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RESUMO

DETERMINAGAO DE HPAs PRESENTES NA NUTRIGAO
PARENTERAL E AVALIAGAO DA EXPOSIGAO DE NEONATOS
ATRAVES DA PRESENCA DO 1-HIDROXIPIRENO NA URINA

AUTORA: Marcia Meister Barichello
ORIENTADORA: Prof.2 Dr.2 Denise Bohrer do Nascimento

O negro de fumo, que possui hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
adsorvidos em sua superficie, € utilizado na composicdao de borrachas de uso
farmacéutico usadas em medicamentos injetaveis e formulagdes parenterais como
solugbes de aminoacidos e emulsdes lipidicas. Neste estudo avaliou-se a
contaminacao por HPAs em preparagdes parenterais administradas a recém-
nascidos (RN). Solugbes comerciais usadas na composigdo das bolsas de nutrigdo
parenteral (NP) bem como o conteudo das proprias bolsas administradas a um
grupo de dez RN durante o periodo de internagao na UTI neonatal foram analisados.
Foi também analisado o metabdlito 1-hidroxipireno na urina desses RN, bem como
de um grupo de RN que ndo estava recebendo NP (grupo controle). Os métodos
para determinagdo dos HPAs e do 1-hidroxipireno por cromatografia liquida de alta
eficiéncia usando detecgdo por arranjo de fotodiodos e fluorescéncia,
respectivamente, foram desenvolvidos e validados para as amostras do estudo. Os
HPAs foram extraidos das amostras utilizando uma coluna de polietileno. Nas
amostras de urina, a extracdo do metabdlito foi realizada em um cartucho C-18 apds
hidrélise enzimatica do mesmo. Os resultados mostraram contaminacdo por HPAs
em 56 das 59 amostras analisadas. O total de HPAs variou de 0,013 mg/L a 10,562
mg/L. O pireno esteve presente em 50 das 59 amostras. A anadlise das urinas
revelou a presenca do metabdlito 1-hidroxipireno para os bebes que receberam NP,
com concentragdo média entre 0,039 ug/L e 0,544 pg/L (0,03 e 0,877 pmol/mol de
creatinina). Na urina dos bebes controle o metabdlito n&do foi detectado.
Considerando a toxicidade dos HPAs e o grande volume usualmente administrado
na NP, os resultados encontrados nesse estudo sdo preocupantes. A presenca de
HPAs na NP administrada a recém-nascidos é ainda mais relevante, dado que sao
0s mais vulneraveis a efeitos adversos.

Palavras-chave: HPAs. Nutricdo parenteral. 1-hidroxipireno. Recém-nascido.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Validagao.



ABSTRACT

EVALUATION OF EXPOSURE TO PAHs PRESENT IN PARENTERAL NUTRITION
ADMINISTERED TO NEWBORNS THROUGH THE PRESENCE OF 1-
HYDROXYPYRENE IN URINE

AUTHOR: MARCIA MEISTER BARICHELLO
ADVISOR: DENISE BOHRER DO NASCIMENTO

Carbon black, which has polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) adsorbed
on its surface, is used in the composition of rubber for pharmaceutical used in
injectable drugs and parenteral formulations such as amino acid solutions and lipid
emulsions. In this study, the contamination of parenteral preparations administered to
newborn infants (NB) by PAHs was evaluated. Commercial solutions used in the
composition of parenteral nutrition bags (NP) and the content of the bags
administered to a group of ten RN during their period in the neonatal intensive care
unit was analyzed. It was also analyzed the metabolite 1-hydroxypyrene in the urine
of these infants, as well as in the urine of a group of infants who were not receiving
NP (control group). Methods for determination of PAHs and 1-hydroxypyrene by high
performance liquid chromatography using detection with DAD and fluorecence,
respectively, were developed and validated for the samples of the study. PAHs were
extracted from the samples using a polyethylene column. In the urine samples,
extraction of metabolite was performed on a C-18 cartridge after its enzymatic
hydrolysis. The results showed PAHs contamination in 56 out of 59 samples. Total
PAHs concentration ranged from 0.013 mg/L to 10.562 mg/L. Pyrene was present in
50 out of 59 samples. The analysis revealed the presence of the metabolite 1-
hydroxypyrene in the urine of babies who received NP, with concentration ranging
from 0.039 mg/L to 0.544 mg/L (0.03 and 0.877 mmol/mol creatinine). In the urine of
the control group the metabolite was not detected. Considering the toxicity of PAHs
and the large volume usually administered in the NP, the results found in this study
are worrying. The presence of PAHs in NP administered to newborns is even more
important because they are the most vulnerable to adverse effects.

Keywords: PAHs. Parenteral Nutrition. 1-Hydroxypyrene. Newborn. HPLC.
Validation.
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1. INTRODUGAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem uma grande
classe de compostos orgéanicos contendo dois ou mais anéis aromaticos fundidos,
derivados da combustao incompleta de material organico incluindo carvao, dleo, gas,
madeira e outras substancias organicas como, por exemplo, tabaco (FARHADIAN et
al., 2011).

Os HPAs sao importantes contaminantes ambientais e tém despertado
interesse crescente no cenario internacional pelo fato de muitos deles serem
genotdxicos e provaveis carcinogénicos humanos (IARC, 1983). Estas substancias,
quando absorvidas pelo organismo, sao rapidamente distribuidas e, apds
metabolizacdo, sdo eliminados pelas fezes e urina (ANGERER; SCHALLER, 1991;
IPCS, 1998).

O negro de fumo, também conhecido como negro de carbono (do inglés
“‘carbon black”) é constituido por particulas finamente divididas, obtidas pela
decomposigao térmica (pirdlise) ou combustado parcial de hidrocarbonetos gasosos
ou liquidos. Mais de 90% da produgdo mundial de negro de fumo é usado na
fabricacdo de borrachas, enquanto que a proporcao restante € usada em tintas para
impressao, tintas, lacas (verniz) e aditivos para industria (WELLMAN et al., 2006;
LING et al., 2011; NEGHAB et al., 2011).

Muitos tipos de negro de fumo possuem pequena quantidade (isto é, < 1%) de
compostos organicos, incluindo os HPAs, adsorvidos em sua superficie (BAAN et al.,
2006). A International Agency for Research on Cancer (IARC,1996) concluiu que o
negro de fumo é possivelmente carcinogénico para humanos.

O negro de fumo esta presente na composicdo das borrachas para uso
farmacéutico como preenchimento (carga) e como pigmento. Estas borrachas séo
amplamente utilizadas em tampas para medicamentos injetaveis, formulagdes
parenterais e @mbolos de seringas (GIL, 2006; REMINGTON, 2012).

O limite estabelecido do total de HPAs no negro de fumo utilizado na
composicao de borrachas de uso farmacéutico, segundo o Food and Drug
Administration (2006), é 0,5 mg/kg e para benzo(a)pireno 5 ug/kg. Ja a Comunidade

Européia (2007) especifica 250 ug/kg medidos como benzo(a)pireno.
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Apesar da existéncia dessas regulamentag¢des, monografias farmacopéicas
mundiais ndo determinam limites para os aditivos das borrachas, incluindo o negro
de fumo, e nem sobre a presenca de HPAs. Os testes se limitam a mostrar conteudo
de enxofre, sulfetos volateis, extraiveis, zinco, amonio e metais pesados (BOHRER,
2013).

Considerando a possivel presenca de HPAs nas borrachas para uso
farmacéutico e considerando a sua ampla utilizacdo em tampas de recipientes para
preparagdes parenterais, o presente trabalho foi dirigido ‘a avaliagdo da
contaminagao por HPAs em formulagdes e nutrigdes parenterais administradas em
recém-nascidos da UTIl neonatal do Hospital Universitario de Santa Maria, bem

como investigar a presenga do metabdlito 1-hidroxipireno na urina destes pacientes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem um grande classe
de compostos que possuem dois ou mais anéis benzénicos fundidos, constituidos
exclusivamente por carbono e hidrogénio (Figura 1) e séo derivados da combustao
incompleta de matéria organica (MARCE; BORRULL, 2000; FARHADIAN et al.,
2011; DOST, IDELI, 2012).

Figura 1 — Estrutura quimica de alguns HPAs

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno
) .3 (L
J i O
Fenantreno Antraceno Fluoranteno Bireno
Benz[aJantraceno Criseno Benzo[blfluoranteno Benzolk]fluoranteno
L oee d !‘ \k‘
X | =
Benzo[a]pireno  Indeno[123cdpireno  Dibenz[ahJantraceno Benzo(ghi]perileno

HPAs e outros poluentes atmosféricos sao produzidos através da queima de
combustiveis como petroleo e seus derivados, carvdo e madeira, sendo a
quantidade e o tipo de HPAs formado dependente das condicbes especificas do

processo e do tipo de combustivel. A queima de tabaco, queimadas, calefacao e



16

alguns tipos de processamentos como defumacéo, torrefagdo também sao fontes de
HPAs e derivados (IARC, 1983; CAMARGO; TOLEDO, 2002).

Os HPAs também sado produzidos em processos tecnolégicos moveis ou
estacionarios. Entre as fontes mdveis destaca-se o motor de combustédo interna
(utilizado em veiculos de transporte de cargas e passageiros), principal emissor
destas substancias para o ambiente. As fontes estacionarias sdo subdivididas em as
utilizadas para geracédo de energia e calor e as fontes ligadas a atividade industrial
(producao de aluminio) e de incineragao (principalmente rejeitos quimicos) (LOPES;
ANDRADE, 1996).

A exposicdo humana aos HPAs se da principalmente através da
contaminagao ambiental. Estudos realizados na Inglaterra estimaram que processos
de combustdo de matéria organica seriam responsaveis pela introdugédo de 1000
toneladas/ano, das quais os veiculos motorizados responderiam por cerca de 80
toneladas/ano. Esta contribuicdo € mais significativa nas grandes cidades (LATIMER
et al., 1990; WILD; JONES,1995).

A inalagao passiva do fumo, ingestdo de alimentos ou de agua contaminada,
contato da pele com solos contaminados e uso de produtos farmacéuticos de uso
topico a base de coaltar tem sido identificados como fontes de exposicédo e absorg¢ao
de HPAs (JONGENEELEN et al., 1985; IPCS, 1998; IARC, 2010).

A tabela 1 mostra os niveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e
biolégicas (ANGERER; MANNSCHRECK; GUNDEL, 1997)

Tabela 1 — Niveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e bioldgicas.

Tipo de amostra Concentragao
Ar 1,3 a 500 ng/m®
Solo 0,8 ng/kg — 100 mg/kg
Agua 2,5 a 500 ng/L
Plantas <150 pg’kg

Alimentos 0,1 a 20 pg/kg
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Para se entender o comportamento ambiental e biolégico destes compostos é
necessario conhecer algumas propriedades fisico-quimicas importantes, que estao

mostradas, para alguns HPAs, na tabela 2.

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas de alguns HPAs

Substancia Peso Presséo de Log Solubilidade em
Molecular Vapor (Pa, 25°C) K(o/a) agua (mg/L)
(g/mol)
Naftaleno 128 36,8 3,37 31
Acenaftileno 152 4,14 4 16,1
Fluoreno 166 0,71 4,18 1,9
Fenantreno 178 0,113 4,57 1,1
Antraceno 178 0,0778 4,54 0,045
Pireno 202 0,0119 5,18 0,132
Benzo(a)pireno 252 2,13x10™ 6,04 0,0038
Benzo(g,h,i)perileno 276 2,25x10 6,5 0,00026

Adaptada de IARC, 2010.

Como pode ser observado na tabela 2, estas substancias sao pouco soluveis
em agua e, em geral, esta solubilidade diminui com o aumento do numero de anéis.

Os HPAs apresentam coeficientes de particdo octanol/agua superiores a 1000
demonstrando grande afinidade lipofilica que aumenta com o numero de anéis
aromaticos. Por outro lado a volatilidade diminui com o aumento do peso molecular e
assim, HPAs com peso molecular mais baixo sdo mais volateis e apresentam maior
pressao de vapor que os mais pesados. Como consequéncia destas propriedades,
na atmosfera, estas substancias podem ser encontradas tanto na fase gasosa
quanto adsorvidas no material particulado (IARC, 2010).

Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas e da sua grande distribuicao
ambiental, o risco de contaminagdo humana por estas substancias é significativo.
Devido ao seu carater lipofilico, HPAs podem ser absorvidos tanto pela pele como
por ingestdo ou inalagdo, sendo rapidamente distribuidos pelo organismo (IARC,
2010).
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A quantidade absorvida por inalagdo varia de acordo com o grau de
contaminagao atmosférica, estando diretamente relacionada com a urbanizagao,
trafego de veiculos e tipo de industrializagao (IPCS, 1998; IARC, 2010).

Excluindo as vias ocupacionais, a dieta €, normalmente, a principal fonte de
exposicao em pessoas nao fumantes. HPAs ja foram detectados em alimentos
brutos e processados. O grau de contaminagdo depende do modo como o0s
alimentos sao processados, preservados e armazenados. Os HPAs sao detectados
principalmente em carnes defumadas, peixe, frutas, folhas de vegetais, 6leos e
gorduras vegetais (DENNIS, et al, 1983; DE VOS, et al, 1990;
CAMARGO;TOLEDO, 2000, 2002, 2003; GARCIA-FALCON; CANCHO-GRANDE;
SIMAL-GANDARA, 2005; CAMARGO et al., 2006; FARHADIAN et al., 2011; DOST;
iDELI, 2012).

Os HPAs distribuem-se em quase todos os tecidos e sdo capazes de
atravessar membranas celulares e permanecerem no organismo. No entanto, o
metabolismo dos HPAs torna-os mais hidrossoluveis e assim rapidamente
excretaveis. O metabolismo dos HPAs & complexo. Eles sdo metabolizados em
todos os tecidos que contém gordura. Os produtos do metabolismo incluem
epoxidos intermediarios, dihidrodiois, fendis, quinonas. Estes podem ser conjugados
com glucoronideos e ésteres de sulfato. O metabolismo existe para os tornar mais
excretaveis, no entanto, podem ser convertidos a metabdlitos mais téxicos ou
carcinogénicos. Apos o metabolismo hepatico as maiores vias de eliminacédo destas
substancias sdo as fezes e, em niveis mais baixos, a urina. (ANGERER,;
SCHALLER, 1991; IPCS, 1998).

O 1-hidroxipireno, principal metabdlito do pireno tem sido usado como um
marcador bioldgico para medir a exposi¢dao humana aos HPAs (JONGENEELEN et
al., 1985; REY-SALGUEIRO et al., 2009; GUO, et al., 2013; JUNG et al., 2015).

Jongeneelen et al. (1985; 1987) desenvolveu um método de monitoramento
biolégico para medir a exposi¢cdo humana aos HPAs, explorando como marcador
biolégico o 1-hidroxipireno. Este método tem sido usado em muitos estudos para
avaliar a exposi¢cao ocupacional e ambiental aos HPAs (SIWINSKA et al., 1998,
1999; STRIKCLAND; KANG, 1999; VIAU et al.,, 2002; WILHELM et al., 2008;
CAMPO et al., 2010).

Cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
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sao as técnicas mais usadas para separacao e quantificacdo dos HPAs em diversos
tipos de matrizes. CLAE com detecgdo por fluorescéncia em matrizes como
margarinas, creme vegetal e maionese (CAMARGO; TOLEDO, 2000), em cha mate
e café (CAMARGO; TOLEDO, 2002), em vegetais e frutas brasileiras (CAMARGO;
TOLEDO, 2003), em café instantaneo (GARCIA-FALCON; CANCHO-GRANDE;
SIMAL-GANDARA, 2005), em carnes grelhadas (FARHADIAN, et al., 2011); com
deteccdo UV em lodo de esgoto (OLESZCZUK; BARAN, 2004), em Oleos
comestiveis e alimentos defumados (DOST; IDELI, 2012); com detecg¢ao por UV e
fluorescéncia em aguas residuais (EPA, 1984), em agua potavel (EPA, 1990), em
amostrador individual de ar (NIOSH, 1998), em solos (GONG et al., 2010) e
cromatografia com detecgao por espectroscopia de massas em pinheiro (RATOLA et
al., 2006), em ligante asfaltico (PINHEIRO et al., 2009), em dleos comestiveis
provenientes da China (WU; YU, 2012) tem sido empregados com sucesso na

determinacéo de HPAs.

2.2 TOXICIDADE DOS HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

O primeiro indicio de carcinogenicidade quimica de produtos de combustao
organica foi publicado em 1775, em Londres, por Percival Pott que verificou que os
limpadores de chaminés tinham maior incidéncia de cancer e deduziu que a fuligem
seria a responsavel pelo dano. Muitos anos depois desta publicagao esta atividade
foi atribuida 'a presengca de benzo(a)pireno nas amostras. Posteriormente foi
comprovado que somente a presenga do benzo(a)pireno ndo justificava toda a
atividade carcinogénica, sendo este “excesso de carcinogenicidade” atribuido "a
presencga de outros membros da familia dos HPAs (PEREIRA NETTO et al., 2000).

Dados sobre carcinogenicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de HPAs

encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3 — Dados relativos aos efeitos carcinogénicos, genotdxicos e mutagénicos
de alguns HPAs

HPA Carcinogenicidade = Genotoxicidade  Mutagenicidade
Fluoreno I L -
Fenantreno I L +
Antraceno N N -
Fluoranteno N L +
Pireno N L +
Benzofluorantenos S I ?
Benzo(a)antraceno S S +
Criseno L L +
Benzo(a)pireno S S +
Indeno(1,2,3-cd)pireno S I +
Benzo(g,h,i)perileno I I +

Dados disponiveis para a comprovagao do efeito: S = suficientes; |= insuficientes; L = limitados; N =

nao carcinogénico; Genotoxicidade avaliada através dos testes de deterioracdo do DNA; aberragao
cromossémica, mutagenicidade.; Mutagenicidade (teste de Ames): + (positivo); - (negativo); ?
(inconclusivo).

Adaptado de PEREIRA NETTO et al., 2000.

A Environmental Protection Agency (US EPA) estabeleceu uma lista de 16
HPAs considerados prioritarios para monitoramento ambiental, em funcdo de sua
carcinogenicidade e ocorréncia (SUN, et al.,, 1998; SISINNO et al., 2003). Estes

HPAs estao listados na tabela 4.
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Tabela 4 — Classificagcdo dos HPAs estudados quanto a sua carcinogenicidade
(IARC), carcinogenicidade e ocorréncia (EPA)

HPAS IARC US EPA
Naftaleno 2B P
Acenaftileno 3 P
Acenafteno 3 P
Fluoreno 3 P
Fenantreno 3 P
Antraceno 3 P
Fluoranteno 3 P
Pireno 3 P
Benzo(a)antraceno 2B P
Criseno 2B P
Benzo(b)fluoranteno 2B P
Benzo(k)fluoranteno 2B P
Benzo(a)pireno 1 P
Dibenzo(a,h)antraceno 2A P
Benzo(g,h,i)perileno 3 P
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2B P

IARC = International Agency for Research on Cancer; EPA = Environmental Protection Agency;

1 = Carcinogénico para humanos; 2A = Provavel carcinogénico para humanos — limitada evidéncia
em humanos e suficiente em animais (IARC); 2B = Possivel carcinogénico para humanos — limitada
evidéncia em humanos e insuficiente em animais (IARC); 3 = Nao é classificado como carcinogénico
para humanos (IARC); P = Prioritario (EPA).

Nao existe na legislacéo internacional limitagado aceita universalmente para os
teores de HPAs em agua e alimentos. Na falta destes limites legais, alguns paises
passaram a adotar limites proprios. Por exemplo, na Alemanha, a German Society
for Fat Science fixou para alimentos defumados o limite de 25 pg/L para HPAs de
alto peso molecular. Também na Europa, a Legislacdo da Comunidade Européia
estabelece valores maximos de 1,0 a 10,0 yg/kg de BaP (benzo(a)pireno) para
alimentos (cereais, 6leos, crustaceos, carnes defumadas, etc) (GALLINARO, C.;
FRANCO, D., 2009). No Brasil, a ANVISA (2005) determina, para aguas envasadas,
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teores de BaP inferiores a 0,7 pg/L. Ja para alimentos aromatizados ou com aromas
de fumacga, a ANVISA (2007) preconiza o limite de BaP em 0,03 ug/kg.

O negro de fumo, também conhecido como negro de carbono (“carbon black”)
€ um po extremamente fino obtido através do processo de combustdo parcial de
hidrocarbonetos. Mais de 90% da produ¢ao mundial de negro de fumo é usada na
fabricacdo de borrachas, enquanto que a proporcao restante € usada em tintas para
impressao, tintas, lacas (verniz) e aditivos para industria. (WELLMAN et al., 2006;
LING et al., 2011; NEGHAB et al., 2011).

Devido a sua origem, métodos de producdo e sua grande area superficial, o
negro de fumo contém subprodutos adsorvidos, particularmente compostos
aromaticos. As classes quimicas mais frequentemente identificadas sdo HPAs, os
seus nitroderivados e HPAs contendo enxofre (IARC, 2010).

Dessa forma, o negro de fumo foi considerado, pelo IARC em 1996, como

possivel carcinogénico para humanos (WELLMAN et al., 2006).

2.3 PRESENCA DOS HPAS EM TAMPAS DE BORRACHA PARA PRODUTOS
PARENTERAIS

Segundo a Farmacopéia Brasileira, embalagem primaria € a que esta em
contato direto com seu conteudo durante todo o tempo e nao deve haver qualquer
interagcédo entre o material da embalagem primaria e o seu conteudo capaz de alterar
a concentragao, qualidade ou a pureza do material acondicionado (BRASIL, 2010).
As tampas de borracha para fechamento de produtos injetaveis sdo embalagens
primarias que, por estarem em contato direto com o produto farmacéutico, devem
ser consideradas parte integrante do medicamento.

Tampas de borracha podem ser de origem natural ou sintética. Geralmente
sdo uma mistura de muitos ingredientes que incluem o polimero basico, cargas,
aceleradores, agentes de vulcanizacdo e pigmentos. E necessario realizar uma
avaliagdao cuidadosa de todos os ingredientes para garantir que, agentes
cancerigenos conhecidos ou suspeitos ou outras substancias toxicas, ndo estejam
presentes na borracha (USP 31, 2009).

Negro de fumo, um ingrediente usado na composigao das borrachas, tende a

adsorver niveis potencialmente perigosos de substancias organicas, como os HPAs,
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e a possibilidade de eluicdo de alguns HPAs, considerados carcinogénicos, do negro
de fumo ¢é muitas vezes usada como critério para avaliacdo da sua
carcinogenicidade (ZOCCOLILLO et al., 1984). A International Agency of Research
on Cancer (IARC) concluiu que o negro de fumo é possivelmente carcinogénico para
humanos (grupo 2B). As borrachas para uso farmacéutico também possuem, na sua
composi¢ao, o negro de fumo como preenchimento (carga) e como pigmento. Estas
borrachas sao utilizadas tanto em tampas para produtos parenterais como em
émbolos de seringas (GIL, 2006; REMINGTON, 2012).

O contato da tampa de borracha com o conteudo do recipiente poderia
ocasionar a migragao de substancias presentes na borracha, como os HPAs. Estudo
anterior mostrou a presenca de 12 HPAs nas tampas de borracha de cor cinza,
marrom e preta. Sendo que, para tampas de borracha de cor cinza, a maior
concentragao foi de pireno (3,31 mg/g), enquanto para as de cor marrom a maior
concentragao foi de fluoreno (2,05 mg/g). Ja para as tampas de borracha preta a
maior concentracao foi de benzo(g,h,i)perileno (6,02 mg/g) (BOHRER et al., 2016).

N&o existem nas monografias farmacopéicas nacionais e internacionais
limites para os aditivos utilizados nas borrachas de uso farmacéutico e tampouco
fazem mengao a uma possivel presenca de HPAs. Elas apenas sugerem pesquisa
de extraiveis totais e residuos de evaporacdo, sem especificar quais seriam essas

substancias.

2.4 PRESENCA DOS HPAS EM PREPARACOES E NUTRICOES PARENTERAIS

A nutricdo parenteral (NP) consiste em uma solu¢gdo ou emulsdo composta
basicamente de carboidratos, aminoacidos, lipideos, vitaminas e minerais, estéril e
apirogénica, acondicionada em recipiente de vidro ou plastico, destinada a
administracao intravenosa em pacientes desnutridos ou nao, em regime hospitalar,
ambulatorial ou domiciliar, visando "a sintese ou manutengao dos tecidos, 6érgaos ou
sistemas (BRASIL, 1998). A nutricdo parenteral € necessaria nos casos em que a
alimentacdo oral normal ndo € possivel, quando a absorcdo de nutrientes é
incompleta, quando a alimentacéo oral é indesejavel e, principalmente, quando as

condi¢gdes mencionadas estdao associadas, ou podem evoluir para um estado de
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desnutricdo (REVISTA PHARMACIA BRASILEIRA, 2009). Portanto, consiste no
aporte de substancias nutritivas essenciais para satisfazer as necessidades
nutricionais diarias dos pacientes e sao indicadas tanto para adultos quanto para
criangas e recém-nascidos nos seguintes casos:
* Adultos - situacbes pos-operatérias, doentes portadores de
desnutricao, doengas obstrutivas do trato gastrointestinal,
* Criancas e recém-nascidos — prematuros de baixo peso, mal formacéao

congénita no trato gastrointestinal, diarreia crbnica intensa.

Quando o suporte nutricional complementa a ingestao oral e prevé apenas
parte das necessidades nutricionais diarias denomina-se nutricado parenteral parcial
(NPP). Entretanto, se o aporte nutricional contém todas as necessidades caloricas
requeridas sera denominada nutricdo parenteral total (NPT) (GUIMARAES et al.,
2012).

A NPT pode ser classificada de acordo com os componentes presentes em
sua preparagao. Quando é constituida por aminoacidos, glicose, vitaminas e sais
minerais em quantidades adequadas para satisfazer as necessidades diarias de um
paciente, essa € denominada de mistura 2 em 1 ou sistema glicidico. Quando for
acrescida de emulsdes lipidicas, em um mesmo recipiente, sdo conhecidas como
misturas 3 em 1 ou sistema lipidico (SAKAMOTO et al., 1999).

As solucdoes de NPT devem ser mantidas em recipientes apropriados e em
temperatura entre 2° e 8°C, durante o armazenamento e/ou transporte. Sua
administracdo deve ser realizada, preferencialmente, com bomba de infusdo a
temperatura ambiente por um periodo maximo de 24 h (BRASIL, 1998).

Muitos dos componentes da NP sao comercializados em recipientes de vidro
com tampas de borracha. Entre eles estdo as solugbes de aminoacidos e as
emulsdes lipidicas. A composi¢ao destas borrachas inclui ingredientes como o negro
de fumo que é usado como preenchimento e como pigmento e que é considerado,
segundo a IARC (2010) possivelmente carcinogénico para humanos. O negro de
fumo pode conter substancias organicas, como os HPAs, adsorvidos em sua
superficie, como demonstrado por Zoccolillo et al. (1984). O contato da borracha
com o conteudo do recipiente poderia acarretar a migragao de espécies presentes

na borracha, entre elas os HPAs. Estudo anterior mostrou que solugdes comerciais
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utilizadas para o preparo de nutricdbes parenterais podem estar contaminadas com
HPAs provenientes das tampas de borracha (BOHRER et al., 2016).

Existem limites de HPAs para o negro de fumo usado na composi¢ao de
borracha para uso farmacéutico que séo, segundo o FDA (2006) 0,5 mg/kg e para o
benzo(a)pireno 5 ug/kg. Ja a Comunidade Européia (2007) especifica 250 ug/kg
medidos como benzo(a)pireno, mas nao existem limites de HPAs para as borrachas
de uso farmacéutico. Os testes farmacopéicos se limitam a mostrar o conteudo de
enxofre, sulfetos volateis, residuos de extracdo, zinco, ambnio e metais pesados
(BOHRER, 2013). Considerando o grande volume que é usualmente administrado
na NP, a migracdo destas espécies, principalmente se toxicas, € altamente
indesejavel.

Os recém-nascidos pré-termo (prematuros) e a termo que nao estdo
fisiologicamente maduros ou que estdo instaveis, necessitam de formas alternativas
de administracdo de nutrientes. Neste caso, a nutricdo parenteral devera ser
prescrita e conter carboidratos, aminoacidos, lipideos, glicose, vitaminas e eletrdlitos
adequados para o crescimento e desenvolvimento do recém-nascido.

Entre todos os pacientes, os mais vulneraveis a efeitos adversos sido os
recém nascidos pré-termo. A presenca de eventuais contaminantes na NP
administrada aos prematuros € altamente indesejavel devido a forma de
administracdo, diretamente na corrente sanguinea, a prematuridade do paciente e

ao grande volume administrado.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a contaminagcdo por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em
formulagdes parenterais comerciais, nutricobes parenterais e a presenga do

metabdlito 1-hidréxipireno na urina de recém-nascidos.

3.2 ESPECIFICOS

* Desenvolver e validar metodologia de determinagdo dos HPAs por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para as formulagdes parenterais
comerciais e nutricbes parenterais;

* Adaptar a metodologia de determinacdo de 1-hidroxipireno por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para avaliar e quantificar a presenca
como metabdlito na urina dos recém-nascidos;

* Determinar a contaminacdo por HPAs em formulacbes parenterais
comerciais armazenadas em recipientes com tampa de borracha;

* Avaliar a presenca de HPAs nas nutricbes parenterais administradas a um
grupo de recém-nascidos da UTI neonatal do HUSM,;

* Avaliar e quantificar a presenga do metabdlito 1-hidréxipireno na urina dos
recém-nascidos selecionados para este estudo;

* Avaliar a adsor¢cao dos HPAs nas paredes do polimero que compde as

bolsas de nutricdo parenteral.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 PADROES UTILIZADOS

Padrdes analiticos dos HPAs: naftaleno, acenaftiieno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno,

benzo(g,h,i)perileno e indeno(1,2,3-cd)pireno (Sigma-Aldrich);

Padréo analitico do 1-hidroxipireno (Sigma-Aldrich).

4.2 REAGENTES E SOLUCOES

 Alcool etilico P.A. (Dinamica);

* Acetona P.A. (Dinamica);

* Metanol grau HPLC (Tedia);

* Acetonitrila grau HPLC (Panreac);

« Agua ultrapura (sistema miliQ - Millipore);

 Acido acético P.A. (Merck);

« Acido cloridrico P.A. (Neon);

 Alcool isopropilico P.A. (Dinamica);

* Hidroxido de sodio P.A. (Merck);

* Polietileno (Sigma-Aldrich);

* Enzima B-glucuronidase/arilsulfatase (Merck);

e Cartuchos para SPE C18 — 500 mg (Applied Separations);

e Cartuchos para SPE C18 E Strata — 500 mg (Phenomenex);

* Filtro para seringa de PTFE de 0,20um (Chromafil Xtra — Macherey-Nagel
* Bolsa de EVA capacidade de 250 mL (Laboratérios P. L. Rivero Y Cia. S.A.)
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4.3 INSTRUMENTACAO

» Cromatdégrafo liquido (Dionex) equipado com bomba de fluxo modelo P680,
detector de fluorescéncia HP 1100 (Agilent Technologies), injetor manual
(Reodyne), com alga de injecéo de 100 ulL;

*» Programa para obtengao dos dados — ChromaDaQ verséo 1.0.0.0, 2009 (1G-
Tech);

» Cromatdégrafo liquido (Knauer) equipado com bomba de fluxo modelo 1000,
manager modelo 5000, detector UV modelo 2600, injetor manual (Reodyne),
com alga de injegcédo de 20 ul;

» Programa para obtengcdo dos dados — ChromGate versdo 3.1.7/2008
(Knauer);

» Ultrassom (Unique);

» Bomba peristaltica (Ismatec);

» Sistema Manifold (Supelco);

= Bomba de vacuo (Prismatec);

» Balanga analitica com quatro casas de precisdo (Shimadzu);

» Micropipetadores automaticos de volumes variados (10-100uL; 100-1000uL)
(Brand);

» Banho termostatizado (Resistec — DeLeo)
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As amostras utilizadas para este trabalho encontram-se expostas na figura 2

e foram obtidas no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM).

Figura 2 — Amostras utilizadas para o estudo.
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4.5 METODOS

4.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecgao por arranjo de

fotodiodos para determinagao dos HPAs

Utilizou-se um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em

fase reversa, desenvolvido conforme condigdes descritas na tabela 5, com base na

literatura (US EPA, 1984; 1986; 1990), porém utilizando detecgdo por arranjo de

fotodiodos (DAD).
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Tabela 5 — Parametros cromatograficos para analise dos HPAs

Coluna Coluna Pursuit 3 PAH, 10 cm de comprimento, d.i. de
cromatografica 4,6 mm e tamanho de particula de 3 pm
Fase movel Acetonitrila:agua ultrapura (40:60 — 100:0)
(gradiente)
Fluxo (gradiente) 1,8 mL/min — 2,2 mL/min
Temperatura Ambiente (21°C +2°C)
Comprimento de Naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoranteno, pireno,
onda — 225 nm dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno
Comprimento de Fluoreno, fenantreno, antraceno, benzo(a)(antraceno,
onda — 254 nm criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,

benzo(a)pireno e indeno(1,2,3-cd)pireno

Volume de injecao 20 yL

4.5.1.1 Preparo das solugbes analiticas

As solugdes analiticas dos HPAs foram preparadas individualmente, de
acordo com a forma de apresentacdo que foram adquiridos (solido ou liquido),
através da dissolucido ou diluicdo dos padrbes analiticos em metanol. Os padrdes
liquidos estavam armazenados em ampolas de vidro de 1 mL. A relagdo dos HPAs
solidos, suas massas usadas para a preparacdo das solugdes, o volume final e a
concentracdo das solugdes encontram-se na tabela 6. A concentragcdo de cada
ampola de padrao liquido, a quantidade de ampolas utilizadas, o volume final das
solucbes e a concentragcdo das mesmas, encontram-se nas tabelas 7. Estas
solucdes foram denominadas de solucédo estoque e foram armazenadas em frascos
de vidro ambar e sob temperatura de -15°C. A partir destas solugcbes foram

preparadas as solugdes de trabalho.
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Tabela 6 — Quantidade de massa pesada de cada padrdo de HPA sdlido utilizado
para preparar as solucdes estoque, volume final e concentracdo das solucdes
estoque

HPA Massa Volume final Concentragao da
pesada (g) (mL) solugéo estoque (mg/L)
Naftaleno 0,0040 10 400
Acenafteno 0,0050 10 500
Fluoranteno 0,0040 10 400
Benzo(a)pireno 0,0030 10 300
Dibenzo(a,h)antraceno 0,0030 10 300

Tabela 7 — Quantidade e concentracdo de cada ampola de padrao de HPA liquido
utilizada para preparar as solucbes estoque, volume final e concentracdo das
solucdes estoque

Concentragcao N° de Volume Concentragao
HPA da ampola ampolas final (mL) da solugéao

(ug/mL) usadas estoque (mg/L)
Acenaftileno 5000 01 10 500
Fluoreno 5000 01 10 500
Fenantreno 5000 01 10 500
Antraceno 200 01 10 20
Pireno 100 02 5 40
Benzo(a)antraceno 100 02 5 40
Criseno 1000 01 5 200
Benzo(b)fluoranteno 1000 01 10 100
Benzo(k)fluoranteno 1000 01 10 100
Benzo(g,h,i)perileno 100 04 10 40

Indeno(1,2,3-cd)pireno 200 01 5 40
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4.5.1.2 Validagdo do Método

O método de separagdao dos HPAs foi avaliado segundo os seguintes
parametros: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo, limite

de quantificagao e robustez.

4.5.1.2.1 Seletividade

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras, por exemplo, comparacao
da matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada deste analito,
anadlise do composto de interesse por método especifico para estrutura como
ressonancia magnética nuclear e espectroscopia no infravermelho. Uma outra
maneira € através da avaliagdo com detectores modernos como arranjo de
fotodiodos que comparam o espectro do pico obtido na separacdo com o de um
padrao e utiliza-se isto como indicag&o da presenca do composto puro.

Assim, para avaliar a seletividade do método, empregou-se a detecgao por
arranjo de fotodiodos (DAD).

Primeiramente, cada analito foi identificado individualmente para a criagao de
uma galeria de espectros, determinar seus tempos de retengao e ordem de eluigao.
Posterior a isso, realizou-se uma varredura nos cromatogramas obtidos das
amostras para verificar a presenca de espectro dos analitos estudados. Exemplos
mostrando o espectro de alguns analitos presentes em uma amostra de nutricao
parenteral administrada ao grupo estudo e uma amostra de emulséo lipidica

encontram-se no apéndice A.

4.5.1.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da construgcdo de curvas
analiticas. As curvas analiticas dos compostos estudados foram obtidas através de
diluicbes sucessivas dos padrdes, iniciando com a solucido estoque. Transferiu-se,
para baldao volumétrico de 5 mL, aliquotas da solugao estoque de cada padrao e
completou-se o volume com metanol. Este baldo continha a concentragéo do ultimo

ponto da curva analitica. A partir desta solucao, realizou-se diluicdes sucessivas até
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a concentragdo do primeiro ponto da curva analitica. O esquema da diluicdo
encontra-se representado na figura 3. As concentracdes de cada HPA (em mg/L) em
estudo, presente nas solugdes usadas para a construcido das curvas analiticas

encontram-se na tabela 8. Injetou-se trés vezes (n=3), 20 uL das solugdes, em
ordem crescente de concentragao, obtendo-se as areas com o auxilio do software
CromGate. As areas obtidas foram inseridas em uma planilha do Excel e aplicou-se

ANOVA para verificagdo do desvio de linearidade.

Figura 3 — Representacdo do esquema de diluigdes sucessivas a partir da solugao

estoque.
dilui¢des a partir
m da solucgdo estoque

dilui¢cdes
1 sucessivas
/XS iniciando com

solucao cstoquc

1 1
/ X3 / X4
\/ u NS “estocue.

Adaptado de RIBANI et al. (2004)

Tabela 8 — Concentragdes dos HPAs (em mg/L) em estudo presentes nas solugdes

usadas para constru¢do das curvas analiticas (continua)
HPAs Sol.1 Sol.2 Sol.3 Sol.4 Sol.5
Naftaleno 0,125 0,250 0,500 1,000 2,000
Acenaftileno 0,125 0,250 0,500 1,000 2,000
Acenafteno 0,125 0,250 0,500 1,000 2,000
Fluoreno 0,250 0,500 1,000 2,000 4,000
Fenantreno 0,125 0,250 0,500 1,000 2,000
Antraceno 0,050 0,100 0,200 0,400 0,800
Fluoranteno 0,500 1,000 2,000 4,000 8,000
Pireno 0,250 0,500 1,000 2,000 4,000
Benzo(a)antraceno 0,180 0,360 0,720 1,440 2,880

Criseno 0,150 0,300 0,600 1,200 2,400
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(concluséo)

HPAs Sol.1 Sol.2 Sol.3 Sol.4 Sol.5
Benzo(b)fluoranteno 0,180 0,360 0,720 1,440 2,880
Benzo(k)fluoranteno 0,250 0,500 1,000 2,000 4,000

Benzo(a)pireno 0,300 0,600 1,200 2,400 4,800
Dibenzo(a,h)antraceno 0,500 1,000 2,000 4,000 8,000
Benzo(g,h,i)perileno 0,360 0,720 1,440 2,880 5,760
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,200 0,400 0,800 1,600 3,200

4.5.1.2.3 Repetitividade

A repetitividade também ¢é conhecida como precisdo intracorrida ou
intraensaio e foi realizada segundo a ICH (2005) e a ANVISA (2003) através de nove
determinagdes utilizando o primeiro, terceiro e quinto pontos da curva analitica (trés
niveis e trés repeticbes de cada nivel), no mesmo dia e foi expressa através do
desvio padrao relativo (RSD) também conhecido como coeficiente de variagao
(C.V.).

RSD (%) ou C.V.(%) = (desvio padrdo + média) x 100 (1)
4.5.1.2.4 Precisao intermediaria

A precisao intermediaria foi realizada utilizando o ponto médio da curva
analitica (trés repeticdes) em diferentes dias e foi expressa através do desvio padrao
relativo das medidas.
4.5.1.2.5 Limite de deteccéao e limite de quantificagao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados com base na
relacéo sinal : ruido, segundo INMETRO (2010). Para isso utilizou-se as formulas a

sequir:
L.D =média + t(n1,1:q) - S (2)
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L.Q. = média + 10 . s (3)

onde t é distribuicdo de Student e depende do tamanho da amostra e do grau de
confianca e s é o desvio padrao amostral dos brancos da amostra. Realizou-se um
numero de sete replicatas do branco do solvente, conforme recomendado pelo
INMETRO (2010).

4.5.1.2.6 Exatidao

A exatidao foi determinada pelo método de recuperacdo do padrao analitico
na amostra, segundo a European Comission (E.C., 2016), nos niveis de adi¢ao de 1,
2 e 10 vezes o valor do limite de quantificagédo. Utilizou-se a seguinte férmula para o

célculo da recuperagao:

R (%)= (C1-Cy) (4)
Cs
onde,
C+ = concentracao do analito na amostra fortificada
C, = concentragao do analito na amostra nao fortificada

C3 = concentracao do analito adicionada "a amostra

A recuperacgao (R) ou fator de recuperagao foi expressa em porcentagem.

4.5.1.2.7 Robustez

A robustez foi realizada segundo o ICH (2005) e a ANVISA (2003), através da
variagdo da temperatura no ambiente de trabalho (laboratério). Realizou-se cinco
injecbes das mesmas concentragdes dos analitos (ponto médio da curva analitica)
em diferentes condi¢des de temperatura que foram monitoradas com o auxilio de um
termémetro. As temperaturas variaram entre 19,4°C e 22,9°C. A robustez foi

expressa através do desvio padrao relativo.
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4.5.1.2.8 Conformidade do sistema

A conformidade do sistema foi determinada avaliando-se os seguintes
parametros: fator de retencdo e numeros de pratos tedricos da coluna. Os calculos
utiizados para esta determinacdo foram baseados na literatura (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2009; HARRIS, 2012), cujas formulas estdo abaixo

designadas:

N = 16 (tr/w)? (5)
onde,
N = numero de pratos tedricos
tr = tempo de retencao do analito

w = medida (em minutos) entre o inicio e o final do pico cromatografico

k=(tr—to) /1t (6)
onde,
k = fator de retencao
tr = tempo de retenc¢ao do analito

to = tempo de retencao do pico do solvente

4.5.1.3 Preparo das amostras de nutricbes parenterais e formulagcbes parenterais

comerciais para determinacdo dos HPAs

As formulagbes parenterais comerciais e demais componentes da nutrigdo
parenteral foram cedidas pela farmacia hospitalar do Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM) e as amostras de nutricdo parenteral, que foram fornecidas a bebés
recém-nascidos que estavam sob regime de nutrigdo parenteral, foram coletadas na
UTIl neonatal do Hospital Universitario de Santa Maria. As amostras de nutrigdo
parenteral foram envasadas em frascos de vidro ambar, rotuladas e armazenadas
sob refrigeragcdo para posterior preparo. As formulagbes comerciais, ou seja,
suspensao de lipideos e solugdo de aminoacidos, bem como fésforo organico,

solugédo de glicose 50%, agua para injetaveis, gluconato de calcio 10%, cloreto de
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potassio 10%, sulfato de magnésio 50%, Oligotrat (oligoelementos) e Frutovitam

(vitaminas) foram mantidas em suas embalagens originais e sob refrigeragao.

4.5.1.3.1 Extracdo dos HPAs das nutricbes parenterais e formulacdes parenterais

comerciais

A extracdo dos HPAs das amostras foi realizada utilizando-se uma coluna
recheada com polietileno preparada em nosso laboratério, segundo BOHRER et al.
(2016). Dessa forma, além de extrair os HPAs também ocorreu uma limpeza (clean-
up) na amostra.

A preparagao das amostras foi realizada como segue: com o auxilio de uma
pipeta volumétrica, retirou-se 5 mL do conteudo e colocou-se em um frasco de vidro
de 10 mL, adicionou-se 1 mL de acetona (utilizada como cossolvente), 2 mL de
metanol e 2 mL de agua ultrapura para perfazer um total de 10 mL. Apds a
preparacao, procedeu-se a extracao e clean-up da amostra. Para isso ativou-se uma
coluna de polietileno (~ 2 g), preparada previamente em nosso laboratério, com 1
mL de etanol, seguido de 2 mL de agua ultrapura. Passou-se a amostra pela coluna
em fluxo lento (aprox. 0,5 mL/min.), com o auxilio de uma bomba peristaltica, para
reter os HPAs no polimero. Apds, lavou-se a coluna com 3 mL de agua ultrapura e
os analitos foram eluidos com 5 mL de acetona. Filtrou-se o eluato em filtro para
seringa (PTFE 0,20 ym e armazenou-se o liquido em frasco de vidro ambar, sob
refrigeragdo (2-6°C) para andlise posterior. Das amostras injetou-se 20 uL no

cromatografo.

4.5.1.3.2 Quantificacdo das amostras de nutricbes parenterais e formulacdes

parenterais comerciais

A quantificacido dos HPAs encontrados nas amostras foi realizada utilizando a
equagao da reta (y = ax + b) obtida através da curva analitica externa, onde
substituindo o y pelo valor da area obtida no cromatograma e obtém-se o valor de X,

que corresponde "a concentracao do analito.
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4.5.1.4 Teste de adsor¢cdo dos HPAs nas paredes das bolsas de Etil Vinil Acetato

(EVA) utilizadas para envase das nutrigbes parenterais

Com base nas formulagdes das nutricbes analisadas neste trabalho,
preparou-se uma formulacéo de nutricido parenteral em nosso laboratério. Utilizou-se
as amostras comerciais de solucdo de aminoacidos e suspensdo de lipideos
adquiridas na farmacia hospitalar do HUSM e demais componentes, perfazendo um
volume total de 36,75 mL. Transferiu-se esta preparacédo para uma bolsa de EVA e
adicionou-se 13,25 mL de um mix de HPAs com concentragdes entre o 3° e 5° ponto
da curva analitica (previamente preparado). Na segunda bolsa de EVA adicionou-se
36,75 mL de agua ultrapura e 13,25 mL do mesmo mix de HPAs. O volume total de
ambas as bolsas foi de 50 mL. As bolsas foram mantidas sob refrigeragéo por 24 h.
Apods este tempo, foram transferidas para uma estufa a 25°C e mantidas assim por
24 h. Passado este tempo, retirou-se as bolsas da estufa e, para a bolsa de nutricdo
parenteral, procedeu-se "as analises conforme item 4.5.1.3.

Da bolsa que continha agua e HPAs retirou-se o seu conteudo e o
transferimos para frasco de vidro @mbar e mantivemos sob refrigeracdo para
posterior analise. Nesta mesma bolsa, adicionou-se 50 mL de acetona e deixou-se
em contato com a bolsa, com agitagao, por 24 h. Apos este tempo, da agua retirada
da bolsa e da acetona adicionada na bolsa, procedeu-se "as analises conforme item
4.5.1.3.

A composicao da bolsa de nutricido parenteral preparada em nosso
laboratério e a concentragdo do mix dos HPAs encontram-se no apéndice C e D,

respectivamente.

4.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccao por fluorescéncia

para determinagao do metabdlito 1-hidréxipireno na urina

Utilizou-se a CLAE em fase reversa, adaptada conforme condi¢gdes descritas
na tabela 9, com base na literatura (JONGENEELEN; ANZION; HENDERSEN, 1987;
ANGERER; SCHALLER, 1991; SAKIARA et al., 2010), utilizando detec¢do por

fluorescéncia.
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Tabela 9 — Condigdes cromatograficas para determinagao do 1-hidroxipireno

Coluna Coluna C18 Luna Phenomenex , 25 cm de comprimento,

cromatografica d.i. de 4,6 mm e tamanho de particula de 5 ym

Fase movel Acetonitrila (70%):Agua ultrapura (30%)

Fluxo 0,8 mL/min
Temperatura Ambiente (21°C +2°C)
Volume de injecéo 100 pL

A de excitagao 242 nm

A\ de emissao 388 nm

4.5.2.1 Preparo das solugbes analiticas

A solugdo analitica do 1-hidroxipireno foi preparada como segue: pesou-se,
exatamente, cerca de 0,0010g do padrdo analitico, transferiu-se para baldo
volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com metanol, obtendo-se a
concentragdo de 20 mg/L. Esta solugdo foi denominada solugdo estoque 1. Da
solugdo estoque 1, transferiu-se 100 uL para um baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com metanol, obtendo-se a concentragdo de 200 ug/L. Esta
solucdo foi denominada solucédo estoque 2. As solugdes foram armazenadas em
frasco ambar e sob temperatura de -30°C. A partir da solugdo estoque 2 foram

preparadas as solugdes de trabalho.
4.5.2.2 Otimizagdo do método cromatografico
O método de determinagdo do 1-hidréxipireno foi otimizado segundo os

seguintes parametros: linearidade, precisdo, limite de deteccdo e limite de

quantificagao.
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4.5.2.2.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da construgcdo de curvas
analiticas. As curvas analiticas do composto estudado foram obtidas preparando-se
misturas das solucdes analiticas do 1-hidréxipireno em metanol. As concentracdes
do analito variaram de 0,5 a 10 ug/L. Injetou-se trés vezes (n=3), 100 uL das
solugdes, em ordem crescente de concentragdo. As areas obtidas foram inseridas
em uma planilha do Excel e aplicou-se ANOVA para verificacdo do desvio de

linearidade.

4.5.2.2.2 Repetitividade

A repetitividade também ¢é conhecida como precisdo intracorrida ou
intraensaio e foi realizada segundo a ICH (2005) e a ANVISA (2003) através de nove
determinagdes utilizando o primeiro, terceiro e quinto pontos da curva analitica (trés
niveis e trés repeticbes de cada nivel), no mesmo dia e foi expressa através do

desvio padréo relativo (férmula 1).

4.5.2.2.3 Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria foi realizada segundo a ICH (2005) e a ANVISA
(2003) através de nove determinagdes utilizando o primeiro, terceiro e quinto pontos
da curva analitica (trés niveis e trés repeticbes de cada nivel), em diferentes dias e

foi expressa através do desvio padréo relativo (férmula 1).

4.5.2.2.4 Limite de deteccao e limite de quantificagao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados com base na
relagcéo sinal : ruido, segundo INMETRO (2010). Para o calculo foram utilizadas as
formulas 2 e 3 para os limites de deteccdo e quantificagdo, respectivamente.
Realizou-se um numero de sete replicatas do branco da amostra, conforme
recomendado pelo INMETRO (2010).
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4.5.2.3. Preparo das amostras de urina para determinagao do 1-hidroxipireno

As amostras de urina utilizadas para este método foram coletadas de recém-
nascidos do Hospital Universitario de Santa Maria, na Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal, que estavam sob regime de nutricao parenteral, e na maternidade do
mesmo hospital, por profissionais da enfermagem. Destas amostras de urina,
coletadas rotineiramente, uma parte foi separada e destinada para avaliacido da
presenca do 1-hidroxipireno (1-OHP). As amostras foram armazenadas em frascos

de polipropileno transparente a - 30°C.

4.5.2.3.1 Extragao do 1-hidroxipireno da urina

A quantificagdo do 1-OHP na urina foi feita apds uma hidrolise enzimatica e
clean-up da amostra, adaptada do método desenvolvido por JONGENEELEN et al.
(1985; 1987), conforme segue: em um frasco de vidro ambar pipetou-se, com
auxilio de uma micropipeta, 2,5 mL de urina, adicionou-se 10 mL de tampao acetato
pH 5,0, 10 uL de enzima B-glucuronidase/arilsulfatase e incubou-se a 37°C por duas
horas.

Para o clean-up da amostra utilizou-se um cartucho C18 fase reversa (500
mg) para extrair o metabdlito. Apos ativacdo do cartucho com 2 mL de metanol,
seguido de 5 mL de agua ultrapura, passou-se a amostra hidrolisada pelo cartucho a
uma vazao de, aproximadamente, 10 mL/min com o auxilio de leve vacuo. O
cartucho foi, entdo, lavado com 6 mL de metanol 60% (em agua ultrapura). O soluto
residual foi eluido com 2 mL de alcool isopropilico. O solvente foi evaporado em
capela, 'a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O residuo foi redissolvido com
2,5 mL de metanol, filtrado em filtro PTFE 0,20 um e acondicionado em frasco de
vidro ambar para posterior determinagao do metabdlito por HPLC com detecg¢ao por
fluorescéncia. Um branco da amostra foi ensaiado juntamente com a amostra de
urina. O branco da amostra consistiu de 10 mL de agua ultrapura processada da

mesma maneira que a amostra de urina.
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4.5.2.3.2 Quantificagdo do 1-hidroxipireno em amostras de urina

A quantificacdo do analito nas amostras de urina foi realizada utilizando a
equagao da reta (y = ax + b) obtida através da curva analitica externa, onde
substitui-se o y pelo valor da area obtida no cromatograma e obtém-se o valor de X,

que corresponde "a concentragao do analito.

4.6 SELECAO DOS PACIENTES

Para a avaliacdo da presenca de HPAs na urina e a sua relacdo com a NP,
dois grupos de RN foram estabelecidos: o grupo estudo e o grupo controle. Para o
grupo estudo ficou determinado dez recém-nascidos, obtidos por amostragem de
conveniéncia, independente de sexo, internados na UTIl neonatal do Hospital
Universitario de Santa Maria e que estavam sob regime de nutricdo parenteral. Os
recém-nascidos portadores de sindromes genéticas e malformagdes maiores foram
excluidos, bem como aqueles que apresentaram valor de creatinina superior a 1,2
mg/dL que define alguma malformagéo no aparelho urinario e insuficiéncia renal. O
tempo estabelecido para a realizagao deste estudo foi o periodo em que os recém-
nascidos receberam nutricdo parenteral durante a internacdo dos mesmos na UTI
neonatal, sendo que o primeiro dia da administracao da nutricado parenteral passou a
contar como o primeiro dia da pesquisa e o ultimo dia da administragao da nutricdo
parenteral como o ultimo dia de estudo.

Ja para o grupo controle foram obtidos recém-nascidos, também por
amostragem de conveniéncia, que estavam na maternidade do mesmo hospital e
que nao estavam sob regime de nutricdo parenteral, independente de sexo.

Para a coleta dos dados de identificacdo e dados das amostras (medicagao
diaria, volume urinario, creatinina, bolsa de nutricido parenteral) foi realizada
pesquisa diaria no prontuario dos pacientes, através de um protocolo como
mostrado no Apéndice E.

Através da pesquisa no prontuario dos pacientes foi possivel determinar se as
maes seriam ou nao fumantes. Esta informacido é importante, pois a fumaca do

cigarro € uma mistura de numerosos compostos, incluindo HPAs (SIWINSKA, 1999).
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Segundo Sasco e Vainio (1999) os compostos presentes na fumaga do cigarro
podem atravessar a barreira placentaria e dessa forma mascarar os resultados
encontrados, neste estudo, para o metabdlito 1-hidroxipireno, pois este é usado
como biomarcador para avaliar a exposi¢ao "a fumaca de cigarro e poluigdo do ar
(LLOP et al, 2008).

As principais caracteristicas dos recém-nascidos selecionados para este
trabalho, tanto para o grupo estudo quanto para o grupo controle, encontram-se na
tabela 10.

Tabela 10 — Caracteristicas dos recém-nascidos selecionados para este trabalho

Grupo Estudo Peso ao Sexo Mée Creatinina Tempo sob regime de
nascer () Fumante (mg/dL) NP (dias)
01 4200 M Néao 0,55 12
02 2340 M Néao 0,87 10
03 1225 F Néao 0,25 07
04 970 F Néao 0,84 14
05 800 M n/c 0,26 13
06 1730 M Néao 084 01
07 3160 F n/c 1,16 11
08 1335 M Néao n/c 04
09 1420 M Néao 0,74 11
10 1695 M Néao 0,39 09
Grupo controle
01 2900 M Néao n/c -
02 2830 F Néao n/c -
03 3875 M Néao n/c -
04 2875 M Sim n/c -
05 1495 F Néao n/c -
06 2160 M Sim n/c -
07 2080 M Néao n/c -
08 2095 M Néao n/c -

n/c — ndo constava no prontuario médico; (-) sem nutrigdo parenteral.
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Este trabalho foi aprovado sob seus aspectos éticos e metodoldgicos pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria tendo como
CAAE (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica) o numero
33027414.2.0000.5346.

Entre os documentos que fizeram parte deste estudo encontra-se, no
Apéndice F, o temo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), que € o termo que
relata os beneficios e riscos a que sao submetidos os pacientes, sendo que os

mesmos tem o livre arbitrio de participar ou ndo do estudo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DOS HPAS EM
NUTRICOES PARENTERAIS E FORMULACOES PARENTERAIS COMERCIAIS

5.1.1 Otimizagao do sistema cromatografico

A otimizagao consistiu em adaptar o método descrito na literatura (US EPA,
1984; 1986; 1990), sob os seguintes parametros: tamanho da coluna e didmetro da
particula, gradiente de fase movel e de fluxo e modo de detecgédo dos analitos. Os

parametros dos métodos encontrados na literatura encontram-se na tabela 11.

Tabela 11 — Parametros cromatograficos dos métodos encontrados na literatura para
determinacéo dos HPAs

Método EPA 610 EPA 8310 EPA 5501
Coluna HC-ODS Sil-X HC-ODS Sil-X LC-PAH
25cm; 2,6 mm (d.i.) 25cm; 2,6 mm (d.i.) 25cm; 4,6 mm (d.i.)
Particula 5um 5um 5um
ACN:Agua (40:60) ACN:Agua (40:60)  ACN:Agua(35:65)
Fase movel/ por 5 minutos, a por 5 minutos, a por 2 minutos, a
gradiente 100% de ACN em 100% de ACN em 100% de ACN em
25 minutos 25 minutos 22 minutos
Fluxo 0,5 mL/minuto 0,5 mL/minuto 2,0 mL/minuto
Deteccéao UV/Fluorescéncia UV/Fluorescéncia UV/Fluorescéncia

Com base nos métodos encontrados na literatura, um novo perfil de gradiente
de fase mével e de fluxo foi testado. Este novo perfil encontra-se descrito na tabela
12. O cromatograma obtido utilizando o gradiente de fase movel e de fluxo descrito

na tabela 12 esta representado na figura 4.
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Tabela 12 — Perfil do gradiente de fase mével e de fluxo testado na otimizagdo do
meétodo para determinacdo dos HPAs por CLAE usando fase reversa

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%) Fluxo (mL/min)
0 60 40 1,8
4 60 40 1,8
23 10 90 1,8

23,5 10 90 2,0
24 5 95 2,0
24,5 0 100 3,0
25 0 100 3,5
29 0 100 3,5
29,5 60 40 1,8
30 60 40 1,8

Figura 4 — Cromatograma da separagao dos HPAs estudados utilizando o perfil de
gradiente de fase mével e de fluxo descritos tabela 12
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Coluna Pursuit 3 PAH; gradiente da fase mdvel acetonitrila-agua (40:60) a 100% de acetonitrila em
29 min.; gradiente de fluxo: 1,8 a 3,5 mL/min.; volume injetado: 20 ul; detecgdo arranjo de
fotodiodos (DAD) — 254 nm (canal 1); 1-naftaleno; 2-acenaftileno; 3-acenafteno; 4-fluoreno; 5-
fenantreno; 6-antraceno; 7-fluoranteno; 8-pireno; 9-benzo(a)antraceno; 10-criseno; 11-
benzo(b)fluoranteno; 12-benzo(k)fluoranteno; 13- benzo(a)pireno; 14-dibenzo(a,h)antraceno; 15-
benzo(g,h,i)perileno; 16-indeno(1,2,3-cd)pireno.
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Utilizando o método descrito na tabela 12 foi possivel separar os HPAS
escolhidos para este trabalho, mas os ultimos trés encontravam-se muito préximos e
acabariam coeluindo caso a concentragdo fosse aumentada. Passou-se entdao a
trabalhar nas tentativas de melhorar a separagcéo cromatografica destes trés ultimos
analitos.

A primeira tentativa consistiu em modificar o fluxo de 3,5 mL/min para 2,0
mL/min a partir dos 25 minutos até os 29 minutos de corrida cromatografica. O
restante permaneceu o0 mesmo. Esta tentativa ndao apresentou resultados
satisfatérios e uma nova tentativa foi necessaria. Desta vez modificou-se a
concentragao da fase movel. De zero a 25 minutos permaneceu o mesmo gradiente
e a partir dos 25 minutos até 29 minutos a fase mdvel passou de 0% agua:100%
acetonitrila para 30% agua:70% acetonitrila. Esta tentativa também nao deu bons
resultados. Uma terceira tentativa foi realizada alterando a concentracao e o fluxo da
fase moével. Aos 25 minutos a concentragdo da fase moével passou de 0%
agua:100% acetonitrila para 30% agua:70% acetonitrila e o fluxo de 3,5 mL/min para
1,8 mL/min até os 29 minutos de corrida. O restante permaneceu o mesmo.
Também n&o houve sucesso. Resolvemos alterar o fluxo e o gradiente a partir dos
23 minutos de corrida cromatografica, ficando da seguinte maneira: dos 23 minutos
até 29 minutos o fluxo foi de 1,8 mL/min para 3,5 mL/min e o gradiente passou de
10% de agua e 90% de acetonitrila para zero % de agua e 100% de acetonitrila.
Dessa forma, a separagao cromatografica melhorou. Mas o gradiente de fluxo era
bastante agressivo e causava uma elevagao na pressdo da coluna que chegava
proximo aos 360 bar, o que deveria ser evitado, para preservar a vida util da coluna
e também do equipamento (que suporta uma pressdo maxima de 400 bar). Entao,
uma ultima alteragdo no método foi avaliada. O gradiente da fase moével foi alterado
a partir dos 24,5 minutos de 10% de agua e 90% de acetonitrila para 7% de agua e
93% de acetonitrila chegando aos 29 minutos com zero% de agua e 100% de
acetonitrila e retornando a 60% de agua e 40% de acetonitrila aos 30 minutos. O
fluxo da fase moével também foi alterado. Passou de 1,8 mL/min aos 23 minutos para
2,2 mL/min até 29 minutos e voltando a 1,8 mL/min aos 30 minutos. Dessa forma, a
pressado exercida sobre a coluna durante a corrida cromatografica, que iniciava em

aproximadamente 234 bar ndo se elevou, e sim reduziu, pois a quantidade de
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acetonitrila foi aumentando gradativamente o que causou uma redugédo na pressao,
mesmo com o aumento do fluxo.

O perfil do gradiente de fase movel e de fluxo do método usado para realizar
as analises encontra-se na tabela 13. O cromatograma obtido com os dados da

tabela 13 esta representado na figura 5.

Tabela 13 — Perfil do gradiente de fase mével e de fluxo do método utilizado para
realizar as analises

Tempo (minutos) Agua (%) Acetonitrila (%) Fluxo (mL/min)
0 60 40 1,8
4 60 40 1,8
23 10 90 1,8
24,5 7 93 2,2
29 0 100 2,2
30 60 40 1,8

Figura 5 — Cromatograma de separacéo dos HPAs pelo método adaptado utilizando
o perfil do gradiente de fase mével e de fluxo descritos na tabela 13
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Coluna Pursuit 3 PAH; gradiente da fase mdvel acetonitrila-agua (40:60) a 100% de acetonitrila em
29 min.; gradiente de fluxo: 1,8 a 2,2 mL/min.; volume injetado: 20 ul; detec¢do por arranjo de
fotodiodos (DAD) — 254 nm (canal 1); 1-naftaleno; 2-acenaftileno; 3-acenafteno; 4-fluoreno; 5-
fenantreno; 6-antraceno; 7-fluoranteno; 8-pireno; 9-benzo(a)antraceno; 10-criseno; 11-
benzo(b)fluoranteno; 12-benzo(k)fluoranteno; 13- benzo(a)pireno; 14-dibenzo(a,h)antraceno; 15-
benzo(g,h,i)perileno; 16-indeno(1,2,3-cd)pireno.
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5.1.2 Seletividade

A mudang¢a do modo de detecgdo para arranjo de fotodiodos (DAD) permitiu
determinar o melhor comprimento de onda para cada analito, pois este tipo de
deteccao nos fornece o espectro da substdncia analisada. Desta maneira foi
possivel determinar os comprimentos de ondas onde os analitos melhor respondiam,
mas como o aparelho propiciava leitura de somente quatro comprimentos de onda
(separados em canais) simultaneamente, foi necessario escolher os que
englobassem todos os HPAs estudados. Ficou, entdo, determinado que apenas os
canais 1 (254 nm) e 2 (225 nm) seriam utilizados para a determinagdo dos
compostos, pois foi verificado que ndo havia diferenga relevante entre os demais
canais. A tabela 5 mostra a divisdo dos HPAs em seus respectivos canais. Os
cromatogramas correspondentes aos canais selecionados encontram-se nas figuras
6e’.

Figura 6 —Cromatograma da separagao dos compostos obtido pelo canal 1 (254 nm)
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Coluna Pursuit 3 PAH; gradiente da fase movel acetonitrila-agua (40:60) a 100% de acetonitrila em 29
min.; gradiente de fluxo: 1,8 a 2,2 mL/min.; volume injetado: 20 ul; detecgao por arranjo de fotodiodos
(DAD); 1-naftaleno; 2-acenaftileno; 3-acenafteno; 4-fluoreno; 5-fenantreno; 6-antraceno; 7-
fluoranteno; 8-pireno; 9-benzo(a)antraceno; 10-criseno; 11-benzo(b)fluoranteno; 12-
benzo(k)fluoranteno; 13- benzo(a)pireno; 14-dibenzo(a,h)antraceno; 15-benzo(g,h,i)perileno; 16-
indeno(1,2,3-cd)pireno.
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Figura 7 — Cromatogramada da separagdao dos compostos obtido pelo canal 2 (225
nm)
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Coluna Pursuit 3 PAH; gradiente da fase movel acetonitrila-agua (40:60) a 100% de acetonitrila em 29
min.; gradiente de fluxo: 1,8 a 2,2 mL/min.; volume injetado: 20 ul; detecgao por arranjo de fotodiodos
(DAD); 1-naftaleno; 2-acenaftilieno; 3-acenafteno; 4-fluoreno; 5-fenantreno; 6-antraceno; 7-
fluoranteno; 8-pireno; 9-benzo(a)antraceno; 10-criseno; 11-benzo(b)fluoranteno; 12-
benzo(k)fluoranteno; 13- benzo(a)pireno; 14-dibenzo(a,h)antraceno; 15-benzo(g,h,i)perileno; 16-
indeno(1,2,3-cd)pireno.

Como podemos observar, os cromatogramas nao estdo na mesma escala,
pois na figura 7 a escala esta em 300 mAu, mostrando que o comprimento de onda
de 225 nm é mais sensivel para os compostos naftaleno, acenaftileno e acenafteno.
Desta forma, esse foi o canal (comprimento de onda) escolhido para estes analitos,
bem como para o fluoranteno, pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno.

Para os demais analitos o canal 1 (254 nm) foi mais adequado.

5.1.3 Linearidade do método

A linearidade do método foi determinada através da construgcdo de curvas
analiticas. As concentracdées dos pontos da curva analitica, para os 16 HPAs,
encontram-se na tabela 8. Foram realizadas trés inje¢cdes de cada ponto da curva e
as areas obtidas foram analisadas pela ANOVA que gerou equagdes da reta para

cada composto. Faixa de trabalho, equagdes da reta e r encontram-se na tabela 14.
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Tabela 14 — Faixa de trabalho, equacdo da reta e valores de r para os HPAs

estudados.
HPAs Faixa de trabalho Equacao da reta r
(mg/L)

Naftaleno 0,125 - 2,000 y =200583x + 2493,7  0,9983
Acenaftileno 0,125 - 2,000 y = 158485x + 1557,7 00,9984
Acenafteno 0,125 - 2,000 y = 251586x + 10332 0,9993

Fluoreno 0,250 — 4,000 y = 58888x + 3961,4 0,9997
Fenantreno 0,125 - 2,000 y = 151658x + 3675,9  0,9999

Antraceno 0,050 - 0,800 y = 340361x + 2505,3  0,9998
Fluoranteno 0,500 — 8,000 y = 32680x + 2976,1 0,9995

Pireno 0,250 — 4,000 y = 62938x + 3235,8 0,9994
Benzo(a)antraceno 0,180 — 2,880 y = 109258x + 3018,1  0,9999
Criseno 0,150 — 2,400 y = 67644x + 1383,9 0,9999
Benzo(b)fluoranteno 0,180 — 2,880 y = 105887x + 4712,7  0,9998
Benzo(k)fluoranteno 0,250 — 4,000 y = 79337x + 3826,4 0,9980
Benzo(a)pireno 0,300 — 4,800 y = 71378x + 3893,8 0,9983
Dibenzo(a,h)antraceno 0,500 — 8,000 y = 48296x — 2552,8 0,9981
Benzo(g,h,i)perileno 0,360 — 5,670 y = 60214x + 719,1 0,9984
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,200 — 3,200 y = 84641x + 3805,7 0,9990

Observou-se que o intervalo de trabalho escolhido guarda excelente relagao
linear com o sinal analitico, denotado pelos valores do coeficiente de correlacao
préximos de 1. Do mesmo modo, o método apresentou grande sensibilidade, pois os
coeficientes angulares das retas (representado pelo termo “a” da equagao da reta)
apresentaram valores elevados. Isso significa que com pequenas variagdes na
concentragdo obtém-se grandes variagbes no sinal analitico, garantindo

diferenciagcao entre duas concentragcdes bastante proximas.
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5.1.4 Precisao

5.1.4.1 Repetitividade

Os resultados da repetitividade, determinada em trés nives de concentragao,
encontram-se na tabela 15 e foram expressos através do desvio padrdo relativo,

também conhecido como coeficiente de variagéo (C.V.).

Tabela 15 — Preciséo intradia do método para determinagdo dos HPAs estudados
utilizando CLAE em fase reversa e detecgdo por DAD - resultados em C.V. (%)
(n=9)

HPAs 1°pontoda 3°pontoda  5°ponto da
curva curva curva
Naftaleno 2,35 2,43 3,80
Acenaftileno 8,08 1,58 6,31
Acenafteno 5,14 1,56 3,90
Fluoreno 4,10 7,57 9,32
Fenantreno 3,50 1,90 1,28
Antraceno 4,18 3,62 1,22
Fluoranteno 3,64 3,69 2,50
Pireno 3,81 2,47 1,37
Benzo(a)antraceno 6,61 7,51 4,03
Criseno 11,26 9,04 2,99
Benzo(b)fluoranteno 0,48 2,26 1,25
Benzo(k)fluoranteno 3,64 7,07 6,11
Benzo(a)pireno 2,53 6,46 7,16
Dibenzo(a,h)antraceno 1,42 2,76 1,63
Benzo(g,h,i)perileno 0,42 2,39 0,92

Indeno(1,2,3-cd)pireno 2,16 2,41 2,91
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De acordo com a European Medicines Agency (EMA 2009) e ANVISA (2012),
sdo aceitos coeficientes de variagdo de até 15%. Dessa maneira, os resultados
obtidos encontram-se dentro dos limites aceitaveis para precisdo, uma vez que a

variagao ficou entre 0,42% e 11,26%.

5.1.4.2 Precisao intermediaria

A figura 8 mostra os resultados para a precisao intermediaria, expressos
através do coeficiente de variagdo (C.V.%). Pode-se verificar que nenhum dos
resultados ultrapassou os limites citados pela literatura consultada, conforme EMA
(2009) e ANVISA (2012), onde sao aceitos coeficientes de variagdo de até 15%,
mostrando que estdo em conformidade com o preconizado uma vez que a variagao
ficou entre 0,95% e 7,79%.

Figura 8 — Precisdo intermediaria do método para determinagcdo dos HPAs
estudados utilizando CLAE em fase reversa e detecgédo por DAD
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5.1.5 Limites de detecc¢ao e quantificagao

Os limites de detecgao e quantificacdo, para os HPAs estudados, foram
determinados com base na relagdo sinal:ruido, segundo INMETRO (2010), utilizando
as formulas 2 e 3, respectivamente. Realizou-se um numero de sete replicatas do
branco do solvente, conforme recomendado pelo INMETRO (2010). Os resultados

obtidos estdo listados na tabela 16.

Tabela 16 — Limites de deteccéo e quantificacdo dos HPAs estudados

HPAs L.D. (mg/L) L.Q. (mg/L)
Naftaleno 0,001 0,003
Acenaftileno 0,002 0,006
Acenafteno 0,002 0,006
Fluoreno 0,005 0,011
Fenantreno 0,002 0,004
Antraceno 0,001 0,002
Fluoranteno 0,020 0,044
Pireno 0,014 0,037
Benzo(a)antraceno 0,004 0,012
Criseno 0,016 0,040
Benzo(b)fluoranteno 0,009 0,022
Benzo(k)fluoranteno 0,023 0,060
Benzo(a)pireno 0,060 0,167
Dibenzo(a,h)antraceno 0,031 0,063
Benzo(g,h,i)perileno 0,014 0,031
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,012 0,030

Ao comparar nossos resultados, para o limite de detecgcdo, com os
encontrados na literatura, podemos verificar que vao ao encontro do que foi
observado por Oleszczuk e Baran (2004) que, usando CLAE com detecgédo UV,
obtiveram valores de limite de detecgdo inferiores a 0,05 mg/L para os 16 HPAs
considerados prioritarios, enquanto que os nossos resultados revelaram ser

inferiores a 0,06 mg/L para os mesmos analitos.



55

Nao foi possivel estabelecer uma comparacao dos valores encontrados para
o limite de deteccdo, para todos os HPAs envolvidos em nosso estudo, com os
valores obtidos pelos métodos usados como base para o desenvolvimento do
método CLAE-DAD utilizado para determinagcdo dos HPAs em nosso trabalho
(tabela 11). Os métodos, descritos na tabela 11, utilizaram duas formas de detecgéo
dos analitos, que foram ultravioleta e fluorescéncia. Naftaleno, acenaftileno e
acenafteno foram detectados por UV e os demais por fluorescéncia. Dessa forma,
somente seria possivel uma comparagcdao dos valores para os trés analitos
anteriormente relatados, ja que foram detectados da mesma forma que em nosso
trabalho. Nos métodos anteriores (tabela 11) os valores encontrados tanto para
naftaleno, acenaftileno e acenafteno foi em torno de 0,002 mg/L, o que também se

repetiu em nossos resultados.

5.1.6 Exatidao

A exatidao foi determinada através da recuperac¢ao do analito na amostra nos
niveis de 1, 2 e 10 vezes o limite de quantificagdo. Os resultados encontram-se na

figura 9.

Figura 9 — Recuperacéo (%), na amostra, dos HPAs estudados (n=9) utilizando
CLAE em fase reversa e detecg¢ao por DAD
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Podemos observar que os resultados obtidos estdo dentro do esperado para
este ensaio, pois ficaram na faixa de 75,19% e 117,63%. Segundo a EPA (1996) e a
E.C. (2016) os intervalos aceitaveis de recuperagdo para analise de tragos
geralmente estdo entre 70 e 120%. Apenas o benzo(g,h,i)perileno apresentou, no

ponto 10 x L.Q., valor acima do recomendado (121,54%).

5.1.7 Robustez

O teste de robustez para o método de determinacdao dos HPAs foi realizado
usando a temperatura como parametro de variagao. Os resultados encontram-se na
figura 10. Os valores dos coeficientes de variagdo obtidos encontram-se dentro do
permitido pela literatura, ou seja abaixo de 15%, segundo EMA (2009) e ANVISA
(2012).

Figura 10 — Resultado do teste de robustez para o método de determinagéo dos
HPAs por CLAE em fase reversa e detec¢ao por DAD
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5.1.8 Conformidade do sistema

Para a avaliar a conformidade do sistema, levamos em consideragao o fator
de retencdo (k) e o numero de pratos tedricos da coluna. Para o calculo do numero
de pratos tedricos da coluna (férmula 5) utilizamos a largura da base do terceiro pico
do cromatograma (correspondente ao acenafteno) que mostrou um fator de retengao
maior que cinco, pois segundo HARRIS (2012) quando determinamos a altura do
prato de uma coluna, escolhemos um pico que apresente um fator de retencdo maior
que cinco. Dessa forma, o numero de pratos tedricos resultou no valor de 6284.
Segundo o FDA (2000) a recomendagao para a conformidade do sistema em
relagdo ao numero de pratos tedricos € que a coluna possua mais que 2000. Assim,
este parametro esta em conformidade com os dados da literatura.

O fator de retencdo (férmula 6) foi determinado para cada analito e os

resultados encontram-se na tabela 17.

Tabela 17 — Fator de retengao (k) para os HPAs estudados

HPAs k HPAs k
Naftaleno 3,74 Benzo(a)antraceno 10,81
Acenaftileno 4,75 Criseno 11,13
Acenafteno 5,81 Benzo(b)fluoranteno 12,69
Fluoreno 6,19 Benzo(k)fluoranteno 13,31
Fenantreno 6,94 Benzo(a)pireno 13,75
Antraceno 7,63 Dibenzo(a,h)antraceno 14,81
Fluoranteno 8,38 Benzo(g,h,i)perileno 15,13
Pireno 8,81 Indeno(1,2,3-cd)pireno 15,50

Segundo o FDA (2000) o fator de retencao (k) deve ser superior a 2,0. Dessa

forma, os resultados estao dentro do determinado pela literatura.
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5.2 ANALISE DAS AMOSTRAS COMERCIAIS PARA NUTRICOES PARENTERAIS

As amostras comerciais utilizadas na composicdo das nutricbes parenterais
foram preparadas conforme descrito no item 4.5.1.3.1 e analisadas pelo método
cromatografico otimizado anteriormente.

Foram analisadas as seguintes amostras: solugdo de aminoacidos Aminoven
10% Infant® (FreseniusKabi), emulsdo lipidica Lipovenos®MCT 20%
(FreseniusKabi), Agua para injecdo (FreseniusKabi), Glycophos® (glicerofosfato de
sédio — fosforo orgénico - FreseniusKabi), Glicose 50% (Viaflex® - Baxter),
Gluconato de calcio 10% (FreseniusKabi), Cloreto de potassio 10% (Isofarma),
Sulfato de magnésio 50% (Isofarma), Olig-Trat (Oligoelementos — Citopharma) e
Frutovitam (vitaminas — Cristalia).

Todas as amostras foram cedidas pela farmacia hospitalar do HUSM, pois
eram as mesmas utilizadas no preparo das NP administradas aos bebés recém-
nascidos selecionados para o estudo.

As amostras de solucdo de aminoacidos e emulsao lipidica tinham lotes
variados, pois foram marcadas por dia de utilizacdo e cada lote foi analisado
separadamente. Ja para o fésforo organico, agua para injetaveis, glicose 50%,
gluconato de calcio, cloreto de potassio, sulfato de magnésio, Olig.-Trat e Frutovitam
nao houve mudanca no lote destas substancias durante o tempo da coleta das
bolsas de nutricdo parenteral.

As amostras de solugcbes de aminoacidos e emulsdes lipidicas estavam
armazenadas em recipientes de vidro e fechadas com tampa de borracha e lacre de
aluminio. A agua para injecao estava armazenada em bolsa de plastico rigido, ja o
fésforo organico, cloreto de potassio e sulfato de magnésio estavam armazenados
em frasco-ampola de plastico. A solugéo de glicose 50% estava armazenada em
bolsa flexivel isenta de latex. O gluconato de calcio, Olig-Trat e Frutovitam estavam
armazenados em ampola de vidro.

Os lotes das amostras de solugdes de aminoacidos e de emulsdes lipidicas e

a data em que foram utilizadas na preparacédo das NP encontram-se na tabela 18.
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Tabela 18 — Denominacdo das amostras de solugcbes de aminoacidos e emulsdes
lipidicas utilizadas na preparacao das nutricbes parenterais

Amostra Lote Data de utilizacdo Denominacao
Aminoven 10% Infant® 16GL0314 29.01.2015 A1
Aminoven 10% Infant® 16GL0314 30.01.2015 A2
Aminoven 10% Infant® 16GL0314 11.02.2015 A3
Aminoven 10% Infant® 16GK0029-067 12.02.2105 A4
Aminoven 10% Infant® 16GK0029-069 12.02.2105 A5
Aminoven 10% Infant® 16GK0029 20.02.2015 A6
Aminoven 10% Infant® 16GK0029-089 05.04.2015 A7
Lipovenos® MCT 20% 16HB0232 29.01.2015 L1
Lipovenos® MCT 20% 16HB0232 30.01.2015 L2
Lipovenos® MCT 20% 16HB0235 09.02.2015 L3
Lipovenos® MCT 20% 16HB0235 10.02.2015 L4
Lipovenos® MCT 20% 160055HB0232 25.02.2015 L5
Lipovenos® MCT 20% 16082HB0235 05.04.2015 L6

A concentracdo (em mg/L) de cada HPA encontrado nas amostras de

solucdes de aminoacidos e das emulsoes lipidicas, que foram analisados por lotes e
datas de utilizacao para preparacao das nutricbes parenterais, encontra-se na tabela

19 e 20, respectivamente.
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Tabela 19 — Concentragcédo (em mg/L) de HPA encontrado nas amostras de solugdes
de aminoacidos analisadas por lotes e datas de utilizagdo na preparagao das

nutricdes parenterais

HPAs A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7
Naftaleno - <L.Q. 0,017 0,053 0,017 - 0,029
Acenaftileno 0,036 <L.Q. <L.Q. 0,091 0,034 0,120 0,043
Acenafteno 0,032 - - 0,096 0,013 0,062 0,028
Fluoreno - - - - - 0,340 -
Fenantreno 0,031 0,021 0,112 - - 0,024 -
Antraceno - - - - - <L.Q. -
Fluoranteno 0,268 0,044 <L.Q. - - 0,732 -
Pireno 0,194 0,047 0,044 <L.Q. - 0,292 -
Benzo(a)antraceno - - - - - - -
Criseno - - - - - - -
Benzo(b)fluoranteno - 1,628 - - - - -
Benzo(k)fluoranteno - - - - 0,102 - -
Benzo(a)pireno - - - - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno - - - 0,153 0,090 0,078 0,072
Benzo(g,h,i)perileno - - 0,279 0,026 <L.Q. - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - - <L.Q. - -
Total 0,561 1,740 0,452 0,419 0,256 1,638 0,172

(-) = ndo detectado; <L.Q.= abaixo do limite de quantifica¢ao.
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Tabela 20 - Concentragédo (em mg/L) de HPA encontrado nas amostras de emulsdes
lipidicas analisadas por lotes e datas de utilizacdo na preparacdo das nutricbes
parenterais

HPAs L1 L2 L3 L4 L5 L6
Naftaleno 0,023 <L.Q. - 0,100 - 0,005
Acenaftileno 0,077 - 0,077 0,096 - 0,032
Acenafteno 0,023 - 0,035 0,081 - 0,015
Fluoreno 0,200 0,092 0,179 - - -
Fenantreno 0,013 0,026 0,006 0,332 - -
Antraceno - - - - - -
Fluoranteno - - 7,238 0,129 - 0,025
Pireno 0,187 3,908 0,208 0,093 - -
Benzo(a)antraceno - - - - - -
Criseno - - - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - - - -
Benzo(k)fluoranteno - - 0,112 0,053 0,145 0,064
Benzo(a)pireno - - - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno 3,219 - - 2,754 - -
Benzo(g,h,i)perileno 5,970 2,950 2,689 0,033 - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - 0,018 - - -
Total 9,712 6,976 10,562 3,671 0,145 0,141

(-) = ndo detectado; (< L.D.) = abaixo do limite de quantificag&o.

Os resultados expostos nas tabelas 19 e 20 mostram que a concentragao
total de HPAs nas solugcbes de aminoacidos foi menor do que nas emulsdes
lipidicas. O valor médio nas solugdes de aminoacidos foi de 0,748 mg/L enquanto
que para as emulsdes lipidicas foi de 5,201 mg/L.

A diferenca encontrada entre estas formulacdes talvez possa ser explicada
pela caracteristica lipofilica que as emulsdes lipidicas possuem e que poderia
favorecer a extracdo (migragdo) dos analitos da tampa de borracha para a
formulacéo (BALL et al., 2007; FDA, 2011).

As concentragbes de HPAs encontradas na amostra de fésforo organico,

agua para injetaveis, glicose 50%, cloreto de potassio e Frutovitam (tabela 21)
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também apresentaram o mesmo comportamento que as solugdes de aminoacidos,

mostrando valores menores que as emulsdes lipidicas. Ja o gluconato de calcio,

sulfato de magnésio e Olig-Trat ndo apresentaram HPAs.

Tabela 21 — Concentragdo (em mg/L) de HPAs encontrada nas amostras dos
demais componentes utilizados nas preparacdes das nutricdes parenterais

HPAs Fosforo Agua para Glicose Fruto- Cloreto Sulfato de Olig- Gluconato
organico injetaveis 50% vitam de magnésio Trat  de Calcio
potassio
Naftaleno 0,045 0,078 0,038 - - - - -
Acenaftileno 0,129 0,224 0,090 - - - - -
Acenafteno 0,159 0,272 0,070 - - - - -
Fluoreno - - - - - - - -
Fenantreno - 0,020 - - - - - -
Antraceno - 0,003 - - - - - -
Fluoranteno 0,063 0,170 0,022 - - - - -
Pireno 0,096 0,131 0,047 0,313 0,019 - - -
Benzo(a)antraceno - - - - - - - -
Criseno - - - - - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - - - - - -
Benzo(k)fluoranteno 0,146 0,114 0,096 - - - - -
Benzo(a)pireno - - - - - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno - 0,182 0,098 - - - - -
Benzo(g,h,i)perileno - - - - - - - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - - - - - -
Total 0,638 1,194 0,461 0,313 0,019 - - -

(-) = néo detectado

A tabela 22 ilustra o efeito dos lipideos na extracdo dos HPAs das bolsas de

NP. A tabela mostra a concentragcdo de HPAs em trés bolsas de NP (apéndice B)

administradas a trés bebes selecionados para o estudo, em cuja composi¢ao nao

entrou lipideos e uma bolsa que continha lipideos. Pode-se observar que o total de

HPAs, para as bolsas sem lipideos é semelhante ao encontrado nas solucdes

comerciais de aminoacidos. Na bolsa com lipideos, a concentracédo de HPAs € bem

mais elevada.
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Tabela 22 — Concentragdao de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
administradas aos recém-nascidos 01, 04 e 07 nos dias 31.01.2015, 15.02.2015 e
16.02.2015, respectivamente

HPAs RN 01 NP RN 04 NP RN 07 NP
31.01.15 15.02.2015 16.02.2015
Naftaleno - 0,013 0,007
Acenaftileno 0,114 <L.Q. -
Acenafteno 0,051 - -
Fluoreno 0,348 - -
Fenantreno 0,030 - -
Antraceno - - -
Fluoranteno - - -
Pireno 2,383 <L.Q. 0,037
Benzo(a)antraceno - - -
Criseno - - -
Benzo(b)fluoranteno - - -
Benzo(k)fluoranteno - - -
Benzo(a)pireno - - -
Dibenzo(a,h)antraceno 0,839 - 0,074
Benzo(g,h,i)perileno 1,556 - <L.Q.
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - -
Total 5,321 0,013 0,118

(-) = ndo detectado; (<L.Q.) = abaixo do limite de quantifica¢ao.
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5.3 ANALISE DAS AMOSTRAS DE NUTRICAO PARENTERAL PREPARADAS NA
FARMACIA HOSPITALAR DO HUSM E QUE FORAM ADMINISTRADAS AOS
RECEM-NASCIDOS DA UTI NEONATAL

Para cada recém-nascido, durante o tempo que esteve sob regime de
nutricdo parenteral (tabela 10), foram coletadas amostras das bolsas de nutrigdo
parenteral administradas. Como as bolsas de nutricdo parenteral sdo trocadas a
cada 24 h, o que restava na bolsa nos foi cedido para realizar as analises. Nao foi
possivel obter amostras de todas as bolsas administradas durante todo o tempo em
que os bebés estiveram sob regime de NP pois, algumas vezes, ndo houve sobra de
volume suficiente para a analise.

As figuras 11 e 12 mostram cromatogramas da nutrigdo parenteral
administrada ao RN 05 no dia 18.02.2015, onde foram encontrados 11 dos 16 HPAs

selecionados para este trabalho.

Figura 11 — Cromatograma de uma amostra real de nutricdo parenteral analisada
pelo canal 1 (A =254 nm)

Sinal (mAu)
N DN W W
o U1 © Ul

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tempo (minutos)

1-naftaleno; 2-acenaftileno; 3-acenafteno; 4-fluoreno; 5-fenantreno; 7-fluoranteno; 8-pireno; 11-

benzo(b)fluoranteno; 12-benzo(k)fluoranteno; 14-dibenzo(a,h)antraceno; 15-benzo(g,h,i)perileno.

Coluna Pursuit 3 PAH; gradiente da fase movel acetonitrila-agua (40:60) a 100% de acetonitrila em 29

min.; gradiente de fluxo: 1,8 a 2,2 mL/min.; volume injetado: 20 ul; detecgao por arranjo de fotodiodos
(DAD).
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Figura 12 — Cromatograma de uma amostra real de nutricdo parenteral analisada
pelo canal 2 (A =225 nm)
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Tempo (minutos)

1-naftaleno; 2-acenaftileno; 3-acenafteno; 4-fluoreno; 5-fenantreno; 7-fluoranteno; 8-pireno; 11-
benzo(b)fluoranteno; 12-benzo(k)fluoranteno; 14-dibenzo(a,h)antraceno; 15-benzo(g,h,i)perileno.
Coluna Pursuit 3 PAH; gradiente da fase movel acetonitrila-agua (40:60) a 100% de acetonitrila em 29

min.; gradiente de fluxo: 1,8 a 2,2 mL/min.; volume injetado: 20 ul; detecgao por arranjo de fotodiodos
(DAD).

Os resultados da concentracdo de HPAs encontrados nas amostras de
nutricdo parenteral que foram administradas aos recém-nascidos selecionados para

este estudo encontram-se nas tabelas que vao do numero 23 ao 32.
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Tabela 23 — Concentragdo dos HPAs (mg/L) encontrados nas bolsas de nutricao
parenteral administradas ao recém-nascido 01

HPAs 29.01.15 30.01.15 31.01.15 07.02.15
Naftaleno 0,069 0,058 - -
Acenaftileno 0,022 0,017 0,114 0,168
Acenafteno - - 0,051 0,075
Fluoreno 0,061 - 0,348 0,446
Fenantreno 0,003 - 0,030 0,046
Antraceno - - - -

Fluoranteno - - - -
Pireno 2,612 2,560 2,383 2,080
Benzo(a)antraceno - - - -
Criseno - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - -
Benzo(k)fluoranteno - - - -
Benzo(a)pireno - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno - - 0,839 0,563
Benzo(g,h,i)perileno 0,226 2,245 1,556 1,119
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - -

Total 2,993 4,880 5,321 4,497

(-) = ndo detectado
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Tabela 24 — Quantidade de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais

totais administradas ao recém-nascido 02

HPAs 30.01.15 31.01.15 04.02.15 05.02.15 07.02.15

Naftaleno <L.Q. 0,009 - - -
Acenaftileno 0,030 0,044 - - -
Acenafteno - 0,013 - - -
Fluoreno 0,045 0,231 - <L.Q. -

Fenantreno <L.Q. 0,014 0,012 0,026 <L.Q.
Antraceno - - <L.Q. <L.Q. -
Fluoranteno 0,170 0,450 - - -

Pireno 2,437 0,236 1,609 1,314 1,091
Benzo(a)antraceno - - - - -
Criseno - - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - - -
Benzo(k)fluoranteno - - - 0,213 -
Benzo(a)pireno - - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno - 0,789 0,607 - -
Benzo(g,h,i)perileno 0,035 - - - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - - -

Total 2,717 1,789 2,228 1,553 1,091

(-) = ndo detectado; (<L.Q.) = abaixo do limite de quantificagao.
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Tabela 25 — Concentragdao de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
totais administradas ao recém-nascido 03

HPAs

31.01.15

02.02.15

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno
Pireno
Benzo(a)antraceno
Criseno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno
Benzo(g,h,i)perileno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Total

0,455

0,450
1,274

2,983

5,162

0,007
<L.Q.

(-) = ndo detectado; (< L.Q.) = abaixo do limite de quantificagéo.
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Tabela 26 — Concentragdao de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
totais administradas ao recém-nascido 04

HPAs 07.02.15 11.02.15 13.02.15 14.02.15 15.02.15 17.02.15

Naftaleno 0,010 0,013 0,010 0,082 0,013 0,005
Acenaftileno 0,007 - - 0,041 <L.Q. -
Acenafteno - - - 0,043 - -
Fluoreno - - - - - -
Fenantreno - 0,038 0,312 0,075 - -
Antraceno - - - - - -
Fluoranteno <L.Q. - 0,074 0,035 - -

Pireno 1,061 0,911 1,219 1,297 <L.Q. 1,244
Benzo(a)antraceno - - - - - -
Criseno - - - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - - - -
Benzo(k)fluoranteno 0,121 - - - - -

Benzo(a)pireno - - - - - -

Dibenzo(a,h)antraceno - 0,463 0,983 0,957 - 0,422
Benzo(g,h,i)perileno - - - - - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - - - -
Total 1,199 1,425 2,598 2,530 0,013 1,671

(-) = ndo detectado; (<L.Q.) = abaixo do limite de quantificagao.
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Tabela 27 — Concentragdao de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
totais administradas ao recém-nascido 05

HPAs 13.02.15 14.02.15 17.02.15 18.02.15
Naftaleno 0,016 0,038 0,131 0,515
Acenaftileno 0,183 0,091 0,256 0,869
Acenafteno 0,088 0,040 0,223 0,839
Fluoreno 0,513 0,073 0,240 0,458
Fenantreno 0,037 - 0,014 0,061
Antraceno - - - -
Fluoranteno 0,737 <L.Q. 0,282 0,645
Pireno 2,289 1,560 1,325 0,968
Benzo(a)antraceno - - - -
Criseno - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - 0,073
Benzo(k)fluoranteno - - - 0,158

Benzo(a)pireno - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno 0,556 0,582 0,181 0,624
Benzo(g,h,i)perileno - - 0,036 0,205

Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - -
Total 4,419 2,384 2,688 5,415

(-) = ndo detectado; (< L.Q.) =abaixo do limite de quantificagao.
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Tabela 28 — Concentragdo de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
totais administradas ao recém-nascido 06

HPAs 13.02.15
Naftaleno 0,017
Acenaftileno 0,015
Acenafteno 0,006
Fluoreno -
Fenantreno -
Antraceno -

Fluoranteno -

Pireno 1,902
Benzo(a)antraceno -
Criseno -
Benzo(b)fluoranteno -

Benzo(k)fluoranteno 0,061

Benzo(a)pireno -
Dibenzo(a,h)antraceno 0,090
Benzo(g,h,i)perileno 2,999

Indeno(1,2,3-cd)pireno -

Total 5,090

(-) = ndo detectado.
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Tabela 29 — Concentragdao de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
totais administradas ao recém-nascido 07

HPAs 13.02 14.02 16.02 17.02 18.02 19.02 20.02
Naftaleno 0,016 0,016 0,007 0,013 0,025 - 0,014
Acenaftileno 0,029 0,011 - 0,011 0,062 0,017 0,012
Acenafteno 0,035 - - - 0,039 - -
Fluoreno - - - - - - -
Fenantreno - - - - - - -
Antraceno - - - - - - -
Fluoranteno <L.Q. - - - - - -
Pireno 2,283 1,003 0,037 1,377 1,805 2,125 2,475
Benzo(a)antraceno - - - - - - -
Criseno - - - - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - 0,041 0,123 0,112 0,063
Benzo(k)fluoranteno - - - - - - 0,062

Benzo(a)pireno - - - - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno 0,118 - 0,074 - 0,117 - -
Benzo(g,h,i)perileno 3,816 2,327 <L.Q. 3,259 - - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - - - - -

Total 6,297 3,357 0,118 4,701 2,171 2,254 2,626

(-) = ndo detectado; (< L.D.) =abaixo do limite de quantificacao.
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Tabela 30 — Concentragdo de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
totais administradas ao recém-nascido 08

HPAs 18.02.15 19.02.15

Naftaleno 0,006 0,020
Acenaftileno <L.Q. 0,010
Acenafteno - -
Fluoreno - -
Fenantreno - -
Antraceno - -
Fluoranteno - -
Pireno 1,705 1,174
Benzo(a)antraceno - -
Criseno - -
Benzo(b)fluoranteno - -
Benzo(k)fluoranteno - -
Benzo(a)pireno - -
Dibenzo(a,h)antraceno - 0,076
Benzo(g,h,i)perileno - -

Indeno(1,2,3-cd)pireno - -

Total 1,711 1,280

(-) = ndo detectado; (<L.Q.) = abaixo do limite de quantificagao.
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Tabela 31 — Concentragdao de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
totais administradas ao recém-nascido 09

HPAs 24.03.15 28.03.15 31.03.15 02.04.15

Naftaleno 0,010 0,009 0,024 0,014
Acenaftileno <L.Q. - 0,026 <L.Q.
Acenafteno - - 0,024 -

Fluoreno - - - -
Fenantreno - - - -

Antraceno - - - -
Fluoranteno - - - <L.Q.

Pireno 1,749 1,435 1,127 2,426
Benzo(a)antraceno - - - -
Criseno - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - -
Benzo(k)fluoranteno - - - -
Benzo(a)pireno - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno - 0,980 0,851 -
Benzo(g,h,i)perileno - - 0,034 -
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - -

Total 1,759 2,424 2,086 2,440

(-) = ndo detectado; (<L.Q.) = abaixo do limite de quantificagao.
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Tabela 32 — Concentragdao de HPAs (mg/L) encontrados nas nutricbes parenterais
totais administradas ao recém-nascido 10

HPAs 24.03.15 28.03.15 31.03.15
Naftaleno 0,007 0,007 0,007

Acenaftileno - - -

Acenafteno - - -

Fluoreno - - -
Fenantreno - - -
Antraceno - - -

Fluoranteno - - -

Pireno 0,527 1,412 0,561
Benzo(a)antraceno - - -
Criseno - - -
Benzo(b)fluoranteno - - -
Benzo(k)fluoranteno - <L.Q. -

Benzo(a)pireno - - -
Dibenzo(a,h)antraceno - - -
Benzo(g,h,i)perileno - - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - -
Total 0,534 1,419 0,568

(-) = ndo detectado; (< L.Q.) =abaixo do limite de quantificagao.

As bolsas de nutricdo parenteral apresentaram concentracgdes totais de HPAs
variando entre 0,013 mg/L e 6,297 mg/L.

O pireno esteve presente em 37 das 38 amostras analisadas e sua
concentragao variou de 0,037 mg/L a 2,612 mg/L, sendo o valor médio encontrado
de 1,502 mg/L. Esse comportamento reflete o que diz a literatura, pois o pireno, um
HPA nao carcinogénico, esta presente em praticamente todas as misturas de HPAs
em concentragdes relativamente altas e também como maior componente do
conteudo total dos HPAs encontrados no ambiente (IARC, 1983; JONGENEELEN et
al., 1985).
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O dibenzo(a,h,)antraceno, um HPA provavelmente carcinogénico para
humanos (IARC, 2015), apareceu em 20 das 38 amostras analisadas, com
concentragdo meédia de 0,482 mg/L. HPAs possivelmente carcinogénicos para
humanos como o naftaleno, benzo(b)fluoranteno e o benzo(k)fluoranteno (IARC,
2015), estavam presentes nas amostras de nutricdo parenteral. Naftaleno foi
encontrado em 30 das 38 amostras, benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno em 5
amostras e as concentragcbes médias foram de 0,040 mg/L, 0,082 mg/L e 0,123
mg/L, respectivamente.

Como néao existem, na literatura, dados sobre a presengca de HPAs em NP
administrada a recém-nascidos, ha dificuldade em avaliar os niveis de contaminacao
encontrados. As pesquisas remetem a quantidade de HPAs em alimentos como
cereais, carnes, leite, 6leos e gorduras, peixes, ovos, legumes, frutas (DENNIS et
al.,, 1983; DE VOS et al.,, 1990; CAMARGO; TOLEDO, 2003; FARHADIAN et al.,
2011; DOST; IDELI, 2012; WU; YU, 2012), em margarina, creme vegetal, maionese
(CAMARGO; TOLEDO, 2000), em cha mate, café e guarana em p6 (CAMARGO;
TOLEDO, 2002; GARCIA-FALCON et al., 2005; CAMARGO et al., 2006), em solos
contaminados e esgotos (SONG et al., 2002; OLESZCZUK; BARAN, 2004; GONG et
al., 2010), no ar atmosférico (CHOI et al., 2015), em agua potavel (EPA,1990), em
ligante de asfalto (PINHEIRO et al., 2009).

Os componentes individuais que foram utilizados na preparagao das NP
administradas aos recém-nascidos, foram analisados e, dessa forma, foi possivel
determinar, baseando-se na composigao original de cada bolsa e no seu volume, a
contribuicdo de HPAs que cada um destes componentes da formulacdo forneceria
para cada bolsa e assim comparou-se os resultados obtidos do calculo com os
resultados encontrados nas bolsas. Estes resultados estdo representados na figura
13.

A comparacdo entre os resultados obtidos nos calculos e os resultados
encontrados nas bolsas revelou que houve uma diminuicdo na concentragao de
HPAs encontrados nas bolsas analisadas em relacdo aos resultados obtidos por
calculo na maioria dos casos. Teoricamente, esse nao seria o resultado esperado.
As bolsas deveriam apresentar uma concentragdo de HPAs semelhante ao
somatoério das concentracbes encontradas nas solugdes componentes da bolsa.

Considerando que os HPAs podem estar presentes no ambiente, principalmente
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adsorvidos em material particulado, considerou-se a hipétese de que eles poderiam
estar adsorvidos nas paredes do polimero da bolsa de nutricdo parenteral, como
mostrado neste estudo. O carater lipofilico dos HPAs e a natureza apolar do
polimero favorecem essa adsorgéo, um fendbmeno semelhante a um “salting out” que
ocorre com espécies idnicas em solugdes apolares (IARC, 1983; WILD; JONES,
1995; PEREIRA NETTO, 2000, LACHENMEIER; NERLICH; KUBALLA, 2006;
ANTHEMIDIS; IOANNOU, 2009; VALENTE; GONCALVES; RODRIGUES, 2013). O
meio aquoso polar da solugéo, “encoraja” o HPA a procurar um “ambiente quimico”

mais semelhante a sua natureza, a superficie do polimero.

Figura 13 — Comparagao entre a concentracdo calculada do total de HPAs e a
concentracao total determinada experimentalmente
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Dessa forma, um teste para verificar a possibilidade de adsor¢do dos HPAs

nas paredes do polimero foi realizado.
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5.4 TESTE DE ADSORCAO DOS HPAS NAS PAREDES DAS BOLSAS DE EVA
UTILIZADAS PARA ENVASE DAS NUTRICOES PARENTERAIS

Conforme foi determinado, para o teste de adsorcéo, preparou-se duas bolsas
de nutricdo. A primeira continha uma formulacdo de nutricdo parenteral preparada
em nosso laboratério e a segunda apenas agua ultrapura. Em ambas as bolsas foi
acrescentado um mix de HPAs com concentracdo entre o 3° e 5° pontos da curva
analitica .

A analise da bolsa de nutricdo parenteral preparada em nosso laboratorio
adicionada do mix dos HPAs, apds 48 horas de armazenamento, mostrou a
presenca de todos os HPAs que foram adicionados, como pode ser observado na
figura 14. Como a maioria dos HPAs apresentou uma concentragao inferior a

adicionada, este resultado corrobora com a hipotese levantada.

Figura 14 — Concentragcdo dos HPAs (mg/L) encontrados na bolsa de nutrigdo
parenteral preparada, apos 48 h de armazenamento
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Quase todos os analitos apresentaram concentragdo menor do que a que foi

adicionada. Excegdes foram o fluoranteno e o pireno, cuja concentragao foi superior
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a adicionada. Este aumento na concentragdo pode estar relacionado com uma
contribuicdo extra de HPAs proveniente das proprias solugcdes componentes da
formulagdo (aminoacidos, lipideos, fosforo, agua para injetaveis, glicose 50%,
cloreto de potassio e Frutovitam).

Entretanto, quando o teste foi realizado com agua pura, a concentragdo dos
HPAs na solugdo, com excegdo do dibenzo(a,h)antraceno, ficou extremamente
reduzida, conforme podemos observar na figura 15 que mostra os resultados obtidos
na andlise da bolsa contendo agua ultrapura e o mix de HPAs, ap6s 48 horas de
armazenamento, em comparacdo com a concentracdo dos analitos que foi

adicionada.

Figura 15 — Concentragdo (mg/L) dos HPAs encontrados na bolsa contendo agua
ultrapura apos 48 h de armazenamento
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Para avaliar se os HPAs estavam realmente adsorvidos na superficie da
bolsa, retirou-se a agua da bolsa e adicionou-se acetona para extrair os HPAs do

polimero. Os resultados desta analise encontram-se na figura 16.
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Figura 16 — Recuperagao dos HPAs na bolsa com agua ultrapura apés 48 h de
armazenamento e dos HPAs extraidos pela agao da acetona.
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As concentragdes dos HPAs na acetona, mostram que os analitos foram
extraidos da parede do polimero pela agdao da acetona o que comprova que 0s
HPAs estavam adsorvidos no polimero.

Tendo como base os resultados obtidos para as duas bolsas utilizadas para o
teste de adsorcdo dos HPAs nas paredes do polimero podemos concluir que,
quando apenas agua estava presente na bolsa, os HPAs se adsorveram nas
paredes do polimero por apresentarem maior afinidade por este do que pela agua.
Na presenca dos componentes da nutricdo parenteral os HPAs se mantiveram em
solucdo, apresentando apenas uma reducdo parcial da concentracdo. Esse
resultado explica os baixos valores encontrados para a bolsa de nutricdo parenteral
cuja composigdo nao continha lipideos. A figura 17 mostra este resultado,
apresentando uma comparacgao entre as bolsas utilizadas no teste de adsorcédo dos

HPAs nas paredes do polimero e a concentragao de padrao que foi adicionado.
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Figura 17 — Concentracao dos HPAs na bolsa de NP e na bolsa com agua apds 48 h
de armazenamento em comparacao com a concentracido de HPAs adicionada.
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5.5 OTIMIZACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DO 1-HIDROXIPIRENO
EM AMOSTRAS DE URINA

A otimizagdo do sistema cromatografico consistiu em adaptar o método
desenvolvido por (JONGENEELEN; ANZION; HENDERSON; 1987). A coluna
utilizada nesse trabalho tem 25 cm e acetonitrila foi utilizada no lugar de metanol. O
modo de elui¢do adotato foi isocratico. A figura 18 mostra o cromatograma obtido

utilizando um padrao de 10 pg/L do 1-hidréxipireno com as condigdes mencionadas.
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Figura 18 — Cromatograma do Padrao do 1-hidroxipireno (1-OHP), na concentragéo
de 10 ug/L, utilizando CLAE em fase reversa e deteccgéo por fluorescéncia
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Coluna Luna C18 25cm, 4,6mm, 5um (d.i.); fase movel: acetonitrila (70%):agua (30%); fluxo: 0,8
mL/min.; A excitagdo: 242 nm, A emissao: 388 nm

5.5.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da construcdo de curvas
analiticas. Os resultados encontram-se na tabela 33.

Tabela 33 — Faixa de trabalho, equacéao da reta e valor de r para o 1-hidroxipireno

Analito Faixa de trabalho Equacao da reta r

1-hidréxipireno 0,5ug/L - 10ug/L y =1,0093x + 0,1114 0,9995

Observou-se que o intervalo de trabalho escolhido guarda excelente relagao

linear com o sinal analitico, denotado pelo valor do coeficiente de correlacdo proximo
de 1.
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5.5.2 Repetitividade
A repetitividade foi determinada utilizando trés niveis de concentragao (alto,
médio e baixo). Os resultados, expressos através do coeficiente de variagao,

encontram-se na tabela 34.

Tabela 34 — Precisao intradia do método para determinagéo do 1-hidroxipireno (n=9)

Concentragao (ug/L) Média das concentracdes (ug/L) C.V. (%)
1,0 0,98 1,79
4,0 4,01 0,88
10,0 10,11 3,61

5.5.3 Precisao intermediaria
A precisdo intermediaria, cujos resultados foram expressos através do

coeficiente de variagdo e encontram-se na tabela 35, foi realizada através da

injecao, em triplicata, de trés niveis de concentragao.

Tabela 35 — Preciséo intermediaria do método para determinagao do 1-hidroxipireno

. 9)Concentragé\o (ug/L) Média das concentracdes (ug/L) C.V. (%)
1,0 1,05 13,34
4,0 4,30 0,46
10,0 10,79 2,52

Segundo a European Medicines Agency (EMA 2009) e ANVISA (2012), sao
aceitos valores de coeficiente de variagao de até 15%, mostrando que os resultados

encontrados e listados nas tabelas 34 e 35 estdo de acordo com a literatura.
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5.5.4 Limite de deteccao e quantificagao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados com base na
relacdo sinaliruido, segundo INMETRO (2010), utilizando as formulas 1 e 2,
respectivamente. Realizou-se um numero de sete replicatas do branco da amostra,
conforme recomendado pelo INMETRO (2010). Os resultados encontrados para os
limites de deteccdo e de quantificacdo foram 0,029 ug/L e 0,043 uglL,

respectivamente.

5.5.5 Extracao do 1-hidréxipireno das amostras de urina

A extracdao do metabdlito 1-hidroxipireno das amostras de urina foi
realizado conforme descrito anteriormente (item 4.5.2.3.1). O cromatograma obtido
(figura 19) mostra uma resolugdo pouco satisfatéria, com o sinal de injecdo da

amostra muito largo e préximo do pico do analito.

Figura 19 — Cromatograma de uma amostra de urina apds extragdo segundo
JONGENEELEN (1987) utilizando CLAE em fase reversa e deteccdo por
fluorescéncia
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Coluna Luna C18 25cm, 4,6mm, 5um (d.i.); fase movel: acetonitrila (70%):agua (30%); fluxo: 0,8
mL/min.; A excitagdo: 242 nm, A emissao: 388 nm

Desta forma, buscou-se uma extragdao mais efetiva, utilizando, na etapa de

lavagem, metanol 60% e isopropanol como solvente de elui¢do, conforme o método
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proposto por MARDER (2010). Com este procedimento, conseguiu-se uma melhor

limpeza da amostra, como pode ser visualizado no cromatograma da figura 20.

Figura 20 — Cromatograma de uma amostra de urina apds extracéo e clean-up
segundo MARDER (2010) utilizando CLAE em fase reversa e detecgdo por
fluorescéncia
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Coluna Luna C18 25cm, 4,6mm, 5um (d.i.); fase movel: acetonitrila (70%):agua (30%); fluxo: 0,8
mL/min.; A excitagdo: 242 nm, A emissao: 388 nm

Na figura 20 pode-se observar que a linha base retorna ao seu nivel apés a
eluicdo dos interferentes (pico de injecao da amostra), ndo se sobrepondo ao tempo
de retencdo do analito, o que ndo acontecia com a limpeza da amostra feita
anteriormente. Para verificar que se tratava apenas do pico do 1-OHP, pois o pico
ficou alargado, aplicou-se escala logaritmica no cromatograma da figura 20, o que
resultou em apenas um pico, mostrando apenas a presenca do metabdlito. Este

cromatograma em escala logaritmica encontra-se no apéndice G.

5.5.6 Quantificagao do 1-hidréxipireno nas amostras de urina

As amostras de urina foram coletadas de bebés que estavam internados na
UTI neonatal do HUSM e estavam sob regime de nutrigdo parenteral (grupo estudo),
e de recém-nascidos que estavam na maternidade do mesmo hospital e que nao
receberam nutricdo parenteral (grupo controle). Cada bebé gerou uma ou mais de

uma amostra de urina que foram armazenadas em frascos de polipropileno a -30°C
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para posterior preparo e analise, pois as urinas podem ser estocadas até um ano
sem perda do metabdlito (ANGERER; SCHALLER, 1991).

ApoOs a analise das amostras, utilizando cromatografia com detecgao por
fluorescéncia, determinou-se a concentracédo do 1-hidroxipireno na urina dos RN
através da equacgao da reta analitica externa. A tabela 36 mostra os resultados da
concentragdo do 1-OHP nas amostras de urinas dos recém-nascidos do grupo
estudo. No grupo controle (recém-nascidos que nao estavam sob regime de nutricao

parenteral), o metabdlito ndo foi detectado.

Tabela 36 — Concentracdes do metabdlito 1-hidroxipireno encontradas nas amostras
de urina dos recém-nascidos selecionados para o estudo

Concentragao (pmol/mol

Recém-nascidos N° da coleta Concentragao de creatinina)
(ug/L)
01 0,066 0,049
01 02 0,249 0,184
03 < L.Q. < L.Q.
04 0,039 0,030
01 0,372 0,265
02 02 <L.Q. <L.Q.
03 < L.Q. < L.Q.
03 01 0,544 0,877
01 0,095 0,046
04 02 <L.Q. <L.Q.
03 < L.Q. < L.Q.
05 01 <L.Q. <L.Q.
02 0,523 0,817
06 01 <L.Q. <L.Q.
01 0,065 0,023
02 <L.Q. <L.Q.
07 03 <L.Q. <L.Q.
04 <L.Q. <L.Q.
05 <L.Q. <L.Q.
08 01 <L.Q. <L.Q.
09 01 0,208 0,114
10 01 0,061 0,063

(< L.Q.) = abaixo do limite de quantificagéo.
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Analisando a tabela 36 pode-se observar que o metabdlito 1-OHP foi
quantificado na urina de 8 dos 10 bebés do grupo estudo, com valores entre 0,039
Mg/l e 0,544 ug/L (0,030 e 0,877 umol/mol de creatinina, respectivamente) e com
valor médio de 0,222 ug/L (0,247 pmol/mol de creatinina).

De acordo com a literatura os niveis individuais de 1-OHP s&o influenciados
por fatores como polui¢do regional, alimentagdo, fumo, etc. Dessa forma foram
estabelecidos niveis basais para individuos ndo ocupacionalmente expostos e nao
fumantes de 0,03 umol/mol de creatinina e para fumantes de 0,05 a 0,5 ymol/mol de
creatinina (LLOP et al.,, 2008). Estudos de Siwinska et al. (1998 e 1999) com
criangas entre 7 e 8 anos de idade, expostos aos HPAs (uso de fogdes a carvéo e
fumaca do cigarro) mostraram concentragdes de 1-OHP na urina com variacao de
0,07 a 3,62 pmol/mol de creatinina (1998) e com média de 0,32 pmol/mol de
creatinina (1999).

A Human Biomonitoring Comission determinou, como valor de referéncia,
para o 1-hidroxipireno na urina, na populagao geral de ndo fumantes (3 a 69 anos),
0,3 ug/g de creatinina (0,155 pmol/mol de creatinina), baseada em dados da
German Environmental Survey (1998) e em estudo piloto da German Environmental
Survey em criangas entre 2001 e 2002 (WILHELM et al., 2008). Sakiara et al (2010)
verificou aumento na excre¢ao do 1-OHP na urina dos cortadores de cana de
agucar, no periodo da safra (variando de 0,026 a 2,3 pmol/mol de creatinina)
comparado com o da entressafra (0,0023-0,38 pmol/mol de creatinina), pois no
periodo da safra a cana é queimada gerando HPAs, o que ocasiona um aumento na
exposicdo dos cortadores a estes contaminantes ambientais. Guo et al. (2010)
encontrou valores de 1-OHP, na urina de adultos entre 30 e 51 anos em diferentes
paises da Asia, variando entre 0,065 e 0,463 pg/L. Um estudo realizado com
mulheres gravidas nao fumantes e ndo ocupacionalmente expostas mostrou uma
concentragcdo média do metabdlito de 0,43 pg/g de creatinina (POLANSKA et al.,
2014). Jongeneelen (2014), baseado em 9 estudos com trabalhadores expostos a
HPAs encontrou o valor de 1,0 umol/mol de creatinina como sendo um valor limite
para o nao aparecimento de efeitos genotdxicos no organismo.

Um estudo realizado por Viau et al. (1995) com voluntarios expostos ao
pireno por via oral e dérmica (500 pg), mostrou que, em média, 3,7% da dose de

pireno foi excretada como 1-OHP na urina, apés 48 h da administracdo oral.
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Bouchard e Viau (1998) em estudo realizado para avaliar a cinética da excreg¢ao do
1-OHP através da administracdo de pireno por via oral e intravenosa em ratos,
observaram que existe uma relacao linear entre dose e excrecdo do metabdlito na
urina e na bile tanto apés administracao oral quanto intravenosa, e que, em média
2,7% do pireno administrado por estas duas vias foi excretado como 1-OHP na urina
apos 24 h da administragao. Esta relacao linear também foi encontrada por Viau et
al (1999) e que o 1-OHP representa uma pequena porgao da excreg¢ao urinaria total
de pireno, mas que esta permanece constante ao longo do periodo de eliminagao,
justificando o uso deste metabdlito como um bioindicador da exposigao sistémica
aos HPAs.

Avaliando a literatura, pode-se evidenciar que existem varios trabalhos tanto
avaliando a excregdo do metabdlito 1-OHP em animais e voluntarios, como a
presenca deste na urina de criancas e adultos, expostos aos HPAs por meio da
poluicdo ambiental, fumaga de cigarro, entre outros, mas nao envolvendo recém-
nascidos, nosso publico alvo.

A impossibilidade de obter amostras de NP e urina durante todo o tempo da
pesquisa, ndo permitiu a verificacdo de uma relagdo direta entre a exposicdo aos
HPAs e a excregao do metabdlito, ou seja, se um aumento na presenga de HPAs na
bolsa de NP proporcionaria um aumento na excregao urinaria do 1-hidroxipireno.
Porém, pode-se verificar que houve uma correlagédo significativa (r=0,94) entre o
total de HPAs encontrados nas bolsas de NP e o valor do 1-OHP encontrado na
urina de 70% dos RN do grupo de estudo. Essa correlagdo pode ser observada na
Figura 21, onde os pontos que nao foram incluidos no calculo da correlagéo (valores
considerados “outliers” por estarem acima da média em, aproximadamente, 2

desvios padrdes) também estdo mostrados (RN 01, RN 03 e RN 07).
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Figura 21 — Relacao entre o total de HPAs (mg) encontrado nas bolsas de nutrigao

parenteral e o valor do 1-hidroxipireno encontrado nas urinas dos RN
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Dada a coleta ndo completa das amostras, isto €, ndo analisou-se amostras
de urina para todos os dias de internacdo na UTI, pode-se considerar essa
correlacao satisfatéria e atribuir os “outliers” as variabilidade interindividual na
excrecao urinaria do metabdlito 1-OHP, como ja exposto por SIWINSKA et al. (1998)
e HANSEN et al. (2008).

Assim, ficou evidente que houve exposicdo aos HPAs pela avaliagdo da
presenca do metabdlito 1-OHP na urina dos RN do grupo estudo, com média de
0,222 ug/L ou 0,247 pmol/mol de creatinina, que seria, aproximadamente 8 vezes
maior que o valor considerado basal para individuos n&o expostos
ocupacionalmente e nao fumantes.

A exposicao dos RN em nutrigdo parenteral aos HPAs é ainda comprovada
pela comparagao dos resultados do grupo controle, onde nenhum dos RN incluidos
apresentou niveis mensuraveis de 1-OHP.

Como a principal diferenga entre os dois grupos estd na alimentagao, a
introducdo dos HPAs através da nutricao parenteral é a responsavel pela presenca

do metabdlito na urina dos RN do grupo de estudo.
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Uma observacgao paralela pode ser feita a partir dos resultados desse estudo
em relagdo a exposigcao dos bebés aos HPAs devido "as méaes fumantes. No grupo
estudo ndo havia maes fumantes, mas no grupo controle, dois RN eram filhos de
maes fumantes, como esta descrito na tabela 10. O resultado negativo para estes
dois RN pode ser devido as maes nao terem fumado apds o ingresso do hospital.
Mesmo que a mae tenha fumado durante a gestagao e o feto tenha sido exposto aos
HPAs provenientes do fumo, pois podem atravessar a barreira placentaria
(MACHADO et al., 2014), o metabdlito dificiimente seria encontrado na urina, uma
vez que o 1-OHP possui uma meia vida bastante curta (18 h) e a coleta da urina dos
RN ndo seria imediata, ou seja, ocorreria apos 24 hs do parto.

A exposicdo ao fumo durante a gravidez tem sido, repetida e
consistentemente, relacionada com numerosos riscos para o feto, incluindo baixo
peso ao nascer, parto prematuro, aumento do risco de aborto espontaneo (GILBOA
et al, 2005; MANNES et al., 2005; WIHELM; RITZ , 2005; RITZ et al., 2007) e
aumento dos efeitos teratogénicos no desenvolvimento de varios o6rgédos (SHI,
WEHBY; MURRAY, 2008). A exposigao pré-natal aos HPAs pode aumentar o risco
de cancer em humanos (BOCSKAY, 2005) e pode acarretar inumeros problemas no
desenvolvimento do bebé. Perera et al. (2009), realizando acompanhamento de um
grupo de recém-nascidos desde o pré-natal até a idade de cinco anos, que foram
expostos aos HPAs, detectou um decréscimo no desenvolvimento neurolégico
destas criancas.

Assim, avaliando os resultados e o que foi encontrado na literatura pode-se
inferir que os RN foram expostos aos HPAs pela presenca do metabdlito 1-OHP na
urina dos RN do grupo estudo, provenientes das bolsas de nutrigdo parenteral. O
fumo, um fator que poderia ocasionar um resultado falso positivo de exposi¢ao
através das maes fumantes foi descartado pelos resultados negativos encontrados

no grupo controle.
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6. CONCLUSAO

A avaliacdo da contaminacido de formulagdes parenterais comerciais usadas
na preparagcao de bolsas de nutricdo parenteral por hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), bem como das bolsas de NP administradas a recém-nascidos,
foi realizada neste estudo.

Para tanto, um método para detec¢ao de 16 HPAs utilizando a cromatografia
liguida de alta eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos foi desenvolvido e
validado. O método se mostrou sensivel e linear para as amostras do estudo.

Foram encontrados HPAs em 18 das 21 amostras comerciais, sendo que 11
dos 16 HPAs nas solugdes de aminoacidos e nas emulsdes lipidicas e 9 nos demais
componentes das nutricbes parenterais (fésforo organico, agua para injetaveis,
glicose 50%, cloreto de potassio 10% e multivitaminas). O pireno foi detectado em
amostras de aminoacidos, lipideos e também no fésforo organico, agua para
injetaveis, glicose 50%, cloreto de potassio 10% e vitaminas, bem como o naftaleno
e o benzo(k)fluoranteno, que séo possiveis carcinogénicos para humanos. Ja o
dibenzo(a,h)antraceno, considerado provavel carcinogénico para humanos, foi
detectado em amostras de aminoacidos, lipideos, agua para injetaveis e glicose
50%. A concentracdo de HPAs foi maior nas emulsdes lipidicas (0,141 — 10,562
mg/L) do que nas demais amostras (0,019 — 1,740 mg/L).

Os 11 HPAs também foram detectados nas bolsas de NP administradas aos
RN. O pireno esteve presente em 37 das 38 amostras analisadas (0,037 — 2,612
mg/L), e o dibenzo(a,h,)antraceno em 20 das 38 amostras analisadas, com valor
médio de 0,482 mg/L. Naftaleno foi encontrado em 30 das 38 amostras,
benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno em 5 amostras concentracées médias de
0,040, 0,082 e 0,123 mgl/L, respectivamente.

Um teste para verificar se ocorreria adsorgcdo dos HPAs na bolsa de EVA foi
realizado. Os resultados mostraram que os HPAs ficaram adsorvidos no polimero da
bolsa quando esta continha um meio mais hidrofilico e o contrario ocorria quando a
bolsa apresentava meio mais lipofilico. Evidenciou-se assim que os HPAs ficaram
adsorvidos no polimero da bolsa de EVA por este apresentar um “ambiente quimico”
mais semelhante "a sua natureza. Este efeito também foi verificado quando ha

auséncia de lipideos na composi¢ao da nutricao parenteral.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por fluorescéncia foi
utilizada para determinar o metabdlito 1-hidroxipireno na urina. O método mostrou-se
suficientemente sensivel para a analise das amostras do estudo.

O metabdlito 1-OHP foi quantificado na urina de 8 dos 10 bebés do grupo
estudo (0,039 — 0,544 pg/L), detectado em todas as urinas deste grupo e nao foi
detectado nas urinas do grupo controle.

Considerando os resultados encontrados nesse trabalho, € razoavel supor
que os RN do grupo estudo tenham sido expostos aos HPAs através da nutricao
parenteral, pois entre os RN do grupo controle, nenhum apresentou niveis
mensuraveis de 1-hidroxipireno na urina.

Considerando a toxicidade dos HPAs e a sua presenca em formulacdes de
administracao parenteral e ainda o grande volume usualmente administrado na NP,
seria muito importante que mais estudos fossem realizados e que limites para HPAs
fossem estabelecidos. A presenca de HPAs na NP administrada a recém-nascidos é

ainda mais relevante, dado que sao os mais vulneraveis a efeitos adversos.
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APENDICES

APENDICE A - Exemplos de espectros obtidos no detector UV-DAD dos HPAs
presentes nas amostras analisadas

Nutricado Parenteral RN 05 ADM 18.02.2015

Sobreposigao do espectro do padrao de naflateno (vermelho) e amostra (azul)
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Sobreposigao do espectro do padrao acenaftileno (vermelho) e amostra (azul)
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Lipovenos MCT 20% lote 16HB0235 09.02.2015

Sobreposigao do espectro do padrao do fluoranteno (cinza) e amostra (azul)
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Sobreposigao do espectro do padrao do benzo(b)fluoranteno (vermelho) e amostra
(azul)
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APENDICE B — Composigdo das bolsas de nutricdo parenteral administradas
aos recém-nascidos selecionados para o estudo

Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 302 Volume Total: 250 ml
Identificacdo.. NPT RN01 ADM 29.01

Composigéao:

Aa pediatrico 10% .................. 100 ml
Agua destilada ....................... 55 ml
Glicose 50% ...coevvvvverernnniiiiieennn. 60 ml
Fosforo organico .......cceeeeeeeenn.. XXX
NaCl 20% ......ccovvvvveeeeeniieeenn, XXX
KCI10% oveeeeeeeieeee e XXX
Sulfato de Mg 50% ......cccevvveeeennnn. XXX
Gluconato de Ca 10% ................ 10 ml
Lipideos 20% ......ccoeeeevevveeeeennnnnn, 25 ml
Oligoelementos Ped. .................. XXX
Vitaminas .....ccooovvveiiiiiiiiii, XXX

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 345 Volume Total: 400 ml
Identificador: NPT RN01 ADM 31.01
Composicao:

Aa pediatrico 10%.........ccouuunn.... 150 ml
Agua destilada ..........c..c........... A7 ml
Glicose 50% ....oovvvevvrvrrnnnnnnnnn. 100 ml
Fosforo organico ............eeeeee.. 5ml
NaCl 20% ....cccccvvvvrrrrrrreeeeene. 1,50 mi
Sulfato de Mg 50% ................ 0,30 ml
KClI10% wevveeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 7,70 mi
Gluconato de Ca 10% ............. 10 ml
Lipideos 20% .........ccevvvvernnnnnes 75 ml
Oligoelementos Ped. ................. 1 ml

Vitaminas ....ooooveeevieeiiniien, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 317 Volume Total: 400 ml
Identificacdo.: NPT RN01 ADM 30.01

Composigéao:

Aa pediatrico 10%.................. 125 mi
Agua destilada .................... 120,60 ml
Glicose 50% ...covvvevrerernnniiiiaeennn. 90 ml
Fosforo organico ..........evveeeennnnn. XXX
NaCl 20% ....coovvveeeeeeieieeen. 4,40 ml
Sulfato de Mg 50% .......cceevvennn.. XXX
KCI10% oveeeeeeeieieeee e, XXX
Gluconato de Ca 10% ................ 10 mi
Lipideos 20% .......cccevvevveevvvnnnnnns 50 ml
Oligoelementos Ped. .................. XXX
Vitaminas .....ccooevvveiiiiiiiii, XXX

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 57 Volume Total: 600,60 ml
Identificador: NPT RN 01 ADM 07.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%.................. 150 ml
Agua destilada ................... 223,40 ml
Glicose 50% ....covvvvverrrrnnnnnnnnnn. 120 mi
Fosforo organico ...........eeeen... 2,50 ml
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 2,90 mi
Sulfato de Mg 50% .................. 0,60 ml
KCI10% wovveeeeeciiieeeeeeee 7,70 ml
Gluconato de Ca 10% ............... 15 ml
Lipideos 20% .......ccceveevveveennnnnns 75 ml
Oligoelementos Ped. .................. 1 ml
Vitaminas ....c.coeeeviiviiiiiieeen 2,50 ml



Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 319 Volume Total: 150 ml
Identificador: NPT RN02 ADM 30.01

Composicao:

Aa pediatrico 10% .......cccccc...... 30 ml
Agua destilada .................... 61,50 ml
Glicose 50% ....coevvvvvevrvrnnnnnnnnnn. 30 ml
Fosforo organico .......cceeeeeeee.n.. XXX

NaCl 20% .....ccoevvvveeeeeiein, XXX

KCI10% oo XXX

Sulfato de Mg 50% ......cccevvveennn.. XXX
Gluconato de Ca 10% ............... 12 ml
Lipideos 20% ........ccccc... 16,50 ml
Oligoelementos Ped. .................. XXX
Vitaminas .....ccooovvveiiiiiiiiii XXX

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 21 Volume Total: 375 ml
Identificador: NPT RN02 ADM 04.02
Composigéao:

Aa pediatrico 10% ........ccvvuenn.... 87 ml
Agua destilada .................. 150,40 ml
Glicose 50% ..covvvvvevrrniiiiiaeeeennn. 78 ml
Fosforo organico ...........eeene... 2,40 ml
NaCl 20% .....cccoeeennrnnrrrirnnnee, 1,20 ml
Sulfato de Mg 50.................... 0,30 ml
KCI10% wovveveeeeeeeeeeeeeeeeeee 4,60 ml
Gluconato de Ca 10% ................ 6 ml
Lipideos 20% ........cceevvvevvvennnnns 42 ml
Oligoelementos Ped. ............. 0,60 ml
Vitaminas ....cooooeveeviviiiniien, 2,50 ml
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Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 349 Volume Total: 299,50 ml
Identificador: NPT RN02 ADM 31.01

Composicao:

Aa pediatrico 10%..........ccceeee.. 75 ml
Agua destilada ........................ 110 ml
Glicose 50% ....coevvvvvevrrrnnnnnnnnnn. 54 ml
Fosforo organico .........cce...... 1,50 ml
NaCl 20% .....ccceeeennnrnnrnrnnnnee, 1,80 ml
Sulfato de Mg 50% ................... XXX
KCI10% wovveeeeeiiieeeeeee 4,60 ml
Gluconato de Ca 10% .............. 12 ml
Lipideos 20% ........ccccccce.. 37,50 ml
Oligoelementos Ped. ............. 0,60 ml
Vitaminas ....c.ooveevviviiiiiieens 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 33 Volume Total: 300 ml
Identificador: NPT RN 02 ADM 05.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%................... 54 ml
Agua destilada ....................... 131 ml
Glicose 50% . .covvvvvererriiniinnn. 66 ml
Foésforo orgéanico .................. 2,40 ml
NaCl 20% ....ccccovvvvvrrrrreeeeeenen. 1,20 ml
Sulfato de Mg 50% ................ 0,20 ml
KCI10% wovveeeeeiieeeeeeee 4,60 ml
Gluconato de Ca 10% .............. 6 ml
Lipideos 20% .........ccc......... 31,50 ml
Oligoelementos Ped. ........... 0,60 ml

Vitaminas ....coooeveeeviviiiiiien, 2,50 m



Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 64 Volume Total: 225,10 ml
Identificador: NPT RN02 ADM 07.02

Composicao:

Aa pediatrico 10% .......ccccce...... 51 ml
Agua destilada ..................... 88,40 ml
Glicose 50% ..coovvvvernrniiiiiaeeeennn. 48 ml
Fosforo organico ...........eeee.... 1,50 ml
NaCl 20% .....cccceeenr v, 0,90 mi
KCI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeee 2,30 ml
Sulfato de Mg 50% ................ 0,20 ml
Gluconato de Ca 10% ........... 4,20 mi
Lipideos 20% ......ccceeevvennnn... 22,50 ml
Oligoelementos Ped. ............. 0,60 ml
Vitaminas ....c.ooeeevviviiiiiiieeens 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 352 Volume Total: 330,70 ml
Identificador: NPT RN03 ADM 31.01

Composicao:

Aa pediatrico 10%.........ccouuunn.... 75 ml
Agua destilada ........................ 105 ml
Glicose 50% ..covvvvvernrniiiiieeeannn. 90 ml
Fosforo organico ................... 1,50 ml
NaCl 20% .....cccoeeennrnnrnrrrnnee, 1,80 ml
Sulfato de Mg 50% ................. 0,20 ml
KCI10% wovveeeeeiiieeeeeee 4,60 ml
Gluconato de Ca 10% ................ 9 mi
Lipideos 20% ........c.ccceeeeeeee 40,50 ml
Oligoelementos Ped. ............. 0,60 ml
Vitaminas ....c.ooeeeviiviiiiiiieen 2,50 ml
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Bolsa de Nutricido Parenteral
Presc. n° 02 Volume Total: 389,50 ml
Identificador: NPT RN03 ADM 02.02

Composicao:

Aa pediatrico 10%.........ccceee.... 90 ml
Agua destilada ..................... 146,90 ml
Glicose 50% ...covvvvvveerriniiiiiaaennn. 90 ml
Fosforo organico ...........eeeen... 1,50 ml
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 1,80 ml
Sulfato de Mg 50% ................. 0,60 ml
KCI10% wevveeeeeiiieeeee e 4,60 ml
Gluconato de Ca 10% ................. 6 ml
Lipideos 20% ........cceevevvvvvevnnnnnns 45 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,60 ml
Vitaminas ......ooeeevviiiiiiiieens 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 60 Volume Total: 150 ml
Identificador: NPT RN 04 ADM 07.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%........ccccc....... 45 ml
Agua destilada ..................... 43,40 ml
Glicose 50% ...coevvvvverernnniiiaeenn. 30 ml
Fosforo organico ...........eeeen... 0,80 ml
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 0,90 mi
Sulfato de Mg 50% ........cccee...... XXX
KCI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeceee, 2,30 ml
Gluconato de Ca 10% ................. 6 ml
Lipideos 20% .......cceeeeeveennnnn. 18,80 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,30 ml

Vitaminas ......ccovevvvieiiiiiiieen, 2,50 ml



Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 91 Volume Total: 260,10 ml
Identificador: NPT RN04 ADM 11.02
Composicao:

Aa pediatrico 10% .......cccuuuen...... 70 ml
Agua destilada ...................... 89,20 ml
Glicose 50% ...coevvvvvererinniiiiaeennn. 56 ml
Fosforo organico ........eeeeceeeeennnn.. 2ml
NaCl 20% .....ccceeeeennenrnnririnneee 0,60 mi
KClI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 3,10 ml
Sulfato de Mg 50% .................. 0,30 ml
Gluconato de Ca 10% ................. 6 ml
Lipideos 20% ........cceveevveveeennnnnns 30 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,40 ml
Vitaminas ......ccovvevviiiiiiiiiee, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 114 Volume Total: 150 ml
Identificador: NPT RN04 ADM 13.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%.........ccevvunnn..... 45 ml
Agua destilada ....................... 36,70 ml
Glicose 50% ...coevvvvvervrinniiaaeennn. 36 ml
Fosforo organico ...........eeee.... 1,50 ml
NaCl 20% ......ccoeeennnrrrrrirrnee 0,40 mi
Sulfato de Mg 50% ........cccce..... XXX
KCI10% woveeeeeeeiieeeeeeeee 1,20 ml
Gluconato de Ca 10% .............. 3,90ml
Lipideos 20% ......ccceeevvennen... 22,50 ml
Oligoelementos Ped. ................ 0,30 ml

Vitaminas ......ccovvvvvieiiiiiiieee, 2,50 ml
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Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 115 Volume Total: 150 ml
Identificador: NPT RN04 ADM 14.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%..........ccceeee.. 45 ml
Agua destilada ....................... 36,70 ml
Glicose 50% ...covvvvveeerinniniiiaeennn. 36 ml
Fosforo organico ..........eeeeennn. 1,50 ml
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 0,40 mi
Sulfato de Mg 50% .................. XXX
KClI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeee 1,20 ml
Gluconato de Ca 10% .............. 3,90 ml
Lipideos 20% .......cceeeeeveennen. 22,50 ml
Oligoelementos Ped................. 0,30 ml
Vitaminas ....c.ooveevviviiiiiieens 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 116 Volume Total: 150 ml
Identificador: NP RN 04 ADM 15.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%........ccccc....... 45 ml
Agua destilada .............c.co......... 62 ml
Glicose 50% ...coevvvvrevernniiiaaeennn. 36 ml
Fosforo organico ...........eeeen... 1,50 ml
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 0,40 mi
Sulfato de Mg 50% .......ccccee..... XXX
KCI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeceee, 1,20 ml
Gluconato de Ca 10% ............. 3,90 ml
Lipideos 20% ........cccevvvvevnnnnnns XXX
Oligoelementos Ped. ............... XXX
Vitaminas ......coooovveiiiiiiiieieeinn, XXX



Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 148 Volume Total: 150 ml
Identificador: NPT RN04 ADM 17.02
Composicao:

Aa pediatrico 10% .......ccccce...... 45 ml
Agua destilada ...................... 36,70 ml
Glicose 50% ...coevvvvvereriniiiiaeenn. 36 ml
Fosforo organico ..........eeeeennn. 1,50 ml
NaCl 20% .....ccceeeeennenrnnririnneee 0,40 mi
KClI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 1,20 ml
Sulfato de Mg 50% ........cccee..... XXX
Gluconato de Ca 10% ............... 3,9 ml
Lipideos 20% ......cceeevvevvnnnnnn... 22,5 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,30 ml
Vitaminas ......ccovvevviiiiiiiiiee, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 123 Volume Total: 330 ml
Identificador: NPT RN05 ADM 13.02
Composigéao:

Aa pediatrico 10% ......cccccce..... 105 ml
Agua destilada ...................... 78,40 ml
Glicose 50% ...coevvvvrerrrniniiiaaennn. 78 ml
Fosforo organico ........ccccevvveeeeee. 3ml
NaCl 20% .....cccoeeennnnnrnniriinnee 0,90 mi
KCI10% woveeeeeeeiieeeeeeeee 4,60 ml
Sulfato de Mg 50% ........cccce..... XXX
Gluconato de Ca 10% ................ 12 ml
Lipideos 20% ......cceeevevevvveeeeennnn, 45 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,60 ml

Vitaminas ......ccovvvvvieiiiiiiieee, 2,50 ml
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Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 124 Volume Total: 330 ml
Identificador: NPT RN05 ADM 14.02
Composigéao:

Aa pediatrico 10%.........ccovuunn.... 105 ml
Agua destilada ...................... 78,40 ml
Glicose 50% ...covvvvveeerinniniiiaeennn. 78 ml
Fosforo organico ........cccceevvvveneee. 3ml
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 0,90 ml
Sulfato de Mg 50% .................. XXX
KCI10% woveeeeeeeiieeeeee e 4,60 ml
Gluconato de Ca 10% ................ 12 ml
Lipideos 20% ........cceevevvvvvevnnnnnns 45 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,60 ml
Vitaminas ......coevvvvieiiiiiieee, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 152 Volume Total: 330 ml
Identificador: NPT RN0O5 ADM 17.02

Composigéao:

Aa pediatrico 10%........c........... 105 ml
Agua destilada ...................... 78,40 ml
Glicose 50% ...covvvvevverriniiiiaeennn. 78 ml
Fosforo organico ........ccccevvvveeneee. 3ml
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 0,90 ml
Sulfato de Mg 50% ........cccee..... XXX
KCI10% wovveeeeeiiieeeeeee 4,60 ml
Gluconato de Ca 10% ................ 12 ml
Lipideos 20% .......cccevvevvevevnnnnnnns 45 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,60 ml
Vitaminas ....c.ooeeevviviiiiiieeens 2,50 ml



Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 169 Volume Total: 224,30 ml
Identificador: NPT RN 05 ADM 18.02

Composicao:

Aa pediatrico 10%........ccccc....... 60 ml
Agua destilada ..................... 64,10 ml
Glicose 50% ...coevvvvvereriniiiiaeenn. 54 ml
Fosforo organico ........ccccevvveeeeee. 3ml
NaCl 20% ......ccoovvvveveeiinn. XXX
Sulfato de Mg 50% ................. 0,170 ml
KCI10% wovveeeeeiieeeee e 4,60 ml
Gluconato de Ca 10% ................. 6 ml
Lipideos 20% ......cceeveeevevveeeennnnn, 30 ml
Oligoelementos Ped. ................. XXX
Vitaminas ......ccovvevviiiiiiiiiee, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 132 Volume Total: 100 ml
Identificador: NPT RN06 ADM 13.02

Composigéao:

Aa pediatrico 10% .........cuuuun...... 20 ml
Agua destilada ...............c..c......... 45 mi
Glicose 50% ...covvvveeverriniiiieaeennn. 20 ml
Fosforo organico ........cccceevvvvvneeeee. XXX
NaCl 20% ......cceovvveeeeeiiin, XXX
KCI10% oveeeeeeeeeeee e XXX
Sulfato de Mg 50% ......ccceevveeennnn. XXX
Gluconato de Ca 10% ................. 4 ml
Lipideos 20% ......cceeevevevvveeeeennnn, 11 ml
Oligoelementos Ped. ................... XXX
Vitaminas .....ccooovvveiiiiiiiiii, XXX
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Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 129 Volume Total: 200 ml
Identificador: NPT RN0O7 ADM 13.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%.........ccevvuenn..... 40 ml
Agua destilada .........c.ccccoeuven.... 90 ml
Glicose 50% ...covvvvveeerinniniiiaeennn. 40 ml
Fosforo organico ........eeeeeeeeennnn.. XXX
NaCl 20% ......ccoovvvevveeiinn. XXX
Sulfato de Mg 50% .......ccccee..... XXX
KCI10% oveeeeeeeeieeee e XXX
Gluconato de Ca 10% .................. 8 ml
Lipideos 20% ........ccevvvvvvevennnnns 22 ml
Oligoelementos Ped. ................. XXX
Vitaminas ......ooooveeiiiiiiiiiiei, XXX

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 130 Volume Total: 280 ml
Identificador: NPT RN0O7 ADM 14.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%..........cccevvunnee. 72 ml
Agua destilada .................... 110,70 ml
Glicose 50% ...covvvveveerrnniiiiiiaeennn. 56 ml
Fosforo organico ........eveevcceeeennnn. XXX
NaCl 20% ......ccoovvvvevvernceenn. XXX
Sulfato de Mg 50% ................. XXX
KCI10% coveeeeeeeieee e XXX
Gluconato de Ca 10% .................. 8 ml
Lipideos 20% .......cccevvevvevevnnnnnnns 30 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,80 ml

Vitaminas ....c.ooeeevviviiiiiieeens 2,50 ml



Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 131 Volume Total: 320 ml
Identificador: NP RN 07 ADM 16.02
Composicao:

Aa pediatrico 10%........ccccc....... 80 ml
Agua destilada .................... 164,50 ml
Glicose 50% ...coevvvvvereriniiiiaeenn. 64 ml
Fosforo organico ........eeeeceeeeennnn.. XXX
NaCl 20% .....cccoevuvrrrrrirreeeeeeee. 3,50 mi
Sulfato de Mg 50% .......ccooeuvnneen. XXX
KCI10% v xxxl
Gluconato de Ca 10% ................. 8 ml
Lipideos 20% ......cceeveeevevveeeennnnn, XXX
Oligoelementos Ped. ................. XXX
Vitaminas ..., XXX

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 156 Volume Total: 400 ml
Identificador: NPT RN0O7 ADM 17.02
Composicao:

Aa pediatrico 10% .......ccccce...... 100 ml
Agua destilada .................... 158,10 ml
Glicose 50% ...coevvvvvervrinniiaaeennn. 80 ml
Fosforo organico ........eveevcceeeennnn. XXX
NaCl 20% .....ccceeennnrrnrrrrinne 3,50 mi
KClI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 3,10 ml
Sulfato de Mg 50% .......cceevvennn.. XXX
Gluconato de Ca 10% .................. 8 ml
Lipideos 20% ......cceeevevevvveeeeennnn, 44 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,80 ml

Vitaminas ......ccovvvvvieiiiiiiieee, 2,50 ml
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Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 166 Volume Total: 314,10 ml
Identificador: NPT RNO7 ADM 18.02

Composicao:

Aa pediatrico 10%.................. 67,50 ml
Agua destilada .................... 131,50 ml
Glicose 50% ...covvvvveeerinniniiiaeennn. 63 ml
Fosforo organico ..........eeeeeenn. 3,60 ml
NaCl 20% .....cccoecvvrrrriirreeeeee. 0,50 mi
Sulfato de Mg 50% ................. 0,20 ml
KCI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 5,20 ml
Gluconato de Ca 10% ............. 6,30 ml
Lipideos 20% .......cceeeeeveennn. 33,80 ml
Oligoelementos Ped. ................ XXX
Vitaminas ......coevvvvieiiiiiieee, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 175 Volume Total: 360 ml
Identificador: NPT RN0O7 ADM 19.02
Composigéao:

Aa pediatrico 10%.........ccceeee.. 90 ml
Agua destilada .................... 132,80 ml
Glicose 50% ...covvvveeeerrininiiiiaennn. 72 ml
Fosforo organico .........eeeeeennn.. 3,60 ml
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 0,50 mi
Sulfato de Mg 50% ................. 0,20 ml
KCI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeceee, 3,50 ml
Gluconato de Ca 10% .........cccc..... 9 mi
Lipideos 20% .......cccevvevvevevnnnnnnns 45 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,90 ml
Vitaminas ....c.ooeeevviviiiiiieeens 2,50 ml



Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 180 Volume Total: 405,10 ml
Identificador: NPT RN 07 ADM 20.02

Composicao:

Aa pediatrico 10%........ccccc....... 90 ml
Agua destilada .................... 182,70 ml
Glicose 50% ...coevvvvvereriniiiiaeenn. 63 ml
Fosforo organico ...........eeene... 3,60 ml
NaCl 20% .....ccceeennnnnrniririreee. 1,90 ml
Sulfato de Mg 50% ................. 0,50 ml
KCI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeee 6,90 ml
Gluconato de Ca 10% ............ 8,10 ml
Lipideos 20% ......cceeveeevevveeeennnnn, 45 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,90 ml
Vitaminas ......ccovvvvvieiiiiiiieee, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 168 Volume Total: 119,60 ml
Identificador: NPT RN08 ADM 18.02
Composigéao:

Aa pediatrico 10% .........cuuuun...... 26 ml
Agua destilada ...................... 38,90 ml
Glicose 50% ..oovvvvvvenrniiiiiieeeeeen, 32 ml
Fosforo organico .........cccevvveneeee. XXX
NaCl 20% ......cceovvveeeeeiiin, XXX
KCI10% v XXX
Sulfato de Mg 50% .......cceevvennn.. XXX
Gluconato de Ca 10% ............. 7,20 ml
Lipideos 20% ......cceeevevevvveeeeennnn, 13 ml
Oligoelementos Ped. .................. XXX
Vitaminas ......ccovvvvvieiiiiiiieee, 2,50 ml
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Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 176 Volume Total: 100 ml
Identificador: NPT RN08 ADM 19.02
Composigéao:

Aa pediatrico 10%.........ccevvuenn..... 20 ml
Agua destilada ...................... 26,10 ml
Glicose 50% ...covvvvveeerinniniiiaeennn. 32 ml
Fosforo organico ........ccccevvvveeneee. XXX
NaCl 20% ......ccovvvveeeecieeeeeee, XXX
Sulfato de Mg 50% ......ccccevveennn.. XXX
KCI10% oveeeeeeeieieeee e, XXX
Gluconato de Ca 10% ................. 8 ml
Lipideos 20% ........cceevevvvvvevnnnnnns 11 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,40 ml
Vitaminas ......ccovevvvieiiiiiieee, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 119 Volume Total: 180 ml
Identificador: NPT RN09 ADM 24.03
Composicao:

Aa pediatrico 10%.........ccceeee.. 50 ml
Agua destilada ...................... 51,80 ml
Glicose 50% ...covvvvvveerriniiieaeennn. 44 mi
Fosforo organico ........eveeeeeeennnn.. XXX
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 1,80 ml
Sulfato de Mg 50% .................. XXX
KCI10% wovveeeeeiieeeeeeee 1,50 mi
Gluconato de Ca 10% .................. 8 ml
Lipideos 20% .......cccevvevvevevnnnnnnns 20 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,40 ml

Vitaminas ....c.ooeeevviviiiiiieeens 2,50 ml



Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 148 Volume Total: 179,90 ml
Identificador: NPT RN 09 ADM 28.03

Composicao:

Aa pediatrico 10%........ccccc....... 50 ml
Agua destilada...................... 54,20 ml
Glicose 50% ...coevvvvvereriniiiiaeenn. 40 ml
Fosforo organico ..........eeeeeenn.. 1,60 ml
NaCl 20% .....cccooeennnnnrrrrrrnnnnee. 0,20 mi
Sulfato de Mg 50% ................. 0,170 ml
KCI10% wovveeeeeiieeeee e 1,50 mi
Gluconato de Ca 10% ............. 4,40 ml
Lipideos 20% ......cceeveeevevveeeennnnn, 25 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,40 ml
Vitaminas ......ccovvvvviiiiiiiiieen, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 181 Volume Total: 139,80 ml
Identificador: NPT RN09 ADM 31.03

Composicao:

Aa pediatrico 10% .........cuuuun...... 50 ml
Agua destilada ...................... 23,90 ml
Glicose 50% ...coevvvvrvrerniiiiiaaeennn. 36 ml
Fosforo organico ........eeeeeeeeennnn.. 1ml
NaCl 20% ..cccovveeeeeeeeeiiiieeeeen, 0,60 mi
KCI10% woveeeeeeeiieeeeeeeee 1,50 mi
Sulfato de Mg 50% .................. 0,170 ml
Gluconato de Ca 10% .................. 4 ml
Lipideos 20% ......cceeevevevvveeeeennnn, 20 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,20 ml

Vitaminas ......ccovvvvvieiiiiiiieee, 2,50 ml

111

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 12 Volume Total: 100,10 ml
Identificador: NPT RN09 ADM 02.04
Composigéao:

Aa pediatrico 10%.........ccevvuenn..... 30 ml
Agua destilada .............cococ......... 20 ml
Glicose 50% ...covvvvveeerinniniiiaeennn. 28 ml
Fosforo organico ........ccccevvvveeneee. XXX
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 1,20 ml
Sulfato de Mg 50% .......cccevvenen... XXX
KCI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 0,80 ml
Gluconato de Ca 10% ................. 2 mi
Lipideos 20% ........cceevevvvvvevnnnnnns 15 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,60 ml
Vitaminas ......coveevviiiiiiiiiee, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral

N°: 117 Volume Total: 100 ml
Identificador: NPT RN10 ADM 24.03
Composigéao:

Aa pediatrico 10%.........ccceeee.. 20 ml
Agua destilada ............cccoco........ 39 ml
Glicose 50% ...covvvveveerrrniiiiiaeennn. 20 ml
Fosforo organico ........ccceevvveneeee. 1 mi
NaCl 20% .....cccoeeeennnnnrrrirrnnee. 0,60 ml
Sulfato de Mg 50% .......ccccee..... XXX
KCI10% wovvveeeeeeeeeeeeeeeeceee, 1,50 mi
Gluconato de Ca 10% ................. 4 ml
Lipideos 20% .......cccevvevvevevnnnnnnns 11 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,40 ml
Vitaminas ....c.ooeeevviviiiiiieeens 2,50 ml



Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 142 Volume Total: 180,50 ml
Identificador: NPT RN 10 ADM 28.03

Composicao:

Aa pediatrico 10%........ccccc....... 60 ml
Agua destilada ...................... 36,80 ml
Glicose 50% ...oovvveveererniiiiiaeennn. 44 mi
Fosforo organico ........ceeeeeeennn.. 2ml
NaCl 20% .....ccceeeenenrrrnrirnneee, 0,60 mi
Sulfato de Magnésio 50% ......... XXX
KCI10% ovveeeeeeeeieee e XXX
Gluconato de Ca 10% ................. 4 ml
Lipideos 20% ......cceeveeevevveeeennnnn, 30 ml
Oligoelementos Ped. ............... 0,60 ml
Vitaminas ......ccovvvvviiiiiiiiieen, 2,50 ml

Bolsa de Nutricdo Parenteral
N°: 179 Volume Total: 125 ml
Identificador: NPT RN10 ADM 31.03

Composicao:

Aa pediatrico 10% .......ccovveeeeeeeeennnn. 25 mi
Agua destilada .........c.cooeeeeuennnn.. 50,70 ml
Glicose 50% .....cooeveeeeeeci 25 ml
Fésforo organico ......cceeeeeeeeeeeeeeen. 1,30 ml
NaCl 20% ..cccvvveeeeeeeeciieieeee e 0,70 mi
KCI10% weveeeeeeeiieeeeee e, 1,90 ml
Sulfato de Mg 50% .......coovvvriiieiinnnns XXX
Gluconatode Ca 10% ......c.ccceune.... 2,50 ml
Lipideos 20% ......cceevveeeeeeeeeiiinn, 15 ml
Oligoelementos Ped. .........ccceveeene. 0,40 ml

ViItaminas .....ooooveeevieieee e, 2,50 ml
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APENDICE C - Composicdo da nutrigio parenteral preparada em nosso
laboratério e utilizada para o teste de adsor¢ao dos HPAs

Bolsa de Nutricdo Parenteral

Volume Total: 50 ml

Composicao:

Aa pediatrico 10% ......coovveeeeeeeinnnnnnen. 10,80 ml
Agua destilada .........c.ccoccveeeeeceinnn 8,71 ml
GlicoSE 50% .ovneeeeeeeeeeeeeeee 8,64 ml
Fosforo organico ........evveeccieeiieeeeneen, 0,18 ml
NaCI 20% ... 0,18 mi
KClE10% woveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 0,54 mi
Sulfato de Mg 50% ......ccvvvvevrvrennnnnnnn. 0,18 ml
Gluconatode Ca 10% ......ccceevvvvneennn. 1,44 ml
Lipideos 20% ......ccoeveeeeeeeeeeeeeiinn. 5,40 ml
Oligoelementos Ped. .........ccccceeeennnnn. 0,07 ml

VIaminas ..., 0,61 ml
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APENDICE D - Concentragido dos HPAs utilizados para preparar o mix do teste
de adsorcgao

HPAs Concentragao (mg/L)
Naftaleno 1,00
Acenaftileno 1,00
Acenafteno 1,00
Fluoreno 2,00
Fenantreno 0,80
Antraceno 0,40
Fluoranteno 4,00
Pireno 2,00
Benzo(a)antraceno 1,20
Criseno 1,44
Benzo(b)fluoranteno 1,44
Benzo(k)fluoranteno 2,00
Benzo(a)pireno 2,40
Dibenzo(a,h)antraceno 4,02

Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,80
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APENDICE E - Protocolo para coleta de dados

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS
PREMATUROS - UTI - NEONATAL

IDENTIFICAGAO:

RN n°

Data Internacéo:

Idade Gestacional: Peso ao nascer:

Sexo:

1° dia da coleta — Data:

Determinacao dos HPAs

Urina Medicamentos
Tipo Horario
1)
2)
3)
Urina/ 24h

Creatinina sérica
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APENDICE F - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (RES. MS no 196/96)

Titulo do estudo: Avaliacdo do risco de contaminagdo por hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) em medicamentos armazenados em recipientes com

partes de borracha

Pesquisador(res) responsavel(eis): Prof.? Dr.2 Denise Bohrer do Nascimento
Instituicao/Departamento: UFSM — Departamento de Quimica

Telefone para contato: (055) 3220-8870

Local da coleta de dados: HUSM — UTI| — Neonatal

As informagdes contidas neste documento de consentimento livre e esclarecido
serao fornecidas pela pesquisadora e responsavel pelo projeto Prof.?2 Dr.? Denise
Bohrer do Nascimento, com o objetivo de esclarecer os pais ou responsaveis pelo
recém-nascido, sobre o objetivo da pesquisa, os procedimentos que serao utilizados
€ seu proposito, os desconfortos e riscos esperados e os beneficios que podem ser

obtidos com esse estudo.

O nome deste projeto é: “Avaliagdo do risco de contaminagdao por
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em medicamentos
armazenados em recipientes com partes de borracha” e com ele pretendemos
verificar a presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos que possam estar
presentes na urina dos bebés. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sao
substancias quimicas que podem estar presentes na borracha das tampas dos

medicamentos injetaveis e também na borracha dos émbolos das seringas plasticas.
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Estas substancias sdo consideradas contaminantes destes medicamentos, pois
podem causar danos a saude e podem ser encontrados na urina, uma vez que sao
eliminados dessa forma. Para a realizagao deste estudo sera coletada uma pequena
amostra de urina e dos remédios que os bebés tomam. Como ha a coleta de urina
para realizagcao de exames de rotina no hospital, nesse momento sera solicitado um
pouquinho mais para este projeto. A urina é um produto eliminado pelo bebé de
forma natural, sendo assim, a coleta de urina ndo causara nenhum risco ou dor ao
bebé. Apenas sera necessario colocar um saco plastico na regidao das fraldas e
esperar que o bebé faca xixi espontaneamente. A colocacdo do saco é um
procedimento simples e n&o causa dor ao bebé nem qualquer tipo de prejuizo para a
sua saude. Os senhores (pais ou responsaveis) e os participantes, ndo gastarao
nada para participar do estudo, nem receberdo dinheiro ou qualquer outro prémio.
Assim como asseguramos que seus nomes ou o do bebé (confidencialidade) néo
aparecerao em nenhum momento. Os senhores poderdo pedir qualquer tipo de
esclarecimento sobre a pesquisa e retirar o seu consentimento, caso assim
desejarem sem qualquer tipo de penalizagdo ou prejuizo para si ou ao cuidado do
seu filho. Assim se o Sr.(a) aceitar a participagdo do seu filho(a) nesta pesquisa, por

favor preencha os espacgos abaixo:

Mediante estes esclarecimentos, eu

portador da carteira de identidade numero autorizo a
participacdo do meu filho/aceito participar nessa pesquisa.
Santa Mairia, / /

Coordenadora do projeto:

Prof.2 Dr.2 Denise Bohrer do Nascimento

Endereco profissional:

Universidade Federal de Santa Maria — UFSM

Campus Universitario — Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Prédio 15 — Laboratério Lachem

Fone/Fax: (055) 3220-8870
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Comité de Etica em Pesquisa

Avenida Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria — Sala Comité de Etica
Cidade Universitaria — Bairro Camobi CEP: 97105-900 Santa Maria — RS
Fone: (55) 3220-9362 Fax: (55) 3220-8009

Email: cep.ufsm@gmail.com
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APENDICE G - Cromatograma da figura 20 em escala logaritmica

Figura 20 — Cromatograma de uma amostra de urina apds extracéo e clean-up

segundo MARDER (2010) utilizando CLAE em fase reversa e detecgdo por
fluorescéncia (em escala logaritmica)

Log Sinal

1-OHP

11

10
Log Tempo

Coluna Luna C18 25cm, 4,6mm, 5um (d.i.); fase movel: acetonitrila (70%):agua (30%); fluxo: 0,8
mL/min.; A excitagdo: 242 nm, A emissao: 388 nm



