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RESUMO

Bario em solugbes de nutricdo parenteral e medicamentos: origem, niveis de
contaminacdo e avaliagdo da distribui¢cdo no organismo em modelo animal.

Autor(a): Vanessa Domingues Mdrschbécher
Orientador(a): Dr® Denise Bohrer Nascimento

A contaminacdo por Bério (Ba) em solugdes para nutricdo parenteral (NP) e em
medicamentos foi estudada. A concentracdo de Ba foi determinada por F-AAS em
embalagens de vidro e plastico que armazenam estas formulag¢fes, uma vez que, 0S COmpostos
de Ba podem ser usados como matérias-primas destes materiais. As NP e 0os medicamentos
utilizados nos recém-nascidos prematuros da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) Neonatal do
Hospital da Universidade Federal de Santa Maria (HUSM) foram analisados por GF-AAS.

Os recipientes de vidro, frascos e ampolas, apresentaram de 4,1 mg/g a 4,9 mg/g de
Ba. Bolsas de PVC e frascos de polietileno apresentaram 0,15 mg/g e 0,04 mg/g de Ba,
respectivamente. Nas tampas de borracha entre 0,02 mg/g e 0,04 mg/g Ba foi encontrado, e
4,4 mg/g de Ba foi medido nos émbolos das seringas.

As solucdes comerciais de NP, com excecdo das solucdes salinas de KCI e NaCl,
apresentaram Ba como contaminante. As concentracfes variaram entre 27 ug/L e 262 ug/L,
sendo que, vitaminas, sulfato de magnésio, gluconato de calcio e aminoacidos pediatricos
encontraram-se mais contaminados. Constatou-se que as solugdes de NP preparadas e
armazenadas nas bolsas, apresentaram uma maior contaminacdo do que seria o esperado pela
contribuicdo de cada constituinte individualmente. As fragdes das solugdes de NP das buretas,
que € um dispositivo ligado as bolsas para auxiliar no controle do volume a ser administrado,
se mostraram mais contaminadas por Ba que as respectivas bolsas, concluindo-se que a
preparacdo e adicdo de medicamentos nas solucdes deste compartimento aumenta
significantemente a quantidade de Ba. A maioria dos medicamentos estudados ndo apresentou
contaminacdo por Ba. Entretanto, ap6s diluicdo nas seringas, concentracdes entre 87 e 585
pg/L foram encontradas nas amostras de fosfato dissédico de dexametasona, sulfato de

amicacina e sulfato de gentamicina. Como 0s medicamentos armazenados nas seringas



permanecem em contato direto, por varios dias, com o émbolo, esta deve ser a origem do Ba
nos medicamentos analisados.

Ensaios de contato entre uma resina de troca i6nica condicionada com Ba e solucdes
dos constituintes das NP e dos medicamentos foram realizados para simular a interagcdo dos
compostos com o Ba das embalagens.Os resultados mostraram que o gluconato de célcio e o
acido citrico foram os que mais interagiram com o metal, retirando-o da resina em maior
quantidade e tranferindo-o para as solucdes. Estes resultados comprovaram que o Ba pode ser
extraido das embalagens para as solucdes pelos constituintes das NP e dos medicamentos.

Experimentos em modelo animal foram realizados para verificar os efeitos do Ba no
organismo vivo quando administrado diretamente na corrente sanguinea, como é o caso das
formulagdes parenterais. A dose letal 50 (DL50) de 9,6 mg/kg do BaCl, em ratas Wistar por
via intraperitoneal foi determinada devido a necessidade de se conhecer uma dosagem segura
a ser administrada no estudo sobre o efeito do Ba no organismo e o por ndo ter sido
encontrado na literatura valores concordantes. Apds este estudo, ratos machos adultos Wistar
foram submetidos aos tratamentos com Ba combinados ou ndo com citrato de sodio e
gluconato de célcio. Posteriormente a 30 administracbes os animais foram sacrificados e
amostras de rim, figado, coracdo, 0sso do fémur, musculo da coxa e sangue foram coletados.

Vérios procedimentos para a digestdo dos tecidos foram testados para suprimir, o
méaximo possivel, a interferéncia causada pela matriz na determinacéo do Ba por GF-AAS. O
procedimento mais adequado foi o qual se digeriu as amostras com 1 mL de HNO; e se
realizou as analise com calibracdo por adicdo do padréo.Os resultados mostraram a deposicéo
do metal no masculo, 0sso e precipitado sanguineo. Quando o Ba foi administrado juntamente
com o citrato, observou-se um aumento significativo na deposicdo total do Ba no organismo,
sendo que o metal foi encontrado predominantemente nos 0ssos. Ja o tratamento com Ba
combinado com o gluconato diminuiu o acumulo total deste metal no organismo, mas também
favoreceu a deposicdo nos 0ssos. Esses compostos ajudaram a amenizar a deposic¢éo do Ba no
musculo e precipitado sanguineo com relacdo a administracdo apenas de Ba.

Este estudo mostrou a contaminacdo de Ba em NP e em alguns medicamentos,
proveniente das embalagens que os armazenam. Sendo o citrato, utilizado em muitos
medicamentos, contribuinte para uma maior absor¢do no organismo. A gravidade disso é
devido ao grande potencial de toxicidade do Ba e a forma direta em que este metal €

administrado em pacientes debilitados.



ABSTRACT

Barium in parenteral nutrition solutions and drugs: origins, contamination level
and distribution evaluation in organism on animal models.

Author: Vanessa Domingues Maérschbacher

Academic Supervisor: Dr* Denise Bohrer Nascimento

Barium (Ba) contamination in solution for parenteral nutrition (PN) and drugs was
studied. The concentration of Ba was determined by F-AAS in glass and plastic packaging
used to store the formulations, since the compounds of Ba can be used as material raw of
these materials. PN and drugs administered to preterm infants in the neonatal Intensive Care
Unit (ICN) of the Hospital of Federal University of Santa Maria (HUSM) were analyzed by
GF-AAS.

Glass containers, bottles and ampoules, showed from 4.1 mg/g to 4.9 mg/g of Ba. PVC
bags and polyethylene bottles showed from 0.15 mg/g to 0.04 mg/g of Ba, respectively. In
rubber stoppers were found between 0.02 mg/g and 0.04 mg/g of Ba, and 4.4 mg/g of Ba was
measured in the plunger of the syringes. Commercial solutions of the constituents of PN, with
exception of solutions of KCI and NaCl, showed Ba as a contaminant. The concentration
ranged from 27 pg/L and 262 ug/L, and the most contaminated formulations were: vitamins,
magnesium sulfate, calcium gluconate and amino acid pediatric. It was found that the PN
solution prepared and stored in bags were more contaminated than would be expected for the
contribution of each individual constituent. The fractions of PN solutions that remained in
burettes, which is a device connected to the bag to help control volume to be administered,
were more contaminated by Ba that their respective bags, concluding that the preparation and
addition of drugs in the solutions in this compartment significantly increases the amount of
Ba. The drugs studied showed no contamination by Ba. However, after dilution in syringes,
concentration between 87 and 585 ug/L were found in samples of dexamethasone disodium
phosphate, amikacin sulfate and gentamicin sulfate. As drugs stored in syringes remained in
direct contact, for several days, with the rubber plungers, this must be the source of Ba in the
analyzed drugs.

Contact testing using an ion-exchange resin conditioned with Ba and solutions of

constituents of the PN solutions and the drugs were performed to simulate the interaction of



the compounds with Ba packaging. The test results showed that calcium gluconate and citric
acid were the constituents of PN and drugs that interacted with Ba at most, removing greater
amount of the metal form the resin. These results confirmed that the Ba can be removed from
the packaging material into solutions by action of constituents of PN solutions.

Experiments in animal model were carried out to verify the effect of Ba in the living
organism when directly administered into the bloodstream, as it occurs in the administration
of PN solutions. The lethal dose 50 (LD 50) of 9.6 mg/kg was determined for the BaCl; in
adult female Wister rats by intraperitoneal via due to the need to know a safe dosage to be
administered in the study on the effect of Ba in organism and has not been consistent values
in literature. After this study, adult male Wister rats were subjected to treatment with Ba
combined or not with sodium citrate and calcium gluconate. Posteriorly 30 administrations
the animals were sacrificed, then, samples of brain, heart, liver, kidney, muscle, bone and
blood were collected. Several procedures for digestion of tissue were tested to suppress, as
much as possible, the interference caused by matrix in determination of Ba by GF-AAS. The
most suitable procedure which was digestion sample with 1 mL of HNO; and analysis was
carried out the standard addition calibration.

The results of the administration of Ba combined or not with gluconate calcium and
sodium citrate showed the deposition of metal in tissue such as muscle, bone and blood
precipitated. When the Ba was administered together with citrate, there was a significant
increase in total deposition of Ba in the body, and the metal was found predominantly in the
bones. The treatment with Ba combined with gluconate decreased the total accumulation of
this metal in the body, but also favored the deposition in the bones. These compounds helped
to soften the deposition of Ba in the muscle and blood precipitated regarding the
administration with only Ba.

This study showed the contamination of Ba in PN and some medicines from the
packaging that it store. Since the sodium citrate, used in many drugs, contributing to a greater
absorption in the body. The severity of this is due to the large potential toxicity of Ba direct

way in which this metal is administrated in debilitated patients.
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1 INTRODUCAO

Os compostos sollveis de Ba sdo extremamente toxicos, pois este metal possui um
grande potencial de absorcdo pelo organismo (IPCS-ICHEM, 2001). O Ba esta presente na
constituicdo de vidros na forma de 6xidos, e na constituicdo de plasticos como aditivos, em
forma de sabGes. Esses materiais sdo utilizados na industria farmacéutica como embalagens
para armazenar NP e medicamentos (AVIS, 1986; MANO e MENDES, 2004).

A prética da administracdo parenteral, tanto de nutrientes quanto de medicamentos, €
bastante comum em pacientes debilitados que estdo impossibilitados de utilizar a via oral ou
ainda pela necessidade de uma répida acdo do medicamento (WAITABERG, 1995;
HANSON, 1992). O risco desta préatica esta na presenga de contaminantes que, dependendo
de sua natureza, podem causar graves danos por causa da forma direta (corrente sanguinea) de
administracdo (BERTAGNOLLI, 2008).

Existem poucos estudos sobre a contaminacdo de metais em solucdes para NP e em
medicamentos principalmente referentes ao Ba e sobre os seus efeitos no organismo. No
entanto, trabalhos anteriores mostraram uma significativa contaminacédo das solucfes de NP
por metais como cromo, chumbo, arsénio, bario, germéanio, aluminio e manganés
(BUCHMAN, 2001). Esta contaminacdo pode levar a deposicdo em Orgdos e,
consequentemente, as anomalias e aos danos em pacientes submetidos a tratamento com tais
solucdes.

Os contaminantes podem ser provenientes da matéria-prima, de aditivos ou da
decomposicado dos constituintes das formulagdes (BOHRER et al., 2002a; BOHRER et al.,
2003). Também, podem ser oriundos dos solventes residuais, embalagens (frascos e/ou
tampas) e materiais particulados. O processo de lixiviacdo pode implicar na passagem de
metais constituintes das embalagens a solugcdo e interagir com componentes com maior
afinidade.

Dependendo da fonte, um mesmo produto, proveniente de lotes diferentes, pode
apresentar variagdes na concentracdo dos contaminantes (BOHRER et al., 2003). O tipo de
frasco em que o produto foi embalado também pode ser outro fator de contaminagdo. As
tampas de borracha também podem contribuir para um aumento da contaminagcdo por metais,

pois a borracha é uma mistura complexa de diversos constituintes.
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Assim, apesar de muitos contaminantes das formulacGes farmacéuticas se
apresentarem em niveis tracos, quando sdo administrados em pacientes debilitados e com
problemas de salde, podem oferecer alto risco de toxicidade e um potencial de acimulo
(BOHRER, 2008).

Neste trabalho determinou-se a quantidade de Ba presente nas embalagens plasticas e
de vidro que armazenam as formulacGes farmacéuticas de uso parenteral. Estudou-se a
contaminacé@o por Ba em solugfes para nutricdo e medicamentos de uso parenteral. E, estes
resultados foram comparados com a concentracdo de Ba obtidos nas solucdes de NP
preparadas a partir dessas formulaces comerciais e medicamentos que foram diluidos para
serem administrados aos pacientes da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) - Neonatal do
Hospital da Universidade Federal de Santa Maria (HUSM).

A interacdo entre os constituintes das NP e medicamentos foi investigada atraves de
um ensaio de contato entre estes e uma resina de troca idnica condicionada com Ba.

O comportamento toxico do Ba foi avaliado apos sua administracdo no organismo de
ratos Wistar por via intraperitoneal. O efeito do gluconato de célcio e citrato de sodio na

deposicéo deste metal nos diversos tecidos também foi analisado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bario

Ba é um denso metal alcalino terroso, quinto elemento do Grupo 2 da tabela periddica
com namero atdbmico 56 e massa atdbmica 137,34 (LEE, 1999; PURDEY, 2004; IPCS-
INCHEM, 2001).

O Ba é um metal branco prateado, maledvel e ductil, que é estavel em ar seco, mas
oxida rapidamente em ar umido reagindo com a agua, formando 6xido ou hidroxido e funde a
710°C (IPCS-INCHEM, 2001; VOGEL, 1981; JOURDAN et al., 2000). Ele ndo é encontrado
na natureza na forma elementar, mas ocorre como cation divalente em combinacdo com
outros elementos. Comumente sdo encontradas duas formas de Ba, sulfato de Ba e carbonato
de Ba em depdsitos subterraneos de mineérios, sendo a barita, o0 mineral através do qual é
produzido o sulfato de Ba.

Minerios de Ba sdo explorados por varias aplicagdes industriais, agricultura e médica
(PURDEY,,2004). O sulfato de Ba insoluvel é usado em suspensdo como contraste radiolégico
na medicina de humanos e na veterinaria, enquanto que os sais soliveis de Ba (acetato,
sulfitos, carbonatos, cloretos, hidréxidos, nitratos) sdo altamente tdxicos e usados
extensivamente pela industria, exército e agricultura, para a fabricacdo de papéis, de
pesticidas, de borrachas, de ligas de metal/aco, de eletrodos de soldagem, de tintas, de tecidos,
couro, aditivos de combustiveis, componentes de TV/eletrénicos, ceramicas, vidros, sabdes,
de colas, entre outros.

Emissdes de Ba na atmosfera podem ser resultados da mineracgéo, refino, ou processos
do mineral de Ba, durante a queima de carvdo e combustiveis fosseis (IPCS-INCHEM, 2001).
Ele também é descartado em esgotos através de processos industriais e atravées das atividades
humanas na eliminacdo de cinzas de residuos doméstico em aterros.

No solo o Ba substitui outros compostos, como dioxido de manganés, dioxido de
silicio e diéxido de titanio sob condicdes tipicas do meio (IPCS-INCHEM, 2001). Contudo
outros metais destrocam o0 Ba como o 6xido de aluminio (MCCOMISH & ONG, 1988 apud
CHOUDHURY & CARY, 2001). Apesar de concentracdes relativamente altas nos solos,

somente uma quantidade limitada de Ba acumula-se nas plantas. Este metal é ativamente
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absorvido pelos legumes, leguminosas, plantas forrageiras, noz preta (Juglans nigra), noz
amarga (Carya sp.), castanha do Brasil (Bertholletia excelsa), Douglas-fir (Pseudotsuga
menzesii) e plantas do género Astragallu. Também, tem-se observado o acimulo de Ba em
cogumelos.

O Ba presente em aguas varia dependendo das condi¢des geoldgicas regionais (IPCS-
INCHEM, 2001). O Ba soluvel e particulas em suspenséo podem ser transportados por longas
distancias pelos rios, dependendo das taxas de fluxo e sedimenta¢do. Enquanto algumas
concentracdes do metal sdo removidas através de precipitacdo trocando com o solo, ou outros
processos, quantidades de Ba da superficie das dguas que, finalmente, atingem os oceanos.
Uma vez que fontes de dgua doce descarregam nas aguas do mar, ions de Ba e de sulfatos
presentes nas aguas salgadas formam sulfato de Ba. A concentracdo marinha geralmente
aumenta com a profundidade, sugerindo que o Ba pode ser incorporado aos organismos na
zona eufoética e, subsequentemente, sedimentado e liberado em &guas ainda mais profundas.
Em meio marinho contaminado com metais pesados, Guthrie et al. (1979) mensuraram
concentracdes de Ba de 7,7 mg/L em aguas e 131,0 mg/kg por massa de sedimento.

A rota mais importante de exposicdo ao Ba é através da ingestdo de agua e alimentos
(IPCS-INCHEM, 2001). Particulas contendo Ba podem ser inaladas para o pulm&o, mas
pouco se conhece em relagdo a absorcdo por esta via. Schroeder et al. (1972) estimaram a
dose diaria total de 1,33 mg/dia, incluindo alimentos, dgua e ar (0,001 mg). Estudos em ratos
usando sal soluvel (cloreto de Ba) tém indicado que ions de Ba sdo distribuidos pelo sangue e
depositados primeiramente no esqueleto. A principal rota de eliminacdo imediata a
administracao oral, a inalacdo ou a intraqueal é nas fezes. Seguido da introducéo pelo trato
respiratorio o aparecimento de sulfato de Ba nas fezes representa a depuracdo mucociliar dos

pulmdes e subsequente ingestéo.

2.1.1 Toxicologia

A intoxicacdo aguda por sulfato de Ba e por outros compostos deste metal € rara,
havendo limitadas citacdes na literatura internacional, envolvendo situacfes de tentativa de
suicidio (PELISSER-ALICOT et al., 1999).

O Ba ndo é considerado um elemento essencial e dependendo da sua forma quimica

pode ser toxico, principalmente quando presente em sais soluveis (GONCALVES et al.,
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2009). Estes aspectos quimicos foram observados no caso Celobar, ocorrido no Brasil em
2003, em que pacientes ao invés de ingerir um medicamento baseado em sulfato de Ba para
melhorar o contraste nas radiografias, consumiram um medicamento cuja sintese foi realizada
com carbonato de Ba, sendo este insolivel em agua, mas facilmente dissolvido em &cido
diluido. Entdo, a incompleta solubilizacdo da matéria-prima resultou na biodisponibilidade do
Ba no organismo causando efeito toxico letal.

O sulfato de Ba, insoltvel, ndo é absorvido no trato gastrintestinal (TGI) em condi¢des
rotineiras de administracdo, por via oral como contraste radiopaco para radiografias, em doses
que podem chegar até 450 g/por pessoa (PELISSER-ALICOT et al., 1999). Entretanto, pode
ser parcialmente absorvido se houver lesdo do TGI ou obstipacéo intestinal.

A toxicocinética dos ions de Ba é a mesma para seus sais e bases soluveis (cloreto,
nitrato, carbonato, sulfeto, hidréxido) (CUNHA, 2006 apud IPCS-INCHEM, 2001; AMDUR
& KLAASSEN, 1991; ELLENHORN, 1997). Compostos, como o nitrato e o hidréxido, séo
irritantes locais da pele, pulmdes e TGI.

Dentre os sinais e sintomas de intoxicacdo, a exposi¢cdo a compostos sollveis do Ba
pode levar a efeitos toxicos em varios sistemas fisiologicos, incluindo o gastrintestinal
(salivacdo, nausea, vomito, diarreia aquosa, intensa dor abdominal, aumento do peristaltismo
ou movimento intestinal); o sistema nervoso (midriase, ansiedade, parestesia circumoral e
periférica, diminuicdo de reflexos profundos de tenddes, cefaleia, confusdo e convulsdo); o
sistema respiratério (insuficiéncia respiratoria e edema pulmonar); o sistema cardiaco
(aumento da automaticidade ou do ritmo, hipertensdo, arritmias — contraces ventriculares
prematuras, prolongamento do intervalo QT, taquicardia ventricular, fibrilacdo ventricular e
assistolia; e o sistema muscular (mioclonia, mialgias ou dores musculares, rigidez, paralisia,
disartria ou dificuldade de articulacdo e paralisia flacida (com fraqueza muscular)) (IPCS-
INCHEM, 2001).

A ingestdo oral desde 0,8 a 1,5 g de composto soltvel do Ba pode levar a paralisia por
hipocalemia (diminuicdo do potassio) e morte. O Ba estimula inicialmente a musculatura
estriada, cardiaca e lisa e diminui 0 potassio sérico, que é forcado a permanecer dentro das
células (CUNHA, 2006). Na sequéncia, ha fraqueza muscular resultante da despolarizacéo
direta e bloqueio neuromuscular. Dentro de 1 a 2 horas apds ingestdo de algum composto
soluvel de Ba, os pacientes apresentam formigamento ao redor da boca, diarreia, vomito e dor
abdominal intensa, tipo colica. Usualmente observa-se também hipertenséo arterial. Em 2 a 3
horas o formigamento migra para as faces e para as maos, as rea¢6es pupilares sdo diminuidas

ou impedidas, os reflexos musculares ficam deprimidos e a flacidez muscular comeca nas
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extremidades superiores e inferiores. Em alguns casos, quadriplegia flacida completa aparece
dentro de poucas horas; em outros, a paralisia torna-se grave no segundo dia da intoxicacdo. A
sensibilidade é sempre preservada. Na maioria dos casos 0s sintomas desaparecem em 24
horas e os pacientes podem receber alta em 48 horas. Em alguns pacientes a paralisia
muscular e a fraqueza podem persistir por mais de uma semana. O prognostico em longo
prazo é favoravel, mas a sindrome aguda, que pode incluir arritmia cardiaca, pode ser fatal e
deve ser prontamente tratada. A morte pode sobrevir em poucas horas, em consequéncia da
parada cardiaca e paralisia respiratoria, a ndo ser que um vigoroso tratamento com
administracdo de potéssio intravenoso seja conduzido.

E necessario fazer diagnostico diferencial frente a outras circunstancias que podem
levar a sintomatologia semelhante aquela provocada pelo Ba, tais como o0 envenenamento
pelo peixe ciguatera, o envenenamento paralitico e neurotoxico pelo peixe baiacu, botulismo,
difteria, paralisia periodica hipocalémica familiar, paralisia tirotoxica periddica, sindrome de
Guillain-Barré e gastrenterite (IPCS-INCHEM, 2001). Como critério complementar de
diagnostico, a radiografia do abdémen deve indicar a presenca de produto radiopaco no
intestino delgado e cdlon; concentragcdes sanguineas de Ba elevadas sdo bons indicadores de

absorcdo de composto baritado.

2.2 Nutricéo Parenteral (NP)

NP é definida como solucdo ou emulsdo estéril e apirogénica, composta por
carboidratos, aminoacidos, lipideos, vitaminas e minerais, destinada a administracdo
intravenosa, visando a sintese ou manutencdo dos tecidos, 6rgaos ou sistemas. A NP consiste
no aporte de substancias nutritivas para satisfazer as necessidades nutricionais diarias do
paciente (BERTOL et al., 2006).

A historia da NP comecou a ser tracada por volta de 1600 quando Sir Christopher
Wren infundiu vinho e cerveja na corrente sanguinea de um cdo. Apos este episddio se
passaram mais de 300 anos para surgir com Dr. Latta, em 1931, solu¢des venosas contendo
carboidrato, cloreto de sédio e agua para tratamento de algumas doencas como a cOlera
(RIBEIRO, 2007). A era moderna da NP comecou em 1968, quando Stanley Dudrick

demonstrou que filhotes de cdes da raca Beagle, sob NP total e exclusiva cresceram de
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maneira igual a seus controles ingerindo racdo canina. Dudrick foi um dos maiores

colaboradores para o desenvolvimento da NP moderna.

2.2.1 Indicacéo

Este tipo de nutricdo pode ser realizado de forma total ou parcial. NP parcial se aplica

a individuos capazes de se manter parcialmente por via oral, mas que necessitam de alguma

assisténcia e apoio através de outros meios (HARRAKI et al., 1995). E prescrita a pacientes

portadores de diversas doencas complexas como cancer ou AIDS, para pacientes cirdrgicos,

pré e pos-operatorio, e pacientes pediatricos.

2.2.2 Principais Componentes

Uma NP total tipica pode ser representada pela composicao abaixo (Dl et al., 2009)

Solucéo de aminoacidos totais
Solucéo de glicose

Coreto de sddio

Cloreto de potassio

Fosfato de potéassio

Gluconato de calcio

Sulfato de magnésio

Solucdo multivitaminica
Solucéo de oligoelementos

Solucéo de lipidios
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2.3 Recipientes para uso farmacéutico

Um recipiente para uso farmacéutico, segundo a Farmacopeia Britanica (BP), 2012, é
um artigo que contém, ou seja, destinado a conter um produto o qual fica, ou pode ficar, em
contato direto com ele. A tampa é uma parte do recipiente.

O recipiente se apresenta de tal modo que o contelldo possa ser removido em uma
forma adequada para o uso pretendido da preparacdo. Ele fornece um grau de protecédo
variavel, dependendo da natureza do produto e o0s perigos do ambiente e minimiza a perda de
componentes. O recipiente ndo interage fisicamente ou quimicamente com o contetdo de uma
maneira que altere a sua qualidade além dos limites tolerados por exigéncias oficiais.

Basicamente, existem dois tipos de embalagens utilizadas para armazenar formulacGes
para uso parenteral: embalagens plasticas e embalagens de vidro.

As embalagens plasticas tornaram-se comercialmente disponiveis somente na década
de 80. Ao contréario do vidro, que € um produto inorganico, o plastico é de natureza organica e
polimérica. Os plasticos mais importantes para embalagens de solucdes parenterais sdo as
poliolefinas (polipropileno, polietileno e copolimeros de etileno e polipropileno) e o cloreto
de polivinila (PVC) (AVIS et al., 1986).

2.3.1 Recipientes de vidro

O vidro é um liquido viscoso resfriado até a condicdo de rigidez, sem cristalizar
(SHELBY, 1997). E produto de fusdo de materiais cristalinos em temperaturas elevadas,
caracterizando-se por ndo possuir uma temperatura de fusdo definida. A composicao basica do
vidro pode ser expressa por trés compostos inorganicos silica (73%), Na,CO3 (14%), CaCOs
(11%).

Na estrutura do vidro cada atomo de silicio esta ligado a quatro d&tomos de oxigénio
(SHELBY, 1997). Os atomos de oxigénio se dispdem espacialmente formando um tetraedro.
Os tetraedros estdo ligados pelos vértices através do compartilhamento de um atomo de
oxigénio por dois atomos de silicio. Todos 0s quatro atomos de oxigénio de um tetraedro

podem ser compartilhados com quatro outros tetraedros formando uma rede tridimensional
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No vidro existem varios constituintes que podem ser divididos em cinco categorias,
tomando-se por base a fungdo que desempenham no processo: formador, fundente, agente
modificador, agente de cor e agente de refino (ALVES et al., 2001). Os formadores de vidro
sdo os responsaveis pela formagdo da rede tridimensional estendida aleatéria; os principais
formadores comerciais sdo: SiO; (silica), B,O3 e P,Os. Os fundentes tém a funcdo de reduzir a
temperatura de processamento para valores inferiores a 1600°C, sendo 0s mais comuns 0S
6xidos de metais alcalinos (litio, sédio e potassio) e o PbO. A degradacdo das propriedades é
usualmente controlada pela adi¢do de agentes modificadores, os quais incluem os 6xidos de
metais de transicdo e de terras raras e, principalmente, a alumina (Al,O3). Os agentes de
refino sdo adicionados para promover a remocdo de bolhas geradas no fundido, sendo
utilizados em quantidades muito pequenas (<1%mol). Incluem-se ai 0s Sh,03 e As,03, KNO3,
NaNOs;, NaCl, CaF,, NaF, NasAlF; e alguns sulfatos. Os agentes de cor, como o préprio
nome sugere, sao utilizados para conferir cor aos vidros. Os vidros coloridos sdo, usualmente,
produzidos pela adicdo de compostos de metais de transicdo 3d ou de terras raras 4f. Contudo,
a cor final obtida depende do estado de oxidacdo do metal, da sua concentragdo, da
composicao do vidro e do tratamento téermico ao qual foi submetido.

Os vidros sdo muito utilizados como embalagens pelas industrias farmacéuticas, em
virtude de sua estrutura rigida, sua alta resisténcia quimica, facilidade de esterilizacdo e
transparéncia (AVIS et al., 1986). Recipientes de vidro sdo muito utilizados para o
armazenamento de medicamentos. O uso de embalagens de vidro na inddstria de solugdes

parenterais se deve, principalmente, as seguintes caracteristicas:

o possui excelente resisténcia quimica na interacdo com o conteudo, ndo absorvendo

nem liberando componentes organicos;

o é impermedavel a entrada ou a saida de gases;

o é facilmente limpo, por causa de sua superficie lisa;

o é transparente, facilitando a inspecao do conteudo;

o é rigido, forte e dimensionalmente estavel, suporta vacuo e pode ser aquecido a 121°C

para esterilizacdo a vapor, ou a 260°C para esterilizacdo seca, sem deformacéo;

o pode ser facilmente confeccionado a partir de um molde.
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A BP, 2012, define os recipientes de vidro para uso farmacéutico como artigos de
vidro destinados a entrar em contato direto com produtos farmacéuticos. Existem varios tipos

de recipiente de vidro, tais como:

. Ampolas:
Sdo recipientes de vidro com paredes finas que, apos o enchimento, sdo seladas por

fusdo do vidro. Os contetdos sdo retirados apos a ruptura do vidro, em uma ocasido unica.

. Garrafas, frascos e seringas:
Estes sdo recipientes com paredes mais ou menos espessas com tampas de vidro ou de
outro material diferente de vidro, tais como materiais plasticos e elastbmeros. O contetdo

pode ser removido em diversas parcelas em uma ou mais ocasifes.

Uma caracteristica importante do vidro para uso farmacéutico é a resisténcia ao ataque
quimico, ou a durabilidade quimica. Esta durabilidade, também denominada estabilidade
quimica, é expressa pela resisténcia hidrolitica, isto €, a resisténcia em liberar substancias
minerais solUveis para a agua, quando em contato com a superficie interna do recipiente. A
resisténcia hidrolitica é calculada pela titulagdo da alcalinidade (AVIS et al., 1986).

Conforme a Farmacopeia Brasileira (FB), 2010, os recipientes de vidro séo

classificados de acordo com a resisténcia hidrolitica:

Tipo I: vidros borosilicatos, com elevada resisténcia hidrolitica, devido a sua
composicdo quimica. Possuem uma quantidade relativamente baixa de Na,O e uma
quantidade relativamente alta de B,Os; e Al,O3, responsaveis pela durabilidade quimica
superior. A funcdo mais importante do B,O3; € agir como um fundente ndo alcalino,
facilitando a fusdo do vidro pobre em Na,O. Na forma de tubos, sdo usados na fabricacdo de
vials, ampolas, corpo das seringas e componentes para a administracdo de grandes volumes
parenterais. As solucbes de pequeno volume geralmente estdo disponiveis em seringas ou
cartuchos de vidro de dose Unica. Estes vidros sdo apropriados ndo s6 para uso parenteral,

como também para sangue humano e seus componentes.

Tipo Il: vidros sodocalcicos tratados. O processo usado para dealcalinizar a superficie
é conhecido como tratamento sulfirico e é feito para melhorar a resisténcia quimica.

Tipicamente o di6xido de enxofre € introduzido nos frascos recém-formados, passando na
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maquina da forma para o recozimento. O SO, reage com a superficie do vidro para formar
sulfato de sodio. Frascos frios podem ser tratados pela introducao de enxofre ou um composto
de enxofre, tais como &cido sulfurico ou sulfato de aménio e reaquecidos dentro da faixa de
temperatura de recozimento, em torno de 550°C ou mais. Com o tratamento com SO, a

reacdo global que ocorre é a seguinte:

SO, + % 05 + Na,O (dO VidI‘O) — Na,SO4 (2.3.1)

fons hidrogénio, provavelmente oriundos da umidade ambiente, tém um papel
importante. Primeiro, ocorre a formacdo de &cido sulfurico na superficie do vidro, seguida

pela troca de ions hidrogénio com ions sodio do vidro.

SO, + % O, + H,O — H,S0, (2.3.2)

H,SO,4 + Na(vidro) — Na,SO,4 + H(vidro) (2.3.3)

O produto final é a troca idnica e difusdo dos fons H* dentro do vidro. A intensidade
de dealcalinizacdo € indicada pela quantidade de sulfato de sddio produzido na superficie do
vidro. Geralmente, a quantidade de sédio no depdsito de sulfato é igual aquela na superficie
do vidro, de alguns décimos de micrometro de espessura. Os frascos sdo comercializados com
uma “névoa” de sulfato de sodio presente. A névoa ¢ retirada quando eles sao lavados antes
do envase, aumentando a eficiéncia da limpeza. Este processo ndo somente reduz a
abundancia de ions sodio disponiveis na superficie para a reacdo com o produto liquido, mas
também a estabilidade da superficie alterada € grandemente aumentada, e a extracdo de todos
0s componentes do vidro pelo contetdo do frasco é reduzido.

A dealcalinizacdo pode também ser feita com outros gases acidos. O géas cloridrico,
por exemplo, conduz a formacdo de cloreto de s6dio em vez de sulfato de s6dio. Em geral,
vidros Tipo Il ndo sdo comumente usados para armazenar solucdes parenterais, mas para
preparagfes aquosas para uso parenteral com pH menor que 7, sendo necessario verificar a

estabilidade de cada preparacgdo neste tipo de recipiente (AVIS et al., 1986).
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Tipo IlI: sdo vidros sodocélcicos néo tratados. Possuem resisténcia hidrolitica
moderada e sdo apropriados para solucGes ndo aquosas e solidos para uso parenteral e ndo

parenteral, além de alimentos, vinhos, cervejas, &gua e cosméticos.

Tipo IV: sdo vidros sodocalcicos também denominados NP (N&o Parenterais).
Possuem baixa resisténcia hidrolitica e sdo utilizados para preparacdes solidas, liquidas ou

semissolidas, que ndo sdo empregadas por via parenteral.

Para o teste de resisténcia hidrolitica o vidro é moido em pequenos fragmentos,
peneirado, lavado e levado a autoclave com &gua ultrapura por 30 minutos. Depois de
decantada, uma porcdo é titulada com é&cido sulfdrico 0,02 N (FB, 2010). Os vidros sdo
classificados de acordo com o volume de &cido gasto na titulagdo. Vidros Tipo I, por
exemplo, tém alta resisténcia e ndo devem consumir mais do que 1 mL de H,SO4 0,02 N. A

Tabela 2.3.1 mostra a classificagdo dos tipos de vidro em funcéo do teste.

Tabela 2.3.1 - Classificacdo dos tipos de vidro de acordo com a resisténcia hidrolitica

Limites
Capacidade do
Tipo  Descricdo do vidro Tipo de teste frasco” ML H2S0,
0,02 N
(mL)
Borosilicato, ) .
I . Vidro moido Todos 1,0
alta resisténcia

I Sodocalcico tratado Ataque da 4gua’ 100 mL ou menos 0,7
Acima de 100 mL 0,2

i Sodocalcico Vidro moido Todos 8,5
NP Sodocalcicos Vidro moido Todos 15,0

*Capacidade se refere ao volume que o frasco contém;
**Q teste do ataque da agua ocorre somente com agua dentro do frasco e com 60 min. de autoclavagem.

2.3.2 Embalagens plasticas

Os plasticos sdo materiais organicos poliméricos sintéticos, de constituicdo

macrocelular constituido por pequenas moléculas ou monémeros (MANO & MENDES,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mat%C3%A9ria_org%C3%A2nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntese
http://pt.wikipedia.org/wiki/Macromol%C3%A9culas
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2004). Estes mondomeros sdo unidos pelo processo de polimerizacdo. Os monémeros
geralmente se consistem de atomos de carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e haletos
(fluoretos, cloretos e brometos). Os pléasticos podem ser subdivididos em:

. Termofixos sdo polimeros de cadeia ramificada, para os quais, o "endurecimento”

(polimerizacdo ou cura) é consequéncia de uma reagdo quimica irreversivel.

. Termoplasticos tém como vantagem sua versatilidade e facilidade de utilizacéo,
dispensando, geralmente, a necessidade de maquinas e equipamentos muito elaborados e

financeiramente dispendiosos.

Os plésticos podem conter residuos do processo de polimerizacdo, plastificantes,
estabilizadores, antioxidantes, pigmentos e lubrificantes (FB, 2010). Fatores como a
composicao do plastico, processamento e procedimentos de limpeza, tratamento de superficie,
meios de contato, corantes, adesivos, absorcao e permeabilidade de conservantes e condigdes
do armazenamento podem afetar a adequacao de um plastico para um uso especifico. Por isso,
sdo realizados testes de extraiveis que sdo planejados para caracterizar 0s componentes
extraidos e, assim, identificar os possiveis migrantes. O grau ou extensdo dos testes para
extrair substancias de um componente depende da finalidade de uso e do grau de risco de
impactar negativamente na eficacia do produto.

As exigéncias para os recipientes plasticos para solucbes parenterais segundo a FB,

2010, sdo os seguintes:

o assegurar que a qualidade da solucdo parenteral se mantenha durante a vida util do
produto;
o possibilitar o envasamento, a esterilizacdo, a embalagem, o armazenamento, o

transporte, a manipulacdo e a administracdo da solucéo parenteral de forma segura e eficaz;

o evitar a contaminagdo microbioldgica da solucéo;

o evitar interacGes fisicas, quimicas ou bioldgicas entre o recipiente e a solucdo, que
afete a estabilidade da preparacao e que ocasione problemas de toxicidade ao usuario;

o assegurar compatibilidade funcional com os equipos de infuséo.
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Os recipientes plasticos devem reunir as seguintes condi¢des segundo especificacdes
da FB, 2010:

o serem suficientemente transparentes ou translicidos para permitir uma inspecédo visual

do conteudo contra a luz;

o serem fabricados com materiais plasticos isentos de pigmentos e corantes;
. serem facilmente esvaziavel sem insulflar ar, e resistente a tracao e a pressao;
o serem de paredes uniformes, sem fissuras, rachaduras, rebarbas, bolhas de ar ou

materiais estranhos;

. serem compativeis com as NP durante o armazenamento;
o serem apirogénicos, atoxicos e relativamente impermeéaveis a vapor de agua;
o que possam ser fechados convenientemente, vazios ou cheios, a fim de evitar a

contaminacgéo das NP;
o serem providos de um elemento resistente para a sustentacdo a uma escala graduada de

volume.

2.4 Tampas de borracha

Tampas de elastdmero sdo fabricadas em materiais obtidos a partir da polimerizacgéo, poli
adicdo ou poli condensacdo de substancias organicas (FB, 2010). Os polimeros obtidos s&o,
geralmente vulcanizados. As formulacbes das tampas contém elastbmeros naturais ou
sintéticos e aditivos inorganicos e organicos para auxiliar ou controlar a vulcanizacdo,
proporcionar propriedades fisicas e quimicas, coloracdo, ou estabilizar a formulacdo da

tampa. Tampas de borracha podem ser classificadas em dois tipos:

o Tipo | sdo utilizadas para preparacfes aquosas;

o Tipo 1l sdo normalmente destinadas as preparagcdes ndo aquosas.
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2.4.1 Caracteristicas das tampas

As tampas de elastbmero sdo translicidas, ou opacas e ndo tem coloracao
caracteristica, dependendo dos aditivos utilizados. S&o homogéneas e praticamente isentas de

materiais luminosos e acidentais, como fibras, particulas estranhas, e residuos de borracha.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve por objetivo estudar a contaminacdo por Ba em solucdes de NP e
medicamentos oriunda das embalagens de vidro e plasticos nas quais sdo armazenados.
Averiguar, através de estudos de contato com resina condicionada com Ba, 0s constituintes
das NP e dos medicamentos que possuem afinidade e interage com o Ba, facilitando sua
lixiviacdo das superficies dos recipientes para a solu¢do. Também, estudar a distribuicdo deste

metal nos tecidos do organismo de ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

o Otimizar a metodologia para a determinacdo de Ba em NP e medicamentos.

o Determinar a concentracdo de Ba, nas embalagens, de plastico e de vidro, que
armazenam as NP e medicamentos, assim como, em tampas de borracha, cinzas e vermehas,
das embalagens de vidro que armazenam as NP , nas borrachas pretas que vedam os embolos

das seringas e nas manueiras dos equipos.
o Determinar a concentracdo de Ba em solugbes comerciais para NP, em solugdes de NP
ap0s serem preparadas e armazenadas em bolsas, nos medicamentos comerciais e nos

medicamentos apds serem diluidos e armazenados em seringas.

o Investigar a interacdo de alguns constituintes das NP e medicamentos com o Ba,

através de ensaio de contato com resina catidnica condicionada com Ba.

° Determinar a DL 50 do BaCl, em ratos.
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o Definir uma metodologia adequada para a digestdo e para a determinagéo de Ba por
GF-ASS em amostras de tecidos e sangue retirados de ratos.

o Investigar o comportamento do Ba em modelo animal introduzido por via

intraperitoneal em combinacdo ou ndo com citrato de sodio e gluconato de célcio.
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4 Capitulo 1: Investigacdo da contaminacdo de Ba em NP e medicamentos

Este primeiro capitulo destinou-se ao estudo das NP e medicamentos, tendo por
objetivo a determinagdo da contaminacgdo das formulacfes farmacéuticas e a investigacéo das
possiveis fontes de contaminacdo. Na primeira parte, deste capitulo, determinou-se a
quantidade de Ba presente nas embalagens, ja que este metal faz parte da constituicdo dos
vidros e plasticos. Visando a possibilidade de ocorrer a passagem do metal das embalagens
para as formulacGes farmacéuticas, sendo, entdo, as embalagens como uma provavel fonte de
contaminacgdo. Também, determinou-se a quantidade de Ba nas solu¢Ges comerciais para NP,
nos medicamentos comerciais, nas solucfes de NP e nos medicamentos diluidos em seringas.
Os resultados obtidos foram comparados para verificar se 0 preparo e/ou 0 maior tempo de
contato com as superficies das embalagens contribuiriam para aumentar a contaminacdo. A
segunda parte, destinou-se ao estudo da interagdo individual dos constituintes das NP
(aminoacidos e gluconato de célcio) e dos medicamentos (acido citrico) com o Ba. Tendo
como o objetivo verificar a possibilidade desses compostos se ligarem com o Ba das
embalagens, transferindo-o para as solucGes e, consequentemente contaminando-as. A Figura

4.1 esquematiza resumidamente este primeiro capitulo.

Capitulo I: Investigacdo da contaminacdo de Ba em NP e medicamentos

Determinacdo de Ba

Otimizacao e validagcdo do método
Bolsas pléasticos ”
Frascos e ampolas de vidro Solucgdes para NP
Mangueiras dos equipos

Tampas de borracha
Vedante das seringas

Frascos Ampolas

Ampolas Seringas
Bolsas plasticas

Buretas

Ensaio de Contato

Gluconato de Calcio EDTA Ornitina Acido Glutamico

H,O Acido Citrico Arginina Acido Aspértico

Figura 4.1- Esquema resumo do primeiro capitulo.
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4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Reagentes e Solugdes

Os reagentes utilizados neste trabalho estdo listados no Apéndice A. As solugdes
foram preparadas com &gua, a qual sofreu processo de destilacdo, deionizagdo e purificacdo
em sistema de Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).

A solucdo analitica de Ba foi preparada a partir de uma solugdo estoque de 1000 mg/L
fornecido por National Institute of Standards and Technology (NIST).

A solugdo 1% (m/v) de cloreto de calcio (Fluka, Alemanha) foi preparada pela sua
dissolucdo em agua.

Utilizou-se uma resina trocadora de cations fortemente acida DOWEX 50 x 4; 50-100
mesh com aproximadamente 4 meq/g; (Fluka, Alemanha).

Para evitar a contaminacdo de metais, todo o material de laboratério, de vidro e de
plastico, foi lavado e submerso em solucdo 10% (v/v) de HNO3; em etanol por 48 horas e

novamente lavado com agua purificada antes de serem utilizados.

4.1.2 Instrumentacao

A determinacdo de Ba em amostras de vidro, plastico e borrachas, assim como, nas
solugdes do ensaio de contato, foi realizada usando um espectrémetro de absor¢édo atbmica
ANALYTIK Jena AG (Jena, Alemanha) modelo novAA 300 equipado com lampada de
catodo oco SpectrAA (Varian, Australia) como fonte de radiacdo. A chama usada foi
acetileno-6xido nitroso; o fluxo de gas e a altura do queimador foram ajustados para obter o
méaximo de sinal de absorvancia. Os parametros instrumentais estabelecidos estdo mostrados
na Tabela 4.1.

Para estas andlises foi utilizado cloreto de potassio como supressor de ionizagéo.
Aproximadamente 0,2 g do reagente foram adicionados em cada 10 mL de solucdo de

amostra.
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Tabela 4.1 - Parametros para determinagdo de Ba por F-AAS

Comprimento de onda: 553,6 nm Fenda: 0,2 nm Corrente: 6 mA
Tempo de integracdo: 3 s Tempo autozero: 3 s Delay: 5 s

Chama
Tipo: C2H2/N,0 Fluxo do C;H,: 180 L/h  Tipo do queimador: 50 mm
Altura do queimador: 5mm Vazéo do nebulizador: 5 mL/min

As determinacdes de Ba em amostras de solugdes para nutricdo parenteral e em
medicamentos foram executadas usando um espectrometro de absorcdo atémica modelo
ZEEnit 600 equipado com atomizador de grafite transversalmente aquecido (Analytik Jena,
Jena, Alemanha), e com corretor de fundo com efeito Zeeman. A fonte de radia¢do foi uma
lampada de Ba de catodo oco (SpectrAA, Varian, Australia). Argonio 99.996% (White
Martins, S&o Paulo, Brasil) foi empregado como gas de arraste. Foi utilizado 5 pL de solugéo
1% (m/v) de CaCl, como modificador quimico. Os parametros de operacdo do GF-AAS e as

curvas de pirolise e atomizagdo encontram-se respectivamente na Tabela 4.2 e na Figura 4.2.

Tabela 4.2 - Parametros de operacdo do GF-ASS para determinacéo de Ba

Comprimento de onda: 553,6 nm Fenda: 0,2 nm Corrente: 6 mA
Modo de integracdo: Area de pico Tempo de integracao: 8 s

No Tipo Temperatura Rampa Aquecimento Tempo Fluxo de gas

(°C) (°Cls) (s) (s) (L/min)
1 Secagem 90 5 20 34,0 3,0

2 Secagem 105 3 20 25,0 3,0

3 Secagem 110 2 10 12,5 3,0

4 Pirolise 1150 250 10 14,2 3,0

5 Autozero 1150 0 6 6,0 3,0

6 Atomizacao 2600 FP 8 8,9 0,0

7 Limpeza 2700 500 6 6,2 3,0
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Termperature ["C]

—: Pir6lise —: Atomizacao
—: Corrego de fundo  —: Correcéo de fundo

Figura 4.2 - Curvas de piré6lise (temperatura
de atomizacdo 2600 °C) e atomizagio
(temperatura de pirdlise 800 °C) de 100
Hg/L de Ba.

Outros equipamentos:

e Sistema de purificagdo de dgua Milli-Q Millipore (resistividade 18,2 mQ.cm);
e Balanca analitica Sartorius com 4 casas de preciséo;

e Camara de fluxo laminar Trox do Brasil, Classe 100;

e Mufla elétrica Heraeus, MR-170E;

e Estufa Ehret;

e Potenciometro Digital DM 20 Digimed;

e Agitador Mecanico Edmund Bihler 7400 KL1.

4.1.3 Obtencéo das amostras

Os frascos de vidro das formula¢es comerciais de NP foram obtidos no HUSM. As
ampolas de vidro transparente e ambar de 10 mL foram fornecidas pela Schott. As bolsas
plasticas de polivinil cloreto (PVC) (Baxter) foram disponibilizadas das amostras das
solucdes de NP. Os frascos de polietileno (PE) foram fornecidos pela Fresenius-Kabi. As
tampas de borracha cinza e vermelha foram retiradas dos frascos de vidro das formulacfes
comerciais para NP.

As amostras de solucdo de NP foram fornecidas pela equipe de enfermagem da UTI —

Neonatal do HUSM. Através de prescricdo médica, 0s recem-nascidos recebiam algum tipo
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de NP, trocada a cada 24 horas, sendo as bolsas descartadas ap0s este periodo. O volume de
solugdo de NP restante em cada bolsa foi suficiente para a realizacdo deste estudo. A
composicao de cada bolsa esta descrita no Anexo B.

As amostras das formulagfes comerciais utilizadas para o preparo das bolsas dos
recém-nascidos foram fornecidas pelo setor de preparo de NP do Hospital Universitario.

As amostras de medicamentos foram fornecidas pela propria unidade de terapia
intensiva, visto que o preparo destes é realizado pela equipe de enfermagem da UTI.

4.1.4 Preparo das embalagens de vidro e plasticas, ampolas de vidro, tampas de borracha,
borracha vedante dos émbolos das seringas e mangueiras dos equipos

A quantificacdo de Ba foi realizada primeiramente nas embalagens que entram em
contato direto com as formulacGes parenterais. As embalagens estudadas foram os recipientes
de vidro que armazenam as formulacbes comerciais das solucbes para NP, as tampas de
borracha cinza e vermelha desses recipientes, as bolsas que armazenam as solucdes de NP, as
ampolas de vidro ambar e transparente, as borrachas pretas que vedam os émbolos das
seringas e as mangueiras dos equipos.

Para a determinacdo do teor de Ba, os materiais plasticos e de borracha foram cortados
em pequenos pedacos, lavados com agua e colocados em camara de fluxo laminar para secar.
As amostras foram pesadas (0,3 g) em cadinhos de porcelana e, adicionou-se 1 g de fundente
NaNOs. Os cadinhos foram colocados na mufla por 6 horas a 800°C. A seguir, foram retirados
da mufla, e, apds estarem em temperatura ambiente, foram adicionados 3 mL de HNO; e 2
mL de HCI. As soluc@es foram transferidas para vials de 50 mL e os volumes foram aferidos
a 50 mL com agua (BERTAGNOLLI, 2008). Em paralelo, realizou-se a digestdo das amostras
com adicdo de 500 pL da solucdo do NIST de 1000 mg/L de Ba, obtendo-se uma
concentracdo final da adicdo de 10 mg/L de Ba.

Os vidros transparentes dos recipientes das solucbes para NP e as ampolas
transparente e ambar foram lavados com Extran 2% (v/v), enxaguados com agua e colocados
em camara de fluxo laminar para secar. Estes foram enrolados em papeldo e quebrados com
um martelo. Os pedacos foram colocados em um gral e com o pistilo macerou-se até o vidro
ficar um p6 bem fino. Cerca de 0,1 g de p6 de vidro foi pesado em frascos plasticos de 50 mL

e foram adicionados 5 mL de HF. As solucGes ficaram em repouso por 48 horas e, entdo o
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volume foi aferido a 10 mL com &gua (BECKER, 2002).Realizou-se, em conjunto, a digestdo
das amostras com adicdo de 100 pL da solugdo do NIST de 1000 mg/L de Ba, obtendo-se
uma concentracéo final da adigdo de 10 mg/L de Ba.

4.1.5 Otimizacdo do método para determinacdo de Ba em solugcdes para NP e em
medicamentos por GF-ASS

Verificou-se a contaminacao por Ba em amostras comerciais de solucgdes constituintes
das nutrigdes parenterais, em solu¢des de NP armazenadas em bolsas e buretas, assim como,
em amostras de medicamentos armazenados em ampolas e em seringas. Contudo, antes de
realizar a determinacdo de Ba nestas amostras, otimizou-se o procedimento de anélise.

Para tal procedimento, foram transferidas quatro aliquotas de 1 mL de cada amostra
para distintos vials de plasticos de 15 mL. Na primeira aliquota, apenas aferiu-se o volume a
10 mL. Na segunda, foram adicionados 50 pL de HNOj e, a seguir, aferiu-se o volume a 10
mL. Na terceira, foram adicionados 50 pL de uma solucdo de 10 mg/L de Ba, preparada a
partir da solucdo de 1000 mg/L de Ba do NIST, e o volume foi aferido a 10 mL. Na quarta
aliquota, foram adicionados 50 puL de HNOg3 e 50 uL da solucdo de 10 mg/L de Ba e, entéo,
aferiu-se o volume a 10 mL.

Apos o preparo das solugdes, todas foram analisadas por GF-AAS e os resultados

foram comparados.

4.1.6 Validacdo da metodologia para determinacdo de Ba nas amostras de solucdo de NP e em

medicamentos por GF-ASS

Apos a otimizacdo do procedimento para a determinacdo de Ba nas amostras das NP e
em medicamentos foram avaliados 0s seguintes parametros para a validacdo da metodologia

proposta:

a) Linearidade: avaliada através da construgdo de trés curvas de calibra¢do desenvolvidas

em dias diferentes contendo seis niveis de concentracdo cada, avaliando-se a regresséo linear;
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b) Limite de deteccdo (LD): os valores de limites de detecgdo foram calculados a partir
da formula 4.1(HARRIS, 2008; IUPAC, 1997):

LD = 30/IC, 4.2)

Onde:
o € o desvio padrdo do Branco

IC ¢ a inclinacdo da curva padrdo;

O valor de o foi obtido experimentalmente através da realizacdo de 10 medidas

sucessivas da absorvancia do Branco.

C) Limite de quantificacdo (LQ): os valores de limite de quantificacdo foram calculados

através da formula 4.2:

LQ = 100/IC 4.2)

Onde:
o ¢ o desvio padrao do intercepto da curva

IC é a inclinagdo da curva padrao;

O valor de o foi obtido experimentalmente através da realizacdo de 10 medidas

sucessivas da absorvancia do Branco.

d) Precisdo intradia ou repetitividade: para este ensaio foi determinada a concentracao de
Ba através de seis medidas de uma amostra de solucdo de NP e medicamento, apds apropriada
diluicdo e adicdo de 0,5% de HNO3. A amostra de medicamento foi adicionado 20 pg/L de

Ba, pois a concentracdo de Ba nesta amostra apresentou-se abaixo do limite de deteccéo;
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e) Precisdo interdia ou precisdo intermediaria: para esta avaliacdo as amostras foram
analisadas nas mesmas condicOes citadas para a determinagcdo da precisdo intradia, em trés

dias diferentes;

f) Exatiddo: foi determinada através do percentual de recuperacdo de 20 pg/L de Ba
adicionados em amostras de solugdo de NP armazenadas em bolsa e medicamentos
armazenados em ampolas. O procedimento foi realizado pela adi¢do de 20 pL de uma solucéo
de 10 mg/L de Ba a 1 mL de amostra, que entdo foi acidificada com 0,5% (v/v) de HNO3 e 0
volume foi aferido a 10 mL.

4.1.7 Determinagdo de Ba em NP

Foram analisadas as solu¢des comerciais de NP, estes sdo: agua para injecao, glicose,
aminodcidos, oligoelementos, vitaminas e emulsdo lipidica. Também foram analisadas as
solucbes de NP armazenadas nas bolsas preparadas conforme as necessidades de cada
paciente e as solugdes que permaneceram nas buretas.

Para esta investigacdo, foram transferidas aliquotas de 100 pL das solucdes para vials

plasticos de 15 mL nos quais foram adicionados 5 pL de HNO3 e o volume aferido a 1mL.

4.1.8 Determinacdo de Ba em medicamentos comerciais e em seringas de administracao

As formulacBes comerciais injetaveis analisadas foram apresentadas em ampolas de
vidro ou plastico. Ja, as solugdes que compuseram as seringas foram manipuladas pela equipe
de enfermagem, de acordo com a prescricdio médica. Alguns medicamentos comerciais
necessitaram ser diluidos porque a dosagem administrada aos recém-nascidos é geralmente
muito baixa. Estas dilui¢des sdo realizadas em seringas plasticas com capacidade de 5, 10 e 20
mL. Todas as seringas sdo armazenadas em temperatura ambiente ou sob refrigeracdo e

possuem um prazo de validade determinado, sendo descartadas ap0s este prazo.
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O procedimento executado para a analise dos medicamentos comerciais armazenados
em ampolas e dos medicamentos preparados e armazenados em seringas foi 0 mesmo para as

solugdes de NP descrito no item 4.1.7.

4.1.9 Preparacdo da resina na forma de Ba para o ensaio de contato

A resina catibnica DOWEX foi lavada pela passagem de 10 mL de uma solugédo 2 M
de HNO; através de uma coluna com 5 g de resina. Em seguida, lavou-se com agua em
abundancia, até o pH se tornar neutro. Em seguida, converteu-se a resina em Ba’*, através do
emprego de 500 mL de uma solugéo 0,2 M de BaCl, em vazdo de 2 mL/min. Lavou-se
novamente com bastante dgua até ndo se observar mais um precipitado branco quando a agua
de lavagem entrava em contato com uma solucdo de Na,SO4. Retirou-se a resina da coluna,

efetuando-se secagem da mesma em estufa por 4 horas.

4.1.10 Ensaio de contato para a investigacdo da interacdo do Ba das embalagens com as

solucgdes dos constituintes das NP

A resina, condicionada com Ba, foi pesada (0,1 g) em frascos de 100 mL de plastico.
Foram preparados 100 mL de solucdo 0,2 mM de ornitina, arginina, gluconato de calcio,
acido citrico, acido glutdmico, acido aspartico. Também, foram preparados 100 mL de
solucdo 0,2 mM de EDTA para testes comparativos. Os valores de pH das solucGes foram
ajustados em 7,0 utilizando solucdes 2 M de HCI e 2 M de NaOH. A seguir, 50 mL das
solucdes foram transferidas para os frascos com 0,1 g de resina e 0s 50 mL remanescentes de
cada solucao foram transferidos para frascos sem resina. Realizou-se teste em branco, no qual
se deixou a resina em contato apenas com agua. Foram coletadas fracdes de 1 mL das
solugdes em contato com a resina e paralelamente das solugdes sem contato com a resina nos
intervalos de tempo de 1 hora, 3 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 més, 2 meses,
3 meses e 8 meses. As solucdes permaneceram sob agitacdo direta por 96 horas. Apos este
periodo desligou-se o agitador, sendo 0 mesmo ligado novamente 24 horas antes da coleta das

aliquotas dos demais intervalos de tempo.
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4.2 Resultados e Discussao

4.2.1 Determinacdo de Ba em amostras de recipientes de vidro e plastico, ampolas de vidro
ambar e transparente, tampas de borracha, borrachas das seringas e mangueiras dos equipos

Primeiramente, investigou-se a presenca de Ba nas embalagens de vidro e plastico, nas
quais se armazenam as formulacGes de NP e medicamentos pois, como ja mencionado,
estudos anteriores demonstraram que a principal fonte de contaminagdo em solugdes de NP
sdo as embalagens, ou seja, através do contato direto com as superficies destas (BINOTTO,
2001).

A FB, 2010, ndo estipula limites para o0 Ba em recipientes de vidros e em tampas. Para
embalagens plastica, menciona-se apenas um limite para materiais de PVC, sendo este
inferior a 0,1 mg/g.

A Tabela 4.3 descreve a composicdo das embalagens de vidro utilizadas para

armazenar as formulacdes de uso parenteral.

Tabela 4.3 - Composicédo percentual (m/m) das embalagens tipo | (borossilicato), utilizadas
em nutricdo de nutricdo parenteral

Componente Embalagens Ampola Ampola
. A Pequeno Volume

gerais Transparente Ambar
SiO; 70,0 65,0 70,0 67,0
B,0; 10,0 10,5 7,0 5,0
Na,O 9,0 7,0 7,0 12,0
K,0 1,0 - 1,0 1,0
Al,O3 6,0 5,0 6,0 7,0
Fe,03 - - 1,0 2,0
BaO 2,0 << 1,0 2,0 <05
CaO 1,0 1,5 <<1,0 1,0
MgO 0,5 - - -
MnO; - - - 0,5
TiO; - - 5,0 -
ZnO 0,5 - - -

Fonte: Boletins técnicos Schott do Brasil, 1999.
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Os plasticos ndo sdo formados por diferentes componentes, como 0s vidros, mas por
repeticbes de monémeros especificos. Todavia, além da adi¢do de catalisadores empregados
na polimerizacdo dos mondmeros, varios outros aditivos sdo utilizados para tornar 0s
plasticos utilizdveis como embalagens (MANO & MENDES, 2004). A Tabela 4.4 mostra 0s
principais plasticos utilizados como embalagens na indUstria farmacéutica e os catalisadores e

aditivos usados para cada um.
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Tabela 4.4 - Material polimérico, sua unidade estrutural, usos farmacéuticos e catalisadores utilizados
na reacdo de polimerizagéo e aditivos

Polimero Mondmero  Usos em produtos Catalisadores Aditivos
Formas orais TiCl;+Al(C2Hs)s,
solidas
. . Solugdes aquosas CrOs/SiOy,
Polietileno (PE) Etileno ~g_ . q . 3 ?
ndo injetaveis
Infusbes aquosas MoOs/Al,O3
intravenosas
Formas orais
solidas -
Benzoato de sddio
. . N Fosfato trissddico, 0xido
Polipropileno . Solugdes aquosas o- . .
Propileno . . de zinco, talco, 6xido de
(PP) ndo injetaveis TiCl;+AI(C,Hs)s3 L .
magnesio, estereato de
N calcio/ zinco
Infusbes aquosas
intravenosas
Formas orais
solidas
Polivinil .. Solugdes aquosas Estereato de calcio ou
Vinil cloreto a e .
Cloreto (PVC) ndo injetaveis estereato de zinco
Infusbes aquosas
intravenosas
~ Oleamida, estereato de
InfusGes aquosas s .
. - . . calcio ou de zinco,
Polietileno vinil Etileno e intravenosas s
. carbonato de calcio,
acetato (EVA) vinil acetato . L
~ hidroxido de potassio,
Preparagdes de NP "
silica
Acido Formas orais
Polietileno tereftalico solidas Sais e sab0es de
tereftalato ou dimetil bario/zinco e
(PET) tereftalato e Formas orais calcio/zinco
etileno glicol liquidas

Fontes: Food and Drugs Administration (FDA).
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Assim como os plasticos das embalagens de solucdo de NP, as borrachas, das tampas
das embalagens de vidros e vedantes dos émbolos das seringas, sdo polimeros (elastdmeros)
que sofreram processo de vulcanizagéo (cross-linking) e possuem diversos aditivos.

Os aditivos podem ser: vulcanizadores (enxofre, peroxidos organico e O0xidos
metalicos), ativadores (O0xido de zinco e &cido estearico), plastificantes (6leos minerais),
cargas (negro-de-fumo, caulinos, carbonato de célcio, silica hidratada e silicatos, éxido de
zinco, hidréxido de aluminio, talco), pigmentos (branco Ti; amarelo Ti, FeO, Cr-Ti, sulfito de
cadmio; vermelho FeO, cadmio sulfoselenato, sais de Ba; preto negro-de-fumo), antioxidantes
quimicos (aminas secundarias, fosfitos, fendis e tioésteres), auxiliares de processo
(dissulfureto de 2,2-dibenzamidodifenil, pentaclorotiofenol, sabGes de zinco, ésteres de &cidos
graxos, sabdes metalicos, alcodis graxos, amidas de &cidos graxos, misturas de resinas,
organosilicones) (YAMASHITA, 2009).

Por haver uma grande diversidade de aditivos, foi de grande importéncia investigar,
também, a concentracdo de Ba nas borrachas das tampas dos recipientes de vidro e nas
borrachas vedantes dos émbolos das seringas. Assim, verificou-se a concentragdo de Ba em
embalagens plasticas, recipientes de vidro e em suas tampas de borracha. Da mesma forma
determinou-se a concentracdo de Ba em tubulacdes plasticas (equipo), ou seja, mangueiras
que conectam as bolsas as buretas e estas ao dispositivo de acesso venoso (agulhas), ou

apenas conectam as bolsas as agulhas (Figura 4.3).

Figura 4.3 - Bureta e mangueiras
utilizadas na administracdo de
solucdes de nutricdo parenteral.
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A eficiéncia da digestdo e da analise destas amostras foi constatada pelas recuperagdes
acima de 80% da adicdo de 10 mg/L de Ba.

Os resultados para os Brancos e testes de recuperacdo das amostras de vidro e
polimeros estdo mostrados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Concentracdo de Ba encontrada em recipientes de plasticos e de vidros, e em tampas de
borrachas dos recipientes

Amostra Vole Massa Ba + DP (n=3) Ba Rec.
Equipamento  Material Cor (mL) (9) (mg/L) (mg/g) (%)
Branco - 9,10 +1,2 - -
Frasco Vidro  Transparente 500  0,1001 51,91 +8,0 4,28 92,5
Ampola Vidro  Transparente 10 0,1116 54,32 +1,6 4,05 90,3
Ampola Vidro Ambar 10 0,1008 58,86 +7,7 4,94 90,1
Branco - - 2,03 +0,6 - -
Tampa Borracha  Vermelho - 0,3012 2,27 +0,2 0,04 82,9
Tampa Borracha Cinza - 0,3363 2,17 +0,1 0,02 82,5
Bolsa PVC Transltcido - 0,3113 2,96 +0,1 0,15 81,8
Frasco PE Branco 250 0,3154 2,31 40,1 0,04 83,6
Vedante
Seringas Borracha Preta - 0,3310 31,08 +2,5 4,38 84,7
Equipo PVC - - 0,3103 2,72 40,1 0,11 80,2

Os resultados obtidos para os vidros foram de 4,28 mg de Ba/g de amostra para frascos
de grande volume, 4,05 mg/g para ampola transparente e 4,94 mg/g para ampola ambar. Para
compara-los com o teor de Ba especificado por Schott do Brasil (Tabela 4.3) nos diversos
vidros, estes valores foram transformados para 0,42 g%; 0,409% e 0,499% respectivamente.
Dessa forma, p6de-se observar que a concentracdo de Ba nos vidros apresentou-se conforme a
especificacdo do fabricante (< 0,5 a 2,0 g%).

Em relacdo as embalagens plasticas, o PVC apresentou maior quantidade do metal
(0,15 mg/g), estando a concentracao de Ba neste polimero um pouco acima do limite de 0,1

mg/g estipulado pela BP, 2012.
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Dentre as borrachas, a borracha preta das seringas apresentou o maior teor de Ba (4,38
mg/g), extrapolando, para todos os polimeros estudados, o limite de Ba estipulado pela BP
para PVC, verifica-se que a concentracdo de Ba das borrachas pretas que vedam os émbolos

das seringas estaria muito acima deste limite.

4.2.2 Otimizacdo da metodologia para determinacdo de Ba em solugbes para NP e

medicamentos

Antes de realizar a determinacdo de Ba nas amostras das solugdes para uso parenteral
foram feitos ensaios preliminares para verificar a eficiéncia das analises através da
comparacgdo da recuperacdo da adicdo de 50 pg/L de Ba em amostras acidificadas com 0,5%
(v/v) de HNOs e ndo acidificadas (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 - Recuperacdo de 50 (ug/L) de Ba em amostras de solucdo de NP e medicamento
com e sem adigédo de 0,5% (v/v) de HNO3

Amostra Ba (ug/L) Recuperacéo(%)
Sem HNO; Com HNO; SemHNO; Com HNO3
SNP 2,45 31,54 - -
SNP + Ad” 26,85 78,29 48,8 93,5
Cloridrato de Ranitidina 34,60 78,10 - -
Cloridrato de Ranitidina + Ad” 62,95 124,90 45,03 93,6
A Solucgdo de NP utilizada para este teste foi a amostra 1 descrita no Apéndice B. “Amostra com adig&o.

Verificou-se, a partir da comparacdo dos resultados obtidos, a necessidade destas
amostras estarem acidificadas com 0,5% (v/v) de HNOg, pois a recuperagdo nesta condicdo
foi superior a 90%, enquanto que, a recuperacdo na amostra sem adicdo de acido foi inferior a
63%.
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4.2.3 Validacdo do método

A validagcdo de um método tem como objetivo principal assegurar que determinado
procedimento analitico forneca resultados reprodutiveis e confiaveis, que sejam adequados
aos fins para os quais tenha sido planejado (MATIOLI et al., 2004).

Entende-se por validagdo analitica um conjunto de parametros a serem avaliados para
comprovacdo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que 0s requisitos para uma
aplicacdo foram atendidos (NBR 1SO 9000:2000). Dentre esses parametros, chamados de
parametros de mérito, destacam-se: linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, exatiddo
e preciséo.

A linearidade foi determinada através da medida da absorvancia do Ba em seis niveis

de concentragdo, definindo-se assim as suas curvas de calibragéo (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 — Medida da absorcao do Ba obtida na determinacéo da curva padrédo

Concentracéo

(Lg/L) Absovancia integrada/s RSD (%)
1° Dia 2° Dia 3° Dia

0 0,0197 0,0202 0,0201 1,32
10,0 0,0994 0,1155 0,0992 8,93
20,0 0,2252 0,2194 0,2318 2,75
40,0 0,3542 0,3469 0,3699 3,29
60,0 0,4897 0,4971 0,486 1,15
80,0 0,6146 0,6201 0,6097 0,85
100,0 0,7769 0,7623 0,7732 0,98

A curva padrdo e a equacdo da reta obtida por regressao linear pelo método dos

minimos quadrados encontram-se na Figura 4.4.
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Figura 4.4 - Representacdo grafica da curva padrdo de Ba obtida por GF-AAS.

O coeficiente de correlagdo obtido a partir da média das areas de picos referentes a
absorcdo do Ba dos trés dias foi 0,9954, sendo este valor proximo a 1,0, caracterizando uma
boa correlacdo entre a absorvancia e as concentracdes. Os dados de linearidade validados por
analise de variancia (ANOVA) demonstraram regressao linear e nenhum desvio significativo
da linearidade (p <0,05).

Os LD e LQ foram calculados a partir da anélise do Branco (Tabela 4.8) e os valores

obtidos foram 0,08 pg/L e 0,28 ug/L, respectivamente.

Tabela 4.8 - Valores dos Brancos para o calculo dos limites de detec¢éo e quantificacao

Branco (Agua ultrapura)
(n=10)
0,02234
0,01516
0,02860
0,01688
0,03080
0,02105
0,03163
0,02150
0,01895
0,02046

Abs integrada/s
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A partir da determinacdo destes valores, conclui-se que o método € sensivel para a
determinagdo de baixas concentragdes de Ba nas amostras das solucbes de NP e
medicamentos.

A precisdo intradia foi determinada a partir de seis medidas das amostras de solugéo
de NP 1 e Aminofilina sob as mesmas condicbes e em um mesmo dia. A precisdo
intermediaria (interdia) foi realizada através da analise das mesmas amostras em trés dias
diferentes e sob as mesmas condicoes.

Nas amostras do medicamento Aminofilina foi adicionada uma concentragéo
conhecida de 20 pg/L de Ba, pois a concentragdo de Ba neste medicamento estava abaixo do
limite de deteccdo. Este medicamento foi utilizado pela sua maior quantidade.

Os resultados obtidos dos ensaios para a determinagdo da preciséo intradia e interdia

encontram-se nas Tabelas 4.9 e 4.10.

Tabela 4.9 - Determinacao da precisdo intradia na analise do Ba em amostras de solugédo de
NP e medicamento

Concentracéo de Bario (ug/L)

Amostra SNP Medicamento
1 34,07 21,45
2 33,26 17,97
3 34,02 20,05
4 28,62 19,45
5 29,63 21,13
6 28,57 18,63
Média 31,36 19,78
DPR (%) 8,60 6,93

Tabela 4.10 - Determinacdo da precisdo interdia na analise do Ba em amostras de solucdo de
NP e medicamento

Concentracdo de Bario (ug/L)

Dia SNP Medicamento
1 31,36 19,78
2 732,34 18,34
3 731,87 720,07
Média 31,85 19,40
DPR(%) 1,54 4,78

"Média de seis determinacdes
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As determinagdes de Ba em solucdo de NP e medicamentos apresentaram

respectivamente DPR de 8,60% e 6,93% para analises realizadas no mesmo dia e 1,54 % e

4,78 % para andlises realizadas em trés dias diferentes, demonstrando uma boa preciséo, ja

que o limite aceitavel para concentracdes de 21 a 100 pg/L é de até 15% (AOAC, 1993).

Através da analise da variancia (ANOVA), p < 0,05, e Teste F, constatou-se que ndo

houve diferenca significativa entre as analises realizadas em dias diferentes.

Por existir a dificuldade de se encontrar um material de referéncia certificado (MRC)

para 0 Ba, a exatiddo foi determinada apenas através do teste de recuperacao de 20 pg/L de

Ba adicionados nas amostras diluidas 10 vezes. Os resultados (Tabela 4.11) foram expressos

em percentual de recuperacéo e avaliados a partir do Teste T de Student.

Tabela 4.11 - Teste de Recuperacdo da adi¢do de 20 pg/L de Ba em amostras de solugéo de

NP e medicamentos

. Recuperado  Recuperacao
Tipo Amostra (Lg/L) (%)
SNP 1 - -
SNP 1+Ad” 20,73 103,6
SNP 2 - -
SNP 2+Ad” 19,57 97,8
x SNP 3 - -
Soluggo de NP b 34ad" 18,48 92,4
SNP 4 - -
SNP 4+Ad” 17,37 86,8
SNP 5 - -
SNP 5+Ad” 18,87 94,3
Aminofilina - -
Aminofilina+Ad” 19,78 98,9
Cloridrato de Midazolan - -
Cloridrato de Midazolan+Ad” 20,45 102,2
Medicamentos Sulfato de Morfina ) - -
Sulfato de Morfina+Ad 18,76 93,8
Cloridrato de Ranitidina - -
Cloridrato de Ranitidina+tAd~ 19,34 96,7
Furesemida - -
Furesimida+Ad” 20,68 103,4

* Amostra com adic¢éo de 20 pg/L de Ba.
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Para avaliar a exatiddo do método aplicou-se o Teste T, sendo 2,62 o valor tabelado
para 9 graus de liberdade (p < 0,05). O valor obtido para a recuperagdo de Ba adicionado a
amostra foi de 1,86, portanto, pode-se considerar que 0 método apresenta boa exatidao.

4.2.4 Determinacdo de Ba em solugbes comerciais para NP e em solugdes de NP em bolsas e

buretas

Apos a validacdo da metodologia, determinou-se a concentracdo de Ba nas solugdes
comerciais que constituem as NP avaliando a contribui¢do individual dos constituintes na

contaminagéo (Tabela 4.12).
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Tabela 4.12 - Concentragéo de Ba encontrada nos constituintes das solucdes de NP

Constituinte das SNP Marca Lote Ba (ug/L) *DP (n=3)
Frutovitam Cristalia 7042865 261,9 +13,0
Aminoacido Pediatrico 10% n.i n.i 105,2 +20,4
H,0 para inje¢éo n.i n.i 3,0+11
Aminoacido Adulto 10% n.i n.i 42,4 +2,8
Lipideos 20% n.i n.i 51,9 +1,7
Glicose 50% Aster 8470 27,2 +10,8

_ 07080792/
Hypocalcio 10% Hypofarma 4101174 166,4 +22,9
Ped elemento Darrow n.i 51,3 +4,3
Sulfato de Mg 10% Halex Istar AP 00401 193,3 +23,7
Hypomagne 50% Hypofarma 07101092 129,4 +25,0
Frutovena Farmalab 75400 31,8 +19,3
KCI 10% Halex Istar AP 004101 n.d
NaCl 20% Halex Istar AP 069601 n.d
n.d: ndo detectado n.i: ndo informado

Frutovitam (ampola com 10 mL)-Cada ampola contém: palmitato de retinol (vitamina A) 10.000 UlI,
colecalciferol (vitaminaD)800 Ul, riboflavina 5- fosfato sédica equivalente a 5 mg de riboflavina (vitamina B2),
acido ascérbico (vitaminaC)500 mg, nicotinamida (niacinamida) 100 mg, cloridrato de piridoxina (vitamina B6)
15 mg, dexpantenol (pantenol) 25 mg, acetato de tocoferol (vitaminaE) 50 mg, veiculo estéril g.s.p. 10 mL
(veiculo: edetato de sodio, cloreto de benzalconio, bicarbonato de sédio, polisorbato 80, agua para injetaveis)
Hypocalcio (ampola 10 mL): gluconato de calcio 10%

Ped elemento (ampola com 4 mL)-cada mL contém: zinco 400mcg, cobre 200mcg, manganés 200mcg, cromo
0,2 mcg, iodo 60 mcg e flior 10 mcg

Hypomagne (ampola 10 mL): Sulfato de magnésio 50%

Frutovena (ampola 10 mL): cada ampola contém, frutose 2,500 g; vitamina B2 (riboflavina fosfato de sdio)
0,002 g; vitamina B6 (cloridrato de piridoxina) 0,010 g; vitaminaC (acido ascérbico) 1,000 g; nicotinamida
0,015 g; agua bidestilada g.s.p. 10,000 mL.

Observa-se que, com excecdo das solucdes salinas de cloreto de potassio e cloreto de
sodio, todas as solucdes dos constituintes das NP apresentaram Ba como contaminante. As
concentracdes variaram entre 31,80 e 261,90 ug/L, sendo que, Frutovitam, Sulfato de
Magnésio 10%, Hypomagne (sulfato de magnésio 50%), Hypocalcio (gluconato de calcio) e
aminodacidos pediatricos, foram 0s constituintes mais contaminados.

Determinou-se, também, o grau de contaminacgdo das solucdes armazenadas nas bolsas
plasticas de infusdo administradas aos recém-nascidos internados na UTI do HUSM, foram
analisadas as bolsas de soro e de NP (Tabela 4.13).

Muitas bolsas apresentam um dispositivo de administracdo chamado de bureta que é
um cilindro graduado de 150 mL e tem por finalidade estabelecer um melhor controle do

volume da infusdo administrada. Ela possui uma tampa que apresenta um dispositivo



59

autovedante para a introducdo de medicacgdo, sendo esta, outra finalidade para a escolha do
Seu uso.

As solucbes que permaneceram nestas buretas tiveram contato com uma maior
superficie que comprovadamente possui Ba. Estas solu¢Ges sdo preparadas nas bolsas e
durante a administracdo passam através de mangueiras para as buretas e a seguir novamente
passam por mangueiras até chegar aos pacientes. Por isso, foi de interesse analisar se todo
esse percurso contribuiu para aumentar a contaminacao dessas solucgdes. Portanto, também foi
determinada a concentracdo de Ba nas solugdes que permaneceram dentro das buretas de cada
uma das bolsas e, compararam-se as concentracées medidas nas solucGes das bolsas com as
solugdes de suas respectivas buretas (Tabela 4.14).

As solugdes de NP armazenadas nas bolsas possuiam uma composicdo com
quantidades especificas das solu¢bes comerciais. Entéo, através dos valores da concentragdo
de Ba encontrados nestas formulacdes comerciais (Tabela 4.12), pdde-se calcular e prever a
concentracdo de Ba que deveria ter nas solucdes de NP das bolsas. Portanto, as concetracdes
de Ba efetivamente determinadas nas solugdes das bolsas e das buretas foram comparadas
com as concentracOes teorica de Ba. A constituicdo das solugdes de NP em cada bolsa esta

descrita no Apéndice B.
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Tabela 4.13 - Concentracdo de Ba em solugdes de NP armazenadas em bolsas e concentragéo
de Ba calculado através da contribuicdo de cada constituinte

o Ba + DP (n=3) Concentracao Tedrica
Bolsa n> w
(ng/L) de Ba (ug/L)
1 31,4+24 41,3
2 46,4+ 1,2 41,7
3 69,2+1,1 47,3
4 315+1,3 38,6
5 153+1,2 37,1
6 236+73 2,7
7 50,7 + 3,0 47,9
8 49,5+ 2,6 53,2
9 60,0 +1,7 37,7
10 38,0+25 45,9
11 659+21 38,1
12 289+1,6 25,6
13 53,9+2,8 36,3
14 57,0+21 48,4
15 385+1,0 45,3
16 50,4 +0,5 38,1
17 65,7 +15 48,0
18 66,2 + 1,7 47,9
19 41,2+0,2 17,6
20 1116 +54 41,2
21 50,4 +2,1 41,3

*Valor calculado através do somatério das concentragBes de Ba determinadas nas
solugdes comerciais, proporcional & quantidade em que estas foram adicionados para

compor cada uma das bolsas.
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Tabela 4.14 — Concentracdo de Ba em solugGes de NP armazenadas nas bolsas e buretas e,
concentracdo tedrica de Ba calculada através da contribuicéo de cada constituinte

Bolsa Bureta Concentracao

No Ba + DP (n=3) Ba *DP (n=3) Tedrica de Ba
(ng/L) (ng/L) (ng/L)

22 40,2 +8,9 62,7 +7,8 39,1

23 19,3 +4,6 23,1+3,4 54

24 51,6 +4,8 55,7 +16,4 40,0

25 53,6 +3,3 78,2 +4,9 30,9

26 70,8 +3,4 74,5 +5,9 52,4

27 32,4 40,5 48,1 +4,0 39,4

28 145,8 +9,9 151,4 +3,0 43,9

29 72,3 +2,2 130,5 +3,8 37,2

30 26,8 +12,6 336,2 +23,5 49,3

31 54,1 45,2 85,5+2,4 26,3

32 33,8+2,4 38,8 +4,0 56,3

33 83,8 +4,9 129,2 +10,8 5,4

34 53,3+1,9 58,1 +4,9 40,7

35 40,1 +4,2 47,7 +3,1 42,0

36 41,6 +6,9 67,3+9,1 44,0

*Valor calculado através do somatorio das concentracdes de Ba determinadas nas solugdes
comerciais, proporcional a quantidade em que estas foram adicionados para compor cada
uma das bolsas.

Através dos dados apresentados nas Tabelas 4.13 e 4.14, constatou-se que a maioria
das solucbes de NP armazenadas nas bolsas apresentou uma maior concentracdo de Ba em
relacdo ao valor tedrico de Ba calculado a partir da composicdo das respectivas solugdes.
Ainda maior, foi a concentracdo de Ba encontrada nas solu¢bes de NP armazenadas em
buretas. Possivelmente, as concentracGes mais elevadas ndo foram apenas devido ao contato e
permanéncia em bolsas e buretas, mas também em consequéncia de sua preparacdo, pois as
nutricdes parenterais sdo preparadas através de produtos comerciais na farmacia hospitalar de
acordo com as necessidades individuais de cada paciente. Assim, neste processo ha a
manipulacdo de varios produtos (OLIVEIRA et al., 2010).

Além disso, a maior concentracdo de Ba nas solucBes que permaneceram nas buretas
pode ter sido originada por causa da adicdo dos medicamentos. Como mencionado
anteriormente, muitos destes medicamentos sdo administrados aos pacientes através deste

dispositivo. Este procedimento é realizado para que ocorra a mistura de medicamentos e
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infusdes e que o fluido possa ser dispensado a uma vazéo controlada. Estas medicagdes séo
diluidas para permitir uma medida mais precisa do volume contendo a dose exata. O método
mais utilizado consiste na diluicdo do medicamento em seringas com 0 uso de solventes
compativeis, geralmente agua para injecdo, NaCl 0,9% e glicose 10% ou solugdo Ringer
lactato. Embora, necessarios, todos estes passos sdo possiveis fontes de contaminacéo,
resultando num produto com maior quantidade de contaminante que oS componentes de
inicio.

Com a intencdo de melhor analisar a contaminagdo observada nas solugdes de NP,
calculou-se a concentragdo percentual média (v/v) dos componentes e nas solugcdes de todas
as bolsas estudas neste trabalho (Figura 4.5 A). A partir disso, calculou-se a concentracdo de
Ba percentual encontrada em cada constituinte proporcionalmente a quantidade em que cada
um & adicionado nas solugdes (Figura 4.5 B). Dessa forma, p6de-se constatar o constituinte

que mais contribuiu com a contaminacgéo das solu¢des de NP.

Contribuicio dos constituintes das nutricies parenterais para
a contaminacdo das solucdes

Constituicio das Solucdes de Nutricio Parenteral
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Figura 4.5 — Andlise da contaminacdo de Ba nas solugdes de NP. (A) Constituicdo média de todas as
solucdes de NP analisadas. Resultado expresso em % (v/v). (B) Contribuicdo de cada constituinte das NP
na contaminacdo por Ba nas solucbes. Valores expressos em % (v/v), relativo a concentracdo de Ba
encontrada nas soluc6es estudadas (Apéndice B).

Pode-se observar na Figura 4.5 (A) que a agua, aminoacidos, glicose e lipideos foram
0s constituintes majoritarios das solu¢es de NP analisadas neste trabalho, constituindo mais
de 90% destas. Dessa forma, ja era possivel esperar que estes constituintes contribuissem com

uma maior quantidade de Ba nas solug¢fes. Os aminoécidos contribuiram com 56%, seguidos
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pelos lipideos 14,1%, e glicose 13,1%, (Figura 4.5 B). No entanto, a agua, que também é um
constituinte majoritario, consistindo cerca de 42% das soluces de NP contribuiu com apenas
2,9% da concentracdo de Ba. Ja, o gluconato de célcio, que apesar de estar presente em
apenas 2,4% das solucGes de NP, contribui com 11% de Ba. Sendo este valor muito proximo
aos valores da contribuicdo da contaminacdo por Ba dos constituintes majoritarios das
solugdes de NP. Isto, provavelmente se deve ao fato do anion gluconato ter uma grande
afinidade com o Ba.

4.2.5 Determinagdo de Ba em medicamentos comerciais armazenados em ampolas e em

medicamentos armazenados em seringas

Determinou-se a contaminagdo por Ba em medicamentos comerciais que foram
administrados aos recém-nascidos da UTI do HUSM. Esses medicamentos estavam contidos
em ampolas e suas concentragcdes, o0 principio ativo, a marca, o lote e a concentracdo de Ba

(Mg/L) determinada em cada um deles estdo descritas na Tabela 4.15.

Tabela 4.15 - Concentracdo de Ba (ug/L) encontrado em medicamentos comerciais em
ampolas

Medicamento Concentracdo do  Marca do Ba* DP (n=3)

Principio Ativo

Medicamento Laboratorio

Lote

(Mg/L)

Aminofilina 24 mg/mL Hipolabor E018/06 n.d
Cloridrato de Dobutamina 12 mg/mL Hipolabor Ago10/08 n.d
Cloridrato de Dopamina 5 mg/mL Teuto 1073004 n.d
Cloridrato de Midazolan 50 mg/10 mL Cristalia 8074957 n.d
Cloridrato de Ranitidina 25 mg/mL Farmace 840093 n.d
Fosfato Dissodico de . T020/07 e
Dexametasona 4mg/ mL Hipolabor 2001 87,0 +0,5
Furosemida 10 mg/mL Teuto F004/07 n.d
— 485027 e
Sulfato de Amicacina 100 mg/mL Novafarma P007/06 511,8 45,3
Sulfato de Gentamicina 80 mg/2 mL Novafarma 540220 584,7 +10,9
10 mg/mL UQDoloMoff 807455 n.d

Sulfato de Morfina

n.d: ndo detectado.
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A Tabela 4.15 mostra que em muitos medicamentos ndo foi possivel determinar a
concentracdo de Ba, ou seja, o valor medido foi abaixo do limite de deteccdo. Contudo,
concentragdes de 87,0, 511,8 e 584,7 pg/L foram encontrados para fosfato dissddico de
dexametasona, sulfato de amicacina e sulfato de gentamicina, respectivamente.

Alguns medicamentos para poderem ser administrados aos pacientes recém-nascidos
necessitaram de uma diluicdo. A diluicdo foi realizada apropriadamente para cada paciente
utilizando seringas. Estes medicamentos podem permanecer nas seringas por até 14 dias
dependendo das condigcdes de armazenamento (temperatura, ambiente ou refrigeracdo) e de
sua estabilidade (TRISSEL, 2008). Dessa forma, os medicamentos ficaram em contato com as
superficies das seringas e foram constantemente manipulados. Através da determinagdo da
concentracdo de Ba nos medicamentos das seringas de administracdo, avaliou-se se por causa
de todo esse processo houve um aumento na contaminacgdo. Para esta analise, os resultados
obtidos para 0s medicamentos nas seringas foram comparados com os resultados obtidos para
0s medicamentos comerciais considerando-se a diluicdo a qual foram submetidos
(concentracdo tedrica de Ba).

Na Tabela 4.16 encontram-se descritos a composicdo das seringas, 0s tipos de
diluentes, o nimero de seringas analisadas de cada medicamento e o valor de Ba obtido nestes

medicamentos e o valor tedrico de Ba.
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Tabela 4.16 — Concentracdo de Ba encontrada em solucGes contidas nas seringas de administracéo

Medicamento Diluente Concentracéo N Ba*DP Valor*tec’)rico

Principio Ativo Medicamento (ng/L) de Ba (ug/L)
Cloridrato de Dopamina SF 50 mg/10mL 6 116,1 +13,3 n.d
Cloridrato de Dobutamina SF 12 mg/mL 3 1404 +127 n.d
Aminofilina SF, SG5%, SGF 1:1 240 mg/10 mL 6 443+ 8,1 n.d
Cloridrato de Midazolan SF, SG5% 50 mg/10 mL 3 83,1+4,6 n.d
Sulfato de Gentamicina SF, SG5% 40 mg/20 mL 3 1588+134 29,3
Sulfato de Morfina SF 10 mg/10 mL 9 2,6+0,2 n.d
Cloridrato de Ranitidina SF, SG, RG 50 mg/10 mL 3 78,1 +11,8 n.d
Furosemida SF, SG5%, RL 10 mg/mL 2 298,4 + 2,0 n.d
Fosfato Dissodico de SF, SG5% amg/mL 6 13330+3L1 87,0
Dexametasona
Cefurexima SF, SG 5% 750 mg/50mL 3 37,8+4)9 -
Sulfato de Magnésio - 10% 3  4659,0 +20,0 193,3
Gluconato de Célcio - 10% 3  3769,0 + 33,7 166,4
Cloreto de sodio - 20% 3 1284+121 n.d
Solucéo Fisiologica - 0,9% 3 1113+121 n.d
Soro Glicosado - 50% 3 3474+131 27,2
Bicarbonato de sodio - 8,4% 3 3106,0 +39,6 -
SFO - 9% 3 2743+113 n.d
Cloreto de potassio - 10% 3 568,7+122 n.d

* Concentracdo de Ba calculada a partir da concentracdo de Ba obtidas nos medicamentos comerciais considerando a

diluicdo a qual foram submetidos.
n.d: ndo detectado (abaixo do limite de deteccéo)

N: numero de amostras de medicamentos armazenadas em seringas analisadas.

RL: Ringer Lactato.
SG5%: Soro Glicosado 5%.

SF Soro Fisiolégico (NaCl 0,9%).
SGF: Solucéo Glicofisiologica.

Através da comparacdo das concentracdes de Ba encontradas nos medicamentos

armazenados em seringas com as encontrados nos medicamentos originais (antes da diluicdo

nas seringas), observa-se, na Tabela 4.16, que em todas as amostras houve aumento na

concentracdo de Ba, destacando-se o bicarbonato de sodio, dexametasona, sulfato de

magnésio e gluconato de célcio que apresentaram uma concentracdo de Ba bastante elevada.

Pode-se, assim, concluir que o preparo e 0 armazenamento em seringas contribuem

para a contaminacdo por Ba dos medicamentos, que provavelmente tem sua origem na

borracha dos émbolos das seringas.
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4.2.6 Ensaio de contato para a investigagdo da interacdo do Ba das embalagens com as

solugdes dos constituintes das NP

As formulagOes parenterais devem ser armazenadas em embalagens que ndo interajam
fisicamente ou quimicamente com as solugdes, ou seja, devem possuir uma elevada
resisténcia hidrolitica (FB, 2010). Para aumentar a resisténcia hidrolitica dos vidros s&o
adicionados a sua estrutura oxidos de boro e aluminio (BOHRER, 2002b). Estes vidros
contém uma menor quantidade de alcalis (LEE, 1999). Apesar da diminuicdo dos 6xidos de
metais alcalinos, eles sdo necessarios para diminuir a temperatura de fusdo, existindo,
portanto, a possibilidade de ocorrer uma interacdo dos metais das superficies do vidro com os
constituintes das formulacGes parenterais. Dependendo da natureza das solucGes, estas podem
interagir com os metais dos vidros através de uma simples troca idnica como é o caso das
solugdes salinas e das solucGes acidas (BERTAGNOLLI, 2008). As solucdes alcalinas podem
promover a dissolucdo do vidro pelo ataque as ligagdes quimicas. Contudo, muitas solugcdes
das formulacdes parenterais, ndo possuem valores de pH extremos e, ainda assim, possuem a
capacidade de extrairem metais das superficies das embalagens. Por isso, a acdo destes
compostos ndao pode ser relacionada com o pH e nem com um processo de troca ibnica. O que
provavelmente ocorre é a formacdo de complexos com 0s metais.

Para este estudo, foram escolhidos alguns amino&cidos (arginina, ornitina, acido
glutdmico e acido aspartico) e o gluconato de calcio como representantes dos constituintes das
solucgdes de NP.

O é&cido citrico, além de ser um agente complexante, € muito utilizado em
medicamentos, juntamente com o citrato de sodio, como agente tamponante. O pH das
formulacdes farmacéuticas € de grande importancia, pois 0 mesmo exerce influéncia na
solubilidade das substancias, na estabilidade quimica, na compatibilidade fisiolégica com os
tecidos organicos onde a forma farmacéutica sera aplicada de forma a minimizar a irritacdo e
o desconforto na aplicacdo e, finalmente, na garantia do efeito terapéutico esperado para o
medicamento (FERREIRA et al., 2002).

O EDTA (acido etilenodiaminoteracético) foi escolhido como um referencial para este
estudo, pois possui uma aplicacdo geral bastante ampla por possuir uma poderosa acao
complexante (JEFREY, 1992). Ele forma complexos estaveis com a maioria dos ions

metalicos, sendo este, 0 agente de complexacdo de uso mais corrente em Quimica Analitica.
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Praticamente todos o0s elementos da tabela periddica podem ser determinados
quantitativamente pelo EDTA através de titulacdo (HARRIS, 2008).

O ensaio se iniciou atraves da analise de todas as solugdes previamente ao contato com
a resina. Isto mostrou que ndo havia Ba nestas solu¢des. Também ndo se detectou Ba em
aliquotas retiradas nos diversos intervalos de tempo estudados das solugdes que ndo
permaneceram em contato com a resina.

Através de dados apresentados na Figura 4.6, pode-se inferir que todos os constituintes
retiraram Ba da resina com o passar do tempo, sendo o gluconato de calcio o constituinte que

mais interagiu com o analito em questéo, seguido pelo &cido citrico, EDTA e aminoacidos.
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—‘—AcidoAspértico 2,52 3,73 6,13 3,39 5,39 4,59 9,93 13,13 20,71 14,31
—=EDTA 6,27 11,69 12,68 9,325 12,17 12,43 17,02 14,01 19,90 16,26
Tempo de Contato

Figura 4.6 - Ensaio de Contato: Ba retirado da resina pelas solugdes 0,2mM de: ornitina,
arginina, gluconato de calcio, acido citrico, acido glutamico, acido aspartico e EDTA nos
intervalos de tempo 1; 3; 24;48; 72; 96 horas; 1; 2; 3 e 8 meses.

Uma resina trocadora de cations é constituida por grupos carregados negativamente,
ligados covalentemente a um polimero, esses se ligam aos cations ativos. Estes cations podem
permutar com os cations da solucdo até atingir o equilibrio (HARRIS, 2008). Por isso, é

relevante conhecer a tendéncia de um ion ser preferencialmente ligado pela resina em relagdo
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a outro ion, pois a retirada do Ba da resina poderia ter sido mais proeminente a afinidade da
resina pelos outros cations das solucdes de contato ou até mesmo pelo sédio do hidroxido de
sodio utilizado para o ajuste de pH.

Os fatores que determinam a distribuicdo dos ions inorganicos entre uma resina de

troca ionica e uma solugdo incluem (JEFREY et al., 1992):

1. A natureza dos ions permutantes: em concentra¢des aquosas baixas e em temperatura
ambiente o grau da troca aumenta com 0 aumento da carga dos ions permutantes, ou seja,
Na'<Ca**<AlF*<Th",

2. Em condicBes semelhantes, e com carga constante, o grau dos ions com carga unitéria
cresce com a diminuicdo do tamanho do cation hidratado, Li*<H'<Na'<NH;'<K'<Rb*<Cs",
enquanto que com a carga dupla o tamanho iénico € um fator importante, mas ha também a
influencia da dissociacao incompleta dos sais destes cations,

Cd2+<Be2+<Mn2+<MgZ+=Zn2+<Cu2+=Ni2+<C02+<Ca2+<Sr2+<Pb2+<Ba2+

Através das regras descritas, conclui-se que, em relacdo ao sédio do hidroxido, a
resina se liga preferencialmente ao Ba, pois este possui carga maior. A mesma preferéncia
ocorre pelo Ba em relagéo ao calcio do gluconato, pois o Ba possui um tamanho iébnico maior.
No entanto, todas as solucdes estudadas mostraram uma extragéo eficaz comprovando, assim
que, por causa da acdo complexante desses compostos ocorrem desvios nas distribuicdes
previstas pela teoria de seletividade descrita.

A formacédo de ion complexo pode ser considerada uma reacéo acido-base de Lewis.
Os ions metalicos sdo acidos de Lewis, receptores de pares de elétrons de um ligante doador
de elétrons que sdo bases de Lewis (LEE, 1999). Um ion complexo, ou molécula, consta de
um atomo central (ion) e varios ligantes acoplados a ele. O atomo central pode ser
caracterizado pelo nimero de coordenacdo, que € definido como o nimero de ligacdes
formadas pelo ligante ao atomo central em um complexo.

O ligante pode ser monodentado, bidentado, tridentado, e assim por diante,
dependendo do numero de sitios de ligacdo envolvidos na formacgédo do complexo.

O efeito quelante é a habilidade de ligantes multidentados de formar complexos
metélicos mais estaveis que os formados por ligantes monodentados similares. Os quelatos
sd80 mais estaveis, pois a dissociacdo deste tipo de complexo implica na ruptura de duas ou

mais ligagdes em vez de apenas uma.
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A estabilidade do complexo esta relacionada com a capacidade de complexacdo dos
metais, com as caracteristicas do ligante e com a afinidade metal-ligante.

A relativa capacidade de complexacdo dos metais é convenientemente descrita em
termos da classificacdo de Schwarzenbach, que é baseada na divisdo dos metais em acido de
Lewis, ou seja, aceitadores de elétrons classe A e classe B. Os metais da classe A sdo
distinguidos pela seguinte ordem de afinidades (em solucdo aquosa) em relacdo aos
halogénios F* >>CI" >Br™ >I’, e formam seus complexos mais estaveis com o primeiro membro
de cada grupo de 4&tomos doadores na tabela periddica (N, O, F). Os metais da classe B se
coordenam mais prontamente com o I do que com o F" em solugdes aquosas, e formam seus
complexos mais estaveis com o segundo (ou 0 mais pesado) atomo doador de cada grupo (P,
S, CI). A classificagdo de Schwarzenbach define trés categorias de ions metalicos aceitadores
de elétrons (JEFREY et al.,1992).

2. Cations com configuragcdes de metais nobres: os metais alcalinos, alcalino-terrosos e
aluminio pertencem a este grupo que exibe as propriedades de aceitadores da classe A. Na
formacdo dos complexos predominam forcgas eletrostaticas, de modo que as interagdes entre

fons pequenos de carga elevada sdo particularmente fortes, conduzindo a complexos estaveis.

3. Cations com subcamadas d completamente preenchidas: elementos tipicos com este
grupo sao o cobre (1), prata (I), que exibem propriedades de aceitadores da classe B. Estes
fons tém alto poder de polarizacdo e as ligagdes formadas em seus complexos tém carater
covalente apreciavel. Os complexos sdo tanto mais estaveis quanto mais nobres sdo 0s metais

e menos eletronegativo é o atomo doador do ligante.

4. fons de metais de transicdo com subcamadas d incompletas: neste grupo tanto a classe
A quanto a classe B tem tendéncias que podem ser distinguidas. Elementos com
caracteristicas da classe B formam um grupo aproximadamente triangular dentro da tabela
periédica, com o apice no cobre e a base se estendendo do rénio ao bismuto. A esquerda deste
grupo, os elementos em seus estados de oxidacdo mais elevados tendem a exibir propriedades
da classe A, enquanto que, a direita do grupo, os estados de oxida¢do mais elevados de um

dado elemento apresentam mais carater da classe B.

Entre as caracteristicas do ligante que sdo, geralmente, reconhecidas como influentes

na estabilidade dos complexos em que estdo envolvidos, estao:



1. Forga do ligante;
2. Propriedades de quelacéo (se as tiver) e;
3. Efeito estérico.

70

Outra maneira de classificar os ions metalicos e os seus ligantes é através da teoria dos

acidos e bases duros e moles introduzida por Pearson em 1963 (Tabela 4.17) (LEE, 1999).

Tabela 4.17 - Classificacdo dos &cidos e bases duros e moles

Acidos Duros

Bases Duras

H*, Li*, Na*, K¥, Rb*, Cs*, Be**, Be(CHs),, Mg**, Ca”™,
SI‘2+, Ba2+1 SC3+, La3+, Ce‘”, Gd3+, LU3+, Th4+, U4+, U022+,
Pu*tTi**, zr**, Hf**, VO#, Cr¥', Cr®*, MoO*", wo*,
Mn?*, Mn™*, Fe**, Co®, BFs, BCls, B(OR)3, Al
Al(CHs)s, AlCI5, AlH3, Ga**, In®*, CO,, RCO*, NC*,
Si**, sn**, CH3Sn*, (CH3),Sn*", N*, RPO*", ROPO*,
As**, SOs, RSO?*, ROSO%, CP*, CI™*, I°*, I”*, HX
(moléculas com ligacao hidrogénio)

NHs, RNH,, N>H,; H.0, OH", 07,
ROH, RO, R,0, CH3COO,
COs*, NOs, PO,*, SO, ClO,”
F (CI

Acidos Intermediarios

Bases Intermediarias

Fe**, Co™, Ni¢*, Cu”™*, Zzn**, Rh**, Ir’*, Ru**, Os*
B(CH3)s, GaHs, RsC*, CgH>*, Sn**, Pb**, NO*, Sb™*,
Bi**, SO,

CeHsNH,, CsHsN, N*, N, NO?,
S0O32, Br

Acidos Moles

Bases Moles

Co(CN)s>, Pd**, Pt**, Pt**, Cu®, Ag*, Au*, Cd**, Hg",
HgZ+, CH3Hg+, BH3, Ga(CHg)g, G&Clg, GaBrg, Galg, T|+,
TI(CH3)s, CH,, carbenos aceitadores = trinitrobenzeno,

cloroanil, quinonas, tetracianoetileno, etc., HO*, RO",
RS*, RSe*, Te*", RTe", BRy, Br', I, I, ICN, etc., O, Cl,

Br, I, N, RO+, RO,* MO (atomos metéalicos) e metais

volumosos

HR", C,H., CsHs, CN’, RNC,
COSCN", R3P, (RO)sP, R3ASR,S,
RSH, RS, S,05%1

De acordo com esta teoria, uma base mole pode ser definida como aquela cujo atomo

doador possui polarizabilidade elevada e baixa eletronegatividade, e é facilmente oxidada,

bem como associada a orbitais vacantes baixos. Estes termos descrevem, por diferentes

modos, uma base cujos elétrons do atomo doador ndo estdo fortemente presos, mas séo

fortemente destorcidos e removiveis. Bases duras tém propriedades opostas a estas, ou seja, 0

atomo doador tem baixa polarizabilidade e alta eletronegatividade, ¢é de dificil reducéo e esta
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relacionada com orbitais vacantes de alta energia que s&o inacessiveis.

Desta forma, os aceitadores de elétrons da classe A, preferem se ligar a bases duras
com atomos doadores, como nitrogénio, oxigénio e flGor, enquanto que os aceitadores de
elétrons da classe B preferem se ligar a bases moles, como: d&tomos doadores P, As, S, Se, Cl,
Br, I. Um exame dos aceitadores da classe A mostra que eles tém as seguintes caracteristicas

importantes:

. Tamanho pequeno;
. Estado de oxidacao positivo elevado;
. Auséncia de elétrons mais externos que sejam facilmente excitaveis a estados mais

elevados.

Estes sdo todos os fatores que levam a baixa polarizabilidade, e tais aceitadores sao
chamados &cidos duros.

Os aceitadores da classe B, no entanto, tém uma ou mais das seguintes propriedades:

. Estado de oxidacdo positivo baixo ou zero;

. Tamanho grande;

. Muitos elétrons externos facilmente excitaveis (no caso dos metais estes sdo elétrons
d).

Todas estas propriedades conduzem a polarizabilidade elevada, e assim, os acidos da
classe B podem ser chamados de acidos moles.

De modo geral, pode-se correlacionar a capacidade de complexacdo dos metais pelo
enunciado: “Os acidos duros preferem se associar com as bases duras e os 4cidos moles com
as bases moles”. Este principio ndo deve ser encarado como exclusivo, isto €, sobre condigcdes
adequadas, acidos moles podem complexar com bases duras ou, acidos duros com bases
moles, resultando, entretanto, em complexos de baixa estabilidade, uma vez que ambos sdo
incompativeis.

Na teoria HSAB (hard and soft acid and bases = acidos e bases duros e moles), o Ba é
considerado um acido duro, portanto prefere se ligar a bases duras com atomos doadores
como o oxigénio do grupo carboxilato, o qual estd presente em todos os complexantes
estudados (LEE, 1999).
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O gluconato de célcio é derivado de uma base fraca e um acido fraco que, em solugéo,
libera o &nion gluconato, possibilitando uma maior disponibilidade do &nion gluconato para se
combinar (VOGEL, 1981)

O é&cido citrico no pH estudado, encontra-se completamente desprotonado, pois 0s
pKas sdo 3,13; 4,76 e 6,40.

As estruturas do gluconato de célcio e do &cido citrico estdo ilustradas nas Figuras 4.7

(A) e (B), respectivamente.

OH OH
Ho,x?/‘\]/[w,o
OH OH O .
Ca” Oy -OH
T -~ O
HO ™
(:JH\(i;H 0 HO OH
OH
(A) (B)

Figura 4.7 - Férmula estrutural (A) gluconato de calcio e (B) acido citrico.

Apesar de 0 anion citrato possuir trés sitios de ligacdes ativos, o que acarreta numa
atracdo maior do ion Ba do que o anion gluconato, que possui apenas um sitio de ligacdo
ativo, a preferéncia do Ba em se ligar ao gluconato é devido ao ion célcio ser mais semelhante
ao ion Ba, em tamanho e carga. Portanto, a forca de atracdo da resina por esses dois cations
sdo semelhantes. Ja o ion hidrogénio € pequeno e possui apenas uma carga. Assim, o ion Ba é
mais facilmente trocado pelo ion calcio do que pelo ion hidrogénio.

O EDTA tem quatro grupos carboxila e dois grupos amina, que podem atuar como

doadores de pares de elétrons, ou bases de Lewis, como ilustra a Figura 4.8 (HARRIS, 2008).
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Figura 4.8 - Molécula de EDTA.

A estrutura espacial do seu anion, que tem seis atdmos doadores, permite que satisfaca
0 numero de coordenacdo seis, frequentemente encontrado nos ions metalicos, bem como a
formacdo de anéis de cinco membros sem tensdes na quelacdo. Os complexos resultantes tém
estruturas semelhantes, mas diferem uns dos outros pela carga que possuem.

O EDTA apresenta-se uma estrutura dipolar tipica de um aminacido. Neste caso, no
entanto, uma estrutura duplo “ zwitterion” é formada como mostra a Figura 4.9
(SCHWARZENBACH, 1955) . Esta estrutura contém quatro protons dissociaveis dois
relacionados aos grupos carboxilicos e 0s outros dois grupos aminicos. Esta espécie pode ser
simbolizada por H,Y,e as demais espécies mono, di, tri e tetraneutralizadas representadas
respectivamente por HsY" H,Y?; HY® e Y*. As constantes de dissociacdo para a
desprotonacdo do H,Y sdo: K;=1,02x10% K,=2,14x107; K5=6,92x107 e K,=5,50x10™"". A
capacidade complexante do EDTA diminui com o aumento da concentragio dos ions H* no
meio analitico, pois estes tendem a competir com os ions metalicos pelo ligante. As reacaoes

com céations, como por exemplo M?*, podem ser escritas como na equagéo (4.3).

-OOC—CH, CHrCOOH
N+ o
H—N—CHrCHzN—H
/ N
HOOC—CH,; CHrCOO*

Figura 4.9 — Estrutura duplo zwitterion do EDTA

M?* + H, Y2 = MY? + 2H* 4.3)
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A Tabela 4.18 indica os valores minimos do pH para a existéncia de complexos de
EDTA de alguns metais (JEFREY et al., 1992).

Tabela 4.18 - Estabilidade em relacdo ao pH de alguns complexos metal-EDTA

pH minimo em que o complexo existe Metais

1-3 zr*, HEY, ThY, Bi*', Fe®

46 Pb**, Cu¥, Zn**, Co?*, Ni**, Mn?",
Fe®*, AP, Cd*, Sn**

8-10 ca’*, Sr**, Ba’*, Mg**

Pode-se observar, na Tabela 4.18, que o complexo de EDTA com Ba* é estavel em
solucdes alcalinas, onde predomina a espécie desprotonada Y* que proporciona uma maior
estabilidade dos complexos. Como, neste estudo, a solu¢do permaneceu em pH proximo a 7,0,
e a espécie do EDTA que predominou foi a HY?, observou-se uma estabilidade maior dos
complexos entre o analito e os complexantes gluconato e citrato frente ao complexo entre Ba
e EDTA.

Os aminoacidos sdo substancias que apresentam um grupo amino € um grupo
carboxilico ligados ao mesmo carbono (GREINSTEIN & WINTZ, 1984). Os aminoacidos
diferem entre si por possuirem diferentes cadeias laterais ligadas ao carbono a. Os
aminoacidos podem se apresentar na forma neutra (zwitterion) ou carregada dependendo do
pH do meio em que se encontram, comportando-se como &cidos ou bases, ou seja 0S
aminodacidos sdo anfoteros (Figura 4.10). Assim, os aminoacidos possuem pelo menos dois
hidrogénios dissociaveis, podendo haver mais hidrogénios que podem se dissociar nas cadeias

laterais grupo R.
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Figura 4.10 - Estrutura dos aminoacidos em diferentes pH.

Desta forma, a capacidade de os aminoécidos formarem complexos ndo esta
relacionada apenas a presenca dos grupos aminos e carboxilicos, mas também ao grupo
funcional constituinte da cadeia lateral. Entretanto, como os grupos sdo diferentes em sua
natureza a capacidade de os aminoacidos se ligarem aos metais também é diferente. Por
exemplo, os grupos R-OH, R-NH,, R-CO, podem ser classificados como ligantes duros e 0s
grupos R-SH, R,S podem ser classificados como moles.

S8o conhecidas muitas constantes de estabilidade de complexos formados entre
aminiacidos e ions de metais de transicdo, contudo para elementos como o Ba 0s estudos com
constante de estabilidade sdo mais raros (SMITH & MARTELL, 2004). Constates de

estabilidade entre o Ba e alguns aminoacidos estdo expressas na Tabela 4.19.

Tabela 4.19 — Constante de estabilidade conhecidos dos complexos entre o Ba e aminoacidos

Aminoéacido logK
Acido aspartico 1,10
Acido glutamico 1,28
Glicina 0,77

T=25°C, espécie 1:1 M-L (M-metal, L-ligante)
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Os aminécidos estudados foram a ornitina, arginina, &cido glutdmico e &cido aspartico,

cujas formulas estruturais e seus valores de pKa estdo mostrados na Tabela 4.20.

Tabela 4.20 - Formula estrutural e pKa dos aminoacidos estudados

Aminoacido Estrutura pKa;  pKa; pKas

Ornitina 1,94 8,65 10,76

0
HoN N\HLOH
NH,
NH 0
Arginina HZNAN/\/‘%OH 1,82 8,99 12,48
H
NH,

o] 0]
Acido Glutamico H,:r‘l\f" \T'J L-GH 2,10 9,47 3,90
MH;z
(8]
Acido Aspartico © OH 1,99 9,90 4,07
OH NHz

Nota-se, que em todos os aminoacidos estudados ha trés hidrogénios ionizaveis devido
a um grupo na cadeia lateral, em adi¢do aos grupos o—amino e carboxilico, que sdo
potencialmente aptos a coordenar um ion metalico. Na ornitina e na arginina estes protons
correspondem a um grupo carboxilico e a dois grupos aminos. Nos &cidos aspartico e
glutdmico, correspondem a um grupo amino e a dois carboxilicos.

Em pH 7,0, utilizado neste estudo, os grupos carboxilicos dos aminoacidos se
encontram desprotonados ja que todos os valores de pKa; sdo, aproximadamente, 2,0. Assim,
a arginina e a ornitina, nessas condicdes, sdo ligantes monodentados e o0s &cidos aspartico e
glutdmico ligantes bidentados. Com isto, os aminoacidos estudados possuem menor namero
de sitios de ligacOes ativos que o &cido citrico e 0 EDTA, e o0s hidrogénios ionizados dos
aminodacidos possuem menor preferéncia de ligacdo na resina do que o calcio do gluconato de
calcio. Por tais motivos, os aminoacidos foram os compostos que menos retiraram Ba da

resina.
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4.3 Discussao

A proposta deste trabalho foi avaliar a possivel contaminacao das solucdes de NP e de
alguns medicamentos, procurando definir as principais fontes de contaminacéo.

Os resultados encontrados revelaram uma grave realidade de contaminagéo por Ba nas
solugbes de NP e nos medicamentos avaliados, sobretudo porque todos estes s&o
administrados diretamente na corrente sanguinea.

Foi constatada a presenca de Ba em todas as solu¢Ges comerciais dos constituintes das
nutricdes parenterais e nas solucGes preparadas com estes constituintes que sdo armazenadas
em bolsas. Concentracdes de Ba ainda maiores foram encontradas nas fragdes das solucgdes
que permaneceram nas buretas. O estudo também mostrou que a maioria dos medicamentos
comerciais estudados nao apresentou contaminacdo por Ba. No entanto, o Ba foi encontrado
em todos os medicamentos diluidos e armazenados em seringas, evidenciando que todos estes
procedimentos contribuem para a contaminagdo dos medicamentos.

Na literatura, sdo raros os estudos referentes ao Ba principalmente no que diz respeito
a presenca deste metal como contaminante em solucdes de NP e medicamentos. A maioria
dos estudos sobre a contaminagcdo em solucGes de NP € referente ao aluminio e sobre a
interacdo das embalagens de vidro com as solugdes, investigando a migracdo do aluminio e
arsénio (BINOTTO, 2001; BECKER, 2002). Estes metais sdo adicionados ao vidro na forma
de 6xidos como formador de rede e como agente de refino, respectivamente (BECKER, 2002;
BOHRER et al.,, 2001a; BOHRER et al., 2001b; BOHRER et al., 2002a). Os estudos
demonstraram que, através da interacdo dos constituintes com os metais da superficie das
embalagens, ha a passagem destes para as solugbes, sendo que as altas temperaturas,
utilizadas para a esterilizacdo dos produtos, sdo um acelerador para este processo.

O Ba também é adicionado aos vidros. Este possui a funcdo de reduzir a temperatura
de fusdo dos vidros, viabilizando, dessa forma, a sua industrializacdo. Os elementos que
provocam a diminuicdo do ponto de fusdo do material vitreo sdo chamados de modificadores
de redes (PRISON, 2003).

Os vidros sdo compostos por redes ligadas tridimensionalmente. A unidade de uma
rede é formada por tetraedros de SiO,, onde um atomo de silicio esta ligado a quatro &tomos
de oxigénio. Os tetraedros estdo ligados pelos vértices, através do compartilhamento de um
atomo de oxigénio por dois de silicio. Todos os quatro &tomos de oxigénio de um tetraedro

podem ser compartilhados com quatro outros tetraedros (SHELBY, 1997).
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O mecanismo de acdo dos modificadores de rede é a ligacdo ibnica com o oxigénio
que interrompe a continuidade da rede, uma vez que 0s atomos de oxigénio ndo mais
compartilhados entre dois tetraedros, mas ligados apenas a um atomo de silicio, diminuindo
assim, a temperatura de fusdo do vidro (Figura 4.11).

.g.%ﬂ]m[’ iﬂm ‘ 'ﬂj]ﬂ' J@ﬂ;;’{; .. g‘
i Sl Qn v 0
o @ e 5 ;f {p B

Figura 4.11 — Estrutura do vidro com modificador de rede BaO.

Os cétions, modificadores de rede, ligados aos oxigénios podem ser trocados por
outros. Portanto, a superficie do vidro € quimicamente reativa, sendo esta caracteristica de
funcionamento dos eletrodos de vidro sensiveis ao pH (SKOOG, 1997).

Como pode ser atribuido aos vidros propriedades de trocadores de ions, utilizou-se
uma resina trocadora de cétions na forma de Ba®" para mostrar que os vidros podem ser uma
fonte de contaminacdo das solucGes para NP e dos medicamentos devido a afinidade dos
componentes por este metal das superficies das embalagens.

Bertagnolli (2008), em um estudo sobre migracdo dos metais por interacdo das
embalagens com solugdes parenterais, encontrou Ba nos componentes das SNP: glicose 5% a
50% de 12, 1 pg/L + 2,8 a 22,3 ug/L + 2,0; gluconato de célcio, 144,2 pg/L + 11,2; sulfato de
magnésio, 27,9 ug/L + 6,2; 4gua para injecdo, 11,9 pug/L + 2,9; Frutovena, 73,0 pg/L + 4,2;
Aminoped 10%, 99,2 pg/L + 4,2; Aminoplasmal, 81,2 ug/L + 6,2; Aminosteril, 98,7 pug/L +
3,6; Lipofundin, 47,2 pg/L + 5,4; Lipovenos, 92,4 pug/L + 3,8; Ped elemento, 50,2 pug/L + 5,1.
No entanto, constatou que as matérias-primas das solugcdes apresentaram baixas concentracées

de Ba concluindo que estas ndo sdo uma fonte de contaminacao significativa para as solucgdes



79

para NP. Porém, confirmou que a contaminagdo pode ser oriunda da interacdo dos metais das
embalagens com as solugdes. Mostrou que as embalagens plasticas consideradas livres de
contaminacgdo por metal também contribuem para a contaminagdo das solugdes parenterais.
Seus resultados mostraram que mesmo quando a agua pura € esterilizada em embalagens dos
diferentes plasticos e de vidro ha a liberacdo de espécies metalicas, incluindo o Ba e que o
processo de esterilizagdo das solugdes dos constituintes das nutricdes aumentou a extracéo
dos metais.

A extracdo dos metais das superficies das embalagens pode ocorrer pela existéncia de
diversos tipos de interacdo das substancias em solucdo com os metais. As solucGes podem
promover uma troca idnica entre os cations das solucGes e os ions metalicos das superficies.

No caso dos aminoécidos existe a possibilidade destes atuarem como quelatos.

4.4 Conclusao

Foi confirmada a presenca de Ba nas embalagens de vidro e plastico que armazenam
as solucbes para NP, nas tampas de borrachas dos frascos de vidro, nos equipos (tubulacdes
por onde passam as solucdes) e nas borrachas pretas que vedam os émbolos das seringas. Esta
determinacéo foi de grande importancia, pois todas estas superficies entram em contato direto
com as infusdes parenterais e medicamentos.

Para os materiais de PVC analisados (bolsa e mangueiras dos equipos) obtiveram-se
concentracdes de Ba ligeiramente acima do limite estipulado pela BP, 2012. Surpreendente
foi a quantidade de Ba na borracha preta que veda os émbolos das seringas, sendo que esta
borracha permanece em contato direto por varios dias com os medicamentos que sdo diluidos
em seringas e administrados aos pacientes recém nascidos.

Foi constatado que todas as solu¢es comerciais dos constituintes das NP (dgua para a
injecdo, vitamina, aminoacidos, gluconato de calcio, oligoelementos, glicose, sulfato de
magnésio e lipideos) estavam contaminados com Ba, com exce¢do das solucdes dos sais de
cloreto de potéssio e cloreto de sodio.

As solucbes de NP armazenadas em bolsas plasticas, preparadas a partir das
necessidades particulares de cada paciente, apresentaram uma concentracdo de Ba superior ao
valor tedrico de Ba calculado proporcionalmente a partir da composi¢do de cada bolsa. As

fracdes de solugdo que permaneceram nas buretas se mostraram mais contaminadas por Ba do
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que as fracOGes das suas respectivas bolsas, concluindo-se que a preparacdo e adicdo de
medicamentos nas solucGes deste dispositivo, aumenta significantemente a quantidade de Ba.

A maioria dos medicamentos comerciais analisados neste trababalho ndo apresentou
contaminagéo por Ba. Mas, foi encontrado Ba como contaminante nos medicamentos fosfato
dissodico de dexametasona, sulfato de amicacina e sulfato de gentamicina. Os medicamentos
que foram preparados e armazenados em seringas apresentaram uma maior concentracdo de
Ba do que o esperado em relagdo aos medicamentos comerciais armazenados em ampolas,
destacando que o bicarbonato de sddio, dexametasona, sulfato de magnésio e gluconato de
calcio apresentaram as concentracdes de Ba mais elevadas. Assim, pode-se sugerir que as
borrachas dos émbolos podem ser uma fonte de contaminacao destes medicamentos.

Uma resina trocadora de cétions na forma de Ba®* foi usada para simular a superficie
de vidro de uma embalagem que armazena formulagdes de uso parenteral. A troca de ions é
possibilitada pela superficie vitrea. Através deste procedimento, confirmou-se que todos os
compostos estudados séo capazes de intergir com o Ba, retirando-o da resina e transferindo-o
para as solucdes.

O mecanismo de acdo dos compostos em relacdo ao metal depende da natureza de
cada espécie. Contudo, sabe-se que o EDTA, o acido citrico e o gluconato de célcio sdo
agentes complexantes de metais. Os aminoacidos também podem ser incluidos nesta
categoria, apesar de ndo ser conhecida a constante de estabilidade de complexos para a
maioria dos complexos de aminoacidos com o Ba.

O composto que mais retirou o metal da resina foi o gluconato de calcio, sendo este
um dos constituintes das nutri¢cbes parenterais que no ensaio anterior (item 4.1) se apresentou
mais contaminado. Ja, o &cido citrico foi o segundo composto a retirar mais Ba da resina. Este
fato é preocupante, ja que este composto € frequentemente utilizado em medicamentos para o
ajuste de pH.

Os aminoacidos, compostos que retiraram Ba em menor quantidade, também se
mostraram, no estudo anterior, bastante contaminados, sendo 0s responsaveis por mais de
50% da concentracdo de Ba em solucGes de NP (Figura 4.1.).

Dessa forma, o gluconato de calcio, o acido citrico e 0os aminoacidos sdo habeis a
retirar o Ba da superficie do vidro e, consequentemente, as embalagens sdo uma fonte de

contaminacdo de Ba das solugdes para NP e dos medicamentos.
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5 Capitulo 2:.ESTUDO EM MODELO ANIMAL

O segundo capitulo deste trabalho refere-se ao estudo executado em modelo animal
utilizando ratos da espécie Wistar. Como sdo raros os estudos sobre o Ba, procurou-se
elucidar as consequéncias deste metal no organismo quando administrado juntamente com as
solugdes de NP e medicamentos contaminados. Na primeira parte, determinou-se a DL50 do
BaCl,. Este estudo foi realizado por néo ter sido encontrado na literatura valores concordantes
da DL50 do BacCl; e pela necessidade de se conhecer uma dosagem segura a ser administrada
no estudo sobre o efeito do Ba no organismo, sem causar a mortes dos ratos. Na segunda parte
estdo descritos os ensaios realizados para se determinar a maneira mais adequada de digerir as
amostras de tecidos, e 0 melhor procedimento de se analisar estas amostras por GF-AAS.
Dessa forma, buscou-se a otimizacdo e a validacdo da metodologia para a realizacdo da
determinagdo de Ba nas amostras de tecidos retirados dos ratos. E, finalmente, a tltima parte
destina-se a analise dos resultados obtidos da determinacdo de Ba nos tecidos dos ratos apos
30 administracfes do mesmo combinado ou ndo com citrato de sodio e gluconato de calcio.
Avaliou-se a deposicdo do metal nas diversas partes do organismo observando o efeito desses

dois compostos na deposicdo. A Figura 5.1 ilustra o esquema da proposta deste capitulo.

Capitulo Il: Estudo em modelo animal

Investigacéo da contaminacao

Investigacéo sobreo
comportamento do Ba
no organismo
combinacédo ou nao
comgluconatodeCae
citrato de Na

do HNO, Modo de - <
eInvestigacdo da interferéncia Abertura medida Dete(;m:;agao
do HNO; na determinagcéo do eba
Ba por GF-AAS
*Teste de reducdo do HNO; Calibragéo por «Cérebro
Sistema Sistema | adicdodepadréo | .masculo
Aberto Fechado *Coragéo
*Osso
*Figado
*5mL de *1 mL de HNO;3 *Rim
HNO3-HCIO, (4:1) *1 mL de HCI e 0,5 mL HNO3; *Soro
5 mL de HNO; *HTMA *Ppt sanguineo

Figura 5.1 — Esquema resumo do capitulo 1.
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5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Reagentes e Solugdes

Os reagentes utilizados neste trabalho estdo listados no Apéndice A. As solucbes
foram preparadas com &gua, a qual sofreu processo de destilacdo, deionizagdo e purificacdo
em sistema de Milli-Q.

A solucéo de Ba contendo 10 g/L foi preparada a partir da dissolugdo da quantidade
apropriada de BaCl,.2H,0.

As solucdes estoques, para a adiministragdo nos ratos, de 5g/L de Ba; 10 g/L de
citrato de sodio e gluconato de célcio; 5g/L de Ba e 10 g/L de gluconato de célcio combinados
foram preparadas pela dissolugdo das massas apropriadas de seus respectivos reagentes.

A solucédo analitica de Ba foi obtida a partir da diluicdo da solucéo estoque de 1000
mg/L fornecido por National Institute of Standard and Technology (NIST, EUA).

A solucdo do modificador quimico 1% (m/v) de CaCl,.2H,0 P.A (Fluka, Alemanha)
foi preparada pela dissolugcdo em agua da massa adequada do reagente.

Para evitar a contaminacdo por metais, todo o material de laboratorio, de vidro e
plastico, foi lavado e submerso em solucdo 10% (v/v) de HNO3; em etanol por 48 horas e

novamente lavado com agua purificada antes de serem utilizados.

5.1.2 Instrumentacao

A determinacdo de Ba em amostras de tecido e sangue foi executada usando um
espectrometro de absorcdo atbmica modelo ZEEnit 600 equipado com atomizador de grafite
transversalmente aquecido (Analytik Jena, Jena, Alemanha) e com corretor de fundo com
efeito Zeeman. A fonte de radiacdo foi uma ldmpada de Ba de catodo oco (SpectrAA, Varian,
Australia). Argbnio 99.996% (White Martins, Sdo Paulo, Brasil) foi empregado como gas de
arraste. Foi utilizado 5 pL de solucdo 1% de CaCl, (m/v) como modificador quimico. Os

parametros de operacdo do GF-AAS encontram-se na Tabela 5.1.
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Comprimento de onda: 553,6 nm

Modo de integragdo: Area de pico

Fenda: 0,2 nm

Corrente: 6,0 mA

Tempo de integracdo: 8,0 s

NO Tipo Temperatura Rampa Aquecimento Tempo Fluxo de gas
(°C) (°Cls) (s) (s) (L/min)
1 Secagem 90 5 20 34,0 3,0
2 Secagem 105 3 20 25,0 3,0
3 Secagem 110 2 10 12,5 3,0
4 Pirdlise 1150 250 10 14,2 3,0
5 Autozero 1150 0 6 6,0 3,0
6 Atomizacéo 2600 FP 8 8,9 0,0
7 Limpeza 2700 500 6 6,2 3,0

Outros equipamentos:

e Sistema de purificagdo de dgua Milli-Q Millipore (resistividade 18,2 M.Qcm);

e Balanca analitica Sartorius com preciséo de 0,1 mg;

e Balanca digital JB AI500S com precisdo de 1 mg;

e Seringas para injecdo plastica de 1 mL;

e Agitador magnético com aquecimento Heidolph MR 2002;
e Centrifuga Jouan C412 ,Saint Herblain, Franca.

5.1.3 Procedimento para determinacdo do DL 50

Os animais foram submetidos a uma U(nica administracdo de BaCl, por via

intraperitoneal. As ratas adultas Wistar foram divididas aleatériamente em quatro grupos e

antes da administracdo da solucdo contendo Ba, os animais foram pesados. Entdo, a partir de

uma solucéo de 10 g/L de Ba, administrou-se no primeiro grupo, constituido por 7 ratas, uma

dose de 5,0 mg/kg de Ba, no segundo grupo, com 6 ratas, 7,5 mg/kg, no terceiro grupo, com 6

ratas, 10,0 mg/kg e no quarto grupo, com 6 ratas 15,0 mg/kg. Apds 48 horas foi observada a

mortalidade das ratas de cada grupo e os resultados foram analisados através do software

BioSat 2009 Professional.
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5.1.4 Animais para o estudo do comportamento do Ba em organismo vivo combinado ou ndo

com gluconato de calcio e citrato de sodio

Ratos Wistar machos com aproximadamente 70 - 90 dias e peso 220 - 300g foram
usados neste experimento. Os animais foram mantidos a temperatura constante (23+1°C) em
ciclos de 12 horas dia/noite com livre acesso a racdo e dgua. Todos os procedimentos com 0s
animais foram aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal de Santa
Maria (sob o protocolo nimero: 073/2010).

5.1.5 Tratamento dos ratos para o estudo do comportamento do Ba em organismo vivo

combinado ou ndo com gluconato de calcio e citrato de sédio

As 30 administracdes foram realizadas por via intraperitoneal, utilizando uma seringa
de 1 mL, durante cinco dias da semana consecutivos seguidos por dois dias sem tratamento.
Os ratos foram pesados, marcados e divididos em seis grupos: (I) Controle, que recebeu 100
pl de solucdo fisiologica (n=5); (1) os animais foram tratados com 2,5 mg/kg de Ba (n=5);
(111) animais tratados com 5,0 mg/kg de gluconato de célcio (n=5); (IV) animais tratados com
2,5 mg/kg de Ba combinado com 5,0 mg/kg de gluconato de calcio (n=5); (V) animais
tratados com 5,0 mg/kg de citrato de sddio (n=5); (VI) animais tratados com 2,5 mg/kg de Ba
e 5,0 mg/kg de citrato de sodio (n=5).

A pesagem dos ratos foi repetida a cada 15 dias para a administracdo adequada do
volume das solucBes em relagcdo a massa corpdrea.

Os animais foram mortos apds 48 horas da Ultima dose e foram coletados: figado, rim,
coracdo, musculo da coxa, cérebro e o0sso do fémur. Estes foram colocados em frascos
fechados e congelados. O sangue também foi coletado, por puncdo cardiaca, e apos foi
centrifugado a 8000 rpm por 5 minutos. O soro foi separado do precipitado sanguineo com

auxilio de uma micropipetra e, entdo, as amostras foram congeladas.
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5.1.6 Procedimentos para os testes de digestdo das amostras de tecido retirados dos ratos

Os testes de digestdo das amostras de figado de ratos Wistar se sucederam com 0 uso
de &cidos concentrados, bem como com misturas de acidos sob aquecimento em sistemas
aberto e fechado. Também, realizou-se um teste de solubilizacdo das amostras em meio
alcalino com o hidroxido de tetrametilamdnio (HTMA).

Os testes preliminares foram feitos com figado, pois este tipo de tecido possui um alto
teor de gordura proporcionando maior dificuldade para a realizagcdo de uma digestdo eficiente.
Portanto, se uma digestdo fosse satisfatdria para este tipo de amostra seria, entdo, adequada
para 0s outros tipos de tecidos.

a) Sistema aberto: com 5 mL de HNO3; e HNO3-HCIO4[4:1(v/v)] em tubos de vidro
(bloco digestor).

Testou-se a digestdo acida com HNO3; e com a mistura de acidos 4:1(v/v) de HNO3-
HCIO,. Para isto, as amostras de figado foram divididas em duas partes, que foram pesadas
(0,5-1,0 g) e transferidas para tubos de vidro. Em uma das partes das amostra de tecido foram
adicionados 10 pL da solugdo de 1000 mg/L de Ba do NIST, resultando em uma concentragédo
final da adicdo de 1000 pg/L de Ba. Entdo, em ambas as partes, foram adicionados 5 mL de
HNO; e, para a digestdo com a mistura acida, foram adicionados 5 mL dos &cidos 4:1 (v/v)
de HNO3-HCIO,.

Os frascos foram colocados em bloco digestor sob aquecimento de 120° C por um
periodo diario de 8 horas em dois dias, sendo o sistema de aquecimento desligado durante o
pernoite.

Apls a digestdo, as solucdes foram transferidas para vials plasticos de 15 mL e
aferidos a 10 mL com &gua. Estas foram diluidas 1:100 antes da determinacéo de Ba.

O procedimento de digestdo com 5 mL de HNO3 foi repetido para a confirmacéo dos

resultados sendo o Branco analisado nas dilui¢des 1:100 e 1:200.



86

b) Sistema fechado: com 1 mL de HNO3; em frascos plasticos (banho-maria).

As amostras de figado foram cortadas em duas partes, estas foram pesadas (cerca de
0,5 g) em vials plasticos de 15 mL. Em uma das partes das amostras foram adicionados 10 pL
de solucdo de 1000 mg/L de Ba do NIST (concentracdo final da adi¢do de 10 pg/L), para a
realizacdo do teste de recuperacéo.

Transferiu-se 1 mL de HNOs; concentrado aos vials. Estes foram fechados e
submetidos ao aquecido em banho-maria por 8 horas diarias por um periodo de dois dias,
sendo o sistema desligado durante o pernoite. A seguir, aferiu-se o volume com agua a 10 mL.
Antes da determinacgdo de Ba por GF-AAS as amostras foram diluidas 1:100.

O procedimento foi repetido para confirmacéo dos resultados, mas com diluigéo final
de 1:200.

b.1) Estudo da interferéncia do HNO3 na determinacéo de Ba por GF-AAS

Como em todos os ensaios de digestdo obteve-se elevados valores para os Brancos,
verificou-se a interferéncia que este acido poderia estar causando na determinacéo de Ba.

O HNO;s foi diluido: 2; 5; 10; 20; 50; 100; 200; 500 e 1000 vezes em agua.

Realizou-se o teste de recuperacdo de 50 pg/L de Ba em cada uma das amostras de
acido, assim, 50 pL de solucdo 10 mg/L de Ba foram transferidos para vials de 15 mL aos
quais continham 5; 2; 1 mL; 500; 200; 100; 50; 20 e 10uL de &cido, o volume foi aferido a 10

mL e realizou-se a determinacdo da concentracdo de Ba.

b.2) Teste de reducdo do HNO3

Este estudo teve por objetivo eliminar a provavel interferéncia causada pelo excesso
de HNOj contido nos Brancos durante a determinacdo do Ba. Para isto, compostos redutores,

como &cido oxalico e acido ascorbico, foram usados para reagirem com o0 HNOj3 e, da mesma
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maneira que ocorre nas amostras, ser eliminado em forma de vapores nitrosos. Assim, 0,669
de 4cido oxalico e 1,30 g de acido ascérbico foram pesados e armazenados em envelopes.

Solugdes de acido sulfamico 10% (m/v) e ureia 10% (m/v) foram preparadas para
ajudarem na eliminacdo dos vapores nitrosos. Também, para esta funcdo na reagdo, utilizou-se
0 peroxido de hidrogénio 10% (V/v).

Transferiu-se para vials plasticos 1 mL de HNOjz concentrado e, a seguir, foram
adicionados os reagentes redutores, &cido oxalico e acido ascorbico.

Os vials foram aquecidos em banho-maria por 8 horas, observou-se a eliminacdo de
vapores nitrosos, e entdo, pipetou-se 1 mL de peroxido de hidrogénio ou 1 mL de solucdo de
acido sulfamico ou 1 mL de solucdo de ureia, conforme as combinacdes descritas na Tabela
5.2. Prosseguiu-se 0 aquecimento por mais 2 horas e apds o arrefecimento dos frascos, o
volume foi aferido a 10 mL com agua.

Realizou-se o teste de recuperacdo, assim, em paralelo foram preparadas as mesmas
solugdes, entretanto, com adi¢do de 600 pg/L de Ba. Para isto, pipetou-se 60 uL de solugéo
100 mg/L de Ba. Todas as amostras foram diluidas 1:20 antes das analises. Desde modo,

resultou uma adicéo final de 30 pg/L de Ba.
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Tabela 5.2 - Combinacdo de reagentes para o estudo da eliminacdo da interferéncia causada pelo HNO3
contido em excesso nos Brancos das digestdes dos tecidos

1mL de 0,669 de 1,30g de &acido 1 mL de &cido 1 mL de 1mL de 600 pg/L
HNO;  é&cido oxalico ascorbico sulfamico 10% H.0, 10% ureia 10% de Ba
+ - - - - - -
+ - - - - - +
+ + - - - - -
+ + - - - - +
+ + - + - - -
+ + - + - - +
+ + - - + - -
+ + - + - +
+ + - - - + -
+ + - - + +
+ - + - - - -
+ + - - - +
+ - + + - - -
+ - + + - - +
+ - + - + - -
+ - + - + - +
+ - + - - + -
+ - + - - + +

C) Sistema fechado: com HNO3-HCI em frascos de plasticos (banho-maria)

As amostras de figado foram pesadas (cerca de 1,0 g) em vials plasticos de 15 mL,
adicionou-se 1 mL de HCI concentrado, os frascos foram fechados e colocados sob
aquecimento em banho-maria por 8 horas. O sistema foi desligado durante o pernoite. A
seguir, foram adicionados 200 uL de HNO3; e 0 aquecimento continuou por mais 8 horas.
Apos o arrefecimento das amostras, completou-se o volume a 10 mL com agua. Entdo, duas
aliquotas de 1 mL de cada solucdo foram transferidas para distintos vials de plastico de 15
mL, sendo que em um deles foram adicionados 50 pL de solucdo estoque de 10 mg/L de Ba
para a realizacdo do teste de recuperacdo de 50 pg/L de Ba. Finalmente, aferiu-se o volume a

10 ml e a determinacdo de Ba foi realizada.
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c.1) Estudo da interferéncia do HCI na determinacgéo do Ba

Apos a analise dos resultados verificou-se que as recuperaces foram insatisfatorias.
Por este motivo, estudou-se a interferéncia do HCI na determinacéo de Ba através da andlise
deste acido nas concentragdes 10%; 5%; 2%; 1%; 0,5% e 0,2% (v/v) com e sem adi¢cdo de 1%
(v/v) de HNOs.

As solugdes de HCI foram preparadas através de uma solugdo “mae” de 20% (v/v),
para isto, pipetaram-se para vials de 15 mL os volumes indicados na Tabela 5.3 e logo apés

aferiu-se o volume a 10 mL.

Tabela 5.3 — Volumes utilizados de solugdo 20% (v/v) de HCI, de HNOj3 concentrado e de
solucéo de Ba para o preparo das solucdes de estudo

Volume de HCI 20% (v/v) Volume de HNO3 Volume de Ba 10000 pg/L

(mL) (uL) (uL)
5,0 - -
5,0 - 50
5,0 100 -
5,0 100 50
2,5 - -
2,5 - 50
2,5 100 -
2,5 100 50
1,0 - -
1,0 - 50
1,0 100 -
1,0 100 50
0,5 - -
0,5 - 50
0,5 100 -
0,5 100 50
0,25 - -
0,25 - 50
0,25 100 -
0,25 100 50
0,1 - -
0,1 - 50
0,1 100 -

0,1 100 50
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d) Sistema fechado: com Hidrdxido de Tetrametilam6nio (HTMA)

As amostras de figado foram pesadas (0,2-0,3 g) em vials plasticos de 15 mL, nos
quais foram adicionados diferentes volumes de solugcdo de HTMA 25%: 1,0; 1,5 e 2,0 mL, da
mesma forma para diferentes volumes de solugdo de HTMA a 5%: 4,0; 5,0 e 6,0 mL. As
amostras ficaram em repouso por 48 horas, sem aquecimento, e entdo, completou-se o volume
a 10 mL com &gua.

Antes da determinacdo de Ba, duas aliquotas de 100 pL de cada solugdo foram
transferidas para distintos vials de 15 mL. Em uma dessas aliquotas foram adicionados 50 pL
de solugdo 10 mg/L de Ba para a realizagcdo do teste de recuperacdo de 50 pg/L de Ba. Os

volumes foram aferidos a 10 mL.

5.1.7 Teste da determinacdo de Ba em amostras de tecidos por GF-AAS com calibracao por

adicdo de padrao

Testou-se a determinacdo de Ba usando calibracdo por adi¢do padrdo com o objetivo
de suprimir o efeito do HNO3 na determinacdo do Ba por GF-AAS.

As amostras de figado foram cortadas em duas partes e pesadas (1,0-2,0 g) em vials
plasticos. Em uma das partes das amostra foram adicionados 10 mg/L de Ba, atraves da
adicdo de 10 pL de solucdo do NIST 1000 mg/L de Ba. A seguir, em cada parte foram
adicionados 1,0-2,0 mL de HNOs3, os frascos foram fechados e, estes, permaneceram em
banho-maria por 8 horas diarias em um periodo de dois dias. O aquecimento era desligado
durante o pernoite. Apos a digestdo o volume foi aferido a 10 mL com agua.

As amostras foram diluidas 1:50 antes das andlises. Estas foram realizadas nos

mesmos parametros citados no item 5.1.2, mas com calibragdo no modo de adi¢do de padréo.
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5.1.8 Validagdo do método para a determinacdo de Ba em amostras de tecido e sangue

Apos a definicdo das melhores condicBes de digestdo e das analises por GF-AAS para
a determinacdo de Ba em tecidos, realizou-se a validacdo desta metodologia. Os parametros
avaliados foram: linearidade, limite de deteccgéo, limite de quantificacdo, preciséo e exatidao,
sendo o procedimento conforme descrito no item 4.1.6 do capitulo 1. Entretanto, a precisdo
intradia ou repetitividade foi determinada a partir da concentracdo de Ba em seis amostras de
tecido de figado apos a digestdo com 1,0-2,0 mL de HNOj3 diluiu-se 50 vezes e efetuou-se as
analises por GF-AAS com calibracdo por adicdo de padrdo e a exatiddo foi determinada
através do percentual de recuperacdo de 1000 pg/L de Ba de uma solugdo padrdo do NIST
adicionada a amostra de tecido de figado antes do procedimento de digestdo, o ensaio foi
realizado em triplicata.

5.1.9 Digestdo das amostras de tecido e sangue

As amostras de tecidos (cérebro, musculo da coxa, osso do fémur, coracdo, rim e
figado) foram pesadas, 0,5 a 1,0 g, em vials de plastico de 15 mL, nos quais foram
adicionados 1,0- 2,0 mL de HNOs. O soro foi pipetado (500 pL- 1 mL) para vials plasticos. O
precipitado sanguineo foi transferido para vials com massa conhecida e pesados. E, em ambas
as amostras foi adicionado 1 mL de HNO;. Entdo, os vials de todas as amostras foram
fechados e mantidos sob aquecimento em banho-maria por 8 horas diarias em dois dias, sendo
o sistema desligado durante o pernoite. Apds a digestdo os volumes foram aferidos a 10 mL e
antes das analises todas as solucdes foram diluidas 1:50.

Testes de recuperacao foram realizados em seis amostras de cada tipo de tecido. Estas
foram dividas em duas partes, em uma das partes foi adicionado 10 uL de solugdo 1000 mg/L
de Ba do NIST e, entdo, realizou-se o procedimento de digestdo e diluicdo. Dessa forma,
resultou em uma adicdo final de 20 pg/L de Ba.

Os testes de recuperacdo nos soro e precipitado do sangue também foram realizados
em seis amostras. Para os testes de recuperacdo nestas amostras, duas aliquotas de 200 uL da

solucdo digerida foram transferidas para distintos vials, em uma das aliquotas foi adicionado
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50 pL da solucdo de 1000 mg/L de Ba do NIST e, entdo se completou o volume a 10 mL.
Portanto, resultou em uma diluigéo final 1:50 e uma adi¢éo final de 50 pg/L de Ba.

5.1.10 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pela analise da variancia (One-way ANOVA) seguido pelo
teste de Duncan, e p<0.05 foi considerado para representar a diferenca significativa entre as

analises. Todos os dados foram expressos como média + desvio padréo (DP).

5.2 Resultado e Discussao

5.2.1 Determinacéo do DL 50

DL50 ¢ a quantidade de uma substancia, administrada em uma Unica dose, que
provoca a morte de 50% (metade) de um grupo de animais de laboratorio. A DL50 é uma
forma de medir o potencial de intoxicagdo em curto prazo (toxicidade aguda) de um material
(Canadien Center for Occupational Health and Safety, 2011). Podem-se usar muitos tipos de
animais, mas na maioria das vezes o teste é feito com ratos e camundongos.

Para o BaCl, foram encontrados os seguintes valores de DL50 para ratos por via
intraperitoneal, 15,8 mg de Ba’*/kg (FRIBERG et al., 1986 apud Maretic et al., 1957), 28,7
mg de Ba?/kg (MSDS-Sigma-Aldrich), 25,7 mg de Ba*/kg (MSDS-Cleantec e MSDS-
Anachemia). Por serem estes valores bastante diferentes houve a necessidade de se realizar
um ensaio para definir a dosagem adequada de Ba (BaCl..2H;0), por via intraperitoneal, para
gue ndo ocorresse incidéncia de mortes na proxima etapa deste trabalho referente ao estudo do
comportamento do Ba em organismos vivos combinados ou ndo com citrato de sodio ou
gluconato de calcio.

As mortes observadas ap0s 48 horas da administracdo de BaCl, por via intraperitoneal
foram: no Grupo (l), constituido por 7 ratas nas quais foram administrados uma dosagem de

5,0 mg de Ba?*/kg, ndo houve mortes. No Grupo (II), com 6 ratas, administrou-se 7,5 mg
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Ba?*/kg, resultando em 1 morte. No Grupo (l11), com 6 ratas, injetou-se 10,0 mg de Ba?*/kg,
morreram 4 individuos. E, por ultimo, no Grupo (IV), com 6 ratas, administrou-se 15,0 mg de
Ba?*/kg houve a morte de todos os individuos. Com estes dados obtidos calculou-se a dose
letal 50 do Ba em ratos Wistar fémeas através do Programa BioStat 2009 Professional. A

Figura 5.2 representa, por analise de estatistica de regressdo, o gréfico indicando a DL50 em
9,6 mg/kg + 1,1.
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Figura 5.2 - Grafico do célculo do DL 50 do Ba em BaCl, em
ratos Wistar machos, célculo por analise de regresséo,
realizado atraves do software BioStat 2009 Professional.

5.2.2 Otimizacdo da decomposicdo e medida das amostras de tecido

A maioria das técnicas analiticas para analise de elementos quimicos requer que as
amostras sejam convertidas em solucdo. Esses procedimentos envolvem uma decomposicdo
da amostra, visando a destruicdo da matéria organica presente (GONZALEZ, 2007).
Idealmente, um procedimento de digestdo de uma amostra deve apresentar simplicidade,
rapidez, utilizar pequenos volumes de reagentes, permitir a dissolucdo de grande nimero de
amostras e, finalmente, produzir resultados precisos e exatos. Mesmo amostras liquidas
podem necessitar de um preparo prévio para a analise (ARRUDA & SANTELLI, 1997).

Um procedimento bastante utilizado é a digestdo Umida das amostras (OLIVEIRA,

2003). Para a decomposicdo Umida de amostras orgénicas sdo usados agentes oxidantes.
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Normalmente, utilizam-se acidos concentrados ou misturas de &cidos sob aquecimento.
Alguns aspectos importantes devem ser considerados como: forca do acido, seu poder
oxidante e complexante, a solubilidade dos sais resultantes, seguranga na manipulacéo e o
grau de pureza. Outra alternativa para solubilizar as amostras bioldgicas é o uso do hidroxido
de tetrametilamdnio (TMAH) em temperatura ambiente, sem a necessidade de aplicacdo de
energia para o aquecimento (GHISI et al., 2007). O TMAH é uma base orgénica forte, soltvel
em agua ou alcodis resultando em solugdes incolores com odor de amina, sendo capaz de
complexar e estabilizar elementos volateis.

Dentro do contexto de se buscar um procedimento de digestdo eficiente na qual os
reagentes utilizados ndo interferissem nas andlises, realizaram-se testes de digestdo com
alguns &cidos puros, misturas de acidos e solubilizagdo com HTMA. Também, testou-se a
melhor maneira de medir as amostras por GF-AAS de modo a suprimir qualquer interferéncia

causada pela matriz.

a) Sistema aberto: teste das digestdes em bloco digestor utilizando 5 mL de HNO3; e 5
mL de HNO3-HCIO,4[4:1(v/v)] em frascos de vidro.

As eficiéncias da digestao utilizando 5 mL de HNOs; e da digestdo utilizando 5 mL da
mistura de acidos HNO3-HCIO4[4:1(v/v)] foram testadas atraves da recuperacdo de 1000 pg/L

de Ba adicionados em uma das partes das amostras de tecidos (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — Teste da digestdo de figado com 5 mL de HNO3; e com 5 mL de HNO3; e HCIO,
[4:1 (viV)]

Acido Amostra Ba (ug/L) Rec. (%)
Branco 3245,0 -

HNO; Branco + Ad” 3102,0 ND
Figado 1 3695,0 -
Figado 1 + Ad” 3583,0 ND
Branco 1878,0

HNO3-HCIO, Branco + Ad” 1750,0 ND

Figado 2 1039,0 -
Figado 2 + Ad 1027,0 ND

* Amostra com adicdo de 1000 ug/L de Ba
ND: N&o determinado (valor do Branco ou concentracdo de Ba na amostra sem adi¢do superior a
concentracdo de Ba na amostra com adicdo)
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Pode-se observar que os valores da concentragdo de Ba obtidos nos Brancos foram
3245 pg/L para HNO; e 1878 pg/L para a mistura HNO3-HCIO4, sendo estes bastante altos.
Devido a isto ndo se pdde calcular a concentracdo de Ba nas amostras e, também, ndo houve
recuperacgdo da adicdo de 1000 pg/L de Ba nas amostras. Apesar disso, pdde-se observar que
na digestdo com a mistura dos &cidos ocorreu a diminuicdo de aproximadamente 50% do sinal
da medida em relacdo a digestdo com apenas HNOs.

Para observar melhor o comportamento da digestdo com HNOs e confirmar os valores
obtidos nos Brancos, repetiu-se o procedimento ja descrito, porém os Brancos foram medidos
também ap6s uma dilui¢do 1:200 (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 - Teste de digestdo de figado com 5 mL de HNO3; em frascos de vidro

Amostra Diluicédo Ba (ug/L) Rec.(%)
Branco 1 100 3560,0 -
Branco 1 + Ad” 100 4830,0 127,1
Branco 2 200 7158,0 -
Branco 2 + Ad” 200 8560,0 140,2
Branco 3 200 6700,0 -
Branco 3 + Ad” 200 9468,0 276,7
Figado 1 100 2882,0 -
Figado 1 + Ad” 100 45240 96,4
Figado 2 100 3078,0 -
Figado 2 + Ad” 100 3890,0 33,0
Figado 3 100 3219,0 -
Figado 3 + Ad” 100 7795,0 4235

“~ Amostras com adic&o de 1000 ug/L de Ba
ND: N&o determinado (valor do Branco ou concentracdo de Ba na amostra sem adi¢éo
superior & concentracdo de Ba na amostra com adi¢&o).

Na Tabela 5.5, observa-se que os valores dos Brancos continuaram altos, para dilui¢do
1:100 foi de 3559 pg/L e para dilui¢do 1:200 foram de 7158 e 6702 pg/L. Neste caso, nota-se
que quando se aumentou a diluicdo, aumentou-se, também, o valor dos Brancos.

Em diversas amostras ndo se pode calcular a concentracdo de Ba por causa dos valores
obtidos para 0s Brancos ser superior aos valores obtidos para estas amostras. Devido a isto,
também ndo houve recuperacdo do Ba adicionado. Além disso, ocorreu uma oscilacdo dos

resultados das recuperag0es em valores muito baixos ou muito altos.
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Conclui-se que pode ter ocorrido uma grande interferéncia do HNO3 nas analises das

amostras para a determinacdo do Ba por GF-AAS.

b) Sistema fechado: digestdo em banho-maria com 1 mL de HNO3; em frascos plasticos

Este teste foi realizado com o objetivo de descartar a possibilidade de contaminagédo
das amostras pelo ambiente e pelo contato com a superficie do vidro e verificar se 0 excesso
de HNO; interfere na determinacdo do Ba. Por isso, foram utilizados frascos de plasticos

fechados e reduziu-se o volume de HNOj3 na digestéo (Tabela 5.6).

Tabela 5.6 - Teste de digestédo de figado em banho-maria com 1 mL de HNOj3 concentrado em
vials plésticos

Amostra Ba (ug/L) Recup. (%)
Branco 2507,0 -
Branco + Ad” 1887,0 ND
Figado 1315,0 -
Figado + Ad” 1422,0 ND

* Amostra com adicdo de 1000 pg/L de Ba.
ND:Néo determinado (valor do Branco maior que a concentracéo de Ba na amostra).

Apesar da troca de recipiente em sistema fechado e diminuicdo da quantidade de
HNO; o valor do Branco, 2507,0 pg/L, continuou muito alto. Este valor foi superior aos
determinados para as amostras, mesmo com a adi¢do de 1000 pg/L de Ba. Por este motivo,
ndo se pdde calcular a concentracdo de Ba nos tecido e as recuperacdes das adi¢des. Conclui-
se,com isto, que o motivo deste comportamento ndo foi devido a contaminacdo do acido pelo
vidro ou pelo ambiente, mas provavelmente, por causa do volume do HNOj3 ainda estar muito

grande, provomevendo uma interferéncia na determinacdo do Ba por GF-AAS.
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b.1) Estudo da interferéncia do HNOj3 na determinagdo de Ba por GF-AAS

Para verificar se houve interferéncia do HNO3; na determinacdo do Ba por GF-AAS,
solucBes de diversas concentracdes do acido sem e com a adicdo de 50ug/L de Ba foram
analisadas.

Dessa forma, pode-se observar que em diluigdes do &cido superiores a 200 vezes
ocorreram recuperacGes acima de 80%, sendo este valor considerado satisfatorio. Assim,
confirmando a hipdtese de que o HNO3; em altas concentracGes interfere na determinacgdo de
Ba por GF-AAS e em menores concentragdes auxiliam na sensibilidade do sinal. Sendo, este
altimo comportamento confirmado na necessidade das solu¢des para NP e dos medicamentos
estarem acidificados com 0,5 % (v/v) para uma exata determinacao do Ba (capitulo 1).

b.2) Teste de redugdo do HNOj3 excedente

Apos a confirmagcdo de que o HNOj; interfere, resultando em altos valores dos
Brancos, testou-se fazer uma reducdo do HNO; excedente. Uma explicacdo plausivel para
este comportamento € que o HNO3; como agente oxidante reage com a matéria organica e se
decompde formando éxido nitroso que é volatilizado e eliminado. Dessa forma, ficando
apenas uma minima concentracao que ndo interfere na determinacéo do Ba. No Branco, como
ndo ha matéria organica, o HNO3; em grande concentracdo permanece em solucdo interferindo
nas analises.

A equacdo (5.1) mostra a reacdo de reducdo do HNO3; concentrado:

HNOs;+ H" +& — NO, + H,0 (5.1)

O potencial de reducdo padrdo do HNO3 é + 0,940 V, portanto para que a reacao de
reducdo do HNO; aconteca é necessario utilizar compostos com potencial de reducdo menor

que este, assim, fez-se uso do acido oxalico e acido ascorbico cujos potenciais sdo — 0,432 V e
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+ 0,390 V respectivamente, as semiequacOes de oxidagdo destes compostos estdo mostradas
nas equacoes (5.2) e (5.3).

Também se buscou o auxilio de peroxido de hidrogénio, &cido sulfamico e ureia, pois
estes reagentes ajudam na eliminagdo dos 6xidos nitrogénio (Tabela 5.7).

H,C, 04 — 2 CO, +2¢€ (5.2)

OH o
HO &) O
— . + 2Ht + 2e-

O (5.3)

OH
HO OH
OH OIl

Acido ascorbico Acido deidroascorbico

Tabela 5.7 - Resultados da determinagdo de Ba em HNO; reduzido com &cido oxalico e acido
ascorbico

Reagentes Ba (ug/L) Recup. (%)
HNO; 464,4 -
HNO; + Ad” 838,0 62,4
HNO3 + ac. Oxalico 1740,0 -
HNO; + 4c. oxalico + Ad” 1690,0 ND
HNO3 + &c. oxalico + &c. Sulfamico 1810,4 -
HNO; + 4c. oxdlico + ac sulfamico + Ad” 1824,0 2,3
HNO3 + ac. oxalico. + H,0, 1766,4 -
HNO; + ac. oxdlico. + H,0,+ Ad” 1380,0 ND
HNO3 + &c. oxalico + ureia 1819,8 -
HNO; + 4c. oxalico + ureia+ Ad” 1778,0 ND
HNO3 + ac. Ascorbico 959,8 -
HNO; + 4c. ascorbico + Ad” 840,0 ND
HNO3 + &c. ascorbico + ac sulfamico 1256,2 -
HNO; + 4c. ascorbico + 4c sulfamico + Ad” 1084,0 ND
HNO3 + &c. ascorbico + H,0; 1654,2 -
HNO; + 4c. ascorbico + H,0, + Ad” 1664,0 1,6
HNO3 + &c. ascorbico + ureia 900,4 -
HNOj; + 4c. ascorbico + ureia+ Ad” 838,0 ND

* Amostra com adic¢éo de 600 pg/L de Ba.
ND: Nao determinado (valor da concentragéo de Ba da solucdo sem adi¢do maior que o valor da concentragéo de
Ba da solugdo com adicéo).
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Os resultados da concentragdo de Ba continuaram altos, os valores das recuperacées
foram insatisfatorios, tornando-se muito piores de quando foi utilizado apenas HNOs.
Portanto pode-se concluir que a adicdo de mais reagentes nas solu¢cbes aumentou ainda
mais as interferéncias na determinagdo do Ba por GF-AAS.

C) Digestédo com HCI- HNO;

Com o intuito de diminuir ainda mais o volume de HNOj3 utilizado na digestdo das
amostras de tecido e resolver o problema apresentado nos ensaios anteriores, testou-se uma
digestdo com HCI em combinag&o com HNOs.

Na Tabela 5.8 estdo mostrados os valores das anélises desse ensaio, assim como, 0S

resultados do teste de recuperacéo.

Tabela 5.8 — Teste de digestdo de tecido de figado com 1 mL de HCl e 500 pL de HNO3

Amostra Ba (ug/L) Recup” (%)
Branco 1888,0 33,7
Figado 2547,0 36,1

* Recuperagdo da adicdo de 50 pg/L de Ba nas amostras diluidas.

As recuperacOes de 33,7 e 36,1% da adicdo de 50 pg/L de Ba foram muito baixas.
Sugerindo-se que a diminuicdo da sensibilidade da medida ocorreu em consequéncia da

interferéncia do HCI.

c.1) Estudo da interferéncia do HCI na determinacdo de Ba por GF-AAS

Verificou-se a hipbtese da interferéncia do HCI na determinacdo do Ba através da
medida da concentracdo de Ba em diversas concentracfes de &cido sem e com adigdo de 1%

de HNO;. Comparou-se a recuperagédo da adigéo de 50 pg/L em cada solucdo (Tabela 5.9).
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Tabela 5.9 - Estudo da interferéncia de HCI com e sem adicdo de 1% (v/v) de HNO3 na
determinagéo de Ba por GF-AAS

Concentracdo HCI (%) (v/iv)  Ba (ug/L) Rec. (%) Ba (ug/L) Rec. (%)

sem 1% de HNO3 com de 1% de HNO3
10 n.d - 7,8 -
10 + Ad” 10,2 20,5 13,5 11,4
5 n.d - 15,2 -
5+Ad 5,2 10,4 26,9 23,4
2 n.d - 25,6 -
2+Ad 3,4 6,9 44,4 37,8
1 n.d - 34,0 -
1+Ad 3,0 6,1 61,8 55,6
0,5 n.d - 39,7 -
0,5+Ad" 3,0 6,1 69,0 58,6
0,2 n.d - 44,2 -
0,2 +Ad" 34 6,9 76,4 64,3

n.d: ndo detectado ( resultado da medida abaixo da curva de calibragdo).
* Solucéo de HCI com adicdo de 50 ug/L de Ba.

Através da analise dos dados apresentados, observou-se a interferéncia do HCI nas
determinag@o do Ba, pois o0s resultados das recuperagdes nas solu¢des do HCI foram muito
baixos. J&, nas solucdes de HCI com adicao de 1% (v/v) de HNO3 pdde-se observar que com
menores concentracfes de HCI maior o valor da recuperacdo, entretanto, ainda ndo sendo
satisfatorios. Concluindo-se que uma grande quantidade de cloretos na determinacdo do Ba

por GF-AAS interferiu e diminuiu a sensibilidade do sinal.

d) Com Hidréxido de Tetrametilaménio (HTMA)

Realizaram-se 0s ensaios de decomposicéo utilizando solu¢cdes de HTMA. Verificou-
se a eficiéncia do procedimento utilizando diferentes volumes das solu¢des de HTMA em
diferentes concentracdes.

Os valores das analises estdo mostrados na Tabela 5.10, assim como, os resultados do

teste de recuperacéo.
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Tabela 5.10 — Teste de decomposicao do figado utilizando diferentes volumes das solucdes de
25% e 5% de HTMA

HTMA Amostra Volume (mL) Ba (ug/L)  Recup.” (%)
Branco 1,0 3028,0 29,9
Branco 15 3301,0 40,0
250 B,ranco 2,0 3045,0 37,0
Figado 1 1,0 3614,0 53,0
Figado 2 1,5 4320,0 58,0
Figado 3 2,0 4621,0 42,8
Branco 4,0 2591,0 56,0
Branco 5,0 26,54 26,3
504 Branco 6,0 2903,0 21,1
Figado 4 4,0 3072,0 50,8
Figado 5 5,0 3168,0 51,3
Figado 6 6,0 3811,0 21,5

* Recuperacdo da adicdo de 50 pg/L de Ba nas amostras diluidas.

Verifica-se que os valores dos Brancos também foram elevados, variaram entre 2591,0

a 3301,0 pg/L. Também se observa que as recuperacdes foram baixas, inferiores a 58%.

5.2.3 Calibracéo por adicdo de padrédo

Diversas tentativas de digestdo das amostras de tecido foram realizadas e apesar de
todas cumprirem com eficiéncia o objetivo de dissolver a matéria organica, em todas
ocorreram interferéncia dos reagentes na medida para a determinacdo do Ba. Portanto, devido
a necessidade comprovada de baixas concentracbes de HNO; na determinacdo da
concentracdo de Ba, optou-se por realizar mais alguns testes utilizando a digestdo com este
acido.

Com a finalidade de suprimir a interferéncia causada pelo HNO3, testou-se determinar
a concentracdo de Ba por GF-AAS realizando uma calibracdo por adi¢do padrdo, uma vez que
neste modo a curva de calibracdo é feita sobre uma amostra.

Os valores da concentracdo de Ba descritos na Tabela 5.11 sdo das amostras diluidas.
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Tabela 5.11 - Determinacdo da concentracdo de Ba por GF-AAS com calibragdo por adicéo
de padréo

Amostra Ba (ug/L) Recup”. (%)
Branco 1605,0 87,5
Figadol 1585,0 93,6
Figado 2 2205,0 98,3
Figado 3 3535,0 102,9

* Recuperacdo da adicdo de 1000 pg/L de Ba em uma das partes
das amostras antes da digest&o.

O valor da concentracdo de Ba obtido no Branco através da calibragdo por adigdo de
padrédo foi de 1605,0 pg/L, sendo, ainda, muito elevado, entretanto, a recuperacdo de 87,5%
da adigcdo de 1000 pg/L em HNOg foi satisfatoria. Portanto, calculou-se a concentracdo de Ba
sem a subtracdo do valor do Branco, e todos os valores obtidos para as recuperagdes nas

amostras foram acima de 90%.

5.2.4 Validagdo do método

Através dos diversos ensaios realizados encontrou-se a maneira mais adequada para se
determinar Ba em tecidos. Esta se deu pela digestdo das amostras com um pequeno volume de
HNO; (1,0- 2,0 mL) e pela analise por GF-AAS com calibragédo por adicdo de padrdo. Assim,
avaliaram-se 0s seguintes parametros para validar a metodologia proposta: linearidade, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, precisao e exatidao.

A linearidade foi determinada através da determinacdo de seis niveis de concentracao
de Ba para definir a reta em suas curvas de calibracdo e a absorvancia do Ba referentes a cada

uma das concentracGes (Tabela 5.12).
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Tabela 5.12 — Medida da absor¢do do Ba obtida na determinacgéo da curva padrao

Concentragao Absorvancia integrada/s RSD %
(Hg/L)
1° Dia 2° Dia 3° Dia

0,0 0,02774 0,02822 0,03078 5,65
10,0 0,3075 0,2832 0,2932 4,14
20,0 0,5053 0,5193 0,5389 3,24
40,0 0,7519 0,7336 0,7462 1,26
60,0 0,9642 0,9500 0,9837 1,75
80,0 1,141 1,1420 1,1610 0,98
100,0 1,3620 1,3890 1,4003 1,42

A curva padrdo e a equacdo da reta obtida por regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados encontram-se na Figura 5.3.

14 | y=0,222x-0,1614
’ R2=0,9981

abs integrada/s

0 10 20 40 60 80 100

Concentracdo de Ba (ug/L)

Figura 5.3 - Representacdo gréafica da curva padrdo de Ba obtida por GF-AAS.

O coeficiente de correlacdo obtido a partir da absorvancia integrada por segundo
referentes a absorcdo do Ba dos trés dias foi 0,9981, sendo este valor préximo a 1,0,
caracterizando uma boa correlacdo entre a absorvancia e as concentracdes. Os dados de
linearidade validados por analise de variancia (ANOVA) demonstraram regressdo linear e
nenhum desvio significativo da linearidade (p <0,05).
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Os LD e LQ foram calculados a partir da analise do Branco e os valores obtidos foram
0,07 pg/L e 0,23 pg/L, respectivamente.

A partir da determinacdo destes valores, conclui-se que o método é sensivel para a
determinag&o de pequenas concentracdes de Ba nas amostras de tecidos.

A precisdo foi realizada a partir da determinacdo da concentracdo de Ba, em seis
medidas de uma amostra de tecido de figado sob as mesmas condi¢des em um mesmo dia. A
precisdo intermedidria (interdia) foi realizada a partir da anélise da mesma amostra em trés
dias diferentes e sob as mesmas condigdes. Os resultados obtidos dos ensaios para a
determinag&o da preciséo intradia e interdia encontram-se nas Tabelas 5.13 e 5.14.

Tabela 5.13 - Determinacédo da precisao intradia na anélise do Ba em amostras de tecidos

Amostra Bario (1g/g)
1 17,09
18,63
15,88
18,84
16,03
17,00
Média 17,24
DPR (%) 7,29

o Ol B W N

Tabela 5.14 - Determinacdo da precisao interdia na analise do Ba em amostras de tecidos

Dia Bario (ug/L)
"17,09
"17,59
"17,24
Média 17,31
DPR(%) 1,49
"Média de seis determinagdes

w N P

A determinacdo de Ba em tecidos apresentou desvios padrdes de 7,3% e 1,5% para

andlises realizadas no mesmo dia e em trés dias diferentes, respectivamente, mostrando uma
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boa precisdo, ja que os limites aceitaveis para concentragdes de 10° a 10™ % sdo de 16% a
11% (AOAC, 1993.)

Através da andlise da variancia (ANOVA) e Teste F, constatou-se que ndo houve
diferenca significativa (p < 0,05) entre as analises realizadas em dias diferentes.

A exatiddo foi determinada através do teste de recuperacdo, sendo expressa em
percentual de recuperacdo e avaliada a partir do Teste T de Student. Para este teste foi
adicionado ao tecido de figado 1000 pg/L de Ba a partir de uma solugdo estoque do NIST. A
amostra foi digerida com HNO; e diluida 50 vezes. Entdo, realizou-se a analise por GF-AAS
com calibragdo por adicdo de padrdo. Os valores obtidos neste teste estdo mostrados na
Tabela 5.15

Tabela 5.15- Teste de recuperacao da adi¢cdo de 1000 pg/L de Ba em amostras de figado

Amostra Recuperado (ug/L) Recuperacéo (%)
1 - -
1+Ad” 1009,0 100,9
2 - -
2+Ad” 1007,0 100,7
3 - -
3+Ad” 997,0 99,7

* Amostra com adi¢do de 1000 pg/L de Ba.

Para avaliar a exatiddo do metodo aplicou-se o Teste T, sendo 4,30 o valor tabelado
para 2 (n-1) graus de liberdade (p < 0,05) e o valor obtido para a recuperacdo de Ba
adicionado a amostra foi de 1,65, portanto, pode-se considerar o método com exatidao

satisfatoria.
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5.2.5 Estudo do comportamento do Ba em organismo vivo combinado ou ndo com gluconato

de calcio e citrato de sédio

Estudos mostraram que 90% do Ba absorvido se encontram nos ossos (PELISSER-
ALICOT et al., 1999), pois o0s estes sdo formados predominantemente por calcio, em forma de
fosfato ou carbonatos (MOTA, 2000), assim, o Ba é trocado pelo célcio. Os remanescentes
10% podem ser distribuidos nos tecidos moles como o cérebro e sistema cardiovascular. As
intoxicacOes por Ba também induzem a disturbios na bomba de ions sédio-potéssio (Na-K),
levando a hipocalemia extracelular, onde os ions de Ba competitivamente bloqueiam o efluxo
celular dos ions potassio, sobre o qual, a continua atividade da bomba de ions Na-K leva ao
acumulo de Potassio e uma hipocalemia extracelular (PURDEY, 2003).

O Ba tem sido considerado um metal de efeitos neurotoxicos. Em todos os casos
relatados na literatura sobre intoxicacdo por Ba envolvem manifestacdes neuroldgicas e
cardiovasculares (PELISSER-ALICOT et al., 1999).

Purdey, 2003, constaou que altas incidéncias de pessoas com Esclerose Multipla e
outras doencas neurodegenerativas, tais como Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis e
Esclerose Lateral Amiotréfica, foram identificadas em regibes com altos niveis de
contaminacdo por Ba por fontes naturais e industriais (PURDEY, 2003). Segundo a este autor,
0 Ba pode causar esses danos devido a sua conjugacdo com sulfatos livres de moléculas,
privando-as de seus cofatores, dessa forma, interrompendo a sua agdo no organismo. Estes
cofatores sdo dependentes dos ions calcio e magnésio, que durante escassez desses metais, 0
Ba pode ser trocado pelo calcio nos canais de calcio causando fadiga nos sistemas neurais.

Nos ensaios realizados neste trabalho comprovou-se a contaminacdo por Ba das
solucdes para NP e dos medicamentos utilizados em pacientes recém-nascidos pretermos da
UTI do HUSM.

Com o objetivo de analisar os efeitos da administracdo de Ba ao organismo
diretamente a corrente sanguinea, como é o caso das formulacdes de uso parenteral, realizou-
se ensaios em modelo animal, os quais receberam uma dosagem de Ba em combina¢do ou nao
com gluconato de célcio e citrato de sodio.

Esses compostos foram escolhidos para a realizacdo deste ensaio, pois, 0 gluconato de
calcio se mostrou o componente da NP mais contaminado pelo Ba. Além disso, 0s anions
gluconato e citrato foram o0s compostos que mais interagiram com o Ba da resina,

comprovando que estes podem retirar o Ba presente nas embalagens que armazenam as
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nutricdes parenterais passando-o para as solucdes. Assim, avaliou-se o tecido que haveria
maior deposicdo e a influéncia de ambos os compostos nos efeitos causados pelo metal.

As recuperacdes da adigdo de 20 pg/L de Ba nos tecidos variaram entre 90% a 104%,
sendo estes valores considerados satisfatorios. Para o soro e o precipitado, as recuperacdes da
adicdo de 50 pg/L foram superiores a 90% e inferiores a 103,5%, conferindo, também, um

6timo resultado (Tabela 5.16).

Tabela 5.16 - Resultado do teste de recuperacao para cada tipo de amostra de tecido e sangue

Tecido Recuperacéo (%)
Cérebro 92,7-99,9
Coracdo 99,1 -103,8
Musculo 92,5-104,1
Figado 99,0 - 104,0
Rim 94,9 -103,1
Osso 96,0 — 102,8
Soro 95,7 - 103,5
Precipitado Sanguineo 90,5 -103,0

Na Figura 5.4 estdo ilustrados os resultados da concentracdo de Ba determinados nos
tecidos dos ratos em que se observou diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
com relacéo ao Controle.

Os dados encontrados para o masculo (Figura 5.4 A) mostram que houve um aumento
na concentracao de Ba em 40,4% no grupo em que se administrou Ba e 35,5% no grupo em
que se administrou gluconato + Ba.

No osso os dados mostram (Figura 5.4 B) que quando foi administrado Ba nos ratos a
concentracdo deste metal aumentou 275,0%; 198,7% quando administrado gluconato + Ba e
400,0% quando administrado citrato + Ba.

No precipitado sanguineo (5.4 C), houve um aumento na concentracao de Ba no grupo
do Bario de 62,0% e no grupo citrato + Ba de 30,1%.

No coracdo, figado, rim, cérebro e soro ndo se observaram alteracGes nos resultados

em nenhum dos tratamentos em relagcdo ao grupo Controle.
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Figura 5.4 - Concentracdo de Ba (ug/g) em amostra de (A) masculo, (B) osso e (C) precipitado
sanguineo de ratos machos Wistar submetidos aos tratamentos. Barras representam médias + DP.
Grupos com diferentes letras sdo estatisticamente diferentes (p< 0,05, n=5) por ANOVA e teste de
Duncan.

As maiores concentracdes de Ba no organismo sdo encontradas nos 0ssos (IPCS-
INCHEM, 2001). Bauer et al. (1956) relataram que taxas de deposicéo de Ba para o0 esqueleto
inteiro, tibia e incisivos foram 1,4-2,4 vezes maiores do que taxas de deposicdo de calcio.
Reeves (1986) notou que a absorcdo Ossea de Ba € de 1,5 a 5 vezes maior do que a de calcio
ou de estroncio. O restante do Ba no organismo € encontrado nos tecidos moles, ou seja,
aorta, cérebro, coracgdo, rim, bago, pancreas e pulméao.

Os resultados também foram analisados de maneira geral entre os tratamentos, levando
em consideracdo o somatorio da concentracdo de Ba encontrada em todos os tecidos
estudados (Figura 5.5). Assim, os dados mostraram que, em relacdo ao Controle, no grupo do

Ba houve um aumento de 141% na concentragdo total deste metal no organismo. Um
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aumento, ainda maior, de 197% da concentragdo corporea foi observado quando se
administrouo Ba combinado com o citrato. No entanto, o Ba administrado juntamente com o
gluconato apesar de aumentar 96% a concentragdo em relagdo ao controle, este tratamento
reduziu a absorcdo do metal em 18% em relacdo ao grupo Bério. Sugerindo que a absorcao
do Ba no organismo é aumentada pelo citrato e diminuida pelo gluconato.

Citrato+Ba
M Osso
Citrato
B Coracao
Gluconato+Ba B Musculo
B Cérebro
Gluconato B Figado
Bario - = Rim
Soro
Controle Coagulo
0 100 200 300 400 500 600 700
Jg Ba/g de amostra

Figura 5.5 - Comparacgéo da deposicdo do Ba nas diversas partes do organismo em relacdo aos
tratamentos que os ratos Wistar foram submetidos.

Os resultados ainda comprovaram que o Ba se encontra preferencialmente nos 0ssos,
foi observado no grupo Controle que aproximadamente 41% da concentracdo de Ba esta
localizado neste tecido. Podendo ser, ainda mais, evidenciado esta situacdo em todos 0s
grupos em que foi administrado 2,5 mg de Ba/kg, pois em todos eles o metal foi
predominantemente depositado nos 0ssos. Podendo ser observado que, em relacdo a
concentracdo total no organismo, o Ba depositado neste tecido aumentou para 71% no grupo
do Ba, 69% no grupo gluconato+Ba e 80% no grupo citrato+Ba.

No musculo a fracdo da concentracdo corporea no Controle representava cerca de 18%
e nos demais grupos: Béario, Gluconato + Ba, Citrato + Ba, passou para 10% , 12% e 5%,
respectivamente. Observa-se, com isto, uma diminuicdo representativa na concentra¢do do
metal nestes grupos em relacdo ao Controle. Isto se deve, provavelmente, pelo fato deste

elemento ter uma grande afinidade com 0s 0ss0s, 0 que acarretou no aumento da concentragdo
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total de Ba no organismo. Portanto, mesmo que a deposicdo deste metal no masculo tenha
aumentado, estes valores toram-se relativamente menores ao total de Ba no organismo.

No precipitado a concentracdo de Ba aumentou no grupo do Bério em relagdo ao
Controle provavelmente por causa da presenca do Célcio, sendo este metal o elemento
essencial para a coagulacdo sanguinea (MOTA, 2000). No grupo Citrato + Ba os resultados
mostraram que o citrato diminui o acimulo de Ba, provavelmente este composto aumentou a
absorcdo do Ba reduzindo sua concentragdo nos componentes do sangue, isto, sendo
comprovado no aumento do acimulo de Ba no 0sso do neste tratamento.

Com isto, conclui-se que nesta dosagem, o Ba depositou-se praticamente em sua
totalidade nos 0ssos, restando uma menor percentagem para ser distribuido nos demais
tecidos do organismo e que os compostos gluconato e, principalmente o citrato contribuiram

para este comportamento.

5.3 Conclusao

A proposta do estudo em modelo animal foi elucidar o comportamento do Ba em um
organismo vivo. Comparando-se, assim, a administracdo deste metal através das solucGes de
NP e por medicamentos que comprovadamente estdo contaminados por Ba. Todavia, houve a
necessidade de se realizar um ensaio para determinar a DL50 do BaCl, nas condicbes
experimentais que seriam efetuadas este estudo. Definiu-se que a DL50 foi 9,6 mg/kg, sendo
este valor diferente dos valores encontrados na literatura. Conferiu-se, entdo, a esta etapa uma
importancia na decisdo de uma dosagem segura que nao causasse a morte dos animais.

Foram necessarios, também, realizar testes preliminares de digestdo para a
determinacdo de Ba nas amostras de tecidos dos ratos Wistar por GF-AAS. Assim, misturas
de acidos como HNO;-HCIO, [4:1(v/v)] e HNOs-HCI [1:2 (v/v)], HNO3 concentrado e
HTMA foram os reagentes utilizados. Todos proporcionaram com eficiéncia a digestdo da
amostra, no entanto, causaram interferéncias nas determinacdes do Ba. Para a digestdo com
HNO3-HCIO, [4:1(v/v)] e HNO3 foram observados elevados valores dos Brancos, estes
muitas vezes maiores que 0s obtidos para as amostras com e sem adi¢cdo de Ba. Para a
digestdo com HNO3-HCI [1:2 (v/v)] e HTMA, observou-se que as recuperacdes da adi¢do de

Ba nas amostras foram muito baixas.
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Com a intengdo de eliminar o problema encontrado dos altos valores dos Brancos,
testou-se uma reacdo de reducdo do HNOg, entretanto, os resultados se mostraram ainda
piores, sugerindo que a adicdo de mais reagentes na solu¢do aumenta a interferéncia do sinal
do Ba.

Como foi necesséria a acidificacdo das amostras com HNO3, comprovada nos estudos
anteriores das determinag0es de Ba em amostras de NP e medicamentos, optou-se por realizar
a digestdo das amostras com pequenos volumes deste &cido e para suprimir a interferéncia
causada pela matriz utilizou-se a calibracdo por adicdo do padrédo. Esta maneira ndo eliminou
0 problema encontrado dos altos valores dos Brancos, entretanto, resultou em recuperacoes
satisfatdrias. Assim, o método foi validado, mostrando-se linear, sensivel e com boas precisdo
e exatid&o.

Os resultados obtidos da administragdo de Ba combinados ou ndo com citrato de sodio
e gluconato de célcio mostraram a deposicdo do metal no musculo, 0sso e precipitado
sanguineo.

No tratamento Ba com o citrato, observou-se um aumento significativo na deposi¢édo
corporea do Ba, sendo que o metal foi predominantemente encontrado nos 0ssos. Ja o
tratamento dos ratos com Ba combinado com o Gluconato diminuiu 0 acumulo deste metal no
organismo, mas também favoreceu a deposicdo nos 0ssos. Assim, esses compostos ajudaram
a amenizar, mas ndo eliminar, a deposicdo do Ba no musculo e no precipitado sanguineo com
relacdo a administracdo com apenas de Ba.

Estes dados mostram a necessidade de um maior controle da contaminacéo por Ba em

solucdes de NP e medicamentos, ja que sdo administrados em pacientes debilitados.
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6 CONCLUSAO DO TRABALHO

Com este trabalho pode-se evidenciar a contaminagédo por Ba das NP e medicamentos,
proveniente, principalmente, da interacdo dos constituintes dessas formulagdes farmacéuticas
com as embalagens.

O citrato, que é largamente usado em medicamentos, demonstrou-se um composto que
possui uma grande afinidade com este metal e auxilia em sua absor¢do no organismo, mais
precisamente nos 0SS0S.

A gravidade desta realidade esta4 na administracdo do Ba, que € extremamente tdxico,
diretamente na corrente sanguinea e em pacientes debilitados. Sobretudo, em pacientes recém-

nascidos cujo organismo esta em acelerado crescimento.
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APENDICES
Apéndice A - Reagentes utilizados
Reagente Férmula Molecular Massa Grau de Fabricante
Molecular (g) pureza
Acido Nitrico HNO3 63,0 P.A Merck
Nitrato de Sodio NaNO3 85,0 P.A Merck
Arginina CeH14N4O,.HCI 210,67 P.A Vetec
Gluconato de Célcio anidro C12H22Ca014 430,37 P.A Sigma-Aldrich
Acido Glutamico CsHgNO, 147,13 P.A Merck
L-Ornitina CsH12N,0,.HCI 168,62 P.A Aldrich
Acido Ascorbico CeHsOs 176,13 P.A Vetec
Arginina CeH14N4O> 174,19 Vetec
Acido Aspartico C4H/NO, 133,10 P.A Aldrich
EDTA C10H140gN>Nay.H,O 372,7 P.A Fluka
Hidréxido de P.A
Tetrabutilamdnio CaH1sNO 9L15 (solugdo a 25%) Merck
Cloreto de Bario BaCl,.2H,0 244,28 P.A Merck
Citrato de Sodio NazCsHsOy. 258,03 P.A Reagen
Acido Oxalico (COOH),.2H,0 126,07 P.A Nuclear
Ureia CH4NO, 60,06 P.A Merck
Acido Sulfamico NH,SO3H 96,0 P.A Merck
Peroxido de Hidrogénio H,0, 34,0 P.A Vetec
Acido Fluoridrico HF 20,0 P.A Merck
Cloreto de Sédio NaCl 58,45 P.A Merck
Cloreto de Potassio KCI 74,55 P.A Merck
Cloreto de Calcio CaCl,.2H,0 146,98 P.A Vetec
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Bolsa/Bureta Constituinte Concentracéo (%) Volume (mL)
Aminoacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 108,1
Glicose 50 44,0
Fosforo Organico - 2,0
1 Cloreto de potéssio 10 6,0
Gluconato de Célcio 10 8,0
Lipideos 20 30,0
Sulfato de Magnésio 50 0,25
Cloreto de Sodio 20 1,7
Aminoacido Pediatrico 10 36,0
Agua Destilada - 63,06
Glicose 50 26,0
Fosforo Organico - 1,0
2 Cloreto de potéassio 10 2,0
Gluconato de Célcio 10 3,0
Lipideos 20 18,0
Oligoelementos i 0.1
Pediatricos ’
Vitaminas - 1,0
Aminoécido Pediatrico 10 40,0
Agua Destilada - 69,4
Glicose 50 40
3 Cloreto de potéassio 10 2,7
Gluconato de Célcio 10 14,0
Lipideos 20 52,6
Cloreto de Sodio 20 4,1
Aminoéacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 92,6
Glicose 50 48,0
Fosforo Organico - 2,0
4 Oligoelementos i 04
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Lipideos 20 30,0
Cloreto de Sodio 20 6,0
Aminoéacido Pediatrico 10 150,0
Agua Destilada - 293,0
Glicose 50 130,0
Vitaminas - 1,0
5 Cloreto de potéassio 10 12,0
Gluconato de Célcio 10 10,0
Lipideos 20 25,0
Oligoelementos i 03
Pediatrico ’
Cloreto de Sodio 20 8,0




Bolsa/Bureta ~ Constituinte Concentracao (%) Volume (mL)
6 Glicose 5 -
Aminoacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 69,9
Glicose 50 48,0
Fosforo Organico - 2,0
7 Cloreto de potéassio 10 3,0
Gluconato de Célcio 10 6,0
Lipideos 20 30,0
Oligoelemetos i 01
Pediéatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 55,8
Glicose 50 44,0
8 Gluconato de Célcio 10 8,0
Lipideos 20 30,0
Sulfato de Magnésio 50 0,5
Cloreto de Sodio 20 1,7
Aminoacido Pediatrico 10 108,0
Agua Destilada - 195,0
Glicose 50 100,8
Fosforo Organico - 3,5
9 Cloreto de potéassio 10 5,3
Lipideos 20 54,0
Oligoelemetos i 0.3
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoéacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 86,9
Glicose 50 52,0
Fosforo Organico - 2,0
10 Gluconato de Célcio 10 8,0
Lipideos 20 30,0
Oligoelemetos i 0.1
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoécido Pediatrico 10 40,0
Agua Destilada - 84,2
Glicose 50 48,0
Fosforo Organico - 2,0
11 Cloreto de Sodio 20 0,6
Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 20,0
Oligoelemetos ) 02
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
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Bolsa/Bureta  Constituinte Concentracao (%) Volume (mL)
Aminoacido Pediatrico 10 20,0
Agua Destilada - 134,0
12 Glicose 50 28,0
Gluconato de Célcio 10 8,0
Lipideos 20 10,0
Aminoacido Pediatrico 10 105,0
Agua Destilada - 248,0
Glicose 50 28,0
Fosforo Organico - 3,5
Sulfato de Magnésio 50 1,2
13 Cloreto de potéassio 10 52
Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 53,0
Oligoelemetos i 03
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoéacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 58,9
Glicose 50 48,0
Fosforo Organico - 2,0
14 Cloreto de potéassio 10 6,0
Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 30,0
Oligoelemetos i 01
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoéacido Pediatrico 10 100,0
Agua Destilada - 138,4
15 Glicose 50 96,0
Cloreto de Sodio 20 4,0
Gluconato de Célcio 10 12,0
Lipideos 20 50,0
Aminoéacido Pediatrico 10 40,0
Agua Destilada - 80,8
Glicose 50 48,0
Fosforo Organico - 2,0
Cloreto de Sodio 20 1,1
16 Cloreto de potéassio 10 3,0
Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 20,0
Oligoelemetos i 01
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
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Bolsa/Bureta ~ Constituinte Concentracao (%) Volume (mL)
Aminoacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 96,6
Glicose 50 68,0
17 Fosforo Organico - 50
Sulfato de Magnésio 50 0,7
Gluconato de Célcio 10 20,0
Lipideos 20 30,0
Aminoacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 67,5
Glicose 50 56,0
18 Fosforo Organico - 2,0
Sulfato de Magnésio 50 0,5
Cloreto de potéassio 10 6,0
Gluconato de Célcio 10 8,0
Lipideos 20 30,0
Aminoéacido Pediatrico 10 20,0
Agua Destilada - 215,9
Glicose 50 44,0
Fosforo Organico - 2,0
19 Cloreto de potéassio 10 3,0
Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 10,0
Oligoelemetos i 0.1
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoéacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 101,3
Glicose 50 48,0
Fosforo Organico - 2,0
Cloreto de Sodio 20 0,6
20 Cloreto de potéassio 10 3,0
Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 30,0
Oligoelemetos i 0.1
Pediatrico '
Vitaminas - 1,0
Aminoécido Pediatrico 10 80,0
Agua Destilada - 115,0
Glicose 50 68,0
Fosforo Organico - 2,5
21 Cloreto de potéassio 10 4,0
Lipideos 20 40,0
Oligoelemetos ) 0.3
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
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Bolsa/Bureta  Constituinte Concentracao (%) Volume (mL)
Sulfato de Magnésio 50 60,0
Cloreto de Sodio 20 113,0
Glicose 50 48,0
22 Fosforo Organico - 2,0
Cloreto de potéassio 10 3,0
Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 30,0
23 Glicose 10% -
Aminoacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 104,8
Glicose 50 56,0
24 Fosforo Organico - 2,0
Cloreto de potéassio 10 3,0
Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 30,0
Sulfato de Magnésio 50 0,25
Aminoéacido Pediatrico 10 70,0
Agua Destilada - 261,0
Glicose 50 63,0
Fosforo Organico - 3,5
Cloreto de potéassio 10 6,3
25 Gluconato de Célcio 10 14,0
Lipideos 20 35,0
Sulfato de Magnésio 50 0,4
Cloreto de Sodio 20 2,0
Oligoelementos i 07
Pediatricos ’
Aminoéacido Pediatrico 10 105,0
Agua Destilada - 101,0
Glicose 50 70,0
26 Cloreto de potéassio 10 2,7
Gluconato de Célcio 10 14,0
Lipideos 20 52,6
Cloreto de Sodio 20 4,1
Aminoéacido Pediatrico 10 40,0
Agua Destilada - 97,2
Glicose 50 32,0
Gluconato de Célcio 10 8,0
27 Lipideos 20 20,0
Oligoelementos
Pediatrico 50 0.1
Cloreto de Sodio 20 1,7
Vitaminas 1,0
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Bolsa/Bureta  Constituinte Concentracao (%) Volume (mL)
Aminoacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 83,4
Glicose 50 56,0
Fosforo Organico - 2,0
Cloreto de potéssio 10 3,0
28 Gluconato de Célcio 10 4,0
Lipideos 20 30,0
Sulfato de Magnésio 50 0,5
Oligoelementos 01
Pediéatrico ’
Vitaminas 1,0
Aminoacido Pediatrico 10 96,0
Agua Destilada - 208,0
Glicose 50 106,0
Cloreto de potéassio 10 7,1
29 Gluconato de Calcio 10 9,6
Lipideos 20 48,0
Cloreto de Sodio 20 4,2
Oligoelementos i 02
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoéacido Pediatrico 10 60,0
Agua Destilada - 71,4
Glicose 50 44,0
Fosforo Organico - 2,0
Sulfato de Magnésio 50 0,5
30 Cloreto de potassio 10 3,0
Gluconato de Célcio 10 8,0
Lipideos 20 30,0
Oligoelemetos i 0.1
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoéacido Pediatrico 10 40,0
Agua Destilada - 217,0
Glicose 50 90,0
Fosforo Organico - 4,0
Sulfato de Magnésio 50 0,6
31 Cloreto de Sodio 20 1,0
Cloreto de potéassio 10 6,0
Gluconato de Célcio 10 10,0
Lipideos 20 20,0
Oligoelemetos ) 02
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
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Bolsa/Bureta  Constituinte Concentracao (%) Volume (mL)
Aminoacido Pediatrico 10 64,0
Agua Destilada - 46,7
Glicose 50 38,0
Sulfato de Magnésio 50 0,4
Cloreto de Sodio 20 1,9
32 Cloreto de potéassio 10 2,3
Gluconato de Célcio 10 6,4
Lipideos 20 32,0
Oligoelemetos i 03
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
33 Glicose 10 -
Aminoacido Pediatrico 10 40,0
Agua Destilada - 66,7
Glicose 50 56,0
Fosforo Organico - 7,0
34 Cloreto de potéassio 10 3,0
Gluconato de Célcio 10 6,0
Lipideos 20 20,0
Oligoelemetos i 0.3
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoéacido Pediatrico 10 72,0
Agua Destilada - 110,0
Glicose 50 70,0
Fosforo Organico - 2,5
35 Cloreto de potéassio 10 3,5
Gluconato de Célcio 10 5,0
Lipideos 20 30,0
Oligoelemetos i 02
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0
Aminoécido Pediatrico 10 20,0
Agua Destilada - 26,1
Glicose 50 28,0
Fosforo Organico - 1,0
36 Cloreto de potéassio 10 1,5
Gluconato de Célcio 10 2,0
Lipideos 20 10,0
Oligoelemetos ) 04
Pediatrico ’
Vitaminas - 1,0




