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RESUMO

Formulacdes de Nutricdo Parenteral (NP) consistem em misturas nutritivas que
séo infundidas através das veias de pacientes. A incidéncia da luz nas preparacdes
de NP pode induzir a oxidacdo e degradacdo de alguns de seus componentes,
incluindo as vitaminas. Ha diversos estudos que relatam a foto-sensibilidade de
vitaminas, principalmente da vitamina A, que desempenha um importante papel na
visdo, crescimento e manutencao dos tecidos, e no sistema imunoldgico. Ainda assim,
sao poucos os estudos sistematicos da acao da luz (visivel e/ou ultravioleta) sobre a
degradacéao e oxidacao desta neste tipo de formulacdo. Diante da importancia da NP
no ambito terapéutico, faz-se necessaria a incluséo de novos agentes antioxidantes e
fotoprotetores que possam garantir a estabilidade dos componentes da preparacao,
bem como a seguranca dos pacientes que fazem uso desta. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o resveratrol como uma nova alternativa de agente fotoprotetor
em nanoemulsGes contendo vitamina A submetidas a fotodegradacdo por luz
ultravioleta/visivel. Estas nanoemulsfes foram desenvolvidas para serem futuramente
incorporadas em formulagdes destinadas a NP. A técnica utilizada neste estudo foi a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que, com o desenvolvimento da
metodologia de extracdo adequada, forneceu resultados precisos, confiaveis e
reprodutiveis na analise de vitamina A. A metodologia que permitiu a melhor execucéo
e resultados precisos foi a seguinte: um mililitro de emulsao foi transferido para um
tubo de centrifugacdo onde adicionou-se 4 mL de &gua ultrapura e 2 mL de solucdo
de extracdo (hexano-acetato de etila 80:20 v/v). A mistura foi submetida a agitacéo no
vortex durante 30 s e centrifugada a 7000 rpm durante 60 min. A camada superior foi
transferida para um tubo de vidro, evaporada em capela de exaustao, reconstituida
com metanol e filtrada em filtro de Teflon 0,20 um. Uma aliquota de 20 pL da solucéo
foi injetada no cromatografo liquido. Sob condi¢cdes de um modelo reduzido de plano
de estudo de fotoestabilidade, os resultados evidenciaram que apos a simulacao de
10 horas de incidéncia de radiagdo UV e visivel houve degradacdo de mais de 90%
de vitamina A. O resveratrol foi capaz de suprimir parte da taxa fotodegradativa desta
vitamina, em torno de 4% para radiacdo UV e 7% para luz visivel, mostrando-se um

candidato potencial para uso em preparacdes para Nutricdo Parenteral.

Palavras-chave: Vitamina A. Nutricdo Parenteral. Cromatografia.



ABSTRACT

Parenteral Nutrition formulations (PN) are nutritive mixtures that are infused
through the veins of patients. The incidence of light in PN preparations can induce the
oxidation and degradation of some of its components, including vitamins. There are
several studies that report the photo-sensitivity of vitamins, especially vitamin A, which
plays an important role in vision, growth and maintenance of tissues, and in the
Immune system. Even so, there are few systematic studies of the action of light (visible
and/or ultraviolet) on its degradation and oxidation in this type of formulation. Given
the importance of PN in the therapeutic scope, it is necessary to include new
antioxidant and photoprotective agents that can ensure the stability of the components
of the preparation, as well as the safety of the patients who use it. The present study
aimed to evaluate resveratrol as a new alternative photoprotective agent in
nanoemulsions containing vitamin A submitted to photo-degradation by
ultraviolet/visible light. These nanoemulsions have been developed to be incorporated
in PN formulations in the future. The technique used in this study was High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), which, with the development of the
appropriate extraction methodology, provided accurate, reliable and reproducible
results in vitamin A analysis. The methodology that allowed the best execution and
accurate results is described as follows: one milliliter of emulsion was transferred to a
centrifuge tube where 4 mL of ultrapure water and 2 mL of extraction solution (80:20
hexane-ethyl acetate v / v) were added. The mixture was vortexed for 30 s and
centrifuged at 7000 rpm for 60 min. The upper layer was transferred to a glass tube,
evaporated in an exhaust hood, reconstituted with methanol and filtered on a 0.20 ym
Teflon filter. An aliquot of 20 pL of the solution was injected into the liquid
chromatograph. Under conditions of a reduced model of photostability study plan, the
results showed that after the simulation of 10 hours of UV and visible radiation there
was degradation of more than 90% of vitamin A. Resveratrol was able to suppress part
of the photo-degradation rate of this vitamin, around 4% for UV radiation and 7% for
visible light, proving to be a potential candidate for use in preparations for Parenteral

Nutrition.

Keywords: Vitamin A. Parenteral Nutrition. Chromatography.
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1 INTRODUGCAO

A nutricdo parenteral (NP) é parte de uma terapia nutricional especializada
durante a qual os nutrientes séo fornecidos através de aporte venoso. A NP € indicada
principalmente para o suporte nutricional de pacientes que ndo podem ou ndo devem
se alimentar pela via oral ou enteral. As formulacdes compreendem solucdes ou
emulsdes, contendo basicamente carboidratos, aminoacidos, lipidios, vitaminas e
eletrélitos (SHULMAN; PHILLIPS, 2003; MIRTALLO et al., 2004; KOLETZKO et al.,
2005; TORRINHAS; WAITZBERG, 2016).

Um dos problemas pouco estudados na aplicacdo da nutricdo parenteral € a
degradacdo provocada pela exposicdo a luz, o que pode levar a foto-oxidacdo de
alguns de seus componentes (CHYTIL, 1996). Misturas de NP, ao serem irradiadas
com UV, tornam-se um local de reacbes entre oxigénio e elétrons doadores,
resultando na geracdo de peroxidos, os quais sdo considerados como elementos
chave para a toxicidade de células (CHESSEX et al., 2002).

Vitaminas encontram-se entre 0S componentes mais susceptiveis as
degradacbes foto-induzidas em formulacdes utilizadas em NP (BATHIA, 1992),
principalmente a vitamina A (AZEVEDO FILHO, 2008), sendo conhecida por possuir
extrema sensibilidade a luz. A exposicao da vitamina A a luz do dia pode resultar em
perdas maiores que 60% durante a infusédo, e, mesmo com certo grau de opacidade,
a emulsao lipidica é capaz de oferecer pouca fotoprotecdo (ALLWOOD; MARTIN,
2000).

Desta forma, o estudo da instabilidade de vitaminas decorrente da
fotodegradacdo constitui uma area de intensa investigacdo cientifica. Dentre os
fatores que contribuem para a importancia desse estudo ressalta-se a necessidade
da inclusdo de agentes antioxidantes/fotoprotetores eficientes, bem como a execugéo
de um rigoroso controle quimico de qualidade nas formulagdes de NP. No momento,
0 metabissulfito de sodio representa uma das poucas substancias antioxidantes
utilizadas neste tipo de sistema, sendo adicionado a solucdo comercial de
aminoécidos para este fim. No entanto, ele demonstra incompatibilidade com a
vitamina B1, apresenta efeitos locais vasoreativos (LAVOIE; CHESSEX, 1993) e, além
disso, foi relatado que os sulfitos reagem espontaneamente com oxigénio para formar
radicais livres inorganicos (BRAWLEY; BHATIA; KARP, 1998).
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O presente estudo traz como novidade o uso de um composto fitoquimico para
reduzir os danos provocados pela fotooxidacdo em componentes utilizados para a
preparacdo de formulacdes de NP. O resveratrol (3, 5, 4'-trihidroxi-trans-estilbeno)
(RSV), é uma fitoalexina natural presente em uma grande variedade de plantas, tais
como uvas (Vitis vinifera), amendoim (Arachis hypogea) e amoras (Rubus sp.),
produzida provavelmente em resposta ao estresse, lesdes, radiacdo ultravioleta (UV)
e infeccao fungica (AGGARWAL et al., 2004). Diversos efeitos farmacologicamente
benéficos ja foram atribuidos ao resveratrol: supressdo da peroxidacao lipidica e
estimulacdo da sintese de eicosanoides (Ex.: d6mega 3 e 6), inibicdo da agregacao
plaguetaria, atividades antioxidante, anti-inflamatoria e vasorrelaxante (GAMBINI et
al., 2015; RUIVO et al., 2015; SHINDIKAR et al., 2016; BERMAN et al., 2017).

Visando testar a hipotese de utilizar o RSV como agente
antioxidante/fotoprotetor em formulacdes de NP, este trabalho avaliou o resveratrol
como um agente protetor para a vitamina A em sistemas nanoemulsionados
submetidos a fotodegradacao por radiacdo ultravioleta e visivel, contendo RSV em

sua composigao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a contribuicdo do resveratrol como agente fotoprotetor na
degradacédo da vitamina A (na forma de palmitato de retinila), em preparacfes a serem
utilizadas em nutricdo parenteral, sob condi¢des controladas de exposi¢céo a radiacao

ultravioleta e visivel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar os padrfes de vitamina A e resveratrol utilizados no estudo;

- Preparar e caracterizar as emulsdes contendo a vitamina A com e sem resveratrol;
- Desenvolver e validar metodologia analitica para extracdo da vitamina A das
emulsbes e para sua quantificacdo pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

- Monitorar a fotodegradacao da vitamina A emulsionada sob condi¢cdes controladas
de exposicao a radiacdo ultravioleta e visivel;

- Avaliar a acao fotoprotetora do resveratrol através da quantificagdo da vitamina A

pela técnica de CLAE.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DEFINICAO DE NUTRICAO PARENTERAL

A Terapia de Nutricdo Parenteral (TNP), no Brasil, é regulamentada pela
Portaria N° 272, de 8 de abril de 1998. Esta estabelece que a nutricdo parenteral (NP)
refere-se a solugdo ou emulsdo, composta basicamente de carboidratos,
aminoécidos, lipidios, vitaminas e minerais; estéril e apirogénica, acondicionada em
recipiente de vidro ou plastico, destinada a administracdo intravenosa em pacientes
desnutridos ou ndo, em regime hospitalar, ambulatorial ou domiciliar, visando a
sintese ou manutencao dos tecidos, 6rgaos ou sistemas (BRASIL, 1998).

A NP é uma preparacao de uso extemporaneo e sua formulagdo envolve a
transferéncia de varios ingredientes estéreis (dextrose, aminoacidos, lipidios,
eletrélitos e vitaminas) para um unico recipiente, usando técnicas assépticas em
cabine de fluxo laminar horizontal, evitando, desta forma, a contaminagao
microbioldgica (INARAJA et al., 2002; SANBORN, 2006). Os farmacéuticos devem
cumprir os padrbes de formulacdo estéril estabelecidos, incluindo a composicao de
salas limpas, vestidos, luvas e validacdo da técnica asséptica, para garantir que a
preparacdo permaneca estéril. A falta de pratica asséptica e as praticas inadequadas
de formulagdo podem levar a contaminacdo do conteudo, aumentando o risco de
infecgdo no paciente (MIRTALLO et al., 2004; TURPIN, 2012).

Tanto 0s macronutrientes (dextrose, lipidios e aminoacidos) quanto o0s
micronutrientes (vitaminas, componentes minerais e oligoelementos) da NP s&o
regulados para o paciente através de prescricdo. As quantidades dos componentes
devem atender as necessidades individuais de cada paciente, ja que existem relatos
de sérios danos e mortes a partir de formulacbes de NP administradas
inadequadamente (MIRTALLO et al., 2004).

O farmacéutico € o responsavel pela a preparacao da NP. Este deve avaliar a
prescricdo da NP quanto a sua adequacdo, concentracdo e compatibilidade fisico-
guimica de seus componentes e dosagem de administracdo. A NP deve ser
devidamente rotulada e acondicionada em embalagem impermeavel e transparente,
permitindo a sua perfeita identificacdo durante a conservacéo e transporte (BRASIL,
1998).
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Embora os recipientes de vidro sejam geralmente vistos como menos reativos
gue os plasticos, atualmente eles ndo sao geralmente usados para o fornecimento da
terapia de NP. Bolsas de infusdo de plastico sofreram varias alteracGes destinadas a
tornd-las menos reativas com aditivos e mais protetoras da mistura final antes do uso.
Especificamente, as bolsas de cloreto de polivinila (PVC), fabricadas com o
plastificante dietilhexil ftalato (DEHP), foram amplamente substituidas por bolsas
feitas com acetato de etilvinila (EVA) ou outros materiais menos reativos. Os residuos
plasticos do DEHP sao dissolvidos ao contato com a emulséo lipidica e podem causar
toxicidade em neonatos. A bolsa multilaminar representa uma opg¢ao bastante utilizada
por apresentar baixa permeabilidade ao oxigénio e alta transparéncia (DRISCOLL,
2003; ANTUNES, 2004; BALET et al., 2004).

3.2 CLASSIFICACAO DA NUTRICAO PARENTERAL

Quanto a composicado, a NP pode ser classificada como sistema glicidico ou
lipidico. O sistema glicidico, binario, ou “dois em um”, € composto por duas solugdes
de grande volume: uma solu¢cdo de aminoacidos, como fonte de nitrogénio e uma
solucao de glicose, como fonte de energia. O sistema lipidico, ternario, ou “trés em
um”, € composto por trés solugdes de grande volume: uma solu¢édo de aminoacidos,
uma solucéo de glicose e uma solucéo de lipidios, que representa fonte energética e
de acidos graxos essenciais (GASTALDI, 2009).

3.3 INDICACOES DA NUTRICAO PARENTERAL

A Terapia de Nutricdo Parenteral (TNP) é indicada em situacdes nas quais o
paciente esta impossibilitado de usar a via oral ou enteral por um tempo pré-definido
(MARCHINI et al., 1998).

A TNP é indicada para pacientes com anomalias do aparelho gastrointestinal,
como, por exemplo, atresia esofagica, atrésia intestinal e gastrosquise; para pacientes
com doengas que atinjam gravemente o tubo digestivo: enterocolite necrosante e
sindrome do intestino curto; nos casos de prematuridade, com incapacidade total ou
parcial em tolerar alimentacao por via entérica; e quando ha restricdo de crescimento
intra-uterino com necessidade de pausa alimentar prolongada (PEREIRA-DA-SILVA,
2008).
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Os neonatos sdo um alvo especial na prética de nutricdo parenteral.
Considerando particularmente os neonatos prematuros, nascidos antes das 37
semanas de gravidez, pode-se afirmar que a sobrevivéncia destes esta relacionada
ao uso da NP. Esses pacientes precisam de diferentes quantidades de nutrientes
guando comparados com criang¢as ou adultos (LOBO et al., 2012).

Quanto menor o recém-nascido pré-termo (RNPT), mais precoce deve ser a
indicacdo da nutricdo parenteral, uma vez que as reservas energéticas destes sao
bastante limitadas. Estima-se que um recém-nascido de 1000 g teria reservas
energéticas suficientes para sobreviver, sem terapia nutricional, por apenas quatro
dias. Criangas com peso inferior a 1000 g devem receber a TNP nas primeiras horas
de vida e sugere-se, inicialmente, solucdo contendo aminoacidos, glicose e eletrolitos.
RNPT com peso de 1000 g a 1500 g também merecem atencédo especial, nao devendo
ser postergado o inicio da NP por mais do que 48 horas. Mesmo o recém-nascido com
peso superior a 1500g ndo deve permanecer mais de 72 horas sem terapia nutricional
efetiva. (DE SOUZA; TESKE; SARNI, 2008).

Atualmente tem sido dada grande importancia a nutricdo do RNPT, pois a
desnutricéo fetal e, possivelmente, a desnutricdo pos-natal tém sido apontadas como
fatores importantes na determinacdo de doencas do adulto, como, por exemplo,
diabetes, hipertensdo e cardiopatias. Portanto, deve-se propiciar a estes recém-
nascidos uma nutricdo que lhes garanta crescimento fisico e desenvolvimento
neuropsicomotor adequados (TRINDADE, 2005).

3.4 CONSTITUINTES DA NUTRICAO PARENTERAL

As formulagbes NP s&o misturas extremamente complexas contendo 40 ou
mais componentes, incluindo aminoacidos, dextrose, lipidios, agua, eletrdlitos,
oligoelementos e vitaminas (MIRTALLO et al., 2004).

3.4.1 Carboidratos

De acordo com a condicdo clinica do paciente, torna-se fundamental o
fornecimento adequado de calorias visando um controle metabdlico satisfatério. O
gasto energético do paciente pode variar de acordo com o tipo de agressao (trauma,

sepse ou intervengao cirargica, por exemplo), grau de atividade do paciente
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(ventilagdo mecéanica ou espontéanea, sedac¢éo), estado nutricional prévio do paciente
e estagio da doenca (ATKINSON et al., 2003).

A glicose é o principal substrato caldrico no paciente critico em geral, embora,
dependendo do nivel de agressdo, a fonte energética deva ser misturada
(carboidratos e gorduras). Os carboidratos constituem entre 50-60% das calorias néao
protéicas no metabolismo e devem ser fornecidos numa dose de 2 - 5 g/kg/dia. Uma
infusédo de glicose de 4 mg/kg/min suprime o consumo de glicogénio em 50% e
também suprime o catabolismo protéico de 10% - 15%. Um ajuste na oferta de glicose
deve ser realizado para evitar-se niveis glicémicos >140 mg.dL?, podendo ser
necessaria, em alguns pacientes, a administracdo de insulina para manter o nivel de
glicemia préximo ao normal (LEYBA; GOMEZ-TELLO; ARBELOA, 2005; FERREIRA,
2007).

E importante ressaltar que 0s neonatos prematuros apresentam baixa
tolerancia a glicose nos primeiros dias de vida, e, com o objetivo de evitar um efeito
danoso devido a variacdo da osmolaridade sérica e a diurese osmatica, o inicio da
infusé@o de glicose deve ser realizado numa velocidade semelhante a taxa de producéo
hepatica (6 mg/kg/min), aumentando de forma lenta e gradativa até que se atinja 11-
12 mg/kg/min, em torno de cinco a sete dias (MARCHINI et al., 1998).

3.4.2 Lipideos

As emulsdes lipidicas sdo administradas para prevenir a deficiéncia de acidos
graxos essenciais e para fornecer uma fonte rica de calorias ndo proteicas (PUDER
et al., 2009).

De 15-30% das calorias devem ser oferecidas na forma de lipideos. De modo
a evitar o déficit de 4cidos graxos essenciais, a dose minima deve ser de 1 g/kg/dia.
Entretanto, a contribuicéo de gorduras néo deve exceder a quantidade de 1,5 g/kg/dia,
pois a infusdo excessiva de lipideos esta relacionada a efeitos imunossupressivos,
aumentando o risco de infec¢des. A contribuicdo dos lipidios deve ser suspensa se 0s
niveis plasmaticos de triglicerideos atingirem niveis superiores a 400 mg.dL* (LEYBA,;
GOMEZ-TELLO; ARBELOA, 2005; FERREIRA, 2007).
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3.4.3 Proteinas

O paciente critico € um paciente hipercatabdlico que apresenta intenso
consumo proteico, tornando a infusdo de proteinas absolutamente necessaria. Os
aminoacidos devem representar um total de 15-20% do total de calorias fornecidas,
sendo o aporte iniciado com uma dose de 1-1,5 g/kg/dia. Pode-se aumentar esse valor
em situacbes de maior perda proteica (queimaduras e enteropatias com perda de
proteinas), devendo ser ajustado de acordo com controles periédicos do balango de
nitrogénio, visando promover a sintese proteica e retencdo de nitrogénio (LEYBA;
GOMEZ-TELLO; ARBELOA, 2005; FERREIRA, 2007).

Os requisitos de aminoacidos podem variar com base na quantidade de calorias
nao proteicas fornecidas (0s requisitos de proteina aumentam com a diminuicdo da
infusdo de energia), os requisitos gerais de energia (0s requisitos de proteina
geralmente aumentam com o0s requisitos de energia aumentados) e a qualidade das
proteinas (quantidades inadequadas de qualquer dos aminoacidos essenciais diminui
a eficiéncia da utilizacdo de proteinas). Os aminoacidos entregues aos pacientes
devem ser incluidos na estimativa de energia fornecida pela formulacdo parenteral
porque esses aminoacidos podem ser oxidados ou reabastecer os aminoacidos
endogenos que foram oxidados (KORETZ; LIPMAN; KLEIN, 2001).

3.4.4 Vitaminas

Entre os nutrientes requeridos para muitas funcdes fisioldégicas essenciais
estdo as vitaminas. Diferentemente de outros nutrientes, as vitaminas ndo atuam nas
funcdes estruturais, nem geram energia significante decorrente do seu metabolismo.
As funcdes fisiologicas das vitaminas sdo altamente especificas, e, por esta razéo,
elas sdo requeridas em apenas pequenas quantidades na dieta. A forma mais comum
da maioria das vitaminas nos alimentos requer algum tipo de ativacdo metabdlica para
a forma funcional destas (COMBS; MCCLUNG, 2016).

De acordo com sua natureza hidrofilica ou hidrofébica as vitaminas s&o
classificadas em (GREENE et al., 1988):

I. Hidrossolaveis — acido ascorbico (vitamina C) e o complexo B. O complexo B

representa um conjunto de 8 vitaminas. Sao elas: Tiamina (B1); riboflavina (B2);
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niacina (Bs); acido pantoténico (Bs); piridoxina (Be); biotina (B7); acido folico

(Bo); cianocobalamina (B12).

IIl. Lipossoluveis - Retinol (A); calciferol (D); tocoferol (E); fitomenadiona (K1).

Embora as vitaminas compartilhem caracteristicas gerais, elas possuem pouca
similaridade quimica ou funcional. Enquanto muitas vitaminas funcionam como
cofatores de enzimas (vitaminas A, K, C, Bi, B2, Bs, Bs, Bs, B7, B12), nem todos os
cofatores de enzimas sdo vitaminas. Algumas vitaminas funcionam como
antioxidantes biolégicos (vitaminas E e C), e muitas funcionam como cofatores em
reacfes metabdlicas de oxido-reducao (vitaminas E, K, C, Bz, Bz, Bs). As vitaminas A
e D funcionam como hormoénios; a vitamina A também atua como cofator
fotorreceptivo na visdo (COMBS; MCCLUNG, 2016).

As vitaminas A e D receberam atenc¢do particular nos ultimos anos, pois estas
vitaminas demonstraram ter um efeito crucial na resposta imune. Elas desempenham
um papel essencial na modulacdo de uma ampla gama de processos imunes, como a
ativacao e proliferacédo de linfocitos, a diferenciacdo de células T-helper, a migracéo
de linfocitos especificos de tecido, a producédo de isotipos especificos de anticorpos e
regulagéo da resposta imune (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008).

Devido as alteragbes que pode causar em pacientes que fazem uso de
anticoagulantes, a vitamina K néo € incluida no grupo de vitaminas da formulacéo de
NP. Entretanto, pacientes que estdo sob terapia de NP e ndo necessitam de
medicamentos anticoagulantes, devem receber vitamina K suplementar (FERREIRA,
2007).

As preparacdes multivitaminicas parenterais que estdo comercialmente
disponiveis nos Estados Unidos satisfazem os requisitos para a maioria dos pacientes
gue recebem nutricdo parenteral, incluindo recém-nascidos pré-termo e neonatos. A
ASPEN (American Society for Parenteral and Enteral Nutrition) € um centro projetado
para fornecer aos pacientes e cuidadores informagdes sobre o suporte nutricional,
incluindo nutricdo parenteral e enteral, dispondo das recomendacdes atuais de
vitaminas para administracdo em recém-nascidos pré-termo e neonatos, como pode
ser visto na Tabela 2.1 (VANEK, 2012).
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Tabela 1 — Recomendagles atuais de vitaminas para administragdao parenteral e

enteral em recém-nascidos pré-termo e neonatos.

RECEM-NASCIDOS PRE-TERMO NEONATOS

VIA DE PARENTERAL ENTERAL PARENTERAL ENTERAL
ADMINISTRACAO
VITAMINAS
Retinol 700-1500 IU/kg/d ~ 700-1500 IU/kg/d 2300 IU/d 1333 1U/d
(Vitamina A)
Calciferol 40-160 IU/kg/d 150-400 IU/kg/d 400 luMd 400 1U/d
(Vitamina D)
Tocoferol 2,8-3,5 IU/kg/d 6-12 IU/kg/d 7 1U/d 6 1U/Md
(Vitamina E)
Fitomenadiona 10 mcg/kg/d in PN 8-10 mcg/kg/d 200 mcg/d 2 mcg/d
(Vitamina K)
Tiamina 200-350 mcg/kg/d  180-240 mcg/kg/d 1,2 mg/d 0,2 mg/d
(Vitamina By)
Riboflavina 150-200 mcg/kg/d  250-360 mcg/kg/d 1,4 mg/d 0,3 mg/d
(Vitamina B>)
Niacina 4-6,8 mg/kg/d 3,6—4,8 mg/kg/d 17 mg/d 2 mg/d
(Vitamina B3)
Acido pantoténico 1-2 mg/kg/d 1,2-1,7 mg/kg/d 5 mg/d 1,7 mg/d
(Vitamina Bs)
Piridoxina 150-200 mcg/kg/d  150-210 mcg/kg/d 1000 mcg/d 14 mcg/kg/d
(Vitamina Bs)
Biotina 5-8 mcg/kg/d 3,6—6 mcg/kg/d 20 mcg/d 5 mcg/d
(Vitamina B7)
Acido Folico 56 mcg/kg/d 25-50 mcg/kg/d 140 mcg/d 65 mcg/d
(Vitamina By)
Cobalamina 0,3 mcg/kg/d 9,3 mcg/kg/d 1 mcg/d 0,4 mcg/d
(Vitamina B1y)
Acido Ascorbico 15-25 mg/kg/d 18-24 mg/kg/d 80 mg/d 40 mg

(Vitamina C)

Fonte: VANEK, 2012.

Com base nas doses recomendadas para 0s atuais produtos multivitaminicos

parenterais, a dose diaria das vitaminas lipossolUveis é aproximadamente a mesma

para a administracdo oral destas vitaminas, embora a biodisponibilidade deva ser
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muito maior quando elas séo administradas por via intravenosa. A justificativa para
fornecer uma dose efetiva mais alta quando administrada como parte da terapia de
NP foi que esses pacientes tinham maiores necessidades de vitamina devido a
desnutricdo, deficiéncias de vitaminas e alteracfes metabdlicas secundérias a
doencas agudas e crbénicas (VANEK, 2012). Ja para as vitaminas hidrossoluveis, a
dose diaria recomendada, quando administrada por via parenteral € maior que aquela
administrada por via oral. A justificativa € que ha um aumento da excrec¢édo urinaria de
vitaminas solUveis em agua quando administrada por via intravenosa. Essas doses
relativamente altas de vitaminas tém sido usadas na terapia de NP h& mais de 30
anos, e nenhuma toxicidade foi descrita. Portanto, ASPEN ndo recomenda qualquer

reducdo de dose nos produtos multivitaminicos parenterais (VANEK, 2012).
3.4.5 Componentes Minerais, Oligoelementos e Agua

A necessidade de agua e eletrolitos € baseada na apuracao do balanco diario
desses elementos, considerando parametros cardiovasculares, renais, hepaticos e
andlises bioguimicas. O volume de liquido fornecido deve ser consistente com as
calorias totais, e, geralmente, € necessario 1 mL de agua por caloria infundida
(FERREIRA, 2007).

Os minerais adicionados na nutricdo parenteral séo o sodio (Na), potassio (K),
magnésio (Mg), célcio (Ca) e fésforo (P). As contribui¢cdes de K, Mg e P sdo essenciais
para evitar situacbes potencialmente letais, como o0 aparecimento de arritmias
malignas, e, por isso, estes minerais devem ser monitorados constantemente (LEYBA;
GOMEZ-TELLO; ARBELOA, 2005). Considerando o RNPT, o Ca e o P sdo os
minerais mais abordados na literatura, devido aos disturbios metabdlicos agudos no
periodo neonatalino imediato que podem ser causados pela falta destes, como a
hipocalcemia neonatal precoce, bem como manifestacdes tardias, como a doenca
0ssea metabdlica do prematuro (TRINDADE, 2005).

Cromo (Cr), cobre (Cu), iodo (1), ferro (Fe), manganés (Mn), selénio (Se) e zinco
(zn) séo os oligoelementos, também chamados de elementos trago, adicionados nas
formulagdes de NP (LEYBA; GOMEZ-TELLO; ARBELOA, 2005). Embora os
oligoelementos representem, quantitativamente, uma pequena fracdo do contetdo
mineral do corpo humano, apresentam papel importante em varias vias metabdlicas.

O RNPT pode apresentar deficiéncias em consequéncia dos baixos niveis destes ao
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nascimento, uma vez que a incorporacdo desses mineirais acontece no ultimo
trimestre da gestacao (TRINDADE, 2005).

3.5 INSTABILIDADES FiSICO-QUIMICAS ENCONTRADAS NAS FORMULACOES
DE NUTRICAO PARENTERAL

As mais importantes instabilidades fisico-quimicas da NP séo: precipitacdo de
fosfato de calcio; separacdo de fases da emulsdo lipidica; e fotodegradacédo de
vitaminas. A seguir cada uma destas instabilidades é descrita.

3.5.1 Precipitacédo de Fosfato de Calcio

As formulacdes de NP tipicas apresentam varias possiveis incompatibilidades
fisico-quimicas. O risco mais grave de incompatibilidade e, portanto, a ameaca mais
iminente para o0 paciente, surge quando precipitados que excedem 5 um se
desenvolvem na formulacdo e passam para a circulacdo central. Duas formas de
precipitados podem aparecer na formulacao preparada: os sélidos e os liquidos. A
separacao de fases com a liberacéo de 6leo livre constitui o precipitado liquido, porém,
a formacao de precipitado cristalino é citada com maior frequéncia nas formulacdes
de NP. Os precipitados solidos podem desenvolver-se quando uma combinacéo
incompativel de vérios sais € adicionada a uma formulacdo de NP, resultando na
formacao de produtos insoltveis (MIRTALLO et al., 2004).

Embora haja a necessidade do fornecimento adequado dos minerais calcio e
foésforo para recém-nascidos pré-termo, existe uma dificuldade em administra-los,
através da nutricdo parenteral, em quantidades que se equiparem as necessidades
intrauterinas. Altas concentracdes de ions célcio (Ca?*) e fosfato (PO4*) diluidos em
um baixo volume final de NP aumentam o risco de formacéo de precipitados de fosfato
de célcio, que sédo pouco soluveis em meio aquoso (TRINDADE, 2005).

Os sais de calcio representam um dos compostos mais reativos e podem
prontamente formar produtos insolUveis com varios aditivos. O fosfato de célcio
dibasico (CaHPO4) € um exemplo de uma das combinagcfes incompativeis mais
perigosas e resultou em 6bitos por embolia quando infundidos no cenério clinico
(MIRTALLO et al., 2004).
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A precipitacdo do fosfato de calcio pode ser evitada através de uma variedade
de medidas. A ordem na adicdo dos componentes da formulacdo € extremamente
importante para evitar a formacdo de um precipitado insolivel que, de outra forma,
seria soluvel se fosse adicionado na sequéncia correta. Geralmente, o fosfato deve
ser adicionado em primeiro lugar, e o calcio perto do final da sequéncia de adicdo de
eletrdlitos para que se possa tirar proveito do volume maximo da formulacédo de NP
(MIRTALLO et al., 2004).

3.5.2 Separacédo das Fases da Emulséo Lipidica

A instabilidade das emulsbes lipidicas intravenosa é manifestada pelo
crescimento de goticulas submicrénicas (ou seja, <450 nm ou <0,45 ym) em grandes
goticulas gordurosas (>5 pm), levando a coalescéncia. As consequéncias da
coalescéncia podem ser expressas experimentalmente de varias maneiras, como, por
exemplo, avaliando o tamanho da goticula em termos de volume e de distribuicdo
(polidispersédo) em uma regiao especifica (DRISCOLL, 2003).

Existem dois estagios de desestabilizacdo da emulsdo que séo visivelmente
detectaveis a olho nu, que é a formacdo de sobrenadante, ou creaming, e a
coalescéncia, que é o crescimento das goticulas devido ao agrupamento destas.
Neste estagio, pode ser notada a presenca de uma camada na superficie da emulséo
como uma banda translicida separada da formulacdo de NP total restante. Embora
as goticulas de lipideos nesta camada estejam desestabilizadas, suas identidades
individuais de goticulas sdo geralmente preservadas. Assim, esta fase da degradacéao
da emulséo ainda € segura para a administracéo no paciente (MIRTALLO et al., 2004).
A Figura 1(a) mostra uma emulsdo em processo de formacao de creaming.

O estagio terminal da desestabilizacdo da emulséo lipidica € a coalescéncia de
pequenas goticulas lipidicas que formam grandes goticulas e podem variar em
tamanho de 5 a 50 ym, representando perigo clinico potencial, ainda que escape a
deteccao visual. A coalescéncia € irreversivel, ou seja, quando ocorre, ndo permite a
recomposicdo. A existéncia de goticulas lipidicas coalescentes em uma formulacéo
de NPT é caracterizada pela presenca variavel de goticulas de 6leo amarelo-castanho
na superficie da formulacéo ou perto dela. Neste estagio, a formulagéo é considerada
impropria para administracdo intravenosa (MIRTALLO et al., 2004). Um exemplo de

emulséo desestabilizada por coalescéncia pode ser visto na Figura 1(b).
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Figura 1 — Comparacdo visual entre uma emulsdo estavel e uma emulséo
desestabilizada com formacdo de creaming (a) e emulsdo desestabilizada por

coalescéncia (b).

(b)

Fonte: SARKER, 2013.

3.5.3 Fotodegradacéao de Vitaminas em Misturas de Nutricdo Parenteral

A nutricdo parenteral é frequentemente suplementada com vitaminas no inicio
da terapia, especialmente para bebés prematuros e recém-nascidos que apresentem
deficiéncia destas. Embora a literatura mostre que algumas vitaminas s&o
suficientemente estaveis para serem adicionadas a solugfes parenterais, em alguns
casos, 0 material da bolsa de nutricdo parenteral, a temperatura e a duragéo do
armazenamento podem levar a degradacéo de algumas vitaminas. Na pratica clinica,
€ util adicionar vitaminas as solugcdes parenterais antes de iniciar a infusao, a fim de
reduzir o risco de deterioracao (VAZQUEZ et al., 2009a).

Do ponto de vista clinico, a estabilidade fisico-quimica das formula¢gdes de NP
€ amplamente focada em vitaminas, varias das quais sédo conhecidas por deterioragdo
substancial ao longo do tempo e na presenca de luz e oxigénio. A degradacéo de
vitaminas geralmente produz poucos distarbios clinicamente significativos no
ambiente de cuidados intensivos, tendendo a serem mais importantes em pacientes
com reservas corporais escassas, cComo 0S recém-nascidos pré-termo, e os que
dependem do suporte de NP a longo prazo (MIRTALLO et al., 2004).

Diversos trabalhos tém relatado a degradacéo de vitaminas na NP sob acéo de
radiacdo UV em formulacdes para NP (LAVOIE et al., 1997; ALLWOOD e KEARNEY,
1998; ALLWOOD e MARTIN, 2000; BALET et al., 2004; LAVOIE et al., 2007; DIAZ et
al., 2009; VAZQUEZ et al., 2009b; RIBEIRO et al., 2011), descrevendo, por exemplo,
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a intensa degradacéo que ocorre com as vitaminas A e E (ALLWOOD e MARTIN,
2000; HAAS; BOROVICZENY; KOLETZKO, 2002; SABLIOV et al., 2009).

A vitamina A possui extrema sensibilidade a luz e a vitamina E sofre foto-
oxidacdo na presenca de oxigénio. A exposi¢do a luz do dia da vitamina A pode
resultar em maiores perdas, certamente mais de 60% durante a infusdo, mesmo que
a bolsa esteja protegida contra a luz. A emulséo lipidica oferece pouca protecao e,
portanto, torna-se importante proteger a bolsa contendo a formulagcdo de NP durante
a administracdo a luz do dia (ALLWOOD; MARTIN, 2000). J4 a degradacdo da
vitamina E durante a administracdo é influenciada pelo tipo de bolsa utilizada,
podendo ser amplamente eliminada se as misturas forem preparadas em bolsas
multicamadas. Em contrapartida, as perdas em bolsas de EVA podem ser superiores
a 90%, pois as formulacdes neste tipo de bolsa sempre conterdo algum oxigénio
devido a permeabilidade do EVA. Novamente, a emulséo lipidica oferece apenas uma
protecao parcial. Uma vez que esta foto-reacédo ocorre entre o tocoferol e o oxigénio
dissolvido na NP, a taxa e a extensdo desta dependerdo da quantidade de oxigénio
disponivel (ALLWOOD; MARTIN, 2000).

Estudos foram realizados no intuito de avaliar a influéncia da embalagem na
degradacgéo de vitaminas de algumas matrizes alimenticias. Saffert e colaboradores
(2008) avaliaram a degradacao, sob acdo da luz, das vitaminas A, B2 e Dz presentes
no leite, comparando-se a estocagem deste em garrafas PET claras com transmissao
de luz completa e em garrafas pigmentadas. Os resultados indicam que as garrafas
PET claras ndo oferecem protecédo contra a luz para a degradacdo das vitaminas.
Como consequéncia, os teores de vitamina A e D3 s&o reduzidos a menos da metade,
enquanto a vitamina B2 se decompde completamente durante o periodo de vida util
padrédo do leite em condi¢cbes de armazenamento reais. A reducdo da transmitancia
da luz pelo uso de garrafas de PET pigmentadas reduziu significativamente as perdas
de vitaminas A e B2, embora no caso da vitamina A, o efeito protetor do nivel de
pigmentacdo fosse menos pronunciado (SAFFERT; PIEPER; JETTEN, 2008;
SAFFERT; PIEPER; JETTEN, 2009).

Nos alimentos, o retinol € normalmente ingerido na forma de provitamina A
(betacaroteno) e vitamina A (retinol). Apos a absorcédo, a vitamina A é transportada
para o figado, incorporada aos quilornicrons e armazenada como ésteres de retinol.
Apoés a hidrolise desses ésteres, o retinol € liberado no sangue como um complexo

ligado a proteina de ligacao ao retinol. Uma infusédo de ésteres de retinol pode ser um
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meio eficaz de prevenir o desenvolvimento de deficiéncia de vitamina A principalmente
em casos de disfuncéo hepética. (GERLACH et al., 1989).

O palmitato de retinila (éster) é a forma primaria de armazenamento da vitamina
A no organismo, uma vez que a esterificacdo protege o grupo hidroxila da oxidacao.
O retinol pode ser reversivelmente oxidado a retinal, que, por sua vez, pode ser
oxidado a acido retindico (LIMA, 2015). As estruturas quimicas das formas de vitamina
A estéo representadas na Figura 2.

Os ésteres do retinol, por serem quimicamente e termicamente mais estaveis
gque o retinol, ttm sido frequentemente preferidos na formulacdo de produtos
farmacéuticos (XIA et al., 2006a; FU et al., 2007). Atualmente no Brasil, nas
preparacOes para NP e para suplementacdo vitaminica, o palmitato de retinila € a
forma de vitamina A utilizada (JESUS, 2013; CARUSO; DE SOUZA, 2014).

Figura 2 — Estrutura quimica das formas de vitamina A.
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Fonte: LIMA, 2015.

Cherng e colaboradores (2005) estudaram a fotélise do palmitato de retinila
dissolvido em etanol e expostos a uma fonte de radiacdo UV. Os produtos de
fotodecomposicao resultantes foram separados por CLAE em fase reversa e as
estruturas foram identificadas espectroscopicamente. Foram identificados um total de
14 produtos de fotodecomposicéo, incluindo palmitato de 5,6-epoxi-retinila, palmitato
de 4-ceto-retinila, palmitato de 11-etoxi-12-hidroxi-retinila, palmitato de 13-etoxi-14-
hidroxi-retinila, all-trans-anidroretinol, 6Z-cis-anidroretinol, 8Z-cis-anidroretinol, 12Z7-
cis-anidroretinol, acido palmitico, palmitato de etila e quatro 15-etoxianidroretindis

iIsoméricos cis- e trans, com formacdo, também, de oxigénio singleto e anion
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superoxido (descritos na Figura 3) (CHERNG et al., 2005). Em um estudo realizado
por Xia e colaboradores (2006), quando o palmitato de retinila emulsionado foi exposto
a radiacdo UV, muitos dos mesmos produtos de fotodecomposi¢cédo foram formados.
Todos os produtos de fotodecomposicao foram considerados fotoquimicamente
instaveis. ApoOs irradiacdo prolongada, os produtos de fotodecomposicdo sao
posteriormente decompostos em multiplos produtos (XIA et al., 2006b).

O estudo da instabilidade das formulacdes, mais precisamente a
fotodegradag&o de vitaminas, constitui uma area de intensa investigagéo cientifica.
Dentre os fatores que contribuem para a importancia desse estudo ressalta-se a

necessidade da inclusdo de novos agentes antioxidantes /fotoprotetores.

Figura 3 — Produtos de fotodegradacéo do palmitato de retinila irradiado por UV.
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3.6 AGENTES ANTIOXIDANTES EM NUTRICAO

Considerando que compostos usados para formulagcbes nutritivas estao
susceptiveis a oxidagdo, torna-se necessario o emprego de agentes que sejam
capazes de prevenir esse tipo de processo. O papel dos antioxidantes é retardar ou
controlar a oxidacdo inativando radicais livres e/ou pro-oxidantes, como metais de
transicao (SHAHIDI, 2000; WARAHO; MCCLEMENTS; DECKER, 2011).

No ambito nutricional, a adicdo de antioxidantes também €& importante na
prevencdo da deterioracdo de componentes lipidicos. Antioxidantes sintéticos, como
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), propil galato (PG) e terc-
butilhidroquinona (TBHQ) sdo comumente usados em formulagdes nutritivas. No
entanto, devido a preocupacdes de seguranca, o interesse em antioxidantes naturais
tem se intensificado (SHAHIDI, 2000).

Uma outra classe muito importante de antioxidantes utilizada cada vez mais é
constituida de ingredientes a base de plantas. Os antioxidantes naturais mais ativos
neste ambito pertencem a familia dos compostos fendlicos e polifendlicos. Tocoferais,
carotendides e vitamina C sdo outros grupos de antioxidantes naturais que também
sao encontrados amplamente em plantas e tecidos animais (SHAHIDI, 2000). Alguns
destes compostos apresentam-se bastante apolares e sédo bastante eficazes em
emulsdes Oleo-em-agua, uma vez que sao retidos na goticula de emulsdo, onde a
oxidacdo € mais prevalente (WARAHO; MCCLEMENTS; DECKER, 2011).
Antioxidantes apolares como tocoferdis, TBHQ e PG podem se acumular nas
interfaces Oleo-agua, sendo mais eficazes nesses tipos de emulsées (CHAIYASIT,
2007).

Uma variedade de alimentos e bebidas de origem vegetal contém véarias
classes de compostos fenolicos nao-flavonoides sintetizados pelas plantas. Entre
eles, o resveratrol foi identificado como o principal composto ativo de fitoalexinas de
estilbeno e presume-se ser benéfico para a saude humana (FREMONT, 2000;
GULCIN, 2010; SZKUDELSKA; SZKUDELSKI, 2010; JEON et al., 2012; MAGYAR et
al.; 2012). Jang e colaboradores (1999) demonstraram que o resveratrol € um potente
inibidor da producgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O numero e posi¢ao dos
substituintes hidroxi em analogos de resveratrol parecem desempenhar um papel
importante na sua poténcia de inibicdo da producdo de ROS. Sua atividade

antioxidante também ja foi reportada por Tadolini e colaboradores (2000), que
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demonstraram que o resveratrol inibiu de forma mais eficiente do que qualquer
analogo hidrofilico da vitamina E ou vitamina C a peroxidacéo lipidica de lipossomas
de fosfatidilcolina sonicados (JANG et al., 1999; TADOLINI et al., 2000).

Como composto fendlico, o resveratrol contribui para o potencial antioxidante
do vinho tinto e, portanto, pode desempenhar um papel na prevencao de doencas
cardiovasculares. Este fitocomposto demonstrou modular o metabolismo dos lipidos
e inibir a oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade e a agregacao plaquetaria.
Além disso, como fitoestrogeno, o resveratrol pode fornecer protecdo cardiovascular.
Este composto também possui propriedades anti-inflamatérias e anticancerigenas
(FREMONT, 2000).

Sua atividade antioxidante também demonstrou ter efeitos contra doencas e
distarbios da pele. Estudos mostraram efeitos protetores do resveratrol contra o
estresse oxidativo mediado pela radiagcéo ultravioleta e danos cutaneos, incluindo
envelhecimento e cancer de pele (NDIAYE et al., 2011). Devido a seus efeitos
benéficos em organismos vivos, o resveratrol vem sendo intensamente investigado,
sendo um bom candidato para minimizar ou impedir a oxidacé&o lipidica em produtos
farmacéuticos, retardando a formacdo de produtos oxidantes toxicos, mantendo a
gualidade nutricional e prolongando a vida atil de produtos alimenticios e
farmacéuticos, podendo substituir o BHA e BHT e outros compostos antioxidantes

devido ao seu uso mais seguro (GULCIN, 2010).

3.7 RESVERATROL

3.7.1 Definicéo e principais fontes

O resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) é uma fitoalexina presente em varias
espécies de plantas. Sua sintese a partir de p-cumaroil-CoA e malonil-CoA é induzida
por estresse, lesdo, infeccdo ou irradiacdo UV, sendo classificado como um
antifingico capaz de conferir resisténcia a doencas no reino vegetal (SOLEAS;
DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997).

O resveratrol ocorre naturalmente nas frutas e folhas de plantas comestiveis,
como amendoim, amora e uva, na qual apresenta-se em maior parte na casca das

frutas. Devido a isto, o vinho branco contém quantidades muito pequenas de
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resveratrol, em comparacdo com o vinho tinto (FREMONT, 2000; GULCIN, 2010;
NEVES et al., 2012).

Estudos epidemioldgicos revelam uma correlagdo entre o consumo de vinho
tinto e a baixa incidéncia de doencas cardiovasculares, um fendbmeno comumente
conhecido como "Paradoxo francés". Sabe- se, desde muitas décadas, que a Franca
tem uma baixa taxa de mortalidade por doenca coronariana. Apesar da baixa pratica
de exercicios associada a dieta rica em gorduras, certas populacdes da Franca
parecem ter menos predisposicdo para doencas cardiacas quando comparadas ao
restante da Europa, apresentando uma incidéncia de infarto cerca de 40% menor. A
constatacdo de que um consumo moderado de vinho tinto é benéfico para a saude
levou a sugestdo de que os compostos fendlicos poderiam ser responsaveis pelas
propriedades benéficas deste (RICHARD, 1987; RENAUD; LORGERIL, 1992;
RENAUD; LORGERIL, 1993; CRIQUI; RINGEL, 1994; WHITEHEAD et al., 1995;
FUHRMAN; LAVY; AVIRAM, 1995; KOPP, 1998; TADOLINI et al., 2000; NEVES et
al., 2012).

O RSV tem sido extensivamente estudado devido as suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, uma consequéncia de seus efeitos estrogénicos,
bem como a prevencdo e tratamento de varios disturbios metabdlicos, incluindo
diabetes (SZKUDELSKA; SZKUDELSKI, 2010).

3.7.2 Caracteristicas fisico-quimicas e propriedades farmacocinéticas

O resveratrol apresenta-se na forma de pd esbranquicado com formula
molecular C14H1203, peso molecular de 228,25 g.mol™ e ponto de fusdo entre 253 e
255 °C. Quanto a solubilidade, o resveratrol € um composto lipossoluvel, sendo
também soltvel em etanol a ~50 mg.ml™* (~200 mmol.L'') e em DMSO a ~16 mg.mil™*
(~70 mmol.L?). Entretanto, sua hidrossolubilidade de ~3 mg.100 mi™?
(~ 0.13 mmol.L %) torna este composto praticamente insolUvel em agua. Apesar desta
fraca solubilidade em agua, o resveratrol exibe uma alta permeabilidade a membrana
e pode ser considerado composto de classe Il no Sistema de Classificacédo
Biofarmacéutica (WANG et al., 2002; VIAN et al., 2005; LOPEZ-NICOLAS et al., 2006;
AMRI et al., 2012).

O resveratrol apresenta isomeria estrutural cis e trans. O isdbmero trans €&

biologicamente mais ativo que o isbmero cis, provavelmente devido a sua
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conformacdo néo planar. Cis-resveratrol foi relatado como instavel e, portanto, ndo
esta disponivel comercialmente. Quando protegido da luz, o trans-resveratrol é estavel
por pelo menos 42 h (CV <1%) e por pelo menos 28 dias (CV <4,7%) em tampdes de
pH 1-7, enquanto a forma cis é apenas estavel em pH neutro quando completamente
protegido da luz (TRELA; WATERHOUSE, 1996; BASLY, 2000; CHEN et al., 2007;
FULDA, 2010; AMRI et al., 2012).

O resveratrol € um composto altamente fotossensivel suscetivel a isomerizacao
induzida por UV, uma vez que mais de 80% do trans-resveratrol em solucdo é
convertido em cis-resveratrol se exposto a luz por 1 h. Trela e Waterhouse (1996)
também relataram que o trans-resveratrol é suscetivel a isomerizagdo induzida por
UV. Em uma analise que submeteu o trans-resveratrol a irradiacédo por 120 min a 366
nm, constatou-se que 90,6% deste foi convertido em cis-resveratrol. (TRELA,
WATERHOUSE, 1996; VIAN et al., 2005; AMRI et al., 2012; NEVES et al., 2012). As

moléculas dos isbmeros cis e trans do resveratrol encontram-se na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura quimica do resveratrol, que ocorre na forma de dois isbmeros: (A)

trans-3,5,4’trihydroxystilbene, e (B) cis-3,5,4’-trihydroxystilbene.
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Fonte: Neves et al., 2012.

Em relacdo as propriedades farmacocinéticas, o trans-resveratrol é
rapidamente absorvido, metabolizado e excretado em humanos e animais, indicando
uma baixa biodisponibilidade deste composto e comprometendo seus efeitos
bioldgicos. Alguns estudos tentam elucidar a questao se o resveratrol pode acumular-
se até niveis bioativos. Para superar esse problema, os transportadores de resveratrol

e os sistemas de liberacdo especificos para cada local estdo sendo desenvolvidos
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para proteger e estabilizar o resveratrol e aumentar sua biodisponibilidade,

preservando suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas (NEVES et al., 2012).
3.7.3 Outras atividades biologicas do Resveratrol

Existem evidéncias indicando que o resveratrol pode possuir potencial
terapéutico em varias doencas imunomediadas, tais como doencas inflamatorias e
autoimunes. Experimentos in vitro demonstram o efeito inibitério do resveratrol em
moléculas inflamatérias cruciais, como por exemplo, na cascata do &cido
araquidénico, onde atua na inibicdo da cicloxigenase, e em fatores de transcricao
como o NF-kB, que esta relacionado ao estresse oxidativo e expressao de quimiocinas
e citocinas inflamatdrias. Embora faltem estudos clinicos em humanos, varios
resultados de modelos animais destacam a eficacia do resveratrol em melhorar a
artrite inflamatodria induzida experimentalmente, a miocardite autoimune experimental,
e até mesmo a encefalomielite autoimune experimental (DAS; DAS, 2007; CSISZAR,
2011; SVAJGER; JERAS, 2012).

E importante mencionar que o suporte nutricional € parte essencial do
tratamento metabdlico de pacientes decorrentes de trauma e, em muitos casos, a
nutricdo parenteral € a Unica opcdo terapéutica nutricional viavel, devendo ser
introduzida entre 24 e 48 h apds a lesdo, com baixa velocidade de infusdo e
progressédo de forma lenta somente em pacientes com estabilidade hemodinamica
gue assegure tolerancia a dieta (RABELO et al., 2012). Sendo assim, pacientes
politraumatizados que utilizam a terapia da nutricdo parenteral poderiam adquirir mais
vantagens pela inclusdo do resveratrol nas formulacbes a serem infundidas, pois,
desta vez, esse nao atuaria apenas como um excipiente para fotoprotecdo de
componentes, mas também como uma substancia ativa por sua atividade anti-
inflamatoria.

Estudos também sugerem que o resveratrol induz a parada do ciclo celular em
inUmeras linhas celulares envolvidas no cancer (DAMIANAKI et al., 2000; GAUTAM
et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2000; ZHOU et al., 2003; FULDA, 2010). Em outro
estudo, o resveratrol demonstrou inibir a proliferagéo celular em linhagens leucémicas
de camundongos e humanos, através da fragmentacdo do DNA nucleossémico
(apoptose). A exposicdo a longo prazo ao resveratrol também inibe o crescimento

clonal de células progenitoras hematopoiéticas normais. Experimentos realizados in
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vivo com medula éssea ndo tratada e tratada com resveratrol mostraram
reconstituicdo hematopoiética comparavel em ratinhos letalmente irradiados. Os
resultados indicam o uso potencial do resveratrol para a purga farmacologica ex vivo
de células de leucemia sem perda significativa na atividade hematopoiética de células
progenitoras da medula 6ssea (GAUTAM et al., 2000).

O resveratrol também é descrito na literatura como um composto eficaz na
melhoria do controle glicémico e pode, possivelmente, representar um potencial
adjuvante para o tratamento e manejo da obesidade e do Diabetes Mellitus
(SZKUDELSKA; SZKUDELSKI, 2010; KITADA et al., 2011; TIMMERS et al., 2011,
JEON et al.,, 2012; BHATT; THOMAS; NANJAN, 2012; SOUFI et al., 2012). A
utilizacdo deste composto mostrou ser eficaz na reducdo do peso corporal e a
adiposidade em animais obesos por envolver mudancas favoraveis nas expressdes
génicas e nas atividades enzimaticas. Evidéncias indicam os beneficios do resveratrol
no diabetes e complicacdes diabéticas por sua capacidade de afetar a secrecdo de
insulina e a concentracdo de insulina no sangue. Em animais com hiperinsulinemia,
descobriu-se que o resveratrol reduz a insulina no sangue. Além disso, numerosos
dados indicam que, em ratos diabéticos, o resveratrol é capaz de reduzir a
hiperglicemia. O mecanismo de ag&o do resveratrol € complexo e demonstra envolver
tanto os efeitos dependentes de insulina como os efeitos independentes de insulina
(SZKUDELSKA; SZKUDELSKI, 2010).

E importante mencionar que o resveratrol também é bastante investigado por
seu efeito cardioprotetor. Ja existe uma série de estudos que fornecem evidéncias que
vinhos e uvas podem atenuar doencas cardiacas, como aterosclerose e doenca
cardiaca isquémica, relacionando tais efeitos a presenca do resveratrol e mostrando
sua importancia na reducdo do risco de morbidade e mortalidade devido a
complicagbes cardiovasculares (BERTELLI; DAS, 2009; GURUSAMY et al., 2009;
PENUMATHSA; MAULIK, 2009; Xl et al., 2009; SEBAI et al., 2011; WU; HSIEH, 2011;
WU; HSIEH; WANG, 2011; MAGYAR et al., 2012).

3.7.4 Estudos de Toxicidade
A seguranca do resveratrol foi avaliada em um estudo recente realizado por

Cottart e colaboradores (2014). Neste, dados de pesquisas avaliando a toxicidade do

resveratrol foram compilados e comparou-se a ocorréncia (ou auséncia) de efeitos
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adversos com administracao do resveratrol em humanos. Os estudos mostraram que
nenhum efeito adverso foi relatado ou os efeitos foram considerados néo relacionados
a suplementacdo com resveratrol quando quantidades <1 g foram administradas nos
individuos ou quando o periodo de suplementacdo foi curto (COTTART; NIVET-
ANTOINE; BEAUDEUX, 2014).

Quando administrado por um més, 0s primeiros e raros eventos aparecem com
doses > 0,5 g, embora poucos efeitos adversos tenham sido relatados dentro dessa
faixa de dosagem. No estudo de Patel e colaboradores (2010), nenhum evento foi
relatado quando doses de 0,5 e 1 g foram administradas, mas o tratamento durou
apenas 8 dias (PATEL et al., 2010). Para as altas doses, os disturbios abdominais
foram os principais efeitos relatados, como, por exemplo, casos de diarreia, dor
abdominal, nausea e flacidez (COTTART; NIVET-ANTOINE; BEAUDEUX, 2014).

Globalmente, o resveratrol foi bem tolerado e quando os efeitos adversos
ocorreram, estes foram leves e se resolveram espontaneamente sem sequelas. Além
disso, esses eventos adversos podem nao ter sido relacionados ao resveratrol, pois
pacientes do grupo placebo exibiam distlrbios semelhantes. No entanto, nas doses
mais elevadas, a duracdo maxima da ingestéo foi de apenas um més. Assim, pode-
se constatar com tais dados toxicol6gicos que o resveratrol é bem tolerado, pois,
mesmo quando constaram-se efeitos adversos, tais eventos permaneceram
moderados e reversiveis (COTTART; NIVET-ANTOINE; BEAUDEUX, 2014).

3.8 ANALISE DE VITAMINAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE)

Ja é bem conhecido o fato de que as vitaminas sdo um amplo grupo de
compostos organicos essenciais para o crescimento normal, a automanutencdo e o
funcionamento dos corpos humanos e animais, sendo a auséncia destas a causa de
sérios problemas fisiologicos. O crescente interesse em bons habitos alimentares
desencadeou em uma maior consciéncia do papel vital que as vitaminas
desempenham no crescimento e na saude (BLANCO; FERNANDEZ; GUTIERREZ,
2000; MORENO; SALVADO, 2000).

Juntamente com uma possivel perda através de reacdes quimicas, as
vitaminas podem ser lixiviadas durante e processamento de alimentos. Neste sentido,

€ extremamente importante ter preparativos disponiveis para substituir a possivel falta
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de vitaminas na dieta diaria, razéo pela qual os medicamentos multivitaminicos estao
se tornando amplamente utilizados, bem como preparagcdes para recém-nascidos que
apresentem necessidades vitaminicas. Esses fatos, juntamente com a introducéo de
regulamentos de rotulagem de preparacdes nutritivas, levam a uma necessidade de
técnicas de separacao analitica muito poderosas para o controle de qualidade dessas
formulacdes complexas. Isso estimulou a pesquisa sobre métodos analiticos precisos
e eficientes para a determinacdo de vitaminas, 0 que € problematico devido a sua
instabilidade e a complexidade das matrizes em que elas sdo usualmente analisadas
(MORENO; SALVADO, 2000).

Devido a facilidade de isomerizacdo das vitaminas, a analise destas pode
incorrer em uma série de erros. As reacdes envolvendo estes nutrientes podem
conduzir a perda total ou parcial do valor vitaminico em condi¢des extremas de pH,
temperaturas elevadas e alto poder de oxi-reducédo, fatores que devem ser
considerados pelos métodos analiticos (PAIXAO; STAMFORD, 2004).

Os classicos ensaios biolégicos com cobaias e microrganismos, em funcéo de
suas exigéncias nutricionais seletivas por determinadas vitaminas, sdo considerados
longos, onerosos e laboriosos. Além disso, ndo permitem a quantificacdo simultanea
e a automacdo, apesar da sensibilidade e especificidade dos mesmos para a
determinacao das vitaminas hidro e lipossolUveis. Neste caso, 0s ensaios biolégicos
séo considerados complementares aos quimicos que, devido ao pequeno numero de
testes confirmativos sao realizados mais rapidamente e requerem menor
repetibilidade e reprodutibilidade (PAIXAO; STAMFORD, 2004).

O ensaio espectrofotométrico € insuficiente como um método Unico para
analisar vitaminas, pois, na estimativa de compostos distintos, interferentes e
isbmeros contribuem erroneamente para o valor da vitamina. A determinacao por
CLAE-UV acoplado ao A maximo ou fixo é uma técnica apropriada para estimar o0s
isbmeros de um Unico composto e seus derivados, possibilitando determinar, com
precisdo, o valor das vitaminas em analise (PAIXAO; CAMPOS, 2003).

Atualmente, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € a técnica mais
recomendada para identificar diferentes formas quimicas e avaliar as vitaminas nos
alimentos e outras matrizes. Isto justifica-se pela versatilidade da técnica, que pode
ser usada para a identificacdo de matrizes complexas ou presenca de outras
substancias, tais como isbmeros e produtos de degradacdo. A CLAE pode ser

executada através da utilizacdo da deteccdo por UV e/ou propriedades de
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fluorescéncia dos compostos que desempenham a fung¢éo de vitaminas, podendo ser
realizada a temperatura ambiente e sem derivacdo das substancias (PAIXAO;
STAMFORD, 2004; PAIXAO, 2010; PAIVA; COSTA; AZEVEDO, 2015). A
guantificacdo pode ser obtida por comparacdo das areas relacionadas as
concentragdes conhecidas nas curvas de calibracdo (externas ou com padréo interno)
(BREITHAUPT, 2001; JASTREBOVA et al., 2003; QUIROS et al., 2004; PRIETO et
al., 2006; YAZININA et al., 2008).

O estudo do perfil espectral é uma ferramenta Gtil durante o processo de
identificacdo e confirmacdo de sinais. As &areas de maior absorcdo podem ser
confirmadas com precisao por detec¢cdo DAD e as avaliacdes realizadas no banco de
dados sdo capazes de comparar padrées e amostras, mostrando os indices de
similaridade e de pureza (PAIVA; COSTA; AZEVEDO, 2016).

Em relacdo as vitaminas lipossolaveis, s&o descritas, nos métodos
internacionais, condicfes para a analise de cada uma destas. Para a vitamina A, a
deteccdo por UV é normalmente usada, mas a deteccdo de fluorescéncia também
pode ser considerada uma alternativa. Para a vitamina E, a detecgéo de fluorescéncia
€ geralmente preferida a deteccao por UV, particularmente quando se utiliza
cromatografia de fase normal, proporcionando uma maior sensibilidade e melhor
especificidade. Porém, o PDA pode ser utilizado para a determinacdo simultanea de
vitaminas A e E na mesma injecdo em multiplos comprimentos de onda UV. Para a
vitamina D, a detec¢do por UV também é utilizada. No entanto, esta nédo é totalmente
especifica e, ocasionalmente, interferéncias por coeluicdo podem ocorrer sob os picos
de vitamina D2 e Ds. Isto é especialmente evidente quando produtos com alto teor de
gordura sdo saponificados incompletamente. A vitamina K1 também pode ser
determinada por deteccéo por UV (PAIXAO; STAMFORD, 2002; BLAKE, 2007; LEE
et al., 2011; AOAC, 2011; AOAC, 2012).

3.9 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA EXTRACAO DE VITAMINAS

A preparacdo da amostra €, na maioria das vezes, mais simples e menos
trabalhosa quando a andlise é realizada para vitaminas hidrossollveis - muitas vezes
€ extracao direta com tampdes, acidos diluidos, alcalis diluidos ou suas misturas com
solventes organicos (JEDLICKA; KLIMES, 2005).
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Vitaminas lipossollveis sdo frequentemente encapsuladas com surfactantes
para aumentar a estabilidade durante a vida de prateleira do produto ou garantir a
solubilizacdo em &gua. Além disso, as particulas encapsuladas tendem a ser
distribuidas heterogeneamente por todo o produto, o que pode influenciar
negativamente a precisdo do procedimento analitico. Especialmente em formulacdes
para nutricdo parenteral, onde a concentracdo de surfactantes na presenca de
emulsao lipidica € aumentada, este fator pode também dificultar a extracéo e causar
a emulsificacdo de solventes organicos (PAIXAO; STAMFORD, 2002; PAIXAQ;
CAMPQOS, 2003; PAIXAO; STAMFORD, 2004; BLAKE, 2007; VAZQUEZ et al., 2009a;
CHEN et al., 2011).

A determinacao de vitaminas lipossollUveis de amostras reais inclui uma etapa
de preparacao de amostras que é geralmente trabalhosa e demorada. O objetivo das
preparacdes de amostra € extrair os analitos da matriz a ser analisada e concentra-
los, se necessario, de modo a obter uma resposta mensuravel (BLANCO;
FERNANDEZ; GUTIERREZ, 2000). Os métodos de preparacdo de amostras mais
comumente usados para a analise de vitaminas lipossoluveis, em alimentos e
produtos farmacéuticos, incluem a saponificagdo da amostra, com adicdo de NaOH
ou KOH, e posterior extracdo das vitaminas da matéria insaponificavel ou a extracao
direta com solventes (extracdo liquido-liquido), a qual apresenta maior praticidade
(CHEN et al., 2011).

3.10 ESTUDO DE FOTOESTABILIDADE

A estabilidade € um importante parametro para avaliar a qualidade, seguranca
e eficacia exigidas para o registro sanitario de produtos farmacéuticos. A
determinacdo deste parametro fundamenta-se n&o apenas no cumprimento de
exigéncias legais, mas, também, na preocupac¢do com a saude publica, uma vez que
a instabilidade pode estar relacionada a perda do efeito terapéutico ou a exposicdo do
consumidor aos efeitos toxicos de produtos de degradacao. Varios paises publicaram
diretrizes para a avaliacdo da estabilidade farmacéutica. No Brasil, os estudos de
estabilidade devem ser conduzidos segundo a Guia para Realizacdo de Estudos de
Estabilidade, publicada na Resolucéo - RE n.° 01, de 29 de julho de 2005 e atualizada
na Consulta Publica n°453, de 28 de dezembro de 2017 (LEITE, 2005; BRASIL, 2005;
BRASIL, 2017).
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A estabilidade de vitaminas em misturas de NP pode ser influenciada por varios
fatores, dentre os quais destacam-se a presenca da luz e oxigénio. A fotoestabilidade
€ um fator preocupante, pois a fotodegradacéo pode diminuir a oferta das vitaminas
para o paciente que recebe o tratamento com NP (MIRTALLO et al., 2004).

A luz pode ter efeitos no principio ativo de uma formulacdo tanto durante a
manipulacdo, quanto no produto final ou embalagem. Isto pode ser observado como
branqueamento de compostos coloridos ou descoloracdo de produtos incolores. A luz
visivel e 0 UVA sé@o as faixas espectrais mais relevantes, devido a abundancia de
ambos os tipos na luz do sol e na iluminacao interna tipica, que sdo as fontes de luz
mais provaveis encontradas por esses produtos fotossensiveis. A Figura 5 mostra
curvas de intensidade espectral para luz solar e diferentes lampadas. Cada um desses
espectros se estende de 300 nm na regido ultravioleta até 3000 nm no infravermelho,
mas com distribuicdo de intensidade diferente em cada regidao (AZEVEDO FILHO;
GOMES; SANTOS, 2012).

Figura 5 — Graficos de distribuicdo de energia espectral da luz solar e de fontes de luz
artificial comumente usadas em iluminagao interna.

Intensidade (%)

Fonte: AZEVEDO FILHO; GOMES; SANTOS, 2012.
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O prazo de infusdo de uma formulagéo para NP pode ser de até 24 h, deixando-
a sujeita a varias horas de exposicdo a luz artificial. Incubadoras e leitos préximos a
janelas podem ser considerados os pontos mais criticos, uma vez que ha uma maior
intensidade luminosa nestes locais (Figura 6). Porém, hd uma diversificacdo de
ambientes onde essas formulagdes podem ser infundidas, como enfermarias, UTIs ou
até mesmo na residéncia do paciente (home parenteral nutrition), variando, assim, as
condicdes as quais elas estédo expostas (AZEVEDO FILHO, 2008).

Figura 6 — Localizacdo de uma incubadora proxima a janela na UTI neonatal do
Hospital das Clinicas da UFPE.

Fonte: AZEVEDO FILHO, 2008.

A intensidade da luz do dia é claramente importante e, portanto, as taxas e a
guantidade total de degradacé&o variardo com a hora do dia, as condi¢des climaticas
e a estacao, bem como a protecao contra luz da bolsa e a proximidade da infusdo em
relagdo a fontes de luz do dia. As perdas devido a exposicdo a luz também
dependerdo de outros fatores fisicos (taxa de infusdo, comprimento da tubulacéo de
infusdo) e variaveis quimicas (a composicdo da mistura de NP, em particular as
concentracbes de vitaminas). O efeito da emulsdo gordurosa também pode ser
substancial, uma vez que é geralmente assumido que a opacidade da emulséo

diminuira a exposi¢cao das vitaminas diretamente a luz (ALLWOOD; MARTIN, 2000).
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Embora a degradacao seja atribuida a exposicéo a radiacdo UV devido a luz
solar direta ou indireta, é dificil determinar a dose correta de radiacao (irradiancia) que
€ responsavel pela degradacdo. A mesma situacao € observada com fontes de luz
artificiais, embora sua contribuicdo na degradacéo de vitaminas ainda néo esteja bem
estabelecida (WATERMAN; ADAMI, 2005).

Assim, a International Conference on Harmonization of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) na Diretriz Q1B desde 1996
determina alguns parametros para monitorar a degradacédo por radiacdo UV em
produtos farmacéuticos através de estudos de fotoestabilidade (ICH, 1996).

O teste de fotoestabilidade é realizado através da utilizacdo de camaras de
fotoestabilidade contendo uma fonte de radiacdo UV com poténcia de saida
conhecida. Nestas, existe o0 conhecimento da distribuicdo espectral e de intensidade
da fonte de radiacdo para garantir que uma quantidade precisa de radiacdo seja
homogeneamente distribuida na area da superficie onde o produto sera exposto
(AZEVEDO FILHO et al., 2011).

Dada a importancia da vitamina A no ambito terapéutico e sua susceptibilidade
a fotodegradacdo, torna-se imprescindivel a realizacdo de um estudo que avalie a
fotoestabilidade deste composto, simulando uma exposi¢cdo a condi¢cdes reais de

iluminacéo hospitalar.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS DE ESTUDO

Os produtos utilizados no preparo dos sistemas estudados na presente

pesquisa encontram-se listados com suas respectivas especificacdes na Tabela 2.

Tabela 2 — Produtos utilizados no preparo dos sistemas estudados.

Componente Férmula Quimica Concentragcdo Apresentacao Fabricante
Agua estéril para H20 - Ampola 1000 mL  Fresenius-Kabi
injetaveis Laboratorios Ltda.
Polisorbato 80 Ce4H124026 P.A. Frasco 1 Kg Vetec
Manitol CeH1406 P.A. Frasco 500g CRQ
Palmitato de C3sHs002 P.A. Ampola 1g Sigma
Retinila (padréo
primério)
Palmitato de C36H6002 P.A. Frasco 225 g Galena
Retinila (padrao
secundario)
Resveratrol* C14H1203 P.A. Frasco 100 mg Sigma
(padréo primario)

Resveratrol C14H1203 P.A. Frasco 100 g Fagron
(padréo

secundario)

Isopropanol CsHsO P.A. Frasco 4 L Tedia
Metanol CH3OH Grau HPLC Frasco 50 L Vetec
Metanol CHsOH Grau HPLC Frasco1L LiChrosolv
Hexano CsH14 P.A. Frasco1lL Merck

Acetato de etila C4HsO2 P.A. Frasco 1L Macron

*O isémero do resveratrol utilizado neste estudo foi o trans-resveratrol desde que o cis-
resveratrol ndo esta comercialmente disponivel, o qual é obtido por fotoisomerizagdo UV a
partir do isbmero trans (DEKIC et al., 2008).

Os padrbes primarios e secundarios adquiridos foram caracterizados através
das técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia Eletrénica
de Absorcdo no UV-Vis e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

As Tabelas 3 e 4 descrevem as quantidades de componentes utilizados na
preparacao das emulsdes de Vitamina A, as quais foram utilizadas para o estudo de
fotodegradacao e analise da acao fotoprotetora do resveratrol. Prepararam-se duas
emulsdes: uma sem resveratrol (Tabela 3) e outra contendo este composto (Tabela 4).

Tanto o palmitato de retinila quanto o resveratrol utilizados nessas preparagdes foram
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0os padrbes secundarios, adquiridos com a finalidade de manipulacdo. Essas

emulsdes foram caracterizadas em relacédo ao pH e tamanho de goticula.

Tabela 3 — Componentes utilizados na preparacdo da emulséo de vitamina A sem

resveratrol para o experimento de fotodegradacao e suas respectivas quantidades.

Componente Quantidade
Manitol 7,509
Palmitato de Retinila (padréo secundério) 0,24 ¢
Polisorbato 80 1,16 mL
Agua g.s.p. 100 mL

Tabela 4 — Componentes utilizados na preparacdo da emulsdo de vitamina A com

resveratrol para o experimento de fotodegradacao e suas respectivas quantidades.

Componente Quantidade
Manitol 7,509
Palmitato de Retinila (padrdo secundario) 0,249
Resveratrol (padréo secundério) 0,109
Polisorbato 80 1,16 mL
Agua q.s.p. 100 mL

4.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

A Tabela 5 apresenta as especificacdes dos equipamentos utilizados nos

procedimentos experimentais.
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Tabela 5 — Equipamentos utilizados nas analises das preparacdes estudadas.

Equipamento Fabricante Modelo
Agitador vortex Labnet VC-200
Balanca analitica Sartorius TE2145
Cémara de fotoestabilidade UFPE BCD1.0
Centrifuga Fanem Excelsa Baby | 206
Cromatégrafo liquido Shimadzu Shimadzu Prominence
Cuba ultrassbénica UNIQUE Ultrasonic Cleaner
Espectrofotdmetro de absor¢éo Techno Scientific Evolution 600
eletrébnica no UV-Visivel
Espectrometro RMN Varian 300 MHz Unity Plus 300
Medidor de tamanho de particulas Malvern Zetasizer Nano ZS90
pHmetro digital Fisher Scientific AE150

4.3 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALITICA

Uma solugdo-estoque de vitamina A (Sigma®) de concentracdo final
480 ug.mL-* foi preparada pesando-se 0,0120 g em massa de palmitato de retinila e
dissolvendo-a em isopropanol até total dissolucdo, completando-se o volume para
25 mL com metanol.

Para a obtencdo da solucdo-estoque de resveratrol, pesou-se 0,0020 g do
padrdo (Sigma®) e dissolveu-se em metanol para um volume final de 50 mL, obtendo-
se como concentragéo final 40 ug.mL.

Apdés a preparacdo, ambas as solugcbes-estoque foram sonicadas e
armazenadas em frascos de vidro &mbar e mantidas sob refrigeracéo. Essas solucdes
foram utilizadas para determinacao dos parametros de adequabilidade cromatografica
e validacao e determinacao do teor de pureza dos respectivos padrdes secundarios.

Diluicbes apropriadas das solucdes-estoque foram realizadas para a
construcdo das curvas de calibragéo para a vitamina A.

Emulsdes de vitamina A foram manipuladas em laboratério utilizando-se o
padrédo secundario de vitamina A e o pré-tratamento para a quantificacao do palmitato
de retinila presente nessas amostras foi conduzido segundo a metodologia descrita
por Blanco e colaboradores (1994) com algumas modificagdes, sendo o processo de
extracdo melhor descrito no Item 3.6.

Toda a preparacdo da emulséo foi realizada em um ambiente com pouca luz.

A seguinte ordem de adicao foi seguida: sob aquecimento e com auxilio de um béquer,
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dissolveu-se o manitol em torno de 30 mL de agua. Em um outro béquer misturou-se
através de agitacdo manual a vitamina A e o PS80. Apos a dissolucdo completa do
manitol, este foi vertido pouco a pouco, e sob constante agitacdo, na mistura de
vitamina A e PS80. Transferiu-se a preparacao para um baldo volumétrico de 100 mL
e completou-se o volume com agua. Apés esta etapa, o baldo foi coberto com papel
aluminio a fim de protegé-lo da luz (AZEVEDO FILHO, 2008) e mantido a T = 4 -10°C.

Para o presente trabalho foi escolhido o surfactante ndo idnico polisorbato 80
(PS80) o qual apresenta um alto valor de equilibrio hidréfilo-lipéfilo e uma baixa
concentragdo micelar critica, que favorece a preparagao de formulacdes mais estaveis
(DIZAJ, 2013). A quantidade de PS80 utilizada na preparacdo das emulsdes foi
estimada de forma a ser suficiente para dissolver a vitamina A, bem como para
respeitar os limites de toxicidade descritos no Handbook of pharmaceutical excipients
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

A solubilidade de retindides em solventes aquosos é fraca devido a sua baixa
polaridade, sofrendo rapida degradacdo quando sdo diluidos em meio aquoso
(SEMENOVA et al., 2002). Isso desperta uma percep¢cdo de que sistemas secos
poderiam levar a uma diminuicdo na degradacdo da vitamina A quando manipulada
em alguma formulagdo, justificando a aplicacdo do manitol na preparagdo das
emulsdes de vitamina A do presente estudo. O manitol também foi utilizado no preparo
das emulsdes pois a escolha deste excipiente levou em consideracao a possibilidade
de ser utilizado para formulagdes nas quais se deseja obter preparacoes liofilizadas.
Nestas, o manitol € incluido como transportador para produzir uma massa homogénea
e rigida que apresenta vantagens na hora da secagem por spray-drying, pois aumenta
a velocidade desse processo e melhora a aparéncia do composto liofilizado. Uma
forma de manitol apirogénico esta disponivel especificamente para uso parenteral,
sendo uma viavel alternativa para futuros testes no desenvolvimento de formulacdes
secas, as quais podem apresentar maior estabilidade frente as formulacdes liquidas
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

O mesmo procedimento descrito foi executado para preparacdo da emulséao
com resveratrol, o qual foi adicionado na etapa de mistura da vitamina A com o PS80.
Uma vez que o palmitato de retinila usado nessas preparagdes corresponde a apenas
49,2% do padréo puro, as concentracdes das emulsdes-estoque foram recalculadas,

chegando-se a um valor de 1.180,8 ug.mL™.
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A concentracdo final da vitamina A nas emulsdes-estoque com e sem
resveratrol foi baseada nos valores descritos na Tabela 1. Considerando que 1 Ul de
palmitato de retinila equivale a 0,55 ug desta vitamina, um neonato deveria receber
em torno de 1200 ug (1,2 mg) de vitamina A por dia. A alta concentracao preparada
nas emulsbes-estoque ja visa seu uso em posteriores estudos com as formulacdes
completas de NP.

Apoés preparadas, as emulsdes-estoque foram caracterizadas através das
técnicas de espectroscopia eletrénica de absor¢cao no UV-Vis, tamanho de particulas,
potencial zeta e pH. Para a andlise através da técnica de espectroscopia eletrénica
de absorcdo no UV-Vis, realizaram-se espectros das diluicdes das emulsGes. Na
analise do tamanho de particula e potencial zeta, as emulsdes foram diluidas numa
propor¢ao de 1 para 10 (1 mL da emulséo para 9 mL de agua destilada).

Uma solugao padréo de trabalho de palmitato de retinila com concentragéo
9,6 ug.mL-* foi obtida por diluicdo, a partir da solucdo estoque, e utilizada para realizar
os testes de adequabilidade do método. Os principais parametros do teste de
adequacao, incluindo o numero de pratos teoricos e fator de assimetria dos picos,
foram realizados analisando-se cinco injecfes consecutivas da solugdo padréo de

trabalho.

4.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

Os parametros de validacdo foram determinados seguindo as recomendacdes
da ANVISA (2017), compreendendo: identificac&o, linearidade, intervalo, limite de
deteccado (LD), limite de quantificacdo (LQ), repetibilidade, precisdo intermediaria e

robustez, que sdo melhor descritos nas proximas secoes.

4.4.1 ldentificagao, precisao e exatidao

A identificacéo foi realizada pela comparacéo dos sinais obtidos das amostras
com os padrbes. Para avaliar a precisdo metodoldgica, a varredura espectral para
confirmar o Amax No DAD foi realizada para o padrédo em pelo menos trés regides do
pico (inicio, ponto médio e final). O indice de similaridade e pureza bem como o fator

de assimetria dos picos foram avaliados. Para estabelecer o coeficiente de variacdo
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intra-dia e inter-dia (preciséo intermediaria), repetidas inje¢des (n = 3) do palmitato de

retinila extraidos foram realizadas em um uUnico dia.

4.4.2 Limites de deteccao e quantificacao

A quantificacéo foi realizada utilizando-se padronizacdo externa. Diluicdes da
solucdo-estoque de palmitato de retinila padrdo Sigma® foram preparadas e utilizadas
para construir a curva de calibracdo, composta por sete pontos injetados em triplicata,
com concentragdo minima de 0,01 pg.mL* e maxima de 30 pug.mL%, valores que se
aproximavam das concentracdes desta vitamina nas preparacdes utilizadas no
estudo.

O limite de detecc¢éo (LD) foi definido como a menor concentragédo de analito
gue gera razdo sinal-ruido de 3. O limite de quantificacdo (LQ) foi definido como a
menor concentracao de analito que resulta em uma razao sinal-ruido de 10.

A concentracdo da vitamina extraida da preparacéo foi expressa em pg por mL

de amostra.

4.4.3 Taxa de recuperacgéo

Para determinar a taxa de recuperacao, uma quantidade conhecida da solugcao
padrdo de palmitato de retinila (padrdo Sigma®) na concentragcdo de 9,6 pug.mL™? foi
adicionada & emulséo de vitamina A.

As areas dos picos, e consequentemente as concentracdes, das emulsdes
fortificadas foram comparadas com aquelas geradas pelas emulsdes sem a adicédo de
padréo.

As recuperacdes foram dadas pela equacgao: TR = (CE — CAm) / CA x 100%,
onde: TR é a taxa de recuperacdo; CE é a concentracdo encontrada; CAm é a
concentracdo da amostra; e CA € concentracdao adicionada (RODRIGUEZ et al.,
1995).
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4.4.4 Robustez

Para avaliar-se a robustez do método, utilizaram-se diferentes fabricantes da
fase movel utilizada na corrida cromatografica. Além do metanol adquirido da Vetec,
também adquiriu-se metanol da marca LiChrosolv, ambos em grau HPLC.

A analise foi realizada com injecdes repetidas do palmitato extraido das
amostras para cada metanol e os picos foram comparados em termos de area, tempo

de retencéo e fator de assimetria.

4.5 METODOLOGIA DE EXTRACAO E ANALISE DOS SOLVENTES EXTRATORES

Para analisar o perfil de degradacéo da vitamina A e o efeito fotoprotetor do
resveratrol através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, torna-se
necessario realizar a extracao desta vitamina da emulsdo em estudo.

O pré-tratamento para a quantificacdo do palmitato de retinila nas amostras foi
conduzido segundo a metodologia descrita por Blanco e colaboradores (1994) com
algumas modificacdes. Realizou-se uma extracado do tipo liquido-liquido e a vitamina
A foi extraida da emulsdo como descrito: um mililitro de emulséo foi transferido para
um tubo de centrifugacdo e 4 mL de agua ultrapura e 2 mL de solucdo de extracao
(hexano-acetato de etila 80:20 v/v) foram adicionados. A mistura foi submetida a
agitacdo no vortex durante 30 segundos e centrifugada a 7000 rpm durante 60
minutos. A camada superior foi transferida para um tubo de vidro, evaporada em
capela de exaustdo, reconstituida com metanol e filtrada em filtro de Teflon 0,20 ym.
Uma aliquota de 20 pL da solugao foi injetada no cromatografo liquido.

Além do hexano e acetato de etila na proporcao 80:20 v/v, também foram
testadas outras proporcdes desses solventes: hexano (100%) e hexano-acetato de
etila (50:50 v/v).

4.6 EQUIPAMENTO E CONDICOES CROMATOGRAFICAS

O sistema CLAE utilizado foi um Shimadzu Prominence (Shimadzu, Japao),
composto por um modelo de detector de arranjo de diodo (DAD) modelo SPD-20AV,
bomba quaternaria modelo LC-20 AT, forno da coluna modelo CTO-20AC e injetor

automatico modelo SIL- 20AC. Todo o sistema foi controlado pelo controlador modelo
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CBM-20A e operado com o software LC Solution™ (versao 1.25, Shimadzu, Jap&o).
A eluicdo da vitamina foi realizada em uma coluna Phenomenex Cis 150 x 4,6 mm,
com tamanho de particula de 5pm.

A fase movel utilizada para a separacgéo da vitamina A foi o metanol e a corrida
foi realizada no modo isocratico. A taxa de fluxo da fase mével foi de 1 mL.min com
forno da coluna a uma temperatura de 35 °C. O volume da amostra injetado foi de
20 pL. O tempo de corrida foi de 12 minutos. O padrao e amostras foram monitorados
em comprimentos de onda entre 200-400 nm.

Foram realizados no espectrometro UV-Vis espectros de absorcéo eletronica
da vitamina A, e das emuls@es contendo esta vitamina, com o objetivo de avaliar a
influéncia da emulsificacdo no perfil espectroscépico da vitamina A, bem como

confirmar o comprimento de onda adequado para leitura no cromatografo.

4.7 ESTUDO DE FOTODEGRADACAO DA VITAMINA A E DO EFEITO
FOTOPROTETOR DO RESVERATROL

Para o estudo de fotoestabilidade, emulsdes de vitamina A preparadas
utilizando-se os compostos das Tabelas 3 e 4 foram submetidas a camara de
fotoestabilidade em frascos-ampola de vidro transparentes vedados com papel
parafilm incolor. A camara utilizada neste estudo foi desenvolvida pelo Nucleo de
Pesquisas em Nutricdo Parenteral/UFPE, de acordo com a opc¢éao 2 determinada pela
Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos
(ICH) e a Food and Drugs Administration (FDA) (ICH,1996), os quais sdo adotados
pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2017) (AZEVEDO FILHO,
2008).

Esta camara contém uma lampada UV, com espectro distribuido entre 320 nm
e 400 nm, e emissdo maxima de energia entre 350 e 370 nm, e duas lampadas
fluorescentes brancas frias (BF), similar a ISO 10977 (1993), como fonte de emissao
de luz visivel (400-700 nm). Todo o compartimento interno da camara é forrado com
folhas de aluminio, formando uma superficie refletora e garantindo espalhamento
continuo e homogéneo de luz por toda a area de exposicao. A distancia entre as fontes
de irradiacéo e a superficie de exposi¢cdo, onde se encontram as amostras, é de 15 cm
(AZEVEDO FILHO, 2008).
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Para a determinagdo do tempo de exposi¢do das amostras, foi realizado um
estudo por Azevedo Filho (2008) que coletou medidas de irradiancia e iluminancia no
bercéario e UTI neonatal do HC/UFPE, calculando-se o tempo de exposi¢cédo na camara
gue equivale ao tempo de administracdo das formulagbes nos pontos de maior
intensidade de luz nesses ambientes. Considerando que as infusdes sé&o
administradas em um tempo total de 10 h, obteve-se para a fonte de radiacdo UV um
tempo de exposicdo de 15 min, e, para as lampadas BF, 90 min de exposi¢ao. Assim,
uma hora de exposicéo a radiacdo no bercério e UTI neonatal equivale a 1,5 min na
radiagdo UV e 15 min de exposicdo a luz visivel na camara de fotoestabilidade
(AZEVEDO FILHO, 2008).

No presente estudo, as emulsfes de vitamina A com e sem resveratrol foram
submetidas a ambas as radia¢des UV e visivel. Foram colocadas aliquotas de 10 mL
de amostras das emulsdes na regiao central da camara em frascos de vidro vedados
(Figura 7). Primeiramente realizou-se uma diluicdo das emulsdes-estoque em frasco-
ampolas, nos quais adicionou-se 0,5 mL da emulsdo e 9,5 mL de agua estéril para
injetaveis, atingindo-se uma concentragdo de 59 ug.mL* de palmitato de retinila.

Para a fotodegradacao sob radiacdo UV, frascos teste e controle, os quais
foram cobertos com papel aluminio para impedir a fotodegradacdo e servir como
referéncia comparativa para os frascos de teste, foram submetidos a camara e
retirados para analise nos tempos 5, 10 e 15 minutos. J&a para fotodegradacao por
exposicdo a luz visivel, os frascos teste e controle submetidos a camara foram
retirados para analise em 30, 60 e 90 minutos.

Os estudos que envolvem a quantificacdo do palmitato de retinila (Vitamina A)
foram realizados através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), que ocorreu posteriormente a extracdo da vitamina da emulséo.

A partir da curva padrdo da vitamina A determinada anteriormente, foi
observado o perfil de cinética de fotodegradacao desta vitamina quando extraida das
emulsdes, na presenca e auséncia do resveratrol, o qual foi, assim, avaliado quanto

ao seu potencial fotoprotetor.



Figura 7 — Exposicdo das emulsdes de vitamina A na camara de fotoestabilidade.

Fonte: Autoria prépria.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA VITAMINA A E DO RESVERATROL

5.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os padrdes de trans-resveratrol e palmitato de retinila adquiridos da Sigma®
foram comparados, através dos espectros de RMN de 'H, com seus respectivos
padrbes secundarios. Como pode ser observado nas Figuras 8 e 9, os perfis
espectrais para ambos os padrdes de resveratrol sdo muito semelhantes, enquanto
gue para os espectros de palmitato de retinila, podem ser notadas diferencas que
sugerem a presenca de impurezas no padrao secundario.

Os espectros de RMN dos padrdes primarios tanto do trans-resveratrol quanto
do palmitato de retinila foram analisados para correlagdo com a estrutura de suas

respectivas moléculas (Figuras 8 e 9, respectivamente).
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Figura 8 — Espectros de RMN dos padrées primarios e secundarios do resveratrol

utilizados no presente estudo.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 9 — Espectros de RMN dos padrdes primarios e secundarios do palmitato de

retinila utilizados no presente estudo.
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O espectro de RMN de 'H do trans-resveratrol (Fig. 10) indicou a presenca de
sete hidrogénios ligados a carbonos aromaticos: dois dubletos em 6H 6,76 e dH 7,32
e dois singletos em 6H 6,43 e dH 6,15. Sinais caracteristicos dos hidrogénios ligados
ao grupamento olefina C=C foram detectados como singletos em dH 6,80 e dH 6,92.
Estes dados estédo de acordo com os da literatura (COMMODARI et al., 2005; DEKIC
et al., 2008; LEE et al., 2010; MISCHIATTI, 2012).

Figura 10 — Correlacdo do espectro de *H RMN do trans-resveratrol, utilizado no

presente estudo, com a estrutura da molécula.
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Expansao da regido entre 6.0 e 7.5 ppm. Fonte: Autoria prépria.
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O espectro de RMN de 'H do palmitato de retinila (Fig. 11) mostra os sinais
gerados por cinco grupos metilo em 6H 1,02 (H-16 e H-17), 6H 1,69 (H-18), dH 1,90
(H-19) e 6H 1,95 (H-20), seis protons metilicos em dH 1,46 (H-2), 6H 1,62 (H-3), dH
2,02 (H-4), seis proétons olefinicos em &H 5,61 (H-14), 6H 6,07 (H-10), 6H 6,11 (H-8),
6H 6,14 (H- 7), 6H 6,27 (H-12) e 6H 6,65 (H-11) e dois protons metilénicos ligados ao
oxigénio em &H 4,72 (H-15). Estes dados estdo de acordo com os reportados da
literatura (CHOI et al., 2004).

Figura 11 — Correlacdo do espectro de *H RMN do palmitato de retinila, utilizado no

presente estudo, com a estrutura da molécula.
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61

5.1.2 Espectroscopia Eletronica de Absorg&o no UV-Vis

Realizou-se uma analise do perfil espectral dos padrdes primarios de palmitato
de retinol e resveratrol, como pode ser visto na Figura 12. Esta analise teve como
objetivo determinar o comprimento de onda ideal destes padrbes para leitura nos
cromatogramas dos picos posteriormente extraidos das amostras, bem como para

analise qualitativa de pureza.

Figura 12 — Espectros de absorcao eletronica dos padrdes primarios do palmitato de

retinila 24 yg.mL* (@) e do resveratrol 9 uyg.mL* (b) em metanol.
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Fonte: Autoria propria.

Como pode ser visto nos espectros, ambos compostos absorvem na regiao do
ultravioleta estando em conformidade com os perfis espectrais descritos na literatura
(KOLOUCHOVA-HANZLIKOVA et al., 2004; FU et al., 2007; ZUPANCIC; LAVRIC;
KRISTL, 2015). O comprimento de onda escolhidos para deteccdo do palmitato de

retinila e resveratrol foram A = 326 nm e 305 nm, respectivamente.
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5.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para comprovar que o resveratrol e a vitamina A adquiridos para a preparacao
das emulsGes de fato correspondem aos seus respectivos padrbes primarios
adquiridos da Sigma®, realizou-se uma comparacéo do perfil espectral e dos tempos
de retencédo, que permitiram a confirmacéo da identidade dos padrdes secundarios.
Os padrbes foram comparados em termos de indice de similaridade e pureza.

A Figura 13 representa um cromatograma que compara o resveratrol adquirido
para manipulacdo e o padrdo Sigma®, ambos na concentracdo de 40 pg.mL™ A
Figura 14 fez a mesma comparacdo, mas com o palmitato de retinila, ambos a
15 yg.mL-1,

Como pode ser visto nos cromatogramas, houve uma diminuicdo na
intensidade do pico dos padrbes secundarios. A injecdo dos padrdes no cromatografo
foi realizada em triplicata e as areas dos picos foram comparadas.

Os resultados demonstram que o resveratrol adquirido para manipulacao
corresponde a 76,7% do padrao de resveratrol Sigma®, e do mesmo modo, o palmitato
de retinila a 49,2%. Esses dados foram importantes para a correcdo na concentracao
das emulsdes-estoque de vitamina A, uma vez que a quantificagdo dos picos extraidos
das amostras, que correspondem ao palmitato de retinila de manipulacgéo, foi realizada

a partir da curva de calibragdo construida com o padrédo Sigma®.
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Figura 13 — Perfil cromatografico do resveratrol padréo primario (Sigma®) e padrao

secundario.
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Figura 14 — Perfil cromatogréafico do palmitato de retinila padrao primario (Sigma®) e

padrédo secundario.
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O tempo de retengdo para o palmitato de retinila foi de 9,2 minutos. A analise foi realizada em coluna
Phenomenex Cis 150 x 4,6 mm, 5um, fluxo de 1 mL/min a 35°C, com fase mdvel metanol em modo
isocratico. Comprimento de onda: 326 nm. Fonte: Autoria prépria.
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5.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS EMULSOES DE
VITAMINA A

A formulacdo da emulsdo de vitamina A preparada no presente estudo esta
descrita na Tabela 4. Os espectros de absorcéo eletronica de diluicbes a partir das
emulsdes estoque de vitamina A com e sem resveratrol foram realizados com o

objetivo de detectar esta vitamina nas preparacoes (Figura 15).

Figura 15 — Espectros de absorcdo eletronica representativo das emulsdes
preparadas neste estudo; (a) espectro normalizado de emulsdo de vitamina A
(palmitato de retinila), emulsdo de RSV e emulsdo contendo ambos ativos; (b)

emulsao contendo duas propor¢des de Vit A preparadas com RSV.
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Fonte: Autoria propria.
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Na analise de tamanho de particulas da emulsdo sem resveratrol (Figura 16)
observou-se uma distribuicdo bimodal, na qual 90% das goticulas apresentaram
tamanho médio de 446 nm (d = 446 = 372 nm) e 7% com 13 nm (d = 13 = 2,7 nm).
Para os 3% restantes, pressupde-se que sejam particulas dispersas oriundas de
impurezas advindas do preparo.

Figura 16 — Distribuicdo dos tamanhos das goticulas da emulsdo de vitamina A sem
resveratrol obtidas através da técnica DLS.
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Medidas obtidas por espalhamento dinamico de luz, em relacdo a intensidade. PDI = 0,548. Fonte:
Autoria prépria.

Jé& na emulsdo com resveratrol (Figura 17), observou-se uma distribuicdo mais
uniforme, na qual 98% das goticulas apresentam tamanho médio de 412 nm (d = 412
+ 248 nm), sendo os 2% restantes também atribuidos a impurezas. Os valores da
polidispersdo das emulsdes (PDI) sem e com resveratrol foram de 0,548 e 0,426,
respectivamente. Para aplicagcdo em formulagcdes endovenosas, o tamanho e a
dispersédo de tamanho dos glébulos lipidicos na emulsdo € o aspecto mais importante
do ponto de vista clinico, porque isso esta relacionado a seguranca final da formulacéo
em relagdo a embolia pulmonar. Um tamanho de goticula de didmetro em torno de 5
um representa o tamanho minimo de uma goticula lipidica capaz de obstruir o0s
menores capilares pulmonares apos a infusdo em uma grande veia central

(BOULLATA et al, 2014). A dimenséo observada para as goticulas emulsionadas tanto
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de vitamina A quanto de vitamina A com RSV apresentam-se na faixa de seguranca

para uso parenteral.

Figura 17 — Distribuicdo dos tamanhos das goticulas da emulsdo de vitamina A com
resveratrol em relacdo a intensidade obtidas através da técnica DLS.
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Medidas obtidas por espalhamento dinamico de luz, em relacdo a intensidade. PDI = 0,426. Fonte:

Autoria prépria.

O potencial zeta das emulsdes também foi analisado. Os valores observados
para a emulsdo de vitamina A sem resveratrol foi de { = -25,5 mV e para aquela com
este composto de ¢ = -26,6 mV. Pode-se considerar, através destes resultados, que
existe uma consideravel repulsdo entre as goticulas da emulséo, o que confere uma

boa estabilidade coloidal a esta. O valor do pH das emulsdes foi de 7,0.

5.3 CONSTRUCAO DA CURVA DE CALIBRACAO DA VITAMINA A E PARAMETROS
DE VALIDACAO

Uma vez caracterizadas as emulsdes de vitamina A, determinou-se a regiao de
trabalho para a construcao da curva de calibracdo. O padrao de palmitato de retinila
adquirido da Sigma® foi diluido em isopropanol (em quantidade suficiente para
diluicdo) e as solucdes tiveram seu volume final completados com metanol, em

concentragdes que variaram de 0,01 yg.mL* a 30 yg.mL2.
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A técnica utilizada para a construc¢do da curva analitica, ilustrada na Figura 18,
foi a de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, na qual as diluicdes da vitamina A
foram injetadas e correlacionadas as suas respectivas areas dos picos. A curva foi
construida com a finalidade de se obter a equacgéo da reta que permite quantificar os

picos de vitamina A que foram posteriormente extraidos das amostras.

Figura 18 — Curva de calibracéo e regressao linear obtida neste estudo para a vitamina
A.
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A Tabela 6 apresenta os parametros da curva de calibragdo como parte da
validacéo intermediaria do método. Como pode ser observado, foi obtida linearidade
de R? = 0,9954 no intervalo de concentracéo de trabalho.

Tabela 6 — Parametros da regressao linear obtidos da curva de calibrac&o da vitamina
A.

PARAMETROS VALORES
Intervalo 0,01 — 30 pg/mL
Coeficiente angular 88769
Coeficiente linear 12079
Coeficiente de determinacao 0,9954
LD 0,76 pg/mL

LQ 2,30 pg/mL
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Repetibilidade e preciséo intermediaria foram determinadas pelas medidas em
triplicata do palmitato de retinila extraidos das amostras de emulsédo de vitamina A,
para dois dias no mesmo nivel de concentracdo, conforme pode ser observado na
Tabela 7. Para a realizacdo deste estudo, a emulséo-estoque foi diluida para uma
concentracdo de 15 pug.mL™*, em ambos os dias. Os coeficientes de variacdo obtidos
foram de CV(%) = 0,40% para o primeiro dia e CV(%) = 0,57% para o segundo dia.
Esses valores mostram que o método foi preciso e apresentou significativa
repetibilidade, uma vez que o grau de concordancia entre os resultados de medi¢des
sucessivas efetuadas nas mesmas condicdes apresentou coeficientes de variagdes

abaixo de 1% em ambos os dias.

Tabela 7 — Valores de quantificacdo das amostras de emulsédo de vitamina A (em
ug.mLt) em dois dias consecutivos.

DIA1 DIA 2

13,36 13,07
13,38 13,09
13,46 12,94

Média 13,40 13,03
Desvio Padrao 0,05 0,07
Coeficiente de Variacdo (%) 0,40 0,57

Os parametros cromatograficos monitorados para o palmitato de retinila sdo
mostrados na Tabela 8. Os resultados representam uma média de 5 injecées da
solucdo padrdo numa concentracédo de 9,6 ug.mL™.

Tabela 8 — Parametros cromatograficos do palmitato de retinila.

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS VALORES
Tempo de retencdo (minutos) 9,2
NUmero de pratos tedricos 13284
Altura do prato teérico (mm) 0,0113

Fator de Assimetria 11
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A robustez do método cromatografico foi avaliada através da analise em
triplicata do palmitato de retinila extraido das amostras de emulsao de vitamina A.
Para este estudo, utilizou-se a fase movel, metanol, de dois fabricantes diferentes:
Vetec® e LiChrosolv®. Os picos foram comparados em relacdo ao tempo de retencéo,
namero de pratos tedricos, altura do prato teorico e fator de assimetria, como pode

ser visto na Tabela 9.

Tabela 9 — Robustez do método cromatografico.

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS METANOL VETEC® METANOL LICHROSOLV®
Tempo de retencéo (minutos) 10,6 9,1
Fator de Assimetria 11 11

5.4 ANALISE DO SOLVENTE EXTRATOR E TAXA DE RECUPERACAO

A metodologia de extracdo executada teve alguns de seus parametros
testados, como mudancas no tempo de centrifugacdo e os tipos e proporcdes dos
solventes de extragdo. Dentre as velocidades de centrifugacéo testadas, 7000 rpm foi
a que permitiu uma melhor separacdo da por¢cdo organica, e, portanto, uma maior
recuperacao da vitamina A extraida da emulséo.

Além do hexano e acetato de etila na proporcao 80:20 v/v, também foram
testadas outras proporcdes desses solventes: hexano (100%) e hexano-acetato de
etila (50:50 v/v). O hexano representa um bom solvente extrator devido ao seu elevado
ponto de ebulicdo (69 °C), o que ndo permite uma rapida evaporacéo durante a coleta
da camada orgéanica, e também devido ao seu momento dipolar igual a 0, que
consegue separar a fase organica da aquosa por sua elevada apolaridade. O acetato
de etila, por sua vez, tem um ainda mais elevado ponto de ebulicdo (77 °C)
(SMALLWOOD, 1996). Dentre as proporcoes testadas, hexano e acetato de etila na
proporcao 80:20 v/v foi a que permitiu a maior taxa de recuperacdo na metodologia
empregada.

A andlise da taxa de recuperacdo foi realizada em triplicata, na qual uma
emulsdo de vitamina A diluida passou pelo processo de extracdo descrito e,

simultaneamente, em outra emulsdo, foi adicionada uma quantidade conhecida de
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vitamina A (9,6 ug.mL1), a qual também passou pelo processo de extracdo. As areas
dos picos, e consequentemente as concentracoes, das emulsfes fortificadas foram
comparadas com as areas dos picos das emulsdes sem a adicao de padrédo. Os dados
(Tabela 10) mostraram que este método consegue recuperar por volta de 98,6% da
vitamina A gque esta presente na preparacao.

As recuperacdes foram estimadas pela equacédo: TR = (CE — CAm) / CA X
100%, onde: TR é a taxa de recuperacédo; CE é a concentracdo encontrada; CAm é a
concentracdo da amostra; e CA é concentracdo adicionada (RODRIGUEZ et al.,
1995).

A Figura 19 sobrepbe um cromatograma mostrando o pico da vitamina A
extraido de uma amostra ndo adicionada de padrdo e uma amostra que passou pelo

processo de adicdo de padrdo, para o céalculo da taxa de recuperacao.

Tabela 10 — Taxa de recuperacao.

AMOSTRA CONCENTRACAO DESVIO COEFICIENTE DE
(ug.mL?) PADRAO VARIACAO (%)
Sem adicdo de padréo 24,65 0,97 3,96

Com adicao de padrado 34,12 0,85 2,50
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Figura 19 — Cromatograma com 0s picos da vitamina A extraidos de amostra com e

sem a adicao de padrao.
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Comparacéo dos picos de palmitato de retinila sem a adicdo de padrdo e com a adicdo, onde pode ser
notado um aumento na intensidade do pico. A andlise foi realizada em coluna Phenomenex Cis 150 X
4,6 mm, 5um, fluxo de 1 mL/min a 35°C, com fase mdvel metanol em modo isocratico. Fonte: Autoria
prépria.

5.5 ESTUDO DA ACAO FOTOPROTETORA DO RESVERATROL EM EMULSOES
DE VITAMINA A

Objetivando-se analisar a acao fotoprotetora do resveratrol sobre a vitamina A,
as emulsdes diluidas de vitamina A com e sem resveratrol foram submetidas as

radiacfes UV e visivel.

5.5.1 Analise da acao fotoprotetora do resveratrol sobre a vitamina A em

preparacdes submetidas a radiacao UV

Na exposicao a radiacdo UV, frascos teste e controle (frascos cobertos com
papel aluminio) foram submetidos a camara. Os testes e controles foram retirados a
cada 5 min, representando, assim, analises dos tempos 5, 10 e 15 min de exposicéo

a camara. Apos a exposicdo, procedeu-se com a extracdo da vitamina A destas



72

amostras, injetando-se o0 material extraido no cromatégrafo liquido para a analise dos
picos fornecidos pelo cromatograma. O estudo foi realizado em triplicata.

As areas dos picos da vitamina A extraida das amostras fotodegradadas foram
comparadas para ambos os tipos de emulsdo (com e sem resveratrol). Para
exemplificar, a Figura 20 representa um cromatograma com um pico de vitamina A
referente a uma emulsdo sem resveratrol com 15 min de exposicdo a camara
(radiacdo UV) sobreposto a um pico desta vitamina extraido da emulsdo com
resveratrol, com o mesmo tempo de exposi¢cdo. A pureza de todos os picos do
palmitato de retinila extraido foi de 99,99%. Desde que o pico do resveratrol apés
irradiacdo ndo apresentou pureza detectavel, este ndo foi quantificado depois de
extraido das amostras.

Considerando que as andlises das emulsGes com e sem o resveratrol ndo
foram realizadas no mesmo dia, é esperada a possibilidade de uma pequena variacédo
no tempo de retencédo, a qual nada influencia na identificagdo da vitamina A, que,
através da ferramenta de similaridade espectral fornecida pela técnica de CLAE,
demonstrou possuir 99,99% de similaridade com o padrdo em ambos o0s
cromatogramas.

A quantificagdo da Vitamina A foi realizada a partir do padréo externo, por
comparacao das areas dos picos de interesse extraidos da amostra com aquelas
relacionadas as concentragdes conhecidas na curva de calibracao.

As concentragdes, os desvios padrdes relativos e o fator de assimetria dos
picos, tanto das amostras controle, quanto das amostras teste dessa analise

encontram-se na Tabela 11.
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Figura 20 — Cromatograma com os picos da vitamina A extraidos de amostras com e

sem resveratrol expostas a radiacdo UV.
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Comparacéo dos picos de palmitato de retinila das amostras com e sem resveratrol (degradacéo de 15
minutos sob radiacdo UV), onde pode ser notada uma diminui¢do na intensidade do pico na amostra
sem o resveratrol. A analise foi realizada em coluna Phenomenex Cig 150 x 4,6 mm, 5um, fluxo de 1
mL/min a 35°C, com fase mdvel metanol em modo isocratico. Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 11 — Andlise dos picos referentes a vitamina A extraida das amostras

submetidas a radiacéo UV.

AMOSTRA CONCENTRACAO DESVIO COEFICIENTEDE RETENCAO  FATOR DE
(ug.mL?) PADRAO  VARIACAO (%) (minutos)  ASSIMETRIA
AMOSTRAS SEM RESVERATROL
C-5 18,59 2,17 11,65 9,5 1,1
C-10 17,30 2,20 12,73 9,5 1,1
C-15 16,26 1,37 8,43 9,5 1,1
F-5 0,59 0,15 24,41 9,5 1,2
F-10 0,36 0,02 4,41 9,5 1,2
F-15 0,28 0,01 4,58 9,5 1,2
AMOSTRAS COM RESVERATROL
C-5 22,96 1,46 6,38 10,0 1,1
C-10 21,87 0,60 2,74 10,0 1,1
C-15 20,36 1,14 5,59 10,0 1,1
F-5 0,86 0,04 4,58 10,0 1,3
F-10 0,54 0,01 1,08 10,0 1,3
F-15 0,40 0,02 5,25 10,0 1,3

*C: amostras controle; F: amostras expostas a radiacao

As areas dos picos da vitamina A extraidas das amostras fotodegradadas foram

comparadas com seus respectivos controles. Na Tabela 11 pode-se observar que as

amostras controle que possuem o resveratrol apresentaram concentragﬁes maiores

de vitamina A. Pode-se sugerir através desse resultado, que o resveratrol

desempenhou atividade antioxidante na emulsdo-estoque desde a sua preparacao até

o dia de realizagdo da andlise. Portanto, se a concentragdo de vitamina A das
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amostras fotodegradadas sem resveratrol tivessem sido comparadas as amostras
controle contendo este antioxidante, seria obtido um maior percentual fotoprotetor
para este composto.

A Figura 21 representa um gréafico que compara a porcentagem de decaimento
da concentracdo de vitamina A das amostras fotodegradadas por radiacdo UV em
relacdo aos seus controles. Esta comparacéao foi feita tanto para as emulsées com

resveratrol, quanto para as emulsdes sem este composto.

Figura 21 — Porcentagem de decaimento da concentracéo da vitamina A com relagcéo
ao seu respectivo controle em funcédo do tempo de exposicdo a radiacdo UV (300 —
400 nm).
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Fonte: Autoria propria.

Pode-se observar na Figura 21 que nas emulsdes que receberam a adicdo de
resveratrol, a vitamina A sofreu menor degradacdo (em torno de 4% nos primeiros
5 min) quando exposta a radiacdo UV, confirmando a capacidade fotoprotetora deste
composto. Neste estudo empregou-se a propor¢do 1:1 VitA:RSV, e sugere-se que

uma propor¢do maior de RSV em relacdo a Vit A possa ofertar uma maior
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fotoprotecdo. Observou-se que nas leituras das amostras fotodegradadas o
coeficiente de variacdo da Vit A foi proximo a 25% indicando um processo rapido e
descontrolado de degradacédo. A partir de 5 min de exposi¢do, a concentracao varia

menos, possibilitando uma quantificacdo mais reprodutivel.

5.5.2 Anédlise da acdo fotoprotetora do resveratrol sobre a vitamina A em

preparacfes submetidas a radiacéo visivel

Na exposicdo a luz visivel, novamente frascos teste e controle foram
submetidos a camara de fotoestabilidade. Estes foram retirados a cada 30 min,
representando, assim, analises dos tempos 30, 60 e 90 min de exposicdo a camara.
ApOs a exposicao, procedeu-se com a extracdo da vitamina A destas amostras,
injetando-se o material extraido no cromatégrafo liqguido para a analise dos picos
fornecidos pelo cromatograma. O estudo foi novamente realizado em triplicata.

Novamente, as areas dos picos da vitamina A extraida das amostras
fotodegradadas foram comparadas para ambos os tipos de emulsdo (com e sem
resveratrol). Para exemplificar, a Figura 22 representa um cromatograma com um pico
de vitamina A referente a uma emulsdo sem resveratrol com 90 min de exposi¢édo a
camara sobreposto a um pico desta vitamina extraido da emulsdo com resveratrol,
com 0 mesmo tempo de exposicao. A pureza de todos os picos do palmitato de retinila
extraido foi de 99,99%.

As concentragdes, os desvios padrdes relativos e o fator de assimetria dos
picos, tanto das amostras controle, quanto das amostras teste dessa andlise

encontram-se na Tabela 12.
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Figura 22 — Cromatograma com 0s picos da vitamina A extraidos de amostras com e

sem resveratrol expostas a luz visivel.
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Comparacéo dos picos de palmitato de retinila das amostras com e sem resveratrol (degradacéo de 90
minutos sob luz visivel), onde pode ser notada uma diminuigdo na intensidade do pico na amostra sem
o resveratrol. A analise foi realizada em coluna Phenomenex Cis 150 x 4,6 mm, 5um, fluxo de 1 mL/min
a 35°C, com fase movel metanol em modo isocratico. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 12 — Andlise dos picos referentes a vitamina A extraida das amostras

submetidas a luz visivel.

AMOSTRA CONCENTRACAO DESVIO COEFICIENTEDE RETENCAO  FATOR DE
(ug.mL?) PADRAO  VARIACAO (%) (minutos)  ASSIMETRIA
AMOSTRAS SEM RESVERATROL
C-30 25,86 2,62 10,15 9,9 1,1
C-60 21,73 1,19 5,49 9,9 1,1
C-90 21,81 0,71 3,26 9,9 1,1
F-30 1,69 0,06 3,41 9,9 1,2
F-60 0,69 0,11 15,90 9,9 1,2
F-90 0,54 0,05 8,49 9,9 1,2
AMOSTRAS COM RESVERATROL
C-30 23,47 1,02 4,36 10,0 1,1
C-60 25,47 0,28 1,09 10,0 1,1
C-90 20,63 1,42 6,90 10,0 1,1
F-30 3,08 0,18 5,68 10,0 1,3
F-60 1,29 0,29 22,73 10,0 1,3
F-90 0,83 0,26 31,64 10,0 1,3

*C: amostras controle; F: amostras expostas

Depois de realizada a quantificacdo da vitamina A extraida das amostras,

gerou-se um grafico comparando a porcentagem de decaimento da concentracdo de

vitamina A das amostras fotodegradadas por luz visivel com seus respectivos

controles. Esta comparacao foi feita tanto para as emulsdes com resveratrol, quanto

para as emulsdes sem este composto, como pode ser observado na Figura 23.
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Figura 23 — Porcentagem de decaimento da concentracéo da vitamina A com relagéo
ao seu respectivo controle em funcdo do tempo de exposicdo a luz visivel (400 —
700 nm).
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Do mesmo modo que ocorreu com as amostras no teste de degradagédo sob
radiacdo UV, pode-se observar na Figura 23 que nas emulsdes que receberam a
adicao de resveratrol, a vitamina A sofreu menor degradacdo (em torno de 7% nos
primeiros 30 min) quando exposta a luz visivel, confirmando mais uma vez a
capacidade fotoprotetora deste composto. Novamente neste estudo empregou-se a
proporcao 1:1 VitA:RSV, e sugere-se que uma propor¢cdo maior de RSV em relacdo a
Vit A possa ofertar uma maior fotoprotecdo. Observou-se que nas leituras das
amostras fotodegradadas o coeficiente de variacdo da Vit A foi proximo a 30%,
indicando um processo rapido e descontrolado do processo de degradacgéo.

A regido espectral da lampada Branca Fria utilizada é de 400 a 700 nm, regido
onde a vitamina A ndo absorve. Isso mostra que outro fator esta relacionado a
degradacédo da vitamina A no sistema pela luz visivel. No estudo de fotodegradacéo
da vitamina A realizado por Azevedo Filho (2008) também constatou-se sua
fotodegradacdo pela luz visivel (em ambiente de camara de fotodegradacao). Através

de mapas de intensidade de irradiancia para a lampada utilizada na camara, ele
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observa que existe uma quantidade diferente de zero na leitura da radiagao UV para
lampada BF (AZEVEDO FILHO, 2008). A Figura 24 mostra o mapa de intensidade
referente a radiacdo UV (300-400 nm) exibida pela lampada branca fria utilizada para

a geracdo de luz visivel.

Figura 24 — Mapa de intensidade tridimensional da iluminéancia UV para a lampada BF

monitorada no interior da caAmara de fotoestabilidade.
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Fonte: AZEVEDO FILHO, 2008.

Uma hipotese sugerida para explicar a degradacdo da vitamina A pela luz
visivel consiste no fato de que a fonte de luz branca da camara utilizada também estéa
contribuindo com luz na regido do UV, pois, apesar do fabricante anunciar auséncia
de emisséo luminosa nesta regido, observou-se leitura positiva para tal (AZEVEDO
FILHO, 2008).

5.6 FOTODEGRADACAO DO PALMITATO DE RETINILA

Apesar de ser mais resistente a oxidacao do que o retinol, o palmitato de retinila
é fisico-quimicamente mais instavel a fotdlise (IHARA et al., 1999) como demonstrado
anteriormente na Secédo 2.5.3 através da Figura 3. O sistema conjugado de dupla
ligacdo de retindides (Figura 2) apresenta uma regido de alta densidade de elétrons

gue € atrativa para espécies deficiente destes, especialmente radicais. A degradacgao
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dos retindides exibe caracteristicas que s&o tipicas das reacbes de radicais
catalisadas por metais de transicdo e substancias produtoras de radicais livres e
inibidas por compostos quimicos quelantes de radicais livres e luz (LOVEDAY;
SINGH, 2008).

Os resultados observados no presente estudo demonstram que a Vitamina A
sofreu uma grande degradacédo apds exposicdo a luz, com perda superior a 90% nos
cinco primeiros minutos de irradiacdo (lembrando que para o estudo realizado com
radiacdo UV na camara de fotodegradacéo, cada 5 min equivalem a aproximadamente
3 h de exposi¢cdo a luz em ambiente hospitalar). Estes resultados corroboram com
diversos estudos anteriores. Allwood e Martin (2000), por exemplo, demonstraram que
a exposicao da vitamina A a luz do dia pode resultar em grandes perdas quando
administradas em formulacdes parenterais, com mais de 60% de perda durante a
infusdo (ALLWOOD; MARTIN, 2000). Em outro estudo realizado por Thomas e
colaboradores (1991), demonstrou-se que ha uma perda significativa de vitamina A
das solucdes convencionais de nutricdo parenteral. Os resultados indicam que apenas
10% da quantidade esperada de vitamina A foi estimada para ser administrada ao
paciente ao longo de 24 h de infusdo (THOMAS et al., 1991). Neste estudo, a
guantidade restante de vitamina A destinada ao paciente apresenta valores
semelhantes aos que foram obtidos no presente estudo.

Contudo, estas analises foram realizadas com a vitamina A incorporada em
formulagfes ja prontas para serem infundidas, em um sistema muito mais complexo
do que é apresentado no presente estudo. Haas, Boroviczény e Koletzko (2002)
demonstraram que administrar a vitamina A em uma emulsdo lipidica fornecera
guantidades mais consistentes e reprodutiveis desta ao final dos dispositivos de
aplicacdo no paciente (HAAS; BOROVICZENY; KOLETZKO, 2002). Isto indica que 0s
resultados que apresentamos quanto a porcentagem de perda da vitamina A a ser
infudida no paciente serdo mais consistentes quando ambos o resveratrol e a vitamina
forem incorporados em formulacdes completas de NP.

Esses autores ainda apontam que o fator mais prejudicial para a vitamina A é
a luz solar intensa, consistindo de todo o espectro de luz, incluindo a faixa ultravioleta.
Em contraste, a luz fluorescente que ilumina as unidades de terapia intensiva a noite
emitem principalmente comprimentos de onda na parte visivel do espectro de luz, e a
lampada de fototerapia usada emite principalmente comprimentos de onda de 400 e

450-460nm, respectivamente. Ambas as fontes de luz sdo descritas por eles como
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serem responsaveis por pouco efeito degradativo na vitamina A (HAAS;
BOROVICZENY; KOLETZKO, 2002).

No presente estudo, o RSV foi testado como substancia fotoprotetora.
Comparando os resultados dos sistemas com e sem RSV, observa-se que a presenca
de RSV nas emulsbes reduziu sistematicamente a degradacdo fotoinduzida da
Vitamina A. A atividade antioxidante do resveratrol ja foi reportada em outros estudos.
Tadolini e colaboradores (2000) demonstraram que o resveratrol inibiu de forma mais
eficiente do que qualquer analogo hidrofilico da vitamina E ou vitamina C a
peroxidacdo lipidica de lipossomas de fosfatidilcolina sonicados. Eles também
indicaram que o principal mecanismo molecular responsavel pela inibicdo do
resveratrol da peroxidacao lipidica ndo € a eliminacdo de iniciadores inorganicos
primarios nem a modulacdo da catalise metdlica por quelacdo ou reducdo. O
resveratrol interagindo com o ambiente lipofilico, parece exercer seu efeito através da
eliminacdo de iniciadores organicos, como o tocoferol age. Além disso, suas
caracteristicas de particdo de fases podem localiza-lo espontaneamente em
membranas e lipoproteinas (TADOLINI et al., 2000).

Um recente trabalho também teve como objetivo analisar a atividade
antioxidade do resveratrol, através da incorporacdo deste em uma emulsdo base nédo
ibnica e comparacao a outra emulsdo base ndo-idnica contendo o butil-hidroxi-tolueno
(BHT). O BHT tem sido um dos antioxidantes sintéticos mais utilizados em
formulacbes cosmeéticas, porém, a busca da industria farmacéutica e cosmética pelo
emprego de produtos de origem natural tem sido cada vez maior. Através do teste
com o radical livre DPPH, o resveratrol, tanto na sua forma de extrato seco, como
guando incorporado na emulsdo, demonstrou significativa superioridade na atividade
antioxidante em relacéo ao BHT, podendo sua utilizacdo ser uma alternativa viavel em
preparacdes cosméticas, devido ao seu grande potencial antioxidante. O artigo sugere
gue este resultado possa ser explicado através da avaliagdo da estrutura quimica da
molécula do resveratrol. Esta apresenta dois anéis aromaticos e ligacdes duplas,
formando intermediarios relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
presente em sua estrutura, enquanto que o BHT apresenta em sua estrutura apenas
um anel aromatico (LANGE; HEBERLE; MILAO, 2009).

Avaliando-se os espectros de absorcao eletrénica do resveratrol e do palmitato
de retinila (Figura 12), pode-se observar que eles possuem regides de absorcao

semelhantes. Sendo assim, este estudo sugere que o resveratrol possa desempenhar



83

sua capacidade fotoprotetora por competir com o palmitato pela luz incidida sobre a
emulsao, sofrendo degradacdo e mantendo uma concentracao de Vitamina A superior
ao sistema na qual ele ndo esta presente. Analisando-se o perfil cromatografico do
RSV apos irradiagdo sugere-se que a falta de pureza do pico correspondente a este
composto resulta da conversao do trans-resveratrol, a seu isébmero cis, com possivel

degradacédo deste composto.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho reveste-se de um carater inovador no que apresenta o resveratrol
como agente antioxidante/fotoprotetor em formulagbes para NP. Neste estudo,
conseguiu-se nanoemulsionar a vitamina A e o resveratrol em preparacdes estaveis,
as quais foram caracterizadas e apresentaram um tamanho médio das goticulas na
faixa de 100-800 nm e potencial zeta { ~ 26 mV.

Os resultados obtidos com a exposicao da vitamina A mostram que apds uma
sessao de radiacdo a qual foram submetidas as emulsdes, equivalente as radiacdes
UV e visivel, a vitamina A sofreu um decréscimo em sua concentracdo de mais de
90% para ambas as luzes, em relacdo ao grupo controle. Ainda que num efeito total
relativamente baixo (~4% para UV e ~7% para luz visivel), o resveratrol, na
concentracdo em que foi utilizado, conseguiu oferecer fotoprotecdo a vitamina A,
mostrando potencial como substancia fotoprotetora para preparacfées contendo esta
vitamina.

Outro resultado importante no estudo foi 0 desenvolvimento da metodologia de
extracdo satisfatoria diante da alta taxa de recuperacao atingida. A metodologia de
extracao aplicada no presente estudo demanda de uma grande quantidade de tempo
para ser realizada, e precisa de ajustes que permitam diminuir o coeficiente de
variagao entre as amostras analisadas.

Além disso, existem outros promissores beneficios através da aplicacdo do
RSV quanto as suas outras atividades biolégicas, como, por exemplo, a atividade anti-
inflamatéria que o resveratrol pode desempenhar em pacientes politraumatizados que
realizam a terapia de NP. Espera-se com isto consolidar o campo da pesquisa na area

e aproximar o setor cientifico ao setor de aplicacdo direta do resultado cientifico.
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7 PERSPECTIVAS

Visando aumentar a taxa de fotoprotecdo do resveratrol sobre a vitamina A,
serdo realizados novos testes com preparagcdes contendo quantidades
proporcionalmente maiores deste composto, ja que foram aplicados valores muito
baixos e ainda existe uma margem grande em relacdo a toxicidade do resveratrol e
do polissorbato 80. Acredita-se que, aumentando-se a quantidade de resveratrol,
também sera possivel aumentar a fotoprotecdo da vitamina A. Desta forma, almeja-
se estimar a correlagdo do efeito fotoprotetor com a concentragdo de RSV na
formulacao, de forma a otimizar seu efeito. Ensaios de deteccdo de espécies reativas
de oxigénio também podem ser aplicados para estimar a natureza do processo de
fotoprotecdo do RSV. Para tanto, diagramas ternéarios e pseudo-ternarios contendo os
componentes (RSV, PS80, agua) serédo testados.

Através do uso concomitante de RMN e CLAE acoplado a espectrometria de
massas serdo investigados os possiveis produtos de fotodegradacdo tanto da
vitamina A quando do Resveratrol.

Com atividade fotoprotetora estabelecida, visa-se o0 desenvolvimento de
formulagdes parenterais “dois em um” e “trés em um” contendo este composto

nanoemulsionado, juntamente com os demais componentes da nutricdo parenteral.
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