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Resumen

Obijetivo: La presencia de fitoesteroles en emulsiones lipidicas de origen
vegetal se ha relacionado con la aparicion de alteraciones de los pardmetros
de la funcién hepdtica. El objetivo es determinar la presencia de fitoesferoles
en las emulsiones registradas en el mercado farmacéutico.

Método: Se andlizaron trescuatro lotes no consecutivos de seis marcas dis-
finfas de emulsiones lipidicas (Clinoleic®, Intralipid®, Lipofundina®, Lipoplus®,
Omegaven® y Smoflipid® y las diferencias en contenido de fitoesteroles to-
tales entre marcas y entre lotes se estudiaron estadisticamente (ANOVA de
un factor, aproximacion no paramétrica de KruskaPWallis y andlisis post hoc
Scheffé; p<0,05).

Resultados: Se encontrd ausencia de fitcesteroles en el preparado
Omegaven® con aceite de pescado. El contenido mds alio de fitoesferoles
[422,4+130,5 pg/ml) coincidié con el porcentaje mds alio de aceite de
soja (Infralipid®). En el resto de las emulsiones se defectaron concentracio-
nes de fitoesteroles entre 120 y 210 pg/ml, relacionadas con el conteni-
do de aceite de soja. Se observaron diferencias estadisticamente significa-
fivas entre todas las marcas de emulsiones lipidicas (F=42,97; p=0,000)
y enfre lotes no consecutivos. Clinolenic® (F=23,59; p=0,000); Infralipid®
[F=978,25; p=0,000}; lipofundina® TCL/TCM [F=5,43; p=0,045); lipo-
plus® (F=123,53; p=0,000),; y Smoflipid® (16,78; p=0,000). Excepto en el
caso de la Lipofundina® TCL/TCM las diferencias entre lotes fueron marcadas.
Conclusiones: Las emulsiones lipidicas registradas en el mercado farma-
céutico espariol contienen cantidades variables de fitoesteroles en funcién de
la marca comercial y el lote. La determinacion del contenido de fitoesteroles,
actualmente no declarados, permitiia desarrollar esfrategias para prevenir o
tratar la aparicién de esfas dlferaciones.
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Abstract

Objective: The presence of phytosterols in vegetal lipid emulsions has
been associated with alterations of liver function tests. Determination of
phytosterols content, currently undeclared, would allow the development
of strafegies fo prevent or freat these alterations.

Method: 3-4 non-consecutive batches of ¢ lipid emulsions from diffe-
rent providers (Clinoleic, Intralipid, Lipofundina, Lipoplus, Omegaven and
Smoflipid] were analyzed. Differences in tofal phytosterol assay between
providers and batches were sfafistically studied by a one-way ANOVA
and KruskaFWallis non-parametric approximation and post hoc Scheffé
fest [p<0.05)

Results: The absence of phytosterols was confirmed in Omega-
ven, emulsion based on fish oil. The highest assay of phytosterols
(422.4+130.5 pg/ml) has been related with the highest percentage of
soya bean oil in Intralipid. In the remaining emulsions, concentrations were
from 120 to 210 pg/ml related to the percentage of soya bean oil. Statis-
fically significant differences of phytosterol content in lipid emulsions were
observed among different providers (F=23.59; p=0.000) as well as
among non-consecutive batches. Clinolenic [F=23.59; p=0.000), Intrali-
pid [F=978.25; p=0.000), Lipofundina TCL/TCM [F=5.43; p=0.045),
Lipoplus [F=123.53; p=0.000) and Smoflipid {16.78; p=0.000). Ex-
cept for Lipofundina TCL/TCM, the differences between bafches were
marked.

Conclusions: Lipid emulsions, registered on Spanish pharmaceutical
market, contain variable quantities of phytosterols dependent on commer-

cial brand and batch.
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Introduccion

Actualmente, el uso de emulsiones lipidicas (EL) es una practica habi-
tual y rutinaria en nutricion parenteral (NP). La incorporacién de lipidos
en NP implicé un claro avance ya que su elevada eficiencia energética
permitié reducir las altas cargas de glucosa utilizadas inicialmente y los
problemas asociados que ello comportaba.

En Espafia, las EL empezaron a utilizarse de manera rutinaria en NP
a partir de los afios ochenta y desde enfonces han existido muliiples
presentaciones, inicialmente todas con patrén de soja. Actualmente en
el mercado existen cinco patrones de EL obtenidos a partir de soja, oliva,
triglicéridos de cadena media (TCM)] y aceite de pescado en diferentes
concentraciones y combinaciones.

Si bien las EL se utilizaron inicialmente como sustrato energético, con
la aparicién de nuevos patrones se ha postulado su uso como farmaco-
nutriente, principalmente por el efecto antiinflamatorio del aceite de pes-
cado?®y por un menor efecto de lipoperoxidacién del aceite de oliva?.

La aparicién de alteraciones hepaticas asociadas a la administracién
de NP es una de las complicaciones mds relevantes en este tipo de
terapia. Esta fiene un componente multifactorial®®7 y entre los diferentes
factores asociados estd claramente establecida la cantidad y/o el tipo
de lipidos®? por lo que en la préctica clinica es relativamente habitual
la reduccion de la dosis de lipidos o incluso su eliminacién temporal©!.
Desde hace afios, se han relacionado también estas complicaciones con
las EL de origen vegetal, hipétesis que ha sido afribuida a la presencia
de fitoesteroles a partir de los estudios de Clayton en poblacién pediatri-
ca'? y que nuestro grupo confirmé posteriormente en pacientes adultos'®.
El contenido de fitoesteroles presentes en las EL no est¢ declarado, por
lo que su presencia no se incluye en ficha técnica y, por tanto, tampo-
co en el etiquetado. Dado que fodas las emulsiones comercializadas
actualmente en Espafia contienen en mayor o menor grado lipidos de
origen vegetal, fodas contfienen fitoesteroles v su utilizacién implica una
administracion errdtica de su contenido.

Los fitoesteroles son sustancias de origen vegetal, consideradas como
equivalentes de colesterol, debido a una estructura esterol similar y con
funciones andlogas en la regulacién de la membrana celular. Reciente-
mente, su importancia clinica se ha incrementado debido a sus efectos
beneficiosos en la reduccién del colesterol, cuando se administra per via
oral1516 En el dmbito de la NP, por su potencial efecto hepatotéxico,
su deferminacién en las EL ayudaria a esfablecer un mejor abordaje de
las complicaciones hepdticas y su prevencion.

Para la determinacién cudlitativa y cuantitativa de fitoesteroles existen
diversos métodos andliticos de cromatografia de gases (GC) y de cro-
matografia liquida de alta resolucién [HPLC), especialmente para andlisis
de alimentos y extractos de plantas. La determinacion simulténea se des-
cribe con GC, mientras que los métodos de HPLC disponibles permiten
identificar Gnicamente unos pocos fitoesteroles y requieren condiciones
especiales!”.

En este contexto, una vez desarrollado un método analitico simple
por HPLC para la deferminacion de fitoesteroles para uso de rutina en
andlisis de EL parenterales, nuestro objetivo en esfe estudio ha sido defer
minar si la presencia de fitoesteroles en las El registradas en el mercado
farmacéutico espafiol varia en funcién del patrén, marca y lote.

Métodos

En el estudio prospectivo para deferminar las dosis de exposicion dia-
ria a fitcesteroles de los pacientes fratados con NP se analizaron las EL
infravenosas disponibles en el mercado espaiol con distinta composicion
(Tabla 1).

Para una mejor aproximacion a la practica clinica en nuestro dmbito es-
tablecemos distintos escenarios en funcién del tipo de EL y el lote utilizado.
Para ello se estudiaron fres-cuatro lotes de cada uno de los cinco prepara-
dos comerciales con patrén vegetal existentes en el mercado farmacéutico
espaniol. los lofes correspondieron a partidas no consecutivas.

Se incluyd en el estudio la EL con patrén exclusivo de aceite de pesca-
do, Omegaven®, que por no estar registrado en el mercado farmacéutico
espafiol, procedimos a su importacion.

Para la cuantificacién de los fitoesteroles se desarrollé un método ana-
litico de HPLC, adecuado para el uso rutinario a partir del establecimiento
de un profocolo para la preparacion de la muestra de tal manera que nos
permitié separar fitoesteroles de la matriz de una manera simple y eficaz
pensado para que en corfo tiempo se obtuvieran muestras de fitoesteroles
con alto porcentaje de extraccion y buena repetibilidad. la cromatografia
liquida se llevé a cabo en cromatégrafo Dionex Ultimate 30008,

Las diferencias entre las concentraciones de fitoesteroles para cada uno
de los cinco preparados de EL registradas en el mercado espafol y las dife-
rencias entre los diferentes lotes de cada EL se estudiaron mediante andlisis
de varianza de una sola via (ANOVA) utilizando la prueba de compara-
cién maltiple post hoc de Scheffe. Se complementé con la aproximacién no
paramétrica de KruskalWallis.

los datos se analizaron con el programa IBM SPSS 22.0; se definié la
significacién estadistica para una p<0,05 con contraste bilateral.

Resultados

El método analitico propuesfo nos permitié una preparacién de muestra
simplificada y un Gnico andlisis, que separa con éxifo ocho fitoesteroles,
colesterol y escualeno. La validacion demostrd que el método es adecuado
para el andlisis de rutina.

En el estudio entre distintas marcas comerciales de EL (Tabla 2), la
marca Omegaven®, EL con patrén exclusivo de aceite de pescado, no
contenia fitoesteroles, lo que concuerda con los resultados previamente
publicados®® y se excluyd del estudio estadistico. De todas las marcas
utilizadas, Intralipid®, EL de 100 % de aceite de soja, es la que contenia la
concentracion mas alta de fitoesteroles (422,4 +130,5 pg/ml) y confirmé
que el alto contenido de fitoesteroles proviene de aceite de soja. El resto
de marcas de EL presentaron un contenido variable de 120 y 210 pg/ml,
dependiendo del porcentaje del aceite de soja y con diferencias estadis-
ficamente significativas entre ellas (F=4297; p=0,00). El confenido de
fitoesteroles tendia a correlacionarse con un mayor contenido de lipidos
vegetales, especialmente con patrén soja.

En la segunda parte del estudio que abordaba el contenido de fitoeste-
roles en distintos lotes no consecutivos de las EL comercializadas (Tabla 3)
se constataron diferencias esfadisticamente significativas fambién  entre
distintos lofes. Clinoleic® (F=23,59; p=0,000); Intralipid (F=978,25;
p=0,000); lipofundina® TCL/TCM (F=5,43; p<0,045); Llipoplus®
(F=123,53; p=0,000); y Smoflipid® (16,78; p=0,000). Excepfo en el

Composicion

Intralipid® (Fresenius Kabi)
Lipofundina® TCL/TCM (Braun)
Lipoplus® (Braun)

Omegaven® (Fresenius Kabi)

Smoflipid® (Fresenius Kabi)

80 % aceite de oliva y 20 % aceite de soja
100 % aceite de soja
50 % aceite de soja y 50 % TCM

50 % TCM, 40 % soja 'y 10 % aceite de pescado

100 % aceite de pescado

30% aceite de soja, 30 % dcidos grasos de cadena media,
20 % aceite de oliva y 15 % aceite de pescado
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ID Emulsion lipidica Concentracion media de fitoesteroles totales (ug/mL) Diferencias significativas segin ID (p <0,05)*
. C||no|e|c®20%(n=12) ............................................. 5 088:3942y5 .......................................
2 Intralipid® 20 % (n=9) 422,4+130,5 1,34y5
3 Lipofundina® TCL/TCM (n=9) 187,9+9,1 2
4 Lipoplus® 20% (n=9) 140,1+£20,9 2
S) Smoflipid® 20 % (n=15) 124,2+15,3 ly2

F=42,976y sig 0,000. Diferencia estadisticamente significativa con andlisis de la varianza ANOVA de un factor y la aproximacién no paramétrica de KruskalVWallis lse

excluye Omegaven® en andlisis estadisticol. *Andlisis post hoc Scheffé. 1

caso de la lipofundina® TCL/TCM, las diferencias entre lotes fueron mar
cadas.

Discusion

Se ha desarrollado un método de HPLC para simplificar y economizar
la determinacion de los fitoesteroles en EL'®. En la validacion del método de-
sarrollado se ha demostrado selectividad, linealidad, precision, exactitud y
robustez lo que permite su uso en rutina'®. El procedimiento de frafamiento
de la muestra de diferentes EL comercialmente disponibles es una versién
adaptada de las ya publicadas'? considerando la propiedades de la mues-
fra y los requisitos del método analitico. El conocimiento, con este método,
del contenido de fitoesteroles de todas las EL registradas en el mercado
farmacéutico espariol nos facilita relacionar el impacto de su contenido en
la variada préctica clinica de nuestro enforno.

En un reciente estudio observacional de utilizacién de EL en 22 hospi-
tales catalanes se explicité la diferencias en el nimero de presentaciones
utilizadas y las diferencias de criterio en su utilizacién. Estos criterios esta-
ban fijados basicamente en funcién de politicas de gestion econémica y en
algunos casos en funcién del nivel de estrés de los pacientes candidatos?.

Tabla 3. Diferencias entre lotes en el contenido total de fitoesteroles

, Clinoleic®; 2, Intralipid®; 3, Lipofundina® TCL/TCM; 4, lipoplus®; 5, Smoflipid®.

Nuestro estudio, aparte de los criterios fijados, infroduce un nuevo criterio
en la eleccién de EL en funcién de su contenido de fitoesteroles con el fin de
prevenir o corregir las alteraciones de los parémetros de funcién hepdtica,
que frecuentemente presentan los pacientes con NP.

Existen pocos trabajos en los que se estudian series diferentes de EL
para evaluar su impacto sobre la funcién hepdtica y el contenido de fi-
toesteroles. En el estudio experimental de Meisel ef all”' con cinco EL se
demostré alteracion de la funcién hepdtica en funcion del patrén lipidi-
co administrado. El aceite de pescado previno la esteatosis hepdtica en
el modelo murino. En el estudio de Forchielli en 2010?? se consfataron
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de fitoesteroles
entre diferentes preparados comerciales. En el dmbito clinico, Savini et al?
relacionaron el contenido de fitoestoles administrados a recién nacidos pre-
maturos no complicados que recibieron NP de rutina y las concentraciones
plasmaticas de fitosteroles. En estos dos Gltimos estudios con diferentes tipos
de EL el contenido de fitoesteroles variaba entre 50 y 400 pg/ml, rango
que se confirma también en nuestra serie.

En Estados Unidos, con la infencién de poder conocer el contenido
de fistoesteroles de la EL con fines clinicos, la Sociedad Americana de
Nutricion Parenteral y Enteral [ASPEN) edité en 2014 un documento de

Emulsion lipidica* D

Concentracion media de Diferencias significativas entre

F de Snedeckor/sig. (p value) fitoesteroles totales (pg/mL) lotes segun ID (p<0,05)**

](n g—— 14H29N3O .................. T ]57 ........ S
Clinoleic® 20% 2 (n=6) 15F15N31 227,2+21,0 3

3 (n=3) 16F22N30 149,0+3,9 1y?2
F=23,59; p=0,000

1 (n=3) 10HB3671 451,3+£23,2 2y3
Intralipid® 20% 2 (n=3) 10IK7012 554,1+£36,5 1y3

3 (n=3) 10KC3584 261,6+12,8 1y?2
F=97,26; p=0,000

1 (n=3) 143638082 178,8+3,7 3
Lipofundina® TCL/TCM 2 (n=3) 144718082 189,7+£9,3

3 (n=3) 154818081 195,4+3,0 1
F=5,43; p=0,045

1 (n=3) 144538082 145,9+6,1 2y3
Lipoplus® 2 (n=3) 153938083 160,5+1,5 1y3

3 (n=3) 160128082 113,8x1,6 1y?2
F=123,53; p=0,000

1 (n=3) 16IF1650 137,6+2,9 3y4
smoflipid; 20% 2 (n=3) 16HI0273 138,9+7,6 3y4

3 (n=¢) 16161719 121,1£9,3 12y4

4 (n=3) 16K65043 102,3x1,9 1,2y 3
BN U

* Diferencias estadisticamente significativas con p significativa con andlisis de la varianza ANOVA de un factor y la aproximacion no paramétrica KruskalWallis.
** Andlisis pos thoc Scheffé. 1, Clinoleic®; 2, Intralipid®; 3, Lipofundina® TCL/TCM; 4, Lipoplus®; 5, Smoflipid.
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posicionamiento actualizado® que recopilaba diferentes estudios?>2027
que informaban sobre la concentracién de fitoesteroles en EL. La ASPEN
consulté con los fabricantes involucrados para validar la exactitud de la
informacién del documento.

La deferminacion de fitoesteroles en las EL permifiria cuantificar la canti-
dad administrada v, por fanto, controlar uno de los factores relevantes descri-
tos que inciden en la aparicion de alteraciones hepdticas asociada a NP. La
administracién de EL con bajo contenido de fitoesteroles o bien la adminisfra-
cién de emulsiones no vegetales, como las de aceite de pescado, podrian
ser una alfernativa. Los buenos resultados obtenidos con la susfitucion de las
EL vegetales por EL de aceite de pescado??? sugieren que la supresion de
fitoesteroles podria estar relacionada con la mejoria de pardmetros de la
funcién hepdtica, aunque son necesarios estudios aleatorizados para de-
terminar si la ausencia de fitoesteroles se ve también favorecida por ofras
propiedades o componentes de las EL de aceite de pescado.

En nuestro esfudio por primera vez se determina la presencia de fitoes-
teroles en fodas las emulsiones registradas en el mercado farmacéutico
espafiol y, a diferencia de los trabajos citados, corrobora la hipétesis plan-
teada de gran variabilidad tanto en funcién de la marca como del lote con
las consiguientes implicaciones clinicas. Los resultados obtenidos resaltan
la importancia de incluir la concentracion de fitoesteroles fotales en la ficha
técnica de cada preparado liberado al mercado con la finalidad de una
mejor y segura utilizacién en la préctica clinica.
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