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RESUMO

A importancia terap€utica e os resultados promissores apresentados pelos antineoplasicos sdao
inquestiondveis, porém a ampla e crescente utilizagdo desses fairmacos, em terapia combinada
entre duas ou mais destas substancias quimicas, é considerada um importante risco quimico
para os profissionais expostos. Sdo recomendadas vérias medidas, dentre elas a
monitorizagdo, visando a protecdo a saude dos trabalhadores e o controle da exposi¢do. Nesse
contexto, é de suma importincia o desenvolvimento de métodos capazes de identificar e /ou
quantificar os farmacos simultaneamente. Assim, este trabalho teve como objetivo
desenvolver métodos analiticos para determinacdo simultinea de antineopldsicos em
superficies e luvas, uma vez que a via dérmica € a principal para a absor¢do dessas
substancias. Apds varios testes, as condi¢des otimizadas para o0 método de determinacdo de
CF (ciclofosfamida), doxorrubicina (DOX), 5-FU (5-fluoruracila), IFO (ifosfamida) e MTX
(metotrexato), em superficies, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram: deteccdo a 195 nm (UV); coluna C18 (250 x 4,5 mm, 5 um) com pré-coluna similar;
fase moével constituida de dgua pH 4,0: metanol: acetonitrila (70:13:17, v/v/v) com vazao de
0,4 mL min"! até 13 minutos e, 1 mL min! até o final da corrida; solucdo de acetonitrila:
metanol (50:50, v/v), como liquido de limpeza das superficies de trabalho, sem extracao
prévia. Esse método demonstrou-se linear para a 5-FU e MTX, no intervalo de 0,25 a 20 ug
mL! e, para DOX, CF e IFO, de 0,5 a 20 pug mL'l, com coeficientes de correlagdo linear
superiores a 0,99. A recuperacdo obtida foi em torno de 74 a 106% e o coeficiente de variagdo
foi inferior a 11%, na avaliacio da repetibilidade. Para o método cromatogrifico de
determinacdo em luvas, as condi¢Oes otimizadas foram, para os analitos 5-FU, MTX e
paclitaxel (PAC): detec¢ao em DAD (detector por arranjo de diodos) e quantificacdo em UV,
sendo 195 nm, 265 nm e 302 nm, os comprimentos de onda utilizados para o PAC, 5-FU e
MTX, respectivamente; coluna C18 (250 x 4,5 mm, 5 uM) com pré-coluna similar. fase mével
constituida de 4gua pH 4,0: metanol: acetonitrila (35:15:50, v/v/v), com vazdo de 1 mL min™.
Recuperacdo satisfatoria foi obtida, para os analitos 5-FU e PAC, quando a amostra foi
submetida a ELL, com acetato de etila e, para o MTX, quando submetida ao procedimento de
extracdo em fase solida (SPE), utilizando-se silica modificada com C18 e elui¢do com
metanol. O método demonstrou-se linear no intervalo de 0,25 a 20 pug mL'l, com coeficientes
de correlagdo linear superiores a 0,99. A eficiéncia da extracao foi em torno de 71 a 115% e a

repetibilidade foi inferior a 15%. O método revelou-se eficiente na quantificacdo de amostras



com concentracdo igual ou superior a 0,25 ug mL” e, na deteccdo daquelas com valores
abaixo do LQ, através da utilizacdo do DAD. Os resultados sugerem que os métodos podem
ser utilizados na determinacdo simultinea de antineopldsicos, nas matrizes estudadas, e

constituem ferramentas tteis na monitoriza¢do da exposi¢ao ocupacional a tais substancias.

Unitermos: antineopldsicos, determinacdo simultinea, superficies e luvas, cromatografia

liquida, detector ultra-violeta, detector arranjo de diodos, exposi¢ao ocupacional.



ABSTRACT

Therapeutic importance and benefits obtained from antineoplastic drugs are unquestionable.
However, their side effects are not well-known and extensive use and exposure to multiple
agents may put health care workers involved in the preparation and administration of these
drugs at risk. Therefore, it is important to have accurate methods for simultaneous analysis
and evaluation of the occupational exposure. The aim of this study was to develop methods
for simultaneous determination of antineoplastics in surfaces and gloves since, in the
occupational exposure, the main contamination route is dermal contact, which may occur by
prolonged contact with contaminated surfaces or instruments/materials. The assay was
performed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and the optimized
conditions for 5S-fluorouracil (5-FU), methotrexate (MTX), doxorrubicin (DOX),
cyclophosphamide (CP) and ifosfamide (IFO), in surface samples, were: detection in 195 nm,
Cis column (5 um, 250 x 4 mm) with a similar guard column; mobile phase was constituted
by water, pH 4: methanol: acetonitrile (70:13:17, v/v/v) with a flow of 0.4 mL min™! up to 13
minutes and after this 1 mL min™ and cleaning of surfaces with acetonitrile: methanol (50:50),
without previous extraction. The method presented a linear calibration range from 0.25 to 20
pug mL"' for 5-FU and MTX and from 0.5 to 20 pg mL" for IFO, DOX and CP with
determination coefficients (r*) higher than 0.99. The repeatability, expressed in terms of
percent relative standard deviation was <11% and extraction efficiency ranged from 74 to
106%. Optimized conditions for 5-FU, MTX and paclitaxel (PAC), in gloves, were: diode
array (DAD) detection and UV quantification in 195 nm to PAC, 265 nm to 5-FU and 302 nm
to MTX; C;g column (5 um, 250 x 4 mm) with a similar guard column; mobile phase was
constituted by water, pH 4: methanol: acetonitrile (35:15:50, v/v/v) with a flow of 1 mL min’!.
The method presented a linear calibration range from 0.25 to 20 pg mL™ with determination
coefficients (r2) higher than 0.99. Extraction efficiency was between 71 to 115% and
repeatability, expressed in terms of percent relative standard deviation was <15% and
satisfactory extraction efficiency was obtained when liquid extraction, with ethyl acetate, was
used for 5-FU and PAC and solid phase, with C18 cartridges and elution with methanol, for
MTX. DAD detector allowed drugs detection at concentration below 0.25 pg mL™, in glove
samples. The results obtained suggest that the developed methods can be applied for
simultaneous determination of the drugs studied and are considered useful in exposure

assessment for health care workers.

Uniterms: antineoplastic drugs, simultaneous determination, surfaces, gloves, liquid

chromatography, ultra-violet detection, diode array detection, occupational exposure.
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1 INTRODUCAO

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que t€m em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se
para outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito
agressivas e incontroldveis, determinando a formagdo de tumores (aciumulo de células
cancerosas) ou neoplasias malignas. Entre as caracteristicas que diferenciam os diversos tipos
de cancer estdo a velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e

orgdos vizinhos ou distantes, formando as metastases (INCA, 2008).

Os tipos de cancer responsdveis pelas maiores taxas de incidéncia e mortalidade no
Brasil sao: para homens, préstata, pulmao, estdbmago; para mulheres, mama, colo de ttero e

reto (INCA, 2008).

Menos de um quarto desses pacientes terd prognéstico satisfatério somente com
cirurgia e/ou radiacdo local. A maioria, no entanto, receberd quimioterapia sistémica em
algum momento da enfermidade. Em uma pequena parcela (cerca de 10%) dos pacientes com
neoplasias especificas, a quimioterapia pode resultar em cura ou remissdo prolongada.
Contudo, na maioria dos casos, o tratamento farmacoldgico s6 produz regressdo da doenca,
sendo mais comum o0s pacientes apresentarem complicacdes ou recidivas que podem

eventualmente levar a morte (HOWLAND; MYCEK, 2007).

Os carcinégenos podem, portanto, ser de trés tipos: radiacdes (induzem lesdes no
ADN (4cido desoxirribonucléico), como por exemplo a radiacdo ultravioleta e a radiagcdo
ionizante); virus (seu papel ndo é bem conhecido, uma vez que decorre tempo longo entre a
infeccdo viral e o desenvolvimento do cancer, exemplo: o virus da hepatite B); e os agentes

quimicos (MACHADO; SANTELLI, 2008).

A inducdo de tumores em seres humanos por agentes quimicos é bem estabelecida
(VENEGAS et al., 1995). Os agentes quimicos de atuacdo direta sio normalmente compostos
eletrofilicos, isto €, reagem com regides carregadas negativamente de outros compostos. A
maioria, entretanto, age indiretamente, necessitando ser biotransformada para adquirir
potencial carcinogénico. Neste caso, a conversdao em carcindgeno ocorre pela introducio de
centros eletrofilicos na molécula inativa. Essa ativacdo ocorre paradoxalmente em

conseqii€éncia da acdo do sistema de destoxificacdo do organismo, que tem a funcdo de tornar



as substancias hidrofilicas para que sejam eliminadas pela urina (MACHADO; SANTELLI,
2003).

O termo quimioterapia (QT) é utilizado na drea da satude para designar tratamento de
neoplasias, porém a sua definicdo correta € de uma substancia quimica, isolada ou em
combinagdo, que tem por objetivo tratar uma patologia tumoral ou ndo. Tem como finalidade:

curar, melhorar a sobrevida e/ou promover efeito paliativo (CHU; SARTORELLI, 2007).

Seu objetivo primdrio é destruir as células neopldsicas, preservando as normais.
Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma nao-especifica, lesando tanto
células malignas quanto normais (MURAD; KATZ, 1996; ALMEIDA, 2004; CHU;
SARTORELLI, 2007). E a modalidade terapéutica oncolégica que mais tem progredido nos
ultimos tempos. Pode-se hoje curar ou assegurar longas sobrevidas, com este tipo de
tratamento, a uma variedade de tumores até hd pouco tempo rapidamente mortais (CHU;

SARTORELLLI, 2007).

z

Um dos fatores limitantes € a toxicidade dos farmacos em tecidos sadios,
especialmente os que tém taxa de proliferacdo rapida, como a medula éssea, epitélio
gastrintestinal, foliculos pilosos e epitélio germinativo, isto explica a maior parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia: nduseas e vOomitos, diarréia, alopecia, diminui¢ao da fertilidade e
susceptibilidade maior as infec¢does (MACHADO, 2000; OLIVEIRA; ALVES, 2002; CHU;
SARTORELLI, 2007). Porém, o corpo recupera-se destes inconvenientes apds o tratamento, e
0 uso clinico desses farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a toxicidade,
na procura de um indice terap€utico favordvel (FOYE et al., 1996; MURAD; KATZ, 1996;
CHU; SARTORELLLI, 2007).

Os farmacos antineoplasicos (FAN) constituem um grupo heterogéneo de substancias
quimicas capazes de inibir o crescimento e/ou os processos vitais das células tumorais com

uma toxicidade toleravel sobre as células normais (MINOIA; PERBELLINI, 2000).

Assim, praticamente todos os FAN t€ém uma curva dose-resposta muito ingreme para
os efeitos toxicos e terapéuticos (HOWLAND; MYCEK, 2007); ou seja, as substincias
quimicas antineopldsicas mais efetivas terapeuticamente promovem efeitos téxicos em funcao
de sua toxicidade. Tais agentes podem promover o aparecimento de cancer secundario depois
de cessado o tratamento, pois muitos sdo mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos em
varios sistemas experimentais em animais € humanos (FORNI, 1994; FERGUSON;

PEARSON, 1996; MALUF; ERDTMANN, 2000; BERTRAM, 2001).



Os FAN podem ser administrados por vdrias vias, tais como oral, intramuscular,
subcutdnea, intra-arterial, intrapleural, intratumoral, intracistica e por infusdo intravenosa.
Estes agentes podem ser administrados isoladamente ou em terapia combinada (DEL

GAUDIO; MENONNA-QUINN, 1998).

A terapia combinada também chamada de poliquimioterapia é a modalidade de
tratamento utilizada para superar a destrui¢do celular logaritima limitada ao uso de um tnico
FAN. Seu diferencial estd em recorrer a associagdes de farmacos diferentes toxicidades e
mecanismos de acdo, podendo-se assim obter efeitos citotdxicos aditivos e/ou sinérgicos,
sendo atualmente a abordagem padrdo para o tratamento curativo e paliativo do cancer (CHU;

SARTORELLLI, 2007).

Ensaios clinicos demonstraram que a administracdo de esquemas poliquimioterapicos
¢ mais efetiva que a administracdo de farmacos de forma isolada, pois a combinagdo de dois
ou mais agentes pode frequentemente, levar a reducdo da dose de cada um, quando
comparada as doses que seriam administradas isoladamente (EARLY BREAST CANCER
TRIALISTS COLLABORATIVE GROUP, 1998; CARRICK et al., 2005; JONES; GHERSI;

WILCKEN, 2006).

Face ao exposto acima, os trabalhadores, tais como farmacéuticos (manipulacdo em
industrias, farmdcias e clinicas oncoldgicas), enfermeiros, médicos, pessoal envolvido na
limpeza e pesquisadores, estio em contato com varios antineopldsicos na jornada didria de

trabalho, em locais de preparo e administragdo dessas substancias.

A exposicdo ocupacional aos FAN tem sido reconhecida como potencialmente
perigosa a satde desde a década de 70, quando foi demonstrada a associacdo entre o contato
com essas substancias e o aumento da atividade mutagénica em amostras de urina.
Paralelamente a estes resultados muitos estudos tém relatado o aparecimento de efeitos
teratogénicos secunddrios a exposi¢do profissional (VENEGAS et al., 1995). Em 1975, Sieber
e Adamson relataram que a exposicdo aos FAN pode levar a formacdo de aberracdes

cromossOmicas, malformagdes congénitas e efeitos na fertilidade.

Embora o potencial mutagénico/ carcinogénico dos FAN esteja baseado em estudos
com exposi¢ao intensa e a altas doses, estudos sobre a exposi¢do ocupacional tém mostrado a
presenca de niveis baixos, porém detectaveis, de FAN no ar ambiente das unidades de

preparagdo de quimioterapia (MEDKOVA, 1991; SESSINK et al., 1992).



Cefaléia, tontura, nduseas, irritacio da pele/mucosas e reacdes alérgicas sdo os
sintomas mais frequentemente relatados em pessoas expostas ocupacionalmente a FAN,
principalmente quando esses sdo manipulados em unidades inadequadamente equipadas

(VENEGAS et al., 1995).

Em 1992, Sessink e colaboradores avaliaram a presenca de metotrexato (MTX), 5-
fluoruracila (5-FU), ifosfamida (IFO), ciclofosfamida (CF) e seus produtos de
biotransformagao na urina de enfermeiras e farmacéuticos de unidades de quimioterapia e,
demonstraram que niveis aprecidveis de ciclofosfamida e ifosfamida, ndo somente, foram
encontrados na urina de profissionais que estavam ativamente envolvidos no preparo e na
administracdo dos farmacos, mas também, naqueles que apenas estavam presentes nos

mesmos locais, sem contato direto.

Um estudo desenvolvido por Sessink et al. (1994a), mostrou a presenca de
ciclofosfamida em luvas de algoddo, sob as luvas de latex, utilizadas pelos trabalhadores que
preparavam o farmaco. Os autores sugeriram que a ciclofosfamida pode permear luvas de

latex o que, em condi¢des normais de trabalho, pode resultar em penetragao dérmica.

Em outro estudo foi demonstrado que profissionais ndo paramentados com luvas e
madscaras, nas unidades de preparo de FAN, tinham um nivel 50% mais alto de quebras de
ADN (p< 0,005), em relagdo aos que estavam paramentados (MILKOVIC-KRAUS;
HORVAT, 1991; GOLONI et al., 1992).

Tratando-se de farmacos dotados de acdo genotdxica, ndo € possivel estabelecer uma
relacdo dose-efeito, porém € notério que a exposicdo dos trabalhadores, mesmo em baixas

doses, é considerada indevida (ALESSIO et al., 1996).

E evidente na literatura a divergéncia de opinides quanto 2 extensio do risco
relacionado ao contato com FAN (JOCHIMSEN, 1992; LEE, 1993). Entretanto, deve ser
mencionado que a exposicdo didria por periodos prolongados expde o trabalhador a um
constante risco e, a auséncia de sintomas imediatos nao é evidéncia de auséncia de efeitos a

longo prazo (WILSON; SOLIMANDO, 1981; VENEGAS et al., 1995).

No ambito ocupacional, os FAN podem ser absorvidos através da via respiratdria,
pela inalagdo dos aerosséis formados e dispersos no ambiente de trabalho, e através da via

dérmica, que € considerada a principal via de introducdo, pelo contato prolongado com

superficies e/ou indumentdrias contaminadas (ALESSIO et al., 1996).



As modalidades de exposicao sdo bem identificdveis. Durante a fase de preparacao
algumas operacdes sdo particularmente de risco: a abertura da ampola, a extracdo da agulha
do frasco (pode formar aerossol), a expulsdo de ar da seringa, a transferéncia do fairmaco de
um frasco a outro ou a uma bolsa de infusdo, por meio da agulha da seringa e o descarte
incorreto do frasco, parcialmente utilizado. Na fase de administracdo, a exposi¢cdo pode ser
verificada durante a inser¢do no defluxor e/ou durante a expulsio do ar da seringa, por

formacao de aerossol ou por contato cutaneo direto (APOSTOLI, FACCO, ALESSIO, 2001).

As praticas hospitalares rotineiras, o contato com material biolégico ou roupa intima
utilizada pelos pacientes, tratados com estes tipos de farmacos, representam uma possivel
fonte de exposicio (FORNI, 1994; PRIANTE, ALESSANDRO, CLONFERO 1994;
PALAZZO et al., 1996; APOSTOLI , FACCO, ALESSIO, 2001).

Além disso, o uso crescente dos antineopldsicos pode acarretar um futuro problema
ambiental, pois, até 0 momento, ndo existem normativas para o tratamento do descarte e das

excrecoes dos pacientes sob terapia com estes farmacos.

Em 1998, Guedes tragcou um perfil dos trabalhadores expostos aos FAN em hospitais
do Distrito Federal. A maioria dos trabalhadores era do sexo feminino, faixa etaria de 31 a 45
anos, portanto em idade fértil. Grande parte trabalhava a menos de dois anos com
antineoplésicos, contudo um quarto desses trabalhadores manuseava esses agentes a mais de
seis anos. Muitos deles ja haviam manipulado os antineopldsicos sem utilizar qualquer
técnica de seguranca ou equipamento de prote¢do. Aproximadamente metade dos
trabalhadores ja havia sofrido algum tipo de acidente com antineopldsico, sendo que, em

torno de 95% nao fizeram comunicagio.

Embora as condi¢des de manuseio e seguranca dos trabalhadores com antineoplasicos
tenham melhorado consideravelmente, nos ultimos 10 anos, Guedes sugeriu a existéncia de
muitas deficiéncias quanto ao treinamento e vigilancia a saide desse grupo de trabalhadores.
Por essa razdo, alguns Orgdos nacionais e internacionais, destinados a seguranca dos
trabalhadores, tém publicado documentos com a finalidade de fornecer indicagdes precisas

para a redugdo dos riscos durante a manipulagdo de FAN (GUEDES, 1998).

Em geral, as recomendagdes prevéem avaliacdo periddica da exposicao, utilizacdo de
dispositivos de protecdo coletiva e individual, vigilancia a saide e programas de formacgdo e

informacdo a fim de garantir niveis de exposi¢do cada vez mais baixos, uma vez que, nio



existem limites de exposicdo recomendados para essas substincias (DEMENT; CROMER,

1992; PALAZZO et al., 1996; MINOIA; PERBELLINI, 2000; NIOSH, 2004).

Para a avaliagdo da exposicdo aos FAN deve-se fazer um levantamento da exposicao
ambiental e bioldgica determinando em que matrizes esses fairmacos poderdo ser encontrados
(MARTINS, 2003). Segundo estudos realizados foi prevista seguinte hierarquia: (a)
determina¢do em superficies; (b) determinacao em material bioldgico e (¢) determinagdo no ar

(ALESSIO et al., 1996; APOSTOLI, FACCO, ALESSIO, 2001).

Esta hierarquia se deve ao conhecimento da quantidade de substancia manipulada, a
modalidade de difusdo dos farmacos no ambiente, caracterizagdo da &4rea de maior
contaminacdo, conhecimento das principais vias de absor¢do do quimioterdpico em questio e
verificacdo da eficiéncia dos equipamentos de protecdo coletiva (cabine de fluxo laminar) e
individual (mdéscaras, luvas, avental) (BAKER; CONNOR, 1996; APOSTOLI, FACCO,
ALESSIO, 2001).

Segundo o NATIONAL INSTITUTE FOR OCCUPATIONAL SAFETY AND
HEALTH (NIOSH), em seu manual de métodos analiticos o wipe teste € uma maneira comum
de monitorar superficies contaminadas. O objetivo desse procedimento é proporcionar uma
metodologia uniforme e reprodutivel para a coleta de amostras representativas de superficie
contaminadas com particulas sedimentadas e/ou liquidos de baixa volatilidade. O sistema de
coleta dependerd da natureza do solvente de extra¢do e do agente quimico a ser coletado, o

principal cuidado € que este tenha o minimo impacto sobre as amostras (NIOSH, 1994).

No caso de coleta de FAN em superficies, o solvente mais adequado € a solugcdo de
hidréxido de sdédio (NaOH) 0,03 mol L! (SESSINK et al., 1992; MINOIA; PERBELLINI,
2000; CASTIGLIA et al., 2008).

Virios métodos, utilizando wipe teste, vém sendo utilizados e a ciclofosfamida (CF) é
o principal analito investigado, para demonstrar a contaminagdo das superficies em varios

locais de trabalho.

A determinacdo dos antineopldsicos em diferentes matrizes requer métodos validados,
principalmente quanto aos limites de detec¢do e de quantificacdo, sendo a maioria dos

métodos publicados, até o momento, capazes de analisar o firmaco isoladamente.

A técnica de detec¢do e quantificacdo dos FAN por cromatografia liquida de alta

eficiéncia ¢ comumente empregada, apesar da significativa diferenca na estrutura quimica e



nas propriedades fisico-quimicas destes agentes (SPARREBOOM et al., 1999; ZAO; DASH,
1999; LARSON; KHAZAELI; DILON, 2003; TURCI et al., 2006; LI et al., 2007).

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver métodos analiticos para determinacao
simultanea de antineopldsicos, em superficies e luvas, uma vez que a via dérmica € a principal
para a absorcdo dessas substancias e, ¢ reduzido o nimero de métodos que determinem
simultaneamente esses agentes, caracteristica essa importante, sob o ponto de vista analitico,

uma vez que € crescente a utilizagao da poliquimioterapia.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS TEORICOS DO CANCER

Os fatores de risco de cancer podem ser encontrados no meio ambiente ou podem ser
hereditarios (SPENCE; JONHSTON, 2001). A maioria dos casos (cerca de 80%) esta

relacionada ao meio ambiente, onde se encontra um grande nimero de fatores de risco.

Entende-se por ambiente, o meio em geral (dgua, solo e ar), o ambiente ocupacional
(quando insalubre), o ambiente social e cultural (estilo e hdbitos de vida) e o ambiente de
consumo (alimentos e medicamentos, entre outros). As mudancas provocadas no meio
ambiente pelo préprio homem, os hdbitos e estilos de vida adotados pelas pessoas podem

determinar os diferentes tipos de cancer (ALMEIDA et al., 2005).

As alteracoes que geram as neoplasias podem ocorrer em genes especiais
denominados protooncogenes, que a principio s@o inativos em células normais. Quando
ativados, os protooncogenes transformam-se em oncogenes, responsaveis pela malignizacao
(transformacgdo) das células normais. Essas células diferentes sdo entdo denominadas
tumorais. As células alteradas passam entdo a se comportar de forma anormal, multiplicando-
se de maneira descontrolada. Com a constante multiplicagcao celular, hd a necessidade de que
novos vasos sanguineos sejam formados para que haja a nutricio destas células, em um

processo denominado angiogénese (INCA, 2008).

A manutencdo e o acumulo de massa dessas células formam os tumores malignos. Elas
também podem adquirir a capacidade de se desprenderem do tumor e migrarem, invadindo
inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de um vaso sanguineo ou
linfatico e, através desses, disseminarem-se, chegando a 6rgdos distantes do local onde o

tumor se iniciou, formando as metastases (SPENCE; JONHSTON, 1996; INCA, 2008).

As células cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas suas fungdes que as
suas correspondentes normais. Conforme essas células vao substituindo as normais, os tecidos
invadidos vao perdendo suas funcdes, assim, por exemplo, a invasdo neoplasica dos pulmoes
gera alteragOes respiratdrias, com isso hd a disfungdo organica que pode levar a faléncia do

6rgdo ou, em casos mais graves a morte (ALMEIDA et al., 2005).



O cancer € classificado de acordo com o tipo de célula normal que o originou, e ndo de
acordo com os tecidos para os quais se espalhou. Isso é o que se pode chamar de classificacdo

primdria (FOYE et al., 1996; ALMEIDA et al., 2005; INCA, 2008).

Segundo Murad e Katz (1996), quase todos os tipos podem ser colocados em um dos

seguintes grupos, onde o sufixo -oma significa literalmente tumor:

- carcinomas: sdo os tipos mais comuns de cancer, originando-se de células que
revestem o corpo, incluindo a pele (ectodermais) e uma série de revestimentos internos
(endodermais), como os da boca, garganta, bronquios, esdfago, estdbmago, intestino, bexiga,

utero e ovarios, e os revestimentos dos ductos mamadrios, prdstata e pancreas.

H4 também os carcinosarcomas, tumores geralmente de alta malignidade, derivados
de dois tipos de tecidos embriondrios e os teratomas, derivados de trés tipos de tecidos

embrionarios (INCA, 2008).

- sarcomas: originam-se de tecidos de suporte, tais como 0ssos, tecido gorduroso,

musculo e tecido fibroso de refor¢o, encontrados na maior parte do corpo;

- linfomas: originam-se dos linfécitos, encontradas em todo o organismo,
particularmente em glandulas linfaticas e sangue. Os linfomas sdo divididos em Hodgkin e

nao Hodgkin, de acordo com o tipo de célula afetada;

- leucemia: origina-se dos leucdcitos, com alteracdes na sua concentracio, que passa a
ser de 50.000 a 1.000.000 células por microlitro, causando problemas nos quais as células
anormais nao funcionam apropriadamente, além de restringirem o espaco da medula dssea,

para que novas células sejam produzidas;

- mielomas: malignidades nas células plasmaticas da medula éssea que produzem os

anticorpos;

- tumores das células germinativas: desenvolvem-se a partir de células dos testiculos

e/ou ovarios;
- melanomas: originam-se dos melandcitos;

- gliomas: originam-se a partir de células do tecido de suporte cerebral ou da medula

espinhal e, raramente ocorre metastase;

- neuroblastomas: tumor geralmente pedidtrico (atinge cerca de 8 milhdes de criancas

até 15 anos de idade por ano; 80% dos casos com até 4 anos de idade) derivado de células



malignas embriondrias advindas de células neuronais primordiais, desde ganglios simpaticos

até medula adrenal e outros pontos.

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (FOYE et al., 1996; MURAD; KATZ, 1996). Mais recentemente tem-se usado
a terapia de fotoradiacdo com derivados hematoporfirinicos (HTP) e a imunoterapia, sendo
que o objetivo de cada um destes tratamentos € erradicar o cancer, normalmente por meio da
terapia combinada, onde é associado mais de um tipo de tratamento (MACHADO, 2000;

CHU; SARTORELLLI, 2007).

N

A técnica cirtrgica pode levar a remocdao de tumores com eficdcia, se ndo houver
metéstase; no caso da leucemia, por exemplo, costuma ser necessirio o uso de outros tipos

conjuntos de terapia, incluindo o transplante de medula (MURAD; KATZ, 1996).

A radioterapia (geralmente raios gama, radiois6topos como cobalto-60, raios-X e até
prétons e mésons pi negativos) € usada comumente em conjunto com a cirurgia, com
incremento da eficiéncia do tratamento. Mesmo isoladamente, a radioterapia pode diminuir
tumores grandes, diminuir a recorréncia e a chance de metdstase, sendo uma metodologia
antineopldsica muito usada; entretanto, mesmo que sejam usados os sensitizadores (que
diminuem os efeitos colaterais) o tratamento por radiacdo € sujeito a severas limitacdes

(MURAD; KATZ, 1996).

z

A técnica antineoplédsica de fotoradiacdo € um importante avanco, pois permite a
localizagdo e a destrui¢io com maior seletividade pelo uso de radiagdo especifica com
fluorescéncia (1 de 620-640 nm), para detec¢do e destruicdo de tumores com uso de fibras
oticas. Contudo, pelo acimulo de porfirinas em 6rgdos normais ainda nao se obtém uso

clinico interno, s6 em tumores superficiais (MACHADO, 2000).

O tratamento antineopldsico também tem usado o estimulo das préprias defesas do
organismo pela imunoterapia, com o uso de interferona, interleucina-2 ¢ mesmo o BCG

(Bacillus Calmette Guérin) MACHADO, 2000).

Com esses métodos de tratamento citados, um terco dos pacientes consegue ser curado
através de medidas locais (cirurgia ou radioterapia), que sao eficazes quando o tumor ainda
nio sofreu metdstase por ocasido do tratamento. Todavia, nos demais casos, a neoplasia
caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de micrometéstases, indicando a necessidade de
uma abordagem sistémica, que pode ser efetuada, em cerca de 60-70% dos casos com a

quimioterapia (MACHADO, 2000; CHU; SARTORELLI, 2007).



2.2. QUIMIOTERAPIA

O objetivo primério da quimioterapia € destruir as células neoplésicas, preservando as
normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterdpicos atua de forma ndo-especifica,
lesando tanto células malignas quanto normais (MURAD; KATZ, 1996; CHU;
SARTORELLI, 2007), o que explica a maior parte dos efeitos colaterais (MACHADO, 2000;
OLIVEIRA, 2002).

Segundo Grahame e Smith-Aronson (2004) a resposta do tumor a quimioterapia pode

ser classificada em trés categorias:

- tumores altamente quimiossensiveis: s3o aqueles que exibem uma elevada taxa de
resposta completa (desaparecimento completo de toda a doenga detectivel clinica e
radiologicamente por, no minimo, quatro semanas). Em geral, mostram-se sensiveis a

diversos farmacos, e prefere-se a poliquimioterapia;

- tumores moderadamente quimiossensiveis: apresentam baixa taxa de resposta
completa a quimioterapia (cerca de 10%), porém uma elevada taxa de resposta parcial
(reducdo de mais de 50% da soma dos produtos dos dois maiores didmetros perpendiculares,
de todas as lesdes mensurdveis por um periodo minimo de quatro semanas) (cerca de 50%). A

quimioterapia mostra-se ttil como adjuvante para a cirurgia e radioterapia;

- tumores quimiorresistentes: apresentam uma taxa de resposta em torno de 20% e
as respostas completas sdo raras, embora a quimioterapia possa desempenhar um papel
auxiliar no caso de certos tipos de tumores. A quimioterapia de combinacdo raramente € mais
eficaz do que o tratamento com apenas um unico farmaco. Os agentes citotdoxicos também

podem ser utilizados para aliviar os sintomas, quando as medidas locais ndo t€m éxito.

2.2.1 Classificacao dos farmacos antineoplasicos

A importancia clinica dos agentes antineopldsicos induz a necessidade de um estudo
sistematico, o que primeiramente deveria ser feito com o uso de classifica¢cdes quimicas,
levando-se em conta os diferentes grupos funcionais presentes na estrutura das moléculas.
Contudo, a variedade de tipos de compostos utilizados em quimioterapia oncoldgica € tao

grande, que tal classificacdo s6 pode ser feita indiretamente (ALMEIDA et al., 2005).



Chabner e Calabresi (1995) descreveram uma classificagdo conveniente dos farmacos
antineoplésicos onde o critério baseia-se no mecanismo de acdo das diferentes etapas da

sintese de ADN, transcricdo e transdugdo (Figura 1).
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Figura 1- Classificagdo dos antineoplasicos segundo ponto de interferéncia no mecanismo de

acdo das diferentes etapas da sintese de ADN, transcricdo e transdugao
Fonte: CHABNER; CALABRESI, 1995

De fato, existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolu¢do de uma
c€lula normal para uma célula potencialmente maligna (HAHN; WEINBERG, 2002), mas a
maior parte deles interfere na divisao celular e, assim, os conhecimentos do ciclo celular ou
dos seus mecanismos sao importantes para que haja a compreensao da etiologia do cancer

(CHU; SARTORELLLI, 2007).

Muitos farmacos efetivos contra o cancer, exercem sua acdo sobre as células que se
encontram no ciclo celular, razdo pela qual sdo denominados farmacos especificos do ciclo

celular (ECC) (MIGUEL JUNIOR, 2007).

A pés-mitose € o periodo ativo que se pode chamar de crescimento celular e constitui
a fase denominada G, (G de gap em inglés, que significa lacuna ou intervalo) ou interfase, em
que enzimas necessarias a duplicacdo do ADN, sintese de proteinas e ARN sao produzidas. A
fase G; € seguida da fase S ou de sintese do ADN, dando seqiiéncia ao periodo pré-mitético

da fase G, em que cessa a sintese do ADN, e continua a sintese do ARN, proteinas e sao



produzidos os precursores dos microtibulos e do fuso mitético. Imediatamente, segue-se a
fase M (mitose), em que as taxas de proteinas e de sintese do ARN diminuem abruptamente,
enquanto o material genético é segregado para as células-filhas, e estas entram novamente na
fase Gj. Esta fase € antecedida por uma fase Gy (descanso celular), em que a sintese
macromolecular € inativa, sendo a célula, nesse periodo, resistente a acdo da maioria dos

agentes antineopldsicos (MIGUEL JUNIOR, 2007).

Um segundo grupo de farmacos, denominados farmacos inespecificos do ciclo celular
(ICC), tem a capacidade de esterilizar as células tumorais, independentemente de estarem
atravessando o ciclo ou de se encontrarem em repouso no compartimento Gy (MURAD;

KATZ, 1996; CHABNER; CALABRESI, 1995; CHU; SARTORELLI, 2007).

Outra classificacao elaborada por Korolkovas, 2005 engloba os hormonios e andlogos,

conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1- Classificacdo dos antineoplésicos, segundo Korolkovas

Classe de farmacos Exemplos

agentes alquilantes ciclofosfamida, clorambucila, ifosfamida, melfalano, carmustina,

fotemustina, lomustina, bussulfano, dacarbazina

metotrexato, raltitrexato, capecitabina, citarabina, 5-fluoruracila,

gencitabina, cladribina, fludarabina, mercaptopurina, tioguanina

antimetabélitos

compostos de platina carboplatina, cisplatina, oxaliplatina

antibiéticos bleomicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dactinomicina,
epirrubicina, idarrubicina, mitomicina

produtos vegetais vincristina, vimblastina, etoposido, teniposido

horménios e analogos dexametasona, prednisona, tamoxifeno

agentes diversos aminoglutetimida,  asparaginase, tretinoina,  procarbazina,

interferona o e P, interleucina-2

Fonte: Korolkovas, 2005

Nos esquemas quimioterdpicos muitas doses sdo expressas em miligramas (mg) por

2 2 . . ~
metro quadrado (m”) de drea de superficie corporal. Essa forma de expressdao deve-se ao fato
dos experimentos em animais demonstrarem uma relacdo mais estreita entre dose e efeito,

quando a dose é corrigida pela drea de superficie corporal, do que quando corrigida pelo peso



corporal. Aproximadamente, a drea de superficie de um homem de 70 kg é geralmente

considerada como cerca de 1,73 m> (GRAHAME; SMITH-ARONSON, 2004).

2.2.2 Quimioterapia de combinacao ou poliquimioterapia

As combinagdes de quimioterdpicos sdo particularmente eficazes nos tumores
quimiossensiveis (GRAHAME; SMITH-ARONSON, 2004). E possivel obter uma maior
eficidcia global do tratamento com toxicidade aceitdvel, por exemplo, a vincristina e a
prednisolona ndo possui acentuada mielotoxicidade e podem ser combinadas com sucesso
com a doxorrubicina, no tratamento da leucemia linfoblastica aguda (GRAHAME; SMITH-

ARONSON, 2004).

Virios protocolos de tratamento de cancer foram desenvolvidos, e cada um € aplicavel
a um estado neopldsico em particular. O tratamento € intermitente para permitir a
recupera¢do do tecido normal e do sistema imune do paciente, que também ¢é afetado pelos

farmacos, reduzindo assim, o risco de infeccao grave (HOWLAND; MYCEK, 2007).

Os protocolos para tratamento na quimioterapia sdo identificados por acronimos,
identificando os agentes usados na combinagdo. A Tabela 2 exemplifica os protocolos mais

usados e suas indica¢des (CHU; SARTORELLI, 2005; KOROLKOVAS, 2005).

Tabela 2 - Acrénimos dos protocolos de quimioterapia, seus componentes e sua principal

indicacao (continua)

Acronimo do

Componentes Principal Indicacao
protocolo
ABVD adriamicina (doxorrubicina), bleomicina, linfoma de Hodgkin
vimblastina, dacarbazina
AC adriamicina, ciclofosfamida cancer de mama
BEACOPP bleomicina, etoposida, adriamicina, ciclofosfamida, linfoma de Hodgkin

. ® . .. . .
oncovin~ (vincristina), procarbazina, prednisona

Tabela 2 - Acronimos dos protocolos de quimioterapia, seus componentes € sua

principal indicacdo (continua)




Acronimo do

Componentes Principal Indicacao
protocolo
BEP bleomicina, etoposida, cisplatina cancer testicular, tumor
de células germinais

CAF ciclofosfamida, adriamicina, fluoruracila cancer de mama

CAV ciclofosfamida, adriamicina, vincristina cancer de pulmao

CBV ciclofosfamida, BCNU (carmustina), linfoma
VP-16 (etoposida)

ChlVPP/EVA clorambucil, vincristina, procarbazina, prednisona, linfoma de Hodgkin
etoposida, vimblastina, adriamicina

CHOP ciclofosfamida, hidroxidorrubicina (doxorrubicina), linfoma ndo - Hodgkin
oncovin®, prednisona

CHOP ou CVP ciclofosfamida, oncovin® (vincristina), prednisona linfoma ndo - Hodgkin

CMF ciclofosfamida, metotrexato, fluoruracila cancer de mama

corp ciclofosfamida, oncovin®, procarbazina, prednisona linfoma ndo - Hodgkin

EC epirrubicina, ciclofosfamida cancer de mama

ECF epirrubicina, cisplatina, fluoruracila cancer do estdmago e

cancer esofdgico

FEC fluoruracila, epirrubicina, ciclofosfamida cancer de mama

FOLFOX fluoruracila, leucovorina (acido folinico), cancer colorretal
oxaliplatina

m-BACOD metotrexato, bleomicina, adriamicina, linfoma ndo - Hodgkin
ciclofosfamida, oncovin® dexametasona

MACOP-B metotrexato, dcido  folinico, adriamicina, linfoma ndo — Hodgkin
ciclofosfamida, oncovin®, prednisona, bleomicina

MOPP mecloretamina, oncovin® , procarbazina, linfoma de Hodgkin
prednisona

PCV procarbazina, CCNU (lomustina), vincristina tumor cerebral

Tabela 2 - Acronimos dos protocolos de quimioterapia, seus componentes € sua

principal indicacdo (conclusdo)




Acronimo do

Componentes Principal Indicacao
protocolo
ProMACE- prednisona, adriamicina, ciclofosfamida, etoposida, linfoma nao- Hodgkin
CytaBOM citarabina, bleomicina, oncovin®, metotrexato,
leucovorina (acido folinico)
R-FCM rituximabe, fludarabina, ciclofosfamida, linfoma ndo- Hodgkin
mitoxantrona das células B
Stanford V doxorrubicina, mecloretamina, bleomicina, linfoma de Hodgkin
vimblastina, vincristina, etoposida, prednisona
VAD vincristina, adriamicina, dexametasona mieloma multiplo

Fontes: KOROLKOVAS, 2005; CHU; SARTORELLLI, 2007

2.2.3 Farmacos utilizados na quimioterapia

Dentre os farmacos utilizados nos protocolos de quimioterapia, destacam-se:
ciclofosfamida, doxorrubicina, 5-fluoruracila, ifosfamida, metotrexato e paclitaxel, em vista
da freqiiéncia da utilizacio e/ou da toxicidade. Abaixo, estdo descritos alguns aspectos dessas

substancias, dentre eles a importancia na préatica clinica e a toxicidade.

2.2.3.1 Ciclofosfamida (CF)

a. Propriedades

E um agente antineopldsico sintético, pertencente a classe dos agentes alquilantes, no
grupo das mostardas nitrogenadas. As tentativas de modificar a estrutura quimica da
mecloretamina a fim obter maior seletividade para os tecidos neopldsicos levaram ao seu

desenvolvimento (CHABNER; CALABRESI, 1995).

Constitui-se de um pé branco ou quase branco, cristalino e inodoro. E solivel em dgua
e dlcool, fracamente solivel em benzeno, etilenoglicol, tetracloreto de carbono e dioxano,

pouco soluvel em éter e em acetona (MERCK INDEX, 2001).



Apresenta ponto de fusdo de 49,9-53°C e a solugdo aquosa tem atividade por poucas
horas, a temperatura ambiente (25°C), ocorrendo hidrélise a temperaturas acima de 30°C, com
liberacdo de dtomos de cloro e outros fumos téxicos, tais como 6xido de fésforo e fosfina. A
relativa solubilidade em meio aquoso implica no aumento no tempo de exposi¢ao
(ANDERSON et al., 1995; MINOIA; PERBELLINI, 2000). Deve ser estocada em recipientes
herméticos com a temperatura de 2 a 8°C (MERCK INDEX, 2001).

Sua forma molecular é C;H;5sCI,N,O,P. H,O e possui peso molecular de 279,1. Seu
nome quimico € 2- [bis (2-cloroetil) amino]tetrahidro-2H-1,3,2-oxazafosforina 2-6xido
monohidrato e seu ndmero de registro no Chemical Abstracts Service (CAS) € 50-18-0

(MARTINDALE, 1996). A Figura 2 mostra sua férmula estrutural.
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Figura 2- Férmula estrutural da ciclofosfamida
Fonte: adaptado de CHU; SARTORELLI, 2007

b. Farmacocinética

A ciclofosfamida pode ser absorvida por via dérmica e inalatéria. Sua meia-vida
plasmadtica, apds administragcdo oral ou endovenosa, € de cerca de 6 a 8 horas e, nas primeiras
24 horas, ha um rdpido declinio da concentragdao. O pico plasmaético dos produtos de
biotransformagao ativos € em torno de 3 a 6 horas, com meia-vida de eliminagdo de cerca de 9
horas (MINOIA; PERBELLINI, 2000). Estudos t€ém demonstrado que a cinética deste
farmaco € linear e nao dose-dependente (ANDERSON et al., 1995; MINOIA; PERBELLINI,
2000).

A via renal € a principal via de excrecdo do farmaco e de seus produtos de

biotransformac¢do. Na urina pode ser determinada 2/3 da dose administrada, sendo cerca de



10% excretada na forma inalterada. Sua concentracdo nas fezes nao € elevada, entretanto, sua
presenca em grande quantidade na bile sugere a passagem pelo ciclo entero-hepético

(MINOIA; PERBELLINI, 2000).

A atividade bioldgica da ciclofosfamida, bem como do restante dos integrantes do
grupo das mostardas nitrogenadas, baseia-se na presenca do grupo bis-(2-cloroetil) o qual
sofre hidroxilacdo no figado pelo grupo CYP2B, sendo assim convertida em 4-hidroxi-

ciclofosfamida (CHABNER; CALABRESI, 1995).

A hidroxi-ciclofosfamida fica em equilibrio dindmico com seu tautdmero aciclico
aldofosfamida. A bioativagdo da aldofosfamida ocorre espontaneamente formando a acroleina
e a mostarda de fosforamida, a qual se converte em mostarda nitrogenada. A acroleina se liga
covalentemente as proteinas e causa cistite hemorragica. A hidroxi-ciclofosfamida pode ainda
pode ser oxidada pela aldeido oxidase no figado ou no tecido tumoral e, talvez por outras
enzimas, produzindo a carboxifosfamida e a 4-cetociclofosfamida, que ndo possuem atividade
bioldgica significativa. Aparentemente, a lesdo hepatica € minimizada por essas reagdes
secunddrias, enquanto quantidades significativas dos metabdlitos ativos, como a 4-
hidroxifosfamida e a aldofosfamida sdo transportadas até o sitio alvo através do sangue
(CHABNER; CALABRESI, 1995). Atravessa parcialmente a barreira hematoencefélica e
placentdaria (KOROLKOVAS, 2005).

c. Farmacodinamica

-

E um pré-farmaco necessitando de processo de ativacdo complexo (no figado e
tecidos) antes de exercer funcdo antitumoral (KOROLKOVAS, 2005). A classe dos agentes
alquilantes, a qual essa substancia pertence, tem a propriedade de se tornar um eletrdlito forte
pela formacao de intermedidrios de fon carbonio ou de complexos com a molécula de dcido
dexorribonucleico (ADN). Essas reacdes resultam na formagado de ligacdes covalentes entre o
ADN e componentes nucleofilicos, formados pela alquilagdo, tais como grupos fosfato,
amino, sulfidrila, hidroxila, carboxila e imidazol, causando danos estruturais ao dacido

nucléico (BELIZARIO; GARAY; DELUCIA, 2004).

d. Indicacoes clinicas



O espectro clinico de atividade da ciclofosfamida € muito amplo. Entre as vantagens
de seu uso estdo a disponibilidade oral e a possibilidade de administracdo de doses durante
periodos prolongados, possuindo, portanto, grande versatilidade de acdo. Apesar de ser eficaz
como unico farmaco no tratamento de malignidades susceptiveis, € frequentemente usada em
associacdo com outros farmacos antineopldsicos, em vista de sua toxicidade (CHABNER;

CALABRESI, 1995).

Entre as principais indicacdes citam-se as desordens mieloproliferativas e
linfoproliferativas (linfomas malignos, mieloma multiplo, leucemias e micose fungéide);
tumores malignos sdlidos frequentemente sensiveis (neuroblastoma, adenocarcinoma de
ovario e retinoblastoma); tumores malignos raramente sensiveis (carcinoma de mama e

neoplasias malignas do pulmao).

Em virtude de suas potentes propriedades imunossupressoras, esse farmaco recebeu
considerdvel atencdo para o uso no controle da rejeicdo de 6rgaos apds transplante, bem como
em distirbios nao-neoplédsicos associados a alteragdes de reatividade imune (CHABNER;

CALABRESI, 1995; MARTINDALE, 1996).

e. Efeitos toxicos

Os efeitos mais comumente observados sao de alopecia, nduseas, vomitos e diarréias,
leucocitose e cistite hemorragica, podendo levar a fibrose da bexiga (HOWLAND; MYCEK,
2007).

Esse efeito pode ser atenuado através do aumento da ingestdo de liquidos e
administracdo de compostos doadores de sulfidrila, como N-acetilcisteina ou MESNA [2-
mercaptoetano sulfonato sédico]. Esses agentes interagem especificamente com a acroleina,

formando compostos detoxificados (RANG et al., 2004).

Outros efeitos incluem aqueles observados nas células germinativas, resultando em
amenorréia, atrofia testicular e esterilidade. Doenca venoclusiva do figado é verificada em
cerca de 25% dos pacientes. Tumores secundérios podem aparecer anos apds o tratamento

(HOWLAND; MYCEK, 2007).



A International Agency for Research on Cancer (IARC) classifica a ciclofosfamida no
Grupo 1 (agente reconhecidamente carcinogénico, mutagénico e teratogénico para animais €

humanos) (IARC, 2008).

Quanto a mutagenicidade, verificou-se que a ciclofosfamida induz mutagdes nos pares
de bases de linhagem de Salmonella typhimurium na presenca de ativacdo metabdlica, testes
estes negativos para Escherichia coli. Em células somdticas produz mutacdes nos genes,
aberracdes cromossdmicas e troca de cromdtides-irmés. E demonstrada a formagio de adutos
de ADN, em vdrios sistemas in vitro, e o risco genético estimado € de 1 mg de ciclofosfamida

por Kg de peso corpdreo, sob condi¢des agudas de exposicdo (ANDERSON et al., 1995).

Em relacdio a carcinogenicidade, foi demonstrado que pacientes tratados com
ciclofosfamida apresentam maior risco de desenvolver leucemia e outros tipos de cancer. Em
um estudo realizado com 1349 pacientes, com doengas ndo-malignas, tratados com
azatioprina, ciclofosfamida ou clorambucila por um periodo de 3 meses, foi demonstrado que
houve um aumento de 5 vezes na incidéncia de carcinomas nas células escamosas epiteliais,
de 9 vezes de cancer hepatico e de 1,4 vezes de outros carcinomas (TURCI et al., 2003). Os
principais 6rgaos-alvos da carcinogenicidade da ciclofosfamida sdo a medula 6ssea e o

sistema urinario (TOMATIS, 2000).

2.2.3.2. Doxorrubicina (DOX)

a. Propriedades

Em muitos paises o nome “adriamicina” € sua marca registrada. E um antibiético
antitumoral da classe das antraciclinas, produto da fermentacdo de um fungo denominado

Streptomyces peucetius, variedade caesius (MARTINDALE, 1996).

Os antibidticos doxorrubicina, daunorrubicina e seus derivados estdo entre os mais
importantes agentes antimumorais, introduzidos na quimioterapia do cancer hd cerca de duas
décadas. Embora existam marcantes diferencas no uso clinico da doxorrubicina e

daunorrubicina, suas estruturas quimicas se diferem apenas pela presenca de um grupo

hidroxila no carbono 14 (BELIZARIO; GARAY; DELUCIA, 2004).



Apresenta-se na forma de cloridrato como pé cristalino de cor laranja a vermelho,
higroscopico (MARTINDALE, 1996). Devido a sua forte acdo irritante e vesicante ao contato
com a pele, olhos e mucosas em geral, sua manipulagdo deve ser efetuada com a méxima

cautela (MINOIA ; PERBELLINE, 2000).

E solivel em dgua, metanol e cloreto de sédio 0,9%; insolivel em acetona, benzeno,
cloroférmio, éter etilico e em éter de petréleo (MERCK INDEX, 2001). Solu¢des aquosas
possuem cor laranja em pH dcido e cor violeta em pH alcalino. Seu ponto de fusdo, com
decomposicdo, € de 204 a 205°C. Sua estocagem deve ser em recipientes herméticos e

protegidos da luz (MERCK INDEX, 2001).

Sua férmula molecular € Cy;Hy9NO;;. HCI com peso molecular de 580,0. Seu nome
quimico € 14-hidroxi-daunomicina com numero de registro no Chemical Abstracts Service

igual a 25316-40-9 (MARTINDALE, 1996). A Figura 3 demonstra sua férmula estrutural.
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Figura 3- Férmula estrutural da doxorrubicina

Fonte: adaptado de CHU; SARTORELLLI, 2007



b. Farmacocinética

O farmaco que necessita ser administrado por via intravenosa, pois € inativado no trato
gastrointestinal, todavia o extravasamento pode levar a necrose tissular (CHU;
SARTORELLI, 2007). A doxorrubicina é metabolizada extensamente no figado, e em outros
tecidos pela enzima aldoceto redutase, resultando em doxorrubicinol (adriamicinol), seu
principal metabdlito, o qual tem atividade antineopldsica, os outros metabdlitos que sao

terapeuticamente inativos, incluem doxorrubicinona (adriamicinona), agliconas e conjugados.

O metabdlito hidroxilado € a espécie ativa, enquanto a aglicona € inativa.

Até 50% do farmaco sao eliminados nas fezes por excrecdo biliar; por conseguinte, é
necessario reduzir a dose na presenga de disfung¢do hepatica. Embora as antraciclinas sejam
habitualmente administradas em um esquema a cada 3 semanas, foi constatado que esquemas
alternativos de administragdo, como uma dose baixa semanalmente ou infusdes continuas de
72 a 96 h, produzem eficicia clinica equivalente com redu¢do da toxicidade global (CHU;
SARTORELLI, 2007). O farmaco confere coloracdo vermelha a urina (HOWLAND;
MYCEK, 2007).

¢. Farmacodinamica

Exerce sua agdo citotoxica por meio de quatro mecanismos principais: (1) inibicao da
topoisomerase II; (2) ligacdo de alta afinidade ao ADN através de intercalacdo, com o
conseqiiente bloqueio da sintese do ADN e ARN, bem como a ruptura dos filamentos de
ADN; (3) ligagdo as membranas celulares, alterando a sua fluidez, assim como o transporte de
ions; e (4) producdo de radicais livres de semiquinona e de oxigénio por um processo redutor
mediado por enzima e radicais de oxigénio. Esse mecanismo de radicais livres foi
estabelecido como causa da cardiotoxicidade associada as antraciclinas (CHU;

SARTORELLI, 2007).



d. Indicacoes Clinicas

E um dos firmacos antineopldsicos de maior importncia, com grande atividade
clinica nos canceres de mama, endométrio, ovdrio, testiculo, tiredide, estomago, bexiga e
pulmdo; nos sarcomas de tecido mole e em varios canceres infantis como o neuroblastoma,
osteossarcoma e rabdomiossarcoma. Além disso, é amplamente utilizada em neoplasias
malignas hematoldgicas, como a leucemia linfoblastica aguda, mieloma multiplo e linfomas

de Hodgkin e ndo Hodgkin (CHU; SARTORELLI, 2007).

e. Efeitos toxicos

A doxorrubicina causa mielossupressdo tempordria, mucosite (estomatite), as quais
representam a toxicidade aguda, dose-limitante, desse agente. Além disso, sdo observados
ainda, distdrbios do trato gastrointestinal, aumento da pigmentacdo da pele, alopecia intensa
(BELIZARIO; GARAY; DELUCIA, 2004; HOWLAND; MYCEK, 2007). Efeitos
pronunciados s@o observados sobre o sistema cardiaco, em vista da cardiotoxicidade dose-
dependente e irreversivel, resultante da geracdo de radicais livres e lipoperoxidagdo. Ha
algum sucesso na prote¢do a esses efeitos com a utilizacdo do ferro, como quelante. A
irradiacdo do térax aumenta o risco de cardiotoxicidade. Uma nova formulacdo de
doxorrubicina encapsulada em lipossomos € apontada como menos cardiotoxica do que a
formulacao usual (HOWLAND; MYCEK, 2007). Estd demonstrado que pacientes tratados
com antraciclinas apresentam um maior risco de desenvolverem neoplasias secundarias
(SCHMAHL et al (1982); TUCKER et al (1988) apud MINOIA; PERBELLINE, 2000)

A TARC classifica a doxorrubicina (adriamicina) no grupo 2A, como provavel
carcinégeno humano, ou seja, hi evidéncias inadequadas sobre a carcinogenicidade em

humanos, mas evidencias suficientes em animais (IARC, 2008).



2.2.3.3. 5-Fluoruracila (5-FU)

a. Propriedades

E um agente antineopldsico pertencente 2 classe dos antimetabélitos. Constitui-se de
um pé branco ou quase branco, cristalino com leve odor. E pouco solivel em dgua, solivel
em alcool, praticamente insolivel em cloroférmio e éter (MARTINDALE, 1996). Seu ponto

de fusdo € de 282 a 283 °C sublimando a 190 a 200°C (NIOSH, 2004).

Sua estocagem deve ser em recipientes herméticos e protegidos da luz
(MARTINDALE, 1996). Sua forma molecular ¢ C4H3FN,0O, com peso molecular de 130,08.
Seu nome quimico € 5-fluor-1H-pirimidina-2,4-diona, e seu nimero de registro no Chemical

Abstracts Service € 51-21-8 (MARTINDALE, 1996). A Figura 4 demonstra sua férmula

estrutural.
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Figura 4- Férmula estrutural da 5-fluoruracila
Fonte: adaptado de CHU; SARTORELLI, 2007

b. Farmacocinética

Estudos de Minoia; Perbellini, (2000) sugerem a absorcdo da S-fluoruracila por via
dérmica e inalatéria. Nao é administrada por via oral, visto que a sua biodisponibilidade €
comprometida pela presenca de altos niveis da enzima de degradacdo, a dihidropirimidina
desidrogenase, na mucosa intestinal. Até 85% da dose de 5-FU sao catabolizados por essa

enzima (CHU; SARTORELLLI, 2007).

Por via tépica, a absor¢do sist€mica é minima (6%), com inicio de acdo em 2 a 3 dias.
Todavia, apds administragdo intravenosa, € distribuido nos tecidos e fluidos extracelulares,

incluindo tecidos neopldsicos, mucosa intestinal, medula dssea, figado e cérebro. Atravessa a



barreira hematoencefélica e placentdria, sendo seu volume de distribui¢io de 0,12 L Kg'. A
biotransformacgdo € rapida (em torno de uma hora) nos tecidos, produzindo os produtos 5-
monofosfato de fluoruridina e monofosfato de floxuridina. A meia-vida plasmaética é de 8 a 14

minutos (KOROLKOVAS, 2005).

A eliminacdo se da principalmente por via respiratoria (aproximadamente 90%, como
di6éxido de carbono em 8 a 12 horas) e em menor proporcdo por via renal dentro de 6 horas,
aproximadamente de 7 a 20% na forma inalterada, sendo 90% na primeira hora (CHU;

SARTORELLI, 2007; KOROLKOVAS, 2005).

c. Farmacodinamica

A 5-fluoruracila, um anédlogo da pirimidina, tem um atomo estavel de fluoreto no lugar
de um 4tomo de hidrogénio na posi¢do 5 do anel uracila. O fluoreto interfere na conversao do
acido desoxiuridilico a 4cido timidilico, privando assim a célula de um dos precursores

essenciais da sintese de ADN (HOWLAND; MYCEK, 2007).

Na sua forma inalterada a 5-FU nao possui atividade antineopldsica. Ela entra na
célula por um sistema de transporte com carregador e € convertida ao desoxinucleotideo
correspondente (monofosfato de 5-fluor-desoxiuridina (5-FdUMP)), que compete com o
monofosfato de desoxiuridina (dUMP) pela timidilato-sintetase. A sintese de ADN diminui,

levando ao crescimento celular desequilibrado e morte celular.

d. Indicacoes clinicas

E indicado para o tratamento do carcinoma colo-retal, gdstrico, pancredtico e de
mama, em pacientes considerados incurdveis por cirurgia ou outros tratamentos. Ainda, para
carcinoma prostatico, de bexiga, do epitélio ovariano, cervical, endometrial, anal, esofagico e
tumores metastdticos de carcinoma de pele, hepaticos, de cabeca e pescoco e hepatoblastoma,
carcinoma adrenocortical, vulvar, peniano, tumores carcindides gastrintestinais e

neuroenddcrinos em terapia combinada (BOENTE; SAMPAIO-FILHO; DelGIGLIO, 2002).



Na forma tépica o farmaco € indicado para tratamento de condi¢des pré-cancerosas da
pele e carcinoma de célula basal ndo sensivel a outros tratamentos (CHABNER;

CALABRESI, 1995; BRASIL, 2000).

e. Efeitos toxicos

Além de nduseas e vOmitos, a diarréia e a alopecia sdo frequentemente verificados,
como também ulceracdes graves da mucosa oral e gastrintestinal, depressao da medula dssea
(com a injecdo em bolus) e anorexia. Dermopatia denominada “sindrome maos-pés” &

encontrada depois de infusdes prolongadas (HOWLAND; MYCEK, 2007).

A 5-FU ¢€ classificada no grupo 3 da IARC, ou seja, um agente ndo carcindgeno em
humanos (IARC, 2008), entretanto existem controvérsias. TURCI et al. (2003), sugerem que
esta classificacdo foi baseada em evidéncias inadequadas sobre carcinégenos em humanos e
animais. A 5-FU é um agente mutagénico e teratogénico bem como a maioria dos farmacos
antineoplésicos (FALCK et al. 1979; SORSA, HEMMINK, VAINIO, 1985; MICOLI et al.
2001). Larson, Khazaeli e Dilon (2003) sugerem que a 5-FU é um farmaco com probabilidade

de causar efeitos teratogénicos durante a gravidez.

A administracdo por via tdpica pode ocasionar reagdes na pele normal adjacente.

Deve-se evitar exposi¢ao prolongada a radiacdo UV (ultravioleta), pois podem ocorrer

reacoes de fotossensibilidade (KOROLKOVAS, 2005).

2.2.3.4. Ifosfamida (IFO)

a. Propriedades

E um agente antineoplésico, pertencente 2 classe dos agentes alquilantes, no grupo das
mostardas nitrogenadas e ¢ um andlogo da ciclofosfamida, diferindo dessa pela substitui¢dao
por um grupo 2-cloroetili no atomo de nitrogénio do anel da ciclofosfamida, como
demonstrado na Figura 5 (BELIZARIO, GARAY, DELUCIA, 2004). Apresenta-se como

po cristalino, branco e, € solivel em dgua, dlcool metilico, dlcool isopropilico, acetato de etila



e cloreto de metila. Seu pH a 10% em édgua é de 4 a 7 (MARTINDALE, 1996) e seu ponto de
fusdo € de 39 a 40°C (MERCK INDEX, 2001). Deve ser estocado em recipientes herméticos e
protegido da luz, de preferéncia sob refrigeracao (NIOSH, 2004).

Seu nome quimico € 3-(2-cloroetil)-2-(2-cloroetil)-amino)tetrahidro-2H-1,3,2-
oxazafosforina 2-6xido (Figura 5) e sua férmula molecular é: C; H;5Cl, N, O,P com peso

molecular de 261,09. Seu registro no Chemical Abstracts Service (CAS) € n°® 3778-73-2

(MARTINDALE, 1996).
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Figura 5- Féormula estrutural da ifosfamida
Fonte: adaptado de CHU; SARTORELLLI, 2007

b. Farmacocinética

Estudos de Minoia; Perbellini, (2000) sugerem a absor¢do da ifosfamida por via
dérmica e inalatéria. Ao contrdrio da maioria dos farmacos alquilantes, a ifosfamida ¢é
administrada preferencialmente pela via oral. In vivo € ativado pelas enzimas microssdmicas

hepaticas ao metabdlito citotoxico (HOWLAND; MYCEK, 2007).

Sofre hidroxilagdo, formando o intermedidrio instdvel 4-hidroxi-ifosfamida; este se
degrada rapidamente, originando o metabdlito urindrio estdvel, 4-cetoifosfamida; forma-se
também o metabdlito estiavel 4-carboxifosfamida, ndo sendo, esses metabolitos urinarios
citotoxicos. A oxida¢do enzimdtica das cadeias laterais e a desalquilacdo, subseqiiente,
produzem os metabdlitos urindrios principais, ifosfamida descloroetila e ciclofosfamida

descloroetila (KOROLKOVAS, 2005).

Para se tornar ativo, o composto também requer alteracdo metabdlica no figado, onde
¢ transformado em 4-hidroxifosfamida, a qual estd em equilibrio com a aldofosfamida. A

aldofosfamida sofre entdo transformacdo espontinea em mostarda fosforamida, pela



eliminacdo da acroleina. O composto antitumoral ativo é a mostarda fosforamida, enquanto a

acroleina é responsavel pela urotoxicidade (BELIZARIO; GARAY; DELUCIA, 2004).

Em doses de 3,8 a 5 g m™ por dia, as concentracdes plasmdticas decaem bifasicamente
e a meia-vida de eliminacdo terminal é de cerca de 20 horas. Em doses de 1,6 a 2,4 ¢ m™ por
dia, as concentragdes plasmdticas decaem exponencialmente e a meia-vida de eliminagdo € de
cerca de 7 horas. Ap6s doses de 5 g m™, é eliminada pela urina, na proporgio de 70 a 86%,
sendo em torno de 61% na forma inalterada. Ap6s doses de 1,6 a2,4 g m2s6 12 a 18% sio

excretados pela urina na forma inalterada, dentro de 72 horas (KOROLKOVAS, 2005).

Quantidades minimas do farmaco sdo excretadas nas fezes apds o transporte biliar

(HOWLAND; MYCEK, 2007).

c. Farmacodinamica

A classe dos agentes alquilantes, a qual essa substancia pertence, tem a propriedade de
se tornar um eletrdlito forte pela formagdo de intermediérios de fon carbdnio ou de complexos
com a molécula de 4cido dexorribonucleico (ADN). Essas reacdes resultam na formacgao de
ligacdes covalentes entre o ADN e componentes nucleofilicos, formados pela alquilacdo, tais
como grupos fosfato, amino, sulfidrila, hidroxila, carboxila e imidazol, causando danos

estruturais ao acido nucléico (BELIZARIO; GARAY; DELUCIA, 2004).

d. Indicac¢oes Clinicas

Apresenta um amplo espectro de atividade antitumoral quando usado isolado ou em
combinacdo com outros farmacos citostéticos, especialmente em pacientes refratdrios a outros
regimes terapéuticos. Os melhores resultados foram observados em tumores de testiculo,
cancer de pulmao, ovdrio, sarcomas de partes moles e também em linfomas (BELIZARIO;

GARAY; DELUCIA, 2004).



e. Efeitos toxicos

A ifosfamida faz parte de varios esquemas alternativos e apresenta toxicidade
hematoldgica mais pronunciada que a ciclofosfamida (BOENTE; FILHO-SAMPAIO; Del
GIGLIO, 2002). A toxicidade da ifosfamida é marcada pelo aparecimento de nduseas,
vOmitos, alopecia e moderada mielossupressdo, elevacdo das enzimas hepdticas,

nefrotoxicidade e urotoxicidade (BELIZARIO; GARAY; DELUCIA, 2004).

O fator dose-limitante em vista disso € a urotoxicidade que se caracteriza pelo
aparecimento de cistite hemorrigica, e no esfor¢o para prevenir a cistite hemorrdgica, vérias
medidas tém sido empregadas, incluindo grande ingestao de liquidos, alcalinizacdo da urina, a
administracdo de diuréticos e instilacdo vesical de compostos como N-acetilcisteina e

MESNA (BELIZARIO; GARAY; DELUCIA, 2004).

A ifosfamida tem demonstrado ser carcinogénica em animais, ndo havendo evidéncias
de carcinogenicidade em humanos. Por este motivo, a IARC a classifica no grupo 3 (nao
carcinégena para humanos) (IARC, 2008). Entretanto devido a sua similaridade estrutural
com a ciclofosfamida, a ifosfamida deve ser considerada um suspeito carcinégeno (TURCI et

al., 2003; CHABNER; CALABRESI, 1996).

2.2.3.5. Metotrexato (MTX)

a. Propriedades

z.

E um agente antineopldsico da classe dos antimetabdlitos (HOWLAND; MYCEK,
2007). Apresenta-se como um po cristalino, de cor amarela a laranja, higroscépica, nao
contendo mais que 13% de dgua (MERCK INDEX, 2001). E praticamente insoltivel em dgua,
alcool, cloroférmio, éter e diclorometano, solivel em solugdes diluidas de dcidos minerais,
solugdes alcalinas de hidroxidos e carbonatos. Possui ponto de fusdo de 185 a 204°C

(MARTINDALE, 1996).

Sofre degradagdo se exposto a luz direta, com perda de aproximadamente 11,0% do

farmaco, ap6s 7 horas (MARTINDALE, 1996). Seu nome quimico ¢é (S)-2-(4-(((2,4-



diaminopteridino-6-il) metil) metilamino) benzamido) dcido pentanodidico, ou 4 —amino-4-
deoxi-10-metilpteroil-L-glutamico e seu registro no Chemical Abstracts Service € n° 59-05-

02.

Sua forma molecular é CyyH;,NgOs, com peso molecular de 454,44 (MARTINDALE,

1996). Sua férmula estrutural esta representada na Figura 6.
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Figura 6- Formula estrutural do metotrexato
Fonte: adaptado de CHU; SARTORELLLI, 2007

b. Farmacocinética

Estudos de Minoia; Perbellini, (2000) sugerem a absorcdo do metotrexato, por via
dérmica e inalatéria. A absorcdo oral é considerada elevada em doses inferiores a 30 mg m™;
em doses maiores, é incompleta. A biodisponibilidade oral é de 90% em doses até 30 mg m™
e diminui a medida que a dose € aumentada, sendo que o pico plasmético ocorre de 0,6 a 4
horas apés administragio oral. E absorvido completamente por via intramuscular e a
biodisponibilidade é de 76 a 100%, nao variando com a dose, com pico plasmético de 0,5-2

horas (KOROLKOVAS, 2005).

A taxa de ligac@o a proteinas é de 50% e seu volume de distribui¢do é de 0,4- 0,9 L
por Kg de peso corpdreo. Atravessa a placenta e se distribui no epitélio intestinal, figado e

rins. E observado em liquido de ascite e derrames pleurais. A meia-vida de eliminagao € de 8-



15 horas para altas doses e de 3-10 horas, em doses baixas. E pouco metabolizado (<10%) no
figado com producio de 7-hidroxi-metotrexato e poliglutamatos. E excretado pelos rins na
forma inalterada (80 - 90%) e pela bile (0 - 10%), nao podendo ser removido por didlise

(CHABNER; CALABRESI, 1995).

c. Farmacodinamica

Por ser um agente antimetabdlito e antagonista do 4cido félico estd estruturalmente
relacionado com compostos normais encontrados do interior da célula. Estes compostos
geralmente interferem na disponibilidade de precursores nucleotideos de purina ou pirimidina,

por inibirem a sintese de ADN ou de ARN (HOWLAND; MYCEK, 2007).

O MTX inibe competitivamente a enzima dihidrofolato redutase (DHFR) que ¢
responsavel pela conversdo do acido félico em tetra-hidrofolato (THF). O THF € um co-fator
necessario para a transferéncia de carbono de muitas reagdes metabdlicas, incluindo a sintese
de bases ptricas e timidilato sintetase. A proliferacdo celular é afetada porque diminui a
sintese de timidilato sintetase e consequentemente de percursores de nucleotideos (bases
ptricas) que integram o ADN e ARN; afeta reparacdo e replicacdo dos édcidos nucléicos

(HOWLAND; MYCEK, 2007).

Os tecidos com maior atividade metabdlica e com maior crescimento celular sdo mais
afetados pelo MXT e, nesses incluem-se os tecidos com células cancerigenas, foliculos
capilares, células epiteliais, do trato gastrointestinal e células de medula éssea, o que explica

alguns efeitos farmacoldgicos e toxicos (HOWLAND; MYCEK, 2007).

d. Indicac¢oes Clinicas

E indicado na terapia de tumores sélidos e leucemias, e mais recentemente como
agente imunossupressor em transplante de orgdos, no tratamento de doencas auto-imunes,

assim como psoriase, reumatismo e terapia severa da asma (RUBINO, 2001).



e. Efeitos toxicos

Além de nduseas, vOomitos e diarréias, os efeitos toxicos mais freqiientes ocorrem em
tecidos que estdo em permanente renovagdo. Assim, o MTX causa mucosite (estomatite)

mielossupressao, eritema, urticdria e alopecia (KOROLKOVAS, 2005).

De acordo com a IARC, o metotrexato ndo € classificado como um carcinégeno para
humanos (grupo 3) (IARC, 2008), com controvérsias entre os autores. TURCI et al.(2003)
considera o MTX como um agente mutagénico e teratogénico para humanos. A United States
Food and Drug Administration (US-FDA) alerta para que o MTX seja evitado nas seguintes

condi¢Oes: gravidez, aleitamento, insuficiéncia hepatica e renal (US- FDA, 2008).

2.2.3.6 Paclitaxel (PAC)

a. Propriedades

N

Denominado também como taxol, pertence a classe dos taxanos, é um alcal6ide
extraido da casca do teixo oriental, Taxus brevifolia (KOROLKOVAS, 2005). Apresenta-se
como pod cristalino branco, altamente lipofilico, muito solivel em acetato de etila,
cloroférmio, metanol, solivel em isopropranol e insoldvel em dgua. Possui ponto de fusdao

entre 216- 217°C (MARTINDALE, 1996).

A solugdo injetdvel € viscosa, incolor ou ligeiramente amarelada, contendo Oleo
polietoxilado de castor e dlcool absoluto, como veiculos (TURCI et al., 2003). Deve ser
armazenado em recipientes herméticos sobre refrigeracdo e ao abrigo da luz (MERCK

INDEX, 2001).

O paclitaxel é um triterpeno polidroxilado e possui também uma cadeia lateral ligada
ao C-13 do sistema terpénico, que € essencial para a atividade bioldgica, conforme
demonstrado na Figura 7 (SOUZA, 2004), sendo seu nimero de registro no CAS 33-069.62.4,
com férmula molecular C47Hs;NO4 e peso molecular de 853,9 (MARTINDALE, 1996).



Figura 7- Féormula estrutural do paclitaxel

Fonte: adaptado de CHU; SARTORELLLI, 2007

b. Farmacocinética

Estudos de Minoia; Perbellini, (2000) sugerem a absorcdo do paclitaxel, por via
dérmica e inalatéria. A absor¢do pelo trato gastrintestinal é elevada e o pico plasmaético €
atingido entre 4 e 7 horas, ap6s administracao oral. Concentracdes de equilibrio s@o atingidas
em 4 a 6 semanas. Por via intravenosa, a concentracdo apresenta declinio bifésico
(HOWLAND; MYCEK, 2007). A meia-vida de eliminacdo é de 7 a 14 dias. Sofre intenso
metabolismo hepéatico mediado pelo citocromo P450 (isoenzimas CYP3A e CYP2C)
originando o 6a-hidroxipaclitaxel e dois metabdlitos menores, o 3-p-hidroxipaclitaxel e o 6-
alfa,3'-p-diidroxipaclitaxel. Em torno de 80% ¢é excretado nas fezes, pela via hepatobiliar. Por
conseguinte, € necessdrio efetuar uma reducdo da dose na presenca de disfuncdo hepatica

(GRAHAME-SMITH; ARONSON, 2004; CHU; SARTORELLLI, 2007).



c. Farmacodinamica

E um taxano diterpénico anelar complexo, atuando como agente antimicrotibulo. Os
microtibulos formados, excessivamente estaveis, ndao sao funcionais, € ndo ocorre
desagregacdo dos cromossomos, resultando na morte celular. Os efeitos inibitdrios
interrompem o ciclo celular na fase G; final ou na mitose (GRAHAME; SMITH-ARONSON,
2004; KOROLKOVAS, 2005).

d. Indicacoes Clinicas

E indicado para o tratamento de tumores s6lidos, sarcoma de Kaposi, carcinoma de
ovério, carcinoma de mama metastatico e carcinoma de pulmao (CHU; SARTORELLI,

2007).

e. Efeitos toxicos

Como efeitos decorrentes da toxicidade aguda, podem ser observados: nduseas,
vOmitos, hipotensdo, arritmias e reacdes de hipersensibilidade (CHU; SARTORELLI, 2007).
A neutropenia € um efeito toxico limitante para a dose e, pacientes com menos de 1.500
neutréfilos mm™ ndo devem receber este farmaco. Devido a graves reacdes de
hipersensibilidade o paciente € pré-medicado com dexametasona e difenidramina, bem como

bloqueadores H, (CHABNER; CALABRESI, 1995; CHU; SARTORELLI, 2007).

Os sintomas de toxicidade tardia sdo a depressdo da medula dssea e a neuropatia
sensorial periférica (CHU; SARTORELLI, 2007). Os farmacos antimetabdlitos e inibidores
do fuso mitético sdo classificados no grupo 3, pela IARC, ou seja, ndo carcinégenos para

humanos (IARC, 2008).

Devido ao seu uso ser recente, ndo € possivel classifici-lo como um agente
carcinogénico, mutagénico e teratogénico. Entretanto é possivel considera-lo como um agente
potencialmente téxico e medidas de precaucdo devem ser tomadas durante a manipulagao,

preparagdo e administragdo do paclitaxel (TURCI et al., 2003).



Segundo orientagdes do United States Food and Drug Administration (US-FDA), o
paclitaxel apresenta classificagcdo D na categoria de risco, ou seja, nao deve ser usado durante

a gravidez, pois pode causar danos ao feto (US-FDA, 2008).

2.2.4. Neoplasias induzidas pela quimioterapia

Sao indiscutiveis os efeitos benéficos da terapia antineopldsica. Todavia, as
substancias antineopldsicas mais efetivas também promovem vdrios efeitos toxicos, que
podem ser classificados como leves, moderados ou graves. Tais agentes podem promover o
aparecimento de cancer secunddrio, depois de cessado o tratamento quimioterdpico, pois
muitos sao mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos em vdrios sistemas experimentais e

em humanos (FORNI, 1994; FERGUSON; PEARSON, 1996; BERTRAM, 2001).

Dados epidemioldgicos sobre a associacdo de neoplasia secunddria com o tratamento
quimioterdpico especifico estdo disponiveis para cerca de 30 agentes, € no caso das provas

globais 10 compostos tem sido avaliados como conclusivos (SORSA; ANDERSON, 1996).

Foi relatado por Jackson, Stack, Waters, que pacientes que receberam tratamento por
radiacdo seguido de quimioterapia apresentaram maior risco de desenvolver cancer
secunddrio em relagdo aos pacientes que receberam primeiro a quimioterapia seguida de

radiacdo (JACKSON; STACK; WATERS, 1996).

O estudo das propriedades carcinogénicas dos farmacos antineoplasicos € complexo e
nao uniforme, como o teste de mutagenicidade em bactérias. Na literatura é encontrada uma
multiplicidade de métodos e modelos animais, envolvendo vdrias espécies, doses, esquemas €
vias de administracdo, bem como varias maneiras de se analisar a capacidade de induzir a

formacdo de tumores (WALKER; BOLE; 1973; VENEGAS et al., 1995).

Tal fato torna dificil a interpretacdo e comparacao dos resultados, porém tem sido
discutido que, apesar dos diferentes métodos utilizados, os resultados tomados como um todo
sdo relativamente uniformes, e mostram que as agdes carcinogénicas observadas em animais

podem ser extrapoladas para seres humanos (WEISBURGER, 1977; VENEGAS et al., 1995).

A TARC tem reconhecido haver evidéncias suficientes de carcinogenicidade para

alguns farmacos, como demonstrado na Tabela 3 (IARC, 2008).



O risco de tumor, apds o tratamento com estes farmacos, é confirmado pela
constatacdo da maior incidéncia de neoplasias em individuos que recebem tais substincias
como parte do tratamento, apds o transplante de 6rgaos. Também nos pacientes com neoplasia
e tratados com esses farmacos, foi documentado o desenvolvimento de cancer secundario que
ndo faziam parte da histéria natural da patologia tumoral primitiva, tal como elevada
incidéncia de leucemia mieldide aguda em individuos com tumores sélidos. Efeitos sobre o
sistema reprodutivo, que consistem em aumento da inducdo ao aborto e malformagdes, foram

também documentados (ALESSIO et al. 1996).

Tabela 3 - Classificacdo dos farmacos antineopldsicos, quanto a carcinogenicidade

Grupo Farmaco
1 - ciclofosfamida
carcindgenos para o ser humano - N,N-bis(2-cloroetil)-2-naftilamina

- 1,4-butanodiol dimetansulfonato

- clorambucila

- 1-(2-cloroetil)-3-(4-metlcicloexil)-1-nitrosouréia
- melfalano

- terapia composta por mostarda nitrogenada,

vincristina, procarbazina e prednisona

2A - adriamicina

provaveis carcinégenos para o - biscloroetilnitrosouréia

ser humano - 1-(2-cloroetil)-cicloexil-1-nitrosouréia
- cisplatina

- N-metil-N-nitrosouréia
- mostarda nitrogenada
- cloridrato de procarbazina

- azacitidina e clorozotocina

2B - mostarda nitrogenada N-6xido

.. . - dacarbazina
possiveis carcinogenos para o ser humano

- daunorrubicina e mitomicina ¢

3 - ifosfamida
nao classificados com relacao a - 5- fluoruracila
carcinogenicidade humana .

- prednisona

- metotrexato

- vincristina e vimblastina

Fonte: IARC, 2008



23  MONITORIZACAO DA  EXPOSICAO  OCUPACIONAL  AOS
ANTINEOPLASICOS

Falck et al. (1979) foram os primeiros autores a evidenciar a atividade mutagénica em
amostras de urina de enfermeiras que manipulavam farmacos antineopldsicos. A urina dessas
trabalhadoras foi coletada no inicio e no final da semana de trabalho, e os resultados obtidos
foram comparados, concluindo-se que o risco de mutagenicidade aumenta quando se eleva o

tempo de exposi¢ao.

A ocorréncia de perdas fetais e malformacdes entre os filhos de profissionais da drea
de saide em contato com antineopldsicos foram estudadas por Selevan et al. (1985). Nesse
estudo foi relatado que a ocorréncia desses efeitos poderia estar associada a exposicdo a
ciclofosfamida, doxorrubicina e vincristina, sendo a chance de perda fetal duas vezes maior
nas enfermeiras expostas no primeiro trimestre. Estudos evidenciam a redugdo de riscos
quando medidas efetivas de protecdo sdo adotadas (SORSA; HEMMINK; VAINIO, 1985,
CASTIGLIA et al., 2008).

Os trabalhadores expostos aos FAN sdo aqueles que ndo s6 manuseiam os agentes
durante o preparo e a administracio aos pacientes mas também, aqueles envolvidos na
fabricacdo dos farmacos em industrias farmacéuticas e na limpeza, pelo contato com as
excretas do pacientes. Os pesquisadores também podem ser considerados como um grupo

exposto (ALMEIDA, 2004).

Para a avaliacio da exposi¢do aos antineopldsicos deve ser planejada uma diretriz que
compreenda os cuidados com o ambiente de trabalho, com a manipulacio dos farmacos e com
os profissionais envolvidos. Neste planejamento, revestem-se de grande importancia os

procedimentos de monitorizagao ambiental e bioldgica.

A avaliagdo da exposi¢do ocupacional aos antineopldsicos pode ser realizada através
da monitorizacdo ambiental, da andlise de superficies, luvas e mascaras e da monitorizacao
bioldgica. Biologicamente, pode ser efetuada a determinacdo dos agentes ou de seus produtos
de biotransformacdo, testes de atividade mutagé€nica em amostras de urina, testes
citogenéticos, determinacdo de tio éteres urindrios, ensaio da hipoxantina guanina
fosfororiboxitransferase, avaliagdo de danos ao ADN e determinagdo dos niveis de dcido D-

glicarico (BAKER; CONNOR, 1996; SORSA; ANDERSON, 1996).

A Figura 8 resume os aspectos da avaliacdo da exposi¢do ocupacional aos antineoplasicos.



Fontes de exposicio

Monitorizacdo ambiental

-andlise de ar

-andlise de superficies
-andlise de materiais (luvas,
mascaras, bolsas de infusao)

Monitorizacio biologica

- andlise urindria: firmaco
inalterado; produtos de
biotransformagdo

- outros testes: efeitos

Doencas profissionais

citogenéticos (troca de

-preparo cromatides-irmas; - intoxicagdes agudas
-administragio microndcleo; aberragdes - cancer
-limpeza cromossomicas) e mutacdes - efeitos reprodutivos

-descarte dos materiais - efeitos teratogénicos

Vigilancia a satde

Figura 8- Aspectos da exposi¢do ocupacional aos farmacos antineoplasicos
Fonte: adaptado de SORSA; ANDERSON, 1996

Para a obtencdo das informacdes deve ser utilizado um questiondrio para caracterizar
toda a atividade pertinente ao emprego e ao contato com os fairmacos. O modelo padronizado
se divide em quatro sessdes: ambiente, pessoal, farmacos e descarte (APOSTOLI; FACCO;

ALESSIO, 2001).

Este questiondrio, além de fornecer dados sobre as condi¢des de trabalho, garante uma

correta aplicacdo da monitorizacdo ambiental e bioldgica.

A determinacdo dos antineopldsicos no ambiente e nos fluidos biolégicos (sangue e
urina) requer métodos validados quanto a sensibilidade, j4 que a exposicdo € a baixas
concentracdes. Pardmetros como a precisdo e exatiddo sdao, também, quesitos essenciais na
validacdo de um método analitico confidvel (SESSINK; BOS, 1999; APOSTOLI; FACCO;
ALESSIO, 2001).

Partindo do pressuposto que na populagdo em geral estes farmacos ndo sao
encontrados, exceto compostos com platina, os resultados bioldgicos, ainda que baixos (em
particular das classes 1, 2A, 2B, segundo a IARC) fornecem indicacdes tteis sobre os
procedimentos adotados na manipulacio de tais substancias (APOSTOLI; FACCO;
ALESSIO, 2001).

Para a monitorizagdao bioldgica dos FAN, os métodos podem ser divididos em dois

grupos: seletivos e ndo-seletivos. Para os métodos seletivos, a concentragdo da substancia ou



do seu produto € determinada. J4 para os ndo seletivos, neste caso os mais utilizados, sdao
determinadas as propriedades em comum a um determinado grupo quimico, tais como

mutagenicidade e eletrofilicidade (SESSINK; BOS, 1999).

Durante a ultima década foram desenvolvidos novos métodos para a avaliacdo da
exposicdo ocupacional aos agentes antineopldsicos que detectam efeitos biolégicos precoces.
Entre estes efeitos, a freqiiéncia de aberracdes cromossdmicas, troca de cromatides-irmas,
presenca de micronucleos, sao os mais estudados e propostos. Convém ressaltar que, nos
estudos realizados em grupos de trabalhadores que adotam medidas de protecdo, os
indicadores citogenéticos mostraram-se negativos (SESSINK et al., 1993; ALESSIO et al.,
1996; FORNI; BONATTI; MERLER, 1996; SESSINK; BOS, 1999).

Os testes de atividade mutagénica em amostras de urina sdo afetados por diversos
fatores tais como a dieta, o hdbito de fumar ou o manuseio de outras substancias mutagénicas.
H4 muita controvérsia entre laboratérios que testam a mesma substancia. TUFFNEL et al.
(1986) avaliaram a sensibilidade do teste de Ames. Os autores utilizaram a bactéria
Salmonella typhimurium, linhagens TA98 e TA 100, e 17 antineopldsicos. A avaliacdo na
urina dos pacientes tratados demonstrou que 11 dos 17 farmacos ndo apresentaram atividade
mutagénica, todavia muitos destes foram considerados t6xicos aos organismos. A urina dos
pacientes tratados com ciclofosfamida e doxorrubicina mostrou atividade mutagénica dose-
dependente, nao sendo detectada em individuos que trabalham com medidas de protecdao. Os
autores sugeriram que devido a baixa sensibilidade do teste de Ames e a interferéncia do
ambiente nos resultados, advindos de varios outros fatores, esse teste ndo deveria ser utilizado

rotineiramente na avaliagdo da exposi¢do ocupacional aos FAN.



2.4 ANALISE DE ANTINEOPLASICOS EM MATRIZES NAO-BIOLOGICAS

Para avaliar a exposicdo potencial a uma mistura de FAN, sdo considerados
individualmente a ciclofosfamida, a S5-fluoruracila, o metotrexato e os compostos de
coordenacgdo de platina. Em uma escala de prioridade, as amostras obtidas de superficies de
trabalho devem ser as primeiras a serem coletadas e analisadas, seguidas de amostras

bioldgicas, tais como sangue e urina (APOSTOLI; FACCO; ALESSIO, 2001).

A monitoriza¢do dos antineopldsicos aerodispersos ndo fornece indicacdes tteis sobre
o nivel de exposicdo dos trabalhadores. Quando esta informacdo se faz necessdria, a
amostragem da drea e pessoal deve ser realizada, individualizando pontos significativos e

dispendendo particular atencdo a drea caracterizada como a de maior contaminagdo

(SESSINK; BOS, 1999; APOSTOLI; FACCO; ALESSIO, 2001).

A Tabela 4 apresenta diversos tipos de amostragem ambiental utilizados para a

avaliacdo da exposi¢do ocupacional aos antineoplésicos.

Tabela 4 - Tipos de amostragem para avaliar a exposicdo dos trabalhadores da drea da
saude, aos quimioterdpicos antineopldsicos e as possiveis informacgdes fornecidas

Tipo de amostragem Informacoes fornecidas
-ambiental, do tipo pessoal concentragdo aerodispersa do firmaco na zona respiratéria do
trabalhador

-ambiental, no centro do local de trabalho concentragdo aerodispersa difusa no ambiente de trabalho
-ambiental, na saida do filtro da verifica o sistema de filtracdo da cabine a fluxo laminar
cabine de exaustio

-wipe teste, na bancada da nivel de contaminag@o dos quimioterdpicos sobre a superficie

. N de trabalho, vidro e parede lateral da cabine
cabine de exaustdo

- wipe teste, no pavimento proximo a presencga de residuos de quimioterdpicos fora da cabine com

. - fluxo laminar ou nas vestimentas de trabalho contaminadas
cabine de exaustdo

- wipe teste, em diversos pontos do local verifica a possivel contaminacdo difusa interna e

. ~ ; externamente no local de preparagdo do farmaco
de manipulagdo do farmaco

- wipe teste, nos objetos e macganetas de procedimento de trabalho ndo efetuado em condi¢des de

seguranca
portas gurang

Fonte: APOSTOLI; FACCO; ALESSIO, 2001



O método mais empregado para a obtenc@o de informagdes sobre a exposi¢do € o wipe
teste, que avalia a presenca de residuos sobre uma superficie especifica ou objetos, coletados
com auxilio de tecido. A andlise da superficie é mais util, sensivel, reprodutivel, em relacdo a
andlise ambiental e, a técnica para efetud-la é de baixo custo e relativamente acessivel. Do
mesmo modo, a andlise de materiais, tais como luvas e madscaras, pode ser util, quando

corretamente padronizada (MARTINS, 2003).

Utilizando esta técnica para monitorizar a superficie de trabalho, no local de
preparacdo dos farmacos, € possivel adquirir diversos tipos de informacdes. O numero de
wipe teste pode ser aumentado ou diminuido em fungdo da exigéncia especifica. Por exemplo,
para verificar a eficiéncia do procedimento de descontamina¢do da parede interna da cabine
(incluindo a superficie de trabalho), é recomenddvel a execu¢do de dupla amostragem: uma
primeira série de wipe teste € feita ao final da atividade de preparacdo do farmaco, antes da
descontaminagdo, sucessivamente se procede a segunda amostragem, no mesmo ponto
anterior, apOs a limpeza da superficie. A andlise do wipe teste pode ser limitada a 1 ou 2
farmacos (em geral, aqueles mais usados) ou extensiva a todas as substincias utilizadas

(APOSTOLI; FACCO; ALESSIO, 2001).

Considerando a estrutura molecular e o estado fisico dos quimioterdpicos mais
empregados e sua lenta degradacdo, o wipe teste pode evidenciar o acimulo de tais agentes
sobre a superficie (APOSTOLI et al., 1996). Levando-se em conta a via transcutdnea como
uma das mais importantes para a absorcdo destes agentes, a demonstracio do grau de

contaminacdo da superficie parece ser perfeitamente justificavel.

Para o wipe teste € necessério delimitar uma superficie, utilizar um sistema de coleta
(por exemplo, uma gaze de algodao estéril de 1 a 2g) previamente embebido em uma solucdo
ou em solvente de extracdo. A superficie € esfregada realizando-se ligeira pressdo com a gaze,
posteriormente colocada em frasco, com tampa de teflon. Esse procedimento pode ser
utilizado também para andlise de materiais (luvas, mdscaras), modificando para isto alguns

procedimentos de coleta (APOSTOLI et al., 1996).

Os wipe teste sdao geralmente constituidos de tecido de algoddo, sobrepostos em
nimero varidvel de 2 a 5, umedecidos com solvente de extracdo ou solugcdo tampdo a pH
adequado. Todavia, pode ser observada interferéncia entre as particulas do tecido de algoddo e
os analitos e, por este motivo, é aconselhado o uso de TNT (tecido ndo tecido) que ndo deixa

particulas. Para limpar as superficies e os objetos de trabalho, utilizam-se tecidos embebidos



em solucdo, geralmente, de hidréxido de sédio. Em particular, para os pavimentos, o tecido
ndo € umedecido sendo a solucdo de NaOH colocada diretamente sobre a superficie

(MINOIA; PERBELLINTI, 2000).

Os possiveis pontos de amostragem de wipe teste nos locais de preparacao dos FAN
sdo a cabine com fluxo laminar, bancadas, maganetas, pavimento proximo a cabine e préximo
as bancadas, entre outros. Analogamente ao que foi exposto para a unidade de preparagdo do
farmaco, deve ser avaliada com atencdo a possibilidade de transferéncia de micro quantidades
residuais a drea externa de trabalho. Por este motivo, deve ser realizada amostragem wipe
teste em diversos locais, tais como macganetas, leitos dos pacientes, bolsas de infusdo entre

outros (APOSTOLI; FACCO; ALESSIO, 2001).

Luvas e bolsas de infusdo também podem ser ferramentas importantes para a
monitorizacdo da exposi¢ao ocupacional aos FAN. As bolsas podem ser contaminadas pelo
contato com luvas, utilizadas durante a preparagdo dos fairmacos e sdo importantes fontes de
contaminacdo para os trabalhadores e outras pessoas presentes nos locais de administracdo, ja

que em muitos hospitais o acesso nao € restrito.

Em estudo realizado em 1992, SESSINK et al. obtiveram concentracdes em torno de
11 e 21 pg de ciclofosfamida por par de luvas. Priante; Alessandro; Clonfero (1994)
sugeriram que com a andlise de luvas utilizadas pelos trabalhadores pode ser estimada a

exposi¢do cutanea aos FAN.

Em investigacdo conduzida por Minoia et al. (1998), em hospitais italianos a
determinagdo de ciclofosfamida na parte interna de luvas forneceu uma positividade superior
a 50%. Os resultados encontrados por esses autores sugerem significativa introdu¢do do
farmaco pela via dérmica, quando as luvas utilizadas pelos trabalhadores sdo de vinil ou de
latex, pois foi evidenciado que a ciclofosfamida € permedvel as luvas confeccionadas com

estes dois tipos de materiais.

Na Tabela 5 podem ser verificados os estudos nos quais a técnica de amostragem wipe

teste foi utilizada para a avaliagdo da exposicao aos antineopldsicos.



Tabela 5 - Avaliacdo dos antineoplédsicos através de andlise em superficie/objeto pela

técnica de amostragem wipe teste de 1992 a 2008

Principio Ativo

Superficie / Objeto

Referéncia

ciclofosfamida,
5-fluoruracila, metotrexato

ciclofosfamida

ciclofosfamida

5-fluoruracila
ciclofosfamida, ifosfamida,

5-fluoruracila, metotrexato

ciclofosfamida e ifosfamida

ciclofosfamida, ifosfamida e
5-fluoruracila

metotrexato

5-fluoruracila

ciclofosfamida, ifosfamida,

5-fluoruracila, platina

ciclofosfamida

pavimento, mesa, superficie da cabine

pavimento, cabine, superficie de trabalho

balanga, mesa de trabalho, maganeta da

porta, pavimento, telefone
balanga, pavimento, macaneta da porta

cabine, mesa de trabalho, pavimento,
telefone, macaneta da porta e geladeira,

sola do cal¢ado dos trabalhadores

maganeta da porta, superficie da cabine,
superficies préximas ao filtro da cabine,

pavimento

cabine e pavimento

cabine, pavimento, telefone, macaneta,

janelas

cabine, pavimento, telefone, macaneta,

janelas

pavimento, bancadas, caixas, frascos

cabine, pavimento, maganeta, luvas,

bolsas de infusdo

SESSINK et al. (1992)

MCcDEVITT; LEES,

McDIARMID (1993)

SESSINK et al. (1993)

SESSINK et al. (1994b)

MINOIA et al. (1998)

MINOIA et al. (1999)

CONNOR et al. (1999)

FLORIDIA et al. (1999a)

FLORIDIA et al. (1999b)

SCHMAUS; SCHIERL;
FUNCK, (2002)

MARTINS ; APOSTOLI;
DELLA ROSA, (2008)

Em estudo conduzido por Martins; Apostoli; Della Rosa (2004), de 42 bolsas de
infusdo analisadas, somente 6 apresentaram ciclofosfamida abaixo do limite de detec¢dao do
método. As outras 36, revelaram contaminacdo em niveis quantificaveis, sendo o valor
maximo encontrado em torno de 42 ug. J4, em 2008 esses mesmos autores, analisaram wipe
testes provenientes de superficies de trabalho, luvas e bolsas de infusdo e demonstraram
contaminacdo com niveis de até 141 pg de ciclofosfamida, com valores altos e inesperados,

mesmo apds os procedimentos de descontaminagdo das superficies.



As técnicas instrumentais empregadas para a determinacdo de antineopldsicos em
matrizes nao-bioldgicas variam em funcdo do material utilizado para a coleta e da

caracteristica do composto a ser analisado.

O limite de deteccdo € um requisito fundamental para os métodos empregados na
andlise dos antineopldsicos. Como conseqiiéncia da adocdo de medidas preventivas e
protetivas, os niveis de exposi¢do devem ser baixos e, assim, a metodologia empregada deve
ser capaz de revelar o analito na ordem de tragos (ng) e, em alguns casos, como na andlise de

platina, ultratracos (pg) (MARTINS, 2003).

Larson; Khazaeli; Dilon (2002) sugeriram que o método por cromatografia liquida de
alta eficiéncia pode ser utilizado para a determinacido de antineopldsicos em amostras wipe
teste, pois em estudo realizado por estes autores, os resultados foram suficientemente exatos e

precisos nas dreas de manipulacdo destes farmacos em hospitais.

Para a andlise dos antineopldsicos sdo escassos métodos que os determinem
simultaneamente, visto que apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas. Na Tabela 6
podem ser verificados os valores de pKa (constante de dissociacdo acida) e solubilidade de
diferentes farmacos, demonstrando a diversidade entre eles e, consequentemente a dificuldade

em determina-los simultaneamente.

Tabela 6 - Valores de pKa e solubilidade de diferentes farmacos antineoplasicos

Farmaco Peso Molecular pKa Solubilidade

ciclofosfamida 279 2,84 agua, dlcool e levemente em éter

doxorrubicina 580 7,35/8,68 agua, cloreto de sédio 0,9%, metanol

5-fluoruracila 130 7,68 pouco solivel em dgua, solivel em
alcool

ifosfamida 261 1,45 dgua, dlcool e levemente em éter

metotrexato 454 3,54/5,09 solugdes diluidas de dcidos minerais e
alcalinas de hidréxidos e carbonatos

paclitaxel 854 nao insoluvel em dgua, solivel em

disponivel isopropanol

Fonte: Martindale, 1996; Merck Index, 2001; SciFinder, 2006.

A determinacdo de CF e IFO em superficies, mdscaras, luvas, entre outras matrizes,
geralmente € efetuada através de cromatografia a gas, com detector de nitrogénio-fésforo ou
acoplada a espectrometria de massa. Ressalta-se que por serem isdmeros, geralmente, esses

dois farmacos sdo determinados em uma unica andlise, que pode ser realizada por CLAE,



conforme demonstram as Tabelas 7 e 8. Apesar dessa técnica apresentar maior limite de

deteccdo, os autores dos estudos discutem que ainda assim, ela é valida pois, na maioria das

vezes, € suficiente para detectar os compostos em locais contaminados.

Para esses analitos, quando se utiliza a CLAE (cromatografia liquida de alta

eficiéncia), o comprimento de onda varia de 193 a 207 nm e as colunas de fase reversa, C18,

sdo as mais empregadas, sendo a constituicdo da fase mdvel, predominantemente aquosa e

tamponada (MINOIA; PERBELLINI, 2000; TURCI et al., 2003).

Tabela 7- Técnica de detec¢do, limites de detec¢do e de quantificacdo, faixa de trabalho dos

métodos descritos na literatura para andlise de ciclofosfamida, em matrizes nao-bioldgicas, de

1992 a 2008 (continua)

Amostra Técnica de Limite de Limite de Faixa de Referéncia
Deteccao Deteccao Quantificacdo Trabalho
superficiese =~ CG-EM 0,01 ng cm™ nao nao SESSINK et al.
luvas 0,1 pg por par especificado especificado (1992)
luvas
superficies CLAE-UV 0,003 pug cm™ nao nao MCcDEVITT; LEE,;
especificado especificado McDIARMID, (1993)
luvas CG-EM 0,08 pg por parde ndo nao SESSINK et al.
luvas especificado especificado (1994a)
luvas CG-EM 0,13 pug por parde néo nao SESSINK et al.
luvas especificado especificado (1997)
superficiese ~ CLAE- 1 ng dm™ nao nao MINOIA et al.
luvas EM/EM 20 ng (par de especificado especificado (1998)
luvas)
superficies CG- 0,1 ng mL™! nao nao CONNOR et al.
EM/EM especificado especificado (1999)
superficies ~ CG-EM 2,5 pgcm™ 7,5 pg cm™ nio SCHMAUS, SCHIERL;
especificado FUNCK, (2002)
superficies ~ CLAE-UV ~ 0,5ugmL’ nio 0,5- 10 uygmL"' LARSON, KHAZAELI;
especificado DILON, (2003)
superficiese  CG- 0,1 ng cm™ nao nao CRAUSTE-MANCIET et
luvas EM/EM especificado especificado al. (2005)
superficies ~ CLAE - 0,05 pg cm™ 0,2 pg cm™ 0,1-2000ng ~ HEDMER
EM/EM et al. (2005)

Tabela 7 - Técnica de deteccdo, limites de detec¢do e de quantificacdo, faixa de trabalho dos
métodos descritos na literatura para andlise de ciclofosfamida, em matrizes nio-biolégicas, de

1992 a 2008 (conclusdo)



Amostra Técnica de Limite de Limite de Faixa de Referéncia
Deteccao Deteccao Quantificacdo Trabalho
superficies CG- 0,1-0,5 ng mL"! nao 0,1ng -1 pgmL'l SCHULZ et al. (2005)
EM/EM especificado
superficies ~ CLAE-UV ~ 25ugmL’ 10 pg mL™! 10- 700 ugmL" ROBERTS
et al. (2006)
superficies ~ CG- 0,012 pug dm™ 0,02ugdm? 0, 156-10 ugdm™ CASTIGLIA
EM/EM et al. (2008)

Tabela 8- Técnica de deteccdo, limites de detec¢do e de quantificagdo, faixa de trabalho dos
métodos descritos na literatura para andlise de ifosfamida, em matrizes ndo-biolégicas

Amostra Técnica de  Limite de Limite de Faixa de trabalho Referéncia
deteccao deteccao quantificacao
superficiese =~ CLAE- 0,1 ng dm ~ nao ndo especificado MINOIA et al. (1998)
luvas EM/EM 20 ng por par de especificado
luvas
superficies CG- 0,1 ng mL" ndo ndo especificado CONNOR et al. (1999)
EM/EM especificado
superficies CG-EM 2,5 pgcm™ 7,5 pg cm™ ndo especificado SCHMAUS SCHIERL;
FUNCK, (2002)
superficies CLAE-UV 0,5 ug mL™! nao 0,5- 10 uyg mL™! LARSON; KHAZAELI,
especificado DILON, (2003)
superficies CLAE- 0,1 pgcm™ 0,1 pg cm™ 0,1- 2000 ng HEDMER et al. (2005)
EM/EM
superficiese  CG- 0,1 ng cm™ nao ndo especificado CRAUSTE- MANCIET
luvas EM/EM especificado et al. (2005)
superficies ~ CG- 0,060 pg dm™ 0,1 pg dm™ 0,156-10ugdm™  CASTIGLIA
EM/EM et al. (2008)

Sdo escassos na literatura métodos para a determinag¢do de antraciclinas em matrizes

ndo-bioldgicas, cuja finalidade seja avaliar a exposicdo ocupacional, todavia nos dois

trabalhos encontrados, na revisao realizada no presente estudo, os métodos utilizam a CLAE,

com detector de UV, para amostras de superficie, conforme demonstrado na Tabela 9.



Tabela 9 - Técnica de detec¢do, limites de detec¢do e de quantificacdo, faixa de trabalho dos

métodos descritos na literatura para andlise de doxorrubicina, em amostras de superficies.

Amostra Técnica de Limite de Limite de Faixa de Referéncia
Deteccao Deteccao Quantificacio Trabalho
superficies CLAE-UV 0,5 ug mL”’ ndo especificado  0,5-10 uygmL' LARSON
KHAZAELI,
DILON, (2003)
superficies CLAE-UV  025ugmL' 1pgmL’ 1-20ugmL’ ROBERTS et al.

(2006)

J4, para a 5-FU, a técnica comumente utilizada é a CLAE-UV, conforme demonstra a
Tabela 10, com comprimento de onda em torno de 265 nm, coluna de fase reversa e fase

movel aquosa (MINOIA; PERBELLINI, 2000).

Tabela 10- Técnica de detec¢do, limites de detec¢do e de quantificagdo, faixa de trabalho
dos métodos descritos na literatura para andlise de 5-fluoruracila, em matrizes nao-
bioldgicas (continua)

Amostra Técnica de Limite de Limite de Faixa de Referéncia
Deteccao Deteccao Quantificacio Trabalho

superficies e CLAE-UV 0,04 ngcm™  ndo especificado  ndo especificado  SESSINK et al.

luvas 0,7 pg por (1992)
par de luvas

luvas CG-EM 4,0 pg por ndo especificado ndo especificado SESSINK et al.
par de luvas (1994a)

luvas CG-EM 2 ugpor par  ndo especificado ndo especificado SESSINK et al.
de luvas (1997)

superficies CLAE-UV 20 ng ml! ndo especificado ndo especificado CONNOR et al.

(1999)

Tabela 10- Técnica de detec¢do, limites de detec¢do e de quantificacdo, faixa de trabalho
dos métodos descritos na literatura para andlise de S5-fluoruracila, em matrizes nao-
bioldgicas (conclusdo)




Amostra Técnica de Limite de Limite de Faixa de Referéncia
Deteccao Deteccao Quantificacao Trabalho
superficies CLAE-UV 4-30pugm? ndo especificado  ndo especificado FLORIDIA
et al. (1999b)
superficies CLAE-UV lug 3ug 1-32 ug MICOLI et al.
(2001)
superficies CG-EM 0,25 pgem?  2,5pgcem” ndo especificado SCHMAUS;
SCHIERL;
FUNCK, (2002)
superficies CLAE-UV 0,5ugmL"  ndo especificado 0,5 - 10 LARSON
pg mL™! KHAZAELI,
DILON, (2003)
superficies e CLAE-UV 20 ng cm™ ndo especificado ndo especificado CRAUSTE-
luvas MANCIET
et al. (2005)
superficies CLAE-UV 02pugmL’  05ugmL’ 0,5-30ugmL' ROBERTS
et al. (2006)
superficies CLAE-UV 0,440 ugm> 0,740 ugdm?  0,78-50 ug dm>  CASTIGLIA et
al. (2008)

A técnica mais comumente empregada para andlise de MTX ¢ a CLAE-UV, com
comprimento de onda em torno de 300 nm, coluna de fase reversa e fase mével predominante
aquosa e tamponada (MINOIA; PERBELLINI, 2000). A Tabela 11 demonstra os métodos

cromatogrificos para andlise dessa substancia.



Tabela 11 - Técnica de detecc¢ao, limites de deteccdo e de quantificagado, faixa de trabalho dos
métodos descritos na literatura para andlise de metotrexato, em matrizes ndo-bioldgicas

Amostra Técnica de Limite de deteccio Limite de Faixa de Referéncia
deteccao quantificacdo Trabalho

superficies e CLAE/UV  4,0ngcm” ndo especificado  ndo especificado SESSINK et

luvas 6,0 pg por par de al. (1992)
luvas

luvas CG-EM 20 pg por par de ndo especificado  ndo especificado SESSINK et
luvas al. (1994a)

luvas CG-EM 10 pg por par de ndo especificado  ndo especificado SESSINK et
luvas al. (1997)

superficies CLAE/UV 47 ngmL" ndo especificado  62,5- 1000 ngL™'  FLORIDIA

et al. (1999a)

Sdo escassos na literatura os estudos que determinaram o PAC em amostras de luvas e
superficies, todavia, a técnica mais comumente empregada ¢ CLAE (Tabela 12), com detector

de UV ou acoplado a espectrometria de massa (MINOIA; PERBELLINI, 2000).

Tabela 12 - Técnica de detecc¢do, limites de deteccdo e de quantificacdo, faixa de trabalho dos
métodos descritos na literatura para andlise de paclitaxel, em matrizes ndo-bioldgicas

Amostra Técnica de Limite de deteccao Limite de Faixa de Referéncia
detecciao quantificacao Trabalho
luvas CLAE- 0,2 pg por par luvas  ndo especificado ndo especificado SOTTANI
EM/EM et al. (2000)
superficies CLAE/UV 2.0 pgmL" ndo especificado 2,0 - 20 LARSON
pg mL! KHAZAELI,
DILON,

(2003)




3 OBJETIVOS

A partir da revisdo da literatura foi possivel observar que € crescente a utilizagdo de
farmacos antineopldsicos na prética clinica e, principalmente em terapia combinada. Em
contrapartida, isto constitui importante risco quimico e sanitdrio tanto para os pacientes, pois
podem levar a uma neoplasia secunddria, como para as populacdes ocupacionalmente
expostas. Nesse contexto, é de suma importincia a monitorizagdo da exposi¢do ocupacional,
através da determinacdo dessas substancias em superficies e materiais. Entretanto, a maioria
dos métodos disponiveis na literatura ndo foram devidamente validados e, geralmente, ndo

determinam mais de um farmaco em uma mesma analise.

Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar métodos para
determinacdo simultdnea de ciclofosfamida, doxorrubicina, 5-fluoruracila, ifosfamida,
metotrexato e paclitaxel em superficies e luvas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
como também avaliar a aplicacdo desses em situacdo de exposicdo aos farmacos. Ressalta-se
que os farmacos foram escolhidos em funcao de sua dose/ freqiiéncia de utilizagc@o na pratica

oncoldgica e de sua toxicidade.
Os objetivos especificos foram:

-testar diferentes condi¢des cromatograficas, tais como: coluna, fase movel, vazao da
fase movel, volume de injecdo, comprimento de onda, de forma a determinar os farmacos na

mesma corrida analitica;

-otimizar as condi¢des cromatograficas para a determinac¢do simultanea dos analitos

que apresentarem condi¢des de serem determinados na mesma corrida analitica;

-otimizar o procedimento de extracdo dos analitos, que apresentarem condi¢Oes de

serem determinados na mesma corrida analitica;

-validar o método constituido das técnicas de extracio e de
identificacdo/quantificacdo, por cromatografia liquida de alta efici€ncia para a determinagdo

dos analitos, que apresentarem condicOes de serem determinados na mesma corrida analitica;

-aplicar o método em amostras reais, isto €, superficies e luvas de trabalhadores que

manipulam os farmacos estudados.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Padroes, reagentes e solventes

Foram utilizados os seguintes padrdes: ciclofosfamida, S-fluoruracila, metotrexato e
paclitaxel (Aldrich®); doxorrubicina (Adriblastina®), doado por um Hospital Oncolégico e

ifosfamida (Holoxan®), doado por um laboratério de Higiene Industrial e Toxicologia.L.

Os solventes e reagentes usados no preparo de solucdes e nos testes de otimizagdo das
condi¢des cromatograficas foram: metanol, grau CLAE J.T. Baker® etanol grau CLAE
Nuclear®; acetonitrila, grau CLAE Merck®; diclorometano Mallinckrodt®, isopropanol, grau
CLAE, Vetec®; acido acético, p.a., Merck®; acetato de sodio triidratado, p.a., Vetec® acetato
de etila p.a. Vetec®, n-hexano, p.a., J.T. Baker®; cloreto de sédio, p.a., Merck®; hidréxido de
sodio, p.a., Vetec®. Todos 0s ajustes de pH foram feitos com &cido cloridrico 1% e hidréxido
de sddio 1% assim, sempre que nesse estudo for citado o pH de uma solugdo ou fase mével,

refere-se ao ajuste com tais solugdes.

4.1.2 Equipamentos e acessorios

Foram utilizados nesse estudo, cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu® LC-
10ATvp, controladora SCL-10Avp, sistema de bombas LC-10ATvp, forno de colunas CTO-
10ASvp, injetor automatico SIL-10AF, detector UV SPD-10Avp e detector DAD (arranjo de
diodos) SPD-M10Avp. A aquisi¢cdo e tratamento de dados foram feitos com auxilio de
software Class-VP software (Shimadzu®). As colunas analiticas testadas foram Shim—pak®
CLC-ODS(M) (250 x 4,6 mm, 5 um); Supelcosil® T™™ LC-18 (150 x 4,6 mm, Sum) e pré-
coluna LC-18 (Shimadzu®).

Ainda, empregou-se sistema de purificacdo de dgua Milli-Q Plus, Millipore®; banho

de ultrassom Unique®; peagametro digital Marte®; balanca eletronica de precisdo BG 440,



Gehaka® balanc¢a analitica Kern 410°%; agitador mecanico tipo vortex MA 162, Marcon®
centrifuga NT-811, Nova Técnica®; sistema de suporte e extracdo manifold da Supelc0®;

micropipetas Gilson®e Digipet®.

4.1.3 Solucoes-padrao

Foram preparadas solucdes-padrio na concentracdo de 1 g L', em metanol,
denominadas solucdo-estoque, dos analitos: ciclofosfamida, doxorrubicina, S-fluoruracila,
ifosfamida e paclitaxel. A solu¢do de metotrexato foi preparada em metanol acidificado, com
acido cloridrico 1%. A partir dessas, foram obtidas as solu¢des de trabalho, a 100 mg L'e
dessas, foram realizadas as dilui¢Ges, para os estudos de otimizagdo e validagcdo analitica.
Todas as solucdes-estoque e de trabalho foram acondicionadas em frascos de vidro ambar e
mantidas a -20°C, por tempo determinado pelo teste de estabilidade, todavia as diluicdes

foram preparadas diariamente.

4.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E DE EXTRACAO
DOS ANALITOS EM SUPERFICIES

4.2.1 Otimizacao das condi¢oes cromatograficas

Para se obter a condi¢do otimizada foram testados os seguintes parametros:
- coluna cromatografica: C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm) e C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm);

- fase movel (testadas em modo isocratico): dgua: MeOH (80:20, v/v); tampao acetato
de amodnio 10 mmol L'': MeOH: ACN (70:15:15, v/v/v); dgua: MeOH: ACN (70:15:15,
viviv), (70:13:17, v/viv) (70:10:20, v/v/v); (65:15:20, v/v/v); (55:15:30, v/v/v); (35:25:40,
viviv) e (35:15:50, v/v/v);

- faixa de pH para a fase mével: de 3 a 6;
- temperatura da coluna: ambiente, 35°C e 40°C;

- vazao da fase movel:



a) constante: 0,5 mL min” e 0,7 mL min™;

b) com modificacdes durante a corrida cromatografica: 0,5 mL min™' até 7 min e 0,9
mL min' até fim da corrida; 0,4 mL min’' até 10 min e 0,9 mL min’ até fim da corrida; 04

mL min"' até 13 min e 1 mL min"l, até fim da corrida.

4.2.2 Otimizac¢ao da extracao liquido-liquido

As condig¢Oes testadas para a extracdo liquido-liquido foram:

- matriz: NaOH 0,03 mol L™ (liquido de limpeza de superficies utilizado por Sessink et

al. 1992, Connor et al. 1999 e Martins et al. 2008a), cujo pH foi ajustado na faixa de 4 a §;

- solvente extrator: n-hexano, diclorometano, acetato de etila e acetato de etila:

isopropanol (3:7, v/v), (7:3, v/v) e (10:1, v/v);

ApOs vérios testes, a técnica de extracdo otimizada para os analitos, 5-FU, MTX, IFO ,

DOX e CF, foi:

- em um tubo de 15 mL, colocou-se 1 mL de solucdo NaOH 0,03 mol L fortificada

com os analitos e ajustada a pH 4;

- adicionou-se 2,5 mL de acetato de etila: isopropanol (7:3, v/v). Em seguida, o tubo

foi agitado por 2,5 minutos;

- ap0s a separacdo das fases, a fase orgénica foi transferida para um béquer afunilado e
a fase aquosa foi re-extraida com outra aliquota de 2,5 mL de acetato de etila: isopropanol

(7:3, v/v), com agitagao por 2,5 minutos;

- na fase aquosa restante foi realizado um novo ajuste de pH para 8, e repetiu-se o
processo de extracdo com acetato de etila: isopropanol (7:3, v/v), sendo a fase orgénica
transferida para o mesmo béquer afunilado, onde estava contida a fase organica, proveniente

da extracdo 4cida;

- a fase orgéanica foi levada a secura sob fluxo de Nj, sendo o residuo ressuspenso em

200 uL de fase movel e 50 L. foram injetados no cromatégrafo.



4.2.3 Injecao direta da matriz

Testou-se também a injecdo direta da matriz (NaOH 0,03 mol L, como liquido de
limpeza de superficies) fortificada com os analitos. Foi avaliado, o ajuste de pH para 4 e 8,
filtracdo em filtro de solvente aquoso Millipore® GSWPO 1300 (0,22 pm x 13 mm) e 50 pL
foram diretamente injetados no CLAE. Um outro liquido constituido de metanol: acetonitrila
(50:50, v/v) também foi testado, como liquido de limpeza das superficies e, nesse caso,
injetou-se diretamente no cromatdgrafo, sem extracdo prévia, 50 uL dessa solucdo fortificada

com os analitos.

4.2.4 Teste de superficies intencionalmente fortificadas com os analitos

Foram realizados diversos contatos com unidades de quimioterapia para a obten¢do da
permissdo para a coleta de amostras reais, nesses ambientes, visando a aplicacdao do presente
método. Nao houve retorno por parte das autoridades responsdveis por esses locais contatados
e, como ndo seria ético fortificar as bancadas de trabalho, do laboratdrio de pesquisa, expondo
intencionalmente vdérios individuos, optou-se por realizar o estudo em superficies em

miniatura, as quais poderiam ser descartadas com seguranca, apos o teste.

O teste foi feito de acordo com o estudo desenvolvido por Roberts et al. (2006),
através de cortes em uma seringa de 10 mL, em intervalos de 5 cm. Os anéis resultantes foram
cortados transversalmente, de modo que foram obtidas superficies retangulares de 3,5 x 3 cm.
O polipropileno, uma superficie inerte, foi usado com objetivo de eliminar qualquer

interferéncia externa.

O teste foi realizado em sextuplicata e 20 uL. da solucdo a 100 pg mL", de cada
farmaco, foram adicionados ao lado concavo da superficie e, paralalemente foi realizado um
ndo adicionado (n=6), que consistiu na andlise de superficie ndo fortificada com os analitos,

nas mesmas condi¢des.

Todas as superficies foram secas a temperatura ambiente e, essas foram lavadas com 2
mL de metanol: acetonitrila: (50: 50, v/v), em um tubo de centrifuga. Os tubos foram

centrifugados por 5 minutos a 580 g e, 50 uL do sobrenadante foram injetados no



cromatografo. A recuperagdo foi calculada comparando-se a drea obtida nesse teste com

aquela obtida pela injec@o de solucdo padrdo, ndo sujeita a essas condigdes.

Extrapolando esse teste para uma superficie de trabalho, a técnica de determinacdo dos

analitos estudados, pode ser descrita como:
- delimitar a superficie de trabalho a ser analisada;

- colocar sobre ela, quantidade suficiente de solucdo de metanol:acetonitrila (50:50,

v/v), em torno de 5 mL (em uma superficie de 400 sz)
- esfregar as superficies com TNT ou lengos de papel Kleenex®;

- colocar o TNT ou os lencos, em um tubo de centrifuga graduado completar o

volume, para 18 mL, com a solu¢do metanol:acetonitrila (50:50, v/v);

- centrifugar e recolher o sobrenadante para a detec¢ao/ quantificacao dos analitos.

4.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E DE EXTRACAO
DOS ANALITOS EM LUVAS

4.3.1 Otimizacao das condi¢oes cromatograficas

Para se obter a condi¢do otimizada foram testados os seguintes parametros:
- coluna cromatografica: C18 (150 x 4,6 mm; 5 um) e C18 (250 x 4,6 mm; 5 um);

- fase movel (testadas em modo isocratico): dgua: MeOH (80:20, v/v), tampao acetato
de amonio 10 mmol L': MeOH: ACN (70:15:15, v/v/v), tampao fosfato 10 mmol L! pH 6,0:
MeOH:ACN (40:30:30, v/v/v), dgua:MeOH:ACN: (70:15:15, v/v/v); (70:13:17: v/viv);
(70:10:20: v/v/v); (65:15:20, v/v/v); (55:15:30, v/v/v); (40:15:45: v/v/v); (35:25:40, v/viv) e
(35:15:50, v/viv);

- ajuste do pH da dgua da fase movel: de 4,0 a 6,0;

- gradiente de fases: dgua ajustada a pH 4,0 (bomba A), MeOH (bomba B) e ACN
(bomba C), nas condig¢des: a) tempo zero até 10 min, proporcdo de 70:15:15, v/v/v e, apds 10

minutos até final da corrida, propor¢dao de 55:15:30:, v/v/v e b) tempo zero até 10 min,



propor¢ao de 70:15:15, v/v/v e, apés 10 minutos até fim da corrida, propor¢do de 55: 25:40,

vIviv;
- temperatura da coluna: ambiente, 35°C e 40°C;
- vazdo da fase mével:
a) constante: 0,5 mL min” ;0,7 mL min" e 1 mL min™!

b) com modificacdes no decorrer da corrida: 0,4 mL min™ até 10 min e ap6s 0,9 mL
min"l, até fim da corrida; 0,4 mL até 13 min e apés 1 mL min'l, até fim da corrida; 0,5 mL

N . .1 L .
min até 7 min € 0,9 mL min ', até fim da corrida;

- comprimento de onda: 195 e 265 nm e varredura no DAD.

4.3.2 Otimizacao das condicoes de extracao

Para a lavagem da luvas foram testadas as seguintes varidveis:
- tempo de agitacdo (shaker): 5, 15, 30 e 90 min;

- tempo de banho ultrassonico: 15, 30 e 90 min;

- tempo de centrifugacdo a 580 g: 15 e 30 min;

- pH da matriz: de 4 a 8.

Para a extragdo liquido-liquido (ELL) foram:

- solvente extrator: n-hexano, diclorometano, acetato de etila e acetato de etila:
isopropanol, nas proporcoes 3:7, 7:3, e 10:1, v/v, acetato de etila: octanol, na proporcao 1:1,

v/v, acetato de etila: butanol, nas propor¢des 5:3, 7:3 e 8:2, v/v;

Para a extracdo em fase sdlida (SPE), utilizou-se o sistema de extracdo a vécuo
manifold da Supelco® e cartuchos com fase C18/ 200 mg (Applied Separations®). Para a
retencdo dos interferentes, foram testados a terra de diatomécea (Merck®) e o florisil

(Sigma®), em cartuchos empacotados no laboratério com 700 mg, dessas fases.

Em todos os testes foram utilizados diversos solventes, para otimizar cada uma das

etapas de extragcdo: condicionamento, carregamento, lavagem e eluicao.



4.3.3 Aplicacdo do método em amostras de luvas

As amostras de luvas foram coletadas em um laboratério de pesquisa do sul de Minas
Gerais. Os usuarios dessas luvas trabalharam com o MTX, a 5-FU e o PAC, em
projetos de pesquisa, expondo-se a esses farmacos de maneira diversa. Sendo assim, ndo foi

possivel precisar a quantidade manipulada pelos pesquisadores, durante a jornada de trabalho.

Estes individuos estavam cientes sobre o procedimento operacional padrao (POP),
para a manipulacio e manejo de FAN. Para tal, conforme explicito no POP, a
descontaminag¢do das luvas apds o contato com estes farmacos deve ser feita, primeiramente,
esfregando-se as maos enluvadas com dlcool etilico comercial e, logo em seguida com
hipoclorito de sodio. Segundo literaturas especificas, tanto o dlcool etilico como o hipoclorito
de sddio inativam os antineopldsicos (CASTEGNARO et al., 1997; MORITA et al., 2000,
KIURA et al., 2002; NAKAJIMA et al., 2004; HIROSE et al., 2005; ROBERTS et al., 2006).
O hipoclorito de sédio utilizado trata-se de uma solu¢do que contém 2,5% de cloro ativo em

dgua, segundo descrito em seu rétulo.

Até o momento da andlise as luvas foram acondicionadas em saco pléstico, com fecho

hermético e mantidas no freezer (-20° C).

4.4. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DOS METODOS

Para avaliar o desempenho dos métodos foram realizados testes de conformidade do

sistema e validacdo analitica. Abaixo sdo descritos os parametros avaliados:

- conformidade do sistema (system suitability), que pode ser definida como um
conjunto de testes para garantir que o equipamento utilizado estd apto a gerar resultados de
exatiddo e precisdo aceitdveis. Os pardmetros avaliados foram: fator de retencdo ou
capacidade (k); resolug@o (Rs); fator de cauda ou assimetria (T) e o ndmero de pratos tedricos

(N).

As recomendagOes para esse teste, de acordo com o Shabir et al., (2003), podem ser
observadas na Tabela 13. Tipicamente, no minimo dois destes critérios sdao requeridos para

garantir a conformidade do sistema.



Tabela 13 - Parametros de conformidade do sistema e recomendagdes

Parametro Recomendacao

fator de retencao (k) o0 pico deve estar bem separado de outros picos
e do pico correspondente ao tempo de retengdo
de um composto ndo retido (ty), k > 1 para
garantir que o primeiro pico de interesse esta

bem separado do solvente

resolucao (Rs) Rs > 2 entre o pico de interesse e o interferente

potencial mais préximo (impureza, produto de

degradacio)
fator de assimetria (T) T<2
nimero de pratos tedricos (N) em geral deve ser > 2000

Fonte: Shabir et al. (2003)

- limite de deteccao (LLD) € definido como a menor concentracdo de uma substancia
que o método analitico consegue diferenciar do ruido de fundo. E estabelecido por meio da
andlise de solucdes de concentragdes conhecidas e decrescentes, até o menor nivel detectavel
(BRASIL, 2003). Também pode ser calculado através da curva de analitica, pela equacao

(RIBANI et al., 2004):

3,3x DPb
LD=

Onde: DPb = desvio padrao do branco (intercepto) e a= coeficiente angular

- limite de quantificacdo (LQ) é definido como a menor concentragdo do analito que
pode ser quantificada com precisdo e exatidao aceitdveis, geralmente constitui o primeiro

ponto da curva de calibragdao (BRASIL, 2003).

Pode ser calculado utilizando a razdo de 10:1 entre o sinal e o ruido da linha de base
(PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2007). Deve ser identificivel e reprodutivel com
precisdo de 20% e exatidao de 80 a 120%, através de andlise de padroes (BRASIL, 2003).



Também pode ser calculado através da curva de analitica, pela equacdo (RIBANI et al.,

2004):

10 x DPb
LD=

Onde: DPb = desvio padrao do branco (intercepto) e a= coeficiente angular

Nesse estudo, foi obtido de através de dilui¢des sucessivas das amostras contendo os

analitos, até os valores de aceitacdo supracitados.

- linearidade ¢ definida como a capacidade do método de gerar resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito. Foi determinada através da andlise, em sextuplicata,
de amostras contendo os analitos e submetidas as técnicas otimizadas, no intervalo de 0,25 a
20 pg mL™". O coeficiente de determinac¢do (1?) foi utilizado para avaliacdo deste pardmetro

(BRASIL, 2003).

- precisao ¢é expressa em fung¢do do desvio padrio relativo (DPR%), sendo
determinada em termos de repetibilidade e precisdo intermedidria, através da andlise de
amostras contendo os analitos, nas concentracdes baixa, média e alta, mediante a
determinagd@o no mesmo dia (precisdo intra-corrida, n=6) e em trés dias diferentes (precisdo

intercorrida) (BRASIL, 2003).

- eficiéncia da extrac¢ao visa avaliar a recuperacdo dos analitos apds o procedimento
de extracdo. Nesse estudo, as amostras contendo os farmacos, nas concentracdes baixa, média
e alta, foram analisadas em sextuplicata e os resultados (dreas) foram confrontados com
aqueles obtidos quando os analitos foram adicionados ao extrato de amostra nao fortificada

(BRASIL, 2003).

- robustez da técnica cromatografica ¢ a medida da capacidade do método em
resistir a pequenas e deliberadas variacdoes dos parametros analiticos (BRASIL, 2003). Esse
teste foi realizado com relag@o a variagdo na composicdo e pH da fase mével e temperatura da

coluna.

- estabilidade: para gerar resultados confidveis e reprodutiveis, as amostras, 0s
padrdes e reagentes usados devem ser estdveis por um periodo razodvel (por ex. um dia, uma
semana, um més, dependendo da necessidade). Freqiientemente, em equipamentos

automatizados, as corridas cromatogréficas sdo realizadas durante a noite. Esta prética requer



maior estabilidade das solu¢cdes (MARTINS, 2008). Nesse estudo, para esse parametro, foram
realizados 3 testes:

a) estabilidade no auto-injetor: foram analisadas amostras nas concentra¢des baixa e
alta, em triplicata, sendo que a resposta da primeira injec¢ao, considerada como tempo zero, foi

comparada com as respostas obtidas apds 4 e 8 horas de permanéncia no auto-injetor;

b) estabilidade em geladeira: foram analisadas amostras nas concentracdes baixa e
alta, em triplicata, sendo que a resposta da primeira andlise, considerada como tempo zero, foi

comparada com as respostas obtidas apds 8 e 17 dias de permanéncia na geladeira (4°C);

¢) estabilidade em freezer: foram analisadas amostras nas concentragdes baixa e alta,
em triplicata, sendo que a resposta da primeira andlise, considerada como tempo zero, foi

comparada com as respostas obtidas apds 8 e 17 dias, de permanéncia em freezer (-20°C).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao obstante a utilizacdo de medidas protetivas, € necessdrio avaliar se, efetivamente,
ha exposicdo ocupacional aos antineopldsicos nos diversos locais de manipula¢do. Em satde
ocupacional, muitas técnicas para monitorizar a exposicdo sao disponiveis e, a andlise de
superficies e materiais, tais como luvas, mdscaras e maganetas, entre outros tem sido utilizada
pelos pesquisadores, para avaliar tal exposicdo, conforme demonstrado anteriormente na

Tabela 5.

E também reconhecido que luvas e bolsas de infusio podem propagar a contaminagio,
aumentando a probabilidade de exposicdo para trabalhadores, ndo originalmente envolvidos
no preparo e na administragdo dos farmacos, fazendo com que, como conseqiiéncia, a anélise
desses objetos seja de suma importancia. SESSINK et al. (1997), detectaram a presenca de
ciclofosfamida na urina de farmacéuticos e enfermeiros, ndo diretamente envolvidos na

manipulacdo de FAN.

Uma vez que os trabalhadores estdo expostos a uma variedade de farmacos, faz-se
necessdrio identificar algumas substancias que possam ser consideradas indicadores da
exposicdo, tais como a ciclofosfamida e a S-fluoruracila. Todavia, sdo escassos na literatura
métodos que determinem esses farmacos simultaneamente, o que € considerado uma

vantagem por representar de maneira global a exposicdo ocupacional.

As técnicas de amostragem e de andlise empregadas fornecem uma estimativa
aproximada da exposicdo real, no ambiente de trabalho, e dependem da confianca na
metodologia utilizada. No entanto, os métodos analiticos relatados na literatura apresentam

dados incompletos da etapa de validacao.

Nesse estudo, foram desenvolvidos métodos capazes de detectar simultaneamente a
presenca de antineopldsicos, amplamente utilizados na prética clinica, em superficies e luvas,
visando sua aplicacdo na monitorizagdo da exposi¢do ocupacional. Ressalta-se que esse

estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Anexo 1).



5.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E DE EXTRACAO
DOS ANALITOS EM SUPERFICIES

5.1.1 Otimizacao das condi¢ées cromatograficas

As condi¢des otimizadas para a determinacdo dos antineopldsicos estudados, 5-

fluoruracila, metotrexato, ifosfamida, doxorrubicina e ciclofosfamida, em superficies foram:
- comprimento de onda: 195 nm;
- coluna: Shim-Pak® CLC-ODS(M) C18 (250 x 4,6 mm, 5 \m);
- temperatura do forno: ambiente (21°C);

- fase mével: dgua pH 4,0: MeOH: ACN (70:13:17, v/v/v), com vazdo de 0,4 mL min™!

2 . 2 . -1 . X . L
até 13 min e, apos esse tempo, 1 mL min™, até o final da corrida cromatogréfica.

Vérios comprimentos de onda foram utilizados para a deteccdo desses farmacos, em
estudos anteriores, variando de 193 a 302 nm (NEAL; WADDEN; CHIOU, 1983; PYY;
SORSA; HAKALA, 1988; BENVENUTO et al., 1993). No presente estudo, as solucdes-
padrado foram avaliadas pelo detector por arranjo de diodos (DAD) e, apds essa andlise optou-
se por utilizar o detector UV a 195 nm, uma vez que esse € um comprimento de onda capaz de
detectar todos os analitos, conforme demonstra a Figura 9. Além disso, foi anteriormente

utilizado por Larson; Khazaeli; Dilon (2003).
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Figura 9- Espectros obtidos a partir da andlise de: A) 5- fluoruracila, na concentragao de 100
pgmL™, B) metotrexato, na concentragio de 5 pg mL"' C) ifosfamida, na concentragdo 20 ug
mL" D) ciclofosfamida, na concentracdo 20 pg mL™" E) doxorrubicina, na concentracdo 20 pg
mL'e F) paclitaxel, na concentragdo 20 pg mL'l, no detector DAD, coluna C18 (250 x 4,6
mm, 5 pm), fase mével constituida de d4gua pH 4,0: metanol: acetonitrila (70:13:17, v/v/v).
(continua)
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Figura 9- Espectros obtidos a partir da anélise de: A) 5- fluoruracila, na concentracdo de 100
ng mL", B) metotrexato, na concentracdo de 5 ug mL" C) ifosfamida, na concentracdo 20 ug
mL" D) ciclofosfamida, na concentragdo 20 pg mL" E) doxorrubicina, na concentracdo 20 pg
mL'e F) paclitaxel, na concentracdo 20 pg mL'l, no detector DAD, coluna C18 (250 x 4,6
mm, 5 Um), fase mével constituida de dgua pH 4,0: metanol: acetonitrila (70:17:13, v/v/v).
(conclusdo)



Nesse estudo, foi utilizado o detector por arranjo de diodos (DAD), o qual € o segundo
tipo de detector espectrofotométrico mais comum. De modo simplificado, um arranjo de
diodos consiste em uma série de detectores fotodiodo posicionado lado a lado em um cristal
de silicio, de modo que cada comprimento de onda, difratado pela grade, atinge um ponto
desse arranjo, e conseqiientemente um detector. Deste modo, a radiacdo que atravessa a
amostra € integral e, instantaneamente, analisada determinando-se, portanto, a absorvancia em

todos os comprimentos de onda, de modo simultaneo (ATVARS; MARTELLI, 1996).

Um fator importante € que os detectores por arranjo de diodos t€ém sensibilidades
diferentes, aos diversos comprimentos de onda, de modo que € necessdrio que se especifique a
regido de trabalho do espectro. Além disso, a qualidade do instrumento, em termos de sua

resolugdo espectral, depende do tipo e do nimero de diodos que compde o arranjo (ATVARS;

MARTELLLI, 1996).

Esse detector associado a CLAE permite a leitura de uma mesma amostra, em varios
comprimentos de onda, simultaneamente, com prévia separacdo cromatografica dos analitos.
Os componentes de uma mistura podem ser identificados pelo espectro de absor¢do, quando
se analisa padrdo puro, nas mesmas condi¢des cromatogrificas otimizadas, associado ao
tempo de retencdo e a pureza dos picos, o que fornece confianca nos resultados analiticos.

As condicdes cromatograficas inicialmente testadas foram: coluna C18 com
comprimento de 150 mm, fase moével constituida de tampdo fosfato pH 6,0: acetonitrila
(77,25: 22,75v/v) na vazdao de 1 mL min'l, na tentativa de reproduzir o estudo realizado por
Larson; Khazaeli; Dilon (2003). Esses autores publicaram um método para determinagdo
simultdnea de cinco antineopldsicos: 5-FU, IFO, CF, DOX e PAC por CLAE-UV, nas
seguintes condi¢des: comprimento de onda de 195 nm, coluna C18 (150 x 4,6 mm, 3,5 um) e
fase mdvel constituida de tampao fosfato pH 6,0: acetonitrila (77,25: 22,75, v/v), para a
eluicdo da 5-FU, IFO, CF e DOX e, reversao da fase (22,75: 77,25, v/v), para a elui¢do do
PAC. De acordo com os autores, por esse ultimo analito ser extremamente apolar, a fase
movel deveria conter maior proporcao de solventes organicos apolares. Os tempos de retengcdo
foram: 2,89 minutos para a 5-FU, 8,64 minutos para a IFO, 9,70 minutos para a CF, 17,50
minutos para a DOX e 39,47 minutos para o PAC. Ressalta-se que esses autores nao

avaliaram o MTX.

No presente estudo, nas condi¢des semelhantes as de Larson; Khazaeli; Dilon (2003),

com a coluna cromatografica de comprimento de 150 mm, ndo foi possivel separar o MTX e a



5-FU. Assim, testou-se a coluna C18 de comprimento de 250 mm e outras constitui¢des para

a fase movel, em diferentes vazoes.

Esses testes demonstraram que ndo seria necessdrio tamponar a fase modvel, pois
somente com o ajuste do pH da dgua, para 4 com HCI 1%, sem a adicdo de sal, a eficiéncia e
a resolucdo cromatografica foram satisfatorias todavia, foi necessdrio a adicdo de MeOH.
Com a vazdo da fase movel de 0,4 mL min'l, observou-se a eluicdo do MTX e da 5-FU e, com
o aumento da vazao para 1 mL min"l, foram eluidos os analitos mais apolares, IFO, DOX e
CF, nas condic¢oes otimizadas. Apesar do cromatdgrafo disponivel no laboratério operar em
sistema gradiente, ndo foram obtidas respostas satisfatérias para o PAC, em nenhuma das
condicdes testadas e, assim, optou-se pela retirada desse farmaco, do método de determinacdo

de antineopldsicos em superficies.

Com as condi¢Oes estabelecidas realizou-se a injecdo direta da fase mével, de MeOH:
ACN (50:50, v/v) e de NaOH 0,03 mol L! (solugdes de limpeza de superficies) e, ndo foram

observados interferentes, nos tempos de retenc@o dos analitos, em nenhuma das 3 andlises.

Os resultados dos analitos serdo discutidos segundo a ordem de elui¢do na corrida
cromatogrifica. Separacdo cromatografica satisfatoria, de 5-FU, MTX, IFO, DOX e CF,
conforme demonstrado na Figura 10, foi obtida isocraticamente e, nas condi¢des otimizadas
foi possivel detectar os cinco analitos, em um tempo de 30 minutos, demonstrando a aplicagdo

rotineira da técnica desenvolvida. Os tempos de retencao obtidos estdo descritos na Tabela 14.
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Figura 10- Cromatogramas obtidos a partir da injecdo de: A) solu¢do de limpeza de
superficies MeOH:ACN (50:50, v/v) e B) solucdo de limpeza de superficies MeOH:ACN
(50:50, v/v) contendo os analitos 5-fluoruracila (5-FU) e metotrexato (MTX), na concentracao
de 5 pg mL"' e ifosfamida (IFO), doxorrubicina (DOX) e ciclofosfamida (CF) na
concentracio de 100 pg mL, identificados por CLAE-UV nas condi¢des otimizadas.




5.1.2 Otimizacao das condicoes de extracao liquido-liquido

Dentre os solventes testados para a extragdo liquido-liquido, aquele que apresentou
melhor desempenho, para os cinco analitos foi a solug¢do de acetato de etila: isopropanol (7:3,
v/v), com ajuste de pH da matriz para 4, obtendo-se as seguintes porcentagens de
recuperagdo: 88% para a 5-FU, 112% para o MTX, 79% para a IFO, 119 % para a DOX e
103% para a CF.

Apesar dessa técnica ser promissora, nao foi validada pois, testou-se a injecdo direta

do liquido de limpeza, que apresentou resultados satisfatorios.

5.1.3 Injecao direta

A solu¢do de NaOH 0,03 mol L' ¢ utilizada em diversos estudos (SESSINK et al.,
1992; McDEVITT; LEES; McDIARMID, 1993; FLORIDIA et al., 1999a; MARTINS;
APOSTOLI; DELLA ROSA, 2008) para a limpeza de superficies, todavia quando se analisou
diretamente essa solugdo fortificada, com os analitos, nas condi¢des desse estudo, os picos de
MTX e 5-FU ndo se separaram cromatograficamente. Assim, como Larson; Khazaeli; Dilon
(2003) sugeriram a limpeza de superficies com solu¢des organicas, avaliou-se a solucdo de
metanol: acetonitrila (50:50, v/v) e, foram obtidas separacdo e efici€éncia cromatogréficas

satisfatorias.

Em face ao exposto, optou-se por validar o método de injecdo direta de metanol:
acetonitrila (50:50, v/v), uma vez que ndo requer extragdo prévia, sendo entdo uma técnica

simples, de baixo custo e limpa ambientalmente, pois ndo gera descarte de solventes.
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Figura 11- Fluxograma de injecdo direta da matriz acetonitrila:metanol (50:50, v/v) com os
analitos 5-fluoruracila (5-FU), metotrexato (MTX), ifosfamida (IFO), doxorrubicina (DOX) e
ciclofosfamida (CF) em superficies

5.1.3.1 Caracteristicas de desempenho do método de injecao direta

Anteriormente a validacdo, o teste de conformidade do sistema foi realizado, e os
seguintes parametros foram avaliados: ndmero de pratos tedricos (N), resolucdo (Rs),
assimetria 10% (T) e fator de capacidade (k), sendo que esse teste indica que as condi¢des
cromatogrificas sdo apropriadas para a sua finalidade. Os resultados obtidos no presente
estudo foram considerados satisfatorios de acordo Shabir et al. (2003), conforme mostra a
Tabela 14. Somente entre a DOX e a IFO, a resolucdo foi abaixo do preconizado, todavia isso

nao afetou a quantificacdo dos analitos.

Tabela 14- Parametros de conformidade do sistema* obtidos para os analitos 5-
fluoruracila  (5-FU), metotrexato (MTX), ifosfamida (IFO), doxorrubicina
(DOX) e ciclofosfamida (CF), identificados por CLAE-UV nas condi¢Oes
otimizadas (continua)

tempo Pratos fator de
resolucao** assimetria
analitos  retencio tedricos capacidade
, (Rs) (T)
(min) (N) (k)

5-FU 7,8 3456 0 1.4 6.8



Tabela 14- Parametros de conformidade do sistema* obtidos para os analitos 5-
fluoruracila  (5-FU), metotrexato (MTX), ifosfamida (IFO), doxorrubicina
(DOX) e ciclofosfamida (CF), identificados por CLAE-UV nas condi¢Oes
otimizadas (conclusdo)

tempo Pratos fator de
resolucao** assimetria
analitos  retencao tedricos capacidade
) (Rs) (T)

(min) (N) (k)
MTX 9,4 3388 2,6 2,1 8,4
IFO 26,1 27719 0 1,1 25,1
DOX 27,1 28566 1,6 1,1 26,9
CF 28,9 26807 2,7 1,2 27,9

Nota:* N >2000; Rs>2;0,5<T< 2;k> 2, de acordo com Shabir et al. (2003)
** parametro calculado entre MTX and 5-FU; DOX e IFO; CF e DOX

A linearidade foi demonstrada no intervalo de concentragdes de 0,25 a 20 pg mL"
para 5-FU e MTX e, de 0,5 a 20 pg mL! para IFO, DOX e CF. Esses resultados podem ser

observados na Tabela 15.

O método demonstrou robustez, uma vez que as variagoes estudadas, na constitui¢ao e
na vazao da fase mdvel e, ainda na temperatura da coluna, ndo promoveram variagdes maiores

que 1% nos resultados analiticos.

Larson; Khazaeli; Dilon (2003), para a 5-FU, no intervalo de 0,5 a 5 ug mL'l,
obtiveram um 1* de 0,9439. Para a CF e IFO, no intervalo de 0,5 a 10 ug mL'l, os valores de r
foram 0,9906 e 0,9703, respectivamente.Para a DOX, no intervalo de 0,5 a 5 ug mL'l, o valor
de 1* foi de 0,9883. Floridia et al. (1999a), em andlise realizada para o MTX, no intervalo de
62,5 a 1000 ug mL"', obtiveram um r* de 0,9991.



Tabela 15 - Linearidade, limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) do método de

determinac¢do simultanea de 5-fluoruracila (5-FU), metotrexato (MTX), ifosfamida
(IFO), doxorrubicina (DOX) e ciclofosfamida (CF) em superficies, por CLAE-UV
parametros 5-FU MTX IFO DOX CF
linearidade 0,9999 0,9996 0,9986 0,9997 0,9974
()
intervalo 0,25-20 0,25-20 0,5-20 0,5-20 0,5-20
(ug mL™")
equacdo de 597902x- 417030x- 12890x- 35185x%- 5805,9x-
regressao 6698.,4 39640 4295,5 48324 14542
linear
LD 0,1 0,1 0.3 0.3 0.3
(ug mL™")
LQ 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5
(ug mL™")

Com base nos resultados obtidos, considerados na Tabela 15, o limite de detec¢cdo do
método foi 0,1 pg mL"! para a 5-FU e MTX e, 0,3 pg mL" para IFO e DOX. A
ciclofosfamida, um dos agentes de maior interesse nesse estudo, devido a sua freqii€ncia de
utiliza¢do e carcinogenicidade, apresentou um limite de detecgdo de 0,3 ug mL™'. O limite de
quantificacdo foi 0,25 ug mL™ para 5-FU e MTX e 0,5 ug mL™' para IFO, DOX e CF, quando

50 pL foram injetados na cromatdgrafo.

Esses limites foram determinados pela equagdo de regressdo linear, uma vez que o
ruido do branco, foi muito elevado, o que poderia levar a erros no estabelecimento da relagdo

sinal ruido.

Segundo Ribani et al. (2004), apesar do método para a determina¢do do LD, mais
utilizado, ser o da relagdo sinal-ruido, em geral, em técnicas analiticas de separacdo, como as
cromatogréficas e eletroforéticas, a medi¢do do ruido ndo € trivial e as vezes € subjetiva (ja
que a curva analitica € construida com a drea e ndo somente o sinal do detector). Além disso,
tanto o LD quanto o LQ podem ser afetados pelas condi¢des cromatograficas. Picos maiores

aumentam a relacdo sinal-ruido, resultando em LD e LQ mais baixos. A determinacdo



cromatogrifica desses parametros deve considerar tanto o tipo quanto o tempo de uso da
coluna. O melhor caminho para resolver esse problema, do célculo do LD e LQ, € utilizar o

método baseado nos parametros da curva analitica, que € estatisticamente mais confidvel.

Roberts et al. (2006) investigaram a eficiéncia da descontamina¢do de superficies de
trabalho. Os trés farmacos utilizados, como indicadores de contamina¢do, foram: 5-
fluoruracila, ciclofosfamida e doxorrubicina. Todavia, para tal estudo, foram utilizadas trés
diferentes condi¢des cromatogréficas e, os limites de detec¢do e de quantificagdo foram,
respectivamente, para 5-FU, 0,2 ¢ 0,5 ng mL'l; paraaCF,25e 10 ug mL'e para DOX, 0,3 e
1ug mL™,

Sessink et al. (1992), obtiveram limites de detec¢do, para 5-FU e MTX, de 0,3 ¢ 3 ug
mL'l, respectivamente, quando CLAE-UV foi utilizada na andlise nido simultinea de
superficies de embalagens e parte externa de ampolas. A diferenca entre as andlises foi a fase
movel, constituida de tampao acetato de sédio para a 5-FU e, para o MTX foi necessdrio usar

uma solucdo desse mesmo tampao com metanol.

Ainda que o LD e o LQ, para a CF e para a IFO, tenham sido superiores aos obtidos
em estudos que utilizaram a espectrometria de massas, o método apresentou detectabilidade

suficiente para os demais analitos estudados, confirmando os achados anteriores.

A precisdo é um critério importante na avaliacdo de um método, pois determina os

erros aleatorios da anédlise e, nesse trabalho, foi expressa como desvio padrao relativo.

Os resultados de repetibilidade podem ser considerados satisfatorios, para as
concentracdes média e alta (Tabela 16). Todavia, os niveis mais baixos apresentaram desvios

altos, em torno de 8%, para a 5-FU e MTX, e 10% para IFO.

Tabela 16 - Precisdo intra-corrida (repetibilidade), avaliada pelo desvio padrdo relativo
(DPR%), obtida com as sextuplicatas da injecdo direta da matriz metanol: acetonitrila
(50:50, v/v), contendo os analitos 5-fluoruracila (5-FU), metotrexato (MTX), ifosfamida
(IFO), doxorrubicina (DOX) e ciclofosfamida (CF), nas concentragdes baixa, média e alta

desvio padrao relativo (DPR %)

concentracao analito concentracao analito
(ug mL™") IFO DOX  CF (ng mL™) 5-FU MTX
1 9,6 6,1 5,5 0,5 7,9 7,6
5 4,6 4.4 7,1 2,5 2,1 4,3

20 5.7 2,0 4,3 10 3,1 3,2




Os ensaios de precisdo intercorrida, ou intermedidria, forneceram resultados de DPR
superiores a 5% para as concentragdes baixas, para os cinco analitos, como demonstrado pela
Tabela 17. No estudo conduzido por Larson; Khazaeli; Dilon (2003), os valores de DPR

obtidos foram de até 9%, quando as solucdes-padrio foram analisadas em quadruplicata.

Tabela 17- Precisdo intercorrida (intermedidria), avaliada pelo desvio padrdo relativo
(DPR%), obtida com as sextuplicatas da injecdo direta da matriz metanol: acetonitrila
(50:50, v/v) contendo os analitos 5-fluoruracila (5-FU), metotrexato (MTX), ifosfamida
(IFO), doxorrubicina (DOX) e ciclofosfamida (CF), nas concentragdes baixa, média e alta

desvio padrao relativo (DPR %)

concentracio Analito concentracio analito
(ng mL™) CF DOX IFO (ng mL™) 5-FU MTX
1 10,7 6,0 9,6 0,5 7,9 7,6
5 34 1,8 4,1 2,5 2,1 1,5
20 1,8 1,7 0,8 10 1,0 1,9

A estabilidade é um parametro importante para a geracdo de resultados confidveis e
reprodutiveis. E importante em termos de temperatura e tempo. A estabilidade determinada

para um tipo de matriz e de material de acondicionamento especifico ndo pode ser extrapolada

para outros (MARTINS, 2008).

O critério de avaliagdo da estabilidade utilizado nesse estudo, foi a comparagdo entre
os resultados obtidos na primeira andlise e, apés o armazenamento, sendo que a resposta

obtida ndo poderia variar 2 desvios-padrdo, em relacdo a resposta inicial.

Mimetizando as condi¢des de trabalho durante todo desenvolvimento deste
experimento, optou-se por avaliar as condi¢cdes de maior ocorréncia durante a rotina
laboratorial. Para isto, avaliou-se a estabilidade da solucdo no auto-injetor do CLAE durante
os tempos zero, 4 e 8 horas. A solu¢do permaneceu no auto-injetor e decorrido o tempo
previsto, a mesma amostra era re-injetada no CLAE e, os resultados foram comparados. Em
relacdo a esse teste, apenas a ifosfamida e o paclitaxel demonstraram serem estaveis apds oito

horas, quando a amostra foi mantida a temperatura em torno de 21 + 2°C.

Foi determinada a estabilidade das amostras quando submetidas ao armazenamento em
geladeira e freezer, no intervalo de tempo previsto. Em relacdo a esse teste, a 5-FU e o MTX
demonstraram serem estdveis apds oito dias, quando a amostra foi acondicionada em freezer,

nao sendo estdveis em geladeira, apds esse mesmo periodo.



A ifosfamida demonstrou ser estdvel apds dezessete dias em geladeira e em freezer, a
doxorrubicina demonstrou ser estdvel, somente quando armazenada em freezer, apods
dezessete dias e, a ciclofosfamida foi estdvel quando condicionada em geladeira e em freezer,
apos oito dias. Finalmente, o paclitaxel foi estdvel apds 8 dias em geladeira, ressaltando-se

que o teste de estabilidade em freezer ndo foi realizado para esse analito.

Schmaus; Schierl; Funck (2002) obtiveram estabilidade de um dia, quando a amostra
contendo ciclofosfamida foi conservada a temperatura ambiente (22°C), e quatro dias, quando

conservada a 4°C.

Larson; Khazaeli; Dilon (2003) analisando as solugdes-padrdo, a temperatura
ambiente, observaram perdas de 20% da 5-FU, apds a primeira semana e 41%, apds 31 dias.
Para os analitos, CF e IFO as perdas foram de 32%, apds 14 dias e para a DOX, apés 17 dias,
foram observadas perdas de 75%. Esses autores discutem que esse analito é extremamente
instdvel em superficies e, quando em contato com outras substincias, tais como a 5-

fluoruracila.

5.1.3.2 Aplicacio do método de injecao direta em superficies intencionalmente

fortificadas com os analitos

Para o wipe teste, a verificacdo da eficiéncia da amostragem e do método desenvolvido
pode ser efetuada através de uma prova que consiste em depositar, sobre uma superficie
definida, micro quantidades de solugdo-padrao do fiarmaco de interesse (isolado ou em
misturas). Apds a evaporacdo, efetua-se o recolhimento com varios solventes, verificando,
assim, em que condi¢cdes € obtida maior porcentagem de recuperacdo (MINOIA;

PERBELLINI, 2000).

O método foi aplicado nas superficies fortificadas, sendo a recuperacdo superior a
70%, para todos os analitos. Esse estudo foi considerado preciso, com um desvio padrdo

relativo de 5%, conforme demonstra a Tabela 18.

Tabela 18- Recuperacdo do método de determinacdo simultanea de 5-fluoruracila (5-(FU),
metotrexato (MTX), ifosfamida (IFO), doxorrubicina (DOX) e ciclofosfamida (CF) em
superficies (n=6), fortificadas com 2 pg mL"



Farmaco Recuperacao (%) Precisao (DPR%)

5- fluoruracila 103,0 4,0
metotrexato 81,0 5,0
ifosfamida 106,0 4,0
doxorrubicina 99,0 4,0
ciclofosfamida 74,0 1,0

Apesar do presente método nao ter sido aplicado em amostras reais, esse teste permitiu
avaliar o desempenho do método. Os resultados obtidos foram satisfatérios e sugerem que,
por sua capacidade de detec¢do simultanea, o presente método pode ser utilizado como

triagem na avaliacao global da exposi¢do ocupacional aos antineoplasicos.

5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E DE EXTRACAO
DOS ANALITOS EM LUVAS

5.2.1 Otimizacao das condicoes cromatograficas

O método para determinacdo dos antineopldsicos em superficies foi testado em luvas,
uma vez que esses analitos podem permear o litex e assim, serem absorvidos pela via
dérmica. Esses materiais constituem ferramentas importantes para a monitorizagdo da

exposicao ocupacional aos FAN.

Foi considerada de suma importancia a andlise do PAC, tendo em vista que nos
levantamentos realizados, observou-se que € um dos farmacos mais utilizados na prética
oncoldgica e, ainda pouco estudado. Assim, foram testadas condi¢des, a fim de otimizar

método que fosse capaz de detectd-lo, simultaneamente aos outros analitos.

As condigdes otimizadas para a determinacdo de 5-fluoruracila, metotrexato e

paclitaxel, em luvas, foram:

- comprimento de onda: 302 nm, para o metotrexato; 265 nm, para a S-fluoruracila e

195 nm para o paclitaxel;
- coluna Shim-Pak® CLC-ODS(M) C18 (250 x 4,6 mm, 5 um);

- temperatura do forno: 35°C;



- fase movel: dgua pH 4,0: metanol: acetonitrila (35:15:50 v/v), com vazdo de 1 mL

min"', durante toda corrida cromatografica.

Nas condi¢des acima, ndo foi possivel separar cromatograficamente os analitos CF,
DOX, IFO entao, optou-se por exclui-los do estudo em luvas. Corroborou para essa decisao,
os altos limites de deteccdo e de quantificagdo obtidos quando se utiliza CLAE-UV, para a

andlise dessas substincias quimicas.

As Figuras 11, 12 e 13 demonstram os espectros obtidos para os trés analitos contidos
em uma mesma solucio, porém submetidos a comprimentos de ondas diferentes na condi¢cdo

cromatogréfica otimizada.
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Figura 12- Espectros obtidos a partir da andlise de metotrexato, na concentracio 20 pg mL™!
no detector DAD, coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), fase mével: dgua pH 4,0: metanol:
acetonitrila (35:15:50, v/v/v)
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Figura 13- Espectros obtidos a partir da andlise de 5-fluoruracila, na concentragdo 20 pg mL"
1, no detector DAD, coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), fase mével: dgua pH 4,0: metanol:
acetonitrila (35:15:50, v/v/v)
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Figura 14- Espectros obtidos a partir da andlise de paclitaxel, a 20 pg mL™, no detector DAD,
coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), fase mével: dgua pH 4,0: metanol: acetonitrila
(35:15:50, v/v/v)



As quatro vistas (telas), demonstradas nas Figuras 11, 12 e 13 podem ser descritas

como:

a) Mixed View (superior esquerda), que corresponde a uma visao superior dos picos.
Nessa tela € possivel ajustar o comprimento de onda de absor¢do méxima, relacionando-o ao

tempo de retengdo;

b) Spectrum (superior direita), que corresponde ao espectro de absorcao (varredura) do

pico, no tempo de retencdo selecionado;

¢) Cromatograma (inferior esquerda), que corresponde ao comprimento de onda

selecionado no Mixed View;

d) 3D (inferior direita), que corresponde a visualizacdo do cromatograma em trés

dimensoes.

Ap0s a elui¢do da solugdo contendo os trés analitos, selecionou-se o pico de interesse,
pelo tempo de retencdo e, esse era entdo, comparado com uma biblioteca criada, a partir da
andlise de solugdes-padrdo dos analitos, nas mesmas condi¢des cromatogrificas otimizadas
nesse estudo. Considerou-se como 98% o valor minimo de similaridade todavia, nao foi

possivel encontrar na literatura dados que corroborassem esse critério.

O detector utilizado permitiu a selecdo de comprimentos de onda diferentes,
dependendo somente da maior absor¢cdo dos analitos. Assim, é possivel observar na Figura 11
que, para 0 MTX, o comprimento de onda de maior absor¢do € 302 nm, o que estd de acordo
com os valores descritos por Rubino (2001). J4, para a 5-FU, o comprimento de onda de
maior absor¢do foi 265 nm (Figura 12), apesar da revisao de Turci et al. (2003) referenciar
estudos que utilizaram comprimentos de onda de 254 e 260 nm. Para o PAC, o comprimento
de onda de maior absorcdo foi 195 nm (Figura 13), o qual fora anteriormente utilizado por

Larson; Khazaeli; Dilon (2003).

Quanto a coluna cromatogréfica, utilizou-se a mesma ja utilizada no método para
superficies, todavia em uma temperatura do forno maior, o que proporcionou uma melhor
definicdo dos picos. O sistema em fase reversa é o mais utilizado para esses trés analitos, de

acordo com Larson; Khazaeli; Dilon (2003) e Turci et al. (2003).

Conforme demonstrado na Figura 14, ndo houve separacdo cromatografica, em 195

nm, entre 0 MTX e a 5-FU, pois esses co-eluiram, sendo satisfatério somente para o PAC.



Esse comprimento de onda foi otimizado no método para andlise dos firmacos em superficies,

em UV e, também, utilizado por Larson; Khazaeli; Dilon (2003).
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Figura 15- Cromatograma obtido a partir da injecao de solucdo padrdo contendo os analitos:
metotrexato (MTX), 5-fluoruracila (5-FU) e paclitaxel (PAC) na concentrac¢io de 20 pg mL™",
identificados por CLAE-UV/( 195 nm) nas condi¢des otimizadas

Quando a mesma amostra foi analisada em diferentes comprimentos de onda,
simultaneamente, em fun¢do do pico de maior absor¢do de cada um, foi possivel detecta-los

separadamente, conforme demonstra a Figura 15.
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Figura 16- Cromatogramas obtidos a partir da injecdo de solucdo-padrdao contendo os
analitos metotrexato (em verde, analisado em 302 nm), na concentra¢ao de 20 ug mL"' e 5-
fluoruracila (em azul, analisado em 265 nm), na concentracio de 10 ug mL", identificados
por CLAE-DAD nas condi¢des otimizadas



5.2.2 Otimizacao das técnicas de extracao

Apoés virios testes, otimizou-se a técnica para a andlise das luvas, que consistiu em
acrescentar-se 18 mLL de NaOH 0,03 mol L' ao par de luvas, de modo que esse volume
escorresse por toda a superficie, em recipiente apropriado. Em seguida, o recipiente foi levado
ao banho ultrassonico por 30 minutos. Recolheu-se entdo 15 mL do liquido, o qual foi
submetido a centrifugacdo por 30 min a 580 g. O sobrenadante foi utilizado para a ELL
(Figura 16) e para a SPE (Figura 17) destacando-se que o produto de cada extracdo foi

reunido em um mesmo tubo e seco, antes de ser ressupenso na fase movel.

-)H 0,03 mol L (proveniente
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ﬂ |_| + 5 mL de acetato de etila
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sao em 1 ml de fase movel

50 pL no CLAE

Figura 17 - Fluxograma da técnica de extracdo liquido-liquido (ELL) de antineopldsicos em
luvas
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Figura 18- Fluxograma da técnica de extracdo em fase sélida (SPE) de antineopldsico em

luvas

Ressalta-se que, primeiramente foram realizados testes de injecdo direta tendo como
liquido de limpeza a solugdo de acetonitrila: metanol (50:50, v/v), todavia esta solucdo reagiu
com o latex das luvas, por este motivo considerada como inadequada.

Outra solug@o de limpeza investigada foi a solucdo de NaOH 0,03 mol L'l; contudo,
os resultados ndo foram satisfatdrios, pois o0 MTX, o primeiro analito a eluir, comegou a
apresentar integracdo insatisfatoria. Além disso, analisando-se os resultados provenientes de
luvas ndo fortificadas foi possivel observar picos nos tempos de retencdo dos analitos. Assim,

concluiu-se que para as luvas teria que ser realizada a etapa de extrag@o.

O preparo de amostra num processo analitico, tipicamente, consiste na extracdo de
componentes de interesse da matriz € o procedimento varia no grau de seletividade,

velocidade e conveniéncia e sua otimizagdo, para cada situacdo, ¢ de importancia relevante no



procedimento analitico. A escolha de um processo deve ser fundamentada na compreensdo
dos principios fundamentais que governam a transferéncia de massa dos analitos em sistemas
multifdsicos. O pré-tratamento de amostras é a etapa mais critica e trabalhosa da andlise
cromatogrifica (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). Admite-se que um preparo de
amostra apropriado afeta grandemente a exatiddo e confianca na andlise (FLANAGAN et al.,

2006).

A técnica de extracdo primeiramente estudada foi a liquido-liquido e, os resultados de
recuperacdo foram satisfatérios somente para a 5-FU e para o PAC, nas condicdes
representadas na Figura 16. Esses analitos tém afinidade por solventes organicos e, assim o
acetato de etila foi o solvente adequado para ambos. Porém, a técnica ndo apresentou

recuperacao satisfatoria para o MTX.

Diferentemente dos outros dois analitos, 0o MTX € solivel em solventes polares, o que

dificultaria sua extracdo liquido-liquido, j4 que as luvas foram lavadas com solu¢do de NaOH.

Assim, optou-se por testar a extracdo em fase sdlida e, apds revisdao da literatura foi
possivel observar que a fase octadecila (C18), usando MeOH para a eluicdo do analito, foi a
condi¢do mais adequada e, € uma das mais utilizadas para esse farmaco, conforme verificado

na revisdo de Minoia e Perbellini (2000).

De fundamental importancia ressaltar que o processo de extracdo retine em um
mesmo tubo, os produtos das técnicas de extracdo liquido-liquido (fase orgénica) e da

extracdo em fase solida (eluato) como demonstram os fluxogramas (Figura 16 e Figura 17).

5.2.3 Caracteristicas de desempenho do método

Na Tabela 19 podem ser observados os parametros de conformidade do sistema,
avaliados nesse estudo. Os resultados foram considerados satisfatorios, de acordo com Shabir
et al. (2003). O MTX apresentou fator de capacidade menor que 2, o que ndo afetou a

quantificagdo desse analito.

Tabela 19 - Parimetros de conformidade do sistema* obtidos com os analitos metotrexato
(MTX), 5-fluoruracila (5-FU) e paclitaxel (PAC) na concentracdo de 10 pg mL" identificados
por CLAE-DAD-UV nas condi¢gdes otimizadas



tempo . . . .
) . pratos resolucao**  assimetria fator capacidade
analitos retencao

(min) teoricos (N) (Rs) (T) (K)
MTX 2,0 2323 0 1,3 1
5-FU 2,8 5987 2,5 1.4 2
PAC 7,7 16052 12,6 1,2 7

Nota:* N >2000; Rs>2;0,5<T< 2;k> 2, de acordo Shabir et al. (2003)
** parametro calculado entre MTX and 5-FU e entre o 5-FU e o PAC

Crauste-Manciet et al. (2005), em seu estudo de deteccio de FAN em superficies e
luvas, obtiveram o LD para 5-FU de 0,02 pg mL™ e, para o MTX de 0,01 pg mL". Para o
PAC, Larson; Khazaeli; Dilon (2003) obtiveram o LD de 2,0 ug mL™. Ao compararmos 0s
limites de detec¢do, referenciados nas Tabelas 9, 10 e 11 com o presente estudo, verifica-se

que os resultados obtidos estdo de acordo com outros autores.

A linearidade foi estudada no intervalo de 0,25 a 20 pug mL"! para os trés analitos e, 0s

resultados estdao demonstrados na Tabela 20.

As equacdes de regressao linear foram obtidas pelo método dos minimos quadrados e,
.. . - 2 . . . L.
os coeficientes de determinagdo (r”) superiores a 0,99, foram considerados satisfatérios, de

acordo com a RE 899/03, da ANVISA (BRASIL, 2003).

Com base nos resultados obtidos, o limite de deteccao do método foi 0,1 ug mL"! para
aPACe, 02 g mL"! para 5-FU e MTX. O limite de quantifica¢do foi 0,25 ug mL"! para 5-
FU, MTX e PAC.

Esses limites foram determinados pela equagdo de regressdo linear, uma vez que o
ruido do branco,quando submetido ao processo de extracdo foi muito elevado, o que poderia

levar a erros no estabelecimento da relagdo sinal ruido.



Tabela 20 - Linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) do
método de determinacdo simultdnea para 5- fluoruracila (5-FU), metotrexato (MTX) e
paclitaxel (PAC), por CLAE-DAD-UV

parametros 5-FU MTX PAC
linearidade (r?) 0,9986 0,9966 0,9990

faixa trabalho 0,25-20 0,25-20 0,25 -20
(ngmL™)

equacao de y = 180915x+ y = 107739x- y = 159801x+
regressao linear 33007 1936,8 9124,5

LD (ug mL™) 0,2 0,1 0,2

LQ (ug mL™) 0,25 0,25 0,25

A precisdo € um critério que determina os erros aleatérios da andlise. Nesse trabalho,

foi expressa como desvio padrdo relativo, cujos valores sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 - Precisao intra-corrida (repetibilidade) e intercorrida (precisdo intermedidria),
avaliada pelo desvio padrao relativo (DPR%), obtida na andlise de luvas, contendo
antineoplasicos (n=6), por CLAE-DAD-UV com prévia extracao dos analitos

DPR %
" MTX 5-FU PAC
conc.
intra- intercorrida intra- intercorrida intra- intercorrida
-1
(ng mL™) corrida corrida corrida

0,25 8,0 9.0 8,0 12,0 9.0 14,0
2 13,0 2,0 13,0 7,0 15,0 2,0
20 14,0 14,0 13,0 11,0 9.0 8,0

Nota: *conc = concentracdo.

Segundo recomenda a ANVISA (BRASIL, 2003), a repetibilidade do método, pode
ser considerada satisfatoria se valores obtidos possuirem um desvio menor ou igual a 20%,
em relacdo a concentragdo nominal, para o LQ e, desvio menor ou igual a 15%, em relagcdo a

concentracdo nominal, para as outras concentragdes da curva de calibracdo.



Os resultados obtidos no presente trabalho foram satisfatérios para esse parametro da
validacdo. Convém ressaltar que esses valores, na referida resolucdo, sdo preconizados para
métodos bioanaliticos, que passam pela etapa de preparo de amostra. Assim, apesar desse
estudo ndo utilizar amostras bioldgicas, a técnica de preparo de amostra foi fundamental para

a otimizacdo do método.

No estudo de Floridia et al. (1999a), que analisaram a parte interna de toucas, e
superficies de trabalho, tais como pavimento, prateleiras, macganetas, valores obtidos para a
precisdo foram de 2 a 15%, no intervalo estudado para o MTX. Larson; Khazaeli; Dilon
(2003) relataram dados sobre precisdo, para a 5-FU, de 0,19 a 2,0% e de 3,5 a 19,7%, para o

PAC, quando foram injetadas solucao-padrdo, diretamente no CLAE.

Castiglia et al. (2008), na andlise de luvas, obtiveram um DPR intra-dia de até 8,5% e
interdia de até 13,1%, para a 5-FU. Ressalta-se que, nesse trabalho, os autores usaram a

técnica de wipe teste, com terra de diatomécea como sorvente para a extracdo do analito.

A recuperagdo mede a eficiéncia do procedimento de extragdo de um método analitico
dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de recuperacdo proximas a 100% sao
desejaveis, porém, admite-se valores diferentes, desde que seja precisa e exata (BRASIL,

2003).

A porcentagem de recuperagdo (Tabela 22) foi obtida a partir da relagdo entre as
respostas (4reas) das amostras extraidas e ndo-extraidas. Para tanto, foram analisadas trés
concentracdes em sextuplicata, contemplando a faixa de linearidade do método, e as dreas
obtidas nas amostras ndo extraidas ou seja, quando se extraiu a solu¢do de NaOH 0,03 mol L~
! sem adigdo de analitos e, ao extrato adicionou-se os padrdes nas respectivas concentracdes,
que representam 100% de recuperagdo, foram comparadas aquelas obtidas quando a amostra
foi submetida ao procedimento de extracdo. Dessa forma, além de observar a efici€éncia do
processo de extracdo, levou-se em conta o efeito da matriz. Sottani et al. (2000), obtiveram
recuperagdo superior a 80% quando extrairam o PAC de amostras de luvas, com acetato etila

e deteccdo por CLAE-EM.

Tabela 22 - Recuperagdo do método de determinacdo simultanea de metotrexato (MTX), 5-
fluoruracila (5-FU) e paclitaxel (PAC) em luvas (n=6), analisadas pelo método CLAE-DAD-
UV, com prévia extragdo dos analitos

concentracio MTX 5-FU PAC




(ngmL™) (%) (%) (%)

1 115,0 90,0 89,0
2 115,0 103,0 71,0
20 86,0 94,0 96,0

5.2.4 Aplicacio do método em amostras de luvas

Foram coletadas 6 amostras de individuos que trabalhavam em um laboratério de
pesquisa, sendo que somente as amostras 5 e 6 foram submetidas ao processo de
descontaminagdo, efetuado conforme procedimento do laboratério. Os resultados,
demonstrados na Tabela 23, indicam que o MTX e o PAC foram detectados e quantificados
em trés, das seis, amostras analisadas. J4, a 5-FU foi detectada em todas as amostras porém,

quantificada somente em trés delas.

Tanto a detec¢do quanto a quantificacdo dos analitos sugerem que os procedimentos
de manipulagdo, dos FAN, precisam ser revisados pois, as luvas podem disseminar a
contaminacdo no ambiente de trabalho. Ainda, é preocupante o fato da 5-FU ter sido
detectada em luvas que foram supostamente descontaminadas, apesar de ndo ter sido possivel
sua quantificagcdo pois, as dreas obtidas foram menores do que as do LQ desse método. Isso
sugere que o processo utilizado para descontamina¢do ndo foi eficiente, apesar de ser o

recomendado na literatura.

Tabela 23 - Concentragdo de antineopldsicos em amostras de luvas utilizadas por
pesquisadores, determinadas por CLAE-DAD-UV, nas condi¢des otimizadas (continua)

amostra metotrexato S-fluoruracila paclitaxel
(ng mL™") (ng mL™") (ng mL™)
1 3,0 0,5 0,5
2 4,8 D** ND#*
3 3,2 0,7 0,8

Tabela 23 - Concentragao de antineoplasicos em amostras de luvas utilizadas por

pesquisadores, determinadas por CLAE-DAD-UV, nas condi¢des otimizadas (conclusdo)

amostra metotrexato S5-fluoruracila paclitaxel

(ng mL™) (ug mL™") (ng mL™)




4 ND* 0,4 0,3
5 ND* D** ND#*

6 ND* D ND*

Nota: ND*= ndo detectado pelo método; D**= detectado porém, ndo quantificado pelo método

Conforme pode ser observado na Tabela 23, os resultados obtidos sugerem que a
exposicdo dos voluntdrios foi a diferentes concentra¢des, ndo controladas, uma vez que o
objetivo desse teste foi aplicar o método desenvolvido em situacdo de real exposicdo.
Todavia, existem alguns fatores, tais como a concentracdo manuseada, o tempo e/ou a
freqiiéncia de exposi¢do, que aumentam a probabilidade de absor¢cdo, com conseqiiente
aumento do risco. Desde 1979, existem relatos que o risco de mutagenicidade aumenta

quando se eleva o tempo/ freqiiéncia de exposic¢ao (Falck et al., 1979).

Roberts et al. (2006) apds estudarem a descontaminacdo de superficies,
demonstraram que a 5-FU ndo foi degradada, mesmo apds exposicdo durante 1 hora a
detergentes fortemente alcalinos, dcidos e neutros. Martins; Apostoli e Della Rosa (2008),
demonstraram a permanéncia da ciclofosfamida nas superficies, mesmo apds a

descontaminagao.

Apesar dos achados do presente trabalho ndo serem suficientes para delimitar a real
dimensdo da contaminacdo do ambiente com os FAN, reforcam os achados anteriores e,
demonstram que o presente método pode ser utilizado para a monitorizagdo da exposicao

ocupacional a tais substancias, simultaneamente.



6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho foi possivel concluir que,

para a determina¢@o em superficies:

a) as condicdes otimizadas para o método analitico de determina¢do simultanea dos
antineopldsicos, S-fluoruracila, metotrexato, ifosfamida, doxorrubicina e ciclofosfamida,
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram: detec¢do a 195 nm (UV), coluna
C18 (250 x 4,6 mm, 5 pwm) com pré-coluna similar, fase mével constituida de dgua pH 4,0:
metanol: acetonitrila (70:13:17, v/v/v), vazdo de 0,4 mL min™ até 13 minutos e 1 mL min'l,

até o fim da corrida cromatografica;

b) foram obtidos valores de recuperagdo satisfatorios para a determinac¢ao simultinea
dos farmacos estudados, utilizando NaOH 0,03 mol L'l, como liquido de limpeza das

superficies, e extracao liquido-liquido com acetato de etila: isopropanol (7:3, v/v);

c¢) foram obtidos resultados satisfatérios para determinacdo simultdnea dos farmacos
estudados, utlizando metanol: acetonitrila (50:50, v/v), como liquido de limpeza de
superficies, e injecdo direta, sem prévia extracdo. O método demonstrou-se linear para a 5-FU
e MTX, no intervalo de 0,25 a 20 ug mL! e, para IFO, DOX e CF, no intervalo de 0,5 a 20
ng mL”, com coeficientes de determinagdo superiores a 0,99. A recuperacdo obtida foi em

torno de 74 a 106%, para todos os analitos e a repetibilidade foi inferior ou igual a 11%;

d) método desenvolvido € de facil execucao, de baixo custo e, pode ser empregado na

avaliagdo da exposicdo ocupacional dos fdrmacos antineoplasicos estudados.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho foi possivel concluir que,

para a determinacdo em luvas:

a) as condicdes otimizadas para o método analitico de determinagdo simultanea dos
antineopldsicos, metotrexato, S-fluoruracila e paclitaxel, utilizando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, foram: deteccio em DAD e quantificacio em UV, sendo 195 nm, 265 nm e
302 nm, os comprimentos de onda utilizados para o PAC, 5-FU e MTX, respectivamente,
coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 wm) com pré-coluna similar, fase mével constituida de dgua pH

4,0: metanol: acetonitrila (35:15:50, v/v/v) na vazdo de 1 mL min'l;



b) a porcentagem de recuperacao foi satisfatdria, para os analitos 5-FU e PAC, quando
a amostra foi submetida a extracdo liquido-liquido, com acetato de etila, com valores em

torno de 71 a 103%;

¢) porcentagem de recuperacdo satisfatoria foi obtida, para o analito MTX, quando a
amostra foi submetida ao procedimento de extracdo em fase sdlida, em cartuchos CI18 e

eluicdo com MeOH, com valores de 86 a 115%;

d) o método demonstrou-se linear no intervalo de 0,25 a 20 pg mL'l, com coeficientes
de determinacdo superiores a 0,99 e, a repetibilidade foi inferior ou igual a 15%, para todos os

analitos;

e) o método revelou-se eficiente para ser aplicado em situacdes de exposicdo
ocupacional pois, permitiu quantificar os analitos, em amostras reais, com valores iguais ou
acima de 0,25 pg mL". O uso do detector por arranjo de diodos permitiu a detec¢do, por
comparacao da similaridade (pureza do pico), ainda que a concentragdo dos analitos, nas

amostras, estivessem abaixo do LQ do método.
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