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Resumo

A Nutrigdo Parenteral (NP) consiste na infusdo intravenosa de nutriente. Na NP os acidos graxos (AG) sdo fornecidos por meio
de emulsdes lipidicas parenterais (ELP). Vale destacar, que as nanoemuls@es lipidicas parenterais sdo um tipo de ELP que
apresentam tamanhos menores de particula. A atual necessidade do mercado configura-se em ampliagao e diversificagdao da
composigdo e a disponibilidade de ELP alternativas e que sejam anti-inflamatérias. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
e caracterizar emulsdes lipidicas estaveis com potencial para aplicagdo na Nutrigdo Parenteral. Para isso, a pesquisa foi
estruturada em quatro fases. Na primeira fase, foi realizada uma prospecgdo tecnoldgica nos bancos de dados de patentes
do Espacenet e PatentScope para mapear e identificar os 6leos com potencial aplicagdo na NP. Posteriormente, na segunda
fase, foi realizado um levantamento cientifico nas bases MEDLINE, Web of Science e Scopus para avaliagdo das evidéncias
cientificas mais recentes sobre a aplicagdo de emulsdo lipidica na NP. A terceira e quarta fases foram caracterizadas pela
elaboragdo de emulsdes utilizando a microfluidizagdo. Nesse sentido, a terceira fase consistiu na condugao de em piloto que
auxiliou a quarta fase, de modo que a emulsdo com o 6leo de gergelim foi desenvolvida para determinar as faixas dos
parametros experimentais do equipamento e emulsificante utilizado. A quarta fase envolveu a condugdo de um Planejamento
fatorial completo 22 com trés pontos centrais, tendo como variaveis independentes: Pressdo (PR; 20.000 ou 30.000 psi) e
Ciclo (CL; 4 ou 10n). Foram obtidas sete formulagGes adotando uma concentragao fixa de 20% de trés deferentes tipos de
dleos (10g de dleo de gergelim, 5g dleo de linhaga e 5g 6leo de amendoim), o critério adotado no processo de selegdo dos
dleos mencionados foi com base no perfil de acido graxo e as propriedades bioativas no organismo humano. As formulagdes
foram caracterizadas em relagdo inspecdo visual, tamanho de particula (nm), indice de polidispersdo, potencial zeta (mV) e
pH. Com base nos dados de caracterizagao foi identificada a melhor formulagdo e anélises complementares foram realizadas
na formulagdo DO e em D30 em diferentes condigdes de temperatura de armazenamento (4°C, 25°C e 40°C). As analises
complementares incluiram viscosidade (cP), osmolaridade (mOsm/kg), perfil de dcidos graxos (%), analise de esterilidade e
endotoxina. Em relagdo aos resultados da prospecgdo tecnoldgica foi identificado que o dleo de soja é o éleo mais utilizado
para fabrica¢do de emulsdes lipidicas aplicadas em NP no mundo e a tecnologia patenteada relacionada esta concentrada
em paises desenvolvidos, como Estados Unidos e China. As evidéncias cientificas mais recentes sobre a aplicagdo de emulsdo
lipidica na NP revelam que as emulsdes a base de 6leo de peixe exercem um impacto positivo no quadro clinico do paciente
quando comparado com outras formulagdes de emulsdes. No entanto, hd poucos estudos para obter uma conclusdo
definitiva sobre a superioridade de uma formulagdo sobre a outra. As emulsGes desenvolvidas com éleo e gergelim
estabelecem que a faixa de pressdo (PR; 20.000 ou 30.000 psi), ciclo (CL; 4 ou 10n) e lecitina de 1,2g promoveram resultados
em conformidade com a farmacopeia. As emulsdes formuladas com éleo de gergelim, linhaga e amendoim apresentaram
aparéncia homogénea e coloragdo branca leitosa, tamanho de particula (197,47 -292,47nm), PDI de (0,06 - 0,11), potencial
zeta de (-26,42 a -40,92mV) e valores de pH de (7,87 - 8,56). As analises dos pardmetros das varidveis dependentes sobre as
varidveis independentes a partir da avaliagdo dos graficos de Pareto e Superficies de Resposta no planejamento experimental
conduzido indicaram que a melhor condigdo de parametros de processo para o desenvolvimento de emulsdes foi PR (25.000
psi) e CL (n 7). As analises complementares realizadas na melhor formulagdo indicaram adequada osmolaridade e viscosidade
imediatamente depois de produzida e apds um més de armazenamento. Outrossim, a melhor formulagdo apresentou um
elevado teor de acidos graxos poli-insaturados essenciais (acido graxo a linolénico 12,63%; acido graxo linoleico 28,61%) e
elevado teor de 4acido oleico 39,75%, indicando assim, uma formulagdo com potencial a ser anti-inflamatéria. O
monitoramento do controle microbioldgico das emulsdes indicou que as formulagées permaneceram estéreis e livres de
endotoxina durante a investigagdo. Os resultados deste estudo mostram um potencial claro para a produgdo de emulsdes a
base de dleo de gergelim, linhaga e amendoim. As formulagdes desenvolvidas apresentaram os parametros de estabilidade
fisico-quimicas adequada quando avaliada por um més. Além disso, os tamanhos de particula apresentaram tamanhos dentro
de uma faixa que pode enquadrar a emulsdo desenvolvida como nanoemulsdo. Por fim, as nanoemulsdes desenvolvidas tém
um potencial para serem nanoemulsGes lipidicas intravenosas alternativas no futuro.

Palavras-chave: Desenvolvimento de produto; Dieta parenteral; Emulsdes lipidicas intravenosas; Oleos potenciais;
Nanoemulsdo; Nutricional Parenteral.
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Abstract

Parenteral Nutrition (PN) consists of the intravenous infusion of nutrients. In PN, fatty acids (FA) are supplied through
parenteral lipid emulsions (PLE). It is worth noting that parenteral lipid nanoemulsions are a type of PLE that have smaller
particle sizes. The current market need is to expand and diversify the composition and availability of alternative PLE that are
anti-inflammatory. The objective of this study was to develop and characterize stable lipid emulsions with potential for
application in Parenteral Nutrition. To this end, the research was structured in four phases. In the first phase, a technological
prospecting was carried out in the patent databases of Espacenet and PatentScope to map and identify oils with potential
application in PN. Subsequently, in the second phase, a scientific survey was carried out in the MEDLINE, Web of Science and
Scopus databases to evaluate the most recent scientific evidence on the application of lipid emulsion in PN. The third and
fourth phases were characterized by the preparation of emulsions using microfluidization. In this sense, the third phase
consisted of conducting a pilot experiment that assisted the fourth phase, so that the emulsion with sesame oil was developed
to determine the ranges of the experimental parameters of the equipment and emulsifier used. The fourth phase involved
conducting a complete factorial design 22 with three central points, having as independent variables: Pressure (PR; 20,000 or
30,000 psi) and Cycle (CL; 4 or 10n). Seven formulations were obtained adopting a fixed concentration of 20% of three
different types of oils (10g of sesame oil, 5g of linseed oil and 5g of peanut oil). The criterion adopted in the selection process
of the mentioned oils was based on the fatty acid profile and the bioactive properties in the human body. The formulations
were characterized by visual inspection, particle size (nm), polydispersity index, zeta potential (mV), and pH. Based on the
characterization data, the best formulation was identified and additional analyses were performed on the DO and D30
formulations under different storage temperature conditions (4°C, 25°C, and 40°C). Additional analyses included viscosity
(cP), osmolarity (mOsm/kg), fatty acid profile (%), sterility analysis, and endotoxin. Regarding the results of the technological
prospecting, it was identified that soybean oil is the most widely used oil for the manufacture of lipid emulsions applied to
PN in the world, and the related patented technology is concentrated in developed countries, such as the United States and
China. The most recent scientific evidence on the application of lipid emulsions in PN reveals that fish oil-based emulsions
have a positive impact on the patient's clinical condition when compared to other emulsion formulations. However, there
are few studies to obtain a definitive conclusion about the superiority of one formulation over another. The emulsions
developed with sesame oil establish that the pressure range (PR; 20,000 or 30,000 psi), cycle (CL; 4 or 10n) and 1.2g lecithin
promoted results in accordance with the pharmacopoeia. The emulsions formulated with sesame, linseed and peanut oil
presented homogeneous appearance and milky white coloration, particle size (197.47 -292.47nm), PDI of (0.06 - 0.11), zeta
potential of (-26.42 to -40.92mV) and pH values of (7.87 - 8.56). The analyses of the parameters of the dependent variables
on the independent variables from the evaluation of the Pareto charts and Response Surfaces in the experimental design
indicated that the best condition of process parameters for the development of emulsions was PR (25,000 psi) and CL (n 7).
The complementary analyses performed on the best formulation indicated adequate osmolarity and viscosity immediately
after production and after one month of storage. Furthermore, the best formulation presented a high content of essential
polyunsaturated fatty acids (a-linolenic fatty acid 12.63%; linoleic fatty acid 28.61%) and a high content of oleic acid 39.75%,
thus indicating a formulation with potential to be anti-inflammatory. The monitoring of the microbiological control of the
emulsions indicated that the formulations remained sterile and free of endotoxin during the investigation. The results of this
study show a clear potential for the production of emulsions based on sesame, linseed and peanut oil. The developed
formulations presented adequate physicochemical stability parameters when evaluated for one month. In addition, the
particle sizes were within a range that can classify the developed emulsion as a nanoemulsion. Finally, the developed
nanoemulsions have the potential to be alternative intravenous lipid nanoemulsions in the future.

Keywords: Product development; Parenteral diet; Intravenous lipid emulsion; Potential oils; Nanoemulsion; Nutritional
Therapy.
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1 Introducao

E notavel e crescente o interesse por estratégias nutricionais que contribuam com a
minimizacdo de agravos e complicacbes clinicas decorrentes da deplecdo do estado
nutricional, com consequente impacto negativo no progndstico de pacientes (MICCHI et al.,
2019). Nessa perspectiva, um procedimento fundamental e eficaz no tratamento e
reestabelecimento de pacientes criticos é a Terapia Nutricional (TN), (DOIG; SIMPSON, 2006;
DE LIMA MOURA et al., 2018; PIRONI et al., 2020). Dentre as TNs, a Nutricional Parenteral (NP)
possui uma grande relevancia nesse contexto, visto que, é indicada sempre que o paciente
estiver impossibilitado de utilizar a via enteral ou oral por um tempo predefinido, esta pode
ser utilizada como apoio ou, exclusivamente (DE LIMA MOURA et al., 2018; KHAN et al., 2023).

A NP consiste na infusdo intravenosa de nutriente, desse modo, é caracterizada por
uma solucdo ou emulsdo composta por macronutrientes e micronutrientes sendo estéril e
apirogénica, e a administracdo pode ser realizada em regime hospitalar, ambulatorial ou
domiciliar, visando a sintese ou manutencdo dos tecidos, érgdos ou sistemas (BRASIL, 1998;
SCHUH; BRUZEL; TEIXEIRA, 2014; PIRONI et al., 2020). Assim, essa terapia contribui
expressivamente com a melhora do progndstico de varias doengas clinicas e condigdes
cirurgicas em doentes cronicos, agudos e/ou criticos (CUPPARI, 2002; LAMEU, 2005; PIRONI
et al., 2020).

Nesse sentido, na NP os acidos graxos (AG) sdo fornecidos por meio de emulsdes
lipidicas parenterais (ELP) (KISIOGLU; TAMER, 2024). As emulsdes aplicadas na NP sdo
formulacGes complexas (KISIOGLU; TAMER, 2024), estas sdo consideradas farmacéuticas e,
portanto, regulamentadas de acordo com a Farmacopeia (BRITO-DE LA FUENTE et al., 2023).
As emulsdes lipidicas aplicadas na nutri¢cao parenteral contém 4cidos graxos essenciais (AGE),
fosfolipidios, sdo transportadores de vitaminas solUveis em gordura, sao fonte de energia de
alta densidade, diferenciam-se quanto a quantidade, tipo e fonte de AG. Os AG presentes nas
ELP exercem uma influéncia de maneira distinta no sistema imune e inflamatorio. (CAMPOQOS,
2007; CALIXTO-LIMA et al., 2010; AKBARI et al., 2014).

Sem duvidas, as emulsdes lipidicas aplicadas na nutri¢cdo parenteral possuem um papel
muito importante no prognostico de pacientes. Contudo, nos ultimos anos as ELP tem sido
associada a complicacdo metabdlicas (SIQUEIRA et al., 2011; UMPIERREZ et al., 2012; REN et
al., 2013; ANEZ-BUSTILLOS et al.,, 2016). Com destaque para a colestase, dislipidemia e
hepatopatias (LE et al., 2011). Além dessas complica¢Oes, as aplicagdes das ELP tém sido
associadas a uma maior incidéncia em casos graves de doencas inflamatdrias intestinais
(CALIXTO-LIMA et al., 2010; COSTA; SILVA, 2014). Importante destacar que estudos indicam
que os mecanismos estdo relacionados aos efeitos pré-inflamatérios de alguns tipos de
composicoes de emulsdes lipidicas (UMPIERREZ, 2012; VANEK et al., 2012a; COSTA; SILVA,
2014).



Atualmente, a maior parte dos suprimentos de triglicerideos de cadeia longa (TCL) é
proveniente de dleo de soja e um volume consideravel de emulsdes lipidicas comerciais
utilizam o éleo de soja como base (ARRIGO et al., 2015; FELL et al., 2015; ZHU et al., 2016).
Dentro dessa perspectiva, emulsdes a base de dleo de soja sdo consideradas como
imunossupressoras e devem ser utilizadas com cautela em condi¢Ges inflamatédrias e sdo
contraindicadas em sepse (COSTA; SILVA, 2014; HORMANN; ZIMMER, 2016).

O 6leo de soja contém um elevado teor de acido linoleico. O acido linoleico é um acido
graxo poli-insaturados, da série 6mega 6, (AGPI, w-6) e existem algumas preocupacdes quanto
ao perfil de acido graxo do dleo de soja (SIQUEIRA et al., 2011). A referida preocupacao estd
relacionada aos efeitos colaterais negativos em administracdes prolongadas, como acles
imunossupressoras e inibicio de linfocitos (HORMANN; ZIMMER, 2016). Outrossim, nas
emulsdes o 4acido linoleico quando presente em concentracdes elevadas, ou seja, em
proporcdes ndo equilibradas, demonstraram aumentar a peroxidac3o lipidica (KOKSAL et al.,
2011). Sendo assim, a peroxidacdo lipidica pode ocasionar uma exacerbacdo do estresse
oxidativo (KUMAR, 2011).

Em contrapartida, com vista a minimizar das complica¢des clinicas decorrentes a
administracdo de emulsdes lipidicas a base de éleo de soja, foram investigados 6leos
alternativos. Nessa perspectiva, novas EL foram desenvolvidas, com reducdo substancial do
6leo de soja e a insercdo de azeite de oliva (FIGUEIREDO et al., 2013; CUNHA et al., 2015), éleo
coco (REN et al., 2013) e d6leo de peixe (CUNHA et al., 2015).

As Emulsdes lipidicas perpassam por geracoes. A década de 2000 marcou a quarta
geracao de emulsdes lipidicas parenterais, caracterizada pela inclusdo de dleo de peixe na
formulacdo das emulsdes lipidicas (SADU et al., 2020). A emulsdo que classificou atual geracao
das emulsdes lipidicas é composta de dleo de soja, triglicerideos de cadeia média (proveniente
do coco), azeite de oliva e dleo de peixe. Em particular, o dleo de peixe como fonte de acidos
graxos poli-insaturados, da série 6mega-3 (AGPI; w-3) tornou-se um componente importante
das emulsdes lipidicas modernas (CHEN et al., 2022). Nesse sentido, a mistura de 6leos é uma
tendéncia recente na tentativa de disponibilizar lipideos com propriedades bioativas e
equilibrar a ingestdo de acidos graxos poli-insaturados, essenciais para o metabolismo
humano (MUNDI et al., 2017). Desse modo, o processo de mistura de 6leos possibilita uma
modulacdo do perfil de acidos graxos da formulagao final obtida.

Em vista desses aspectos, é crescente o incentivo do desenvolvimento de emulsdes
lipidicas para aplicagdo em nutricdo parenteral a partir do uso exclusivo de dleos vegetais.
Segundo Lucchinetti et al. (2022), Lucchinetti et al. (2021) e Holtzhauer, (2022), o uso de dleos
marinhos para emulsdo nao é sustentavel devido a pesca excessiva dos oceanos e traz o risco
de exposicao a toxinas lipossolliveis que se acumulam na cadeia alimentar.

Um outro ponto de destaque, é que o mercado, disponibiliza um ndmero reduzido de
modulos de lipidios ricos em 6megas 3, 6 e 9, associados ou isolado de 6mega 3, (COSTA;



SILVA, 2014). Vale ressaltar, com base nesse cenario, a necessidade de investiga novas fontes
de dleos para o desenvolvimento de emulsdes lipidicas alternativas.

E importante salientar que formulacSes lipidicas estdo inseridas em um mercado
global de nutricdo parenteral que deverd movimentar em 2024 até USD 4,39 bilhdes (SAM,
2020). Nos ultimos anos os processos produtivos de EL passaram por muitos aprimoramentos
e investimentos tecnolégico, bem como houve um aumento das necessidades de tecnologias
inovadoras. Nesse sentido, o emprego da nanotecnologia na drea de saude tem crescido
expressivamente nos ultimos anos (FIALKOSKI; MALFATTI, 2019). A nanotecnologia exerce um
papel extremamente relevante no desenvolvimento de formulagGes nanoestruturadas, tendo
como vantagens a obtenc¢do de uma emulsdo mais estavel (SANTOS, 2015), obtendo-se assim
um produto seguro.

Diante desses aspectos, apesar do expressivo crescimento deste mercado, o Brasil ndo
é detentor da tecnologia de producdo de emulsdo lipidica para aplicagdo na nutricdo
parenteral. Um volume expressivo dos produtos disponiveis no mercado brasileiro é
importado (CUNHA et al., 2015). Esse cendrio requer mudancas emergenciais, tendo em vista
que a NP representa uma parte importante dos custos no tratamento de individuos
hospitalizados (HYEDA; COSTA, 2017).

Existem desafios importantes a serem superados no que se refere ao desenvolvimento
das emulsdes lipidicas parenterais no Brasil, destacar a necessidade de importacdo de
insumos/matérias-primas para o processo de producdo. O Brasil, configura-se como um pais
de baixa influéncia na referida tecnologia e praticamente nulo no que se refere a producdo e
apropriacdo do conhecimento nesse setor. Existe uma dependéncia externa, que culmina em
elevados custos para o pais (SILVA; MACHADO, 2024). Dentro dessa perspectiva, fortalecer o
Brasil no que se refere ao processo de desenvolvimento e fabricacdo em Emulsdes Lipidicas
aplicadas na nutricao parenteral é de extrema importancia para o pais.

Nesse sentido, o problema desta pesquisa pode ser estabelecido pela a pergunta: Uma
emulsdo lipidica com potencial para aplicacdo na nutricdo parenteral que seja estavel e
alternativa as aplicadas na pratica clinica pode ser desenvolvida? Adicionalmente, duas
hipoteses podem ser estabelecidas para esta pergunta:

e Hipdtese alternativa (H1): E possivel desenvolver uma emuls3o lipidica com potencial
para aplicacdo na nutricdo parenteral que seja estdvel e alternativa as aplicadas na
pratica clinica.

e Hipdtese nula (HO): Ndo é possivel desenvolver uma emulsdo lipidica com potencial
para aplicagdo na nutricao parenteral que seja estdvel e alternativa as aplicadas na
pratica clinica.



1.1 Objetivo

O objetivo desse trabalho foi desenvolver e caracterizar emulsoes lipidicas estaveis

com potencial

1.2 Objetivo

para aplicacdo na Nutricdo Parenteral (NP).

s Especificos

Para alcancar o objetivo do trabalho, foi proposto como objetivos especificos:

Realizar estudo de prospec¢do tecnoldgica utilizando base de dados de
patentes e correlacionar os dados para identificar potenciais fontes de dleos
para elaboracdo de emulsdes lipidicas com potencial para aplicacdo na NP;

Avaliar as evidéncias cientificas mais recentes sobre a aplicacdo da emulsao
lipidica na nutrigdao parenteral;

Identificar os éleos com as melhores composicées com potencial aplicacdo na
elaboracdo da emulsao;

Desenvolver e caracterizar as emulsdes obtidas em relagdo a anadlise de
inspecao visual, ao tamanho de particula, potencial zeta e potencial
hidrogenibnico;

Identificar a emulsdo otimizada com potencial para aplicacdo em formulacées

de NP;

Monitorar a estabilidade da emulsdao produzida em diferentes condi¢cbes de
temperatura (4°C, 25°C, 40°C) e verificar alteragcdes na analise visual, no
tamanho da particula, potencial zeta, no potencial hidrogenionico,
osmolaridade e viscosidade (durante 30 dias);

Avaliar o perfil de acidos graxos;

Avaliar a esterilidade e pirogenicidade por meio do monitoramento de
crescimento bacteriano e presenca de endotoxinas.

1.3 Organiza¢ao do Documento

O trabalho foi estruturado em 7 (sete) capitulos, os quais guiam a organizacdo do
documento para melhor apresentacdo e compreensdo. Cada capitulo refere-se a um item

especificodo t

rabalho, conforme descrito a seguir.

O capitulo 1 apresenta a revisdo da literatura constituindo o referencial teérico com os

principais conceitos e fundamentos do processo de desenvolvimento das emulsdes lipidicas.

O capit
No cap
emulsdes lipid
de prospeccao

ulo 2 apresenta a metodologia adotada com conducgdo da tese.

itulo 3 é apresentado o cenario em que o processo de desenvolvimento das
icas aplicadas na nutricdo parenteral esta inserido adotando uma abordagem
tecnoldgica.



O capitulo 4 refere-se a avaliar as evidéncias cientificas mais recentes sobre a aplica¢do
de emulsao lipidica na nutricdo parenteral adotando uma abordagem de revisdo de revisoes.

Em seguida, no capitulo 5, apresenta-se os resultados experimentais do estudo
preliminar (piloto) conduzido com a aplicacdo do planejamento de experimentos no
desenvolvimento de emulsdo lipidica a Base de éleo de gergelim e uma analise de atributos
criticos de qualidade e parametros criticos de processo.

No capitulo 6, apresenta-se os resultados experimentais do planejamento de
experimentos no desenvolvimento de uma emulsdo lipidica intravenosa a base de éleo de
linhaca, gergelim e amendoim e uma andlise de atributos criticos de qualidade e parametros
criticos de processo. Cabe ressaltar que os resultados obtidos com a conducdo dos
experimentos mostraram que a emulsdo desenvolvida se configurou com um tamanho de
particula que caracteriza o produto como uma nanoemulsdo.

Por fim, no capitulo 7, as consideracdes finais e as sugestdes de trabalhos futuros.






2 Revisao da Literatura

Este tépico tem como objetivo explanar os principais conceitos sobre as emulsdes
lipidicas aplicadas na nutricdo parenteral relacionados a pesquisa. Serd apresentada a
evolucdo histdrica, principais tipos, as geracoes das EL, a modulacdo dos acidos graxos, o
cendrio do mercado global, os aspectos nanotecnoldgicos e tecnoldgicos, avaliacdo e
caracterizacdo fisico-quimica das EL e potenciais 6leos para aplicacdo no processo de
desenvolvimento das EL. Vale destacar que a revisdo da literatura foi essencial para a
compreensdo da area, bem como para a identificacdo das perguntas ainda em aberto a serem
investigadas.

2.1 Contexto Histérico das Emulsdes Lipidicas aplicadas na Terapia Nutricional Parenteral
(TNP)

O conceito de nutrir pacientes utilizando outras vias, para além do trato
gastrointestinal, por meio de injecdao de substancias nutricionais por via subcutanea, ou
infundindo-os diretamente por via intravenosa, foi defendido e tentado por muitas décadas
antes de sua realizacdo bem-sucedida (DUDRICK; PALESTY, 2011). A histdéria da Nutricao
Parenteral (NP) comegou a ser tragada por volta do século XIV, porém a concretizacao dessa
meta aparentemente irreal exigiu séculos de pesquisas e descobertas fundamentais,
juntamente com inovagao e inumeros desenvolvimentos tecnolégicos, processos e técnicas
(DUDRICK; FOREWORD, 2008; DUDRICK, 2009; CALIXTO-LIMA et al., 2010; DUDRICK; PALESTY,
2011; COSTA; SILVA, 2014).

Os ensaios com lipidios aplicados por via parenteral para suporte nutricional datam do
século XVIII. Em 1712, William Courten, infundiu azeite de oliva nas veias de cdes, com essa
aplicacdo descobriu-se que animais infundidos com azeite faleciam com dificuldade
respiratoria grave. Posteriormente, em 1873, Edward Hodder infundiu gordura na forma de
leite em trés pacientes com cdlera, dois dos quais se recuperaram, no entanto, ocorreram
efeitos adversos, enquanto o terceiro paciente nao sobreviveu (ZERATI et al., 2017). Levando
a conclusdo de que o trato gastrointestinal altera essas gorduras por meio da digestdo antes
da entrada na circulacdo sanguinea. Por conseguinte, os pesquisadores chegaram a conclusao
gue dleo ou gordura exigiria preparacoes ou modificacdes especiais antes da infusdao
intravenosa dessas substancias, havendo desse modo, uma tolerdncia bem-sucedida
(DUDRICK; PALESTY, 2011; HORMANN; ZIMMER, 2016; NAGHIBI, 2017).

Muitos pesquisadores tentaram fornecer nutrientes por meio de gordura, leite, extrato
de 6leo, extrato de carne bovina, 6leo de figado de bacalhau, por injecao subcuténea, durante
a metade do século XIX (DUDRICK; PALESTY, 2011). No entanto, relataram que as inje¢des
subcutaneas desses nutrientes eram demasiadamente dolorosas para serem praticadas
clinicamente e, consequentemente, essas tentativas de fornecimento de nutrientes foram
abandonadas (DUDRICK; PALESTY, 2011).



Na virada do século XX, médicos e cientistas realizaram pesquisas relevantes em vdrias
areas importantes para o gerenciamento clinico ideal de pacientes, incluindo, entre outros, a
descoberta de vitaminas como nutrientes essenciais e as gorduras emulsionadas e seus
requisitos para os seres humanos (DUDRICK; PALESTY, 2011).

Embora um numero expressivo de emulsdes lipidicas de composi¢des varidveis tenha
sido estudado em todo o mundo entre 1920 e 1960, a emulsdo proveniente do dleo de
algodado foi a primeira a ser produzida comercialmente e investigada clinicamente nos Estados
Unidos (VINNARS; WILMORE, 2003; DUDRICK; PALESTY, 2011). No entanto, foi associada a
varios efeitos adversos graves, incluindo calafrios, febre, ndusea, vomito, dispneia, hipoxia,
taquicardia e hipotensao, além de anemia hemolitica, trombocitopenia, hepatomegalia,
esplenomegalia, hiperbilirrubinemia por causa indefinida, e foram retiradas do mercado
(VINNARS; WILMORE, 2003; DUDRICK; PALESTY, 2011).

A emulsao lipidica pioneira nao téxica foi desenvolvida por Schuberth e Wretlind na
Europa no ano de 1961. Inicialmente, Ihes parecia impossivel encontrar emulsdes lipidicas que
ndo causassem reacdes adversas em estudo experimentais em modelo animal (DUDRICK;
PALESTY, 2011). Apds varios anos de estudos, esses pesquisadores descobriram que uma
emulsdo intravenosa preparada a partir de “produtos alimenticios naturais” consistindo em
6leo de soja com fosfolipidios da gema de ovo como agente emulsificante, era atdxica
(DUDRICK; PALESTY, 2011). A emulsdo desenvolvida ndo apresentou efeitos adversos quando
testada em animais por 28 dias, mesmo quando administrada em quantidades de até 9 g de
gordura por quilograma de peso corporal por dia. Posteriormente, essa emulsao lipidica foi
testada em pacientes cirurgicos e descobriu-se que eles toleravam muito bem a preparacao
(DUDRICK; PALESTY, 2011).

Nesse sentido, a primeira ELP segura para uso humano foi a Intralipid®. Essa emulsao
foi desenvolvida por Arvid Wretlind, sendo aprovada na Europa em 1962 (DUDRICK; PALESTY,
2011). Vale ressaltar que a referida emulsdo permanece sendo comercializada nos dias atuais.
A emulsdo Intralipid®, consiste em uma emuls3o de 6leo de soja a 10% ou 20% contendo 1,2%
de fosfolipidios de ovo e 2,5% de glicerol (FLOYD, 1999). O objetivo inicial foi o fornecimento
de AGE com vista a atender as necessidades nutricionais de pacientes criticos, uma vez que o
O0mega-6 (acido linoleico) e 6mega-3 (alfa-linolénico) ndo sdo sintetizados pelo organismo
humano e devem ser obtidos por meio da dieta (MULLER et al., 2012; HORMANN; ZIMMER,
2016). Anteriormente a este marco, apenas glicose e solu¢ées de aminoacidos estavam
disponiveis.

No entanto, apenas no século XX, em 1968, houve a sistematizacdao da NP e houve
inicio a era moderna da NP, por meio da proposta de Stanley Dudrick- da Universidade da
Pensilvania (DUDRICK, 2009; DUDRICK; PALESTY, 2011). Dudrick demonstrou que filhotes de
cdes da raca Beagle utilizando exclusivamente NP por um periodo de 6 meses, cresceram de
maneira igual ao grupo controle, que ingeriram racao canina convencional (DUDRICK, 2009;
DUDRICK; PALESTY, 2011). Ainda nesse mesmo ano, outro avang¢o considerdvel foi a
manutencado por 44 dias do primeiro humano em suporte nutricional intravenoso exclusivo,



isso ocorreu em uma crianca com atresia de todo o intestino delgado (WILMORE;
DUDRICK,1968; DUDRICK; PALESTY, 2011). Vale salientar que Dudrick foi considerado um dos
maiores colaboradores para o desenvolvimento de TNP’s modernas, desse modo é
considerado como o “pai da nutricdo parenteral” (BATISTA, 2012).

Como mencionado anteriormente, a ELP foi criada pela primeira vez para prevenir o
desenvolvimento de deficiéencia de AGE em pacientes que necessitam de TNP.
Posteriormente, a ELP ganhou aceitacdo como uma fonte de energia alternativa (VANEK et al.,
2012; AKBARI et al., 2014).

2.2 Aplicag0es, vias de acesso e tipos de TNP

A NP é uma mistura nutritiva intravenosa complexa, esta é aplicada para pacientes que
ndo possuem o funcionamento correto do trato gastrointestinal, ou em decorréncia de perda
de funcdo intestinal. Outrossim, é aplicada em individuos que ndo conseguem se alimentar
por meio da via oral ou por sonda enteral, ou por situacdo clinica que possa fazer a
administracdo concomitantemente (CEDERHOLM et al., 2017; DE LIMA MOURA et al., 2018;
PIRONI et al., 2020). Nessa perspectiva, a NP tem o propdsito de suprir as necessidades
nutricionais e metabdlicas dos pacientes. No entanto, é considerada uma terapia onerosa,
contudo, quando indicada e aplicada de maneira bem-sucedida, reduz as complicac¢des,
tempo e custo de internamento, (CALIXTO-LIMA et al., 2010; WAITZBERG; CORREIA, 2016),
bem como os custos de assisténcia médica domiciliar.

Atualmente, existem duas legislacdes que regem a pratica de nutricdo parenteral no
Brasil, a Resolugdo RDC n? 45, de 12 de marco de 2003 que dispde sobre o Regulamento
Técnico de Boas Praticas de Utilizacdo das Solucdes Parenterais em Servicos de Saude (BRASIL,
2003) e a Portaria MS/SNVS n2272, de 8 de abril de 1998 (BRASIL, 1998) que fixa os requisitos
minimos exigidos para a Terapia de Nutricdo Parenteral (TNP) e estabelece a necessidade da
atividade em equipe, definindo responsabilidades, ambitos de atuacao e as Boas Praticas em
TNP.

A TNP exige técnicas de preparo adequadas, que consiste em uma producao de forma
asséptica, seguindo procedimentos estéreis e validados com vista a garantia de qualidade
(BRASIL, 1998; BARNETT et al., 2009; COSTA; SILVA, 2014). Nesse sentido, deve haver o
controle de particulas da 4rea de preparo com o auxilio da camara/capela de fluxo laminar na
producdao ou um isolador. Além disso, deve ocorrer a qualificacdo dos produtos e dos
fornecedores, certificacdo da area de preparo e dos equipamentos de manipula¢do (BRASIL,
1998; BARNETT et al., 2009; COSTA; SILVA, 2014).

Um aspecto importante a ser mencionado é a via de acesso para administra¢do da NP,
que pode ser periférica ou central (COSTA; SILVA, 2014). A prescri¢ao da via de aceso depende
da composicdo e osmolaridade da formulacdo da NP (MIRTALLO et al., 2004; COSTA; SILVA,
2014). Outros fatores devem ser considerados na definigdo da prescricdo, como o tempo de
duracgao da oferta da NP, condigcao vascular do paciente e seu estado de coagulagdo, ambiente

9



onde serad infundida a NP (domiciliar ou hospitalar) e doencas associadas envolvidas
(MIRTALLO et al., 2004; COSTA,; SILVA, 2014).

A administracdo por via periférica é indicada para a manutencdo nutricional de curto
periodo, comumente aplicada para um prazo, de sete a dez dias, pois normalmente, ndo
alcanca as necessidades nutricionais do paciente (COSTA; SILVA, 2014). Vale ressaltar que a
via periférica é indicada em pacientes com estado de desnutricdo moderada, e quando a NP
venosa central ndo se justifica devido a relacdo de risco-beneficio ser negativo (NICE, 2006;
COSTA; SILVA, 2014). Geralmente o acesso venoso é na mdo ou no antebraco, sendo locais de
baixo fluxo sanguineo. No acesso venoso periférico, somente podem ser oferecidas solugdes
hiposmolares e hipoconcentradas, podendo progredir o valor energético em torno de 1.000 a
1.500 kcal por dia (COSTA; SILVA, 2014). Com o propdsito de evitar complicagdes, como a
flebite a osmolaridade deve ser inferior a 900mOsm/L (COSTA; SILVA, 2014). E importante
sinalizar que as emulsdes lipidicas sdo isotGnicas com o sangue e exercem pouco impacto
sobre as veias (NICE, 2006). Nesse sentido, as misturas de NP contendo emulsées lipidicas sdo
menos hipertonicas que as misturas com base unicamente em glicose como fonte de energia,
e consequentemente, mais adequadas para a NP periférica (NICE, 2006).

Nessa perspectiva, a NP periférica pode ser combinada com a nutricdo enteral (NE)
para oferecer o aporte nutricional adequado (MIRTALLO et al., 2004; COSTA; SILVA, 2014).
Portanto, é indicada para pacientes que ndo toleram receber toda a oferta caldrica necessaria
pela via oral ou enteral, para pacientes em risco de desnutricdo que necessitem de jejum por
poucos dias consecutivos, como ocorre, por exemplo, com pacientes submetidos a exames
(CARVALHO et al., 1999; MIRTALLO et al., 2004; COSTA; SILVA, 2014). Ressaltar que a NP ndo
deve ser utilizada rotineiramente em pacientes com trato gastrointestinal preservado (COSTA,
2012; BERLANA et al., 2013; COSTA; SILVA, 2014; DE LIMA MOURA et al., 2018).

No caso da via de acesso central, os nutrientes sdo administrados por meio de uma
veia de grande didmetro, ou seja, de alto fluxo sanguineo, geralmente na subcldvia, jugular
interna, ao lado da veia cava superior (COSTA, 2012; COSTA,; SILVA, 2014). Esta é indicada para
uso prolongado, ou seja, superior a sete ou dez dias, podendo ser administrada uma infusao
de solugdes hipertonicas de glicose ou outro carboidrato, emulsdo lipidica, aminoacidos,
vitaminas e minerais. No acesso venoso central, geralmente, a osmolaridade é acima de 1.000
mOsm/L (COSTA, 2012; COSTA; SILVA, 2014).

A NP pode ser classificada, como parcial (NPP) ou total (NPT), essa classificacdo
depende das necessidades do paciente e/ou da disponibilidade das solu¢des (COSTA, 2012;
COSTA; SILVA, 2014). As formulacdes de NPP fornece somente parte das necessidades
nutricionais didrias, suplementando a ingestdo oral, ou a nutricdo enteral. Nesse sentido, a
NPP é caracterizada pela administracdao apenas de alguns tipos de nutrientes e vitaminas por
meio da veia. Muitos pacientes hospitalizados recebem glicose ou solu¢ées de aminoacidos
por esse método (DE LIMA MOURA et al., 2018).
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Quanto a NPT, nesta é administrada todos os tipos de nutrientes e vitaminas por meio
de acesso venoso, sendo assim, supre todas as necessidades nutricionais didrias (DE LIMA
MOURA et al., 2018). Pode ser utilizada tanto em hospitais, a nivel ambulatorial como em
domicilio. Como as solucdes de NPT sdo concentradas, pode ocorrer trombose das veias
periféricas, sendo indicado acesso venoso central (DE LIMA MOURA et al., 2018). Pode-se
notar que as composicoes das formulacdes da NPT sdo complexas em comparacdo as
aplicadas na NPP (DE LIMA MOURA et al., 2018).

A NPT pode ser classificada como sistema glicidico ou como sistema lipidico. O sistema
glicidico, também denominado de binario, 2 em 1 ou bicompartimentar, é o sistema que ndo
inclui lipidios, sendo uma mistura de glicose e aminodcidos (GASTALDI et al., 2009). Os lipidios
sdo infundidos separadamente, pelo menos 2 vezes na semana (500mL de lipidios a 10%)
(GASTALDI et al., 2009). No que diz respeito ao sistema lipidico, também chamado como
terndrio ou All-in-one (AiO), 3 em 1, tricompartimentar ou 3 cdmeras, como serd abordado em
tépicos a frente, consiste em uma mistura de aminoacidos, glicidios, lipidios, vitaminas,
minerais e eletrdlitos na quantidade adequada para administracdo didria em um mesmo
frasco ou bolsa de NPT (GASTALDI et al., 2009).

2.2.1 Nutrigao Parenteral individualizada e padronizada

A NP pode ser denominada individualizada ou padronizada. Esta é caracterizada como
individualizada quando as bolsas sdo customizadas/bolsas manipuladas, contendo formulagdo
adaptada com vista ao atendimento individualizado das necessidades especificas do paciente
(MUHLEBACH et al., 2011; BERLANA et al., 2013; YU et al., 2017). O atendimento as
necessidades é em termos de energia, substrato e volume, sendo preparadas assepticamente
a partir de vdrios componentes estéreis por farmdacias hospitalares ou laboratérios de
subcontratac3o para clinicas especializadas (MUHLEBACH et al., 2011; BERLANA et al., 2013;
YU et al., 2017).

Com relagdao a NP padronizada, estas recebem essa classificagdo quando fabricadas
industrialmente e sdo compostas por formulacdes prontas para uso, para atender as
necessidades nutricionais de uma populacdo maior de pacientes (BERLANA et al., 2013; YU et
al., 2017). D acordo com Costa e Silva (2014), atualmente, estdo disponiveis no marcado,
variadas férmulas de NP. Estas formulas podem apresentar-se comercialmente por meio de
bolsas monocompartimentais, bicompatimentais ou tricompartimentais, conforme
apresentado na Figura 1.
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Figura 1. ApresentagcGes comerciais dos sistemas de bolsas para TNP. (A) monocompartimental, (B)
bicompartimental e (C) tricompartimental.

L

Fonte: Adaptado de Costa e Silva (2014)

Com relacdo a seguranca, as bolsas industrializadas foram consideradas por alguns
estudos superiores em relagdo as manipuladas devido a simplicidade da preparacdo e menor
contaminacdo do produto. Com relagdo a efetividade, os estudos realizados demonstram que
ambos os tipos de bolsas sdo similares (DERENSKI; CATLIN; ALLEN, 2016; OLIVEIRA et al.,
2018).

O sistema monocompartimentar ou All-in-One (AiO), Figura 1A, consiste na inclusdo de
todos os componentes da NP, macronutrientes, agua, eletrdlitos e vitaminas, individualmente
misturados em um recipiente e administrados por meio de uma unica linha de infusdo
(PERTKIEWICZ; DUDRICK, 2009). Uma das grandes vantagens desse sistema é o fornecimento
simultdneo de todos os nutrientes, desse modo, possui como aspecto positivo na clinica
médica a melhora da utilizacdo e do balanco de nitrogénio, bem como menos incidéncia de
complicacdes metabdlicas, menos manuseios, com consequente reducdo do risco de
infeccdes (PERTKIEWICZ; DUDRICK, 2009).

As bolsas bicompartimentais, Figura 1B, também chamadas de bindria, sistema
glicidico, 2 em 1 ou de duas cdmeras, consistem em bolsas padrdes AiO com duas cdmaras
contendo glicose e aminodcidos para serem misturados imediatamente antes da infusao
intravenosa. Antes da aplicacdo, ha o rompimento dos selos de separacdo entre as cdmaras
da bolsa (MUHLEBACH et al., 2009; YU et al., 2017). A emuls3o lipidica é misturada com um
conjunto de transferéncia imediatamente antes da administracdo (MUHLEBACH et al., 2009;
YU et al., 2017). Os micronutrientes e eletrélitos adicionais sdo geralmente adicionados no
compartimento da bolsa, no entanto, vitaminas podem ser adicionadas a emulsdo lipidica
administrada separadamente. Quando n3o misturadas, estas bolsas tém uma vida util de 12
a 24 meses (MUHLEBACH et al., 2009; YU et al., 2017).

As bolsas tricompartimentais, Figura 1C, ou de trés cameras configura-se como um
sistema de AiO melhorado, que permite o fornecimento de macronutrientes e eletrdlitos
(PICHARD et al., 2000; YU et al., 2017). Os nutrientes sao fornecidos em trés compartimentos
separados por selos de separacdo que podem ser facilmente abertos antes da administracao
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da bolsa (PICHARD et al., 2000; YU et al., 2017). Os componentes misturados mecanicamente
no contéiner externo da bolsa em um sistema fechado (asséptico). Os micronutrientes
(vitaminas e oligoelementos) podem ser adicionados a mistura reconstituida se necessario
(PICHARD et al., 2000; YU et al., 2017).

Em comparacdo com outros sistemas de aplicacdo, as bolsas tricompartimentais
possuem diversas vantagens importantes com a conveniéncia na NP sustentada, oferece
esquemas flexiveis e adaptaveis que cobrem as necessidades de um percentual expressivo de
pacientes, cerca de (80%) (PICHARD et al., 2000; YU et al., 2017). Outrossim, economiza tempo
e custos (BERLANA et al., 2013) aumenta a seguranca de misturas com relacdo a estabilidade
e esterilidade, bem como seguranca e eficdcia do tratamento (BERLANA et al., 2013; YU et al,,
2017).

Ainda sobre as vantagens do sistema tricompartimental, é o fato de ser mais
balanceada, em comparacdo ao bicompartimental, visto que contém todos os nutrientes
(GASTALDI et al., 2009). Além disso, permite diminuir a prescricdio de glicose, como
consequéncia passa a ser mais bem tolerada em pacientes com resisténcia a insulina ou
Diabetes Mellitus (DM) (GASTALDI et al., 2009). Adicionalmente, o uso de lipidios proporciona
alta densidade caldrica; os lipidios sdo isotonicos, com isso favorece o uso de veia periférica;
evita deficiéncia de acidos graxos essenciais (AGE); diminui a osmolaridade da solucdo (600-
950mO0Osm) devido a diminui¢cdo na concentracdo de glicose (GASTALDI et al., 2009).

2.2.2 As Geragdes das Emulsdes Lipidicas, Evolugdo da Composicao e Panorama da
funcionalidade

Os lipidios tém multiplas funcdes fisiolégicas que sdo biologicamente vitais
(CARPENTIER; DUPONT, 2000). Estes consistem em triglicerideos/triacilglicerol (TGs/ TAG),
esterdis e fosfolipidios (JONES; RIDEOUT, 2014). Ainda de acordo com estes autores, os TGs
sdo constituidos por moléculas de glicerol para as quais trés AG sdo esterificados. A
funcionalidade das moléculas de TGs é determinada pelo tipo de AG esterificado na estrutura
do glicerol e pela estereoespecificidade da ligacdo (KARUPAIAH; SUNDRAM, 2007). Os acidos
graxos sdo constituintes das membranas celulares e contribuem para a integridade da
membrana, atuam na regulacdo da permeabilidade e s3ao precursores dos principais
moduladores relacionados as vias celulares do sistema imunolégico (CARPENTIER; DUPONT,
2000).

As EL s3ao suspensdes de 6leo em um meio aquoso desenvolvidas para possuir
propriedades de quilomicrons de ocorréncia natural (ANEZ-BUSTILLOS et al., 2016). Vale
destacar que as EL sdo um componente integral na NP, possui o papel de fornecer calorias nao
proteicas e AGE para resultados terapéuticos definidos, como também reduc¢ado da inflamac¢ao
e melhoria dos resultados metabdlicos e clinicos (REN et al., 2013).

O desenvolvimento de emulsdes lipidicas perpassa por geragbes, como pode ser
observado na Figura 2. Nessa perspectiva, a primeira geracao de EL ocorreu na década de 60,
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essa foi caracterizada pelo desenvolvimento de EL compostas a base de dleo de soja (OS) (REN
et al., 2013). Esse 6leo possui um perfil naturalmente rico em TCL tipo 6mega-6 (WAITZBERG,
2006), em torno de 50 -60% (GUYENET; CARLSON, 2015). Estas emulsdes lipidicas
demostraram ser eficientes no fornecimento de energia ndo glicidica e AGE em pacientes
estaveis (WAITZBERG, 2006; CAMPQS, 2007). No entanto, estudos realizados na década de 70
evidenciaram que estas emulsdes exerciam uma influéncia negativa o sistema imunoldgico
(CAMPQS, 2007) e em desencadeamento de doenca hepatica associada a insuficiéncia
intestinal (VERLEYEN et al., 2002). Além disso, estudos experimentais e clinicos constataram a
associacao entre o TCL Omega-6 e deficiéncias de funcdes de linfocitos, neutrdfilos e
macrofagos (WAITZBERG et al., 1996), e a elevacdo da intensidade da resposta inflamatéria
em condicoes clinicas especificas (WANTEN; CALDER, 2007). Aspecto esse, crucial que
incentivou o desenvolvimento de uma nova EL parenteral com composi¢cdo diferente da
pioneira.
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Figura 2 .Resumo das caracteristicas e composig¢ées de ELP ao longo das geragdes.
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Nesse contexto, na década de 80, mais precisamente em 1985, um maior
conhecimento sobre fung¢des imunoldgicas e inflamatdrias, possibilitou a criacdo de novas EL
parenterais, que variam de acordo com a quantidade, tipo e fontes de AG, caracterizando
desse modo, a segunda geracdo de EL (VANEK et al., 2012b). A referida geracdo foi alicercada
no principio da reducdo da oferta de TCL acido linoleico 6mega-6, na tentativa de minimizar
os efeitos deletérios do excesso deste AG, ou seja, em desequilibrio, sobre o sistema imune
(REN et al., 2013). Para tanto, 50% dos TCL proveniente do éleo de soja foram substituidos por
triglicérides de cadeia média (TCM), provenientes do 6leo de coco (OC), obtendo-se assim
uma EL composta por TCM/TCL (1:1) (REN et al., 2013).

As EL provenientes da mistura fisica de TCM/TCL continham 50% a menos AGPI da série
6mega-6 do que a convencional (FURST, 1998; GUEDES, 2010). O metabolismo do TCM
representa rapida fonte energética, por ndo depender de substancias intermedidrias para seu
transporte, como a carnitina, que transporta, por exemplo, os acidos graxos de cadeia longa
(AGCL) para o interior das células (FURST, 1998; GUEDES, 2010). Vale destacar que, as
contribuicdes do perfil de acidos graxos do OC, é a principal fonte de acido graxo de cadeia
média (AGCM) com 4cido laurico contribuindo com a concentragdo de 48% de AG, 8% de acido
caprilico e 7% de acido cdprico. Outras fragcdes de AG no OC incluem 16% de acido miristico,
9% de acido palmitico, 2% de acido estedrico, 7% de acido oleico e 2% de acido linoleico
(GUNSTONE et al., 2007).

Outro aspecto relevante a ser mencionado é a concentracao de a-tocoferol do OC, que
é extremamente baixa 0,5 mg / 100 g de dleo, em comparacdo com o dleo de soja
aproximadamente 7,5 mg / 100 g de 6leo (GUNSTONE et al., 2007). Nesse sentido, pode-se
afirmar que em emulsdo lipidica a concentracdo de TCM/TCL e o teor de a-tocoferol é
significativamente menor, em comparacdo com emulsdes de OS (RADERMACHER et al., 1992).
Vale ressaltar que os TCMs, por serem saturados, ndo participam da sintese de eicosandides
e ndo sao precursores das prostaglandinas. Portanto, eles ndo afetam a producdo de
mediadores inflamatdrios durante o estresse e a doenca, em relacio aos AGPI, w-6
(RADERMACHER et al., 1992).

Ainda na segunda gerac¢do, a mistura de TCM/TCM ampliou opg¢des com a introducdo
comercial das EL de Triglicerideos Estruturados (TGE) como uma nova op¢do de substrato
(CHAMBRIER et al., 2006). A emulsao lipidica de TGE possui como composi¢do uma proporgcao
de 64% de TCL de OS e 36% de TCM de OC (VANEK et al., 2012a). Diferentemente das misturas
fisicas anteriormente citadas, as EL de TGE é formulado pela hidrélise do OS e OC em AG livres,
esta etapa precede a interesterificacao na presenca de catalisadores quimicos ou enzimaticos
(KARUPAIAH; SUNDRAM, 2007). Ainda segundo estes autores, essas EL sdo obtidas por meio
de um processo de rearranjo estrutural do glicerol, sendo os AGCM provenientes do OC e
AGCL oriundos do OS, que s3ao realocados aleatoriamente na estrutura do glicerol,
ocasionando desse modo novas espécies moleculares de Triacilglicerol (TAG).
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Na década de 90, emerge a terceira geragao de EL, estas foram baseadas no Azeite de
Oliva (AO). A EL foi composta por aproximadamente 80% de AO e 20% de OS (VANEK et al.,
2012a). Nesse sentido, com esta composicio houve uma reducdo substancial,
aproximadamente 75% do AGPl w-6, isso baseado na composicdo pioneira (100% de OS),
tornando uma composicao mais segura para pacientes criticamente enfermos (VANEK et al.,
2012a). As EL formulada com AO sdo ricas em AGPI w-9, acido oleico, a composicdo do AG do
AO reflete aproximadamente 80% do acido oleico sendo este ndo essencial, com proporgdes
menores de AGPIl w-6 (REN et al., 2013). Além disso, o AO é naturalmente rico no antioxidante
de a- tocoferol, portanto contribui com protecdo contra a peroxidacdo lipidica (REN et al.,
2013).

Nos anos 2000 uma nova EL tornou-se disponivel no Brasil e Europa (CAMPQOS, 2007).
Esta EL pode ser considerada como a quarta geracao de EL por aliar os conceitos das geracdes
anteriores (SADU et al., 2020). As emulsdes lipidicas foram formuladas a base de éleo de peixe
(OP) isolado (Omegavem 10%) ou combinado com outros éleos. Emulsdo lipidica contendo
OP, rico em acido alfa linolénico, AGPI w-3 do tipo acido eicosapentaenoico (EPA) e acido
docosahexaenoico (DHA), foi desenvolvida em forma de suplemento a EL convencional.
Efeitos benéficos foram demonstrados com suplementacdo de 20% desta EL sobre EL
TCM/TCL (WAITZBERG et al., 2006; CAMPOQS, 2007).

As emulsdes lipidicas formuladas a partir da combinacdo de OP com outros 6leos
possibilitou a reducdo do fornecimento de AGPI w-6, por meio da adicdo de TCM e AO, e um
aumento no fornecimento do AGPI w-3. Desta maneira, esta EL contém em sua composicdo
6leo de soja (30%), TCM (30%), azeite de oliva (25%) e 6leo de peixe, (15%) (CALDER et al.,
2020), além de ser suplementada com antioxidante a-tocoferol. Esta nova emulsdo lipidica
estd associada a menor disfuncdo hepdtica e preserva a capacidade antioxidante dos
pacientes em unidade de terapia intensiva, além de efeito favoravel no tempo de internacao
de pacientes cirurgicos (WAITZBERG et al., 2006).

E importante ressaltar que a emulsdo com 100% de OP, configura-se como uma fonte
lipidica incompleta e, quando aplicado isoladamente, pode levar ao desenvolvimento de
deficiéncia de 4acidos graxos essenciais (DAGE) (LE et al., 2011). Além disso, a emulsdo
elaborada com OP é significativamente mais onerosa do que outras EL (MORAIS, 2018). As
emulsdes lipidicas disponiveis na pratica clinica variam de acordo com a quantidade, tipo e
fonte dos AG. Para a decisdo de qual EL utilizar, deve-se verificar primeiramente a composicao,
visto que os AG podem influenciar de maneiras distintas o sistema imune e inflamatério. O
uso de EL contendo em sua composicio AG Omega-3 demonstram ser promissora
(WAITZBERG et al., 2006; CAMPQOS, 2007).

Em suma, o componente triglicerideo (TG) das emulsGes lipidicas pode ser de
diferentes fontes, incluindo 6leo de soja, azeite de oliva, dleo de coco e dleo de peixe
(KISIOGLU; TAMER, 2024). As emulsdes lipidicas de primeira (OS), segunda (OS + triglicerideos
de cadeia média) /terceira (AO) e quarta gera¢do (OP) podem ser identificadas como pré-
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inflamatdrias, inflamatdrias neutras e anti-inflamatérias, respectivamente (KISIOGLU; TAMER,
2024).

Salientar, que do ponto de vista de disponibilidade, ainda é extremamente limitada a
guantidade de lipidios disponiveis em NP, como anteriormente descrito, inclui o OS, TCM, AO
e OP e misturas de dois ou mais. Desse modo, torna-se evidente a atual necessidade investigar
novas fontes de 6leos para obtencdo de emulsdes parenterais, com o intuito de diversificar a
composicao e ampliar a disponibilidade de formulagdes no mercado.

2.2.3 Modulagdo dos Acidos Graxos

E importante notar, com base no tépico anterior, a atual tendéncia da nova geracdo a
equilibrar as proporc¢des de AGE, bem como proporcionar uma maior concentracdo e absorcao
de compostos antioxidantes nas formulacdes, a citar, o a-tocoferol, tornando-a com
propriedades anti-inflamatdrias e imunomodula. Os acidos graxos linoleico e a-linolénico sdo
precursores dos AGPl w-6 e w-3 de cadeia mais longa, respectivamente. Estes acidos nao
podendo ser biosintetizados por humanos, e sendo necessarios para a saude, desse modo sdo
classificados como AGE (GRAMLICH, 2015). Os referidos AG podem influenciar uma variedade
ampla de fungbes bioldgicas, devido a associacdo dos acidos graxos na incorporagdo ou
formacdo de parte das membranas celulares e serem essenciais para o crescimento e
funcionamento do organismo humano (PERINI et al., 2010).

A razdo adequada de ingestdo de acidos graxos AGPl w-6 e w-3 na dieta é um
fundamental para contribuir com a prevencdo do desenvolvimento de doencas (PERINI et al.,
2010). Uma relacdo w-6: w-3 elevada é considerada prejudicial a saude humana, por outro
lado, um valor o mais préximo possivel de 1 é considerado protetor contra patologias
degenerativas (RUSSO, 2009). A proporcdo ideal varia de 1:1 a 4:1, dependendo da doenca
cronica prevalente em consideracdo (SIMOPOULOQS, 2002). Também é recomendado que a
faixa ideal para efeitos anti-inflamatérios é 1: 1 - 2: 1 (DIAMOND, 2009), o intervalo ideal para
imunomodulagao é 1: 1 - 4: 1, e a proporgdo de 2: 1 é proposta como imunologicamente
neutra (REN et al., 2013).

Por conseguinte, é importante ressaltar que as recomendacdes do consumo dos acidos
graxos w-6: w-3, sdo diferentes entre os autores, paises ou instituicdes (MUKHAMETOV et al.,
2022) nos EUA 2:1 -3:1 (SIMOPOQOULOS, 2002), Japao 2:1 - 4:1 (KRIS-ETHERTON et al., 2000). De
acordo com Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a recomendacdo de proporg¢ao que se deve
consumir w-6: w-3 é de até 5:1 podendo chegar a 10:1.

Os AG das familias w-6 e w-3 estdo envolvidos com o funcionamento do sistema imune
e respostas inflamatdrias (SALEM, 1999). Vale destacar que, uma vez consumidos, os acidos
linoleico e alfa-linolénico podem ser elongados. O acido linoleico pode ser metabolizado em
outros acidos w-6, abrangendo os acidos y-linolénico, dihomo-y-linolénico e araquiddnico. O
acido alfa-linolénico é metabolizado em outros da série w-3, entre eles acido EPA e DHA
(SALEM, 1999). As enzimas chamadas elongases e dessaturases, mediam este processo
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metabdlico, pelas as quais participam na formac¢do dos AGPI w-6 e w-3, resultando em uma
competicdao metabdlica entre os dois grupos (REN et al., 2013).

Os AGPI, w-6 e w-3 sdo metabolizados por duas vias independentes, embora estas
compartilhem a mesma série de enzimas (REN et al., 2013). Isso ocasiona uma competicdo
entre as duas familias pelo metabolismo, com o excesso de uma ocasiona uma diminuicdo
significativa na conversdo da outra (REN et al., 2013). Estd bem estabelecido que o acido
linoleico (w-6) tem acdo proé-inflamatdria e trombogénica, quando presente em excesso no
organismo, efeito este comprovado por uma producdo elevada de mediadores inflamatérios,
como interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral-a (TNF- a) e Interleucina 6 (IL-6). O acido
a-linolénico (w-3) age como anti-inflamatdrio e antitrombédtico (REN et al., 2013).

A Figura 3 apresenta um resumo das diferentes a¢des bioquimicas entre estes dois
acidos graxos e do acido oleico w-3 (C18:1) (REN et al., 2013). O acido graxo linoleico (w-6) é
metabolicamente convertido em acido araquidonico (C20:4w-6) e este, por sua vez, promove
0 aumento na expressdao das enzimas ciclooxigenases COX1 COX2, se transformando no
metabdlico denominado 4cido eicosadienoico (20:2w-6) (REN et al., 2013). Altamente
oxidativo e pro-inflamatério, o acidoeicosanoico ativa citocinas, quimiocinas, fator de
transicdo nuclear (NF-kB) e moléculas de adesdo, promovendo a inflamacdo de baixo grau,
estresse oxidativo (REN et al., 2013).

O 4cido a-linolénico (w-3), por sua vez, é metabolizado em EPA e em 4cido DHA, apds
uma reag¢do enzimatica endégena (HUSTED; BOUZINOVA, 2016). O EPA e o DHA possuem
habilidades antioxidantes, agindo como anti-inflamatérios e antitrombédticos. Ndo sao,
portanto, precursores de metabdlitos oxidativos. O EPA apresenta acao anti-inflamataria, por
meio da producdo das prostaglandinas E3 (HUSTED; BOUZINOVA, 2016). Os w-3 EPA e DHA
produzem mediadores lipidicos, como as resolvinas, protectinas e maresinas, que sao
neuroprotetores. O acido graxo a-linolénico (w-3) age como inibidor da acdo da enzima COX2
e das lipogenases, com efetiva acdo anti-inflamatéria (DINICOLANTONIO; O KEEFE, 2018).

Por outra parte, o acido oleico (w-9) (C18:1), consiste em um 4dcido graxo
monoinsaturado (AGMI), ndo se configura como um AGE, no entanto, apresenta vantagens
metabdlicas em relacdo a peroxidacdo lipidica e a resposta imune (REN et al., 2013). A
peroxidacao lipidica é considerada um mecanismo importante envolvido na patogénese da
inflamacao. Os AGPI s3o atacados preferencialmente por radicais livres e oxidados a peréxidos
lipidicos por causa de suas multiplas ligacdes duplas. Em contraste, os AGMI sao menos
propensos a peroxidacdo pois contém apenas uma ligacdo dupla (REN et al., 2013).

Assim, o acido oleico atua de forma segura no estresse oxidativo e ainda auxilia a
reduzir os danos causados pelos peréxidos e radicais livres (REN et al., 2013). Além disso, a
acido oleico tem um efeito mais neutro nas respostas imunoldgicas e inflamatérias. Por um
lado, a acido oleico ndo produz eicosandides ativos e seus derivados ndao promovem
inflamacdo, enquanto, por outro lado, pode realmente compensar os efeitos pro-
inflamatdrios e induzir poucos ou nenhum efeito imunomodulador (REN et al., 2013). Alguns
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estudos in vitro mostraram que nao tem impacto na proliferacao de linfécitos ou na atividade
das células natural killer (NK) e um efeito tdxico limitado nos linfécitos humanos. Nesse
sentido, a imuno-neutralidade do acido oleico é preferido em emulsdes lipidicas parenterais
(REN et al., 2013).

Figura 3. Vias metabdlicas dos AGPl w -6, w -3 e AGMI w-9.

A e s
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C18:2 | C18:3 C18:1 |
[ a Dessatirase l £ 6 Dessatirase I-I
y-linolénico | Estearidénico Octadecadienaico
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| Dihomo y-Linolénice | Eicosatetraenéico Eicosadisndico
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Fonte: Modificado de REN et al. 2013. Nota: COX: Ciclooxigenase; LOX: Lipoxigenase; AGMI: dcido graxo
monoinsaturado; AGPI: dcido graxo poliinsaturado.

Dentro dessa perspectiva, ressalta-se a atual necessidade de investigar novas fontes
de dleos com vista a modelar o perfil de dcidos graxos de ELP, ou seja, otimizar a composicao
de AG do produto final obtido, consequentemente atender a uma adequada absorcao de AGE.
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Outrossim, deve-se potencializar a presenca de antioxidantes nas formulagdes, que irdo
contribuir com o quadro clinico do paciente e a estabilidade da emulsao.

2.2.4 Cenario do Mercado Global da Nutri¢do Parenteral

A ampla aplicacdo da NP em disturbios gastrointestinais esta impulsionando o
crescimento global desse mercado (SAM, 2020; STEVEN, 2020). Os dados do relatério global
de pesquisa de Mercado de Nutricdo Parenteral (STEVEN, 2020), fornecem uma perspectiva
prospectiva sobre diferentes fatores que impulsionam ou restringem o crescimento da
industria e fornece uma analise abrangente do mercado, com base na cadeia industrial de
Bolsas de NP, estabelecendo um panorama do desenvolvimento industrial e das
caracteristicas do mercado (SAM, 2020). A receita do mercado de Bolsa de Nutri¢cdo Parenteral
foi de 1,62 bilhGes de ddlares em 2017, e em relatdrio recente, hd uma previsao de alcance
de 4,39 bilhdes de ddlares em 2024, com um Taxa Composta Anual de Crescimento (CAGR) de
15,8% durante 2018-2024 (INDUSTRY RESEARCH, 2020; SAM, 2020; STEVEN, 2020).

De acordo com o relatério, o referido mercado pode ser dividido com base nos tipos
de produtos, principais aplicacbes e regides importantes. Importante destacar que as
principais razdes para o alto crescimento esperado do mercado de nutrigao parenteral sao o
aumento global naincidéncia de doencas que requerem NP, como disturbios gastrointestinais,
desnutricdo, cancer, o aumento das doencas crénicas (INDUSTRY RESEARCH, 2020; STEVEN,
2020). O aumento da populacdo idosa é outro fator impulsionador para o crescimento do
mercado, pois este grupo é mais propenso a doencas cronicas e requer mais suporte de NP
em comparacdo com a populacdo jovem (CHOI, 2017; INDUSTRY RESEARCH, 2020; STEVEN,
2020).

O mercado global de NP é dividido por tipo de nutrientes, nesse sentido é estratificado
em: carboidratos, solucdo de aminodcido de dose Unica, emulsdo lipidica parenteral,
vitaminas e minerais e oligoelementos (SAM, 2020; STEVEN, 2020). O segmento de
carboidratos dominou o mercado global de nutricdo parenteral, representando a maior
parcela da receita global. Vale destacar que emulsdes lipidicas e solu¢des de aminodcidos de
dose Unica foram os segmentos de crescimento mais rdpido nos ultimos anos (SAM, 2020;
STEVEN, 2020).

Com base no segmento de usuario final, o mercado global de nutricdo parenteral é
segmentado em hospitais, clinicas, domiciliar e outros. O segmento hospitalar respondeu por
uma participacdo maxima do segmento de usuarios finais (INDUSTRY RESEARCH, 2020; SAM,
2020).

Quanto a distribuicao geografica, o mercado global de nutricdo parenteral pode ser
dividido em cinco regides: América do Norte, Europa, Asia-Pacifico, América Latina, Oriente
Médio e Africa (INDUSTRY RESEARCH, 2020; SAM, 2020). A América do Norte configura-se
como a regido dominante detentora de tecnologia, quanto a produgdo de NP, e estima-se que
a referida regido se mantenha em posicdo de liderancga, isso deve-se a presenca de instala¢des
médicas tecnologicamente avancadas, ao aumento nas despesas de saude e a elevagao da

22



populacdo idosa (INDUSTRY RESEARCH, 2020; SAM, 2020). A Europa encontra-se em segunda
posicio de mercado seguido da Asia-Pacifico. Estima-se que o crescimento desta Ultima se
deve a iniciativas governamentais favoraveis para o desenvolvimento de infraestrutura em
salde e maiores investimentos corporativos no setor de satide em paises como india e a China,
culminando em um mercado crescente(INDUSTRY RESEARCH, 2020; SAM, 2020). Entretanto,
no periodo da previsdo de mercado, a estimativa para o Oriente Médio, Africa e América
Latina, € de um crescimento moderado no referido mercado (INDUSTRY RESEARCH, 2020;
SAM, 2020). Ressaltar que apesar do consideravel crescimento desse mercado, na América
Latina o Brasil configura-se como um grande potencial a ser trabalhado, no entanto, existe
uma limitacdo quanto a aspectos tecnoldgicos (CUNHA et al., 2015).

Alguns dos principais participantes do mercado de nutricdo parenteral presentes no
relatdrio global incluem Baxter International, Inc., B. Braun Melsungen AG, Allergan Plc,
Grifols, SA, Hospira, Otsuka Pharmaceutical Factory Inc., Fresenius Kabi AG, Sichuan Kelun
Pharmaceutical Co., Ltd., Vifor Pharma e Aculife Healthcare (INDUSTRY RESEARCH, 2020; SAM,
2020). De acordo com Choi (2017) em termos percentuais de participacdo no mercado global,
pode-se citar a Baxter com 23%, cerca de 17% da B. Braun, 13% da Fresenius Kabi e
recentemente a Hospira, que foi fundida com a Pfizer, apareceu na ordem de 6%. Nos ultimos
anos, é crescente os investimentos tecnoldgicos para obter um produto cada vez mais estavel
e seguro do ponto de vista termodinamico.

2.3 Emulsoes lipidicas e aspectos nanotecnolégicos

As emulsdes sdo caracterizadas como um sistema isotrépico estdvel de duas fases
liquidas imisciveis termodinamicamente ou cineticamente (CRUCHO; BARROS, 2017; VERMA
et al., 2017). Uma fase oleosa é homogeneamente dispersa (em forma de gotas esféricas) em
uma fase aquosa denominada de (continua/ dispersante/ externa) por meio de um agente
emulsificante, surfactentes ou co-surfactantes, que atuam na reduc¢do da tensao interfacial
(CRUCHO; BARROS, 2017; VERMA et al., 2017), como pode ser observado na Figura 4.

Figura 4. Estrutura do sistema de emulsdo dleo em dgua (O/A) e dgua em dleo (A/O).

[ ] Parte hidrofilica
Y Parte hidrofdbica

[ Tensoativo

P WA Acido graxo

emulsdo O/A [Oleo em agua) emulsdo A/0 (Agua emdlea)

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. 2004 e Coelho (2014).
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As principais diferengas entre as emulsdes convencionais, microemulsdes e as
nanoemulsdes estdo no tamanho e forma das particulas dispersas em fase continua. De
acordo com Karandikar et al., (2017) emulsdes sdo consideradas nanoemulsées quando a
goticula apresenta o diametro de 100 nm a 1000nm. No entanto, hda uma importante variacao
na terminologia da definicdo de uma emulsdo com base no diametro da goticula, como pode
ser observado na Tabela 1. Pesquisadores tem discutido a respeito desse aspecto. Os autores
Espitia et al., (2019) sinalizaram a referida variacao. Importante destacar que essa descricao,
varia inclusive em publicagcdes com tempos distintos, entre os mesmos pesquisadores, como
pode-se citar Anton e Vandamme (2009) que dimensionaram nanoemulsGes em goticulas
compreendidas de 20 a 300 nm e os mesmos autores em uma publicacdo mais recente
descrevem as dimensdes de nanoemulsdes em tamanhos inferiores ~ 300 nm (ANTON;
VANDAMME, 2011). Em uma recente revisdo, os autores Czerniel et al., (2023) reforcam a
auséncia de padronizacdo das terminologias das nanoemulsées.

Tabela 1.Caracterizagdo do didmetro de emulsGes convencionais, nanoemulsGes e microemulsdes.

SISTEMA DIAMETRO DA GOTICULA REFERENCIAS

Emuls3o convencional 100 nm - 100 pm (MCCLEMENTS; RAO, 2011)

Nanoemulsdo <500 nm (ABOOFAZELI, 2010; SINGH et al.,
2017; ANAND et al.,2020)

Nanoemulsdo <~300nm (ANTON; VANDAMME,2011)
Nanoemulsdo 20-300 nm (ANTON; VANDAMMIE, 2009)
Nanoemulsdo 50-200 nm (NAKAJIMA, 1996)
Nanoemulsdo 20 -200nm (EL-AASSER; SUDOL, 2004;

SOLANS et al., 2005; MASON et
al., 2006; MCCLEMENTS; RAO,

2011)
Nanoemulsdo 200nm (MCCLEMENTS, 2012)
Microemsulsdo 2-100 nm (MCCLEMENTS; RAO, 2011)

Fonte: autoria propria.

De acordo com os pesquisadores Samavati et al. (2011), a estabilidade cinética da
emulsdo é maior e melhor, consequentemente potencializada, quanto menor for o tamanho
das esferas dispersas e maiores a densidade e a viscosidade da fase continua (fase aquosa).
Nesse sentido, pode-se afirmar que as nanoemulsdes sdo mais estaveis cineticamente que as
emulsdes convencionais (gotas maiores), com exce¢do para algumas microemulsées que
podem atingir estabilidade termodinamica (ESPITIA et al., 2019). Entre as principais
vantagens, tem-se a alta estabilidade cinética, consequentemente, obtencdo de um produto
mais seguro, aumento da absorc¢do por meio da melhora a biodisponibilidade de compostos
ativos e aumenta a permeabilidade de substancias com baixa solubilidade quando
comparadas aos sistemas de emulsdes convencionais (GHOSH et al., 2013).
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A nanotecnologia é uma ciéncia voltada a producdo de sistemas com dimensdo
nanométrica. Nas ultimas décadas, esta cada vez mais eminente o uso da nanotecnologia para
producdo de materiais nanoestruturados, tais como nanoformulacdes e/ou nanomateriais.
Estruturas nessa escala apresentam propriedades funcionais Unicas ndo encontradas na escala
macro (GHOSH et al., 2013). Tais particulas apresentam aplicacdes importantes, os quais
destacam-se as nanoemulsdes (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Apesar destas variabilidades terminoldgicas e das tecnologias de producdo, as
emulsdes sdo caracterizadas como complexo, pois para realizacdo de uma administracdo
segura pela via intravenosa necessita ser formulada de modo a garantir um tamanho de
particula médio bem reduzido, inferior a 500nm, em virtude ao risco de embolia devido ao
uso de particulas maiores (PHARMACOPEA, 2011). Além disso, as emulsdes também devem
exibir potencial hidrogenionico (pH) fisiologicamente compativel (cerca de 7), isotonicidade,
baixa viscosidade e elevado potencial zeta (em mddulo), para evitar a ocorréncia de
fendmenos de instabilidade (KELMANN, 2006; CRUCHO, BARROS, 2017). Nesse sentido, o
glicerol possui uma funcdo importante no auxilio do ajuste do pH das formulac¢des elaboradas,
mantendo-o fisioldgico, bem como exerce uma influéncia na tonicidade (ARIZMENDI et al.,
2002).

Quanto ao pH, este exerce uma influéncia na estabilidade fisico-quimica das emulsdes.
Na elaboracdo destas, o pH é ajustado com uma pequena quantidade de hidréxido de sédio
(NaOH) (FLOYD, 1999). Inicialmente, essa faixa de pH possibilita a ionizagdo dos grupos fosfato
na superficie do filme de lecitina, proporcionando uma carga superficial ideal para os globulos
da emulsdo. Valores de pH inferiores a 5, deve ser evitado, pois a repulsa eletrostatica entre
os glébulos de 6leo emulsionado diminui, ocasionado um aumento do tamanho do glébulo e
coalescéncia (FLOYD, 1999). A faixa do valor do pH aceitavel para emulsdo lipidica intravenosa,
é entre pH 6 - 9 (ANEZ-BUSTILLOS et al., 2016). Um beneficio importante é a minimizacdo da
hidrdlise da lecitina.

Outrossim, um componente fundamental na formacdo da emulsdo é o tensoativo, este
atua na estabilizagdo do sistema. Desse modo, a fosfatidilcolina é um tensoativo natural que
se difunde na interface 6leo-dgua. Funcionalmente tem como caracteristica ser emoliente,
emulsificante e solubilizante (SUYAL; GANESH, 2017). Os mecanismos de atuacdo dos
fosfolipidios consistem em auxiliar na formacdo de barreira mecanica que impede
estericamente a aproximacdo entre as micelas, frente a formacdo na interface dleo/agua de
um "filme protetor" em cada goticula lipidica (ANTUNES, 2004; GUEDES, 2010). Além disso,
atua na separagdo entre as micelas, que sao mantidas em virtude da repulsdo das cargas
negativas dos fosfolipidios, que apresentam grupos fosfato ionizados, formando desse modo,
uma barreira eletrostatica ao redor de cada goticula (GUEDES, 2010).

Dependendo da composicao, existem dois grupos principais de emulsdo, que sao
classificados de acordo com a morfologia: emulsées simples e emulsdes multiplas (BRUXEL et
al., 2012). Seus tipos sao definidos conforme a distribuicao relativa das diferentes fases que
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compdem o sistema. Sistemas formados por gotas de dleo, dispersas em uma fase aquosa,
sdo chamados de emulsdes simples dleo/agua (O/A) (BRUXEL et al., 2012), atualmente estas
possuem um maior potencial para aplicacdo em produtos comerciais (MCCLEMENTS; RAO,
2011). Os sistemas formados por gotas de agua dispersas em uma fase éleo sao denominadas
emulsGes simples dgua/dleo (A/O), estas sdo menos frequentes (BRUXEL et al., 2012).

EmulsGes multiplas, também denominadas de bi-continuas, possuem estrutura mais
complexa quando comparadas as emulsdes simples. Os tipos mais comuns sdo
agua/dleo/agua (A/O/A) e 6leo/ dgua/dleo (O/A/O) (BOUYER et al., 2012). As emulsdes A/O/A
sdo compostas de gotas de agua dispersas em gotas de dleo, sendo que esta ultima dispersa,
ainda, em outra fase aquosa, chamada de fase aquosa externa (BOUYER et al.,, 2012),
enquanto que as emulsdes O/A/O sdo configuradas como o oposto ao mencionado, sdo
compostas de gotas de éleo dispersas em gotas de dgua, sendo que esta uUltima dispersa,
ainda, em outra fase oleosa, chamada de fase oleosa externa (BOUYER et al., 2012). Como
pode ser observado na esquematizacdo presente na Figura 5, nas emulsdes bi-continuas as
gotas de 6leo sdo dispersas na fase aquosa continua, as goticulas de dgua sdo dispersas na
fase oleosa continua e os microdominios de dleo e agua sao interdispersos no sistema,
respectivamente (MISHRA et al., 2014).

Figura 5. Representagdo esquemdtica dos tipos de emulsbes

emulsdes Simples emulsdoes Multiplas/bi-continuas
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Fonte: Adaptado de Pereira e Garcia-Rojas, 2015.

As emulsdes possuem ampla aplicabilidade, pois podem ser usadas como carreadores
de compostos bioativos lipofilicos, nutrientes etc (GHOSH et al., 2013).

2.3.1 Mecanismo de desestabilizacao das emulsdes

Como mencionado anteriormente, as emulsdes consistem em um sistema, e de acordo
com a lei da termodinamica, os sistemas tendem a reestabelecerem seus estados iniciais de
energia minima. Nesse sentido, no caso de emulsdes, existe uma tendéncia natural de
diminuicdo da area de contato interfacial, com consequente separa¢dao das fases. Esse
comportamento é ocasionado pela energia livre positiva presente na interface entre a fase
oleosa e a fase aquosa(MCCLEMENTESS, 2005). A varia¢do da energia livre determina se uma
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emulsdo serd estavel termodinamicamente, mas ndo fornece indicagdes sobre a velocidade
em que suas propriedades mudam com o tempo ou ainda o mecanismo fisico responsavel por
tais propriedades (estabilidade cinética) (MCCLEMENTESS, 2005). Nesse sentido, os principais
fendmenos que afetam a estabilidades das emulsdes sdo: sedimentacdo, cremacao,
agregacao/floculacdo, coalescéncia e maturacdo/crescimento de Ostwald (SANTOS, 2011;
BOUYER et al., 2012).

A cremacdo e a sedimentac¢do consistem em uma separacao gravitacional, ou seja, na
atuacdo da gravidade no sistema de emulsdo. Esse fenbmeno é caracterizado pela diferenca
de densidade das goticulas e da fase continua na qual estdo dispersas (MCCLEMENTS; RAO,
2011; SANTOS, 2015; SILVA, 2018). Desse modo, quando em repouso ha uma tendéncia de
formacdo de sedimentos ou creme, pois a forca gravitacional atua na fase dispersa e na
diferenca de densidade entre as fases do sistema (MCCLEMENTS; RAO, 2011; SANTOS, 2015;
SILVA, 2018). Com base nesse processo, quando a densidade das goticulas esféricas (fase
dispersa) for superior a da fase externa (continua) havera a tendéncia deslocamento das
goticulas para baixo, em outro termo, de sedimentar a emulsdo, como pode ser observado na
Figura 6A2. No entanto, se a densidade das esferas for inferior haverd a tendéncia de
agrupacdo na parte superior da emulsdo, caracterizando assim a cremacdo (MCCLEMENTS;
RAO, 2011; SANTOS, 2015; SILVA, 2018).

Figura 6. Alteragbes mais frequentes nas emulsdes lipidica parenterais.
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Fonte: Adaptado de Brassica (2010) e Mcclements e Rao (2011).

Vale ressaltar, que a densidade da maioria dos 6leos comestiveis € menor que a da
agua, e consequentemente a ocorréncia de cremacdo é maior que de sedimentacdo
(MCCLEMENTS, 2005; MCCLEMENTS; RAO, 2011). O fen6meno de cremacao é reversivel, por
meio de agitacdo o sistema se restabelece. Uma vez que esse comportamento gera um
contato durante um tempo prolongado, o que pode levar a floculagdo ou coalescéncia, e,
eventualmente, formacdo de uma camada de dleo puro na parte superior da emulsdo,
ocorrendo separacdo de fase (MCCLEMENTS, 2005; SANTOS, 2015; SILVA, 2018). No entanto,
ndo é recomendavel o restabelecimento, pois pode ocasionar aspecto ndo caracteristico e a
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dosificagcdo errénea, bem como a formagao de outros fendmenos posteriormente como a
floculacdo e a coalescencia (MCCLEMENTS, 2005; SANTOS, 2015; SILVA, 2018).

Agregacdo também denominada de floculagdo consiste em um processo de
desestabilizacdo relacionado a unido das goticulas esféricas da fase dispersa de modo a
originar agregados, como pode ser observado na Figura 6 A3. A estrutura da goticula esférica
é mantida, porém o comportamento do agregado, mante-se como o da goticula de origem.
Esse fendbmeno ocorre devido alteragGes na superficie dos glébulos emulsionados (SANTOS,
2011; SILVA, 2018), e gera o aumento da viscosidade da emulsdo (MCCLEMENTSS, 2005).
Quando o teor de tensoativo é insuficiente, as emulsées formadas tendem a desestabilizacdo,
com isso as emulsdes agregam-se, nesse momento ainda ha uma unido interfacial, ou seja,
ocorreu uma floculacdo. Por seguinte, a esse fenOmeno, pode ocorrer o processo de
coalescéncia (SILVA, 2018). Nesse curto intervalo de tempo, dois fen6menos podem ocorrem,
a agregacao também denominada de floculacdo e a coalescéncia (SILVA, 2018). No processo
de coalescéncia, ocorre uma ruptura do filme interfacial, diferentemente da agregacao
(floculagao). A floculagdo é um processo reversivel por meio de agitagdo do meio, no entanto,
a emulsdo assim formada, possui uma estrutura com estabilidade precaria (SILVA, 2018).

Como citado, na coalescéncia, a ruptura interfacial configura esse fendbmeno, que é
ocasionado pela reducdo da tensdo interfacial na superficie de separacdo de fases, com isso
ocorre a fusdo entre duas ou mais goticulas, formando goticulas maiores, com consequente
diminuicdo da d4rea de contato entre a fase continua e a fase dispersa, gerando
consequentemente particulas mais espessas (MCCLEMENTSS, 2005; SILVA, 2018). Esse
fendmeno configura-se como irreversivel sendo a agitacao insuficiente para reestabelecer o
sistema (MCCLEMENTSS, 2005; SILVA, 2018). Uma vez que as goticulas se unem umas com as
outras formando agregados maiores, que podem se manter dispersos na fase aquosa,
decantar (sedimentar), cremar, flotar ou separar a fase (MCCLEMENTSS, 2005; SILVA, 2018).
Esse processo de desestabilizacdo pode ser evitado por meio da potencializacdo da resisténcia
da capa interfacial, tornando-a mais rigida por meio da aplicacdo de tensoatiovos orientados
para a interfase (WOOSTER et al., 2008). Esse mecanismo s6 ocorre quando as gotas estdo
proximas e a interface que as separa é rompida (MCCLEMENTSS, 2005). Comumente, a
ocorréncia da coalescéncia é determinada pelo mecanismo fisico responsavel pelo contato
entre as goticulas e a forga de curto alcance, como por exemplo, o movimento browniano
(MCCLEMENTSS, 2005).

A Maturacdo de Ostwald, também denominado de Crescimento Ostwald ou de difusao
molécula, é um processo irreversivel que depende da solubilidade dos constituintes da fase
dispersa em relacdo aos da fase continua (WOOSTER et al.,, 2008; MCCLEMENTS, 2011;
SANTOS, 2015). Neste, ocorre difusdo das goticulas esféricas da fase dispersa para a fase
continua, sem que haja contato entre as gotas. Neste caso, as gotas aumentam de tamanho,
pois as goticulas esféricas menores solubilizam-se nas maiores, gerando esse aumento do
tamanho (WOOSTER et al.,, 2008; MCCLEMENTS, 2011; SANTQOS, 2015). No entanto é um
processo incomum em emulsdes O/A preparadas com dleos apolares (baixa solubilidade),
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constituidos por TCL, como, éleo de milho, de soja, de girassol e de peixe (WOOSTER et al.,
2008; MCCLEMENTS, 2011; SANTOS, 2015). Esse fenémeno ocorre devido a energia livre da
goticula pequena serem maior do que a de goticulas maiores, dessa forma, durante um tempo
indefinido pode reduzir todas as goticulas para uma Unica ocasionando a separacdo de fases
(MCCLEMENTS; RAO, 2011; CARLI, 2017).

A combinacdo apropriada de tensoativo - emulsificante, surfactante e co-surfactante
incorporados na elaboracdo da emulsdo é extremamente importante no processo de
estabilizacdo das entre as fases do sistema (SANTQS, 2015). Os 6leos de baixo comprimento
da cadeia de carbono sdo selecionados para que possam formar um sistema estavel com
anfifilos (SANTOS, 2015). O tamanho nano da emulsdao depende da concentragao dos
surfactantes utilizados. O processo de deterioracdo da emulsdo, isto é, floculacdo,
coalescéncia e sedimentacdo, pode ser superado pelo uso da nanoemulsdo devido a sua
natureza estavel (SANTOS, 2015). Nesse sentido, o pequeno tamanho de suas goticulas torna-
se resistente a desestabilizacdo fisica. Podendo desse modo contribuir com a superacdo de
problemas recorrentes como a floculacdo, coalescéncia e sedimentacdo (SANTOS, 2015).

Como anteriormente mencionado as nanoemulsdes contribuem com a minimizagao
de desestabilizacdo dos sistemas. Ressaltar que diferentes lipidios (DRISCOLL, 2015) e
aminodacidos exercem uma influéncia importante na estabilidade da emulsdo de sistema AiO
e precisam ser testados individualmente (DRISCOLL, 2015). Outros fatores que afetam a
estabilidade da emulsdo incluem pH, aumento da temperatura e altas concentracdes de
eletrélitos na mistura, sendo o estabelecimento da sequéncia correta dos componentes no
processo, fundamental para a estabilidade (DRISCOLL, 2015).

2.3.2 Instabilidade das emulsoes e a Oxidagao lipidica

Devido a composi¢cdo complexa e ao carater de emulsdes O/A, as formulagdes de NP
que apresentam lipidios em sua composicdo, pode-se mencionar a OiA (3 em 1) e as ELP,
apresentam riscos de instabilidade altos e potencialmente prejudiciais (STEGER; MUHLEBACH,
2000). Outrossim, o processo de desenvolvimento requer extremo cuidado e conhecimento
em relacdo a estabilidade fisico-quimica, com o intuito de garantir a esterilidade e eliminar a
possibilidade de presenca de precipitados (STEGER; MUHLEBACH, 2000; GUIDETTI et al., 2008;
FORCHIELLI et al., 2014).

A peroxidacdo lipidica (PL) ou oxidacdo lipidica é o termo designado para denominar
uma sequéncia de altera¢des quimicas provenientes de interacdes entre matriz lipidica e o
oxigénio (STEGER; MUHLEBACH, 2000). Esta consiste em uma reacdo de instabilidade quimica
com produtos de rea¢dao potencialmente prejudiciais, formacdo de radicais, que ocorre em
misturas de NP contendo lipidios, nestas os lipidios podem ser peroxidados por diferentes
rotas, como pela exposicao a luz (fotoxidagdo), acdo do oxigénio e varias interagdes quimicas
(STEGER; MUHLEBACH, 2000). A PL deve ser avaliada ao testar a estabilidade dos constituintes
das NP durante o armazenamento ou a adi¢do de oligoelementos (STEGER; MUHLEBACH,
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2000). CondigGes apropriadas de armazenamento (prote¢do contra a luz) e a mistura de
oligoelementos (acdo catalitica) imediatamente antes da administracdo reduz
consideravelmente a extensdo da PL (GUIDETTI et al., 2008).

Nesse sentido, a PL constitui a principal causa de deterioracdo de corpos (lipidicos e
matérias graxas) principal constituinte das emulsoes lipidicas (SILVA, 1999). Afastados do seu
contexto de protecdo natural, os corpos graxos sofrem, no decurso de processos de
transformacdo, armazenamento e exposicdo a ultravioleta e luz visivel, altera¢des do tipo
oxidativo que tem, como principal consequéncia, a modificacdo de sua composi¢cdo quimica
(SILVA, 1999). Os produtos primarios do processo de PL, os hidroperdxidos (ESTERBAUER,
1993; GUEDES, 2010), que podem ser formados pela acdo de enzimas, como a lipoxigenase e
a ciclooxigenase (GUEDES, 2010) e, por oxigénio singlet (FRANKEL, 1985) devido a exposicao
a radiacdo UV.

Como anteriormente mencionado, existem diferentes vias para que os mecanismos de
oxidacdo dos acidos graxos ocorram: Reagdes hidroliticas, Oxidacdo enzimatica, Fotoxidacao
e Autoxidacdo. As reacoes hidroliticas sdo catalisadas pelas enzimas lipase ou pela acdo do
calor e umidade, com formacao de acidos graxos livres (SILVA, 1999). A oxidacdo enzimatica
ocorre pela acdo das enzimas lipoxigenases que atuam sobre os AGPI, catalisando a adicdo de
oxigénio a cadeia hidrocarbonada poliinsaturada, o resultado é a formacdo de perdxidos e
hidroperéxidos com duplas ligacdes conjugadas que podem envolver-se em diferentes
reacoes degradativas (SILVA et al., 1999).

O mecanismo de fotoxidacdo de gorduras insaturadas é promovido essencialmente
pela radiacdo UV em presenca de sensibilizadores e envolve a participacdo de oxigénio singlet
(102) como intermediario reativo (DALLE CARBONARE; PATHAK, 1992; TYRRELL, 1994;
GUEDES, 2010). Como exemplos de fotossensibilizados enddgenos podem-se citar a
riboflavina (que estda presente nos complexos vitaminicos acrescentados na NP), a
protoporfirina e derivados, a nicotinamida e a bilirrubina (DALLE CARBONARE; PATHAK, 1992;
TYRRELL, 1994; GUEDES, 2010). O processo de fotoxidacdo comeca com a absorcdo de energia
luminosa (fétons de luz) pelo fotossensibilizador (S) no comprimento de onda na faixa do
visivel e a transferem para o oxigénio triplet (302), sendo este convertido em seu estado
excitado singlet (102) sendo de tempo de vida maior (CHORILLI et al., 2007). O
fotossensibilizador no estado (35*) pode seguir duas vias diferentes, que sdo as do tipo | e do
tipo Il. No mecanismo do tipo | ocorre uma transferéncia de elétrons ou de prétons do
substrato para o fotossensibilizador formando espécies radicalares (GUEDES, 2010). Por outro
lado, no mecanismo do tipo Il ocorre uma transferéncia de energia de fotossensibilizador no
estado (35*) para o oxigénio resultando na formacao de (102) (GUEDES, 2010).

O principal mecanismo de oxida¢do dos 6leos e gorduras é a autoxidagdo, que esta
vinculada a rea¢do de oxigénio com acidos graxos insaturados e configura-se em trés etapas:
iniciacdo, propagacao e término (RAMALHO; JORGE, 2006). Na etapa de inicia¢do, ocorre a
formacao de radicais livres do AG em virtude da retirada de um hidrogénio do carbono alélico
na molécula do acido graxo, sendo que as condi¢bes de luz e calor é um fator favoravel para
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que a reac¢do ocorra (RAMALHO; JORGE, 2006). Por seguinte, tem-se a etapa de propagacao,
sendo um processo em que os radicais livres que sdo propensos ao ataque do oxigénio
atmosférico, sdo convertidos em outros radicais, surgindo desse modo, os primeiros produtos
de oxidacdo que sdao os peroxidos e hidroperdxidos, cuja estrutura depende da natureza dos
acidos graxos envolvidos no processo (RAMALHO; JORGE, 2006). Os radicais livres gerados
atuam como propagadores da reacao, configurando desse modo um processo autocatalitico.
E por fim atuam como propagadores da reagdo. O término consiste na etapa o final da reacao
de oxidacdo, em que dois radicais se combinam, com a formacdo de produtos estaveis
(produtos secundarios de oxidacdo) obtidos por separacao e reestruturacdo dos peroxidos
(epdxidos, compostos volateis e ndo volateis) (RAMALHO; JORGE, 2006).

O indice de Perdéxido é um método de monitoramento das alteracdes decorrente de
oxidacdo de dleos e gorduras, sendo este extremamente relevante e aplicado em variadas
areas. Ressaltar que todas as amostras oxidadas apresentam um resultado positivo para o
referido teste, uma vez que os perdxidos sdo os produtos primarios de oxidacdo (ANTONIASSI,
2001; GUEDES, 2010).

A extensdo da PL se correlaciona com o perfil de dcidos graxos; quanto maior o teor de
acidos graxos poliinsaturados (AGPI), maior a probabilidade de peroxidacdo (DRISCOLL, 2006).
Ressaltar que a peroxidacao depende da disponibilidade de antioxidantes e quando contidos
em concentragdo apropriada exercem um efeito protetor, nesse sentido, os mais comumente
utilizados sdo as vitaminas E, C (STEGER; MUHLEBACH, 2000; WANTEN, 2015; FERREIRA,
2019), e vitamina A (WANTEN, 2015; FERREIRA, 2019). Ressaltar que de acordo os dados do
estudo desenvolvido por Bouchoud et al. (2010), constatou que emulsGes lipidicas
parenterais, quando elaboradas sem vitaminas e em temperatura ambiente, podem
apresentar, depois de uma semana de elaboracdo, uma concentracdo expressiva de
perdoxidos, quando comparada com emulsdes lipidicas elaboradas com presenca de
antioxidantes e armazenadas em refrigeracao.

2.3.3 Aspectos tecnolégicos e métodos de preparagiao da emulsao

A formulacdo de emulsdo inclui ingredientes ativos, aditivos e tensoativos. A
distribuicdo do tamanho da goticula esta diretamente relacionada ao método aplicado no
processo de producdo (CARLI, 2017). Para a formacdo das emulsGes é necessaria a aplicacdo
de energia ao sistema para que o processo de emulsificacdo ocorra, (CARLI, 2017), nessa
perspectiva, estas podem ser formadas a partir de métodos que emprega baixa ou alta
demanda energética (SOLANS; SOLE, 2012; CARLI, 2017). Existem quatro principais métodos
para obtencao de emulsdes, pode-se citar a Temperatura de Inversdo de Fases, Composicao
de Inversdo de Fases, Homogeneizagdo por alta pressdo e a Microfluidizacdo (SUTRADHAR;
AMIN, 2014).

Os métodos categorizados como de baixa energia estdo estritamente relacionados
com as propriedades fisico-quimicas do sistema, uma vez que estes possuem como principio

31



a modificacdo espontanea da curvatura de tensoativo, no caso da - Técnica da temperatura
de inversao de fases (Phases Inversion Temperature -PIT)- (SHINODA; SAITO, 1968; TRADOS et
al., 2004; SOLANS et al., 2005) e na modificacdo dos parametros do sistema, como a alteracdo
da fracdo volumétrica de agua ou dleo - Técnica da composicdo de inversdo de fases (Phase
Inversion Composition -PIC) (FERNANDEZ et al., 2004; PACHECO, 2017).

No método PIT o Equilibrio Hidrofilico- Lipofilico (EHL) do sistema é afetado pela
alteracdo da temperatura de emulsificacdo (SOLANS; SOLE, 2012; PACHECO et al., 2017).
Nesse método a temperatura do sistema é alterada para mudar a solubilidade do agente
tensoativo e consequentemente a curvatura. Geralmente sdo utilizados tensoativos ndo
idnico etoxilados por serem hidrofilicos (SOLANS; SOLE, 2012; PACHECO et al., 2017). Quando
uma emulsdo A/O, estabilizada com tensoativo etoxilado em temperatura elevada é resfriada
subitamente, ocorre como consequéncia desse processo, inversdo para a emulsdo O/A
(Inversao de fase transicional) (SAJJADI, 2006; PACHECO et al., 2017).

No método PIC a inversdo de fases é induzida pela alteracdo na composicao durante a
emulsificacdo em temperatura constante, esta é definida como um método de emulsificacdo
espontanea (SUTRADHAR; AMIN, 2014). O processo de inversdo é semelhante ao que ocorre
no PIT, descrito anteriormente (SOLANS; SOLE, 2012), desse modo, o procedimento para obter
emulsdes por meio do método PIC consiste em acrescentar progressivamente um dos
componentes (dgua ou 6leo) em uma mistura dos outros dois componentes (6leo- tensoativo
ou agua - tensoativo). Uma mudanca na proporc¢do de dleo ou de dgua microemulsionado
pode mudar a solubilidade do tensoativo e sua curva (OSTERTAG et al., 2012; SUTRADHAR;
AMIN, 2014). Nesse sentido, uma pequena mudanca na proporc¢do de dgua ou d6leo dentro do
sistema de microemulsdo estabelecido mudara o padrdo de hidratacdo do surfactante e sua
afinidade pela fase aquosa. Como resultado, as instabilidades sdo criadas no sistema de
microemulsdo que resulta em sua quebra em nanoemulsdo (OSTERTAG et al., 2012;
SUTRADHAR; AMIN, 2014).

Os métodos classificados de alta energia baseiam-se na utilizacdo de dispositivos ou
equipamentos mecanicos, capazes de fornecer energia suficiente para reduzir a tensao
interfacial entre o d6leo e 3agua, possibilitando assim a geracdo de goticulas de dleo
submicrénicas ou nanométricas (OSTERTAG et al., 2012; SUTRADHAR; AMIN, 2014). Do ponto
de vista de producdo industrial, os métodos que empregam alta energia no processo de
elaboracao, sdao considerados escalonavel, quando comparados aos métodos que utilizam
baixa energia, (CARLI, 2017; PACHECO, 2017). No entanto, alguns parametros tornam alguns
métodos mais vantajosos que outros. Atualmente, os equipamentos disponiveis, os quais sao
utilizados para estes processos, destacam-se os microfluidizadores e os homogeneizadores de
alta pressdo. (SANTOS, 2015).

Os homogenizadores de alta pressdao e microfluidizadores destacam-se por ser um
método que possibilita um escalonamento (scale-up), muito adequado para producdo
industrial, uma vez que proporciona melhor escalabilidade, facilidade de operagdao e
reprodutibilidade (SEEKKUARACHCHI et al., 2006; SILVA et al., 2015; PACHECO, 2017). Estudos
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demonstram que emulsdes produzidas por métodos que envolvem alta energia de
emulsificacdo tendem a ser mais estaveis que as produzidas por métodos que envolvem baixa
energia de emulsificagdo, pois apresentam goticulas e indice de polidispersao menores,
evitando assim, fendmenos de desestabilizagdo, como Amadurecimento de Ostwald (TADROS
et al., 2004; SEEKKUARACHCHI et al., 2006; DIAS et al., 2014; PACHECO, 2017).

O mecanismo de funcionamento dos homogenizadores a alta pressdo é fundamentada
na aplicam forgas internas de cisalhamento sobre as goticulas existentes (pré-emulsdo
/emulsdo grosseira) reduzindo seu tamanho (MCCLEMESNTS; RAO, 2011; CARLI, 2017). Como
pode ser observado na Figura 7 esquematica, nota-se que as gotas sdo quebradas em tamanho
menores quando passam pela vdlvula do homogenizador. O tamanho reduzido das goticulas
é estabelecido pela pressdo exercida, bem como pelo nimero de vezes que este processo
ocorre durante a etapa de homogenizacdo (MCCLEMESNTS; RAO, 2011; CARLI, 2017).

Figura 7. Esquematiza¢éo do mecanismo de elaboragdo de emulséo aplicando homogeneizador de alta
pressdo.

Anel de impacto Assento da vilvula

Nanoparticula Microparticula

Fonte: Adaptado de Mcclementes e Rao (2011)

A microfluidizacdo é um método de emulsificacdo de alta energia semelhante a
homogeneizacdo de alta pressao, e é frequentemente comparada a este método.

Os microfluidizadores, possuem como principal componente a cdmara de interacdo
com geometria fixa, que consiste em uma tecnologia de fabricacdo patenteada e um
dispositivo denominado homogeneizador é utilizado (SUTRADHAR; AMIN, 2014). H4 uma
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bomba de deslocamento de alta pressao neste dispositivo, que faz com que os materiais
passem por uma camara contendo muitos microcanais (SUTRADHAR; AMIN, 2014). Os
materiais se movem para uma area de impacto que flui por meio dos microcanais e se
convertem em particulas muito finas (SUTRADHAR; AMIN, 2014). Nesse processo, uma
emulsdo grosseira (pré-emulsdo), é depositada no microfluidizador e neste local ocorre
colisdo desses fluxos, Figura 8, bem como forcas de cisalhamento é gerada, levando a
desestabilizacdo das gotas e transformando-as em goticulas menores (MCCLEMENTS; RAO,
2011).

Figura 8 . Esquematizagdo do mecanismo de elaboragéo de emulsdo aplicando microfluidizador.

Pré-emulsio/emulsio Nanoemulsio

grosseira

Bomba intensificadora
Pressio constante
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(resfriamento)

Reservatorio
de entrada
Geometria Fixa

Camara patenteada

Medidor de pressio
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Fonte: Adaptado de Mcclementes e Rao (2011)

Nos microfluidizadores também podem ser introduzidas correntes contendo os
componentes em separado das emulsdes, e a prdpria colisdo entre fluxos e as intensas forcas
de cisalhamento geradas na camera de interacdo podem levar a producdo das emulsdes
(MCCLEMENTES, 2005), que sdo forcadas a escoar por pequenos orificios, formando correntes
gue sdo direcionados para uma camera, este processo é continuado repetidamente até que o
tamanho de particula desejado seja obtido. Por fim a emulsdo é filtrada para remover as
particulas maiores (SUTRADHAR; AMIN, 2014). Como ja mencionado, do ponto de vista
industrial os processos que aplicam alta energia sdo mais vidveis economicamente, uma vez
gue possuem uma escalabilidade.

Um ponto de grande destaque para este método é que a emulsdo é introduzida em
um sistema que passa por uma camara de geometria constante, onde existe taxas de
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cisalhamento e forgas de impacto constantes e altas (CZERNIEL et al., 2023). Toda a emulsao
passa pelo mesmo tratamento para resultados consistentes e confidveis (CZERNIEL et al.,
2023).

Uma das principais vantagens da microfluidizacdo sobre a homogeneizacdo de alta
pressdo é que ela é menos propensa a superaquecimento e entupimento do produto durante
0 processo porgue opera a uma taxa de cisalhamento constante (ESSON; MECOZZI, 2020;
HAIDAR et al.,, 2017). Baixa perda de calor significa menores custos de producdo e maior
eficiéncia do processo. Além disso, este método fornece melhor repetibilidade devido a sua
geometria constante (ESSON; MECOZZI, 2020; HAIDAR et al., 2017).

2.3.4 Avaliagdo e caracteristica fisico-quimica e controle de qualidade das emulsdes

A medida que as emulsdes se tornam instaveis algumas propriedades podem sofrer
variacoes em funcdo da temperatura ou outros elementos termodinamicos (DAMASCENO et
al., 2011). Nessa légica, a avaliacdo da estabilidade destes parametros tem extrema relevancia
na elaboracdo de formulagdes estaveis e dispersas (DAMASCENO et al., 2011). Sdo diferentes
os parametros de caracterizacdo das emulsdes, estas podem ser realizadas por meio de
variadas técnicas, onde obtém-se diversas informacGes, como o tamanho da particula,
isotropia do sistema ou sua estrutura interna (DAMASCENO et al., 2011). Adicionalmente,
podem ser realizados estudos que caracterizem densidade, comportamento reoldgico, indice
de refracdo e potencial zeta (DAMASCENO et al., 2011).

A estabilidade do sistema coloidal pode ser analisada com base no parametro de
Potencial Zeta (PZ), que reflete a composicdo da interface das emulsdes, potencial de
superficie das particulas, o qual é influenciado pelas mudancas na interface com o meio
dispersante, em razao da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da
adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo (SCHAFFAZICK et al.,
2003). O PZ assume um papel importante na preparacao ou distribuicdo de dispersao coloidal,
bem como no monitoramento e ajuste, sendo amplamente empegado no setor industrial e
académico (PAREDES et al., 2016; COSTA, 2020). O PZ é a medida de carga geral que uma
particula adquire em um meio especifico e fornece uma indica¢do da estabilidade potencial
de um sistema coloidal (PAREDES et al., 2016; COSTA, 2020). O PZ em emulsdes lipidicas
estaveis deve estar compreendido entre - 30 mV e - 50 mV (CASTAGNARO et al., 2013). Um
elevado valor de PZ em médulo (> 30 mV) é importante para a estabilidade fisico-quimica das
emulsdes, uma vez que forgas repulsivas tendem a evitar possiveis agregacdes da fase interna
(FONTANA, 2012).

A distribuicdo da particula, denominado Indice de Polidispersdo (PDI) e o tamanho da
particula podem ser analisadas pelo fenémeno de dispersao da luz das emulsées (FORMARIZ
et al., 2005; ARAUJO, 2013; COSTA, 2020). Estas podem ser avaliadas de maneira eficiente por
meio da técnica de Espalhamento Dindamico da Luz (Dynamic Light Scattering- DLS) a qual
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fornece informacgdes diretas sobre o movimento translacional das goticulas de emulsdo e
permite calcular (FORMARIZ et al.,, 2005; ARAUJO, 2013; COSTA, 2020). Desse modo, o
tamanho das goticulas de relagdes tedricas fundamentais no movimento Browniano das
goticulas em dispersdo, sendo o coeficiente de difusdao das goticulas no meio o principal
parametro levado em consideracdo (FORMARIZ et al., 2005; ARAUJO, 2013; COSTA, 2020). De
acordo com Hoo e colaboradores (2008) a velocidade das particulas é inversamente
proporcional ao tamanho das particulas e é denominada coeficiente de difusdo. Os
coeficientes de difusdo das particulas sdo determinados primeiro e os didmetros médios das
particulas sdo posteriormente calculados com base no referido coeficiente aplicando a relacdo
de Stokes-Einstein. O PDI fornece informacdes sobre a homogeneidade da distribuicdo dos
tamanhos das goticulas (ARAUJO, 2013; COSTA, 2020). Quanto a técnica do indice de refracao
corresponde a uma relacao entre a velocidade da luz no vacuo pela velocidade da luz no meio,
no caso a emulsdo (ARAUJO, 2013).

2.3.5 Potenciais 6leos para aplicagdo no processo de desenvolvimento de emulsdes
lipidicas para aplicacdo na nutri¢do parenteral

Como mencionado no todpico 2.2.2, existem quatro tipos de dleos aplicados no
desenvolvimento de EL que estdo em uso na pratica clinica. Tendo em vista este cenario,
existem potenciais fontes de dleos para serem explorados e aplicados no processo de
desenvolvimentos de novas EL para NP.

Vale destacar que o gergelim (Sesamum indicum L.) é uma das primeiras culturas
oleaginosas de producdo e consumo humano na familia das Pedaliaceae (WEI et al., 2022). As
sementes de gergelim sdo ricas em gordura. O 6leo de gergelim, é rico em acidos graxos
insaturados (WEI et al., 2022). Os lipidios do gergelim sdo encontrados principalmente nas
sementes e sdo um componente importante do gergelim. O gergelim tem o maior teor de 6leo
entre as principais culturas oleaginosas, até 45~57%, razdo pela qual é conhecido como a
“Rainha do Oleo” desde os tempos antigos (HU et al., 2007; WEI et al., 2022). O éleo de
gergelim contendo 80% de acidos graxos insaturados e uma pequena quantidade de acidos
graxos saturados (WEI et al., 2022). O éleo de gergelim, contém os principais acidos graxos
insaturados: acido oleico (18:1) na faixa de 26,60% a 54,85%, enquanto 4acido linoleico (18:2)
na faixa de 0,13% a 0,89%. O conteldo de acidos graxos saturados é em torno de 10,58%, o
gue certamente é um bom suplemento para acidos graxos essenciais (SALUNKHE, 1992).

Outro 6leo com elevado potencial, é o éleo de linhaga (Linum usitatissimum). O éleo
extraido da linhacga é rico em 6mega 3, 6mega 6 e 6mega 9 (GOYAL et al., 2014), sendo o teor
de acido a-linolénico em torno de 51 a 55% (VIJAIMOHAN et al., 2006).

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma das sementes oleaginosas (ZHANG et al.,
2022), rico em 6leo (O'BRIEN, 2008; SURI et al., 2019). Os acidos graxos em todas as variedades
foram oleico (51,32-62,43%), linoleico (18,27-27,54%), palmitico (8,35-9,69%), estedrico
(2,64-3,36%), behénico (2,56-2,85%), araquidico (1,43-1,62%) e lignocérico (1,15-1,53%)
(ERGUN; ZARIFIKHOSROSHAHI, 2020).
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3 Material e Métodos

O estudo foi dividido em quatro fases, sendo duas fases experimentais. A primeira
fase, consistiu no mapeamento e identificacdo dos dleos com potencial aplicagdo na NP.
Na segunda fase, ocorreu a avaliagao das evidéncias cientificas mais recentes sobre a
aplicacdo de emulsdo lipidica na NP. Na terceira fase foi realizada o desenvolvimento do
planejamento experimental aplicando o éleo de gergelim. A quarta fase foi caracterizada
pelo desenvolvimento de emulsGes com blends de trés tipos de dleos (dleo de gergelim,
linhaca e amendoim), conforme apresentado na Figura 9.

Figura 9. Fluxograma das etapas do estudo.
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Fonte: Autoria prépria.

A terceira fase auxiliou a quarta fase, de modo que a emulsdo com o éleo de
gergelim foi desenvolvida para determinar as faixas dos parametros experimentais do
equipamento e emulsificante utilizado. Portanto, a terceira fase envolveu o
desenvolvimento de um estudo piloto. A escolha do 6leo de gergelim se deu em razdo deste



apresentar maior volume disponivel para testagem quando comparado aos outros d6leos.
Vale destacar que a quarta gera¢do das emulsdes lipidica é composta por misturas de éleos
como o propodsito de fornecer uma composi¢cdo mais completa do ponto de vista de acidos
graxos. Nesse sentido, a quarta fase consistiu na mistura de trés diferentes tipos de 6leos
com o propdsito de desenvolver uma emulsdao com potencial a ser anti-inflamatéria. O dleo
de gergelim possui um elevado teor do acido oleico (que apresenta um comportamento
neutro no organismo humano), o éleo de linhaga é rico em acido alfa linolénico (com um
comportamento anti-inflamatério no organismo humano), enquanto que o 6leo amendoim
possui um elevado teor de acido oleico e linoleico (um acido graxo essencial). Os trés 6leos
combinados, nas proporg¢des de 2:1:1 confere a emulsao lipidica desenvolvida um potencial
a ser anti-inflamatoaria.

As fases experimentais caracterizadas pelo desenvolvimento e caracterizacdo das
emulsodes lipidicas foram conduzidas nos laboratdrios do Instituto SENAI de Inovacdo em
Sistemas Avancados de Saude (ISI-SAS) do SENAI CIMATEC.

3.1 Primeira fase do estudo

3.1.1 Processo de identificacdao e selecao dos 6leos aplicados na elaboragao da ELP

Foi realizado um mapeamento de potenciais 6leos, com base no perfil de acidos
graxos por meio de uma prospeccao tecnolégica. Por meio desses aspectos foi realizada a
selecdo e aquisicao do produto base para elaboracdo da emulsao.

Para conduc¢ao do mapeamento, aplicou-se o processo descrito as seguir:

O foco da pesquisa foi o levantamento de dados sobre o desenvolvimento, os tipos
e fontes de éleos aplicados na elaboracdo das emulsdes aplicadas na terapia nutricional
parenteral.

Nesse sentido, o estado da arte sobre a visao geral do patenteamento de emulsdes
lipidicas aplicadas na nutricdo parenteral relatado nesse estudo foi obtido nos bancos de
dados de patentes de livre acesso do Espacenet e PatentScope. O Espacenet, que é um
banco de dados do Escritério Europeu de Patentes (EPO), onde podem ser encontradas
patentes de mais de 100 paises. O PatentScope, é um banco de dados fornecido pelo
Escritério Mundial de Propriedade Intelectual (OMPI). Ele fornece acesso ao conteudo
completo de patentes e pedidos de patentes publicados por todos os principais escritdrios
nacionais e regionais de patentes, permitindo assim uma busca global abrangente.

Os critérios de busca incluiram: ("nutrition*" OR "dietary*") AND ("Intravenous™*"
OR "parenteral" OR "injectable*") AND ("nanoemulsion*" OR "emulsion*" OR "lipid*" OR
"fat*" OR "oil*"). Na metodologia empregada nesse estudo, ndo foi utilizada restricao de
ano.

As descricOes das patentes foram cuidadosamente revisadas e foram excluidos
documentos pertencentes as mesmas familias e documentos que ndo relatavam a
composicao das emulsdes intravenosas aplicadas na nutricdo parenteral, patente
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reivindicando uma emulsdo lipidica para aplicagdo parenteral que nao fossem destinadas a
nutricdo parenteral ou que nao estivessem no campo de interesse.

A visdo geral do patenteamento foi realizada por meio da coleta, tratamento e
analise das informacGes extraidas dos documentos de patentes. Foram incluidos no estudo
um total de 60 documentos.

A analise dos documentos e levantamento dos 6leos aplicados nas patentes,
possibilitou identificar lacunas de pesquisa e potenciais éleos para o desenvolvimento de
uma nova emulsdo lipidica. Desse modo, adotando como base a prospeccao realizada,
selecionou-se éleos com potencial aplicacdo na fase experimental do presente estudo.

Os dleos selecionados foram gentilmente fornecidos de empresas comerciais:
Oleo de gergelim farmacéutico refinado (Croda Inc., Mill Hall, PA, Estados Unidos);
Oleo de linhaca farmacéutico refinado (Croda Inc., Mill Hall, PA, Estados Unidos);

Oleo de amendoim farmacéutico refinado da (Croda Inc., Mill Hall, PA, Estados
Unidos).

O critério adotado no processo de selecdo dos dleos mencionados, foi o perfil de
acido graxo e as propriedades bioativas no organismo humano.

3.2 Segunda fase do estudo

A segunda fase do estudo consistiu na avaliacdo das evidéncias cientificas mais
recentes sobre a aplicacdo de emulsao lipidica na nutricdo parenteral. Nesse sentido, foi
realizada a conducdo de uma busca em bases de dados cientificas.

Para avaliacdo das evidéncias cientificas, adotou-se o processo descrito as seguir: (i)
Definicdo da estratégia de busca; (ii) Definicdo dos critérios de inclusdo e exclusdo; (iii)
Gerenciamento e extracdo dos dados.

3.2.1 Estratégia de busca

A revisao foi orientada pelo Manual JBI para Sintese de Evidéncias Aromataris e
Munn (2020) e de acordo com as diretrizes Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA), (PAGE et al., 2020).

A busca sistematica foi realizada em 28 de abril e novembro de 2023. Uma busca
sistematica foi conduzida usando os bancos de dados cientificos MEDLINE (interface
PubMed), Web of Science (interface Clarivate Analytics) e Scopus (interface Elsevier). A
busca foi limitada aos ultimos cinco anos (ou seja, apenas publicacdes de janeiro de 2018
a abril de 2023 foram consideradas). As buscas foram executadas novamente em novembro
de 2023 para localizar quaisquer publicagGes recentes. Os principais termos de busca foram
relacionados as emulsGes lipidicas intravenosas: (“Intravenous lipid emulsions” OR
“Parenteral lipid emulsions” OR “fatty acids”) AND (“Nutritional Therapy" OR “parenteral
nutrition”) e o desenho do estudo ("review" OR "meta" OR" systematic review").



A pesquisa respondeu a pergunta principal: "Como as emulsGes lipidicas
intravenosas afetam a condicdo clinica do paciente (por exemplo, beneficios clinicos,
melhores resultados para o paciente) ou resultados clinicos em pacientes que usam
nutricdo parenteral?".

As seguintes perguntas secundarias também foram abordadas: “Como as emulsGes
lipidicas intravenosas afetam o progndstico do paciente?” e “Quais lacunas podemos
descobrir e quais direcdes futuras podem ajudar a avancar na area de emulsdes lipidicas
intravenosas?”.

3.2.2 Critérios de inclusdo

Revisdes e meta-analises publicadas foram incluidas se atendessem aos seguintes
critérios:

1) Populagdo: revisdes de estudos com foco em pacientes adultos e/ou pediatricos
(incluindo neonatos), independentemente de seu diagndstico médico, que requerem
nutricdo parenteral (Emulsdo Lipidica Intravenosa) em qualquer ambiente (por exemplo,
cuidados intensivos/hospitalares, domiciliares, ambulatoriais, clinicas).

2) Intervencgao: Estudo de emulsdes lipidicas intravenosas para nutricdo parenteral
(por exemplo, mas nao limitado a lipidios n-3 e misturas contendo lipidios n-3)

3) Comparador: Estudo de emulsdes lipidicas intravenosas ou emulsoes lipidicas
intravenosas comparadas a cada outra formulacao lipidica usada na nutricdo parenteral.

4) Resultados: Condicdo clinica do paciente (por exemplo, beneficios clinicos,
melhores resultados do paciente) e resultados clinicos (por exemplo, danos associados ao
uso).

5) Tipos de estudo: RevisGes, revisdes sistematicas, com ou sem meta-analise.

Esta revisdo abrangente considerou revisdes relatando pacientes hospitalizados ou
em cuidados domiciliares usando emulsdes lipidicas intravenosas. Nenhuma restrigao foi
aplicada a idade, sexo, diagndstico clinico, complicacdo clinica ou tratamento dos
participantes. Revisdes sistematicas publicadas em inglés foram incluidas.

3.2.3 Critérios de exclusdo
Os estudos foram excluidos se atendessem aos seguintes critérios:
1) Emulsdes lipidicas intravenosas usadas como veiculo para medicamentos.
2) Envolveram estudos experimentais em animais ou in vitro.

3.2.4 Selegdo de estudos

Todos os estudos recuperados foram carregados no Rayyan Al, uma ferramenta
online para revisdo de estudos (OUZZANI et al., 2016; KHABSA et al., 2015) disponivel em
(https://www.rayyan.ai). O aplicativo da web facilitou a triagem de artigos. A selecdo de
estudos foi conduzida de acordo com o protocolo PRISMA.
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As revisGes selecionadas passaram por uma verificagcao da qualidade metodolégica
usando a Lista de Verificagdo de Avaliagdo Critica padronizada do JBI para RevisGes
Sistematicas (AROMATARIS; MUNN, 2020). Apds a avaliacdo critica, as revisdes que ndo
receberam uma resposta "sim" para 7 ou mais itens na ferramenta de avaliacdo critica JBI
Systematic reviews and Research Syntheses foram excluidas. Apenas revisGes com 7 ou
mais critérios atendidos foram incluidas na revisdo geral.

3.2.5 Gerenciamento e extracdo de dados

Os dados foram extraidos de artigos incluidos na revisdo. Os dados extraidos
incluiram caracteristicas das revisdes incluidas, compreendendo (autor, ano, tipo de
estudo, local de publicacdo, objetivos da revisdo incluida, populacdo, dados, tipo de
intervencao e resultados). Os dados foram apresentados e resumidos de forma narrativa.

3.3 Terceira fase do estudo

A terceira fase do estudo consistiu no desenvolvimento das emulsdes lipidicas
adotando um planejamento experimental aplicando um tipo de dleo.

Para o desenvolvimento das emulsées lipidicas, adotou-se o processo descrito as
seguir: (i) Planejamento das formulag¢des; (ii) Modelagem por delineamento fatorial
completo; (iii) Preparacdo da emulsdo lipidica; (iv) Caracterizacdo da emulsdo lipidica por
meio da inspecdo visual, das medicdes do tamanho de particula, medicdo do indice de
polidispersao, avaliacdo do potencial zeta e medicao do valor do pH.

3.3.1 Planejamento das formulagdes

Inicialmente foi realizado um estudo piloto com o propdsito de identificar as
varidveis independentes e estabelecer os limites superiores e inferiores das variaveis
selecionadas. Posteriormente foi conduzido um Planejamento experimental, para
elaboracgao das formulagdes.

3.3.2 Modelagem por delineamento fatorial completo

Para avaliar a influéncia das variaveis de formulagao e processo no desempenho da
emulsdo lipidica desenvolvidas, foi aplicado o delineamento fatorial completo de dois
niveis (23). O surfactante (fosfolipidios da gema do ovo), o nimero de ciclos de
homogeneizacao e a pressao foram reconhecidos como atributos criticos de qualidade para
as formulagGes e processos (parametros de entrada). Com base nesses aspectos, os fatores
analisados foram: Lecitina de ovo (EL; 1,2 ou 2,4 g), Pressao (PR; 20.000 ou 30.000 psi) e
Ciclo (CL; 4 ou 10). Os niveis das varidveis independentes apresentados na Tabela 2, foram
determinados com base em testes preliminares.



Tabela 2. Faixa de valores das varidveis independentes e seus niveis correspondentes

Formulagdes Codificagao Variaveis Independentes

xt X2 X3 xt X2 X3

LE PR CL LE PR CL
F1 -1 -1 -1 1.2 20.000 4
F2 1 -1 -1 2.4 20.000 4
F3 -1 1 -1 1.2 30.000 4
F4 1 1 1 2.4 30.000 10
F5 -1 -1 1 1.2 20.000 10
F6 1 -1 1 2.4 20.000 10
F7 -1 1 1 1.2 30.000 10
F8 1 1 -1 2.4 30.000 4

Fonte: autoria propria. Nota: LE = Lecitina; PR = Pressdo e CL= Ciclo.

3.3.3 Preparagao das emulsoes lipidicas

A elaboracdo da emuls3do foi realizada de acordo com Mirkovi¢ et al. (2017), com
algumas adaptagdes. Nesse sentido todos os ingredientes usados foram medidos
adequadamente.

Os principais componentes aplicados no desenvolvimento da emulsdo lipidica a
base de 6leo de gergelim 10% foram: 6leo de gergelim farmacéutico refinado IV-1 da ADM-
SIO ADM Nutrition (St Laurent Blangy, Franca), fosfolipidios de ovo com 80% de
fosfatidilcolina - Lecitina (Lipoid E80®) da Lipoid AG (Lipoid AG, Ludwigshafen, Alemanha)
foi utilizada como emulsificante. Glicerol da Dinamica Quimica Contemporanea Ltda.
(Indaiatuba, Brasil), também foi usado para a preparac¢do. A agua utilizada no experimento
foi agua para injetaveis (Fresenius Kabi, Uppsala, Suécia). Na Figura 10 é apresentado o
processo de preparacao das formulagdes.

42



Figura 10. Fluxograma do processo de preparag¢do das emulsées lipidicas a base de dleo de gergelim
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Fonte: Autoria prdpria.

Nesse sentido, para o processo de desenvolvimento de 100 ml de emulsdo os
seguintes procedimentos foram adotados: O 6leo de gergelim (10 g) e lecitina (1,2 ou 2,4
g) foram misturados em um béquer de 500 mL (fase oleosa). Glicerol (2,5 g) e agua para
injetaveis (até 80 g) também foram misturados em um béquer de 200 mL (fase aquosa).
Ambas as fases foram incubadas e agitadas com um agitador magnético. Posteriormente,
ambas as fases foram misturadas adicionando a fase oleosa lentamente na fase aquosa
constantemente agitada. A mistura foi agitada continuamente usando um homogeneizador
OMNI-GLH850 (Kennesaw, Estados Unidos). A emulsdo grossa produzida foi
posteriormente homogeneizada usando um homogeneizador de alta pressao Microfluidics
® M110-EH (Newton, MA, Estados Unidos) com pressdo de 20.000 ou 30.000 psi por 4 ou
10 ciclos para produzir uma emuls3do lipidica fina.

A emulsdo lipidica fina obtida foi entdao transferida para frascos de vidro
transparente de 100 mL, fechados com uma rolha de borracha e selados com uma tampa
de aluminio. A emulsdo final obtida foi esterilizada utilizando uma autoclave (Phoenix
Luferco, Brasil) a 121 °C por 15 min.

3.3.4 Caracteristicas da emulsao lipidica

As caracteristicas de estabilidade fisico-quimica das emulsdes desenvolvidas foram
monitoradas imediatamente apds sua preparacdo (Oh), bem como apds o periodo de 30
dias quando armazenadas a 25°C. O monitoramento incluiu a inspec¢ao visual e as medicdes
do tamanho de particula, do indice de polidispersdo, o potencial zeta e o valor do pH.



3.3.5 Analise de inspegao visual

A inspecao visual foi realizada apds o processo de homogeneizagao de alta pressao
para identificar problemas de estabilidade. A anidlise do aspecto visual foi realizada
manualmente sob uma iluminacdo adequada, girando suavemente a amostra. Nesse
sentido, as formulac¢des elaboradas foram avaliadas quando armazenadas em vails de vidro
imediatamente apds sua preparacao, pos esterilizacdo (Oh), bem como apds os periodos
de 30 dias de armazenamento a (25°C). Conforme procedimentos descritos por (LOBO,
2005; FOX et al., 2013; FERREIRA, 2019), a relacdo dos seguintes aspectos foi observada:
Presenca de particulas ou precipitados; Separacao de fase (caracterizada pela formacdo de
creme na camada superior da emulsdo); Alteracdo na coloracdo e homogeneidade.

3.3.6 Tamanho de particula e indice de polidispersao

Os tamanhos de particula das emulsdes lipidicas e o indice de polidispersao (PDI)
foram medidos usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire,
Reino Unido). O tamanho de particula (o didmetro hidrodindmico das goticulas) foi medido
pelo método de Espectroscopia de Correlacdo de Fdtons (também conhecido como
Espalhamento Dinamico de Luz). Foi usado o instrumento Zetasizer Nano—ZS com faixa de
medi¢cdo de 0,6 nma 6 um.

Neste experimento, também utilizamos a capacidade do instrumento de calcular a
distribuicdo do tamanho das gotas (indice de Polidispersdo - PDI) paralelamente a medic3o
do valor médio do didmetro hidrodindmico das gotas lipidicas. Conforme procedimento
descrito por Mirkovic¢ et al. (2017), todas as medicGes foram realizadas a temperatura de
25 °C, e cada formulacdo analisada foi diluida com 4gua ultra pura (1:500) para evitar o
efeito de dispersdao multipla. Medi¢des em triplicadas foram realizadas para cada amostra.

3.3.7 Potencial zeta

O potencial zeta da emulsdo foi medido usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Cubetas capilares foram usadas para
medi¢do do potencial zeta. As amostras foram diluidas 1:500 (v/v) com agua ultra pura. A
determinagdo foi realizada a temperatura de 25 °C. A mobilidade eletroforética (m/s) foi
convertida no potencial zeta (mV). Medi¢Ges em triplicata foram realizadas para cada
amostra conforme procedimento descrito por (MIRKOVIC, et al., 2017).

3.3.8 Medigao do pH

O valor de pH das emulsdes foi medido usando um medidor de pH digital Five Easy
Plus FP20 (Mettler Toledo AG Analytical, Suica). As medi¢des foram realizadas submergindo
diretamente o eletrodo do medidor de pH calibrado nas amostras a temperatura ambiente.
O medidor de pH foi calibrado antes da medi¢cdao. Medi¢Ges triplicadas foram realizadas
para cada amostra.
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3.3.9 Analise estatistica

O software Statistica versao 7.0 (Statsoft, 2004) foi usado para obter o
delineamento experimental e a andlise de dados e para construir os graficos. A significancia
do modelo (p<0,05), os coeficientes de regressdo (R?) foram determinados a partir da
analise. A busca do modelo comegou com a equacdo, conforme mostrado na Equacao (1)
abaixo:

y =0+ flx1 + B2x2 + f12x1x2 + f1.3x1x3 + f23x2x3 + f123x1x2x3+€

Ondey é a varidvel resposta; x é a variavel independente codificada: Lecitina de ovo
(x1), Pressdo (x?) e Ciclo (x3); B é o coeficiente de regress3o e € consiste em erros para cada
componente do modelo.

Os gréficos Blox-Plot foram construidos usando Origin Pro 2024 (Originlab,
Northampton, Massachusetts, EUA). Testes de hipdteses como o teste F, teste t de Student
e Andlise de variancia (ANOVA) foram realizados usando a planilha de dados do Microsoft
Excel do pacote Office 365.

3.4 Quarta fase do estudo

A quarta fase do estudo consistiu no desenvolvimento das emulsdes lipidicas
adotando um planejamento experimental aplicando blends de trés tipos de éleos.

Para o desenvolvimento das emulsées lipidicas, adotou-se o processo descrito as
seguir: (i) Planejamento das formulacbes; (ii) Modelagem por delineamento fatorial
completo; (iii) Preparacdo da emulsao lipidica; (iv) Caracterizacdo da emuls3o lipidica por
meio da inspecdo visual, das medi¢Ges do tamanho de particula, medicdo do indice de
polidispersdo, avaliacdo do potencial zeta , medicdo do valor do pH, avaliacio do
viscosidade, osmolaridade, realizacdo do teste de esterilidade e andlise de endotoxina.

3.4.1 Planejamento das formulagdes

Foi conduzido um Planejamento fatorial completo, para elaboracdo das
formulacgGes e posterior processo de otimizacdo das formulagdes.

3.4.2 Modelagem por delineamento fatorial completo

As condicbes experimentais para a formulacdo das emulsdes lipidicas foram
otimizadas usando um delineamento fatorial completo de dois niveis (22) com trés réplicas
do ponto central, envolvendo os fatores: Pressdo (PR; 20.000 ou 30.000 psi) e Ciclo (CL; 4
ou 10). Os niveis das varidveis independentes sdo apresentados na Tabela 3. Os niveis
foram determinados com base em testes preliminares.



Tabela 3. Intervalo de varidveis independentes e seus niveis correspondentes.

Formulagées Codificagao Varidveis independentes

X1 X2 X1 X2

PR CL PR CL
F1 -1 -1 20.000 4
F2 -1 1 20.000 10
F3 1 -1 30.000 4
F4 1 1 30.000 10
F5 PC* 0 0 25.000 7
F6 PC* 0 0 25.000 7
F7 PC* 0 0 25.000 7

Fonte: autoria propria. Nota: PR = Press@o; CL= Ciclo; PC* = Ponto Central (0).

Adotou-se como variaveis respostas as caracteristicas de estabilidade fisico-quimica
das emulsGes monitoradas imediatamente apds sua preparacgdo (0Oh). O monitoramento
incluiu a inspecdo visual e a avaliacdo dos atributos criticos de qualidade por meio das
medicdes do tamanho médio de particula, o indice de polidispersdo (PDI), o potencial zeta
e o valor de pH.

Apds a identificacdo da melhor formulacdo, analises complementares foram
realizadas na formulacdo imediatamente apds sua preparacao (0Oh), bem como apds os
periodos de 30 dias em diferentes condi¢des de temperatura de armazenamento (4°C, 25°C
e 40°C).

As andlises realizadas ap6s o preparo incluiram: a inspecdo visual e as medi¢des do
tamanho de particula, avaliacdo do indice de polidispersao, medicao do potencial zeta e do
valor de pH, viscosidade, osmolaridade, perfil de acidos graxos e a realizacdo do
monitoramento do controle microbioldgico que incluiu analise de esterilidade e
endotoxina.

O monitoramento em diferentes condi¢des de temperatura 30 dias apds o preparo
incluiu o exame visual e as medi¢cbes do tamanho de particula, avaliacdo do indice de
polidispersdao, medi¢ao do potencial zeta e do valor de pH, viscosidade, osmolaridade e
perfil de acidos graxos.

3.4.3 Preparagao das emulsoes lipidicas

A elaborag¢do da emulsdo foi realizada de acordo com Mirkovi¢ et al. (2017), com
algumas adaptagOes. Nesse sentido, os componentes utilizados no desenvolvimento de
100 ml de emulsao lipidica a 20% foram o 6éleo de gergelim (10 g), dleo de linhaca (5g) e o
6leo de amendoim (5g), todos classificados como farmacéutico e obtidos da (Croda Inc.,
Mill Hall, PA, Estados Unidos). O emulsificante utilizado foi a Lecitina (Lipoid E80®) (1,2 g)
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adquirido da (Lipoid AG, Ludwigshafen, Alemanha). O antioxidante aplicado no
desenvolvimento foi o a-Tocoferol (0,01 g) da (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados
Unidos). Também foram utilizados na preparacao o Glicerol (2,5 g) da EMD Millipore Corp.
(Billerica, MA, Estados Unidos), oleato de sddio (0,03 g) adquirido da (Lipoid AG, Alemanha)
e o hidroxido de sédio obtido da EMD Millipore Corp. (Billerica, MA, Estados Unidos). A
agua utilizada na fase aquosa foi a 4gua para injetaveis (70 g) da Fresenius Kabi (Uppsala,
Suécia). Na Figura 11 é apresentado o processo de preparacdo das formulacdes.

Figura 11. Fluxograma do processo de preparagdo das emulsées lipidicas a base de dleo de gergelim,
linhaga e amendoim.
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Fonte: Autoria prdpria.

3.4.4 Caracteristicas da emulsao lipidica

As caracteristicas de estabilidade fisico-quimica das emulsdes obtidas foram
monitoradas imediatamente apds sua preparacdo (0h), bem como apds os periodos de 30
dias. O monitoramento incluiu o exame visual e as medi¢cdes do tamanho de particula, o
PDI, o potencial zeta e o valor de pH.

3.4.5 Analise de inspegao visual

A analise do aspecto visual foi realizada para identificar problemas de estabilidade
e emuls3ao ndo homogeneizada. A inspegdo visual foi realizada manualmente sob uma
iluminacao adequada, girando suavemente a amostra. Nesse sentido, as formulagdes
elaboradas e armazenadas em vails de vidro logo apds o processo de homogeneizacdo de
alta pressao, imediatamente apds sua preparagao, pods esterilizacao (Oh), bem como apds
os periodos de 30 dias em diferentes condi¢des de temperatura (4°C, 25°C e 40°C) foram



avaliadas. Conforme procedimentos descritos por (LOBO, 2005; FOX et al., 2013; FERREIRA,
2019), a relagdo dos seguintes aspectos foi observada: Presenca de particulas ou
precipitados; Separacdo de fase (caracterizada pela formacdo de creme na camada superior
da emuls3do); Alteracdo na coloracdo e homogeneidade.

3.4.6 Tamanho de particula e indice de polidispersao

Os tamanhos de particula das emulsdes lipidicas e o indice de polidispersdo (PDI)
foram medidos usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire,
Reino Unido). O tamanho de particula (o didmetro hidrodindmico das goticulas) foi medido
pelo método de Espectroscopia de Correlacdo de Fdtons (também conhecido como
Espalhamento Dindmico de Luz). Foi usado o instrumento Zetasizer Nano—ZS com faixa de
medi¢cdo de 0,6 nma 6 um.

Neste experimento, também utilizamos a capacidade do instrumento de calcular a
distribuicdo do tamanho das gotas (indice de Polidispersdo - PDI) paralelamente a medic3o
do valor médio do didmetro hidrodindmico das gotas lipidicas. Conforme procedimento
descrito por Mirkovic¢ et al. (2017), todas as medicOes foram realizadas a temperatura de
25 °C, e cada formulacdo analisada foi diluida com agua ultra pura (1:500) para evitar o
efeito de dispersdao multipla. As medicdes foram realizadas em triplicata para cada amostra.

3.4.7 Potencial zeta

O potencial zeta da emulsao foi medido usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Cubetas capilares foram usadas para
medi¢do do potencial zeta. As amostras foram diluidas 1:500 (v/v) com agua ultra pura. A
determinagdo foi realizada a temperatura de 25 °C. A mobilidade eletroforética (m/s) foi
convertida no potencial zeta (mV). As medi¢Ges foram realizadas em triplicata para cada
amostra conforme procedimento descrito por (MIRKOVIC et al., 2017).

3.4.8 Medigdo do Potencial Hidrogenionico (pH)

A determinag¢do do Potencial Hidrogenionico (pH) das emulsdes preparadas foi
conduzida antes e depois do processo de esterilizacdo e durante o periodo de
monitoramento da estabilidade da emulsdo. O valor de pH das emulsées foi medido usando
um medidor de pH digital FiveEasyPlus FEP20 (MettlerToledo AG Analytical, Suica). As
medi¢des foram realizadas introduzindo o eletrodo do medidor de pH previamente
calibrado em uma aliquota de 10ml de emulsdo. As medi¢cdes foram realizadas em triplicata
para cada amostra. Apds cada medida o eletrodo foi lavado com dgua ultra pura e seco
(FERREIRA, 2019).

3.4.9 Viscosidade

A viscosidade das emulsdes lipidicas foi medida usando um viscosimetro Brookfield
Viscometer DV-I Prime (Brookfield Engineering Laboratories Inc., EUA). Um volume de 15
mL de amostra foi colocado em um bécher e o fuso S63 foi acoplada ao rebmetro antes da
andlise. As medicbes foram realizadas em triplicata para cada amostra conforme
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procedimento descrito por (AMRAN et al., 2019) e os resultados foram expressos em
Centipoise (cP).

3.4.10 Osmolaridade

A osmolaridade da emulsdo foi medida utilizando o Osmbémetro Microprocessado
PZL-1000 (PZL) (Instrumentos Avangados Ltda., EUA). Um volume de 20 pL de amostra foi
pipetado e inserido no osmometro. Os resultados foram relatados como mOsm/kg. As
medicoes foram realizadas em duplicata para cada amostra.

3.4.11 Perfil de Acidos Graxos

Para a identificacdo e quantificacdo dos 4acidos graxos das formulagdes
desenvolvidas os seguintes procedimentos foram realizados, conforme (SOUZA et al.,
2017):

Quadro 1. Descri¢éio das etapas adotadas na andlise de perfil de dcidos graxos.

Etapa Especificagcdo dos procedimentos

Metilacdo Foi conduzida a metilagdo dos lipidios totais
em meio organico contendo solugGes
metandlica de NaOH (0,5 M) e trifluoreto de
boro (12 g/100 mL).

Extracdo e separacao A extracdo dos ésteres metilicos de &cidos
graxos foi realizada utilizando o isooctano.

O cromatégrafo a gas (Perkin Elmer Clarus
680) foi utilizado para realizar a separagdo dos
ésteres metilicos de acidos graxos.

As condi¢Ges do cromatégrafo a gas foram:
detector de ionizagdo de chama e uma coluna
DB-Fast FAME (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

O gas de arraste foi o hélio com vazdo de 1,0
mL/min.

Foi realizada a inje¢Ges de 1 puL de amostra em
modo split (1:50).

Parametros cromatograficos A temperatura do injetor foi de 250 °C;
A temperatura do detector foi de 280 °C;

A temperatura do forno do cromatografo a gas
foi programada para 60 °C por 0,5 min. Foi
realizada a elevagdo da temperatura para 25
°C/min até 194 °C, mantendo nessa
temperatura por 1 min, foi realizada a

elevagdo da temperatura para em 5 °C/min até




235 °C e mantendo nessa temperatura por 1
min.

Identificagdo Foi realizada a identificacdo dos acidos graxos
por meio da comparagao do tempo de
retencao dos picos das amostras com o
tempo de retengdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos de uma mistura padrdo.

A mistura padrao foi obtida por meio do
padrdo (C4-C24 189-19, Sigma Aldrich, San
Luis, MO, EUA).

Quantificacdo Por meio da normalizagdo das dreas dos picos
foi realizada a quantificacdo dos acidos
graxos.

Fonte: Quadro construido baseado a metodologia descrita no estudo de Souza et al., (2017).

3.4.12 Controle Microbioldgico - Testes de esterilidade e endotoxina

O controle bioldgico, incluindo os testes de esterilidade e endotoxina da emulsdo
obtida, também foi conduzido apds sua preparacdo. Um teste de esterilidade foi realizado
de acordo com o capitulo 2.6.1(EP) (2022) da Farmacopeia Europeia (European
Pharmacopeia) na formulacdo apds o processo de esterilizacdo. Foi utilizado o método de
filtragem do sistema de filtracdo Nalgene (Nalgene, ThermoFisher Scientific). O caldo de
soja Trypticase (Exodo Cientifica, Sumaré, SP, Brasil) e o meio fluido tioglicolato (Synth,
Diadema, Brasil) foram incubados por 14 dias a 25 °C (+2°C) e 37 °C (+2°C),
respectivamente. Foi observado diariamente para detectar crescimento microbioldgico. O
teste de esterilidade foi aprovado quando nenhum crescimento foi observado apés 14 dias
de incubacao.

A determinagdao de endotoxinas foi baseada no teste LAL cromogénico cinético
baseado na clivagem enzimdtica do substrato na presenga de endotoxinas em
conformidade com um dos métodos prescritos da Farmacopeia Europeia 2022. O sistema
de teste portdtil Endosafe® (Nexgen-PTS™, Charles River, Massachusetts, EUA) foi usado, e
o limite de endotoxina para formulagdo foi definido em n3ao mais que 5,00 unidades de
endotoxina/mg, de acordo com a Farmacopeia Europeia capitulo 2.6.14.(EP) (2020)
monografia de endotoxinas bacterianas de emulsdes intravenosas e a razdo K/M fornecida
pela Farmacopeia Europeia (European Pharmacopeia). A sensibilidade do cartucho, que foi
reivindicada como estando na faixa de 5,00-0,05 unidades de endotoxina/mL pelo
fornecedor (Limulus Amebocyte Lysate Endosafe® PTS, Charles River, MA, Estados Unidos).

3.4.13 Analise estatistica

O software Statistica versdao 7.0 (Statsoft, 2004) foi utilizado para obter o
delineamento experimental, a analise dos dados e para construir os graficos. A significancia
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do modelo (p<0,05), o teste de curvatura e os coeficientes de regressdo (R?), que indicam
o ajuste do modelo, foram determinados a partir da andlise. A busca do modelo iniciou-se
com a equacao, conforme mostrado na Equacao (2) abaixo:

y =0+ B1x1 + B2x2 + B12x1x2+€

Onde y é a variavel de resposta; x é a variavel independente codificada: Lecitina de
ovo (x1), Pressdo (xz) e Ciclo (x3); B é o coeficiente de regressao e € consiste em erros para
cada componente do modelo.

A partir das analises dos parametros das varidveis dependentes (tamanho de
particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e valor do pH) sobre as varidveis
independentes (Pressdo e Ciclo) por meio da avaliagdo dos gréficos de Pareto e Superficies
de Resposta, gerados a partir do delineamento experimental com o software Statistica
(Statsoft, Statistica 7.0, Tulsa, EUA), foi realizada uma estimativa para determinar a melhor
formulacdao de emulsao lipidica desenvolvida com as melhores condi¢des de processo. A
partir da melhor formulacdo deu-se continuagdo com andlises de caracterizacao
complementares. Uma emulsao lipidica foi considerada como a formulagao mais desejavel
se tivesse valores mais altos de pH e potencial zeta e valores mais baixos de Tamanho
médio de gota e indice de polidispersdo. Os resultados das andlises complementares foram
avaliados pelos testes de hipdteses como o teste F e o teste t de Student e Analise de
variancia (ANOVA) que foram realizados usando a planilha de dados do Microsoft Excel do
pacote Office 365.

4 Resultados e Discussao

Este capitulo mostra os resultados dos procedimentos descritos na secdo anterior.
Inicialmente sdo apresentadas as reivindicagcGes, dleos utilizados nas patentes depositas e
os equipamentos aplicados o processo de desenvolvimento das emulsdes lipidicas
parenterais demonstrando o ineditismo desta pesquisa. Em seguida, as evidéncias
cientificas mais recentes sobre a aplicacdo de emulsao lipidica na nutricdo parenteral sdo
discutidas. Os resultados da primeira fase experimental (estudo piloto) é analisada e
discutida em sequéncia. O capitulo finaliza com os resultados da segunda fase
experimental.

4.1 Primeira Fase —Prospec¢ao Tecnoldgica

4.1.1 Invengdes reivindicadas em patente durante a ultima década

Os resultados referentes as emulsdes lipidicas aplicadas em nutrigdo parenteral
reivindicadas em patentes relatadas ao longo das décadas, sdo apresentadas na Figura 12-
Figura 16.



O processo de desenvolvimento foi enquadrado em trés abordagens de trabalho:
(i) Dinamica de patenteabilidade de Emulsdes Lipidicas aplicadas em Nutricdo Parenteral;
(ii) Oleos aplicados no desenvolvimento; (iii) Método aplicado na fabricacdo e composicio
de materiais de partida de emulsdes lipidicas para nutricdo parenteral. E comum que as
patentes relatem invengdes em varias dessas abordagens; no entanto, a seguir, elas serdo
apresentadas separadamente para melhor ilustrar as tendéncias em cada caso.

4.1.2 Dinamica de patenteabilidade de Emulsdes Lipidicas aplicadas em Nutri¢cao
Parenteral

De acordo com as informacdes disponiveis, houve 60 depdsitos de patentes desde
1978. A Figura 12A mostra a evolucdo anual dos depdsitos de patentes relacionadas a
emulsodes lipidicas entre 1978 e 2021. Na década de 1970, ponto inicial identificado para
patentes depositadas nesta drea de pesquisa, apenas uma patente foi identificada. Em
contraste, a partir da década de 2000, houve um aumento de 38 (63%) nos depdsitos de
patentes na area em comparacdo as décadas anteriores evidenciando um interesse
crescente no processo de desenvolvimento de emulsdes lipidicas aplicadas na nutricdo
parenteral durante as uUltimas décadas. Outrossim, é notavel que aproximadamente 29
(50%) das patentes concedidas estejam no periodo de 2010 a 2021.

Em 2021, foram submetidos um total de 4 registros de patentes (Figura 12A),
mostrando um aumento no interesse pelo desenvolvimento de novas tecnologias
envolvendo emulsdes lipidicas aplicadas na nutricdo parenteral. Uma vez que, de acordo
com a legislacdo de patentes, uma submissdo sé fica disponivel para consulta publica apds
o periodo de sigilo de 18 meses. Tal fato explica a falta de acesso a patentes submetidas
em 2023 e 2024.

Os Estados Unidos da América sdo o principal pais em relagdo a origem da patente,
com cerca de 33% dos primeiros pedidos. Da mesma forma, os Estados Unidos (33%) e a
China (23%) tém um histdrico de patenteabilidade notavel. A China é a segunda maior
responsdavel pelo maior nimero de depdsitos de patentes em emulsdes lipidicas aplicadas
na nutricdo parenteral. Isso se deve principalmente aos investimentos em educagdao no
pais, incluindo nas politicas publicas, a importancia do sistema de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo (PD&lI), para o fortalecimento econémico e social e
desenvolvimento do pais. Para Yu et al., (2020) Apesar do desempenho insatisfatério das
patentes de invencdo, a industria de alta tecnologia na China demonstra forte potencial de
desenvolvimento e esta entrando em um periodo de transformacdao para melhoria da
qualidade da inovacao.

Conforme mostrado na Figura 12B e Figura 12C, os menores valores correspondem
a Malasia (3%), Alemanha (3%), Republica da Coreia, Espanha, Suica, Itdlia, Reino Unido,
Marrocos, Franga, Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI), Canadj,
México e Brasil, todos com 2%. Percebe-se que os pedidos sdo depositados
majoritariamente no mesmo pais onde foram desenvolvidos. Reforcando que os Estados
Unidos seguidos pela China possuem dominio tecnoldgico e maior interesse no
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desenvolvimento e protecdao de produtos e processos relacionados a emulsdes lipidicas
aplicadas na nutri¢ao parenteral.

Figura 12. A- Evolugdo anual dos depdsitos de patentes sobre Emulsées Lipidicas aplicadas na Nutrigdo
Parenteral entre 1978 e 2021; B- Distribui¢do dos depdsitos de patentes relacionadas as emulsdes
lipidicas parenterais por pais de origem dos requerentes entre 1978 e 2021; C- Visdo geral dos maiores
depositantes.
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Fonte: autoria propria.

O documento de patente permite o acesso publico a informacdes detalhadas sobre
uma tecnologia especifica (invenc¢des) e fornece orientacdo sobre quais pesquisas sao
realizadas por determinadas empresas, instituicdes ou individuos. Dessa forma, a analise
dos editores é de grande relevancia para identificar quais empresas ou instituicoes tém
investido esforcos em determinado campo. A Figura 12 mostra os principais requerentes
de patentes e a distribuicdo dos depdsitos de patentes relacionados a emulsdes lipidicas

aplicadas na nutricdo parenteral.

Independentemente do pais, em relacdo aos detentores da tecnologia, os principais
players de invenc¢des baseadas em aplicacdao de emulsdes lipidicas na nutricao parenteral,
dos 60 documentos de patentes incluidos neste estudo, o pedido de Jingnan e Xioarong
(2010) depositado por Individuo na China e a empresa Fresenius Kabi, que se especializou
na producdo de produtos que auxiliam no tratamento e na qualidade de vida de pacientes

criticos e crénicos (Figura 13A), ambos retiveram sete patentes depositadas.



De acordo com a anadlise de dados dos principais tipos de depositantes (Figura 13A),
77% sao representados por empresas, 19% sdo inventores individuais (ou independentes)
e 3% universidade/centro de tecnologia. Esses resultados demonstram o grande interesse
do setor industrial em pesquisa, desenvolvimento, inovagao na area de desenvolvimento

de emulsdes lipidicas aplicadas na nutricdo parenteral.

Figura 13. A-Principais depositantes de documentos de patentes sobre Emulsées Lipidicas aplicadas na
Nutrigdo Parenteral; B- Principais inventores de documentos de patentes sobre Emulsdes Lipidicas
aplicadas na Nutrigdo Parenteral
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Entre os principais inventores, 10 eram de origem asidtica (Figura 13B). O dominio
de patentes tanto por detentores quanto por inventores asiaticos pode estar associado a
um investimento em pesquisa e desenvolvimento, especialmente dentro das
universidades. Seguindo o caminho que o Japdo percorreu ha pelo menos quatro décadas,
paises como China, Coreia do Sul, Taiwan e Cingapura também estdo investindo em suas
universidades e na formacdo de alunos, refletindo o crescimento econémico do continente
(SARMENTO, 2014). Grande parte desse investimento vai para universidades, onde houve
uma expansao de Programas de Pods-graduagdo em assuntos relacionados e o
estabelecimento de novas instituicdes especializadas. Vale destacar que a China estd
superando barreiras anteriores de conhecimento cientifico e tecnolégico (HUANG; WU,

2012).

O inventor lJingnan e Xioarong (2010) detém sete documentos de patente
depositados por pedido apresentado por individuo, conforme mostrado na Figura 13B. Tais
patentes referem-se a emulsdo lipidica intravenosa de éster de 9,10-difenilantraceno (DPA)
CN101978951 (A); emulsao lipidica intravenosa de éster de acido alfa-linolénico e o método
de preparacdo da emulsdo CN101978950 (A); emulsdo lipidica intravenosa de gama-
linolenato e método de preparacdo da emulsdo - CN101978949 (A); emulsdo lipidica
intravenosa composta por éleo de noz e linhaca e método de preparacdo da emulsado -
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CN101879212 (A); emulsao lipidica intravenosa composta por éleo de primula e linhaga e
método de preparacdo da emulsdo CN101869602 (A); emulsdo lipidica intravenosa
composta por 6leo de noz e erva perilla e método de preparacao da emulsdo CN101869599
(A); emulsdo lipidica intravenosa composta por 6leo de primula e erva perilla e o método
de preparacdo da emulsdo - CN101869598 (A).

4.1.3 Oleos aplicados no desenvolvimento de emulsdes lipidicas para nutri¢do
parenteral

A prospeccdo tecnoldgica conduzida identificou 43 diferentes tipos de odleos
utilizados no desenvolvimento de emulsdes lipidicas aplicadas na nutricdo parenteral,
como pode ser observado na Figura 14.

Figura 14. Tipos de dleos utilizados no desenvolvimento de emulsées lipidicas aplicadas na nutri¢Go
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Tipo de Oleos

Fonte: autoria propria.

Esses 6leos selecionados de origem vegetal, marinha (peixe e krill) e fungica foram
aplicados no processo de desenvolvimento do produto, estando presentes isoladamente
ou na forma de misturas de um ou mais 6leos. E possivel observar 30 diferentes



combinagbes possiveis de 6leos no processo de desenvolvimento. Entre os anos de 1978-
2021 observa-se que os 6leos estdo presentes em diferentes proporg¢des, Figura 15.

Os 6leos mais aplicados no processo de fabricacdo foram o d6leo de soja presente
em 29 patentes, o 6leo de peixe presente em 13 patentes, em sequéncia os triglicerideos
de cadeia média (6leo de coco ou palmiste) presentes em 12 patentes, o 6leo de semente
de cartamo em 8 patentes e o azeite de oliva presente em 7 patentes. Este cendrio esta
alinhado com as geracbes de emulsdes lipidicas para nutricdo parenteral, marcadas pelo
uso comercial e aplicacdo na pratica clinica de emulsdes lipidicas desenvolvidas com os
6leos mencionados.

A primeira geracdo de emulsdes lipidicas parenterais é representada pelo uso de
6leos convencionais (6leo de soja e 6leo de cartamo) (REN et al., 2013). A primeira emulsado
lipidica segura e vidvel para uso humano, foi disponibilizada comercialmente no inicio dos
anos 60 (Intralipid®). Mais precisamente em 1961, com aprovac¢do para uso na Europa
(VINNARS; WILMORE, 2003) e posteriormente nos Estados Unidos uma década depois
(YADAV et al., 2023). Esta emulsdo foi derivada do 6leo de soja puro (OS), posteriormente
denominada de “primeira geracdo” (MIRTALLO et al., 2020), destacando que o Intralipid®
estd disponivel no mercado e é aplicado na pratica clinica até hoje. Ele ndo apenas forneceu
energia suficiente, dcidos graxos essenciais e vitaminas lipossoluveis, mas também reduziu
os efeitos colaterais de uma alta ingestdo de glicose (CALDER et al., 2010; REN et al., 2013).
Tendo em mente que, inicialmente, as solu¢des de nutricdo parenteral eram compostas de
aminoacidos e glicose para atender a demanda por energia (WAITZBERG et al., 2006).
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Figura 15. Andlise cronoldgica da composigcdo dos éleos utilizados no desenvolvimento de Emulsées Lipidicas aplicadas na Nutrigdo Parenteral mostrando semelhangas e

diferengas em termos de perfil de dcidos graxos
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Mais tarde, o 6leo de soja foi combinado com triglicerideos de cadeia média (TCM)
identificados como emulsdes lipidicas de segunda geracdo (desde 1985) (SADU et al., 2020).
A terceira geracao de emulsdes lipidicas (desde 1990) diminuiu substancialmente a carga
acidos graxos poli-insaturados (AL; w-6), originarios do 6leo de soja em 75% com adicdo de
azeite de oliva. No ano 2000, o dleo de peixe, sozinho ou em combinagdo com um ou mais
6leos vegetais de base (6leo de soja, TCM e azeite de oliva), produziu as emulsdes lipidicas de
guarta geracao (SADU et al., 2020).

Fazendo um paralelo entre a geracao de emulsdes lipidicas parenterais, a aplicacdo de
6leos com perfil de acidos graxos semelhante ao dleo de soja é observada no processo de
desenvolvimento, entre os anos de 1978-1985, no processo de desenvolvimento foram
aplicados diferentes 6leos, como 6leo de semente de cartamo (BLACKBURN GEORGE 1984;
BLACKBURN GEORGE et al., 1984), 6leo de semente de uva (INGENBLEEK et al., 1982) e 6leos
de girassol e 6leo de milho (JANDACEK et al., 1985). A aplicacdo de 6leos é observada com
uma composicao rica em triglicerideos de cadeia longa (TCL), ricos em acidos graxos poli-
insaturados, acido linoleico (AL; w-6) e baixas quantidades de w-3.

De acordo com Ren et al. (2013), o triglicerideo estruturado é uma mistura estruturada
de TCL de dleo de soja e triglicerideos de cadeia média (TCM) de éleo de coco. Uma emulsao
lipidica baseada em Triglicerideo Estruturado, é produzida por meio da hidrélise de dleos de
soja e coco para liberar dcidos graxos, antes da interesterificacdo na presenca de catalisadores
quimicos ou enzimaticos (KARUPAIAH; SUNDRAM, 2007). Fundamentalmente, dcido graxo de
cadeia média proveniente do éleo de coco e acido graxo de cadeia longa do dleo de soja sdo
aleatoriamente reatribuidos na estrutura do glicerol, obtendo novas espécies moleculares de
TAG (KARUPAIAH; SUNDRAM, 2007).

Ainda na década de 80, emulsdes compostas de lipidios estruturados foram
patenteadas, 6leo de soja, lipidios estruturados e éleo de semente de cartamo (BLACKBURN
GEORGE et al., 1984). De acordo com Chambrier et al., (2006), esta foi uma tentativa de
permitir uma oxidagdo mais rapida de substratos de energia. A emulsdo lipidica estruturada,
comparada a emulsdo lipidica TCM /TCL caracterizada por misturas fisicas combinando TCM
com TCL foram inicialmente formuladas com 6leo de coco fornecendo 50% do substrato TCM
com os 50% restantes de 6leo de soja, tem um menor teor de a-tocoferol que ocasiona um
maior risco de peroxidacado lipidica e maiores teores de fitoesterdis quando comparado a
emulsdes lipidicas a base de TCM/TCL, portanto aumentando o risco de toxicidade hepatica
(VANEK et al., 2012; SADU et al., 2020).

Observa-se que os 6leos compostos principalmente por acidos graxos de cadeia longa
ricos em AGCL w-6 e ricos em AGPI (4cido oleico; w-9) aplicados no desenvolvimento do
produto foram: éleo de colza, 6leo de pistache, 6leo de abacate e 6leo de macadamia
(HASEGAWA, 1986; TANAKA, 1987), 6leo de gergelim, 6leo de tomate, azeite de oliva, éleo de
abacate e 6leo de centeio (DUTOT, 1987), 6leo de borragem (JANDACEK et al., 1985). Os acidos
graxos monoinsaturados, com apenas uma ligacdo dupla, como o acido oleico (w 9), podem
ser menos suscetiveis a peroxidacdo lipidica do que w -6 e w-3 com varias ligagées duplas



(CALDER et al., 2010). Ele nao participa da sintese de eicosanoides e varios estudos indicam
um efeito neutro da emulsdo lipidica a base de azeite de oliva no sistema imunoldgico
(CAMPQS, 2007). EmulsdGes a base de azeite de oliva parecem dar suporte ao sistema
imunoldgico inato, estdo associadas a menos infec¢des, induzem menos peroxidacdo lipidica
e ndo estdo associadas a disturbios hepatobiliares ou lipidicos aumentados (CAl et al., 2018).
Esses dados sugerem que a emulsdo a base de azeite de oliva é uma opcao valiosa em varios
pacientes que necessitam de nutricdo parenteral (CAl et al., 2018).

O documento de patente depositado pelo inventor Cotter Richard (1996) refere-se a
emulsdo lipidica US38796239. Uma emulsdo lipidica é fornecida compreendendo éleo
selecionado do grupo que consiste em: soja; cartamo; éleo marinho; semente de groselha
preta; 6leo de borragem; éleo de palmiste; e 6leo de coco. Um método de tratamento de um
paciente em nutricdo parenteral total e prevencdo de hiperlipidemia.

E importante notar que um depésito foi realizado pelo brasileiro Vasconcelos (2011)
no EPO, que tratou de preparacées baseadas em misturas compostas por diferentes
combinacbes de 3-5 dleos. As preparacdes baseadas em misturas compostas por dleo de
peixe, dleo vegetal (canola, linhaca, oliva, coco, girassol) e acido graxo docosahexaendico
(DHA), podem ser usadas como um suplemento nutricional e podem ser utilizadas como uma
fonte lipidica a ser aplicada no processo de desenvolvimento de emulsdes lipidicas parenterais
e enteral.

A busca para desenvolver emulsdes lipidicas com um melhor perfil de efeitos colaterais
e efeitos fisioldgicos benéficos levou ao desenvolvimento de emulsdo com mistura de éleos
(APSIMON, 2018). Na década de 2000, ocorreu o langamento no mercado e o uso na pratica
clinica de emulsGes, Omegaven® 10%, Lipiderm/Lipoplus®20% e SMOFLipid®20% (APSIMON,
2018). Esses produtos contém dleo de peixe puro, ou uma mistura de 6leo de soja e azeite de
oliva, ou uma mistura de 6leo de soja, 6leo de coco, azeite de oliva e éleo de peixe. Essas
novas emulsdes lipidicas fornecem menos acidos graxos essenciais (AGs) (acido linoleico e alfa
linolénico) do que no dleo de soja puro (APSIMON, 2018). A incorporacdo de dleo de peixe em
emulsdes lipidicas aplicadas em nutricdo parenteral pode diminuir a quantidade de AGs
essenciais necessarios. O 6leo de peixe é um tratamento para hipertrigliceridemia e, portanto,
emulsdes lipidicas que incluem d6leo de peixe podem diminuir os triglicerideos séricos
(APSIMON, 2018).

Ao longo dos anos, diferentes emulsdes foram patenteadas, é possivel observar uma
tendéncia de combinar 6leos no processo de desenvolvimento. Os éleos aplicados nos ultimos
20 anos sao mostrados na Figura 15, s3o éleos combinados com o objetivo de fornecer uma
formulagao com uma composicao cada vez mais completa do ponto de vista de acidos graxos.
E possivel visualizar um comportamento de adicdo de diferentes 6leos ao longo dos anos,
caracterizando um processo de modelagem da composi¢cdo das emulsdes lipidicas aplicadas
na nutricao parenteral, bem como fornecer dcidos graxos essenciais de acordo com os padrdes
regulatdrios de nutrientes.
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Uma formulagdo de nutricdo parenteral pronta para uso em um saco multicamara
(MCB) foi reivindicado compreendendo pelo menos cinco cdmaras contendo uma formulagéo
lipidica em uma terceira cdmara foi reivindicada (BOUREZG; ZOUAOUI et al., 2022). A
formulacdo lipidica foi composta pela emulsdo lipidica compreende como componente
lipidico um 6leo de baixo nivel de perdxido. Esse éleo é preferencialmente selecionado do
grupo de dleos que consiste em dleo de soja com baixos peroxidos, azeite de oliva,
triglicerideos de cadeia média, dleo de peixe, extrato de 6leo de peixe, 6leo de krill, 6leo de
algas, 6leo de cartamo, éleo de girassol, 6leo de milho, dleo de coco, 6leo de palmiste, dleo
de colza, éleo fungico e éleos hidrogenados ou misturas dos mesmos. Observe que, além dos
6leos trabalhados anteriormente, outros éleos foram adicionados ao desenvolvimento, como
o 6leo de Kriil.

O ¢dleo de krill é abundante em acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 na forma de
fosfolipidios, incluindo acido eicosapentaeinoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA),
sendo reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA) como uma fonte alimentar ndo
convencional de segura de AGPl 6mega-3 (XIE et al., 2017; ZHAO et al., 2020).

O desenvolvimento de emulsdes lipidicas a partir de dleo de algas (microalgas como
Crypthecodinium cohnii) foi observado (JEANNIN LAURENT; HECQ JULIEN, 2018). O dleo
extraido da espécie de microalga marinha Crypthecodinium cohnii tem como principal
componente de interesse nutricional o dcido graxo essencial - 4cido docosahexaenoico (DHA
- C22:6, w-3), representando cerca de 40% deste componente (FOOD STANDARDS USTRALIA
NEW ZEALAND, 2003). Além do DHA, os principais acidos graxos presente neste 6leo sdo os
acidos oleico (~22%) e miristico (~10%) (PANDE et al., 2013).

O desenvolvimento de emulsdes lipidicas a partir de 6éleo extraido de fungos foi
observado. Os inventores Puder e Bistrian (2007) sdo detentores da patente Formulagdes
dietéticas e métodos para tratamento de inflamacdo e outros disturbios, US8951550B2. A
invencdo se reporta ao campo de suplementos alimentares e a formulagdes para nutricdo
enteral ou parenteral total e prevencao de deficiéncia de dcidos graxos. Na invencdo, o acido
araquidonico e o acido graxo 6mega-3 foram fornecidos por meio de éleo de peixe ou dleo
fungico. Os inventores Puder e Bistrian (2007) especificam que o acido araquiddnico esta
disponivel comercialmente da Martek, Inc. como um derivado fungico que contém 50% de
acido araquiddnico. Os inventores Bourezg e Zouaoui et al. (2022) também utilizaram dleo de
fungo como fonte de acidos graxos essenciais. O fungo Mortierella alpina recebeu o nome
ARASCO, que vem do nome inglés ARA-rich Single Cell Oil, caracterizado por ser fonte de dcido
araquidonico (C20:4, n-6), podendo conter até 55% desse nutriente, sem a formagdo de 4cido
eicosapentaenoico (EPA) (PANDE et al., 2013). E constituido por uma mistura de mono- e
triacilglicerdis, contendo em torno de 20% de acido oleico (PANDE et al., 2013). ARA é um
importante acido graxo predominante nos fosfolipidios do cérebro humano e em outras
membranas celulares importantes, como musculo e figado (AIVAREZ; AKOH, 2016). E um
precursor de compostos hormonais, como prostaglandinas e eicosanoides, e é responsavel



pela sintese de novas proteinas nos tecidos e defesa contra o estresse oxidativo (FALK et al.,
2017).

O resultado da andlise da composicdo das emulsdes lipidicas mostra uma variacao
significativa, Figura 16. O resultado da avaliacdo fornece uma visdo geral detalhada da
variabilidade da composi¢do ao longo dos anos. E possivel observar que o fornecimento de
uma composicdo completa do ponto de vista dos acidos graxos foi patenteado em 2009, a
partir desse ano, observou-se um aumento nessa tendéncia, no ano de 2021, foram
acumulados 7 depésitos de patentes com a composicdo mencionada.

Figura 16. VisGo geral da variabilidade da composi¢Go dos leos empregados ao longo dos anos
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Fonte: autoria propria.

Ha uma tendéncia em usar uma abordagem de mistura de 6leos no processo de
desenvolvimento de Emulsdes Lipidicas aplicadas na Nutricdo Parenteral. O uso de déleos
mistos, de acordo com Mundi et al. (2017) é uma abordagem tedrica e intuitivamente mais
fisiologicamente semelhante ao consumo humano dietético normal. Os resultados de
misturas de 6leos até agora tém sido promissores, com alguns estudos mostrando testes de
funcdo hepatica aprimorados, melhora em triglicerideos, maior propor¢do de AGPl w-3/w-6 e
maior a-tocoferol, embora os dados sejam de pequenos ensaios de curto prazo. Estudos
maiores de longo prazo sdo necessarios para garantir que esses beneficios tedricos levem a
uma melhora significativa nos resultados clinicos.

Apesar da vantagem de fornecer uma composicdo mais completa do ponto de vista de
acidos graxos, considerando a mistura de diferentes dleos. As formulacdes alternativas
disponiveis ainda apresentam desvantagens. Segundo Lucchinetti et al. (2022) e Holtzhauer
(2022) o uso de algas, krill ou dleos de peixe para emulsdo sdo insustentaveis devido a
sobrepesca dos oceanos e apresentam o risco de exposicdo a toxinas ambientais lipossoluveis
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gue se acumulam na cadeia alimentar. Em vista desses aspectos, alguns autores, incentivaram
o desenvolvimento de emulsdes lipidicas para aplicagdo na nutricdo parenteral a partir do uso
exclusivo de éleos vegetais em vez de algas, krill ou dleos de peixe. Vale destacar, que
emulsGes compostas exclusivamente por 6leos vegetais sao mais sustentdveis em relagao a
sobrepesca dos mares e apresenta menor risco de exposicdo a toxinas marinhas
bioacumuladas. Como mencionado por Madigan et al. (2012), estdo presentes toxinas como
dioxina, mercurio e radionuclideos.

4.1.4 Método de fabricacdo aplicado e composicdo de materiais de partida de emulsdes
lipidicas para nutri¢do parenteral

Nesta secdo, discutimos o método aplicado de fabricacdo e composicdao de materiais
de partida de emulsdes lipidicas aplicadas na nutricdo parenteral, assim como as diferencas
nas patentes analisadas e as observacoes.

Das patentes depositadas, 46 patentes abordam aspectos do processo de
desenvolvimento. Todas as patentes registradas, que mencionam o método de
desenvolvimento, adotaram o método de emulsificacdo de alta pressdo no processo de
desenvolvimento. O método de homogeneizacdo de alta pressdao é o método mais comum de
escolha na obtencdo de emulsdes, (84%), a Figura 17 mostra as patentes depositadas
recentemente usando este método. A vantagem deste método é o alto rendimento e que sdo
facilmente escalaveis, quando comparada com outros métodos, bem como é uma técnica de
fabricacdo bem estabelecida na industria (LI et al., 2018; WILSON et al., 2022).

Figura 17. Caracteristicas das patentes incluidas. A- Método aplicado na fabricagéo de emulsées lipidicas; B-
Tipo de surfactante aplicados no desenvolvimento das emulsées lipidicas

®m Microfluidizador ¥ Apenas lecitinas de origem
animal ou vegetal

m Homogeneizador de alta
pressdo

W Lecitinas de origem animal ou
vegetal combinadas com
surfactantes sintéticos

I ool Ani
ui 8! r nico

Fonte: autoria propria.

O segundo método mais utilizado foi o homogeneizador ultrassénico (13%). Observa-
se que, apenas cinco patentes, Hasegawa e Tanaka, (1986a), Hasegawa e Tanaka, (1986b)
Tanaka et al. (1987); Horrobin e Lindmark, (1990) e Tsuda et al. (1991) adotaram a
possibilidade de utilizar o homogeneizador ultrassénico ou homogeneizagao de alta pressao



no processo de desenvolvimento. Segundo Czerniel et al. (2023) a ultrassonicagdao é um
método comum de emulsificacdo de alta energia usado para estudos laboratoriais de pequena
escala. Ainda segundo estes autores o fendmeno responsavel pelos efeitos produzidos pelo
ultrassom é a cavitacdo. A cavitacao é caracterizada pela formacao, crescimento e colapso de
bolhas de ar em alta frequéncia, que culminam em goticulas primarias, que sdo quebradas em
goticulas mais finas seguindo a intensidade da turbuléncia localizada e forcas de cisalhamento.
A técnica de ultrassonicacdo carece de escalabilidade industrial devido a elevada geracdo de
calor e ambientes varidveis de alto cisalhamento produzindo um material polidisperso
(WILSON et al., 2022).

O método menos utilizado é a microfluidizacdo (8%), Figura 17A. De acordo com Esson
e Mecozzi (2020), uma das principais vantagens da microfluidizacdo sobre a homogeneizacao
de alta pressdo é que ela é menos propensa ao superaquecimento e entupimento do produto
durante o processo de producdo, tendo em vista que o microflidizador opera a uma taxa de
cisalhamento constante. Um outro ponto de que vale destacar é que a baixa perda de calor
significa menores custos de producdo e maior eficiéncia do processo. Além disso, o método
de microfluidizacdo fornece melhor repetibilidade devido a sua geometria constante (ESSON;
MECOZZI, 2020; HAIDAR et al., 2017).

Conforme mencionado, apesar de todas as vantagens do processo, a microfluidizacao
é o método menos comumente utilizado. O baixo uso do microfluidizador pode estar
relacionado ao seu maior custo inicial. Observa-se que, apenas trés patentes, Brito de la
Fuente et al. (2014a), Brito de la Fuente et al. (2014b) e Lawrence et al. (2020) adotaram a
possibilidade de utilizacdo do microfluidizador no processo de desenvolvimento.

A escolha dos agentes emulsificantes é de extrema importancia para garantir a
estabilidade e o didmetro do gldbulo da emulsao. As lecitinas sdo consideradas surfactantes
mais seguros para administracdo parenteral, pois sdo biocompativeis e biodegradaveis
(FLOYD, 1999; MULLER et al., 2004).

As lecitinas podem ser de origem animal (gema de ovo) ou vegetal (soja) e podem
apresentar em sua composicao lipidios com grupos carregados negativamente. Conforme
demonstrado na Figura 17B, a analise das patentes mostrou que todos os inventores optaram
por empregar emulsificantes naturais em suas formulagdes, apenas lecitinas de origem animal
ou vegetal (61%) e lecitinas de origem animal ou vegetal combinadas com surfactantes
sintéticos (39%). Apenas lecitina de ovo usada para a fabricacdo (CAVAZZA, 1978; PARK, 1984;
HASEGAWA et al., 1985; HASEGAWA; TANAKA, 1986a; HASEGAWA; TANAKA, 1986b; TANAKA
et al., 1987; HORROBIN; LINDMARK, 1990; PUDER; BISTRIAN, 2007; DRISCOLL, 2009; YU et al.,
2014; HAN, 2014), lecitina de ovo e soja usada para a fabricacdo (MASCIOLI et al., 1984;
LINDMARK; WENNBERG, 1989; TSUDA et al., 1991; MASAKI et al., 1992; SOMMERMEYER;
WEIDLER, 1993; ROZEN; SHOCHAT, 2004; SHAMSUDDIN; YUSUF, 2005; BRITO DE LA FUENTE
et al., 2014a), lecitina de ovo ou soja usada para a fabricacdo (BLACKBURN et al., 1984) e
fosfolipidios de gema de ovo e (colesterol e/ou palmitato de sddio) (NIEMANN; NEHNE, 1981);
Fosfolipidio de soja, fosfolipidio de gema, colesterol, poloxdamero 188 (CHEN et al., 2009).
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O colesterol é um emulsificante de agua em 6leo. Portanto, em formulagdes de dleo
em agua, ele é usado apenas como um cosurfactante. A adicao de colesterol ajuda a melhorar
a estabilidade das nanoemulsdes (ELSEWEDY et al., 2021).

Por outro lado, apesar da preferéncia por surfactantes de origem natural, os sintéticos
sdo importantes agentes auxiliares para maior estabilidade da emulsdo e, em geral, sdo
aprovados pelos compéndios para uso parenteral. Dentre os surfactantes sintéticos, o tipo
mais comum utilizado nas formulacdes desenvolvidas sdo os ndo-ionicones, incluindo Tween
60 e Tween 80 (JANDACEK; VOLPENHEIN, 1985) e Poloxamer 188 (CHEN et al., 2009; JINGNAN;
XIOARONG, 2010a; JINGNAN; XIOARONG, 2010b; JINGNAN; XIOARONG, 2010c; JINGNAN;
XIOARONG, 2010d; JINGNAN; XIOARONG, 2010e; JINGNAN; XIOARONG, 2010f; JINGNAN;
XIOARONG, 2010g). Comparados com seus equivalentes anidnicos, anfotéricos ou cationicos,
eles oferecem melhores vantagens em termos de estabilidade e compatibilidade. Eles exibem
menos toxicidade e efeito hemolitico, sdo menos irritantes para as superficies celulares e
facilitam a manutenc¢do de um pH proximo ao fisioldgico (JIAO, 2008).

Os ultimos tipos de emulsificantes aprovados pelo FDA em formulag¢des intravenosas
sdo surfactantes sintéticos anionicos. Esses tipos de excipientes sdo conhecidos por melhorar
a penetracdo celular (ANTUNES et al., 2007). Muitos estudos mostraram sua alta toxicidade e
fortes propriedades liticas; no entanto, quando usados como co-surfactantes em combinacdo
com emulsificantes ndo i6nicos e fosfolipidios, a citotoxicidade é menor e as propriedades do
sistema emulsificante s3o melhoradas (JUMAA; MULLER, 2000). Os mais comuns deste grupo
sdo o 4acido oleico (SOMMERMEYER; WEIDLER, 1993; BRITO DE LA FUENTE et al., 2021) e o
oleato de sddio (BENSOUDA, 2006; BRITO DE LA FUENTE et al., 2014a; PUDER; GURA, 2017;
BRITO DE LA FUENTE et al., 2021; BOUREZG et al., 2022).

Em relacdo a fase aquosa, ela pode conter conservantes, reguladores de pH e agentes
de tonicidade. Todas as patentes depositadas que abordam aspectos do processo de
desenvolvimento aplicaram Glicerol como agente de tonicidade e hidréxido de sédio como
regulador de pH. Para obter a osmolaridade do produto préxima a osmolaridade sanguinea, a
tonicidade das emulsdes é normalmente ajustada com glicerol, na concentracdo de 2,25 -
2,5% (KHACHANE et al., 2015).

Outro fator importante é o ajuste do pH, que deve estar entre 7 e 7,5; o que
normalmente ocorre com o auxilio de solu¢des de hidréxido de sédio (NaOH) e/ou 4cido
cloridrico (HCI). Esse ajuste do pH é justificado para garantir a compatibilidade fisioldgica e
evitar a hidrdlise dos fosfolipidios presentes na emulsdo, o que poderia causar instabilidade
no sistema (BRUXEL et al., 2012). Essa faixa de pH também permite a ioniza¢do dos grupos
fosfato da lecitina, estabilizando melhor a interface. Valores de pH abaixo de 5 resultam em
diminuicdo da repulsdo eletrostatica das goticulas, promovendo a coalescéncia e o aumento
do tamanho das goticulas (FLOYD, 1999). Além disso, os documentos de patentes analisados
utilizaram como agente antioxidante principalmente o a-tocoferol, mas nao se limitando a
este composto.



4.2 Segunda Fase — Revisao das evidéncias

4.2.1 Pesquisa bibliografica

O resultado da avaliacdo das evidéncias cientificas mais recentes sobre a aplicacdo de
emulsdo lipidica na nutricdo parenteral identificou 579 artigos potencialmente relevantes.
Apds a remocdao de 145 duplicatas, 434 titulos e resumos foram selecionados para
congruéncia com os critérios de inclusdo da revisdo, o que resultou em 94 artigos sendo
recuperados em texto completo e avaliados para elegibilidade. Um total de 65 revisdes foram
consideradas como atendendo aos critérios de inclusdo e foram inseridas no processo de
avaliagdo critica. A avaliagao critica excluiu mais 53 revisdes, deixando um total de 12 revisdes
para serem incluidas na revisdo. Os resultados da estratégia de busca e avaliacdo estdo
resumidos na Figura 18.

Figura 18. Diagrama de fluxo PRISMA representando o processo de avalia¢do da reviséo.
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Fonte: autoria propria.
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4.2.2 Qualidade metodologica

No geral, a qualidade das revisdes sistematicas incluidas foi alta (Tabela 4), conforme
orientado pelos métodos do JBI. Os artigos foram excluidos se ndo fossem atendidos (7 ou
mais critérios atendidos). Os resultados da avaliacdo de qualidade para as 12 revisOes
restantes estao resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da avaliagdo critica dos estudos incluidos.

AUTORES Q1 | Q2 | Q3 | Q4| Q5| Q6 | Q7 | @8 | Q9 | Q10 | Q11

He et al. (2023) Y Y Y Y Y Y Y Y Y N N
Pradelli et al. (2023) Y Y Y Y Y Y Y Y Y N N
Notz et al. (2022) Y Y Y Y Y Y Y Y Y N N
Kirk et al. (2022) Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
Wang et al. (2022) N Y Y Y Y Y Y Y Y N N
Xu et al. (2021) Y Y Y Y Y Y Y Y Y N N
Ahmed et al. (2021) N Y Y Y Y Y Y Y Y N N
Pradelli et al. (2020) Y Y Y Y Y Y Y Y Y N N
Kapoor et al. (2019) Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
Edward et al. (2018) N Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
Jones e Calde (2018) N Y Y Y Y Y Y Y Y N N
Zhao e Wang (2018) N Y Y Y Y Y Y Y Y N N

Y: Sim, N: Ndo, U: Pouco claro, Q1. A questdo da revisdo estd clara e explicitamente declarada? Q2. Os critérios
de inclusdo foram apropriados para a questdo da revisGo? Q3. A estratégia de busca foi apropriada? Q4. As
fontes e recursos usados para buscar estudos foram adequados? Q5. Os critérios para avaliar estudos foram
apropriados? Q6. A avaliagdo critica foi conduzida por dois ou mais revisores de forma independente? Q7.
Houve métodos para minimizar erros na extragGo de dados? Q8. Os métodos usados para combinar estudos
foram apropriados? Q9. A probabilidade de viés de publicagdo foi avaliada? Q10. As recomendagdes para
politica e/ou prdtica foram apoiadas pelos dados relatados? Q11. As diretrizes especificas para novas
pesquisas foram apropriadas?

4.2.3 Caracteristicas das revisoes incluidas

Doze artigos, incluindo cinco revisdes sistematicas (KIRK et al., 2022; AHMED et al.,
2021; KAPOOR et al., 2019; EDWARD et al., 2018; JONESA; CALDE, 2018) e sete meta-analises
(HE et al., 2023; PRADELLI et al., 2023; NOTZ et al., 2022; WANG et al., 2022; XU et al., 2021;
PRADELLI et al., 2020; ZHAO; WANG. 2018), atenderam aos critérios de inclusdo estabelecidos.
Todos as revisdes sistematicas e meta-andlises identificadas pesquisaram ensaio clinico
randomizado (ECR) usando vdérios bancos de dados com datas de pesquisa de 1946 a 2022,
Figura 19.



Figura 19. Caracteristicas das revisbes incluidas: A- Relagcdo entre os periodos de busca e o numero de estudos.
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Fonte: autoria propria.

Todos os estudos foram publicados entre 2018 e 2023 e eram de dois continentes —
Oceania (Asia (China (quatro)) e Europa (Reino Unido (cinco), Alemanha (um) e Italia (dois)).
Todas as revisdes foram publicadas e em inglés. Desenhos de estudo incluidos (ECR, coorte
prospectiva e transversal). Os doze artigos incluidos na revisdo avaliaram um total de 248
estudos sendo (245 ECR, dois estudos de coorte prospectiva e um estudo transversal). Apenas
uma revisdo sistematica incluiu, além de sete ECR, dois estudos de coorte prospectiva e um
estudo transversal (KIRK et al., 2022). O nimero de ECR incluidos (N) variou de 3 a 49, com
tamanhos de amostra (n) de 110 a 3641.

Os autores de todas as revisoes sistematicas e meta-analises avaliaram a qualidade dos
ECR incluidos usando o Cochrane Risk of Bias. Apenas quatro (HE et al., 2023; NOTZ et al.,
2022; PRADELLI et al., 2020; PRADELLI et al., 2023) incluiram estudos usando a estrutura
Grading of Recommendations Assessment, Development, and Evaluation (GRADE) para avaliar
a qualidade do corpo de evidéncias para cada resultado.

A idade média dos participantes variou de bebés a termo (idade gestacional de 37
semanas ou mais) e prematuros tardios (entre 34 semanas de gestacdo e 36 semanas e seis
dias de gestacdo) a adultos de 57 anos.

As revisOes sistematicas e meta-analises incluidas examinaram uma ampla gama de
intervencGes para pacientes adultos e/ou pediatricos que receberam nutricdo parenteral
domiciliar ou pacientes hospitalizados. Duas revisGes sistematicas (KAPOOR et al., 2019;
EDWARD et al., 2018) foram identificadas para populacdes pediatricas (bebés) e dez revisdes
sistematicas (HE et al., 2023; PRADELLI et al., 2023; KIRK et al., 2022; NOTZ et al., 2022; WANG
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et al., 2022; XU et al., 2021; AHMED et al., 2021; PRADELLI et al., 2020; JONES; CALDE, 2018;
ZHAO e WANG 2018) para populacdes adultas.

4.2.4 Os impactos das Emulsdes lipidicas intravenosas e tipos de 6leos no quadro clinico
do paciente

Os estudos identificados e incluidos na revisdo geral avaliaram as emulsdes lipidicas
intravenosas em diferentes contextos e com diferentes resultados de interesse. Com base na
analise dos resultados, foi possivel identificar que todas as geracdes de emulsGes foram
analisadas nos artigos incluidos.

De acordo com He et al. (2023) n-3 AGPI pode beneficiar pacientes submetidos a
cirurgia hepatica, melhorando a fun¢do hepatica e certos indexadores clinicos e diminuindo
os fatores de inflamacdo relacionados. Esses resultados estdo alinhados com o estudo
desenvolvido por Pradelli et al. (2023), cujo objetivo foi comparar e classificar os diferentes
tipos e geragOes de emulsdes lipidicas intravenosas - com e sem 6leo de peixe - em termos de
sua eficacia na melhoria dos resultados clinicos em pacientes adultos hospitalizados. As
emulsdes lipidicas intravenosas com dleo de peixe podem ser qualquer combinacdo de dleo
de peixe com um ou mais outros dleos. Nesse sentido, os autores concluem que as emulsdes
lipidicas intravenosas a base de dleo de peixe oferecem beneficios clinicos significativos em
relacdo a todos os outros tipos de emulsdes lipidicas intravenosas. Estando as emulsdes
lipidicas intravenosas a base de 6leo de peixe classificadas em primeiro lugar em todos os
resultados investigados. Para Notz et al. (2022), o d6leo de peixe em combinacdo com a
nutricdo parenteral ou como tratamento independente pode ter o maior impacto clinico.

Por outro lado, em estudo conduzido por Kirk et al. (2022), os autores reforcam que,
embora as emulsdes lipidicas contendo azeite de oliva e/ou d6leo de peixe sejam promissoras
em relacdo a fungdo hepatica e aos perfis de acidos graxos do sangue e das células. Os autores
destacam que estudos adicionais sdo necessdrios antes de tirar conclusdes definitivas sobre o
valor clinico dessas emulsdes.

Wang et al. (2022) conduziram uma revisdo sistematica e meta-andlise, cujo objetivo
foi avaliar o efeito do fornecimento de nutricdo contendo dleo de peixe em pacientes com
sepse em comparacdo com a terapia nutricional padrao e, além disso, analisar os resultados
potenciais que podem estar relacionados as diferentes vias de suplementacdo nutricional
((Nutricdo Parenteral e nutricdo enteral (NE). Os autores concluiram que a nutricdo parenteral
contendo 6leo de peixe pode diminuir significativamente a mortalidade em pacientes com
sepse. O 6leo de peixe também diminuiu a dura¢do da internagcdo na UTI, internagao
hospitalar e suporte de ventilacgdo mecanica. As evidéncias fornecidas por esta meta-analise
nao sao suficientes. Portanto, essas conclusdes devem ser tratadas com cautela. Mais ECR de
alta qualidade precisa ser realizado para validar ainda mais as conclusdes.

Outrossim, uma revisdo sistemdtica e meta-analise cujo objetivo foi avaliar
amplamente o efeito da emulsdo lipidica SMOFlipid na funcdo hepdtica, TG, marcadores
inflamatdrios e resultados clinicos apds uso de curto prazo, conduzida por Xu et al. (2021)



concluira, que nenhum efeito nos niveis séricos de Interleucina-6 ou eventos adversos foram
observados. Para pacientes adultos, a meta-analise indicou que o SMOFlipid pode ser benéfico
para o figado e propenso a prevenir a hiperlipidemia. O SMOFlipid também encurtou o tempo
de internac¢do hospitalar. Os autores recomendam que ECR maiores e de alta qualidade sdo
necessarios para fornecer evidéncias mais confiaveis para determinar se o SMOFlipid é mais
eficaz em melhorar os resultados dos pacientes.

De acordo com Ahmed et al. (2021) pode haver beneficios no uso de emulsdes lipidicas
intravenosas alternativas as emulsdes a base de dleo de soja em adultos que necessitam de
Nutricdo parenteral domiciliar (NPD), embora atualmente ndo haja evidéncias suficientes para
determinar a superioridade de uma formulacdo sobre a outra. Mais e maiores ECR sdo
necessarios nessa area. Emulsdes lipidicas contendo azeite de oliva ou éleo de peixe podem
ser superiores ao 6leo de soja puro em relacdo aos efeitos de longo prazo e um perfil alterado
de acidos graxos no sangue e nas células. Com base em dados de ensaios conduzidos até o
momento, ha diferencas modestas em resultados clinicamente relevantes (funcdo hepatica,
eventos adversos) relatados entre diferentes emulsées lipidicas intravenosas em adultos que
recebem nutricdo parenteral domiciliar. No entanto, ha poucos estudos para fazer uma
conclusdo definitiva sobre a superioridade de uma formulacdo sobre a outra e mais estudos
maiores que investiguem multiplos resultados relevantes (funcdo hepatica, inflamacao,
estresse oxidativo, deficiéncia de EFA) sdo necessarios.

Conforme a revisdo desenvolvida por Pradelli et al. (2020), os autores reforcam que
NP enriquecida com acidos graxos w-3 é benéfica, reduzindo o risco de infeccdo e sepse em
40% e 56%, respectivamente, e a duracao da internacdo na UTI e no hospital em cerca de 2
dias. O fornecimento de emulsdes lipidicas enriquecidas com w-3 deve ser preferido em
relagcdo as emulsdes lipidicas padrdao em pacientes com indicacdo para NP.

Com base na revisdo desenvolvida Kapoor et al. (2019) ndo ha dados suficientes de
estudos randomizados para determinar com certeza o beneficio potencial de qualquer
emulsdo lipidica, incluindo as emulsdes contendo dleo de peixe em relagdo a outros emulsdes
lipidicas, para prevenc¢do ou resolucdo de PNALD/colestase ou quaisquer outros resultados
em bebés a termo e prematuros tardios com condicdes cirdrgicas subjacentes ou colestase.
N3o houve estudos em bebés sem condi¢des cirldrgicas ou colestase. Mais pesquisas sao
necessarias para estabelecer o papel do éleo de peixe ou lipidios de outras fontes em
emulsdes lipidicas para melhorar PNALD/colestase e outros resultados clinicos em bebés a
termo e prematuros tardios alimentados parenteralmente.

Em estudo desenvolvido por Edward et al. (2018), os autores reforcam que os acidos
graxos do sangue sao influenciados pela natureza das emulsdes lipidicas intravenosas usado
em pacientes pediatricos hospitalizados. A maioria dos estudos sugere diferencas limitadas
em resultados laboratoriais ou clinicos relevantes ou no crescimento em pacientes pedidtricos
gue recebem diferentes emulsdes lipidicas, embora varios estudos encontrem beneficios na
inclusdo de 6leo de peixe ou azeite de oliva.
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De acordo com Zhao e Wang (2018) a emulsdo de acido graxo 6mega-3 no cancer
gastrointestinal pode ndo apenas melhorar os indicadores pds-operatdrios da funcao
imunoldgica, reduzir a reacdo inflamatéria e melhorar o efeito curativo pds-operatdrio, mas
também melhorar a supressdo imunoldgica induzida pela NP convencional ou tumor.

De acordo com Jones e Calde (2018) pode haver beneficios no uso de emulsGes
lipidicas intravenosas alternativas em vez de 6leo de soja puro em adultos em uso de nutricao
parenteral domiciliar. As emulsdes lipidicas intravenosas alternativas podem exercer beneficio
clinico a longo prazo, conforme indicado pelo status antioxidante e perfis de FA, mas
atualmente ha muito poucos ECR para chegar a uma conclusdo firme.

4.3 Terceira Fase — Resultados experimentais

4.3.1 Inspegao visual

A emulsdo lipidica a base de dleo de gergelim a 10% foi desenvolvida com sucesso
usando uma técnica de microfluidizacdo. Estudos de estabilidade em tempo real sobre
aspectos fisicos foram realizados para confirmar que suas caracteristicas atenderam aos
requisitos da farmacopeia.

As emulsdes lipidicas formuladas foram observadas quanto ao aspecto de separagdo
de fases devido a coalescéncia ou formacdo de creme. Na analise de inspecao visual, todas as
emulsdes desenvolvidas apresentaram aparéncia homogénea e coloracdo branca leitosa,
Figura 20.



Figura 20. (A) Andlise visual da emulséo lipidica a base de dleo de gergelim 10% recém-preparada (Oh) e (B)
Andlise visual da emulséo lipidica a base de dleo de gergelim 10% apds 30 dias de preparagéo.

Fonte: autoria propria.

Quando armazenadas em temperatura ambiente, visualmente, ndo foi identificada
separacao fisica das fases nas emulsdes desenvolvidas.

4.3.2 Tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

Os resultados do tamanho de particula, do indice de polidispersdo e do potencial zeta
imediatamente apds a prepara¢do da emulsdo, bem como 30 dias apds sua preparagao sao
apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados do tamanho de particula, PDI e potencial zeta (imediatamente apds a preparagdo e

depois de 30 dias).
Formulagdes | Tamanho de particula (nm) Indice de Polidispersao Potencial Zeta (mV)
Imediatamente | Depois de | Imediatamente | Depois de | Imediatamente | Depois de

depois de 30 dias depois de 30 dias depois de 30 dias
preparada (DO) (D30) preparada (DO) (D30) preparada (DO) (D30)

F1 249.50 £ 0.85 286.70 £ 0.11£0.00 0.10t -40.41 £ 0.22 -36.57
2.11 0.05 0.30

F2 308.60 £5.23 268.73 0.15+£0.01 0.07 -41.67 £0.54 -46.78 £
5.00 0.06 0.81

F3 281.95+2.62 266.73 £ 0.03 £0.02 0.01% -40.39+1.04 -37.90 +
3.29 0.01 0.62

F4 351.40 £ 2.97 285.97 0.05 £ 0.05 0.09+ -34.62+1.04 -40.09
2.80 0.01 0.37

F5 302.70 £ 8.20 31393 ¢ 0.04 £0.03 0.04 -36.94 £ 0.56 -31.89+
3.99 0.03 0.22

F6 309.05+£1.10 310.00 £ 0.03£0.01 0.11+ -39.55+1.23 -44.22 +
3.00 0.09 0.61

F7 230.40+£1.84 298.77 £ 0.03£0.03 0.11+ -39.77 £3.45 -36.77
2.45 0.08 0.80

F8 311.50 £ 4.67 313.13 £ 0.03 £0.02 0.05+ -34.25+0.88 -40.14 +
1.04 0.03 1.57

F8 311.50 £ 4.67 313.13 ¢ 0.03 £0.02 0.05+ -34.25+0.88 -40.14
1.04 0.03 1.57
R2% 74.71 73.53 95.83 65.77 99.97 99.91

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo; n = 8; LE = Lecitina de ovo; PR = Pressdo e CL =
Ciclo.

Os modelos propostos para varidveis de respostas foram adequados, uma vez que
apresentaram altos niveis de R>%. O tamanho de particula para as emulsdes lipidicas
formuladas a 10% variou de F7- (230,40 + 1,84) a F4- (351,40 + 2,97) nm imediatamente apds
a preparacdo e F3- (266,73 + 3,29) a F8- (313,93 + 1,04) nm apds 30 dias. Embora o
armazenamento a 25 °C tenha causado alteragdes no tamanho de particula, ele ainda estava
dentro da faixa recomendada para emulsdes lipidicas intravenosas, sendo o valor preconizado
menor que 500nm (PHARMACOPEIA, 2011).

Os autores Amran et al. (2019) observaram que menores valores de tamanhos de
particulas com quantidade de lecitina adicionada a 1,2 g. O uso de 1,2 g de lecitina é capaz de
estabilizar emulsoes lipidicas intravenosas a 10% e 20%. A maioria das emulsdes lipidicas
intravenosas disponiveis no mercado direcionadas para aplicadas na nutricdo parenteral que
foram desenvolvidas a 10% e 20% usam 1,2 g de lecitina de ovo como emulsificante
(ALAYOUBI et al., 2015), a citar Intralipid ®composta por éleo de soja, Lipofundina ®composta
por dleo de soja e TCM, Clinoleic® composta por 6leo de soja e azeite de oliva, SMOF®



composta por éleo de soja, azeite de oliva, TCM e dleo de peixe (GOMIS, 2017). Outrossim, as
emulsdes lipidicas intravenosas desenvolvidas a 20% com 1,2 g de lecitina também causariam
uma depuracdo mais eficiente de triglicerideos tendo em vista a sua menor proporcao
fosfolipidio-triglicerideo, quando comparada a EL a 10% (SALAMA et al., 2015).

A homogeneidade e a distribuicdo do tamanho das gotas das emulsGes formuladas
foram avaliadas por meio do indice de polidispersdo. Neste estudo, o PDI das emulsGes
desenvolvidas variou de F6 0,03 + 0,01 a F2 0,15 + 0,01 imediatamente apds a preparacao e
F30,01+0,01aF10,11 % 0,09 apds 30 dias de armazenamento a 25 °C (Tabela 5). Os valores
considerados adequados de PDI para emulsdes lipidicas intravenosas devem estar em uma
faixa de 0,00 a 0,25 (ZAINOL et al., 2012; AMRAN et al. 2019). De acordo com Miller et al.
(2004) de modo geral, o valor de PDI para emulsdes parenterais deve ser menor ou igual a
0,25. Portanto, todas as emulsdes formuladas estavam dentro da faixa desejavel.

Para investigar a estabilidade da emulsdo apds 30 dias de preparacdo, os valores
médios de dois grupos foram comparados: i) agqueles em que pardametros como tamanho
médio de particula, indice de polidispersao e potencial zeta foram medidos imediatamente, e
ii) aqueles em que esses parametros foram medidos apds 30 dias. Um teste t de Student com
5% de significancia, assumindo varidncias iguais (conforme determinado por um teste F
anterior), foi aplicado a cada grupo. Os resultados apresentados na Tabela 6 ndo mostram
diferenca estatisticamente significativa entre os valores determinados imediatamente apds a
preparacdo e aqueles avaliados apds 30 dias, uma vez que os valores t calculados foram
menores do que os valores t criticos a 5% de significancia.

Tabela 6. Resultados da andlise estatistica do tamanho de particula, PDI e potencial zeta (imediatamente
apds a preparagdo e depois de 30 dias).

Tamanho de particula (nm) Indice de Polidispersao Potencial Zeta (mV)
t-valor t-critico t-valor t-critical t-valor t-critico
(calculado) (a=5%) (calculado) (a=5%) (calculado) (a=5%)
3.26 4.28 -0.78 1.78 -0.70 1.78

Os graficos Box-Plot da Figura 21 mostram a variabilidade dos dados quando cada
pardmetro é comparado. Para cada pardametro medido, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na variabilidade dos dados.
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Figura 21. Grdficos Box-Plot mostrando a variabilidade das propriedades de cada emulséo, como A)
Tamanho de particula (nm); B) indice de polidisperséo e C) Potencial Zeta (mV), quando medido
imediatamente apds a preparagdo e apds 30 dias.
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Fonte: autoria propria.

A estabilidade de longo prazo da emulsao desenvolvida foi medida pelo potencial zeta.
De acordo com Marin-Quintero et al. (2013), as emulsdes sdo consideradas estaveis quando
apresentam valores absolutos de potencial zeta maiores que +25 mV. Os valores de potencial
zeta para emulsdo lipidica intravenosa normalmente variam entre -30 a =50 mV (CHEONG et
al., 2016). Um valor minimo de -30 mV é necessdrio para ter uma repulsdo eletrostatica



suficiente entre as goticulas para manter a estabilidade fisica e evitar que ocorra coalescéncia
(CHEONG; NYAM, 2016; MULLER et al., 2012; ZAINOL et al., 2012).

Enquanto isso, um potencial zeta maior que -60 mV indica uma boa estabilidade a
longo prazo (MULLER et al., 2012). O intervalo de valores do potencial zeta das emulsdes
preparadas no presente estudo foi de F8 (-34,25 +0,88) a F2 (-41,67 + 0,54) mV imediatamente
apos a preparacao e F5(-31,89+0,22) aF2 (-46,78 + 0,81) mV apds 30 dias de armazenamento
a 25 °C (Tabela 5) e nenhuma separagdo ocorreu. Isso pode ser devido a carga negativa dos
fosfolipidios que criam uma repulsdo mutua entre as goticulas da emulsdo. Este ambiente
mantém as goticulas separadas e estabiliza a emulsdo (STAVEN et al., 2015).

O diagrama de Pareto apresentado na Figura 22, indica a significancia dos resultados,
com 95% de confianca, representado pela linha tracejada vermelha, correspondente ao valor
de p=0,05. As alturas das barras correspondem aos resultados dos efeitos das varidveis e em
ordem decrescente. As varidveis que apresentam valores positivos indicam que o aumento de
seus niveis é proporcional ao aumento da varidvel dependente (resposta), e para valores
negativos ocorre o inverso.

De acordo com o diagrama de Pareto as varidveis independentes Pressdo (-26,5),
Lecitina (-20,61) e Ciclo (-16,22) tiveram um efeito negativo significativo no potencial zeta
imediatamente apds a preparacdo. A PR (-4,38) e o CL (-8,09) permanecem com um efeito
negativo significativo no potencial zeta apds 30 dias. Por outro lado, apds 30 dias, a lecitina
(LE) (+27,01) comeca a ter um efeito positivo significativo, indicando que o potencial zeta
aumenta quando o fator (LE) aumentam (Figura 22).

A interacdo Lecitina (LE) x Pressdo (PR) teve um efeito negativo significativo no
potencial zeta imediatamente apds a preparacdo (- 42,11) e apds 30 dias (-16,35), indicando
gue o potencial zeta diminuiu quando ambos os fatores aumentaram. Os autores Mirkovi¢ et
al. (2017) observaram que o numero de ciclos de homogeneiza¢do tem um efeito positivo
imediatamente apds a preparagdo. No entanto, apds o armazenamento por 10 dias, esse
efeito diminuiu e, apds 30 dias, tornou-se negativo (-), ou seja, um nimero maior de ciclos de
homogeneiza¢ao fornece um valor menor do potencial zeta.

76



Figura 22. Diagramas de Pareto para o potencial zeta na formulagdo depois de preparada (D0) (A) e o
potencial zeta (mV) 30 dias depois (B).
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Fonte: autoria propria.

4.3.3 Valores do pH

Segundo Kaur et al., (2017), a estabilidade fisica da emulsao lipidica também pode ser
afetada pelo valor do pH. Dessa forma, pode-se afirmar que o valor do pH é um parametro
extremamente importante que caracteriza a qualidade e estabilidade da emulsdo parenteral.
O valor de pH é influenciado pelo processo de esterilizacdo, presente na fase de
desenvolvimento. E possivel observar na Tabela 7 um declinio no valor de pH de todas as
formulagbes apds o processo de esterilizagdo. A Farmacopeia da USP define a faixa de valores
do pH de (6 —9), dentro da qual as emulsdes lipidicas intravenosas sdo consideradas estaveis
e vidveis a aplicacdo que se propde (DRISCOLL, 2006).



Tabela 7. Os valores de pH das emulsées (antes da esterilizagdo, apds a esterilizagGo e apds 30 dias).

Formulagoes Antes da esterilizagao Depois da Esterilizagao Depois de 30 dias
F1 8.43+0.00 7.93+0.14 7.07 £0.01
F2 7.78 £ 0.00 7.4010.07 6.73 £ 0.07
F3 7.62 +0.00 7.47 £0.05 6.65 + 0.02
FA 7.02+£0.00 6.40 £ 0.09 6.06 +£ 0.03
F5 8.15+0.07 7.43+0.01 7.81+0.02
F6 7.60 £ 0.06 6.87 £ 0.06 4.89 +0.06
F7 7.51+0.08 6.86 £ 0.06 6.07 £0.10
F8 7.35+0.08 6.44 £ 0.00 4.75+0.03
R*% 99.07 97.81 67.41
Andlise estatistica
Fonte de variacao DF Soma dos | valor quadratico médio Valor F p<0.05
quadrados (F-critico)
Modelo 2 8.23 4.13 7.81(3.47) | 0.00291
Erro 21 111 0.529
Total 23 194

Fonte: Autoria propria. Nota: Df: grau de liberdade.

A faixa de valores do pH das emulsdes lipidicas formuladas imediatamente apds a
preparacao foi de F8 (6,44 + 0,00) a F1 (7,93 + 0,14). Vale destacar que os valores estdao dentro
da faixa do valor do pH aceita para emulsdo lipidica intravenosa que é entre 6 a 9 (ANEZ-
BUSTILLOS et al., 2016). A administracdo de injetaveis fora da faixa recomendada pode
produzir dores, inflamagdes e lesdes nos tecidos e endotélios (JAMI, 2019).

Para investigar diferencas estatisticamente significativas entre os valores de pH antes
da esterilizacdo, ap0ds a esterilizacdo e apds 30 dias, a Analise de Variancia (ANOVA, p < 0,05)
foi aplicada aos dados experimentais. Os resultados da Tabela 7 indicaram uma diferenca
significativa entre os valores de pH no nivel de significancia de 5%, pois o valor F calculado
(7,81) excedeu o valor F critico (3,47). Além disso, o valor p (0,00291) ficou abaixo do limite
de 0,05 para teste de hipdteses. O Box- Plot apresentado na Figura 23 mostra uma diminuicao
significativa no pH apds 30 dias de esterilizacdo. Os valores experimentais da Tabela 7
mostraram que mudancas significativas foram detectadas nos valores de pH de duas
formulagGes desenvolvidas (F6 e F8) apds 30 dias de armazenamento a 25 °C (Tabela 7). Essas
formula¢bes ndao atendem aos critérios da farmacopeia para aplicacdo parenteral.
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Figura 23. Diagrama de Box- Plot para os valores do pH medido na emulsdo lipidica apds diferentes condi¢bes
(antes da esterilizagdo, depois da esterilizacdo e 30 dias depois).
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Fonte: autoria propria.

E importante mencionar que ambas as formulacdes foram desenvolvidas com valores
maximos de lecitina em sua composicdo. De acordo com Gong et al. (2016) a lecitina pode
sofre um processo de hidrolizagdo, como produto da hidrélise sdo liberados acidos graxos
livres. Nesse sentido, os acidos graxos livres produzidos pela lecitina hidrolisada podem ter
diminuido o valor de pH das emulsdes formuladas.

Os resultados obtidos com a conducdo da terceira fase deste estudo (piloto), indicou
que a formulagdes desenvolvidas com menor concentracdes de lecitina atendem aos
requisitos da farmacopeia para os parametros investigados. Portanto, a concentracao da
lecitina adotada da quarta fase, foi fixada em 1,2g de lecitina, corroborando com Salama et
al., (2015). Além disso, as faixas de pressdo e ciclo adotadas no estudo piloto produziram
formulagbes que atenderam os parametros de estabilidade conforme a Farmacopeia.
Portanto, estas condi¢cdes fundamentaram a conduc¢ao da quarta fase, que sera apresentada
a seguir.



4.4 Quarta Fase — Resultados experimentais

4.4.1 Caracterizagdo da emulsao lipidica

A emulsdo lipidica a base de éleo de gergelim, dleo de linhaca e 6leo de amendoim a
20% foi desenvolvida com sucesso. A andlise de inspecdo visual foi realizada em todas as
emulsdes desenvolvidas. Os resultados da inspecdo visual indicaram que todas as emulsdes
eram homogéneas com aparéncia branca leitosa, Figura 24.

Figura 24. Andlise visual da emulsdo lipidica a base de dleo de linhaga, gergelim e amendoim 20%
imediatamente apds a preparagdo.

Fonte: autoria propria. Nota: F5CP; F6 CP F7 CP correspondem ao Ponto central.

As emulsdes desenvolvidas apresentaram tamanho de particula (nm) de F4 (197,47) a
F1(292,47), indice de polidispersdo de F2 (0,06) a (F3 0,11), potencial zeta (mV) de F4 (-26,42)
a F7(-40,92) e valores de pH de F6 (7,87) a F1 (8,56), apds a esterilizacdo (Tabela 8). De acordo
com os critérios listados no Capitulo USP <729> (DRISCOLL, 2007), as emulsdes lipidicas
desenvolvidas no presente estudo estao em conformidade com os requisitos para uma
emulsdo lipidica intravenosa, tendo em vista que os atributos criticos de qualidade estao
inseridos na faixa adequada: Tamanho de particula menor que 500nm; PDI até 0,25; potencial
zeta valores absolutos superiores a +25 mV; valores de pH (6 — 9).

Os resultados do planejamento experimental realizado s3ao apresentados na Tabela 8,
e conforme pode ser observado os modelos propostos para varidveis dependentes foram
adequados, pois apresentaram elevados niveis de R %. O teste de curvatura resultou em um
valor F significativo (p < 0,05), apenas para os valores de potencial zeta e pH, indicando que
estes modelos ndo sdo suficientemente precisos para prever estas respostas, direcionando
que o efeito quadrdtico seria mais apropriado. Desse modo, seria necessario estender o
delineamento experimental para um composto rotacional central.
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Tabela 8. Resultados do tamanho de particula, indice de polidispersédo e potencial zeta e valores do pH das

formulagées imediatamente apds a preparagdo.

Formulagées Tamanho médio de Indice de Potencial zeta pH Depois da
particula (nm) Polidispersdo (mV) Esterilizagdo
F1 292,47+1,67 0,09+0,06 -39,57+0,84 8,56+0,06
F2 252,10+3,83 0,06+0,02 -27,59+1,63 8,19+0,01
F3 227,33+6,33 0,11+0,06 -38,37+1,63 7,98+0,03
F4 197,47+5,52 0,11+0,02 -26,42+0,73 7,91+0,01
F5 CP* 234,13+4,06 0,10+0,02 -39,89+0,21 7,92+0,01
F6 CP* 236,67+3,30 0,08+0,01 -38,92+0,13 7,87+0,01
F7 CP* 238,13+8,22 0,10+0,02 -40,92 +1,24 7,89+0,00
Preditores
Intercepto 242.34 0.09 -32.91 8.16
PR -29.94 0.01 0.46 -0.21
CL -17.55 0.01 6.36 -0.11
PR.CL 2.65 -0.00 0.03 0.07
CcT -6.03 0.00 -6.77** -0.26**
R%% 99.83 86.27 98.85 99.66

Os dados sdo apresentados como média + desvio padréo; n = 7; * = valor F, p < 0,05; CT - curvatura; PR =
pressdo e CL = ciclo; CP*-Ponto central.

Os diagramas de Pareto e superficies de resposta estdo apresentados abaixo (Figura
25 a Figura 28) para as respostas avaliadas no planejamento experimental.

A analise da influéncia das variaveis independentes Pressdao e Ciclo no tamanho de
particula indicaram que a diminuicdo da Pressdo (-29,5852) e do Ciclo (-17,348) sao
inversamente proporcionais aos valores de tamanho de particula e a Pressdo é o fator de
maior influéncia nesse sistema. Nesse sentido, a diminuicdo da pressdo aumenta o tamanho
de particula, Figura 25A. Peng et al. (2015) formularam e caracterizaram emulsdes lipidicas a
base de 6leo de soja e TCM e encontraram valores de tamanho de particula que variaram de
(162,4 a 284,2nm) e ainda constataram que o aumento da pressdo de homogeneiza¢do é uma
forma eficaz de reduzir o tamanho das particulas.

Além disso, o tamanho de particula de todas as formulacées desenvolvidas foi inferior
500nm. Portanto, de acordo com Aboofazeli, (2010), Singh et al., (2017) e Anand et al., (2020)
formulagbes desenvolvidas no presente estudo sdo caracterizadas como nanoemulsdes.

Vale destacar que no presente estudo ndo houve a presenca do fenbmeno de
superprocessamento, indicando que os valores de pressao e ciclos aplicados no processo de
(2008) o
superprocessamento é caracterizado quando ocorre um aumento no tamanho de particula

desenvolvimento foram apropriados. De acordo com Jafari et al.



das emulsdes frente a uma elevada pressdo de homogeneizag¢dao e elevados numeros de
recirculacdo (ciclos). Pressdes ultra-altas ndo beneficiam a eficiéncia da emulsificacdo devido
as altas taxas de recalescéncia (JAFARI et al., 2008; JAFARI et al., 2007; QIAN; MCCLEMENTS,
2011).

E importante mencionar que o tamanho das particulas das emulsdes é o resultado do
equilibrio entre a quebra das gotas e a recoalescéncia (JAFARI et al., 2008). Entre a formacao
de novas goticulas e o seu subsequente encontro com goticulas circundantes, surfactantes
adsorvem na interface criada para evitar sua recoalescéncia. Se a escala de tempo de absorcdo
do surfactante for maior que a escala de tempo de colisdo, a nova interface ndo serd
completamente coberta e isso levard a recoalescéncia. Isso significa que embora a entrada de
energia durante a emulsificacdo tenha sido aumentada, as emulsdes obtidas apresentam um
tamanho de particula maiores em vez dos tamanhos menores esperados (JAFARI et al., 2008).

Por meio das superficies de resposta é possivel observar dois fatores de forma
simultanea. Assim, é possivel analisar suas interelacdes e a relacdo com a varidvel de resposta.
Desta forma, a superficie de resposta (Figura 25B) apresentou os maiores valores de tamanho
de particula concentrados no canto inferior a direita. Isso pode ser compreendido devido o
valor de tamanho de particula aumentar a medida que o numero de recirculagbes de
homogeneizacao diminui.

Nesse sentido, de acordo com Peng et al., (2015) tanto a pressdo de homogeneizac¢ado
guanto a recirculacdo precisavam ser avaliadas, e a recirculacdo adequada pode produzir
valores adequados de tamanho de particula.
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Figura 25. Diagrama de Pareto para o tamanho de particula (A) e Grdfico tridimensional da superficie de
resposta gerada para as intera¢ées das varidveis independentes (Pressdo e Ciclo) sobre a varidvel
dependente tamanho de particula (B).
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Fonte: autoria propria.

E possivel analisando os dados de indice de polidispersdo, por meio do diagrama de
Pareto, Figura 26A. Foi observado que aumento do Pressdo (+3,031) proporciona um aumento
do valor de PDI. Por outro lado, a diminuicdo do niumero de Ciclo (-1,2990) é inversamente
proporcional ao valor do PDI. Nesse sentido, a diminui¢cdo do ciclo aumenta o PDI. Esses
resultados se alinham ao estreitamento do tamanho de particula. Conforme mencionado
anteriormente, o aumento do ciclo reduz o tamanho de particula. De acordo com Amran et
al. (2019) a medida que o tamanho das particulas da emulsao lipidica diminui, reduz-se o valor
do PDI. Peng et al. (2015) constaram que o PDI foi inversamente relacionado a recirculagao de
homogeneizagao. Resultado semelhando foi encontrado por Mirkovi¢ et al (2017), os autores



observaram que o numero de ciclos de homogeneizagao tem um efeito negativo no PDI
imediatamente apds a preparagao. O grafico de Pareto demonstrou que todos os fatores: PR
e CL e sua interagao ndo sao significativos nos niveis estudados. A superficie de resposta
Figura 26B, mostra que diminuindo o nimero de ciclos e aumentando a pressao, ocorre um
aumento do PDI.

Figura 26. Diagrama de Pareto para o indice de polidisperséo (A) e Grdfico tridimensional da superficie de
resposta gerada para as interagbes das varidveis independentes (Pressdo e Ciclo) sobre a varidvel
dependente do indice de polidispersédo (B).
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Fonte: autoria propria.
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Ao analisar a influéncia que cada varidvel independente apresenta sobre a resposta
potencial zeta, nota-se que a Unica variavel que apresentou efeito estaticamente significativo
foi o nimero de ciclos. Com base nesses dados é possivel observar que o aumento do Ciclo
(+10,738) é diretamente proporcional ao valor de potencial zeta, Figura 27A. Observa-se que,
de forma semelhante aos resultados apresentados no diagrama de Pareto, o Grafico de
Superficie de Resposta, Figura 27 B, indicam que quanto maior o numero de ciclos, maior o
potencial zeta. Além disso, verifica-se que a variavel pressdo parece ndo ter influenciado
expressivamente o valor do potencial zeta, uma vez que esta manteve-se estavel nos
diferentes valores de pressao estudados. Tais resultados indicam que a melhor condicdo do
processo poderia ser obtida com qualquer valor de pressao testado, porém, com o niUmero
maximo de ciclos. Mirkovi¢ et al. (2017) observaram que o numero de ciclos de
homogeneizagao aplicados no processo de desenvolvimento de emulsdes lipidicas exerce um
efeito positivo no potencial zeta imediatamente apds a preparacao.

Figura 27. Diagrama de Pareto para o Potencial Zeta (A) e Grdfico tridimensional da superficie de resposta
gerada para as interagbes das varidveis independentes (Pressdo e Ciclo) sobre a varidvel dependente
Potencial Zeta (B)
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A analise da influéncia das varidveis independentes Pressao e Ciclo no valor do pH
indicaram que a diminuicdo da Pressdo (-17,0865) e do Ciclo (-8,741) sdo inversamente
proporcionais aos valores de pH e a Pressao é o fator de maior influéncia nesse sistema, Figura
28. Nessa perspectiva, o aumento da pressao e do ciclo diminuem o valor do pH. Por outro
lado, o grafico de superficie de resposta (Figura 28B) mostrou o pH aumenta com a diminuigao
do ndimero de ciclo e com a diminuicdo da pressao, indicando que para obter melhores valor
do pH das emulsodes lipidicas desenvolvidas seria conveniente diminuir os valores da pressao
e o numero de ciclo durante o processamento na emulsdo no microfluidizador. No entanto, é

possivel notar que a curvatura for significativa, indicando que este modelo ndo é
suficientemente preciso para prever estas respostas.

Figura 28.Diagrama de Pareto para o valor do pH (A) e Grdfico tridimensional da superficie de resposta
gerada para as interagbes das varidveis independentes (Pressdo e Ciclo) sobre a varidvel dependente valor de
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Fonte: autoria propria.



De acordo com Mirkovié et al. (2017), durante o processo de esterilizagdo e também
durante o periodo de armazenamento da emulsdo, o valor do pH diminui devido a hidrélise
dos triglicerideos em seus constituintes, ou seja, acidos graxos livres. Para garantir o limite
superior de pH, uma solu¢do aquosa de Hidréxido de Sddio 0,1mol/L é adicionada as
nanoemulsdes antes da sua esterilizagdo. Desse modo, os valores do pH podem ter sido
influenciados pelo processo de esterilizacdo, que intrinsecamente ocasiona uma influéncia
nesses valores, podendo ser contornado com a adicdo de uma base forte (NaOH).

As andlises dos parametros das varidveis dependentes sobre as varidveis
independentes a partir da avaliacdo dos gréficos de Pareto e Superficies de Resposta
indicaram que as melhores condicbes para obtencdo de melhores respostas para o
desenvolvimento de emuls3o lipidica a base de d6leo de linhaga, gergelim e amendoim foi: PR
(25.000 psi) e CL (n 7), Tabela 3.

4.4.2 Formulagdo desenvolvida com as melhores condi¢des de processo

Como a emulsdo lipidica intravenosa pode ser armazenado por um periodo de tempo
antes do uso, estudos de estabilidade em tempo real sobre aspectos fisicos foram realizados
para confirmar se as caracteristicas de estabilidade sdo adequadas.

A melhor formulacdo (desenvolvida com as melhores condi¢cbes de processo), foi
observada quanto a separacao de fase devido a coalescéncia ou formacdo de creme, Figura
29.

Figura 29. Andlise visual da melhor formulag¢do de Emulsdo Lipidica & Base de Oleo de Linhaga, Gergelim e
Amendoim 20% imediatamente apds a preparagdo e 30 dias apds a prepara¢do armazenada em diferentes
condiges de temperaturas.

; o Depois de 30 dias Depois de 30 dias Depois de 30 dias
Recém preparade 25°C 2°C 25°C 40°C

Fonte: autoria propria.

Como é possivel observar, Figura 29, a melhor formulacdo de emulsdo lipidica
apresentou uma aparéncia homogénea e coloragdo branca leitosa, quando armazenada por 4
(quatro) semanas e em condi¢cGes de armazenamento de 4°C, 25°C e 40°C.



Para investigar a influéncia do processo de esterilizagdo na emulsdo, os valores médios
de dois grupos foram comparados: i) aqueles em que parametros como tamanho de particula,
indice de polidispersao, potencial zeta, viscosidade, pH foram medidos antes da esterilizacao,
e ii) agueles em que esses parametros foram medidos imediatamente apds a esterilizacdo.
Um teste t de Student com 5% de significancia, assumindo varidncias iguais (conforme
determinado por um teste F anterior), foi aplicado a cada grupo. Os resultados apresentados
na Tabela 9 ndo mostram diferenca estatisticamente significativa para os parametros PDI e
Potencial Zeta entre os valores determinados antes da esterilizacdo e aqueles avaliados depois
da esterilizacdo, uma vez que os valores t calculados foram menores do que os valores t
criticos a 5% de significancia.

Tabela 9. Efeito da esterilizagdo na estabilidade fisica da emulséo lipidica.

Parametros Antes da Esterilizacao Depois da Esterilizagao p — Valor
Tamanho de Particula 214,96+0,09 236,6612,22 0,027
indice de Polidispers3o 0,58+0,02 0,07+0,00 0,483

Potencial zeta -40,52+0,18 -39,66%2,25 0,340

Viscosidade 1,95+0,04 1,510,08 0,001

pH 8,66+0,00 7,89+0,00 0,000
Inspecgdo Visual Homogéneo Homogéneo -

Fonte: autoria propria. Nota: Valores que apresentam (p>0,05), ndo tiveram diferengas significativas pelo
Teste t de Student a 95% de confianga.

Por outro lado, para os parametros tamanho de particula, viscosidade e pH, houve uma
diferenca estatisticamente significante. Vale destacar que apesar da influéncia da esterilizacao
ter sido estatisticamente significativa, a emulsdo lipidica se manteve estavel e todos os
parametros avaliados se mantiveram dentro da faixa de valores preconizados pela
farmacopeia.

De acordo com Amran et al. (2019), a esterilizacdo pode causar problemas como
aumento no tamanho das particulas e alteracdes no pH da emulsdo. Amran et al. (2019),
desenvolveram e caracterizaram uma emulsdo lipidica aplicando superoleina e TCM, os
pesquisadores avaliaram a influéncia do processo de esterilizagdo nos mesmos parametros
investigado no presente estudo. Os parametros investigados pertenceram dentro da faixa
recomendada pela farmacopeia e a emulsdo desenvolvida pelos pesquisadores apresentaram
uma diminuicdo significativa no valor do pH. Podendo este problema ter sido ocasionado pela
hidrolise da lecitina em alta temperatura e a consequente producao de acidos graxos livres
(GONG et al. 2016).

Para investigar a estabilidade da emulsdao apdés 30 dias de preparacao, os valores
médios de dois grupos foram comparados: i) agueles em que parametros como tamanho de
particula, indice de polidispersdo e potencial zeta foram medidos imediatamente, e ii) aqueles
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em que esses parametros foram medidos apds 30 dias armazenadas a 25°C. Um teste t de
Student com 5% de significancia, assumindo variancias iguais (conforme determinado por um
teste F anterior), foi aplicado a cada grupo. Os resultados apresentados na Tabela 10 ndo
mostram diferenca estatisticamente significativa para os parametros PDI e Potencial Zeta
medidos imediatamente apds a preparacdo e aqueles avaliados apds 30 dias, uma vez que os
valores t calculados foram menores do que os valores t criticos a 5% de significancia.

No entanto, para os parametros tamanho de particula, viscosidade, osmolaridade e
pH, houve uma diferenca estatisticamente significante. Vale ressalta que apesar da influéncia
do armazenamento ter sido estatisticamente significativa, a emulsdo se manteve homogénea
e estavel, bem com todos os parametros avaliados permaneceram adequados e dentro da
faixa de valores recomendados.

Outrossim a melhor formulacdo foi analisada quanto aos parametros de tamanho de
particula, indice de polidispersio, potencial zeta (mV), osmolaridade (mOsm/kg), viscosidade
(cP), valor de pH em diferentes tempos e condi¢cdes de armazenamento 4°C, 25°C e 40°C, os
resultados sdo apresentados na Tabela 10.

O estudo atual mostrou que o tamanho de particula da emulsdo desenvolvida cumpriu
com os requisitos de estabilidade fisica por um més a 4 °C, 25 °C. Também se manteve estavel
na temperatura acelerada de 40 °C. A faixa de tamanho de particula foi de 4°C 217,80 + 2,40
a 25°C 243,87 + 2,04 nm (Tabela 10). Para investigar diferencas estatisticamente significativas
entre os valores de tamanho de particula depois de 30 dias armazenadas a uma temperatura
de estocagem de 4°C, 25°C e 40°C, a Analise de Variancia (ANOVA, p < 0,05) foi aplicada aos
dados experimentais. Os resultados da Tabela 11 indicaram uma diferenca significativa entre
os valores de tamanho de particula no nivel de significancia de 5%, pois o valor F calculado
(53,06) excedeu o valor F critico (5,14).

No estudo desenvolvido por Amran et al. (2019), o tamanho de particula para emulsado
lipidica produzida a base de superoleina e TCM a 20% variou de 228,20 + 0,46 a 243,90 + 3,03
nm apos 4 semanas de armazenamento a 25°C e 40°C, respectivamente. De acordo com os
autores o tamanho de particula teve uma influéncia no armazenamento a 40 °C, que
ocasionou alteragées no tamanho das particulas (p <0,05). Apesar dessa influéncia da
temperatura acelerada, ainda estava dentro da faixa sugerida para emulsdes lipidicas
intravenosas. De acordo com Mirkovi¢ et al. (2017) o aumento do tamanho de particula pode
se formar se durante o prazo de validade/ periodo de armazenamento (o chamado
envelhecimento natural) ou sob a influéncia de alguns fatores desestabilizadores. Vale
ressaltar que quando os valores do tamanho de particula sdo superiores a 500nm,
possivelmente ocorrera embolia pulmonar (PHARMACOPEA, 2011).



Tabela 10. Efeito do armazenamento na estabilidade fisica da emulsdo desenvolvida a 20%.

Parametros Temperatura 0 Semana 4 Semana p — Valor
4°C Homogéneo
Inspecdo Visual 25°C Homogéneo Homogéneo -
40°C Homogéneo
4°C 217,80+2,40
Tamanho de 25°C 236,6612,22 243,87+2,04 0,000
Particula
40°C 218,70+3,33
4°C 0,06+0,04
indice de 25°C 0,07+0,00 0,07+0,01 0,260
Polidispersao
40°C 0,06+0,01
4°C -43,23+0,97
Potencial zeta (mV) 25°C -39,66+2,25 -37,81+0,56 0,187
40°C -49,01+0,57
4°C 340,00+0,07
Osmolaridade 25°C 348,00+1,41 339,00+0,00 -
(mOsm/kg)
40°C 340,00+0,07
4°C 0,73+0,15
Viscosidade (cP) 25°C 1,50+0,08 2,53+0,06 0,000
40°C 3,33+0,49
4°C 7,72+0,01
Valor do pH 25°C 7,89+0,00 7,72+0,02 0,000
40°C 6,96+0,03

Fonte: autoria propria. Nota: Valores que apresentam (p>0,05), ndo tiveram diferengas significativas pelo
Teste t de Student a 95% de confianga.

A homogeneidade e a largura da distribuicdo de particulas da emulsdo desenvolvida
foram medidas por meio do indice de polidispersdo. Os valores do indice de polidispersdo
adequados para emulsdo lipidica intravenosa devem estar em uma faixa de 0,00 a 0,25
(ZAINOL et al., 2012; AMRAN et al., 2019). Uma faixa de PDI de 0,0 a 0,4 indica monodispersao
e 0,5 a 1,0 indica uma distribuicdo relativamente ampla (ALAYOUBi et al., 2015; TAN et al.,
2016; AMRAN et al., 2019). Neste estudo, o PDI para a emulsdo desenvolvida variou de 0,06 +
0,012 0,07 £ 0,01 apés um més de armazenamento a 4 °C, 25 °C e 40 °C (Tabela 10). A Andlise
de Variancia (ANOVA, p < 0,05) foi aplicada aos dados experimentais. Os resultados da Tabela
10 indicaram que ndo houve diferenca significativa entre os valores de PDI no nivel de
significancia de 5%, pois o valor F calculado (0,15) ndo excedeu o valor F critico (5,14).
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Portanto, todas as emulsdes formuladas armazenadas nas diferentes temperaturas estavam

dentro da faixa monodispersa e indicaram uma distribuicdo estreita do tamanho de particula.

Tabela 11. ANOVA para os pard@metros investigados em diferentes condigdes de temperatura de

armazenamento.
Tamanho de Fonte de variacao DF Soma dos valor quadratico Valor F p — Valor
Particula quadrados médio (F-
critico)
Entre grupos 1313,64 656,82 53,06
2 (5,14) 0,000
Dentro dos 74,27 12,38
grupos 6
Total 8 1387,91
indice de Entre grupos 0,0005 0,0003 0,15 0,856
Polidispersao 2 (5,14)
Dentro dos 0,0098 0,0016
grupos 6
Total 8 0,0103
Potencial zeta Entre grupos 188,45 94,23 92,43 0,000
(mV) 2 (5,14)
Dentro dos 6,12 1,02
grupos 6
Total 8 194,57
Osmolaridade Entre grupos 2 3 1,50 4,50 0,125
(mOsm/kg) (9,55)
Dentro dos 3 1 0,33
grupos
Total 5 4
Viscosidade Entre grupos 2 10,64 59,11 0,0001
(cP) 5,32 (5,14)
Dentro dos 6 0,54
grupos 0,09
Total 8 11,18
pH Entre grupos 2 0,926 0,463 850,67 0,000
(5,14)
Dentro dos 6 0,003 0,001
grupos
Total 8 0,930

Fonte: Autoria propria. Nota:

Fcalc>Fcritico, teve efeito significativo



A estabilidade de longo prazo da emuls3o lipidica foi medida pelo potencial zeta. E
importante a obtencdo de um valor minimo de -30 mV para ter uma repulsdo eletrostatica
suficiente entre as goticulas, com consequente manutencdo da estabilidade fisica (CHEONG;
NYAM 2016; MULLER et al., 2012; ZAINOI et al., 2012).

No estudo atual, a faixa de potencial zeta da emulsdo desenvolvida foi de -43,23+0,97,
-37,81+0,56 e -49,01+0,57 mV em um més de armazenamento a 4°C, 25°C e 40°C,
respectivamente (Tabela 10) e nenhuma separacao de fase ocorreu. Para investigar diferencas
estatisticamente significativas entre os valores potencial zeta depois de 30 dias armazenadas
a uma temperatura de estocagem de 4°C, 25°C e 40°C, a Andlise de Variancia (ANOVA, p <
0,05) foi aplicada aos dados experimentais. Os resultados da Tabela 10 indicaram que houve
diferenca significativa entre os valores do potencial zeta no nivel de significancia de 5%, pois
o valor F calculado (92,43) excedeu o valor F critico (5,14). Isso pode ser devido a carga
negativa dos fosfolipidios que formam uma repulsdo mutua entre as goticulas da emuls3o.
Vale destacar que, esse ambiente mantém as goticulas separadas e estabiliza a emulsdo
(STAVEN et al., 2015).

A osmolaridade é um parametro extremamente relevante do ponto de vista cientifico
e regulatorio no processo de desenvolvimento de uma emulsao lipidica intravenosa, tendo
em vista que os lipidios devem ser dissolvidos na corrente sanguinea por via intravenosa
(NAWAZ et al. 2017). O valor da osmolaridade é fundamental para a determinag¢do da via de
infusdo recomenddvel a administracdo da nutricdo parenteral. De acordo com Gastaldi et al.,
(2009) e Florentino (2018) o limite de osmolaridade para a via periférica é de até 900
mOsm/Kg, acima deste valor, é recomendado a via central, para prevenir possiveis
surgimentos de flebites no paciente. No presente estudo, os valores da osmolaridade da
emulsdo lipidica desenvolvida foram de 340+0,07, 339+0,00 e 340+0,07(mOsm/kg) apds um
més de armazenamento a 4°C, 25°C e 40°C, respectivamente, Tabela 10. Analise de Variancia
(ANOVA, p < 0,05) foi aplicada aos dados experimentais. Os resultados da Tabela 10 indicaram
gue ndo houve diferenca significativa entre os valores da osmolaridade no nivel de
significancia de 5%, pois o valor F calculado (4,5) ndo excedeu o valor F critico (9,55). Os
valores da osmolaridade do presente estudo se assemelham a faixa de valores das emulsdes
intravenosas comerciais, ambas indicadas para aplicacdo por via periférica Tabela 12.
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Tabela 12. Emulsées lipidicas comerciais para nutrigdo parenteral em recipiente do fabricante armazenadas
por 30 dias a uma temperatura de 25°C e 40°C.

Parametros Temperatura | Intralipid® Lipofindin ClinOleic® SMOFlipid® | Omegaven
(Baxter) TCL/TCL® (Baxter) (Fresenius | © (Fresenius
(B. Braun) Kabi) Kabi)
Tamanho de 25°C 271+2,15 276 1,71 266+ 1,32 328 +1,90 232+2,07
Particul
(:r:];i” @ 40°C 296+0,15 | 241£2,68 | 2714199 | 333+1,99 | 242£2,55
Indice de 25°C 0,114 0,095 + 0,124 0,129 0,103 £
Polidispersao* 0,001 0,011 0,007 0,025 0,023
40°C 0,114 0,088 £ 0,112 ¢ 0,152 + 0,103 £
0,001 0,018 0,010 0,024 0,030
Potencial Zeta 25°C -50+0,68 -44 + 0,45 -49 + 0,65 -49 + 0,30 49+ 0,40
V *
(mV) 40°C -47 £ 0,51 -43+0,51 -44 + 0,28 -42 £ 0,90 -47 £ 0,69
Osmolaridade - 350 380 270 200 273
(mOsm/kg)**
Valor do pH * 25°C 7,83+£0,02 7,55+0,02 8,02 £ 0,00 6,65+ 0,02 7,68 +0,01
40°C 7,6810,01 7,4310,02 7,79+£0,01 6,52 +£0,01 7,30+£0,01

*Os dados foram obtidos da referéncia Watrobska-Swietlikowska, D. (2019)
**0s dados foram obtidos da referéncia Wanten e Calder (2007)

Com base nos critérios listados no Capitulo USP <729> (DRISCOLL, 2007), a emulsdo
lipidica desenvolvida no presente estudo estd em conformidade com os requisitos para uma
emulsdo lipidica intravenosa e é equivalente aos parametros de estabilidade a outras
emulsdes lipidicas intravenosas 20% disponiveis no mercado e amplamente aplicada na
pratica clinica, Tabela 12.

A viscosidade é uma medida da caracteristica de injetabilidade da emulsdo lipidica
intravenosa. Um elevado valor de viscosidade pode afetar a eficacia da emulsdo lipidica
intravenosa e resulta em um risco maior de coalescéncia devido ao grande tamanho de
particula (ZAINOL et al., 2012). No presente estudo, os valores da viscosidade da emulsido
lipidica desenvolvida estavam entre 0,73+0,15, 2,53+0,06 e 3,3310,49cP apdés um més de

armazenamento a 4°C, 25°C e 40°C, respectivamente (Tabela 10).

Segundo Kaur et al. (2017), valor de pH influencia a estabilidade fisica de uma emulsdo
lipidica. O valor do pH da emulsdo lipidica desenvolvida no presente estudo variou de
7,720,01 a 7,7210,02 apdés um més de armazenamento a 4 ° C e 25 ° C, respectivamente e
6,96+0,03 na temperatura acelerada de 40 °C. (Tabela 10). Vale destacar, que o ajuste bdsico
do pH antes da esterilizagdao permitiu a limitagdao da queda de pH e consequentemente a
evitou a separacdao das fases na emulsdo formulada. Embora tenham sido detectadas
alteragbes para a emulsado lipidica armazenada a 40°C, ela ainda estava dentro da faixa do
valor do pH recomendada para emulsao lipidica intravenosa, que esta entre pH 6 - 9 (ANEZ-
BUSTILLOS et al.,, 2016). O pH desempenha um papel importante no processo de



desenvolvimento de produtos injetaveis, pois esta relacionado a tolerancia bioldgica da
emulsdo parenteral, a administracdo de injetdveis com pH ndo atendendo a faixa
recomendada pode produzir dores, inflamacées e lesdes teciduais (JAMI, 2019). Os valores do
pH do presente estudo se assemelham a faixa de valores das emulsdes intravenosas
comerciais, Tabela 12.

Uma emulsdo lipidica intravenosa ideal para NP deve ser capaz de fornecer calorias
suficientes e fornecer uma quantidade apropriada de acidos graxos essenciais para evitar uma
deficiéncia de acidos graxos essenciais (REN et al. 2013). A emulsdo lipidica desenvolvida a
base de dleo de gergelim, linhaca e amendoim apresentou um elevado teor de acidos graxos
poli-insaturados (41,44%), dos quais sdo essenciais o acido graxo linoleico (28,61%) e o acido
graxo a linolénico (12,63%). Outrossim, a emulsdo lipidica desenvolvida contém um elevado
teor acido graxo monoinsaturado, sendo majoritariamente composto por acido oleico
(39,75%), conforme dados apresentados na Tabela 13.

Para investigar a estabilidade da emulsdo apds 30 dias de preparacdo, os valores
médios de dois grupos foram comparados: i) aqueles em que os acidos graxos foram medidos
imediatamente, e ii) agueles em que os acidos graxos foram medidos apds 30 dias. Um teste
t de Student com 5% de significancia, assumindo variancias iguais (conforme determinado por
um teste F anterior), foi aplicado a cada grupo. Os resultados apresentados na Tabela 13 ndo
mostram diferenga estatisticamente significativa entre os valores determinados
imediatamente apds a preparacdo e aqueles avaliados apds 30 dias, uma vez que os valores t
calculados foram menores do que os valores t criticos a 5% de significancia. Desse modo, o
conteddo de 4d&cidos graxos da emulsio desenvolvida foi estdvel apdés um més de
armazenamento a 25°C Tabela 13.
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Tabela 13. Composigdo de dcidos graxos da emulsdo desenvolvida a base de dleo de gergelim, linhaga e
amendoim 20% apds um més de armazenamento a 25 °C.

Acidos Graxos 0 Semana(25°C) 4 Semana (25°C) p — Valor

Acido Miristico (C14: 0) 0,11+0,05 0,0810,00 -

Acido Palmitico (C16: 0) 10,42+0,07 11,41+1,13 0,22

Acido Estedrico (C18: 0) 5,76+0,01 6,48+0,01 0,06

Acido Oleico (C18: 1n9) 39,75+0,05 38,0510,79 0,21

Acido graxo linoleico (C18: 2n6) 28,58+0,62 27,46+0,95 0,09

Acido graxo a-linolénico (C18: 3n3) 12,63+0,05 12,84+0,87 0,16

Acido araquidico (C20: 0) 0,71+0,03 0,80+0,78 0,37

Acido eicosandico (C20:1) 0,38+0,03 0,38+0,10 0,17

Acido araquidénico (C24:4n6) 0,24+0,01 0,42+0,04 0,43

Acido behénico (€22:0) 0,90+0,13 1,11+0,11 0,14

Acido lignocérico (C24:0) 0,34+0,20 0,55+0,12 0,17
Acidos graxos saturados (AGS) 18,23 20,43 -
Acidos graxos monoinsaturados (AGMI) 40,13 38,42 -
Acidos graxos poli-insaturados (AGPI) 41,44 40,71 -

Fonte: autoria propria. Nota: Valores que apresentam (p>0,05), ndo tiveram diferencas significativas pelo
Teste t de Student a 95% de confianga

Com base na andlise do perfil de acidos graxos, Tabela 13, os quatro principais
componentes da emulsdo lipidica a base de dleo de gergelim, linhaca e amendoim sdo: acido
graxo oleico, acido graxo linoleico, acido graxo a-linolénico e o acido graxo palmitico. Os
outros acidos graxos incluem: acido graxo estearico, acido graxo miristico, acido araquidico,
acido behénico, acido araquidico, acido lignocérico, acido eicosandico e o acido araquidonico.

A emulsdo lipidica desenvolvida no presente estudo por conter um elevado teor de
acidos graxos monoinsaturado (40%), tem uma vantagem contra a peroxidacdo. A
peroxidacdo lipidica € um dos mecanismos importantes envolvidos na inflamacdo (REN et al.
2013). Menos ligacdes duplas na estrutura do acido graxo reduzirdo o risco de oxidac¢do e suas
implicacbes (KHANUM; THEVANAYAGAM, 2017). Os acidos graxos monoinsaturados tém
apenas uma ligacdo dupla, portanto, tem menos efeitos inflamatdrios e de peroxidacdo em
comparacao ao acido graxo poli-insaturado.

A formulacdo desenvolvida foi composta inteiramente por éleo vegetal e possui uma
proporcdo n6 para n3 de (2,3:1), comparando-se favoravelmente com emulsdo
comercialmente disponiveis SMOlipid composta por dleos a base de d6leo de peixe (2,5:1)
Tabela 14.



Tabela 14. Acidos graxos presentes em Emulsdes lipidicas comerciais para nutricio parenteral.

Parametros Emulsao Intralipid® Lipofindin ClinOleic® | SMOFlipid® Omegaven ®
desenvolvida 20% TCL/TCL 20% 20% 10%
no presente (Baxter)* 20% ® (Baxter) * | (Fresenius- (Fresenius-
estudo (B. Braun) Kabi) * Kabi) *
20% *

Fonte de 5g Oleo de 20g Oleode | 10g Oleode | 4gOleode | 6gOleode 10g Oleo de

Oleos linhacga soja soja e 10g soja e 16g soja, 6g peixe
Aplicados 10g Gergelim coco Azeite de coco
. Oliva 3gpeixe e
>g Amendoim 5gAzeite de

Oliva
AGS% 18,23 60 58 17 41 16
AGMI% 40,13 24 12 63 30 26
AGPI1% 41,44 16 30 20 29 58
Acido graxo 28,58 53 26 19 20 ~6-7
n6
Acido graxo 12,63 7,8 4 2 8 52
n3
Razdo 2,3:1 7:1 7:1 9:1 ~2,5:1 1:8
n6:n3

*Os dados foram obtidos da referéncia Lucchinetti et al., (2020)

Outrossim, conforme a prospeccdo tecnoldgica realizada ndo foram identificadas
outras formula¢cdes com a combinacdo de 6leos adotadas no presente estudo. A emulsdo
desenvolvida apresenta uma composicao equilibrada de acidos graxos n3 e n6 indicando assim
uma formulagdo com potencial a ser anti-inflamatdria. Vale destacar que a faixa ideal para
efeitos anti-inflamatdrios é 1: 1 - 2: 1 (DIAMOND, 2009). Diante desses aspectos, o estudo
atual avanca na contribuicdo do desenvolvimento de uma formulacdo lipidica
ambientalmente sustentavel, convergindo com estudos atuais direcionados ao incentivo do
desenvolvimento de emulsGes compostas integralmente por éleos de origem vegetal. Tendo
em vista, que de acordo com Lucchinetti et al. (2020), a geracdo de novas emulsdes lipidicas
com dleos vegetais promissores parece viavel e permite a producdo de emulsdes lipidicas mais
sustentdveis.

Sem duvida, a qualidade de pequenos lotes produzidos em laboratério (bancada) deve
ser baseada em controles de qualidade extensivos, incluindo testes de esterilidade e testes de
endotoxina e controle de parametros de estabilidade. Finalmente, o monitoramento da
estabilidade biolégica das formulacdes preparadas mostrou que todas as preparagdes
permaneceram estéreis e livres de endotoxina durante a investigacao.
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5 Conclusoes

Este trabalho atingiu o propdsito de desenvolver e caracterizar emulsoes lipidicas
estaveis com potencial para aplicacdo em NP. Foram atingidos os objetivos e os resultados
servem de referéncia para pesquisas futuras orientadas ao desenvolvimento de dieta
parenteral e contribuem com a industria.

A partir da analise dos documentos de patentes prospectados neste estudo, foi
possivel concluir que a origem da tecnologia patenteada relacionada as emulsdes lipidicas
parenterais estd concentrada em paises desenvolvidos, como Estados Unidos e China.
Provavelmente devido ao crescimento econdmico e ao aumento do setor de pesquisa e
desenvolvimento, os paises asiaticos sdo lideres entre as empresas e inventores com maior
numero de patentes. Conforme demonstrado neste estudo, o éleo de soja é o 6leo mais
utilizado para fabricacdo de emulsdes lipidicas aplicadas em nutricdo parenteral no mundo.
Os dados analisados revelaram uma tendéncia ao crescimento dos depdsitos de patentes nos
ultimos anos, indicando que muitas inovagdes foram realizadas e reforcando a importancia da
emulsdo lipidica parenteral para a saide humana. O método de homogeneizacao de alta
pressdao € o método mais utilizado no processo de desenvolvimento de emulsdes lipidicas
aplicadas em nutricao parenteral, possivelmente porque é uma técnica de fabricagao bem
estabelecida na industria.

Um ponto de vista digno de nota ao investigar o sucesso de uma patente é saber se o
desenvolvimento reivindicado, neste caso, emulsdes lipidicas aplicadas em nutricao
parenteral, chegou ao mercado e esta em uso na pratica clinica. O escopo do estudo sobre a
visdo geral do patenteamento ndao abordou os aspectos de mercado de forma profunda. Um
aspecto complexo é a rastreabilidade das invencdes, pois os detentores da patente podem
licenciar terceiros para o marketing da patente. Sugere-se que revisdes futuras possam
investigar este assunto de forma profunda, fornecendo estatisticas confidveis sobre as
potencialidades industriais atuais do produto.

A avaliacdo das evidéncias cientificas mais recentes sobre a aplicacdo de emulsdo
lipidica na nutrigcdo parenteral revelou aspectos importantes. Na perspectiva da aplicagdo das
emulsdes lipidicas nos diferentes desfechos de salde, pode-se concluir que as emulsdes a
base de 6leo de peixe por ter um elevado teor de acidos graxos poli-insaturados — 6mega 3,
exercem um impacto positivo no quadro clinico do paciente quando comparado com outras
formulagbes de emulsdes lipidicas.

Os resultados deste estudo mostram um potencial claro para a produ¢ao de emulsao
lipidica com éleo de gergelim e emulsdes lipidicas a base de blends de trés tipos de 6leos (6leo
de gergelim, linhaga e amendoim).

As emulsdes lipidicas desenvolvido com éleo de gergelim a 10% apresentaram uma
boa a estabilidade. As formulagées desenvolvidas foram consideradas como tendo boas



caracteristicas fisico-quimicas e excelente estabilidade fisico-quimica quando avaliada por um

A

mes.

As emulsdes lipidicas desenvolvidas a base de blends de trés tipos de déleos (dleo de
gergelim, linhaca e amendoim) a 20% apresentaram uma adequada estabilidade e
caracteristicas fisico-quimicas. Outrossim, a melhor formulacdo identificada, que
correspondeu ao ponto central experimental apresentou excelente estabilidade fisico-
guimica quando avaliada por um més sob diferentes condicbes de temperatura de
armazenamento. Os parametros de estabilidade das formulacdes desenvolvidas no presente
estudo se assemelham a faixa de valores das emulsfes intravenosas comerciais, indicando
assim, um potencial para serem emulsdes lipidicas intravenosas alternativas no futuro. Vale
destacar que o tamanho de particula de todas as formula¢des desenvolvidas estive dentro de
uma faixa que pode caracteriza-las como nanoemulsdes.

5.1 Sugestdes para Trabalhos Futuros

Recomenda-se para trabalhos futuros, a ampliagcao do escopo do presente estudo
incluindo a utilizando protocolos mais robustos para aplicagao da emulsdao desenvolvida em
modelo animal e posterior conducdo de ensaios clinicos.

Sugere-se o desenvolvimento de emulsGes com outros éleos potenciais ainda nao
explorados para aplicacdo na abordagem proposta.

Por fim, sugere-se realizar uma andlise de viabilidade técnica, econémica e comercial
com intuito de fomentar estratégias de viabilidade na producdo de emulsdes lipidicas
intravenosa com um custo reduzido de producdo, tendo em vista ao perfil do produto que
possui uma alta demanda e é extremamente oneroso. Estas investigacdes sdo essenciais para
apoiar a tomada de decisdo no préprio desenvolvimento tecnoldgico e implementacao da
producao em escala industrial para atender a demanda do mercado e fortalecer o Brasil no
processo de desenvolvimento de novas tecnologias relacionadas a saude.
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6 Cronograma

Tabela 15. Cronograma da Tese

ATIVIDADES

ANO 2
ANO 1 (2020) (2021)

ANO 3 (2022)

ANO 4 (2023)

ANO 5 (2024)

Q] zal3aqlralzalzalra
d d d d d d d

2°Q
d

3°Q
d

1°Q

d

2°Q

d

3°Q
d

1
d

‘alz2alza
d d

Revisdo da Literatura técnica cientifica-
Bases de artigos cientificos

X X X X X X X

X

X

X

X

X

X X X

Revisdo do estado da técnica -Bases de
patentes

Definigdo do planejamento experimental 1
(aplicando 6leo de gergelim)

Organizagdo dos protocolos -emulsdo

Padronizagdo das metodologias de andlise

Levantamento e Aquisigdo dos insumos

Ensaio Piloto

X | X | X | X
X | X | X | X

Defesa do Projeto de Tese

Elaboragdo do Artigo 1 (Prospecgdo
Tecnoldgica)

Elaboragdo do Artigo 2 (Revisdo das
evidéncias cientificas)

Desenvolvimento das formulagdes

Andlise de inspegdo visual

Andlise de tamanho de particula

Andlise de Indice de Polidispersdo

Andlise de potencial zeta

Andlise do Potencial Hidrogeniénico

xX [X X |X |X

Andlise parcial dos dados e elaboragdo do
artigo

Definigdo do planejamento experimental 2
(aplicando dleo de gergelim, linhaga e
amendoim)

Andlise de inspecdo visual

Andlise de tamanho de particula

Andlise de Indice de Polidispersdo

Andlise de potencial zeta

Anadlise do Potencial Hidrogenidnico

xX (X [X |xX |X

X [X [X [xX [Xx

Andlise de estabilidade ao longo de 30 dias
em diferentes condigBes temperatura

Andlise de esterilidade

Andlise de pirogenicidade

Andlise de perfil de 4cidos graxos

Publicagdo do Artigo 1 (Revisdo das
evidéncias cientificas)

Exame de qualificagdo

Submissdo do Artigo 2 (Prospecgdo Tecnoldgica)

Submissdo do Artigo 3 (Dados
experimentais com éleo de gergelim)

Submissdo do Artigo 4 (Dados
experimentais com dleo de gergelim,
linhaga e amendoim)

Defesa da Tese

Qd- Quadrimestre
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Apéndice

Informacdes complementares a Figura 15 relacionadas as referéncias para as fontes

de acidos graxos dos dleos

Oleo

Acido graxo majoritario

Referéncias

Buriti

Acido oleico (18:1)

(DE SOUSA et al., 2022)

Oleo de palmiste

Triglicerideos de Cadeia Média

(RUDAKOV et al., 2002)

Oleo de krill EPA EDHA (GOUVEIA, 2016)
Oleo de coco Triglicerideos de Cadeia Média (Ren et al., 2013)
Oleo de macadamia (HASEGAWA; TANAKA,
purificado Acido oleico (18:1) 1986)

Oleo de algas

DHA

(KUS-YAMASHITA; MANCINI-
FILHO, 2017)

Oleo de camélia (dleo de
semente de cha)

Acido oleico (18:1)

(KUS-YAMASHITA; MANCINI-
FILHO, 2018)

Azeite

Acido oleico (18:1)

(REN et al., 2013)

Oleo de erva Perilla

a-LA(18:3)

(ZHOU et al., 2023)

Oleo de Brucea Javanica

Acido oleico (18:1)

(zHOU et al., 2023)

Oleo de semente de Coix

Acido oleico (18:1)

(Nl et al., 2021)

Oleo de linhaca a-LA(18:3) (REN et al., 2013)
Oleo de esporos de
Ganoderma lucidum EPA (ALVAREZ; AKOH, 2016)

Oleo de Herba Artemisiae
Annuae

Acido palmitico

(KURSAT et al., 2015)

Oleo de curcuma Zedodrio

Acido oleico (18:1)

(JAISWAL; NAIK, 2021)

Oleo de noz

Acido linoleico (18:2)

(JINGNAN WANG,
XIAORONG WANG. 2010)

Oleo de argan

Acido oleico (18:1)

(DA ROCHA et al., 2021)

Azeite de dendé

Acido oleico (18:1)

(RUDAKOV et al., 2002)

Oleo de peixe

EPA EDHA

(REN et al., 2013)

Oleo de algodio

Acido linoleico (18:2)

(FONSECA; GUTIERREZ,
1974)

Oleo de amendoim

Acido oleico (18:1)

(ANNISA; WIDAYAT, 2018)

Oleo de primula

Acido linoleico (18:2)

(FERREIRA, 2022)

Oleo de borragem

Acido linoleico (18:2)

(FERREIRA, 2021)

Oleo de algas

EPA E DHA

(FOOD STANDARDS
USTRALIA NEW ZEALAND,
2003)




Oleo fungico

EPA

(ALVAREZ; AKOH, 2016)

Oleo de tomate

Acido linoleico (18:2)

(CANTARELLI, 1993)

Oleo marinho

EPA E DHA

(DAVIDSON et al., 1991)

Oleo de semente de

groselha preta

Acido linoleico (18:2)

(TAHVONEN et al., 2005)

Oleo de gergelim

Acido oleico (18:1)

(ASGHAR; MAJEED, 2013)

Oleo de Centeio

Acido linoleico (18:2)

(MUKHAMETOV, 2022)

Oleo de colza

Acido oleico (18:1)

(RUDAKOV; POLYANSKII.;
ALEKSYUK, 2002)

(HASEGAWA; TANAKA,

Oleo de pistache Acido oleico (18:1) 1986)
(HASEGAWA; TANAKA,
Oleo de macadamia Acido oleico (18:1) 1987)
(HASEGAWA; TANAKA,
Oleo de abacate Acido oleico (18:1) 1988)

Oleo de milho

Acido linoleico (18:2)

(REN et al., 2013)

Oleos de girassol

Acido linoleico (18:2)

(REN et al., 2013)

Oleo de semente de

cartamo

Acido linoleico (18:2)

(REN et al., 2013)

Oleo de semente de uva

Acido linoleico (18:2)

(INGENBLEEK et al., 1982)

Oleo de soja

Acido linoleico (18:2)

(REN et al., 2013)
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