “0 h” e no tempo “48 h”.
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Grafico 4C: Resultado do Ensaio com cepa MutY para NPO nos diferentes tempos apos preparo e concentragdes de
amostra. Os resultados individuais de fator de mutagdo da cepa CC104 foram multiplicados pelo fator de mutagio da
cepa CC104mutY, para obter o incremento de mutagdo oxidativa de DNA. O fator de mutagdo da amostra é dividido
pelo fator de mutag@o espontineo para melhor visualizagdo dos resultados. A andlise estatistica pelo método “One-
Way ANOVA” mostrou p<0,0001, resultado significante tendo como referéncia p<0,05.
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Incremento de mutacao

No tempo “0 h” a medida que se aumenta a concentragdo ¢ aumentado o incremento
de mutagdo oxidativa do DNA, chegando a quase 100 vezes o valor do espontaneo (os resultados
mostrados no grafico sdo normalizados pelo resultado do espontianeo). Apos 48 horas de
manipulagdo o ensaio revela um consideravel decréscimo no incremento de mutagdo, que
mantém uma relacdo de aumento do fator mutagénico com o aumento da concentragdo da
amostra. Neste experimento destacam-se a “NPO 50% 0 h”, que ¢ quase 100 vezes maior que o
nivel espontaneo, e a “NPO 50% 48 h” que mantém consideravel incremento de mutacdo
oxidativa de DNA e uma proporcionalidade com a amostra no tempo “0 h”. De qualquer modo,
em quase todas as situagdes ha consideravel atividade mutagénica envolvida.

No Gréfico 4D podem ser vistos os resultados de sobrevivéncia das cepas CC104 e
CC104mutY no “Ensaio mutY para NPO”. Uma discreta queda no numero de sobreviventes

acompanha o aumento na concentragao da amostra, para as duas cepas nos diferentes tempos.

77



Grafico 4D: Resultado do titulo de células, apos 24 horas de exposigdo as NP, das cepas CC104 (wt) e CC104mutY
(mutY) para NPO nos diferentes tempos de preparo.
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5 DISCUSSAO

A avaliagdo da atividade genotoxica e mutagénica de formulagdes 3:1 de NP voltadas
para neonatos prematuros neste trabalho foi realizada através de ensaios microbioldgicos que sao
utilizados rotineiramente na avaliagdo toxicoldgica de substancias para uso humano.

E indiscutivel a importancia da TNP no aumento da sobrevida de neonatos
prematuros (JONAS e ZIEGLER, 1998) e a implantagdo da técnica nutricional logo apds o
nascimento (LABORIE et al., 1998), com consideravel ganho nutricional associado a diminui¢ao
de riscos infecciosos e metabdlicos (DUPERTUIS et al., 2002), com a aplicacdo de formulacdes
3:1 (DRISCOLL et al., 2003). Por outro lado, o uso de NP em neonatos prematuros para TN tem
sido constantemente associado a diversos efeitos toxicos, principalmente colestase hepatica
(HONG et al., 2007), devido ao longo uso da TNP.

A evolugdo das formulagcdes de TNP ao longo das ultimas 5 décadas tem sido de
suma importadncia para minimizar os riscos associados (VINNARS e WILMORE, 2003),
principalmente no que concerne a estabilidade e compatibilidade entre os itens de uma
formulacdo completa de NP (DRISCOLL, 2005). Ensaios fisico-quimicos realizados na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (RIBEIRO, 2007; LOBO, 2005) mostraram formulagdes
fisico-quimicamente estaveis por até 72 horas, sendo avaliados fatores como estabilidade de
emulsdo lipidica, estabilidade de vitaminas e formacdo de perdxidos. Este ultimo de vital
importancia, pois tem se mostrado responsavel pelos danos hepaticos associados ao uso da NP
(CHESSEX et al., 2001a). Os peroxidos podem ser produzidos de diversas maneiras dentro de
uma formulagdo 3:1 (LAVOIE e CHESSEX, 1997) e sdo responsaveis por diversas doencas em
neonatos prematuros (DANI et al, 2004), que sdo sensivelmente predispostos ao estresse
oxidativo (O’DONOVAN e FERNANDES, 2000) associado ao seu delicado, e imaturo, sistema

de defesa antioxidante (CAI et al., 2006).
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Levando em consideragdo que a infusdo de peroxidos nestes pacientes
particularmente expostos a sua acdo danosa ¢ considerada de risco bioldgico (LABORIE et al.,
1998) e que lesdes oxidativas no DNA podem ser causadas pelos perdxidos infundidos (GAO et
al., 2004), podendo tornar-se mutacdes (ANISIMOV, 2002), a necessidade de investigagao da
atividade genotoxica e/ou mutagénica da NP voltada para estes neonatos € extremamente
importante.

Os resultados obtidos em testes preliminares deste projeto apontaram para uma
atividade genotdxica associada a NP. Para uma investigagdo mais detalhada, foi desenhado,
entdo, um protocolo de investigacdo (Esquema 2 — pagina 48) que contempla a avaliacdo de
diferentes amostras de NP sob diferentes tempos de preparo e condi¢cdes de armazenamento em 5
ensaios microbiologicos: SOS cromoteste, Induteste, Teste de Miller, ensaio com cepas
deficientes em reparo de lesdo oxidativa e Teste de Ames.

Dentre os ensaios realizados neste trabalho destaca-se, inicialmente, o “SOS
cromoteste”, teste qualitativo que busca a caracterizacdo do item relevante para a atividade
genotoxica da NP 3:1. Os resultados mostrados nos Quadros 7A e 7B indicam que, com excegao
da solucdo de aminoacidos, os itens separadamente ndo promovem resposta SOS nas cepas E.
coli PQ35 e PQ37 utilizadas no ensaio. Certos aminoacidos, como L-histidina e L-cisteina
(Quadro 5 — pagina 44), promovem sensibilizagdo bacteriana, especialmente na presenca de
glicose, podendo causar forte resposta a peroxido de hidrogénio (ALHAMA et al., 1998) no SOS
cromoteste. Por este motivo, as formulagdes que ndo possuem aminoacidos, NP1 ¢ NP2, nao
apresentam resposta visivel ao teste, ao contrario do teste com os aminoacidos isolados. Contudo,
nao pode ser descartado que formulacdes 3:1 tenham atividade genotoxica, pois as interacdes
entre os componentes, entre eles aminoacidos, glicose, lipidios, vitaminas e oligoelementos,

promovem diversas reagdes que levam a geracdo de peroxidos (LABORIE et al., 1998). O
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resultado do ensaio SOS cromoteste indica que, além de potencialmente genotoxicas, as
formulacdes NPO e NPV (Quadro 7A — pagina 60) ndo levam a morte celular, ao contrario do
composto padrdo positivo 4-NQO (Quadro 7B — pagina 60). Isso pode ser um indicio de que a
atividade genotdxica possa levar a heranga mutacional do dano genético causado pelas
formulacdes testadas (QUILLARDET e HOFNUNG, 1985). De qualquer modo, o uso de
formulacdes 3:1 ¢ fundamentado na infusdo de elementos que sdo de fundamental importancia
para o desenvolvimento de neonatos prematuros ¢ que nao devem ser dispensados da TNP, sendo
indiscutivel a aplicabilidade dessas misturas.

Em seguida ao SOS spot teste, apés a comprovacdo qualitativa da atividade
genotoxica das diferentes formulagdes 3:1 (NPO e NPV), o “Induteste” teve como objetivo
avaliar se condigdes de armazenamento que tém relagdo conhecida com a estabilidade fisico-
quimica da NP, como tempo de preparo (RIBEIRO, 2007), temperatura de armazenamento
(DRISCOLL et al, 2001) e fotoexposicio (ALLWOOD, 2002), poderiam influenciar na
atividade genotoxica das amostras em teste. Os resultados, vistos nos Graficos 1A (Pagina 62) a
1B (Pagina 64), indicam que ha influéncia dessas condigdes na genotoxicidade das NP. Num
primeiro instante, as amostras “NPV 0 h” (Gréafico 1A) e “NPO 0 h” (Grafico 1B), mostraram
similar fator de indugdo, cerca de 100 vezes o nivel de indugdo espontaneo para ambos. Isso vai
de encontro aos resultados obtidos no SOS cromoteste. Levando-se em considera¢ao o avango do
tempo apods preparo ¢ a possibilidade de ocorrer maior quantidade de reagdes, principalmente as
de degradacdo de elementos da mistura levando a subprodutos (toxicos ou ndo), ha uma certa
surpresa ao se observar os resultados obtidos apds 48 horas de manipulagdo nas diferentes
condi¢cdes de armazenamento. Em quase todos eles, onde a tendéncia seria a de aumento da
atividade genotoxica, houve reducdo da atividade. A excecdo foi a condicdo “NPO 48 h ref”

(Grafico 1B), onde foi mantido o nivel de atividade genotoxica da “NPO 0 h”. As reacdes
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envolvidas na formagdo, ou degradagdo, de compostos genotoxicamente ativos na formulagao
ocorrem com menor velocidade em temperatura refrigerada (DRISCOLL et al., 2001), o que,
com o aumento da temperatura independente da fotoprote¢ao, ndo pode ser observado nas outras
condi¢des de armazenamento dessa formulacao, levando a uma diminui¢do gradativa da atividade
genotoxica (Grafico 1B). Ja para a formulagao NPV ¢ observado o inverso. O resfriamento leva a
acentuada queda no fator de indugdo da mistura, o que também ¢ associado a fotoprotegdo
independentemente do aumento da temperatura. Nesse caso parece haver direta relagdo entre
temperatura e exposicao a luz, pois a medida que se aumenta a temperatura sem fotoprote¢ao ha
aumento da atividade genotdxica da formulagdo. A luminosidade no ato da manipulagdo pode ser
fator significante no alto fator de inducdo observado em “0 h”. Como sdo compostos que se
degradam facilmente, o nivel de perdxidos produzidos inicialmente ndo ¢ mantido sob
refrigeragdo por diminuicdo da velocidade das reagdes. Porém, a medida que se aumenta a
temperatura e se promove a fotoexposi¢ao, ocorre maior producao de peroxidos (KHASHU et al.,
2006). Os Graficos 2A (Pagina 65) e 2B (Péagina 66) mostram os resultados da avaliagdo de
genotoxicidade associada a tempo apos o preparo das NP. Para ambas as amostras o que se
observa nos Graficos 1A e 1B no que se refere a condigdo de armazenamento em refrigeracao €
mostrado numa escala de evolucao de tempo. Pelo menos até 24 horas ap6s o preparo, para a
NPV nio se observa alteracao significativa do carater genotoxico. Este decai de uma ordem de
grandeza o Fator de Inducao a partir de 48 horas apods o preparo. Para a NPO este decaimento s
¢ observado na avaliagdo feita no 7° dia apds o preparo. Tem-se, entdo, a manutencao do carater
genotoxico por no minimo 24 horas apés o preparo quando as NP sdo armazenadas segundo as
recomendagoes da legislacdo brasileira vigente (ANVISA-BRASIL, 1998).

Os trabalhos realizados por Lobo (LOBO, 2005) e Ribeiro (RIBEIRO, 2007) com a

mesma formulagdo aqui em teste (NPV), sob as mesmas condicdes de temperatura e
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fotoexposigao revelaram que nao ha alteracao no indice de peréxido relevante com o aumento da
temperatura, mas ha degradagdo de vitamina C em 48 horas (RIBEIRO, 2007). Estes resultados
podem colaborar para o entendimento do que ocorre na NPV 48 h 37°C s/foto (Grafico 1A), na
qual hd o aumento do fator de inducao no Induteste. Nesse caso, a degradacao da vitamina C tem
relacdo direta com a producao de peroxidos na NP (KNAFO et al., 2005).

Para concluir o Induteste, as tabela 1 (Pagina 63) e 2 (Pagina 67) indicam os
resultados de sobrevivéncia das cepas associada a exposi¢do as diferentes amostras de NP ¢ ao
UVC em diferentes condi¢cdes de armazenamento e tempo apos o preparo, respectivamente. Nao
ha morte celular evidenciada na exposicao as NP, comparado com o indutor padrao UVC. Com
1sso, novamente, o teste microbioldgico mostra que as células alvo de resposta SOS, no Induteste,
sobrevivem ao dano genético causado pela NP, permitindo, possivelmente, a transmissao deste as
células das geracdes seguintes sob a forma de mutacdo (MOREAU et al., 1976).

Os resultados do teste de Ames, na sua forma qualitativa para triagem, nao indicaram
resultado positivo para mutagenicidade, quando comparados com o controle positivo 4NQO.
Neste ensaio ndo foi aplicado qualquer pré-tratamento da bactéria com as amostras testadas,
sendo avaliada somente a agdo aguda das misturas de NP. Dificuldades técnicas foram
encontradas para realizar o teste, como a presenga do aminodcido L-histidina na solugdo de
aminoacidos das NP testadas levando a resultados inadequados. Com isso, ndo foi possivel
realizar o teste na sua forma quantitativa, o que poderia proporcionar resultados mais
esclarecedores. De qualquer modo, estes resultados ndo descartam a atividade mutagénica
relacionada a NP, na condi¢do de teste. Segundo Ames em seu trabalho sobre esta modalidade de
ensaio (MARON e AMES, 1983), um resultado negativo no “spot test” nao ¢ indicagao suficiente
da ndo mutagenicidade de um composto, assim como o resultado positivo também nado ¢

indicacdo suficiente de mutagenicidade, sem que estes resultados estejam associados a outras
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modalidades de andlise. Sendo assim, os resultados encontrados no SOS Cromoteste € no
Induteste indicam tal atividade e incitam para avaliagdo em outra modalidade de anélise. Neste
sentido aplica-se as amostras a avaliacdo de mutagenicidade pelo teste de Miller (CUPPLES E
MILLER, 1989).

O ensaio utilizando o gene /acZ como alvo, ou teste de Miller, usa uma bateria de
cepas de E. coli mutantes em /acZ. Cada cepa carreia um alelo lacZ que codifica para uma B-
galactosidase inativa. O uso de lactose como fonte de carbono pela bactéria requer a atividade
dessa enzima, que catalisa a hidrolise de lactose a glicose e galactose. Assim, a reversdo da
mutacio (lacZ’— lacZ") resulta em uma coldnia que cresce em meio minimo contendo lactose.
Os alelos usados no teste de Miller foram racionalmente desenhados para que uma mutagdo por
troca especifica de um nucleotideo no DNA permita o crescimento de um seleto mutante de cada
alelo. Isso significa que este teste pode ser usado diretamente para testar a especificidade
mutacional de um agente mutagénico, sem a necessidade do sequenciamento do DNA
(JOSEPHY, 2000). Os Graficos de 3A a 3M (Pagina 69) mostram os resultados do ensaio de
Miller para a NPV e a NPO. Os Graficos 30 a 3T (Pagina 73) mostram os resultados do ensaio
de Miller para a NPS, formulacdo de NP sem adi¢do de vitaminas e oligoelementos, indicando o
mesmo perfil mutagénico das outras duas amostras testadas e a ndo relagdo destes elementos com
aumento ou diminuicdo do carater genotdxico das misturas. Quatro cepas mostraram-se
revertentes na presenga das amostras, revelando especificas trocas de base, € um mecanismo
basicamente oxidativo de lesdo do DNA, levando a fixagao de mutagdes especificas. Das trocas
de bases que ficam evidenciadas 3 sdo transversdes (AT—>CG; GC—TA; AT—>TA) e uma ¢
transicdo (AT—GC), envolvendo troca de bases de grupos diferentes ¢ de mesmo grupo,

respectivamente. A troca de base que ocorre na cepa CC101 sugere que o dano oxidativo (8-
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0x0G) ndo ocorre somente na fita de DNA, mas também no pool de nucleotideos a serem

inseridos na fita, com conseqiiente fixagao dessa guanina oxidada ao DNA (Esquema 3 a seguir).

Esquema 3: Mecanismo de fixagdo da mutagdo AT—CG, tornando a cepa CC101 revertente para producdo de [3-
galactosidase.
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O dano mutacional causado pela 8-0xoG levando a reversao da cepa CC104 fica bem
evidente no Esquema 2 (Pagina 48). Esta ¢ uma das principais lesdes oxidativas que ocorrem no
DNA. O uso de cepa deficiente em MutY revela a especificidade dessa troca de base e a
importancia da manuten¢do dessa via de reparo. Ambas as amostras testadas, NPV e NPO,
parecem causar tal lesdo sem causar morte celular, o que poderia comprometer tecidos humanos a
um longo prazo de exposi¢do. Os freqilientes relatos de injuria tecidual hepatica tém intima
relacdo com a agdo de perdxidos presentes na NP e um dos mecanismos responsaveis pode ser

relacionado ao estresse oxidativo do DNA (DRISCOLL et al., 2009).

85



O mecanismo envolvendo as reversdes das cepas CC105 e CC106 tem relacdo com a
oxidagdo da adenina na fita de DNA, conforme Esquema 4, a seguir. A baixa taxa de reversao de

CC106 revela a rota preferencial de troca de bases para a A—T, frente a A—>G.

Esquema 4: Mecanismo de fixag@o das mutacdes AT>TA e AT—GC, tornando as cepas CC105 e CC106
revertentes para producdo de B-galactosidase.
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Objetivando confirmar que a genotoxicidade das amostras NPO e NPV tem
correlagdo direta com dano oxidativo de DNA promovido por peréxidos das misturas 3:1 foi feito
o “Teste com cepa MutY*“. Esse teste, especifico para mutagdo promovida por dano oxidativo do
DNA, vem dar inicio a elucida¢do do mecanismo envolvido na genotoxicidade e, possivelmente,
mutagenicidade das NP testadas. Para combater os efeitos biologicos deletéreos da presenca de 8-
0x0@, as células t€ém mecanismos especificamente desenvolvidos para remover essa lesdo do
DNA. O primeiro nivel desta prote¢ao ¢ a MTH (MutT em E. coli), uma proteina com atividade
pirofosfohidrolase (8-oxoGTPase). Essa enzima ¢ responsavel pela hidrélise de 8-oxoGTP. O
segundo nivel de defesa ¢é/sdo especifica(s) DNA glicosilase(s) que inicia(m) via de reparo por
excisdo de base (BER). A maior 8-0xoG glicosilase em E. coli ¢ a proteina Fpg (MutM). A

MutM retira preferencialmente a 8-0xoG quando ela esta pareada com C, T ou G. O terceiro nivel
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¢ realizado pelas proteinas MYH (ou MutY em E. coli), que removem a adenina malpareada com
8-0x0G (OLINSKI et al., 2007). O mecanismo de reparo (Esquema 1 — pagina 32) envolvido na
eliminacdo de danos oxidativos de bases nitrogenadas, especialmente a 8-0xoG, tem na proteina
MutY a ultima barreira contra a fixagdo do dano oxidativo (mutacio GC—TA) (LOFT e
POULSEN, 1996). A inativagdo dessa proteina leva a maior fixacdo mutacional do dano
oxidativo (MICHAELS et al., 1992), o que pode ser revelado com o uso desse teste especifico
para dano oxidativo. Como o resultado positivo ¢ revelado por uma mutagdo especifica, ele
indica que a substancia em teste ¢ mutagénica ¢ que o mecanismo envolvido ¢ a oxidagdo do
DNA e o resultado ¢ dado como fator de mutagénese oxidativa de DNA. Para realizagdo desse
teste, além das amostras “NPO 0 h” e “NPV 0 h” que se mostraram bastante genotoxicas nos
testes anteriores, foram usadas as amostras que no Induteste mostraram evidente atividade
genotoxica apds 48 horas de manipulagdo das misturas em determinadas condi¢des de
armazenamento, a “NPO 48 h ref” e a “NPV 48 h 37°C s/foto”. O objetivo era avaliar se o dano
oxidativo era uma possivel causa de genotoxicidade e se perdurava no tempo “48 h”. Além disso,
foram feitas diluigdes das amostras de NP em 3 concentragdes distintas visando avaliar uma
correlagdo destas com os resultados. As bactérias ficam em contato com as amostras por 24
horas, tempo suficiente para que haja reparo e replicagdo de DNA, com fixagdo de mutagdes que
levam a reversdo de bactérias Lac’. Os resultados podem ser observados nos Graficos 4A a 4D
(Paginas 75 a 78). Os resultados das amostras “NPO 0 h” ¢ “NPV 0 h” tém o mesmo padrao de
fator de mutagénese, acompanhando o aumento da concentrag@o, porém a “NPV 0 h” induz quase
1000 vezes mais mutagdes oxidativas que o espontaneo, ¢ 10 vezes mais que a “NPO 0 h”. A
presenca de vitaminas tem forte influéncia nessa atividade mutagénica. Quanto maior a

concentracdo da amostra maior a atividade mutagénica, sendo assim maior a concentragdo de
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ERO na amostra. Passadas as 48 horas de manipulagdo o perfil mutagénico observado
inicialmente, dependente da concentragdo da amostra “NPO 0 h”, ¢ observado, numa escala
pouco menor, na amostra “NPO 48 h ref”’, confirmando o resultado encontrado no Induteste da
amostra NPO (Grafico 1B — pagina 64). Nesse resultado fica evidente que as ERO presentes na
formulacdo NPO podem ter sido geradas em reagdes redox, tipo “Fenton/Haber-Weiss”,
mediadas por metais como cobre ou cromo (VALKO et al., 2006), presentes na solugdo de
elementos trago (Quadro 4 — pagina 43). A menor temperatura pode retardar esse tipo de reacao
ciclica (BAL e KASPRZAK, 2002) e, assim, deixar a atividade mutagénica nivelada. Isso ndo
ocorre na amostra “NPV 48 h 37°C s/foto”, onde apds 48 horas ndo ha correlagdo entre
concentracao e atividade mutagénica oxidativa de DNA. Da mesma forma que ha a degradagao
de vitamina C em temperatura elevada, esta pode estar diretamente ligada ao consumo de ERO
por diminui¢do do substrato para formacao, ou, também, pela atividade antioxidante das outras
vitaminas presentes no composto multivitaminico (Quadro 4) utilizado na formulacdo NPV. De
qualquer forma, ¢ evidente que ha a atividade mutagénica e que essa estd diretamente vinculada a
presenca de ERO nas formulagdes. Apesar da discreta diminui¢ao do titulo celular com as
amostras testadas neste ensaio (Grafico 4B e 4D) este resultado indica que as amostras NPO e
NPV possuem atividade mutagénica associada e que esta diminui com o passar do tempo em
diferentes condigdes de armazenamento, conforme também visto no Induteste. O ensaio de Miller
(Graficos 3A a 3T) caracteriza bem o tipo de mutagao que as NP causam ao DNA bacteriano.
Metais de transi¢do como ferro e cobre catalisam a producdo de radicais hidroxil na
reacdo de Fenton (LOFT e POULSEN, 1996). A producdo de radical hidroxil, nesta reacdo,
envolve quimica metalo-redox, numa velocidade maior que na reacdo direta de radical
superoxido com peroxido de hidrogénio, reacdo de Haber-Weiss (ANTHOLINE et al., 1985). In

vitro, concentragdes farmacologicas de acido ascorbico (vitamina C) medeiam seletiva toxicidade
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celular via formagao de radical ascorbato (Asc”) e peroxido de hidrogénio em células em meio de
cultura. Concentracdes de peroxido de hidrogénio > 25 uM foram toxicas a células cancerosas in
vitro (CHEN et al., 2007). Na presenga de ferro, bem como de ions de metais trago, esses
hidroperdxidos sdo transformados em ERO via reagdo de Fenton (LAVOIE e CHESSEX, 1997).
Hidroperdxidos sao reativos e podem formar radicais livres.

Tem sido mostrado um alto acumulo de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-0xo0G), o
produto da hidroxilagdo de guanina no carbono 8. A 8-0xoG pode emparelhar com 2’-
desoxicitidina-5’-trifosfato ou com 2’-desoxiadenosina-5’-trifosfato durante a replicacao do
DNA, formando C*8-0x0G ou emparelhar uma substituicdo de bases com adenina (A*8-0x0G).
O emparelhamento A*8-0x0G pode gerar uma transversao deletérea de C:G para A:T, causando
instabilidade gendmica. Conseqiientemente, polimorfismos que reduzem a expressdo e/ou
atividade de MYH tem sido associados com predisposicao a certos tipos de cancer (GAO et al.,
2004). Em adigdo a 8-0xoG, outras lesdes oxidativas, como 8-oxoadenina, 2-oxoadenina, 5-
hidroxicitidina, etc., sdo conhecidamente mutagénicas e poderiam também contribuir para o
aumento da mutagénese em bactérias deficientes em enzimas antioxidantes (ALHAMA et al.,
1998).

Os testes utilizados neste trabalho sdo de fundamental importancia para elucidar os
mecanismos envolvidos na atividade genotdxica e mutagénica das NP testadas. Os resultados
revelam o perfil do potencial genotoxico e mutagénico da NP e permitirdo indicar condigdes que
levem a uma utilizagcdo mais segura das formulagdes 3:1 de NP em neonatos prematuros. O bom
entendimento do mecanismo mutacional envolvendo oxidagdo do DNA permite prever possiveis
conseqiiéncias do tratamento de neonatos prematuros com polimorfismo genético de enzimas de

reparo de DNA (NOHMI et al., 2005).
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6 CONCLUSAO

Considerando o objetivo geral deste trabalho, “Caracterizar o potencial genotoxico e

mutagénico de misturas 3:1 de Nutri¢do Parenteral voltadas para pacientes neonatos utilizando

testes rapidos em procariotos”, 0s objetivos especificos, as amostras de NP avaliadas, os ensaios

microbiologicos utilizados e os resultados encontrados pode-se concluir que:

SOS cromoteste: As Amostras testadas apresentam carater genotoxico quando
em formulagdes 3:1 contendo vitaminas ou oligoelementos, sendo a mistura
de aminoacidos importante para tal carater;

Induteste: As amostras testadas sob refrigeragdo apresentam carater
genotoxico mantido de 0 h a 24 h, apresentando reducdo a partir de 48 h.
Quando ha wvariagdo de condigdbes de armazenamento as amostras
armazenadas em temperatura 37°C e sob fotoexposi¢do apresentaram os
maiores indices de genotoxicidade;

Teste de Ames: Nao houve resultado positivo para as amostras testadas,
porém ndo se pode descartar o possivel carater mutagénico, devido a
incompatibilidade entre amostra e condi¢des de teste.

Teste de Miller: As amostras testadas apresentam carater mutagénico para 4
cepas (CC101, CC104, CC105 e CC106), sendo comprovado que a auséncia
de vitaminas ou oligoelementos na formulagdo ndo descarta o carater
mutagénico. O perfil mutagénico encontrado com as cepas utilizadas sugere
fortemente a geracdo de estresse oxidativo, implicando a lesdo 8-0xoG na

origem das mutacdes induzidas.
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7 RECOMENDACOES
Virios polimorfismos de DNA glicosilases responsaveis por excisdo de 8-0xoG sdo
conhecidos. A sua presenga em genomas humanos estd ligada ao risco de desenvolvimento de
tipos especificos de cancer. A hMYH glicosilase retira a adenina incorporada ao DNA em
oposicao a 8-0xoG por DNA polimerases replicativas, e assim tem uma fungao de corrigir erros
replicativos. Sete diferente polimorfismos do gene AMYH sdo conhecidos, a maioria associada a
tumores colorretais (TUDEK, 2007). Quando o reparo de DNA ¢ inibido, mutagdes em
oncogenes € genes supressores de tumor ocorrem, promovendo carcinogénese (GAO et al.,
2004). A doenga de Wilson e a Anemia de Fanconi s3o exemplos de doencas genéticas que
expdoem o DNA a mutagdes por dano oxidativo (LOFT e POULSEN, 1996). O uso de TNP
contendo formulacdes 3:1 poderia elevar o risco de alteragdes genéticas em neonatos contendo
tais hereditariedades.
Em longo prazo, ndo ha dados estatisticos que revelem a influéncia da NP na
qualidade de vida de adultos que tenham feito uso de NP por indicagdo de prematuridade. A
exposicdo precoce a agentes mutagénicos pode levar a um adiantamento em eventos
degenerativos relacionados a idade e, em casos extremos, contribuir para a oncogénese quando
houver uma predisposicao para essa ocorréncia. Lesdes oxidativas especificas no DNA possuem
ligacdo conhecida com determinadas alteracdes celulares malignas de mamiferos (NAKABEPPU
et al., 2006). Portanto, o uso de uma NP que leve a menor possibilidade de dano genético ao
neonato ¢ de suma importancia. Desse modo, neste trabalho podem ser indicadas agdes que
minimizem os efeitos genotdxicos relacionados a TNP que incluem:
e A adogdo do procedimento de quarentenizagdo da NP contendo vitaminas durante
24 horas sob refrigeragdo, levando a uma menor taxa de dano genético, de acordo

com os resultados do Induteste do ensaio com cepa MutY, sem prejuizo da
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estabilidade fisico-quimica da NPV. Apesar da alta variabilidade associada as
necessidades nutricionais de um neonato prematuro esta sugestdo torna-se
benéfica quando o dano hepatico ¢ iminente;

e Uso de fotoprotegdo, desde o armazenamento até o término da infusdo,
minimizando a produgdo de peroxidos por fotoexposicdo das NP contendo
vitaminas;

e Retirada dos elementos trago da formulagcdo a ser quarentenizada, levando a
administracdo em paralelo a infusdo da NP, visto que no Induteste a refrigeracao
da NP contendo elementos traco nao altera o fator de indugao da NPO testada;

e Uso da formulagdo 3:1 de NP para neonatos prematuros no menor tempo de
permanéncia possivel, prevalescendo a inten¢do da via enteral de nutricdo como
via preferencial. O uso prolongado, muitas vezes desnecessario, pode levar a uma
exposi¢do inadequada do neonato a uma situacao de risco com resultados a longo
prazo ainda ndo esclarecidos.

e Adogdo de procedimento de vigilancia epidemiologica de longo prazo dos
neonatos tratados com NP. Aten¢do maior deve ser dada a pacientes tratados com
NP possuindo alteragdes genéticas que exponham seu DNA a condigdes genético-
degenerativas.

A indicagdo da melhor condi¢do para uso da NP deve ser vista com reticéncia por
profissionais de saude, pois envolve questdes, muitas vezes nao esclarecidas, no que tange a
estabilidade da NP e a adequagdo da formulagdo as necessidades do neonato.

A adogdo de novos métodos de anélise fisico-quimica, associados a rastreabilidade de

alteragdes metabolicas relacionadas ao uso das formulagdes 3:1 de NP e, também, de possiveis
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alteracdes no DNA de neonatos prematuros fazendo uso dessas misturas intravenosas pode levar

a um esclarecimento maior dos riscos envolvidos com o uso e indicagao de NP nesses pacientes.

8 PERSPECTIVAS

A comprovacdo do risco de mutagenicidade do uso de uma NP em sistemas
procaridticos, associada a outros pré-existentes, tende a causar polémica no meio hospitalar.
Empresas e hospitais que fazem a manipulacdo de NP poderdo ser questionados, além de causar
inseguranca entre os familiares de pacientes em tratamento. Os resultados podem levar a criagao
de um acompanhamento epidemiologico de pacientes tratados com NP, durante a fase neonatal,
procedendo retroandlise em quaisquer eventos oncoldgicos.

Almeja-se, com a conclusdo deste trabalho, uma evolugdo para uma etapa de estudos
em organismos eucariotos seguida do uso de ensaios com células de mamiferos e avaliacdo in
vivo dos possiveis danos genéticos gerados com o uso cronico de Nutrigdo Parenteral em

neonatos prematuros.
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