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RESUMO

O presente estudo objetivou desenvolver um método para determinacdo simultanea de
farmacos antineoplésicos por cromatografia liquida de ultra performance acoplada ao
espectrometro de massas em tandem (UHPLC-MS/MS), para ser aplicado no monitoramento
de superficies de trabalho, em locais de manipulacdo dessas substancias quimicas. Os
compostos alvos foram a ciclofosfamida (CP), a doxorrubicina (DOXO), o docetaxel (DOC) e
a 5-fluoruracila (5-FU), escolhidos em funcdo do seu uso e/ou considerados indicadores de
exposicao aos antineoplasicos. O metotrexato (MTX) também foi avaliado, todavia ndo foram
obtidos resultados satisfatorios para esse composto, nas condi¢des otimizadas para 0s outros
analitos. As analises foram realizadas no modo de ionizacdo positivo, exceto para a 5-FU, e
monitoramento de reacdo multipla (MRM). A separacdao cromatografica foi realizada em 15
minutos, utilizando coluna Shim-pack® XR-ODS C18 (100 x 3,0 mm, 2,2 pm) e uma pré-
coluna similar, gradiente de elui¢do, para a fase movel, acido férmico 0,1% em &agua e
acetonitrila, em uma vazdo de 0,3 mL min™. As transicdes de massa, utilizadas para
quantificacdo, seletivamente monitoradas para cada composto, foram: 261,0 > 140,0 m/z para
CP; 830,3 > 304,0 m/z para DOC; 544,1 > 396,9 m/z para DOXO e 129,1 > 42,1 m/z para 0
5-FU. O método analitico validado foi linear, apresentando r2 > 0,9939, no intervalo avaliado
de 5a 300 pg L™, para CP e de 10 a 300 pg L, para DOC, DOXO e 5-FU; preciso, com
valores de desvios-padrdo relativos menores que 15%, para todas as concentracfes e todos 0s
analitos estudados. Os limites de detecgédo e de quantificagdo foram determinados entre 0,5-
1,3 ng mL™ e 1,7-4,3 ng mL™, respectivamente. Ap6s analise de 54 superficies, adicionadas
com os analitos, em uma quantidade de 150, 250 e 500 ng, as recupera¢Ges médias obtidas
foram entre 59,9-104,8%, com erros-padrdo relativos de até +6%. Os resultados obtidos, no
presente estudo, sugerem que o método desenvolvido é adequado para identificar,
simultaneamente, quatro, dos cinco, antineoplasicos estudados, constituindo uma promissora
e importante ferramenta analitica para 0 monitoramento da exposi¢cdo ocupacional a tais

farmacos.

Palavras-chave: Farmacos antineoplasicos. Determinacdo simultdnea. Monitoramento de

superficies. Exposic¢do ocupacional. UHPLC-MS/MS.



ABSTRACT

The present study aimed to develop a method for simultaneous determination of
antineoplastic drugs by ultra performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometer (UHPLC-MS/MS), to be applied in monitoring work surfaces, in handling
locations of these chemicals. The targed compounds were the cyclophosphamide (CP), the
docetaxel (DOC), the doxorrubicin (DOXO) and the 5-fluorouracil (5-FU), chosen according
to their use and/or considered exposure indicators to antineoplastics. The methotrexate (MTX)
was also evaluated, but satisfactory results were not obtained for this compound, under
optimized conditions for other analytes. The analyses were carried out in the positive
ionization mode, except for the 5-FU, and multiple reaction monitoring (MRM). The
chromatographic separation was performed in 15 minutes using Shim-pack® XR-ODS C18
column (100 x 3,0 mm, 2,2 um) and a similar pre-column, gradient elution, to the mobile
phase, formic acid 0,1% and acetonitrile, at a flow rate of 0,3 mL min™. The mass transitions
used to quantify selectively monitored for each compound, were: m/z 261,0 > 140,0 for CP;
m/z 830,3 > 304,0 for DOC; m/z 544,1 > 396,9 for DOXO and m/z 129,1 > 42,1 for 5-FU.
The validated analytical method was linear, with 12 > 0,9939, in the assessed range of 5 to 300
ng mL™, for CP and of 10 to 300 ng mL™, for DOC, DOXO and 5-FU; accurate, with relative
standard deviations lower than 15%, for all concentrations and all studied analytes. The limits
of detection and quantification were determined from 0,5-1,3 ng mL™ and 1,7-4,3 ng mL™,
respectively. After analysis of 54 surfaces, spiked with the analytes, in a quantity of 150, 250
and 500 ng, the obtained mean recoveries were between 59,9-104,8%, with relative standard
errors of up to £6%. The obtained results, in this study, suggest that the developed method is
suitable to identify, simultaneously, four, of the five, studied antineoplastics, becoming a
promising and important analytical tool for the occupational exposure monitoring to these
drugs.

Keywords: Antineoplastic drugs. Simultaneous determination. Surfaces monitoring.
Occupational exposure. UHPLC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

Farmacos, substancias de estrutura quimica definida, sdo utilizados na prevencao e/ou
tratamento de enfermidades tanto na medicina humana quanto na veterinaria (RODRIGUES,
2011). Na quimioterapia (QT), uma das modalidades de tratamento de neoplasias malignas,
esses compostos séo utilizados, isoladamente ou em combinagdo, com a finalidade de inibir
alguma das fases de reproducdo celular e, consequentemente, interferir no crescimento de
tumores, sendo a cura, a melhora da sobrevida e/ou a promocéo de efeito paliativo, objetivos
do tratamento oncolégico (ALCANTARA, 2009; ALMEIDA, 2004; EDUARDO; DIAS;
SANTOS, 2012).

Todavia, a utilizacdo de farmacos antineoplasicos (FAN) apresenta como fator
limitante sua toxicidade, em vista do seu ataque indiscriminado as células de répida
proliferagdo, cancerosas ou normais, incluindo especialmente tecidos sadios como os da
medula 6ssea, epitélios gastrointestinal e germinativo, e foliculos pilosos (RICARDO
NETTO; SANTOS, 2010; VENUTO, 2009).

Antineoplasicos tém mostrado carcinogenicidade e/ou efeitos mutagénicos e
teratogénicos em humanos. Uma variedade de FAN tem sido usada em hospitais e centros de
tratamento de pacientes com cancer, sendo que muitos desses agentes sao potencialmente
perigosos a saude de trabalhadores envolvidos na sua preparagdo e administracdo, tais como
farmacéuticos, enfermeiros, médicos, pessoal envolvido na limpeza e, além desses, 0sS
pesquisadores, em universidades e centros de pesquisa. Esses individuos podem absorver
essas substancias através de inalacdo dos aerossois formados e dispersos no ambiente de
trabalho ou pelo contato com a pele, sendo essa Ultima a principal via de exposi¢cdo
(ALCANTARA, 2009; LARSON; KHAZAELI; DILLON, 2003; SOTTANI et al., 2007) .

Tal exposicdo tem levado muitos pesquisadores a desenvolverem métodos para
determinacdo de substancias consideradas indicadores de exposi¢do, tais como a
ciclofosfamida (CP), a 5-fluoruracila (5-FU), o metotrexato (MTX) e compostos de
coordenacdo de platina (BOBIN-DUBIGEON et al, 2013; MARTINS, 2003;
NUSSBAUMER et al.,, 2010; SABATINI et al., 2005). Estes farmacos podem ser
determinados em diferentes matrizes segundo estratégia que prevé a seguinte hierarquia: a)
determinacdo em superficies; b) determinacdo em material bioldgico e ¢) determinagéo no ar
(ALESSIO et al., 1996; APOSTOLI; FACCO; ALESSIO, 2001).
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A andlise dos FAN nessas matrizes requer métodos analiticos validados e que
apresentem baixos limites de detec¢do (LD), da ordem de partes por bilhdo (ppb), e até partes
por trilhdo (ppt), uma vez que a exposicao, geralmente, € a baixas doses e especifica do
ambiente de trabalho (LARSON; KHAZAELI; DILLON, 2003; VENUTO, 2009). Ainda,
métodos abrangentes, ou seja, aqueles que possam ser utilizados na determinacdo simultanea
de diferentes analitos sdo considerados de extrema importancia cientifica na préatica clinica
pois os trabalhadores estdo rotineiramente expostos a mais de uma substancia (LARSON;
KHAZAELLI; DILLON, 2003).

Assim, este trabalho objetivou desenvolver um método analitico para a determinacéao
simultanea de farmacos antineoplasicos, em superficies, visando sua aplica¢do na avaliagdo da

exposicao ocupacional de trabalhadores em contato com tais substancias.
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2 GENERALIDADES E REVISAO DA LITERATURA

A seguir € descrita uma breve revisdo de literatura sobre os principais temas deste

projeto, que sdo: cancer, farmacos antineoplasicos e exposi¢ao ocupacional.

2.1 CANCER

Segundo Silva (2003), a palavra cancer de origem latina (cancro) significando
“caranguejo” foi empregada em analogia a0 modo como o crustaceo aprisiona com potentes
garras a sua vitima e ndo a solta até o fim, a menos que seja feita uma forte intervencéo para
liberta-la. O primeiro a descrever e definir o cancer como uma doenca de mau prognostico foi
Hipdcrates, em 500 a.C. na Grécia (RICARDO NETTO; SANTOS, 2010).

O céncer, definido como um tumor maligno, ndo é uma doenca Unica e sim um
conjunto de mais de 200 enfermidades distintas com variedade de causas e histdria natural,
caracterizado por uma alteracdo nos mecanismos que regulam a sobrevida, proliferacdo e
diferenciacdo das células, resultando numa multiplicacdo e disseminacdo desordenada dessas
células que invadem tecidos e 6rgaos, podendo sofrer metastase — migracdo e colonizacéo de
locais distantes no corpo (ALCANTARA, 2009; ALMEIDA, 2004; CHU; SARTORELLI,
2007; EDUARDO; DIAS; SANTOS, 2012; RICARDO NETTO; SANTOS, 2010).

Os tumores malignos sdo gerados por alteracdes, herdadas ou adquiridas, em genes
que controlam o crescimento celular, tais como 0s oncogenes, 0s promotores do crescimento,
0s genes de supressao tumoral e 0s genes responsaveis pelos reparos em erros de replicacao.
Os protooncogenes, genes que controlam a divisdo, apoptose e diferenciacdo celular, a
principio, estdo inativos em células normais e, quando ativados, convertem-se em oncogenes,
que sdo responsaveis pela malignizacdo das celulas sadias, originando células cancerigenas ou
tumorais (ALMEIDA, 2004; ALMEIDA et al., 2005). Outra importante mudanca genética é a
inativacdo de genes supressores tumorais, também conhecidos como antioncogenes, que tém a
capacidade, em células normais, de suprimir mudancas malignas (BORGES-OSORIO;
ROBINSON, 2013).



21

A inativacdo de antioncogenes ou a ativacdo de protooncogenes podem conferir
autonomia de crescimento a uma célula e, assim, resultar em proliferagdo descontrolada ao
produzir alteracbes em diversos sistemas celulares, incluindo fatores de crescimento,
transdutores do ciclo celular, mecanismo apoptotico, expressdo da telomerase, alem das
mudancas em vasos sanguineos locais (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013).

Ao diferenciar-se e proliferar-se rapidamente, estas células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores locais, que podem
comprimir ou invadir estruturas normais adjacentes. Por outro lado, um tumor benigno
significa simplesmente uma massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e
se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo risco de morte (CHU;
SARTORELLLI, 2007; INCA, 2015; MARTINS, 2003).

A incidéncia, distribuicdo geografica e comportamento dos tipos de canceres estdo
relacionados com mudltiplos fatores, incluindo idade, sexo, raca, predisposicdo genética e
exposicdo aos carcindgenos ambientais (CHU; SARTORELLI, 2007). Cerca de 80% dos
casos esta relacionada ao meio ambiente — ocupacional, social e cultural — no qual
encontramos um grande numero de fatores de risco (ALMEIDA et al., 2005).

Dentre os tipos de canceres existentes, 0s responsaveis pelas maiores taxas de
incidéncia e mortalidade, no pais, sdo canceres de pele ndo melanoma — maior incidéncia em
ambos 0s sexos —, seguidos de préstata, mama feminina, c6lon e reto, pulmao, estdmago e
colo do Utero (INCA, 2014).

2.1.1 Patogénese e tratamento do cancer

O processo de carcinogénese, ou seja, de formacdo de cancer, em geral ocorre
lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a
uma neoplasia detectavel (LARSON; KHAZAELI; DILLON, 2003). Esse processo passa por
varios estagios antes de chegar ao cancer, em geral envolvendo mais de uma mudanca
genética, bem como outros fatores epigenéticos (hormonais, cocarcinogénicos e efeitos de
promog¢do tumoral, etc.) que por si sO ndo causam o tumor maligno, mas aumentam a
probabilidade de que mutagdes genéticas acabem por resultar em cancer. Esses estagios séo,
segundo Almeida (2004):
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a) iniciacdo, no qual as células sofrem acdo de agentes carcindgenos (agente
oncoiniciador), provocando alteragdes em alguns de seus genes que aumentam a
habilidade das células de proliferar e evitar a apoptose, resultando em células
geneticamente alteradas — células iniciadas; porém, ainda ndo € possivel detectar
um tumor clinicamente. Os carcin6genos podem ser classificados em trés
principais tipos: agentes fisicos, tais como as radiacdes (induzem lesdes no acido
desoxirribonucléico (DNA)); microrganismos, como, por exemplo, 0s virus; e 0s
agentes guimicos, tais como os antineoplasicos;

b) promocdo, no qual os agentes oncopromotores atuam na célula ja alterada, sendo
esta transformada em célula maligna, de forma lenta e gradual. Esses agentes
levam a alteracbes nas vias de sinalizacdo e/ou no ambiente extracelular,
permitindo a proliferacdo das células, a invasdo de tecidos circundantes e a
angiogénese (BYRNS; PENNING, 2011). Para que essa transformacdo ocorra é
necessario um longo e continuado contato com o agente promotor. Além disso,
nosso organismo apresenta mecanismos de defesa, tais como apoptose, sistema
imunoldgico integro e sistema integro de reparo de DNA, que tém a finalidade de
evitar a proliferacdo celular descontrolada, podendo interromper a carcinogénese
nos estagios de iniciacdo e/ou promo¢do (AMORIM, 2002). Alguns componentes
da alimentacdo e a exposicdo excessiva e prolongada a hormonios sdo exemplos
de fatores que promovem a transformacao de células iniciadas em malignas;

c) progressdo, caracterizado pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel da
célula. O cancer ja esta instalado, evoluindo até o surgimento das suas primeiras
manifestagdes clinicas.

Existem trés tipos principais de tratamento de neoplasias: a cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia, sendo o valor relativo de cada um deles dependente do tipo e do estagio do
desenvolvimento do cancer (ALCANTARA, 2009).

Os objetivos gerais do tratamento oncoldgico sdo erradicar o cancer (eliminacgao
completa da doenca), sobrevida prolongada e controle do crescimento da célula maligna ou
diminuigdo dos sintomas associados a doenga, normalmente por meio da terapia combinada,
onde ¢ associado mais de um tipo de tratamento (ALCANTARA, 2009; ALMEIDA et al.,
2005; RICARDO NETTO; SANTOS, 2010).

A cirurgia que remove todo o cancer continua sendo uma das principais modalidades
de tratamento dentro da oncologia para a maioria dos tumores solidos (ALMEIDA, 2004;
RICARDO NETTO; SANTOS, 2010). O procedimento cirurgico indicado no inicio da



23

doencga tem dois objetivos: controle ou eliminacdo da doenga (RICARDO NETTO; SANTOS,
2010).

A radioterapia consiste na destruicdo de celulas atraves da radiacdo ionizante,
utilizando, por exemplo, raios gama, radiois6topos como cobalto-60 ou raios-X (ALMEIDA,
2004; ALMEIDA et al., 2005). Constitui-se de um tratamento localizado podendo ser
utilizada para controlar a doenca, amenizar os sintomas da doenca metastatica, diminuir o
tamanho das neoplasias, diminuir ou estancar hemorragias, ou atuar sobre outros sintomas,
como a dor. Atinge mais facilmente os tecidos corporais que sofrem divisdo celular. Os
tecidos de crescimento mais lento ou tecidos em repouso — muscular, cartilaginoso e
conjuntivo — sdo mais resistentes a radioterapia, quando comparados aos tecidos corporais que
sofrem divisdo celular. O individuo pode estar fazendo aplicacdo de quimioterapia
simultaneamente a radioterapia, onde 0s agentes quimioterapicos podem agir como
radiossensibilizadores (ALMEIDA, 2004; RICARDO NETTO; SANTOS, 2010).

A QT é o método que utiliza compostos quimicos, chamados quimioterapicos, no
tratamento de doencas causadas por agentes bioldgicos, todavia quando aplicada ao cancer, é
chamada de quimioterapia antineoplasica (QT-an) ou quimioterapia antiblastica (ALMEIDA,
2004; SILVA, 2003).

A QT-an tem como objetivo causar uma lesdo citotoxica letal que possa impedir a
progresséo do tumor (HARVEY; CHAMPE; MYCEK, 1998), idealmente, com destruicdo das
células neoplasicas, preservando as normais. Contudo, a maioria dos agentes quimioterapicos
atua de forma nédo-especifica nos processos de divisdo celular, lesando tanto células malignas
quanto normais, o que explica grande parte dos efeitos colaterais (ALCANTARA, 2009;
SILVA, 2003), como a mielossupressdo — com queda na producdo de leucdcitos e, portanto,
gueda na resisténcia a infeccbes —, comprometimento da cicatrizacdo, dano ao epitélio
gastrointestinal, nausea, vomito, diarréia, perda de pelos/cabelo (alopecia), diminuicdo da
fertilidade, teratogenicidade e alteracbes no crescimento de criancas em tratamento
(ALMEIDA, 2004; VENUTO, 2009).

Atualmente, a poliquimioterapia é utilizada em substituicdo ao uso de um Unico agente
antineoplasico, uma vez que possibilita uma melhor resposta, decorrente do sinergismo que
ocorre entre os diferentes farmacos, com diminuicdo de doses de farmacos de alta toxicidade e
ainda retardo da resisténcia tumoral (VENUTO, 2009).
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2.2 FARMACOS ANTINEOPLASICOS

Os antineoplasicos séo classificados de acordo com sua estrutura bioquimica,
mecanismo de acdo ou origem bioldgica. Levando em consideracdo o mecanismo de acao,
podem ser classificados em: farmacos ciclo-especificos, os quais agem contra as células que
se encontram em divisdo; e farmacos inespecificos, os quais agem em qualquer fase do ciclo
celular (RICARDO NETTO; SANTOS, 2010).

Segundo Chabner (2011), os principais FAN podem ser divididos, do ponto de vista
bioldgico e considerando a estrutura bioquimica, nas seguintes categorias:

a) agentes alquilantes, como a CP, ifosfamida (IF);

b) antimetabolitos andlogos do acido fdlico, piridina e purina, como 5-FU, MTX,

gencitabina (GCA);

c) compostos de platina, como oxaliplatina, cisplatina;

d) antibidticos, como a doxorrubicina (DOXO);

e) produtos naturais, como alcaldides da vinca — vincristina (VC) —, taxanos —
paclitaxel (PAC), docetaxel (DOC);

f)  horménios e antagonistas, como dexametasona, prednisona, GnRH anéalogo;

g) agentes diversos classificados como miscelanea, incluindo inibidores da proteina
tirosina quinase, interferona a, interleucina-2, anticorpos monoclonais,
imunomoduladores.

Sabe-se que os antineoplasicos agem especialmente em células que estdo em processo
de divisdo ativa; portanto, sdo mais eficazes quando utilizados precocemente, pois o tumor
maligno ainda é pequeno e cresce exponencialmente. Ademais, os tumores de répido
desenvolvimento sdo 0s mais suscetiveis a destruicdo pela QT-an, pois, nesses casos, mais
células estdo em divisdo, havendo, por conseguinte, mais células sensiveis a estes farmacos
(SILVA, 2003).

Os FAN ndo sao especificos para células tumorais, sendo toxicos para células que
proliferam rapidamente (TURCI et al., 2003), levando aos efeitos adversos como
imunossupressao, leucopenia, febre, calafrios, falta de ar, tonturas, cefaléia, colite
hemorrégica e fibrose pulmonar, além dos ja citados anteriormente (CHU; SARTORELLI,
2007; HARVEY; CHAMPE; MYCEK, 1998; LIN et al.,, 2013; TURCI et al., 2003;).
Algumas reagBes sdo mais especificas de certos antineoplasicos, como a nefrotoxicidade

causada pela precipitacdo de MTX e/ou de seus metabolitos nos tubulos renais; a neutropenia,
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retencao hidrica resistente (sobretudo edema dos membros inferiores) e hipersensibilidade ao
DOC, que requer pré-tratamento com corticosterdides e anti-histaminicos (YAMAGUCHI et
al., 2012); a cardiotoxicidade causada por doxorrubicinol (DOL), um metabdlito da DOXO
(AHMAD et al., 2011; AHMED et al., 2009; LICATA et al., 2000; ZHOU; CHOWBAY,
2002); e a mutagenicidade e teratogenicidade da CP, da 5-FU e do MTX (HARVEY,;
CHAMPE; MYCEK, 1998; SABATINI et al., 2005; TURCI et al., 2003).

Os farmacos citotdxicos nao apresentam a mesma toxicidade, sendo classificados pela
International Agency for Research on Cancer (IARC) em grupos de acordo com a avaliagédo
de risco usando humanos, animais e dados mecénicos (BYRNS; PENNING, 2011). Os
compostos no Grupo 1 sdo conhecidos como carcindgenos para humanos, como, por exemplo,
a CP; o Grupo 2A inclui substancias que sdo provaveis carcindgenos para 0 ser humano,
como a DOXO; o Grupo 2B, os possiveis carcindgenos para humanos; o Grupo 3 inclui
aqueles que ndo sao classificados com relagdo a carcinogenicidade humana, como a 5-FU, o
DOC e 0 MTX; e 0 Grupo 4 sdo aqueles com dados indicando que eles sdao improvaveis
carcindgenos (BOBIN-DUBIGEON et al., 2013; BYRNS; PENNING, 2011; MARTINS,
2003; SABATINI et al., 2005; TURCI et al., 2003; VENUTO, 2009).

Alguns antineoplasicos, como a CP e a 5-FU, sdo administrados como pré-farmacos
(GRIVICICH, 1999; TURCI et al., 2003), sendo necessaria uma bioativacdo, a qual é
realizada pelo sistema enzimatico citocromo P450, para obtencdo dos produtos responsaveis
pelos efeitos terapéuticos e/ou citotoxicos (DE JONGE et al.,, 2004; MARTINS, 2003;
TURCI et al., 2003).

A eliminacdo dos FAN ¢ feita por diferentes vias, como, por exemplo, a via renal que
é a principal via de excrecdo da CP e do MTX, sendo cerca de 10-15% e 60-95% excretados
na forma inalterada (F1), respectivamente (ALCANTARA, 2009; MARTINS, 2003; TURCI
et al., 2003). A via respiratoria é a principal para a eliminacdo da 5-FU, e uma pequena
proporcao é eliminada por via renal, correspondendo a 15% na FI (ALMEIDA, 2004). Ainda,
0 DOC e a DOXO séo excretados principalmente por via fecal, sendo uma quantidade muito
baixa eliminada como FI (MOFFAT; OSSELTON; WIDDOP, 2011; YAMAGUCHI et al.,
2012). Na urina coletada em um periodo de 24 horas, encontra-se até 6% da dose
administrada do DOC, sendo, aproximadamente, 5 a 20% eliminada na FI (ALMEIDA, 2004;
TURCI et al., 2003).
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2.3 EXPOSICAO OCUPACIONAL

A contaminacdo por FAN é considerada uma das principais causas de enfermidades de
cunho ocupacional em hospitais e/ou clinicas oncolégicas (MONTEIRO; CHAVES;
FIGUEIREDO, 2013; SILVA, REIS, 2010), portanto sua manipulagcdo deve ser vista como
uma guestdo de saude pablica. Os profissionais responsaveis por essa pratica precisam utilizar
medidas de prevencdo para evitar o contato com o farmaco, pois o seu uso indevido pode
levar a efeitos tdxicos decorrentes dessa exposicdo, até mesmo ocasionar o cancer
(MONTEIRO; CHAVES; FIGUEIREDO, 2013; OLIVEIRA et al., 2013). A absorcéo dessas
substancias ocorre pela inalacdo dos aerosséis formados e dispersos no ambiente de trabalho e
pela via dérmica, que é considerada uma das principais vias de introducdo, pelo contato
prolongado com superficies, indumentérias e/ou equipamentos contaminados (SUSPIRO;
PRISTA, 2012; VENUTO, 2009).

Na rotina hospitalar, o contato nas primeiras 48 horas com material biolégico ou
roupas intimas contaminadas com fluidos corpdreos de pacientes tratados com estes farmacos
representa outra fonte possivel de exposicdo (MARTINS; DELLA ROSA; APOSTOLLI, 2004;
RICARDO NETTO; SANTOS, 2010; SUSPIRO; PRISTA, 2012), considerando a meia-vida
de eliminacdo dos FAN, que varia em torno de 6 a 48 horas (MOFFAT; OSSELTON;
WIDDOP, 2011; SOTTANI et al., 2012; TURCI et al., 2003).

Os riscos ocasionados pela manipulacdo dos antineoplasicos sdo observados pela
toxicidade inerente ao farmaco e pelo tempo de exposi¢cdo dos individuos a esses agentes. A
exposicdo é de alto risco para os fetos, uma vez que muitas dessas substancias sdo
teratogénicas; portanto, € recomendavel especial atencdo as mulheres em contato com esses
agentes, durante a gestacdo (HARVEY; CHAMPE; MYCEK, 1998; LIMA et al., 2011;
SABATINI et al., 2005). Os profissionais de saude ficam expostos a riscos durante o preparo,
administracdo e descarte (MONTEIRO; CHAVES; FIGUEIREDO, 2013).

A ndo utilizacdo de equipamentos de prote¢do individual (EPI) por parte dos
profissionais da saude pode estar relacionada ao desconhecimento e/ou inexperiéncia do
trabalhador; pressa em realizar os procedimentos devido a falta de recursos humanos;
desestimulo profissional e extensas cargas horarias de trabalho. Contudo, a adesdo ao uso do
EPI esta intimamente relacionada a percepcdo que os profissionais tém acerca dos riscos aos
quais estdo expostos (MONTEIRO; CHAVES; FIGUEIREDO, 2013).
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Tratando-se de farmacos dotados de agdo genotdxica, ndo é possivel estabelecer uma
relacdo dose-efeito, porém é notdrio que a exposicdo dos trabalhadores, mesmo em baixas
doses, seja considerada indevida (VENUTO, 2009).

A avaliacdo da exposicdo ocupacional aos antineoplasicos pode ser realizada através
do monitoramento de superficies, tais como bancadas, pavimentos e materiais — bolsas de
infusdo, luvas e mascaras —, biolégico e ambiental (ALCANTARA, 2009; MARTINS:;
DELLA ROSA; APOSTOLI, 2004). Na Tabela 1 podem ser verificados alguns tipos de
amostragem ambiental e em superficies para avaliar a exposi¢do dos profissionais da area de

satide em um ambiente de trabalho.

Tabela 1 — Tipos de amostragem para avaliar a exposi¢do de profissionais aos antineoplasicos e as possiveis
informagdes adquiridas

Tipo de amostragem Informacdes adquiridas

Ambiental, do tipo pessoal Concentracdo aerodispersa do FAN na zona
respiratoria do trabalhador

Ambiental, no centro do local de trabalho Concentracdo  aerodispersa  difusa no
ambiente de trabalho

Wipe sampling, na bancada Nivel de contaminacdo dos FAN sobre a
superficie

Wipe sampling, em diferentes pontos do local Possivel contaminacdo difusa interna e

de manipulagéo externamente no local de preparo

Wipe sampling, nos objetos e macanetas de Procedimento de trabalho ndo efetuado em

portas condigoes de seguranga

Fonte: Adaptado de ALCANTARA, 2009

Um grande numero de métodos empregando a amostragem denominada wipe sampling
(ALCANTARA; MARTINS, 2012; MARTINS; APOSTOLI; DELLA ROSA, 2008;
MARTINS; DELLA ROSA; APOSTOLI, 2004; RESENDE et al., 2011; SOTTANI et al.,
2007) tem sido utilizado para o monitoramento de superficies ou objetos contaminados, uma
vez que o contato direto com a pele é considerado a principal via de exposicdo (SOTTANI et
al., 2007). Assim, o wipe teste permite a avaliacdo da presenca ou ndo de residuos sobre uma
determinada superficie ou materiais, através de coleta wipe sampling feita com auxilio de um
tecido, filtro ou um lengo de papel. Porém, gazes de algoddo nédo sdo recomendadas, pois
podem liberar fibras que interferem no processo de extracdo. Para a limpeza de superficies, as
quais devem ser delimitadas como, por exemplo, uma area de 100 cm? (10 x 10 cm), pode-se
utilizar tecidos embebidos em solucdo, como, por exemplo, hidroxido de sédio, ou colocar
essa solucdo diretamente sobre a superficie (ALCANTARA, 2009; SOTTANI et al., 2010;

TURCI et al., 2003). A amostragem deve ser realizada sistematicamente, em duas dire¢oes
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diferentes — de cima para baixo, e da direita para esquerda — de maneira que toda a superficie
seja limpa (SOTTANI et al., 2010; SOTTANI et al., 2011). O tipo de solucdo para umidificar
ndo influencia sobre a recuperacdo, uma vez que 0s contaminantes sdo carreados das
superficies independentes da composicdo ou o pH da solucdo propriamente dita. Contudo, a
escolha da solugdo de dessor¢do do(s) analito(s) € o passo crucial (TURCI et al., 2003).

Os pads, tecidos semelhantes a gaze, sdo também bastante utilizados, colocando-0s
sobre e sob as vestimentas para verificar a possivel contaminacdo de zonas especificas do
corpo do trabalhador, com particular referéncia ao torax, as pernas e aos bracos (MARTINS;
DELLA ROSA; APOSTOLI, 2004; VENUTO, 2009).

A determinacdo biolégica do agente ou de seus produtos de biotransformacdo €
também uma ferramenta para a avaliacdo da exposicao, visto que se o farmaco for encontrado
em amostras biologicas do trabalhador é indicativo de exposi¢do ocupacional indevida e,
consequentemente, as praticas de manipulacdo deverdo ser revistas, a fim de evitar uma
doenca profissional. A determinacdo desses agentes em fluidos biol6gicos avalia o grau de
exposicdo e absorcdo por todas as vias, independente da via de introducdo (MARTINS;
DELLA ROSA; APOSTOLI, 2004). Para a andlise de FAN e/ou seus metabdlitos por
métodos bioanaliticos, utilizando, por exemplo, a urina como amostra, deve-se levar em
consideragdo suas propriedades farmacocinéticas, incluindo meia-vida de eliminacdo e
porcentagem excretada das formas inalteradas ou dos produtos de biotransformacdo. Além
disso, métodos com detectabilidade da ordem de pico/fentograma sdo requeridos, uma vez
gue a maioria dos antineoplasicos, como, por exemplo, a CP, a DOXO e a 5-FU, apresentam
excrecdes relativamente baixas, sendo cerca de 5-25% eliminados na FI (MOFFAT,;
OSSELTON; WIDDOP, 2011).

A determinacéo de antineoplasicos aerodispersos (monitoramento ambiental) ndo é um
método particularmente sensivel e, assim, ndo fornece indica¢BGes Uteis sobre o nivel de
exposicao de trabalhadores. Por exemplo, a analise de superficies num ambiente de trabalho
com frequéncia apresenta resultados positivos, enquanto amostras de ar coletadas nesse
mesmo espaco ndo mostram qualquer contaminacdo. Quando essa informacdo se faz
necessaria, a amostragem da area e de pessoal deve ser realizada, individualizando os pontos
significativos, e particular atencdo deve ser dispensada a area caracterizada como a de maior
contaminacdo (MARTINS; DELLA ROSA; APOSTOLI, 2004).

Outros meios para a avaliacdo de trabalhadores expostos a agentes genotoxicos
incluem a determinacdo de mutagenos e tio ésteres (metabdlitos conjugados a glutationa de

agentes alquilantes) em amostras de urina, teste de micronucleos em linfocitos de sangue
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periférico, métodos citogenéticos — anélise de aberragcGes cromossémicas, frequéncia de trocas
de crométides irmds e o ensaio cometa, que avalia danos ao DNA, detectando lesGes
gendmicas e ndo mutacdes (ALCANTARA, 2009; RANDON, 2006; TURCI et al., 2003).
Porém, os métodos que avaliam esses bioindicadores de efeito, apesar de serem muito
utilizados, sdo inespecificos da exposicdo aos FAN e ao ambiente de trabalho.

Segundo Apostoli; Facco; Alessio (2001), a avaliagdo dos FAN pode ser assim
sintetizada:

a) coleta padronizada de informacdes necessarias para a individualizacdo dos riscos

e possiveis intervencgdes;

b) monitoramento de superficies e materiais manipulados pelos trabalhadores e
monitoramento bioldgico, escolhendo alguns farmacos como indicadores de
exposicao;

c) classificacdo dos trabalhadores expostos quanto ao tempo de exposi¢do, nimero
de preparacGes ou administragdes por dia; tipo de farmaco em contato e outros;

d) finalizacdo da atividade de avaliacdo, com estudo da eficiéncia do emprego das
medidas de seguranca;

e) elaboragdo e adequacdo periodica da diretriz de praticas de manipulacdo segura de
citotdxicos.

Essa coleta de informacGes é obtida por meio de um questionario para caracterizar
toda a atividade pertinente ao emprego e ao contato com os farmacos. O modelo padronizado
se divide em quatro sessdes: ambiente, pessoal, farmacos e descarte (ALCANTARA, 2009;
APOSTOLI; FACCO; ALESSIO, 2001).

Se a contaminacao no local de trabalho ndo pode ser totalmente evitada, é de grande
importancia a reducdo dos niveis de exposicdo. Para esta finalidade, ndo sé a educacdo e
treinamento dos individuos expostos desempenham um importante papel, como também o
desenvolvimento de técnicas de amostragem e de métodos analiticos confiaveis (TURCI et
al., 2003). A técnica de monitoramento devera ser capaz de refletir a exposicéo e, para tanto,
depende da confiabilidade do método empregado, sendo de fundamental importancia que esse
seja previamente validado (MARTINS; DELLA ROSA; APOSTOLI, 2004). Tanto a
detectabilidade (exposicdo a baixas concentragcdes) quanto a seletividade e a abrangéncia
(exposicdo a varias substancias simultaneamente) sdo parametros que devem ser
cuidadosamente avaliados no método. Ainda, a linearidade, a precisdo e a exatiddo sdo

também quesitos essenciais na validacdo de um meétodo analitico confiavel, quando esse for
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empregado para a quantificacdo dos analitos presentes, em qualquer que seja a matriz
(ALCANTARA, 2009).

Uma série de trabalhos tem sido publicada para a determinacdo de FAN,
principalmente em superficies, por varios métodos analiticos, incluindo a cromatografia
gasosa acoplada a um detector de espectrometria de massas (GC-MS) (MARTINS; DELLA
ROSA; APOSTOLLI, 2004) ou a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a
diferentes detectores, como o detector de ultravioleta (LC-UV) (AHMAD et al., 2011;
CASALE et al., 2002; LARSON, KHAZAELI; DILLON, 2003; MARTINS et al., 2009;
VENUTO, 2009), o detector de arranjo de diodos (LC-DAD) (ALCANTARA et al., 2010;
RESENDE et al., 2011; SANSON et al., 2011), com detecgdo por fluorescéncia (LC-FL)
(KATZENMEYER; EDDY; ARRIAGA, 2010; PIERI et al., 2010), quimioluminescéncia
(AHMED et al., 2009) e por espectrometria de massas (LC-MS) (BARBIERI et al., 2006;
BOBIN-DUBIGEON et al., 2013; CZERNYCH et al., 2014, KATZENMEYER; EDDY;
ARRIAGA, 2010; NUSSBAUMER et al., 2010; PEER et al., 2012; PISANO et al., 2005;
REMAUD et al., 2005; SABATINI et al., 2005; SOTTANI et al., 2005; SOTTANI et al.,
2007; SOTTANI et al., 2008; SOTTANI et al., 2013; TURCI et al., 2002). Alguns dados
obtidos em estudos desenvolvidos de 2002 até 2014 podem ser observados na Tabela 2.

A cromatografia liquida (LC) é a técnica mais frequentemente empregada, como pode
ser verificado na Tabela 2, em consequéncia da seletividade proporcionada pela separagédo
cromatografica, sem a necessidade de derivatizar as moléculas, o que é requerido, para tais
substancias, se empregada a cromatografia em fase gasosa. A técnica de separacdo de LC
pode ser acoplada a diferentes detectores, todavia, quando acoplada a um detector de
espectrometria de massas proporciona niveis de deteccdo, da ordem de ppb ou ppt
(BARBIERI et al., 2006; BOBIN-DUBIGEON et al., 2013; NUSSBAUMER et al., 2010;
PEER et al., 2012; PISANO et al., 2005; RABII et al., 2014; REMAUD et al., 2005;
SABATINI et al., 2005; SOTTANI et al., 2005; SOTTANI et al., 2007; SOTTANI et al.,
2008; SOTTANI et al., 2013; TURCI et al., 2002).
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Tabela 2 — Trabalhos publicados, no periodo de 2002 a 2014, sobre o desenvolvimento de métodos para determinacao de antineoplasicos, em diferentes matrizes

(continua)
Amostra Analitos Padréo Técnica de Faixa de Limite de Limite de Referéncia
Interno deteccéo Trabalho deteccéo quantificacéo
Urina CP, IF, MTX 7-OHMTX LC-MS/MS 0,2-32pg L™ 0,05 pg L™ 0,20 pg L™ TURCI et al. (2002)
(CPelF) (CPelF)
0,20 ug L* 0,5ug L™
(MTX) (MTX)
Superficies CP, IF, nao LC-UV 500-10000 500 pg L™ (CP, nao LARSON;
5-FU, PAC, especificado pg L™ IF, 5-FU, especificado KHAZAELI; DILLON
DOXO (CP, IF, 5-FU, DOXO) (2003)
DOXO0) 2000 pg L™
2000-20000 (PAC)
ug L™ (PAC)
Superficies cP IF GC-MS 1-100 0,4 ug L™ 1,0 ug L™ MARTINS; DELLA
ng L* ROSA; APOSTOLI
(2004)
Plasma e tecidos 5-FU 5-clorouracil ~ LC-MS/MS  5-18000 pg L™ nao 5ug L™ PISANO et al. (2005)
(plasma) especificado (plasma)
10-20000 10 pg Kg™*
ug Kg™* (tecidos)
(tecidos)
Plasma 5-FU 5-clorouracil LC-MS/MS 5-500 pg L™ nao 25ug L? REMAUD et al.

especificado

(2005)



Tabela 2 — Trabalhos publicados, no periodo de 2002 a 2014, sobre o desenvolvimento de métodos para determinacao de antineoplasicos, em diferentes matrizes

(continuacdo)

Amostra Analitos Padréo Técnica de Faixa de Limite de Limite de Referéncia
Interno deteccéo Trabalho deteccéo quantificacéo
Superficies e 5-FU, MTX, CP trofosfamida  LC-MS/MS 33,3-3333,3 333 ug L™ nao SABATINI et al.
objetos ng Lt (5FU) (5-FU) especificado (2005)
1,1-3333,3 1,1 pg Lt
ug L (CP, (MTX e CP)
MTX)
Urina CP, IF trofosfamida ~ LC-MS/MS  0,02-0,4 pg L™ 0,01pgL™t 0,02 pug L™ SOTTANI et al.
(CP) (CP) (2005)
0,02 pg L* 0,04 pug L™
(IF) (IF)
Urina CP e MTX trofosfamida  LC-MS/MS ~ 0,4-50 ug L™ 0,2 ug L* 0,4 g L™ BARBIERI et al.
(MTX) (MTX) (MTX) (2006)
0,08-50 pg L™ 0,04 pug L™ 0,08 ug L™
(CP) (CP) (CP)
Superficies GCA, PAC, CP, trofosfaminae  LC-MS/MS 0-1000 12,5 ng wipe® 25 ng wipe™ SOTTANI et al.
IF cefalomanina ng wipe™ (GCA, PAC) (GCA, PAQC) (2007)
6,25 ng wipe® 12,5 ng wipe™
(CP, IF) (CP, IF)
Urina CP, IF, EPB, trofosfamida LC-MS/MS 0,2-4,0 néo 0,15 pug L™ SOTTANI et al.
DOXO, DNR ug L™ (CP, IF, especificado (DNR) (2008)
EPB, DOXO) 02pgL?
(CP, IF, EPB)
0,15-2,0 0,3ug L™
ug L (DNR) (DOXO0)
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(continuacdo)

Amostra Analitos Padréao Técnica de Faixa de Limite de Limite de Referéncia
Interno deteccéo Trabalho deteccéo quantificacéo
Superficies 5-FU, MTX, nao LC-UV 250-10000 30 ug L™ (CP) 100 pg L* VENUTO (2009)
DOXO, CP, IF especificado ng L* 40 pg L™ (CP, 5-FU,
(5-FU, MTX) (5-FU, MTX) MTX)
500-20000 70 pg L* 200 g Lt
ng L (CP, (DOX0) (DOX0)
DOXO, IF) 300 ug LY(IF) 900 ug L™ (IF)
Luvas PAC, néo LC-DAD 250-20000 100 pug L™ 250 ug Lt ALCANTARA et al.
5-FU, MTX especificado ng L* (MTX) (2010)
200 pg L
(5-FU, PAC)
Superficies e CP, IF, GCA, [°C, *H4]- LC-MS/MS  1-200 ug L™ (CP, 0,01 pgL? 025ugL?  NUSSBAUMER et al.
formulacdes IRT, VC, CTB, MTX GCA, IRT, IF, (MTX) (MTX, CTB) (2010)
farmacéuticas MTX, fosfato de CTB, MTX, VVC, 0,025 g L* 05ug L™
etoposido, etoposido) (CTB, IRT) (GCA, CP)
DOXO, EPB 0,25 ug L™ 1pgLt
2-200 ug Lt (GCA, IF, CP,  (etoposido, IF,
(DOXO, EPB) VC) IRT, VC)
05ug L™ 2pugL?
(etoposido, (DOXO, EPB)

DOXO, EPB)
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Tabela 2 — Trabalhos publicados, no periodo de 2002 a 2014, sobre o desenvolvimento de métodos para determinagdo de antineoplasicos, em diferentes matrizes

(continuacdo)

Amostra Analitos Padrao Interno Técnica de Faixa de Limite de Limite de Referéncia
deteccéo Trabalho deteccéo quantificacéo
Urina DOXO, EPB idarrubicina LC-FL nao 0,6-1,2 ug L™ 1,1-2,0pug L™ PIERI et al.
especificado (2010)
Superficies 5-FU 5-bromouracila LC-DAD 25000-100000 5000 pg L™ 25000 pug Lt RESENDE et al.
ngL*! (2011)
Plasma 5-FU 5-FU deuterado LC-MS/MS 8-200 pg L™ 5pgL? SugLt PEER et al.
LC-UV (2012)
Efluentes CP, IF, DOC, [*H,]-CP, UPLCQqLit 0,1-80 ug L™ 0,0011 pg L™ 0,0036 ug L™ FERRANDO-
urbanos e PAC, MTX, VC, [*C¢]-citrato de (CP, IF, DOC, (CP), (CP), 0,0058 pg CLIMENT;
hospitalares TAM, AZA, TAM, [*HJ]- PAC, MTX,VC,  0,0017ug L™ L* (IF),0,0209 RODRIGUEZ-
CYF, etoposido  etoposido, [*Hs]- TAM etoposido) (1F), ng L' (DOC), MOZAZ;
MTX, [Hs]- 0,0075 ug L™ 0,0184 ug L™ BARCELO
sulfato de VC, 0,1-100 pg L™ (DOO), (PAC), 0,0059 (2013)
[C.]-AZA, (AZA, CYF) 0,0055 pug L™ pg L (MTX),
[*Hg]-CYF (PAC), 0,0245 pug L™
0,0018 pug L™ (VC),
(MTX), 0,0027 ug L™
0,0074 pg L™ (TAM),
(VC), 0,0127 ug L™
0,0008ug L™ (AZA),
(TAM), 0,0081 pug L™
0,0038 pug L™ (CYF),
(AZA), 0,080 pg L™
0,0024 pg L™ (etoposido)
(CYF),
0,024 pg L

(etoposido)
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Tabela 2 — Trabalhos publicados, no periodo de 2002 a 2014, sobre o desenvolvimento de métodos para determinacgéo de antineoplasicos, em diferentes matrizes

(concluséo)

Amostra Analitos Padrao Interno Técnica de Faixa de Limite de Limite de Referéncia
deteccédo Trabalho deteccdo quantificacéo
Superficies 5-FU, CP, 5°-deoxi-5- LC-MS 10-500 5 ng wipe™ 10 ng wipe™ BOBIN-
DOXO fluorocitidina ng wipe™ (5-FU, DOXO0) (5-FU, DOXO0) DUBIGEON et
(5-FU, DOXO0) 0,5 ng wipe™ 1 ng wipe™ (CP) al. (2013)
1-100 (CP)
ng wipe™ (CP)
Plasma DOXO, DOL trofosfamida LC-MS/MS 1-1000 pg L 0,03 pug L™ 1pg Lt SOTTANI et al.
(DOL) (2013)
0,01 pg L™*
(DOXO0)
Aguas cP nao LC-MS/MS 0,00936 - 0,0049 0,0146 CZERNYCH et
superficiais especificado 0,09360 pg L™* ng L? ngL* al. (2014)
Aguas residuais CP, GCA, IF, atrazina-°C LC-MS/MS 13300 ug L 4pg L' (CP,IF), 13 pgL™*(CP), RABII et al.
MTX, IRT, EPB (CP), 20 pg L' (GCA), 60 pg L™ (GCA), (2014)
60-300 pg Lt 12 pugLY(MTX), 14 ugL™ (IF),
(GCA), 6 ug L (IRT), 36 ug L'Y(MTX),
14-300 pg L 18 pg L™ (EPB) 19 ug L™ (IRT),
(1IF), 54 ng L™ (EPB)
36-300 pg L™*
(MTX),
19-300 pg L™
(IRT),
54-300 pg L™
(EPB)

Notas: AZA= azatioprina; CTB= citarabina; CYF= ciprofloxacino; DNR= daunorrubicina; EPB= epirrubicina; IRT= irinotecano; OHMT X= hidréxi-metotrexato; TAM=
tamoxifeno; LC-MS/MS= cromatografia liquida acoplada a um detector de espectrometria de massas em tandem; UPLCQqL.it= cromatografia liquida de ultra performance
acoplada a um espectrometro hibrido do tipo triplo quadrupolo-ion trap linear.
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Para o docetaxel, a maioria dos trabalhos publicados, até o momento, envolvem
estudos clinicos (CORONA et al., 2011; GROZAV et al., 2004; HENDRIKX et al., 2011;
MORTIER et al., 2005; YAMAGUCHI et al., 2012) ou avaliacdo de toxicidade (YAMADA
et al., 2013). Em alguns estudos publicados, esse farmaco é usado como padrdo interno para
seu analogo estrutural, o paclitaxel (FERNANDEZ-PERALBO et al., 2014; JIN et al., 2013;
LIAN; SUN; ZHANG, 2013; ZHANG et al., 2010; ZHANG et al., 2011). Conforme pode ser
verificado na Tabela 3, varios métodos utilizam a LC-MS/MS, o que pode ser explicado pela
seletividade e detectabilidade inerentes a essa técnica, representando uma ferramenta analitica
preferencial para a deteccdo e/ou quantificagdo desse e de outros farmacos, quando esses
estdo presentes em baixas concentragfes, em matrizes complexas (CORONA et al., 2011).

Tabela 3 — Técnica de deteccdo, faixa de trabalho, limites de deteccdo e quantificacdo dos métodos descritos na

literatura para analise de docetaxel

Amostra Técnica de Faixa de Limite de Limite de Referéncia
deteccdo trabalho deteccdo guantificacéo
Plasma LC-MS/MS  1-3000 pg L™ nao 1pgL? GROZAV et
especificado al. (2004)
Saliva e LC-MS/MS  4-1000 pg L™ nao 4pugL* MORTIER et
Plasma (plasma) especificado (plasma) al. (2005)
0,25-62,5 0,25 ugL*
ng L? (soro)
(soro)
Plasma LC-MS/MS 0,15-1500 néo 0,15 pg Lt CORONA et
ng Lt especificado al. (2011)
Plasma LC-MS/MS  0,5-500 pug L™ nao 05ugL®™  HENDRIKX et
especificado al. (2011)
Plasma LC-MS/MS  5-5000 pg L™* nao 5pug L* YAMAGUCHI
especificado etal. (2012)
Efluentes UPLCQgLit  0,1-80 ugL™  0,0075ugL™*  0,0209 ugL* FERRANDO-
urbanos e CLIMENT;
hospitalares RODRIGUEZ-
MOZAZ;
BARCELO

(2013)
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Dentre os farmacos utilizados na clinica, a 5-FU, a cisplatina, a CP, o fosfato de
etopodsido, a GCA, a carboplatina, o irinotecano, a DOXO, a citarabina, a EPB, o0 PAC, o
MTX, a oxaliplatina, o DOC, a mitomicina, a IF, a azacitidina, a VC, o bortezomib e a
fludarabina estdo entre os antineoplasicos mais manipulados no Hospital da Universidade de
Genebra, segundo estudo feito por Nussbaumer et al. (2010), os quais desenvolveram um
método, empregando LC-MS/MS, que permitiu a determinagdo de dez analitos selecionados,
a partir desses 20 farmacos, levando em consideracédo a frequéncia de preparo e consideracfes
analiticas e de toxicidade dessas substancias.

Dentre os trabalhos encontrados, na revisdo realizada no presente estudo, ndo existe
um método para determinacdo simultdnea de CP, 5-FU, MTX, que sdo substancias
consideradas indicadores de exposicdo, juntamente com DOXO e DOC - farmaco que vem
sendo amplamente utilizado para canceres de pescoco e cabeca (AHMADLOO et al., 2012),
de mama (CHU; SARTORELLI, 2007) e cancer de pulmdo de células ndo pequenas
(ALMEIDA, 2004), para a aplicagdo no monitoramento de superficies para a avaliacdo da
exposicdo ocupacional. Portanto, um método desenvolvido para analisar esses cinco
antineoplasicos simultaneamente, em superficies, por cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a um detector de espectrometria de massas em tandem (UHPLC-
MS/MS), é considerado inovador para aplicagdo no monitoramento da exposicdo dos
trabalhadores que manipulam tais substancias.
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A partir da revisdo da literatura foi possivel observar que é crescente a utilizacdo de
farmacos antineoplasicos na préatica clinica e, principalmente em terapia combinada. Em
contrapartida, isto constitui importante risco quimico e sanitario tanto para os pacientes como
para as populagdes ocupacionalmente expostas.

O grupo de pesquisa da UNIFAL-MG, “Analise de Toxicantes e Farmacos”, apresenta
trabalhos publicados com esse tema (MARTINS; DELLA ROSA; APOSTOLI, 2004;
MARTINS; APOSTOLI; DELLA ROSA, 2008; ALCANTARA, 2009;: ALCANTARA et al.,
2009; ALCANTARA et al., 2010; ALCANTARA; MARTINS, 2012; RESENDE et al., 2011;
SANSON et al., 2011), sendo esses em matrizes ndo-bioldgicas, utilizando técnicas de CG-
MS, com derivatizacdo da ciclofosfamida e da ifosfamida e de LC-DAD.

Os métodos que utilizam a cromatografia liquida acoplada a um detector de
espectrometria de massas em tandem permitem a obtengdo de baixos limites de deteccéo,
além de evitar uma etapa de derivatizacdo, requerida em métodos que utilizam a
cromatografia gasosa como técnica de separacao, uma vez que o0s agentes antineoplasicos sdo
compostos ndo volateis (SABATINI et al., 2005). Portanto, um método de cromatografia
liquida de ultra performance acoplada ao espectrdmetro de massas em tandem possibilita uma
analise mais rapida, menos laboriosa, em termos de preparo de amostra, além de permitir o
alcance de limites a niveis de ng mL™ (ppb) ou pg mL™ (ppt).

Por conseguinte, este trabalho tem como objetivo desenvolver um método analitico,
composto pelas técnicas de extracdo liquido-liquido (ELL) e de deteccdo/quantificacdo
UHPLC-MS/MS, através das etapas de otimizacdo, validacdo e aplicagdo em amostras de
superficies, para a determinacdo simultdnea de farmacos antineoplasicos frequentemente
utilizados na prética clinica, visando a obtencdo de uma ferramenta analitica a ser aplicada,
rotineiramente, no monitoramento da exposi¢éo ocupacional.

Os objetivos especificos séo:

a) otimizar as condi¢Bes cromatograficas e espectrométricas, tais como: fase movel,

vazdo da fase movel, volume de injecéo, energia de colisdo, entre outras, de forma
a otimizar uma técnica de separacdo/ deteccdo/ quantificacdo simultdnea dos
analitos;

b) otimizar as condi¢Ges de preparo de amostras, de forma a otimizar uma técnica de



d)
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extracdo simultanea dos analitos;

validar o método analitico, constituido das técnicas de preparo de amostra e de
deteccdo/ quantificacdo otimizadas, para determinacdo simultanea de FAN, por
meio dos seguintes parametros: seletividade, robustez, efeito matriz, linearidade,
eficiéncia de extracdo, limites de deteccdo e de quantificacdo, exatiddo e precisao;
aplicar o método em amostras de superficies, visando avaliar o desempenho do

método otimizado e validado.



40

4 EXPERIMENTAL

O capitulo “Experimental” abrange 0s materiais utilizados no desenvolvimento do
projeto, bem como a manipulagdo e descartes seguros dos FAN, desenho do estudo e

metodologia empregada.

4.1 MATERIAL

A seguir sdo descritos as substancias quimicas, reagentes, equipamentos e acessorios

utilizados, bem como o preparo das solu¢Ges-padréo, solugdes-estoque e solucdes de trabalho.

4.1.1 Substancias quimicas e reagentes

Foram utilizados os seguintes padrdes: 5-fluoruracila (pureza 99%, lote 11121MQ),
docetaxel (pureza 97%; lote BCBLT370V) e doxorrubicina (pureza 98-102%, lote
SLBH4977V), sendo todos Sigma-Aldrich® (S3o Paulo, Brasil); e os padroes de
ciclofosfamida (pureza ndo informada, lote 075K161) e metotrexato (pureza 98%, lote
016K 16432), Sigma® (Saint Louis, USA).

Para a realizacdo da otimizacdo, validacdo e aplicacdo do método analitico
desenvolvido foram utilizados os seguintes solventes e reagentes: agua obtida pelo sistema
Milli Q 18,2 QM.cm, Millipore® (S0 Paulo, Brasil); metanol, grau HPLC, Panreac®
(Barcelona, Espanha); acetonitrila, grau HPLC, LiChrosolv® (Darmstadt, Germania) e
Proquimios® (Rio de Janeiro, Brasil); acetato de aménio e acetato de etila, ambos Vetec®
(Rio de Janeiro, Brasil); formiato de amdnio, Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo, Brasil); acido
formico, Biotec® (Pinhais, Brasil). A correcdo de pH foi realizada utilizando hidréxido de
amonio, Merck® (Rio de Janeiro, Brasil), acido acético, Furlab® (Campinas, Brasil) ou 4cido
férmico, descrito acima.

Para lavagem das vidrarias e limpeza das bancadas, a fim de inativar os farmacos,

foram utilizadas solucdes de hidréxido de sédio (NaOH) 3 mol L™ e alcool 70%. Para o
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preparo dessas solucdes foram utilizados NaOH, Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil), e etanol,
Merck® (Rio de Janeiro, Brasil).

4.1.2 Equipamentos e acessorios

Foi utilizado nesse estudo, o cromatégrafo liquido, Shimadzu® (Kyoto, Japéo),
equipado com fonte de ionizacdo electrospray (ESI) e detector MS/MS triplo quadrupolo
LCMS-8030. O sistema é composto pelos modulos: controladora CBM-20A, bomba binéaria
LC-20AD, degaseificador DGU-20A3R, injetor automatico SIL-20AHT, forno da coluna
CTO-20A, detector de UV/VIS SPD-20A e uma valvula FCV-20AH2. A aquisicdo e
tratamento dos dados foram feitos com auxilio de software LabSolutions (Shimadzu®). Para o
espectrometro de massas, as condi¢Oes aplicadas foram: voltagem do spray = 4,5 kV; vazéo
do gas de nebulizagdo = 1,5 L min™; vazdo do gas de secagem = 15 L min™*; pressdo do gas de
colisdo (argdnio) = 230 kPa; temperatura do bloco de aquecimento = 400°C; temperatura da
linha de dessolvatacdo = 250°C. Para a otimizacdo das condi¢des cromatograficas utilizou-se
coluna Shim-pack® XR-ODS C18 (100 x 3 mm, 2,2 um) e pré coluna Shim-pack® G-ODS
C18 (10 x 4 mm, 5 um), ambas Shimadzu®.

Ainda, empregou-se balanca analitica Kern 410®; sistema de purificacdo de agua Milli
Q, Millipore®; banho ultrassonico, modelo USC2800A, da Unique®; peagametro digital,
Marte®; agitador mecanico tipo vortex MA 162, Marcon®, e sistema de filtracdo a vacuo,
Millipore®; filtros de membrana, Millipore®; micropipetas, Digipet®. Para o wipe sampling,

utilizou-se lencos de papel (21 x 14,8 cm), Melhoramentos CMPC Ltda®.

4.1.3 Preparo dos padrdes

Foram preparadas solucdes-padrao individuais na concentracio 1 g L™ dos analitos CP
e 5-FU, em metanol, e do MTX, em metanol: acido férmico 1% (7:3, v/v). As solucbes de
DOXO e DOC foram preparadas em metanol na concentracéo de 100 mg L™. A partir dessas
solucBes-estoque, armazenadas por um periodo de ate trés meses, foram obtidas as solucdes

de trabalho, as quais foram preparadas mensalmente, e dessas, foram realizadas as dilui¢des
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necessarias, no dia da analise, para os estudos de otimizac&o e validacdo do método analitico.
Todas as solucGes-padréo e de trabalho foram acondicionadas em frascos ambar, tampados e

lacrados com papel parafilm, da marca Bemis®, e mantidas a -20°C.

4.2 MANIPULACAO E DESCARTE SEGUROS DOS ANTINEOPLASICOS

Os profissionais que entram em contato com 0s FAN devem ter conhecimento sobre
0s riscos potenciais, que dependem de algumas varidveis, como toxicidade inerente, tempo e
frequéncia de exposicdo (VENEGAS et al., 1995) e sobre uma manipulacdo segura desses
agentes, incluindo a forma correta de se utilizar os equipamentos de protecdo individual
(MARTINS, 2003; ANDRADE, 2009).

Os antineoplésicos tém sido referidos como genotdxicos, carcinogénicos e
teratogénicos, portanto, devem ser manipulados em condicGes ideais — sala ventilada, com
cabine de fluxo laminar —, e principalmente utilizando os EPI, como luvas, mascara, jaleco,
gorro e Oculos de protecdo (VENEGAS et al., 1995; MARTINS, 2003; SOBRAFO, 2003;
ANDRADE, 2009).

Durante a manipulagdo dos FAN, as bancadas foram forradas com papel pardo e
limpas, ap6s cada utilizacdo, com alcool a 70%. Foram utilizadas duas luvas de latex, sendo
que a luva mais externa era isenta de talco, além dos demais EPI requeridos.

As medidas de seguranca incluem lavagem demorada com agua e sabdo neutro em
caso de contaminagdo de pele e mucosas; lava-olhos ou solucdo salina isotonica por pelo
menos 15 minutos no caso de contaminacdo dos olhos. E, em casos de derramamento das
solucdes dos antineoplasicos, o manipulador calcou as luvas e removeu o liquido com toalha
ou papel adequado e a area do acidente foi limpa, no minimo, trés vezes com solucdo de
limpeza — NaOH 3 mol L™ e &lcool 70% —, segundo Venegas et al. (1995), SOBRAFO (2003)
e Andrade (2009).

Todo material, solu¢des dos padrdes e solugdes de limpeza, foram recolhidos em um
lixo para descarte de material contaminado com os FAN, sendo posteriormente eliminado por

incineracdo, assim como recomendado por Andrade (2009).
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4.3 DESENHO DO ESTUDO

Em uma primeira etapa, foi feito o reconhecimento das situacdes reais de exposi¢do
ocupacional aos farmacos antineoplésicos, em hospitais com setor de oncologia, de cidades da
regido Sudeste, incluindo Hospital Santa Paula (S&o Paulo, Sdo Paulo), Hospital Ascomcer
(Juiz de Fora, Minas Gerais), Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro), Hospital Sdo Francisco de Assis (Belo Horizonte, Minas Gerais), Centro de
Referéncia da Satde da Mulher (Séo Paulo, Sdo Paulo), Hospital Regional do Céancer Santa
Casa de Misericérdia de Passos (Passos, Minas Gerais) e Instituto Nacional de Cancer
(INCA) (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro), através de contato eletrénico e/ou telefénico com os
responsaveis. Esse reconhecimento visou coletar as informacdes necessarias para a escolha
dos farmacos que seriam incluidos nesse estudo e para uma avaliagdo dos niveis de
detectabilidade, do método a ser desenvolvido. Isso foi feito por meio de questionamento
guanto aos principais farmacos utilizados, os quais os trabalhadores estariam em contato,
numero de preparagdes e/ou administracdes por dia.

Dentre os FAN utilizados na prética clinica, a CP, o DOC, a DOXO, o MTX e a 5-FU
estavam entre os farmacos citados como os mais comumente usados no tratamento do cancer.
Assim, eles foram escolhidos para esse trabalho, devido a sua importancia terapéutica e toxica
e a sua influéncia nos riscos potenciais aos trabalhadores. No Quadro 1, podem ser observadas
a férmula estrutural e molecular dos compostos alvo, assim como algumas de suas

propriedades fisico-quimicas, como massa molecular, pKa, log Kow e solubilidade.
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(continua)

Composto Formula estrutural
alvo

Férmula
molecular’?

Massa molecular
(g mol)*3

12,3

pka

log Kow?

3

Solubilidade®?

CP Cl

-

0" “NH

DOC

DOXO N7
HO

0 O OH O
LT
HO—"HO

OH O

0]
I
o

C;H;5CI,N,0,P

CusHssNOy4

C27H29Noll

260,1

807,9

543,5

pka=2,84

pka;=10,6
pka,=12,0
pkas=13,3
pka,=14,0
pkas=14,8

pka;=7,35
pka,=8,68

0,63

2,92

13

Soldvel em agua,
alcool;  fracamente
sollvel em benzeno,
etilenoglicol,
tetracloreto de
carbono e dioxano;
levemente  soltvel
em éter e acetona

Insolivel em 4gua,
sollvel em
isopropanol e muito
sollivel em acetato de
etila, cloroférmio e
metanol

Solavel em &gua,
cloreto de sodio
0,9%, metanol;
praticamente
insolGvel em
acetona,benzeno,
cloroférmio, éter
etilico, éter de
petroleo, éter e outros
solventes organicos
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(concluséo)

Composto alvo Férmula estrutural Férmula Massa pka®?? log Kow?® Solubilidade®?
molecular®? molecular (g
mol™?)*3
MTX |'|| Cy9H2,NgOs5 454.4 pka;=3,54 -1,85 Praticamente
N N_ _N pka,=5,09 insolivel em agua,
H I etanol, éter,
N A N N diclorometano e
N | cloroférmio; solavel
H’N“H . NH ol em solucdes diluidas
de &cidos minerais e
0 alcalinas de
hidréxidos e
0% 0H carbonatos
5-FU H C4HsFN,0O, 130,1 pka=7,68 -1,0 Pouco sollvel em
| agua, solivel em
N 0 alcool e
\[7 praticamente
| insolavel em
. N T cloroférmio e éter
O

Fonte:  ALCANTARA, 2009; > MOFFAT; OSSELTON; WIDDOP, 2011; * FERRANDO-CLIMENT; RODRIGUEZ-MOZAZ; BARCELO, 2013;“RABII et al., 2014
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4.4 METODOS

Nesta secdo sdo descritas todas as metodologias testadas para cada fase de

desenvolvimento do projeto.

4.4.1 Método analitico

O desenvolvimento do método analitico constituiu o principal objetivo desse estudo,
sendo a otimizacdo, a validacdo e a aplicagdo em amostras de superficies, etapas executadas
no Laboratorio de Analises de Toxicantes e Farmacos (LATF), da UNIFAL-MG. A
determinacdo dos farmacos ciclofosfamida, docetaxel, doxorrubicina, metotrexato e 5-
fluoruracila foi realizada baseando-se principalmente nos estudos descritos por Sabatini et al.
(2005), Sottani et al. (2007), Nussbaumer et al. (2010), Alcantara; Martins (2012), Bobin-
Dubigeon et al. (2013), utilizando-se um método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada com detector de espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo.
Para o desenvolvimento do método analitico foi necessario otimizar as condi¢Ges
cromatograficas, os parametros de espectrometria de massas e as condi¢cdes de limpeza e
extracdo dos analitos das superficies. Para isso foram testados diferentes tipos de solventes,
materiais e reagentes.
Apds analise dos resultados obtidos nos testes apresentados na Tabela 4, as condi¢des
do espectrémetro de massas otimizadas foram:
a) Fonte de lonizagéo: ESI;
b) Modo de ionizagdo: positivo (CP, DOC, DOXO e MTX) e negativo (5-FU);
c) Modo de operacdo: monitoramento de reacdo multipla (MRM);Fase movel:
formiato de amdnio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v);

d) Transigbes monitoradas para quantificacdo: 261,0 > 140,0 m/z para CP; 830,3
> 304,0 m/z para DOC; 544,1 > 396,9 m/z para DOXO; 455,1 > 308,0 m/z para
MTX; 129,1 > 42,1 m/z para 5-FU;

e) Dwell time: 0,30 s.
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Tabela 4 — Diferentes composicoes e proporcdes de fases méveis testadas para estabelecer as condigdes de

MS/MS
Composicéo da fase movel Proporgéo (v/v)
agua: metanol 30:70, viv
50:50, v/v
70:30, viv
acido férmico 0,1% em agua: metanol 30:70, viv
50:50, viv
70:30, viv
acido férmico 0,1% em agua: acetonitrila 30:70, viv
50:50, viv
70:30, viv
acido férmico 0,1% em agua 100
acido férmico 0,5% em agua 100
acido férmico 0,5% em acetonitrila 100
acido formico 0,5% em agua: acetonitrila 50:50, v/v
acido formico 0,5% em agua: acido férmico 50:50, v/v
0,5% em acetonitrila
formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila 30:70, viv
50:50, viv
70:30, viv
formiato de aménio 10 mmol L™: metanol 30:70, viv
50:50, viv
70:30, viv
acido formico 0,2% em formiato de aménio 30:70, viv
10 mmol L™ &cido formico 0,2% em 50:50, viv
acetonitrila 70:30, viv

Fonte: Do autor

Para se obter as condi¢des cromatograficas otimizadas foram testados os seguintes
parametros:
a) Fase movel: testadas em modos isocratico e gradiente, conforme 0s ensaios
apresentados na Tabela 5;
b) Faixa de pH da fase movel: de 2,6 a 6;
c¢) Vazdo da fase mével: 0,1 mL min, 0,2 mL min™ e 0,3 mL min™;
d) Volumes de injecdo: 10 pL, 25 pL, 50 pL, 75 pL e 100 pL.
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Tabela 5 — Diferentes composicoes e tipo de eluigdo das fases méveis testadas para estabelecer as condigdes
cromatograficas

(continua)
Composicéo Tipo de eluicéo
formiato de amonio 10 mmol L™ (pH 6): Isocrético:
acetonitrila 10:90, viv
30:70, viv
50:50, viv
acido formico 0,2% em formiato de amonio Isocrético:
10 mmol L acetonitrila 30:70, viv
40:60, viv
50:50, viv
formiato de aménio 10 mmol L™ (pH 6): acido Isocratico:
férmico 0,2% em Acetonitrila 30:70, viv
50:50, viv
70:30, viv
acido férmico 0,2% em formiato de amonio Isocratico:
10 mmol L™: &cido férmico 0,2% em 30:70, viv
acetonitrila 50:50, v/v
formiato de amdnio 10 mmol L™ (pH 6) (A): Isocratico:
metanol (B) 10:90, viv
20:80, viv
30:70, viv
50:50, viv
80:20, viv

Gradiente 1: 2 min de modo isocratico com
2% de B; aumento de 2 a 21% em 0,5 min; 7,5
min de modo isocratico com 21% de B;
aumento de 21 a 30% em 3 min; aumento de 30
a 50% em 0,5 min; 2 min de modo isocratico
com 50% de B; reducéo de 50 a 2% em 0,5
min; seguido por 5 min de modo isocratico
Gradiente 2: 2 min de modo isocratico com
30% de B; aumento de 30 a 50% em 5 min;
aumento de 50 a 80% em 2 min; seguido por

reducdo de 80 a 30% em 6 min
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Tabela 5 — Diferentes composicoes e tipo de eluicdo das fases mdveis testadas para estabelecer as condigdes

cromatograficas

(continuacao)

Composicéo

Tipo de eluicio

formiato de aménio 10 mmol L™ (pH 6) (A):
metanol (B)

formiato de amdnio 10 mmol L™ (pH 4) (A):

metanol (B)

formiato de amdnio 10 mmol L™ (pH 5) (A):

metanol (B)

formiato de aménio 2 mmol L™ (pH 4) (A):

metanol (B)

formiato de aménio 2 mmol L™ (pH 6): metanol
formiato de amdnio 5 mmol L™ (pH 6): metanol
acido formico 0,2% em formiato de aménio

10 mmol L™ metanol

acetonitrila
metanol

agua: metanol

Gradiente 3: 1 min de modo isocratico com
15% de B; aumento de 15 a 50% e, 0,5 min;
aumento de 50 a 65% em 15 min; redugéo de 65
a 15% em 0,5 min; seguido de 8 min de modo
isocrético
Gradiente 1: 1 min de modo isocratico com
15% de B; aumento de 15 a 50% e, 0,5 min;
aumento de 50 a 65% em 15 min; reducdo de 65
a 15% em 0,5 min; seguido de 8 min de modo
isocrético
Gradiente 1: 1 min de modo isocratico com
15% de B; aumento de 15 a 50% e, 0,5 min;
aumento de 50 a 65% em 15 min; redugéo de 65
a 15% em 0,5 min; seguido de 8 min de modo
isocratico
Gradiente 1: 1 min de modo isocratico com
15% de B; aumento de 15 a 50% e, 0,5 min;
aumento de 50 a 65% em 15 min; reducdo de 65
a 15% em 0,5 min; seguido de 8 min de modo
isocratico
Isocratico:

10:90, v/v
Isocrético:

10:90, v/v
Isocrético:

10:90, v/v
30:70, viv
50:50, viv
100%

100%

Isocratico:

10:90, viv

50:50, viv



50

Tabela 5 — Diferentes composicoes e tipo de eluigdo das fases méveis testadas para estabelecer as condigdes
cromatograficas

(continuacao)

Composicéo Tipo de eluicéo
agua (A): acetonitrila/ metanol (70:30, v/v) (B)  Gradiente 1: 2,5 min de modo isocratico com
20% de B; aumento de 20 a 80% em 8 min; 4,5
min de modo isocratico; reducdo de 80 a 20%

de B em 2 min; seguido de 6 min de modo
isocrético
acido formico 0,1% em agua: metanol Isocratico:
3:97, viv
30:70, viv
acido acético 0,1% em &gua: metanol Isocratico:
10:90, v/v
30:70, viv
50:50, viv

acido acético 0,2% em metanol 100%

acido acético 0,1% em agua: acetonitrila Isocrético:
10:90, viv
20:80, viv
acetato de amdnio 20 mmol L™ (pH 4) (A): Isocratico:
metanol (B) 10:90, viv
50:50, viv

Gradiente 1: 1 min de modo isocratico com

15% de B; aumento de 15 a 50% e, 0,5 min;

aumento de 50 a 65% em 15 min; reducdo de 65

a 15% em 0,5 min; seguido de 8 min de modo

isocrético

acido formico 0,1% em acetato de amonio Isocrético:
10 mmol L acetonitrila 20:80, v/v

acido formico 0,1% em &gua: acido férmico Isocratico:
0,2% em acetonitrila 10:90, v/v

30:70, viv

50:50, viv

70:30, viv



51

Tabela 5 — Diferentes composicoes e tipo de eluigdo das fases méveis testadas para estabelecer as condigdes
cromatograficas

(conclusdo)

Composicao Tipo de eluicéo
acido formico 0,1% em agua: acetonitrila/ Isocratico:
metanol (50:50, v/v) 50:50, v/v
acido formico 0,1% em agua (pH 2,7) (A): Isocrético:
acetonitrila (B) 20:80, viv
30:70, viv
50:50, viv

Gradiente 1: 2 min de modo isocratico com
2% de B; aumento de 2 a 21% em 0,5 min; 7,5
min de modo isocratico com 21% de B;
aumento de 21 a 30% em 3 min; aumento de 30
a 50% em 0,5 min; 2 min de modo isocratico
com 50% de B; reducéo de 50 a 2% em 0,5
min; seguido por 5 min de modo isocréatico
Gradiente 2: 1 min de modo isocratico com
50% de B; aumento de 50 a 80% de B em 5
min; reducéo de 80 a 50% de B em 2 min;
seguido por 1 min de modo isocréatico
Gradiente 3: 2 min de modo isocratico com
30% de B; aumento de 30 a 50% de Bem 5
min; aumento de 50 a 80% de B em 2 min;
reducdo de 80 a 30% de B em 1 min
Gradiente 4: 2 min de modo isocratico com
30% de B; aumento de 30 a 50% de Bem 5
min; aumento de 50 a 80% de B em 2 min;

reducdo de 80 a 30% de B em 6 min

Fonte: Do autor

4.4.2 Wipe teste e ELL

Para a aplicagdo do método, por meio de limpeza das superficies, a amostragem do

tipo wipe sampling foi utilizada. Os ensaios foram realizados em superficies, tais como
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placas de férmica (Figura 1), além de espelhos de fechaduras (Figura 2), sendo ambas
obtidas no almoxarifado da UNIFAL-MG, e luvas (Figura 3), as quais foram adquiridas no
comércio de Alfenas. ApOs 0 wipe teste, esses materiais foram descartados em lixo especial,
para descarte de material contaminado, o qual foi, posteriormente, encaminhado para

incineragdo. Esses materiais encontram-se descritos na Tabela 6.

Figura 1 — Placas de formica utilizadas para contaminacao
com antineoplasicos e realizacéo de wipe sampling

Fonte: Do autor

Figura 2 — Espelhos de fechaduras de portas utilizados para
contaminacgdo com antineoplasicos e realizacdo
de wipe sampling

Fonte: Do autor
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Figura 3 — Luvas de latex utilizadas para contaminagéo
com antineoplasicos e realizacdo de wipe sampling

Fonte: Do autor

Tabela 6 — Descricdo dos materiais utilizados para a aplicagdo do método para determinacdo de antineoplasicos

Material Descricdo
Espelhos de fechaduras de portas aluminio; &rea superficial de 18 x 3,5cme 8,5 x
1,8cm
Material de superficie de bancadas formica; brancas; area superficial de 10 x 10 cm
Luvas latex; laranjas; da marca Sanro®

Fonte: Do autor

O teste foi feito de acordo com o estudo desenvolvido por Nussbaumer et al. (2010).
Inicialmente, as superficies foram contaminadas com 150, 250 e 500 ng wipe™, as quais
correspondem, ap6s extracdo, as concentracdes de 30, 50 e 100 ng mL™, de cada farmaco e,
paralelamente foi realizado a wipe sampling, em superficies limpas, ndo contaminadas com
os farmacos (n=6).

Ap0s a adicdo das solucdes dos farmacos, as superficies foram secas a temperatura
ambiente e, para o wipe sampling foram limpas sistematicamente, cinco vezes em duas
direcOes diferentes — de cima para baixo, e da direita para esquerda —, com lenco Kleenex
(21 x 14,8 cm), os quais foram umedecidos com 1 mL das solucBes extratoras testadas —
acido férmico 0,1% em &agua, acetonitrila pura, acido formico 0,1%: acetonitrila (7:3, v/v) e
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acetato de etila: metanol (2:1, v/v). Esses lencos foram transferidos para tubos de centrifuga

de vidro, nos quais foram adicionados 4 mL da solugédo extratora. Os tubos foram levados ao

banho ultrassénico por 30 minutos. Apos esse tempo, 1 mL da solucdo foi transferido para

um bequer afunilado e o extrato foi seco sob fluxo de nitrogénio. O residuo foi

ressuspendido com &cido formico 0,1%: acetonitrila (7:3, v/v), sendo 50 pL injetados no

cromatografo.

E, ap0s varios testes, a técnica otimizada para os analitos, CP, DOXO, DOC e 5-FU,

em superficies, pode ser observada na Figura 4.

Figura 4 — Fluxograma do wipe teste, que foi a técnica otimizada de limpeza das superficies
contaminadas com antineoplasicos com posterior extracdo liquido-liquido

l

Umedecimento do lenco com 1 mL de
acetato de etila: metanol (2:1, v/v)
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Fonte: Do autor
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Transferéncia de 1mL para béquer
afunilado

4

Secagem sob fluxo de nitrogénio

.

L

Ressuspensdo em 1 mL de acido
férmico 0,1%: acetonitrila (7:3, v/v)

3

e

Filtracdo em membrana 0,22 pm

4

Injecdo de 50 plL no UHPLC-MS/MS

4.4.3 Validacéo e aplicacdo da analise de antineoplasicos em superficies

O metodo foi validado adotando-se como guias a Resolugdo RE n° 899, de 29 de
maio de 2003, da ANVISA (ANVISA, 2003), as normas DOQ-CGCRE-008 do INMETRO
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(INMETRO, 2011) e trabalhos realizados por Ribani et al. (2004), Paschoal et al. (2008) e
Cassiano et al. (2009), e aplicado em amostras de maganetas das portas das salas D202 e
D301, da UNIFAL-MG, alca do freezer do LATF-UNIFAL e de luvas que haviam sido
utilizadas apés um dia de trabalho. As figuras analiticas de mérito validadas foram a
seletividade, a robustez, o efeito matriz, a linearidade, os limites de quantificacdo e detecgéo,
a precisdo, a exatiddo e a eficiéncia da extracao.

e Seletividade

Segundo ANVISA (2003) e Ribani et al. (2004), a seletividade do método, que avalia
a capacidade deste de diferenciar e/ou quantificar os analitos em estudo na presenca de
interferentes, foi demonstrada pela injecdo de seis amostras de wipe teste, sem a adi¢éo de
antineoplésicos, ou seja, amostras “branco”, obtidas sob as condigdes demonstradas na
técnica de limpeza de superficies (Figura 4), excluindo-se a etapa de contaminagdo das
superficies. Ainda foi avaliada a pureza de pico, garantindo que os picos cromatograficos
fossem exclusivamente dos compostos de interesse.

e Linearidade

O teste de linearidade foi feito de acordo com ANVISA (2003), e reflete a relacédo
entre a resposta do instrumento e a concentracdo conhecida do analito. Este ensaio foi feito
por meio da analise em sextuplicata de solucGes-padréo de ciclofosfamida nas concentracGes
de 5, 10, 25, 50, 80, 150 e 300 ng mL™, e para doxorrubicina, docetaxel e 5-fluoruracila nas
concentracdes de 10, 25, 50, 80, 150 e 300 ng mL™. Sendo que a anélise estatistica dos dados
foi obtida pelo método de regressdo linear dos minimos quadrados e expressa pela equagédo
de primeira ordem y = ax + b, onde (y) corresponde a resposta medida (area do pico), (x)
corresponde a concentracdo, (a) corresponde ao coeficiente angular, dado pela inclinacdo da
reta, e (b) corresponde ao coeficiente linear, dado pelo ponto de interseccdo da reta com o
eixo das ordenadas. A faixa linear foi calculada usando o coeficiente de determinagdo (r?),
com critério minimo aceitavel de r2 > 0,99. Porém, cabe ressaltar que para avaliar a
linearidade do método, os calculos da regressdo linear ndo sdo suficientes, portanto, também
realizou-se a analise dos valores dos residuos da regressdo linear. Se esses valores de
residuos estiverem aleatoriamente distribuidos ao longo da linha da regressdo, entdo a
linearidade esta confirmada (PASCHOAL et al., 2008).

e Limites de quantificacdo e deteccao

O limite de quantificagdo (LQ), definido como a menor concentracdo do analito, que

pode ser quantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as condicoes
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experimentais adotadas, e o LD, que representa a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, foram
determinados pela curva de acordo com ANVISA (2003), sendo calculados utilizando as
seguintes equacoes:

LQ = (10xDPb)/a

LD = (3xDPb)/a

onde “DPb” é o desvio padrdo do intercepto com o0 eixo y da curva analitica e “a” € a
média da inclinacdo da curva analitica.

e Precisdo

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos por repetidas
aferi¢Oes. E as precisOes intra e interdias foram avaliadas, seguindo o guia do INMETRO
(2011) e a revisdo feita por Ribani et al. (2004), através da analise de solu¢des-padrao de
todos os analitos nas concentracdes de 10, 50 e 300 ng mL™, em sextuplicata e em trés dias
consecutivos. A precisdo pode ser expressa como coeficiente de variacdo (CV) ou desvio
padrdo relativo (DPR) das areas dos picos para cada nivel de concentracdo, nao se admitindo
valores fora da faixa de + 15%, exceto para o LQ, para o qual se admite valores iguais ou
menores a 20%, segundo a formula a seguir:

DPR = CV = (desvio padrdo x 100)/concentracdo média experimental

e Exatidao

A exatiddo reflete a proximidade entre o valor medido e um valor de referéncia
considerado verdadeiro, e relaciona-se com o erro absoluto de uma medida. Neste ensaio,
foram avaliadas as exatiddes intra e interdias, seguindo o guia do INMETRO (2011) e a
revisao feita por Ribani et al. (2004), por meio da analise de solu¢des-padrdo de todos 0s
analitos nas concentragdes de 10, 50 e 300 ng mL™ e de amostras de superficies adicionadas
com quantidades conhecidas dos analitos — 150, 250 e 500 ng —, que equivalem as
concentracdes de 30, 50, e 100 ng mL™, analisadas também em sextuplicata, no mesmo dia e
em trés dias consecutivos. Este ensaio foi avaliado pelo célculo da concentracdo de cada
amostra, usando a curva analitica que foi feito no mesmo dia, e expressa como erro padrdo
relativo (EPR), pelo célculo da diferenca entre as concentragcdes nominal e experimental para
cada nivel de concentracdo de cada amostra de controle de qualidade, ndo se admitindo
valores fora da faixa de + 15%, exceto para o LQ, para o qual se admite valores iguais ou

menores a 20%, segundo a formula a seguir:
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EPR = ((concentragdo média experimental — concentragdo nominal) x100)/
concentragdo nominal

e Recuperacdo

A recuperacdo que avalia a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico foi estimada, seguindo-se o guia do INMETRO (2011), pela analise em sextuplicata
de amostras de superficies — espelhos de fechaduras, bancadas e luvas — adicionadas com
quantidades conhecidas dos analitos — 150, 250 e 500 ng —, que equivalem as concentraces
de 30, 50, e 100 ng mL™ apés extragdo, sendo que as areas obtidas de amostras extraidas s&o
comparadas as areas de solucdes-padrdo ndo extraidas, que representam 100% de
recuperacdo. Porcentagens de recuperacdo proximas a 100% sdo desejaveis, contudo,
admitem-se valores menores, desde que 0 método seja exato e preciso.

e Robustez

A robustez de um método, que mede a capacidade em resistir a pequenas variacdes
nas condigdes analiticas, foi determinada, segundo INMETRO (2011), aplicando-se o teste
de Youden (INMETRO, 2003), o qual permite ndo s6 avaliar a robustez do método, como
também a influéncia de cada parametro nos resultados finais. Para este teste, foram
realizados oito ensaios com uma combinagdo fatorial dos efeitos e verificou-se qual o efeito

ou combinacdo de efeitos que apresentaram variacdes (TABELAS 7 e 8).

Tabela 7 — Pardmetros analiticos e variacOes para avaliagdo da robustez do método cromatogréfico para
quantificacdo de antineoplasicos

Parametros analiticos Nominal Variacéo

(+) )

Volume de solvente extrator (A) 5,0 mL 5,1 mL

Tempo de banho ultrassénico (B) 30 min 40 min

pH do écido férmico (C) 2,7 2,6

Fase madvel inicial do gradiente (D) 70:30 68:32

Forno da coluna (E) 30°C 33°C

Vazio da fase movel (F) 0,3 mL min* 0,27 mL min*

Marca da acetonitrila (G) LiChrosolv® Proquimios®

Fonte: Do autor
Notas: (+) = condi¢des nominais; (-) = condi¢des variadas
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Tabela 8 — Combinacdo fatorial dos parametros analiticos e formula do efeito de variacdo para avaliacdo da
robustez da metodologia pelo teste de Youden

Parametro Combinacao fatorial Formula do efeito

analitico 1 2 3 4 5 6 7 8 de variacao

A + + + + - - - - (at+b+c+d)/4-
(e+f+g+h)/4

B + + - - + + - - (atb+e+f)/4—
(c+d+g+h)/4

C + - + - + - + - (at+ct+e+g)/4—
(b+d+f+h)/4

D + + - - - - + + (at+b+g+h)/4—
(c+d+etf)/4

E + - + - - + - + (at+c+f+h)/4—
(b+d+e+g)/4

F + - - + + - - + (a+d+e+h)/4—
(b+ctf+g)/4

G + - - + - + + - (a+d+f+g)/4—
(b+c+e+h)/4

a b C d e f g h

Fonte: Adaptado de INMETRO, 2003

Notas: A = volume de solvente extrator; B = tempo de banho ultrassdnico; C = pH do acido férmico; D = fase
movel inicial do gradiente; E = forno da coluna; F = vazdo da fase mével; G = marca da acetonitrila; (+) =
condicBes nominais; (-) = condigdes variadas

e Efeito matriz

De acordo com Cassiano et al. (2009), o efeito matriz deve ser avaliado por adicéo
pos-extracdo. Para tanto utilizou-se trés niveis de calibradores — 30, 60 e 100 ng mL™ —, em
triplicata, sendo calculado pela diferenca, que deve ser inferior a 15%, na resposta entre 0s
analitos adicionados ao eluato, obtidos ap6s a extracdo de wipe brancos, e analitos
adicionados diretamente na fase movel. O efeito matriz absoluto (EM) pode ser expresso
pela equacao abaixo:

EM = ((&rea do analito na amostra pds-extracdo)x 100)/ area da solugdo preparada em

solvente
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em seguida sao discutidos os resultados obtidos.

51 OTIMIZACAO DO METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE
ANTINEOPLASICOS EM SUPERFICIES

O método desenvolvido para determinacdo simultanea dos antineoplasicos, em
superficies empregou a cromatografia liquida de ultra performance (UHPLC) como técnica
de separacdo, utilizando coluna C18 (100 x 3 mm, 2,2 um) e pré-coluna similar; e a
espectrometria de massas em tandem com analisador do tipo triplo quadrupolo, como técnica
de detecgéo. Para a amostragem, empregou 0 wipe sampling e para a extragcdo dos analitos, a
técnica escolhida foi a ELL. A seguir, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
no presente estudo, que levaram ao desenvolvimento de um método que possibilitou a
analise de quatro, dos cinco FAN estudados, em superficies contaminadas com tais

substancias.

5.1.1 Otimizacéo das condicdes de espectrometria de massas

A primeira etapa no desenvolvimento do método foi a otimizacdo dos parametros de
massas para cada farmaco, uma vez que € necessaria, inicialmente, a identificacdo das
transicOes utilizadas para a qualificacdo e a quantificacdo dos analitos. Sendo o electrospray,
a fonte utilizada para ionizacdo dos farmacos antineoplasicos, que possui como vantagens a
utilizacdo para qualquer ion formado em solucdo (x); determinacdo de altas massas
moleculares; empregado para compostos volateis ou ndo volateis; e detectabilidade a nivel
na ordem de tracos. O ESI é uma técnica de ionizacdo que gera ions em gotas altamente
carregadas a partir de solucOes; essas gotas s@o pulverizadas e um gas quente e/ou seco €

aplicado nas gotas para auxiliar na evaporagdo do solvente; os ions pré-formados sdo
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expelidos das gotas e direcionados para um orificio de entrada para a regido de vacuo do
analisador triplo quadrupolo (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Como pode ser verificado no Quadro 1, mostrado anteriormente, as substancias em
estudo apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas, além de divergirem quanto ao
comportamento, em relacdo a basicidade ou acidez. O DOC apresenta NnUMerosos grupos
funcionais basicos, assim como a CP e o MTX. A DOXO é uma substancia anfotera, visto
que os grupos fendlicos do anel proporcionam carater acido a molécula, enquanto o grupo
amino do agUcar, carater basico. Entdo, o0 modo de ionizagdo positivo foi escolhido para
esses compostos, sendo as fases moveis preferenciais as de carater mais &cido, para que
ocorra a protonagdo. J& a molécula de 5-FU apresenta carater &cido, portanto, o modo
negativo foi utilizado para esse analito, para ocorrer a desprotonacdo. Os modos de operacao
do ESI selecionados estdo de acordo com os trabalhos apresentados nas Tabelas 2 e 3, que
determinam esses compostos por LC-MS/MS.

Diferentes modificadores de fase, como o &cido férmico e o formiato de amdnio,
assim como fases sem modificacdo foram testados a fim de avaliar qual seria o0 melhor
solvente para auxiliar na ionizacdo de todos os compostos em estudo. Para isso, foram
preparadas solucdes a 1000 ng mL™ (1 ppm) de cada farmaco, as quais foram injetadas, num
volume de 10 pL, por infusdo direta no espectrometro de massas, seguindo-se as seguintes
etapas para a otimizacao das relagdes m/z e demais parametros de massa:

a) SCAN: varredura da amostra injetada em um intervalo de massa determinado,

para identificar a massa exata de cada analito;

b) SIM (monitoramento seletivo de ion): analise onde se monitora especificamente
um ion ((M+H]", [M-H] ou um aduto);

c) MRM ou SRM (monitoramento seletivo de reacdo): desenvolvimento de uma
reacdo de fragmentacdo em que, no primeiro quadrupolo seleciona-se o ion
precursor, que sofre uma fragmentacdo na célula de colisdo, gerando ions
produtos que serdo selecionados no terceiro quadrupolo.

Entdo, para definir o método de ionizagdo e realizar a otimizacdo das condicGes de
MS/MS foram testadas diferentes fases, conforme Tabela 4, mostrada anteriormente. E,
como pode ser observado, o agente de ionizagdo acido férmico e o sal volatil formiato de
amonio foram testados para comparar a influéncia do pH na ionizagdo. Além disso, 0
metanol e a acetonitrila, como solvente organico, também foram avaliados; porém, quando o
metanol foi utilizado, um aumento do ruido da linha de base foi observado.

A mistura de agua e metanol nas diferentes proporcées testadas nao levou a ionizagédo
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dos analitos. Além disso, os ions mais intensos para a 5-FU e a CP, no full scan, foram os
ions 147 m/z e 283 m/z, respectivamente, ou seja, & 5-FU foi adicionada uma molécula de
agua, enquanto que para a CP, houve formacéo de um aduto de sodio.

Assim, dentre as fases moveis testadas, aquelas constituidas por acido formico 0,1%
em 4agua: acetonitrila (50:50, v/v), &cido formico 0,1% em &agua: metanol (50:50, v/v) e
formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v) foram as que levaram aos
resultados mais satisfatérios, em relacdo as areas dos picos dos cromatogramas, obtidos no
modo SIM, dos precursores de cada analito — 261 m/z, 544 m/z, 455 m/z, 830 m/z e 129 m/z
para CP, DOXO, MTX, DOC e 5-FU, respectivamente —, conforme demonstrado na Tabela
9.

Tabela 9 — Areas dos picos dos ions precursores, obtidas no modo SIM, com alteragio da fase mével para
otimizacdo das condi¢bes de MS/MS

Analitos Acido formico 0,1%  Acido formico 0,1%  Formiato de aménio

em agua: acetonitrila  em agua: metanol 10 mmol L™:

(50:50, viv) (50:50, viv) acetonitrila

(30:70, vIv)

CP 71052130 65491465 125652128
DOC 6854374 20779134 17514792
DOXO 132905047 108047402 245792557
MTX 99752150 117162407 24960107

5-FU 691197 - 2147278

Fonte: Do autor

A fase constituida por formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v) foi a
que levou a uma melhor eficiéncia na ionizacdo para todos os analitos em estudo,
apresentando trés ions produtos para todos os farmacos (Tabela 10), proporcionando assim

uma maior confiabilidade na identificacdo das substancias.

Tabela 10 — Parametros otimizados para MS/MS, com a fase mével formiato de amdnio 10 mmol L™
acetonitrila (30:70, v/v), para os antineoplasicos estudados

(continua)
Analito Modo ESI fon precursor lons produtos CE (V)
(m/z) (m/z)

CP + 261,0 140,0 25
120,0 25
106,0 25
DOC + 830,3 549,0 25
304,0 25
248,0 25
DOXO + 544,1 396,9 15
378,8 20

130,2 20
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Tabela 10 — Parametros otimizados para MS/MS, com a fase mével formiato de amdnio 10 mmol L™
acetonitrila (30:70, v/v), para os antineoplasicos estudados
(concluséao)

Analito Modo ESI fon precursor lons produtos CE (V)
(m/z) (m/z)
MTX + 455,1 308,0 20
175,0 45
133,9 35
5-FU - 129,1 86,0 20
42,1 20
59,1 20

Fonte: Do autor
Notas: + = modo positivo de ionizagdo; - = modo negativo de ioniza¢do; CE= energia de colisdo

A partir da andlise preliminar dos espectros de massas dos ions precursores e
produtos de CP (Figuras 5 e 6), DOC (Figuras 7 e 8), DOXO (Figuras 9 e 10), MTX (Figuras
11 e 12) e 5-FU (Figuras 13 e 14), uma transicdo m/z foi escolhida para a quantificacao
destes: 261,0 > 140,0 m/z para a CP, 830,3 > 304,0 m/z para 0 DOC, 544,1 > 396,9 m/z para
a DOXO, 455,1 > 308,0 parao MTX e 129,1 > 42,1 m/z para a 5-FU.

Figura 5 — Espectro de massas do ion precursor da ciclofosfamida no modo de ionizagdo positivo, obtido por
infuséo direta de 10 pL da solucéo de 1 pg mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével: formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vaz&o: 0,3 mL min™
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Figura 6 — Espectro de massas dos ions produtos da ciclofosfamida, e a representacdo da transi¢do 261 > 140
m/z, obtido por infuséo direta de 10 uL da solucéo de 1 pg mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de amdnio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vazdo = 0,3 mL min™

Figura 7 — Espectro de massas do fon precursor do docetaxel no modo de ionizag¢do positivo, obtido por
infuséo direta de 10 pL da solucdo de 1 pg mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vazdo = 0,3 mL min™*
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Figura 8 — Espectro de massas dos ions produtos do docetaxel, e a representacdo da transi¢do 830 > 304 m/z,
obtido por infuséo direta de 10 uL da solugéo de 1 pg mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vazdo = 0,3 mL min™

Figura 9 — Espectro de massas do ion precursor da doxorrubicina no modo de ionizac¢do positivo, obtido por
infusdo direta de 10 pL da solugéo de 1 ug mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de amonio 10 mmol L™ acetonitrila (30:70, v/v); vaz&o = 0,3 mL min™*
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Figura 10 — Espectro de massas dos ions produtos da doxorrubicina, e a representacdo da transicdo 544 > 397
m/z, obtido por infuséo direta de 10 uL da solucéo de 1 pg mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vaz&o = 0,3 mL min™

Figura 11 — Espectro de massas do ion precursor do metotrexato no modo de ionizacéo positivo, obtido por
infusdo direta de 10 pL da solucéo de 1 pg mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vaz&o = 0,3 mL min™*
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Figura 12 — Espectro de massas dos ions produtos do metotrexato, e a representagdo da transicdo 455 > 308
m/z, obtido por infuso direta de 10 pL da solucéo de 1 pg mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vaz&o = 0,3 mL min™*

Figura 13 — Espectro de massas do ion precursor da 5-fluoruracila no modo de ionizagdo negativo, obtido por
infusdo direta de 10 pL da solugéo de 1 ug mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de aménio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vazéo = 0,3 mL min™*
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Figura 14 — Espectro de massas dos ions produtos da 5-fluoruracila, e a representagéo da transicéo 129 > 42
m/z, obtido por infuséo direta de 10 uL da solucéo de 1 pg mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Fase mével = formiato de amdnio 10 mmol L™: acetonitrila (30:70, v/v); vazdo = 0,3 mL min™

Os ions precursores selecionados foram obtidos por adi¢do (modo positivo) ou perda
(modo negativo) de um hidrogénio e estdo de acordo com as massas moleculares, as quais
podem ser observadas no Quadro 1, com excecdo do docetaxel, cujo ion de maior
intensidade foi um aduto de so6dio [M+Na]", o que ndo seria esperado, uma vez que a fase
movel utilizada ndo promove esse tipo de reacdo. Assim, esses resultados somente podem
ser explicados, por uma contaminacédo do sal, utilizado como padréo.

Segundo Corona et al. (2011), diferentes autores tém reportado adutos alcalinos,
principalmente os adutos cationizados de sodio, como mais intensos que a forma
pseudomolecular, e sugerem que as transicdes com esses adutos devem ser exploradas com
intuito de obter uma melhor sensibilidade, para o analito DOC. Contudo, os autores
obtiveram o ion [M+H]" como o mais proeminente, que segundo eles foi devido a
composi¢gdo do eluente e vazdo da FM. Em controvérsia, métodos desenvolvidos por
Fernandez-Peralbo et al. (2014), Grozav et al. (2004), Zhang et al. (2011), utilizando a
mesma constituicdo de FM, acido férmico, como agente ionizante, e acetonitrila, como

solvente orgénico, monitoraram o ion 830 m/z como ion precursor do DOC, assim como



68

feito no presente trabalho. Mortier et al. (2005) relataram a presenca de adutos de sodio que
foram controlados pela otimizacdo da fase movel, empregando aditivos, tais como &cido
acético e acetato de amonio, que ajudaram a promover a formagcéo de [M+H]".

A transicdo 261 > 140 m/z é monitorada em todos os trabalhos publicados que
determinam CP (BARBIERI et al.,, 2006; FERRANDO-CLIMENT; RODRIGUEZ-
MOZAZ; BARCELO, 2013; NUSSBAUMER et al., 2010; SABATINI et al., 2005;
SOTTANI et al., 2005; SOTTANI et al., 2007; SOTTANI et al., 2008), como pode ser
analisado na Tabela 11, sendo essa a transicdo que permitiu detectabilidade adequada, para a
finalidade do estudo, o que é requerido por estes métodos. As energias de colisdo variam
num intervalo de 5 a 31V, sendo que Ferrando-Climent; Rodriguez-Mozaz; Barceld (2013),
cuja FM ¢é composta por acido férmico 0,1% em agua e acetonitrila, monitoram as transicdes
261 > 140 m/z e 261 > 106 m/z, que sdo duas daquelas monitoradas no presente trabalho.
Martins; Della Rosa; Apostoli (2004), cujo método estd apresentado na Tabela 2,
determinam a CP por GC-MS, em superficies de bolsas de infusdo, sendo necesséria a
derivatizacdo com anidrido trifluoroacético, apresentando a desvantagem de ser uma etapa
morosa, com baixas repetibilidade e reprodutibilidade, além da maioria dos agentes de
derivatizacdo serem substancias irritantes, podendo levar a efeitos tdxicos aguda e

cronicamente.

Tabela 11 — Transi¢fes m/z e energias de colisdo encontradas na literatura para a CP
Transicdo m/z CE (V) Referéncia
261,0 > 140,0 31 SABATINI et al. (2005)
SOTTANI et al. (2005)
BARBIERI et al. (2006)

261,0 > 140,0 5 SOTTANI et al. (2007)
261,0 > 140,0 5 SOTTANI et al. (2008)
261,0 > 233,0

261,0>92,3 20 NUSSBAUMER et al. (2010)
261,0 > 140,2 20

261,0 > 154,1 20

261,0 > 232,9 20

261,0 > 140,0 31 FERRANDO-CLIMENT;
261,0 > 106,0 25 RODRIGUEZ-MOZAZ,

BARCELO (2013)

Nota: CE = energia de colisdo

A Tabela 12 apresenta as transicbes monitoradas para o analito DOC e suas
respectivas energias de coliséo, que variam de 10 a 34V. No presente estudo, a CE otimizada
¢ semelhante aquela utilizada no estudo de Fernandez-Peralbo et al. (2014), os quais

utilizaram como FM um gradiente de acido formico 0,1% em agua e acetonitrila. Nos
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métodos, apresentados na Tabela 3, desenvolvidos por Corona et al. (2011), Ferrando-
Climent; Rodriguez-Mozaz; Barcelé (2013), Hendrikx et al. (2011), Mortier et al. (2005) e
Yamaguchi et al. (2012), as transicdes monitoradas sdo semelhantes as obtidas nesse estudo,
se ndo considerarmos o aduto de sodio. Enquanto Fernandez-Peralbo et al. (2014) e Zhang et

al. (2011) também quantificam o DOC pela transi¢ao 830 > 304 m/z.

Tabela 12 — Transi¢6es m/z e energias de colisdo encontradas na literatura para o DOC

Transi¢cdo m/z CE (V) Referéncia

808,4 > 226,1 17 MORTIER et al. (2005)
808,4 > 526,9 15

808,3 > 527,2 15 ZHANG et al. (2010)
808,2 > 527,0 12 CORONA et al. (2011)
808,0 > 527,0 15 HENDRIKX et al. (2011)
830,4 > 304,1 34 ZHANG et al. (2011)
808,0 > 527,0 15 YAMAGUCHI et al. (2012)
808,0 > 509,0 17 FERRANDO-CLIMENT;

RODRIGUEZ-MOZAZ;
BARCELO (2013)

808,4 > 527,3 10 LIAN; SUN; ZHANG (2013)
830,0 > 304,0 20 FERNANDEZ-PERALBO et al.
(2014)

Nota: CE = energia de colisdo

Sottani et al. (2008), Nussbaumer et al. (2010) e Sottani et al. (2013) desenvolveram
métodos para andlise da DOXO, como observado na Tabela 2, e dentre as transi¢Ges
encontradas para essa substancia (Tabela 13), aquelas monitoradas por Nussbaumer et al.
(2010), os quais otimizaram as condi¢des de espectrometria de massas por infusdo direta da
solucdo-padrdo do farmaco, numa concentracdo de 1 ppm diluido em agua: acido férmico
0,1% em metanol (50:50, v/v), sdo as mesmas otimizadas neste estudo, assim como a CE
utilizada para fragmentacdo para obter o ion produto 397 m/z, cujo monitoramento € feito

para quantificacdo deste analito.

Tabela 13 — Transi¢es m/z e energias de colisdo encontradas na literatura para a DOXO

Transicdo m/z CE (V) Referéncia

544,0 > 361,0 5 SOTTANI et al. (2008)
544,0 > 397,0 5

544,6 > 379,2 15 NUSSBAUMER et al. (2010)
544,6 > 397,1 15

544,0 > 361,0 20 SOTTANI et al. (2013)
544,0 > 397,0 4

Nota: CE = energia de colisdo
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A transicdo 455 > 308 m/z é monitorada por todos os estudos que analisam 0 MTX,
de acordo com a Tabela 14, cujos métodos estdo resumidos na Tabela 2. Ferrando-Climent;
Rodriguez-Mozaz; Barcelé (2013) e Rodin et al. (2013), assim como otimizado neste
trabalho, utilizam também a transicdo 455 > 175 m/z para identificacdo deste analito, sendo

necessaria uma maior CE para obtencdo dessa fragmentacéo.

Tabela 14 — Transi¢fes m/z e energias de colisdo encontradas na literatura para 0 MTX

Transicdo m/z CE (V) Referéncia
455,0 > 308,0 28 SABATINI et al. (2005)
455,0 > 308,0 28 BARBIERI et al. (2006)
455,0 > 308,0 20 NUSSBAUMER et al. (2010)
455,0 > 308,0 27 FERRANDO-CLIMENT;
455,0 > 175,0 57 RODRIGUEZ-MOZAZ,
BARCELO (2013)
455,6 > 308,4 23 RODIN et al. (2013)
455,6 > 175,3 40

Nota: CE = energia de colisdo

A transicdo 129 > 42 m/z é monitorada para a 5-FU por todos os trabalhos
apresentados na Tabela 2, conforme Tabela 15, e as energias de colisdo otimizadas estdo
num intervalo de 13 a 32V, sendo a CE obtida por Sabatini et al. (2005) e Carli et al. (2009)

a que mais se aproxima da otimizada para essa fragmentacéo.

Tabela 15 — Transi¢6es m/z e energias de colisdo encontradas na literatura para a 5-FU

Transicdo m/z CE (V) Referéncia
129,0>42,0 32 PISANO et al. (2005)
128,8>419 30 REMAUD et al. (2005)
129,0 > 42,0 25 SABATINI et al. (2005)
129,0>42,0 25 CARLI et al. (2009)
128,7>414 13 PEER et al. (2012)

Nota: CE = energia de colisdo

5.1.2 Otimizacéo das condic¢des cromatograficas

Na etapa seguinte, as condigdes cromatograficas foram otimizadas. A escolha da fase
movel, na cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, € muitas vezes uma
opcdo entre a fase que permite a ionizacdo dos analitos, obtendo a seletividade e
detectabilidade necessérias, € 0 que d& a melhor separacdo entre os componentes de uma

amostra, seja entre diferentes analitos ou entre o analito e os interferentes. Porém, ao utilizar
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a espectrometria de massas em tandem, o fator separacdo ndo é critico, pois essa técnica
permite a deteccdo individual dos analitos, uma vez que 0s compostos sdo analisados em
canais diferentes, além de apresentarem massas molares e perfis de fragmentacdo distintos.
Contudo, optou-se por testar diferentes gradientes de eluicdo com a finalidade de obter
métodos mais rapidos, o que é requerido no monitoramento da exposi¢do ocupacional, se 0
namero de amostras a ser analisado for alto.

Para a otimizacdo das condicBes cromatograficas foram realizados diversos testes
com diferentes composicOes e gradientes, 0s quais se encontram resumidos na Tabela 5, na
qual pode ser observado que os modos isocratico e gradiente, os solventes organicos,
acetonitrila e metanol, a influéncia do pH da fase mdvel e a presenca, ou nao, de
modificadores foram testados, a fim de obter um melhor desempenho analitico, em termos de
detectabilidade.

Testando-se a mistura constituida de formiato de aménio 10 mmol L™ e metanol, em
condicGes de eluicdo isocratica, observou-se baixa resolucdo entre os picos das transicdes
261,0 > 140,0 m/z, 544,1 > 396,9 m/z, 455,1 > 308,0 m/z, 830,3 > 304,0 m/z, 129,1 > 42,1
m/z dos analitos CP, DOXO, MTX, DOC e 5-FU, respectivamente, 0 que seria um
pardmetro determinante se o detector utilizado ndo fosse um espectrOmetro de massas.
Quando a proporg¢édo de metanol foi aumentada de 80 para 90%, houve diminuicdo do tempo
de retencdo do DOC e um aumento das areas obtidas, conforme amostrado na Tabela 16,
porém ocorreu a quebra do pico da DOXO. Ao aumentar a porcentagem de fase aquosa para
80%, ndo houve ionizacdo das moléculas. Trocando-se o solvente organico metanol por
acetonitrila, o formato dos picos ndo foi adequado, uma vez que houve quebra dos picos da
5-FU e do DOC e alargamento do pico da DOXO. Além disso, essas fases ndo permitiram

uma analise eficiente do MTX, pois a base do pico se estendeu por 3 minutos.

Tabela 16 — Resultados referentes ao cromatograma de ion total dos picos dos ions precursores da CP, do
DOC, da DOXO e da 5-FU, obtidos por diferentes proporg¢des de formiato de aménio 10 mmol L

! e metanol
Analito Formiato de amonio Formiato de amonio
10 mmol L™ metanol 10 mmol L™ metanol
(20:80, v/v) (10:90, viv)
CP 402079649 413382968
DOXO 2918158 18776315
5-FU 39722305 50437868
DOC 4467726 8178267

Fonte: Do autor
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Pelos testes realizados, pdde-se observar que ao utilizar uma alta proporcdo de
solvente orgéanico, como nos ensaios de 100% acetonitrila ou metanol, os compostos nédo
foram separados, apresentando assim o mesmo tempo de retencdo (eluicdo em torno de 2,3
minutos). Além disso, a acetonitrila pura resultou em picos quebrados; enquanto o metanol
puro apresentou resultados satisfatorios apenas para a CP e a 5-FU, tanto em relacéo a area
quanto ao formato dos picos.

O gradiente de eluicdo e a fase mdvel — agua e acetonitrila: metanol (70:30, v/v) —,
otimizados por Tsume; Provoda; Amidon (2011), os quais desenvolveram método de LC-MS
para determinacdo de 5-FU e outros compostos, foram testados, porém ndo houve eluicéo
dos analitos.

Com base no método desenvolvido por Sabatini et al. (2005), os quais analisaram a
CP, 0 MTX e a 5-FU em superficies, foi testada a fase mdvel constituida de acetato de
amonio 20 mM (pH 4,0) (A) e metanol (B), utilizando o seguinte gradiente de eluicdo: apds
1 minuto em modo isocratico, a propor¢do de B foi aumentada de 15 a 50%, em 0,5 minuto;
e de 50 a 65%, em 15 minutos; seguido de um declinio de 65 a 15%, em 0,5 minuto,
permanecendo em condicdes isocraticas, por 8 minutos, para restabelecer o equilibrio da
coluna. Foram testadas também pequenas modificacbes deste método, tais como
apresentados na Tabela 5. Esses ensaios permitiram a analise apenas do MTX e da CP, sendo
que os demais analitos ndo foram eluidos.

Ferrando-Climent; Rodriguez-Mozaz; Barcel6 (2013), que também determinaram 0s
antineoplasicos CP, MTX e DOC, testaram diferentes modificadores de fase mdvel, como o
acetato de amonio 5 mmol L™ (pH 7,0), o formiato de aménio 5 mmol L™ (pH 3,0), e 0 4cido
férmico 0,1% (pH 2,8), utilizando a acetonitrila como solvente organico. Dentre esses, 0
acido formico 0,1% (pH 2,8) foi o escolhido pelos autores, uma vez que os resultados
obtidos foram satisfatorios em termos de formato de pico, resolucdo e detectabilidade.

Hendrikx et al. (2011), os quais desenvolveram método para 0 DOC em plasma,
empregando LC-MS/MS, relatam a utilizacdo de acido formico 0,1% (pH 2,7) e hidroxido de
amonio 10 mmol L™, em diferentes pH (8-10) e metanol como fase organica. Os autores
otimizaram a fase mével constituida por hidréxido de aménio 10 mmol L™ (pH 10): metanol
(30:70, v/v) para tal anélise.

Em estudo conduzido por Nussbaumer et al. (2010), uma separacdo cromatografica
de 10 analitos, num tempo total de corrida de 21 minutos, foi obtida aplicando-se um
gradiente de eluicdo de &gua e acetonitrila na presenca de 0,1% de &cido férmico, com uma

vazdo de 0,2 mL min™. A bomba utilizada era quaternaria, enquanto o equipamento LCMS-
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8030 apresenta uma bomba binéria, sendo necesséaria uma modificagdo em seu programa de

eluicdo, como o apresentado na Tabela 17.

Tabela 17 — Programa do gradiente de eluicdo testado, com base no estudo desenvolvido por Nussbaumer et al.

(2010)
Tempo (min) Acido formico 0,1% em Acetonitrila (%)
agua (%)
0 98 2
2,0 98 2
2,5 79 21
10 79 21
13 70 30
13,5 50 50
15,5 50 50
16 98 2
21 98 2

Fonte: Do autor

Assim, ap0s extensa revisdo da literatura, varios testes realizados e com base nos
dados de Nussbaumer et al. (2010), a fase mdvel escolhida foi a constituida por acido
formico 0,1% em &gua e acetonitrila, que foi a que apresentou 0o melhor desempenho
cromatografico, quanto a forma, area e intensidade dos picos das transi¢fes de quantificacéo.
Para uma melhor eficiéncia cromatogréafica, a proporcdo de fase movel foi testada nos
modos isocratico e gradiente, sendo que a elui¢do em gradiente, que pode ser observada
na Tabela 18, permitiu a separacdo dos analitos, com um menor tempo de retencédo,
diminuindo assim o tempo de corrida total, para 15 minutos. E, assim como feito pelos
autores, foi realizada uma lavagem da agulha com acetonitrila 5% em agua apds cada

injecéo.

Tabela 18 — Programa de eluigdo em gradiente empregado no presente estudo

Tempo (min) Acido formico 0,1% em Acetonitrila (%)
agua (%)
0 70 30
2,0 70 30
7,0 50 50
9,0 20 80
15,0 70 30

Fonte: Do autor



74

Diferentes volumes de injecdo — 10, 25, 50, 75 e 100 pL — e vazao de fase movel — 0,1

mL min™, 0,2 mL min e 0,3 mL min™ — foram testados. Os maiores volumes de 75 e 100 pL,

assim como as vazdes de 0,1 e 0,2 mL min™ levaram ao efeito de alargamento de picos, com

baixa eficiéncia. Ja, o volume de 10 a 25 pL resultou em picos mais estreitos, no entanto néo

foi possivel detectar baixas concentragdes. Portanto, o volume de injecdo e a vazdo da fase

mével escolhidos foram de 50 pL e 0,3 mL min™, respectivamente, 0s quais permitiram

detectabilidade suficiente para a determinacdo dos analitos em amostras de superficies.

Assim, as condi¢cbes cromatograficas otimizadas foram:

a)
b)

c)

d)
€)
f)
9)

Pré coluna Shim-pack® G-ODS C18 (10 x 4 mm, 5 um):

Coluna Shim-pack® XR-ODS C18 (100 x 3 mm, 2,2 pm);

Fase movel: acido formico 0,1% em agua (A): acetonitrila (ACN) (B),
utilizando o seguinte gradiente: ap6s 2 min de eluicdo isocratica, o solvente B
foi aumentado de 30 a 50%, em 5 min, e, apds esse tempo, foi aumentado para
80%, em 2 min. Finalmente, a proporc¢do de B foi reduzida de 80 a 30%, em 6
min, restabelecendo as condic¢6es iniciais do sistema. O tempo total de corrida
foi de 15 min;

Volume de injecdo: 50 pL;

Vazdo da fase mével: 0,3 mL min™;

Temperatura da coluna: 30 °C;

Tempos de retencdo médio: 2,5 min para o MTX; 2,7 min para a 5-FU; 4,2
para a DOXO; 6,7 min paraa CP e 12,3 min para o DOC.

Na Figura 15, pode ser observado o cromatograma obtido nessas condig¢des

otimizadas.
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Figura 15 — Cromatograma, obtido no modo MRM, de uma solucéo-padrdo, contendo CP (261,0>140,0 m/z)
DOC (830,3>304,0 m/z), DOXO (544,1>396,9 m/z), MTX (455,1>308,0 m/z) e 5-FU (129,1>42,1

m/z), na concentracdo de 75 ng mL™
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Fonte: Do autor
Notas: Coluna = Shim-pack® XR-ODS C18 (100 x 3 mm, 2,2 pum) protegida por uma pré-coluna Shim-pack®
ODS C18 (10 x 4 mm, 5 um); fase movel = acido férmico 0,1% e acetonitrila em gradiente reportado na Tabela

18; vazdo = 0,3 mL min™*; volume de injecéo = 50 pL; temperatura do forno = 30°C
5.1.3 Otimizacg&o da técnica de preparo de amostras

O método para andlise de antineoplasicos em superficies foi realizado com prévio
preparo de amostras, sendo que diferentes solucdes e solventes extratores — &cido formico
0,1% em &gua, acetonitrila pura, acido formico 0,1%: acetonitrila (7:3, v/v) e acetato de etila:
metanol (2:1, v/v) — foram testados, utilizando o protocolo de amostragem de superficies, tipo
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wipe sampling, descrito na secdo experimental desse estudo e apresentado na Figura 4.

Esse protocolo foi estabelecido a partir de modificagdes feitas na técnica descrita por
Nussbaumer et al. (2010), no qual os autores contaminaram superficies de aco inoxidavel para
obter a concentragdo de 250 ng wipe™ dos farmacos avaliados, sendo que as superficies foram
limpas com filtros (Whatman 903®), os quais foram transferidos para frascos de vidros com 5
mL de &cido férmico 0,1%, e mantidos por 15 minutos em banho ultrassénico. As
porcentagens de recuperacdo obtidas, por esses autores, para MTX, CP e DOXO foram de 67,
85 e 25%, respectivamente.

Assim, foi testado o acido formico 0,1%, como solucdo extratora. Os resultados de
recuperacdo, para os farmacos em estudo, realizando-se a limpeza das superficies, apos
contaminacdo de seis superficies de espelho de fechaduras, para obter a concentracdo de 250
ng wipe™, que equivale a concentragdo de 50 ng mL™ apés a extracdo, no presente método,

podem ser observados na Figura 16.

Figura 16 — Recuperacéo obtida para CP, DOC, DOXO, MTX e 5-FU, utilizando
acido formico 0,1% em &gua como solvente extrator
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Fonte: Do autor

As recuperacOes obtidas para os analitos MTX e CP foram inferiores as obtidas por
Nussbaumer et al. (2010) e ndo houve recuperacdo para a DOXO e o DOC. Portanto, outros
solventes e outras solugdes extratoras foram testados, como a acetonitrila pura, que € o
solvente organico utilizado na fase moével, porém os resultados ndo foram satisfatérios, uma
vez que somente foram recuperados 4,1% de CP. Ao testar a solugdo constituida de &cido
formico 0,1%: acetonitrila (7:3, v/v), a qual é utilizada para ressuspender os padrdes, foi

possivel recuperar todos os analitos, conforme pode ser observado na Figura 17.



Figura 17 — Recuperagdo obtida para CP, DOC, DOXO, MTX e 5-FU, utilizando &cido

férmico 0,1% em agua: acetonitrila (7:3, v/v) como solvente extrator
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A recuperacdo com acido férmico 0,1%: acetonitrila (7:3, v/v) foi maior, em relacdo

aos resultados obtidos com o &cido féormico 0,1%, levando a menores perdas e extracdo de

todos os analitos. Porém, optou-se por testar outra solucdo, acetato de etila: metanol (2:1,

v/v), a fim de se aumentar a eficiéncia de extracdo para todos os compostos em estudo (Figura

18). Esta solucdo ja havia sido utilizada, como solvente de elui¢do, em estudo conduzido por

Sottani et al. (2007), os quais desenvolveram método para analise de CP, IF, PAC e GCA em

superficies, utilizando a extracdo em fase sélida (SPE), uma técnica mais laboriosa e que

demanda um maior nimero de etapas e treinamento dos profissionais,

recuperacdo média de 87,3% para a CP.

Figura 18 — Recuperacdo obtida para CP, DOC, DOXO, MTX e 5-FU, utilizando
acetato de etila: metanol (2:1, v/v) como solvente extrator
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A porcentagem de recuperacdo para os analitos CP, DOC, DOXO e 5-FU foi superior
aos demais testes realizados e aos resultados demonstrados nos estudos de Sabatini et al.
(2005) (Figura 19), Sottani et al. (2007) e Nussbaumer et al. (2010).

Figura 19 — Recuperacgéo obtida para MTX, CP e 5-FU por Sabatini et al. (2005)
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Fonte: Do autor

Porém, a eficiéncia da extracdo para 0 MTX foi inferior a obtida por Nussbaumer et al.
(2010), os quais obtiveram recuperacdo de 67%. Ainda, foi mais baixa do que a obtida por
Sabatini et al. (2005), os quais realizaram a limpeza de superficies e objetos com dois tecidos
Kleenex (20 x 21 cm), embebidos com acetato de aménio 0,1 mmol L™ (pH 6,9). Assim, apds
analise de todos os resultados, optou-se por excluir esse analito, do presente estudo, uma vez
que seria necessaria a realizacdo de novos testes com diferentes solventes extratores para
obtencdo de uma boa recuperacdo para este analito, ou ainda, testar diferentes técnicas de
extracdo, como, por exemplo, a SPE.

Assim, as condicOes de preparo de amostras e extracdo foram otimizadas e podem ser
observadas na Figura 4, na se¢do experimental desse trabalho.

Apo6s otimizacdo das condigdes de espectrometria de massas, das condigcOes
cromatograficas e de preparo de amostras, obteve-se 0 cromatograma, apresentado na Figura
20, dos antineoplasicos CP, DOXO, DOC e 5-FU extraidos de uma amostra de superficie, na

concentracdo de 30 ng mL™ (150 ng wipe™).
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Figura 20 — Cromatograma, obtido no modo MRM, de uma amostra
wipe extraida, contendo CP (261,0>140,0 m/z), DOC
(830,3>304,0 m/z), DOXO (544,1>396,9 m/z) e 5-FU
(129,1>42,1 m/z), na concentracéo de 30 ng mL™
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Fonte: Do autor

Notas: Solvente extrator = acetato de etila: metanol (2:1, v/v); coluna = Shim-pack® XR-ODS
C18 (100 x 3 mm, 2,2 um) protegida por uma pré-coluna Shim-pack® G-ODS C18 (10 x 4
mm, 5 um); fase mével = acido férmico 0,1% e acetonitrila num gradiente reportado na Tabela
18; vazdo = 0,3 mL min*; volume de injeg&o = 50 pL; temperatura do forno = 30°C
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52 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE
ANTINEOPLASICOS EM SUPERFICIES

Apos a otimizagdo das condi¢Oes cromatograficas e de espectrometria de massas, além
das condicGes de extracdo das superficies, procedeu-se a validacdo do método. O
procedimento de validacao foi realizado de acordo com a Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio
de 2003, da ANVISA (ANVISA, 2003), as normas DOQ-CGCRE-008 do INMETRO
(INMETRO, 2011) e estudos realizados por Ribani et al. (2004), Paschoal et al. (2008) e
Cassiano et al. (2009). Para tanto, os seguintes parametros foram avaliados: seletividade,
robustez, efeito matriz, linearidade, limites de quantificacdo e deteccdo, precisdo, exatidao e
eficiéncia da extracao.

Para o teste de seletividade, foram analisadas seis amostras de wipe sem adicdo de
antineoplasicos, ou seja, amostras “branco”, sob as condi¢des demonstradas na técnica de
limpeza de superficies, excluindo-se a etapa de contaminacdo das superficies. O
cromatograma pode ser observado na Figura 21 e demonstra que o método pode ser
considerado seletivo, uma vez que ndo ha picos interferentes no tempo de retencdo dos
analitos. Outra maneira utilizada para se avaliar a seletividade foi através da comparacdo dos
espectros dos picos obtidos nas corridas analiticas com os espectros dos padrdes puros,

utilizando-se isto como uma indicacdo da presenca do composto puro.
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Figura 21 — Cromatograma, obtido no modo MRM, de uma amostra de wipe branco, contendo
CP (261,0>140,0 m/z), DOC (830,3>304,0 m/z), DOXO (544,1>396,9 m/z) e
5-FU (129,1>42,1 m/z).
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Fonte: Do autor

Notas: Solvente extrator = acetato de etila: metanol (2:1, v/v); coluna = Shim-pack® XR-ODS C18 (100
X 3 mm, 2,2 um) protegida por uma pré-coluna Shim-pack® G-ODS C18 (10 x 4 mm, 5 um); fase
mével = &cido férmico 0,1% e acetonitrila num gradiente reportado na Tabela 18; vazdo = 0,3 mL min’
L volume de injegdo = 50 pL; temperatura do forno = 30°C

Para a avaliacdo da linearidade do método, foram testadas as concentracdes de 5, 10,
25, 30, 40, 50, 80, 100, 150, 300, 500 e 1000 ng mL™. Sendo lineares os intervalos de 5-500
ng mL™ para a CP, e de 10-500 ng mL™ para a DOXO, o DOC e a 5-FU. A concentracéo de
300 ng mL™ foi escolhida como limite superior de quantificacéo, apesar de limites maiores
poderem ser usados, uma vez que ainda havia linearidade, com o objetivo de evitar uma
exposicdo desnecessaria dos pesquisadores. Entdo, as concentracfes escolhidas para faixa de
trabalho foram as de 5, 10, 25, 50, 80, 150 e 300 ng mL™ para a CP, e as de 10, 25, 50, 80,
150 e 300 ng mL™ para a DOXO, 0 DOC e a 5-FU. Os resultados de linearidade e dos limites
de deteccdo e de quantificacdo estdo apresentados na Tabela 19. O LD foi calculado com base
na formula 3DPb/a e 0 LQ pela formula 10DPb/a, sendo também a concentracdo quantificada
com precisdo e exatiddo aceitaveis (ANVISA, 2003; RIBANI et al.,, 2004). O método
apresentou-se linear uma vez que os coeficientes de determinacdo (r? obtidos para todos 0s
analitos foram > 0,99.
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Tabela 19 — Linearidade, limites de deteccao e de quantificacdo do método UHPLC-MS/MS de determinagdo de
CP, DOXO, DOC e 5-FU

Analito Média de a Médiade b  Coeficiente de Limite de Limite de
(= DP) (x DP) determinacao deteccédo guantificacéo
(r’ + DP) (ng mL™) (hgmL™)
CP 3936 6205 0,9977 1,04 3,46
(+84) (£ 1362) (+ 0,0008)
DOC 124 722 0,9962 1,30 4,33
(x3) (£ 54) (£ 0,0020)
DOXO 614 4927 0,9941 1,20 3,98
(x10) (£ 244) (£ 0,0024)
5-FU 161 142 0,9939 0,50 1,70
(+34) (£ 27) (x 0,0030)

Fonte: Do autor

Notas: a = coeficiente angular da reta obtido pelo método de regressdo linear dos minimos quadrados; b =
coeficiente linear da reta obtido pelo método de regressdo linear dos minimos quadrados; r2 = coeficiente de
determinagdo; DP = desvio padréo

Nas Figuras 22, 23, 24 e 25 sdo apresentados os gréaficos dos residuos da regressdo linear

versus a varidvel independente da CP, do DOC, da DOXO e da 5-FU, respectivamente.

Figura 22 — Dispersdo dos residuos padronizados com relacdo aos niveis de concentragao
da ciclofosfamida
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Figura 23 — Dispersao dos residuos padronizados com relagéo aos niveis de concentracéo
do docetaxel
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Fonte: Do autor

Figura 24 — Dispersdo dos residuos padronizados com relagéo aos niveis de concentracéo
da doxorrubicina
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Figura 25 — Dispersdo dos residuos padronizados com relagéo aos niveis de concentragéo
da 5-fluoruracila
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Por meio da analise dos residuos, observou-se que, para todos os analitos, 0 nimero de
residuos positivos é semelhante ao nimero de residuos negativos; as distancias dos residuos
positivos e negativos do zero, também sdo semelhantes; os residuos estdo distribuidos
aleatoriamente. Portanto, o modelo linear foi apropriado, pois os residuos se comportam de forma
aleatoria, de acordo com Paschoal et al. (2008).

Na analise dos FAN, em gue o ideal seria ndo encontrar os analitos nas superficies, a
detectabilidade é caracteristica de suma importancia, pois a metodologia deve ser capaz de
determinar os analitos na ordem de tracos (ng ou pg/mL). Assim, os LD encontrados neste
estudo, no intervalo de 0,5 a 1,3 ng mL™, foram menores que aqueles obtidos por Sabatini et
al. (2005) e Sottani et al. (2007), os quais também determinaram antineoplasicos pela técnica
de LC-MS/MS, conforme pode ser verificado na Tabela 2. Se compararmos aos métodos que
empregaram a LC-UV (VENUTO, 2009) e LC-DAD (ALCANTARA et al., 2010; RESENDE
et al., 2011), os resultados apresentaram niveis de detectabilidade muito superiores, ou seja,
0s LD obtidos foram 59 a 3800 vezes menores.

Nos estudos de precisdo do método, em termos de repetibilidade (precisdo intradia) e
precisdo intermediaria (precisdo interdias), e da exatiddo intra e interdias, foram utilizados
calibradores de 10, 50 e 300 ng mL™. As solucdes foram preparadas em sextuplicata, por
concentracdo, e para cada analito, por dois diferentes analistas, em trés dias diferentes. A
precisdo foi expressa como DPR, enquanto a exatiddo como EPR, ndo sendo admitidos
valores superiores a 15%, para os calibradores médio e alto, e a 20% para 0 LQ (INMETRO,
2011). Os resultados para cada analito encontram-se na Tabela 20.

Tabela 20 — Precisdo e exatiddo intradia e interdias para 0s analitos (n=18, 6 replicatas por dia, por 3 dias)

Analito Concentracdo Intradia Interdias
nominal EPR(%0) DPR(%) EPR(%) DPR(%)
(ng mL™)
CP 10 -15,5 1,7 -17,7 1,3
50 +4,0 2,6 +5,5 2,5
300 -0,1 2,5 -0,1 2,7
DOC 10 -6,1 1,6 9,4 2,1
50 +7,4 1,2 +0,8 1,6
300 -0,1 6,3 +0,1 10,4
DOXO 10 +10,1 9,3 +4,3 8,9
50 +8,4 3,8 -5,3 3,1
300 -0,2 44 +0,1 3,4
5-FU 10 +13,9 14,2 -5,8 13,2
50 +0,5 43 +2,4 4.1
300 +0,1 75 -0,1 7,7

Fonte: Do autor
Notas: EPR = erro padréo relativo; DPR = desvio padréo relativo
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Os maiores valores de DPR intradia e interdias, 14,2% e 13,2%, respectivamente,
foram obtidos pela analise da concentracdo de 10 ng mL™ da 5-FU; enquanto os menores
valores de DPR intradia, 1,2%, e interdias, 1,3%, foram encontrados para o DOC na
concentracdo de 50 ng mL? e para a CP na concentracdo de 10 ng mL™?, respectivamente. Os
resultados de preciséo obtidos para 0 DOC por Mortier et al. (2005) ndo excederam 9,3%, o
qual é inferior ao valor maximo de 10,4% obtido neste estudo. Nussbaumer et al. (2010)
obtiveram DPR de 1-5% e 2-10% para CP e DOXO, respectivamente. Enquanto em estudos
conduzidos por Sabatini et al. (2005), intervalos de 4,8-14,9% para a 5-FU e de 0,7-4,8% para
a CP foram encontrados. J& os valores de precisdo obtidos por Sottani et al. (2007) para a CP
foram de 4,6-12,1%. Todavia, os valores encontrados para os antineoplasicos avaliados foram
todos satisfatorios, de acordo com os guias adotados, para a validacdo do método
desenvolvido, destacando-se, assim, uma proximidade entre os resultados obtidos em
repetidas andlises.

O teste de recuperacdo foi realizado por meio da contaminacdo de 54 superficies —
espelhos de fechaduras, bancadas e luvas —, em 3 niveis de concentracdo (150, 250 e 500 ng
wipe™), em sextuplicata. Foi realizado o preparo de amostras de acordo com a técnica de
limpeza de superficies, descrita na parte experimental, utilizando como solucdo extratora a
mistura de acetato de etila: metanol (2:1, v/v), a qual permitiu um aumento na eficiéncia do
processo, representada pela maior porcentagem de recuperacdo para os analitos CP, DOXO,
DOC e 5-FU, comparando-se as areas obtidas ap0s a extracdo frente as areas obtidas pela
injecdo de solucBes-padrdo, nas mesmas concentracfes. Pela técnica de extracdo empregada
no presente estudo, as concentragdes de 150, 250 e 500 ng wipe™ equivalem as concentracdes
de 30, 50 e 100 ng mL™. Os valores médios de recuperagdo obtidos, como demonstrado na
Tabela 21, foram precisos e exatos, indicando que o procedimento de extracdo apresentou
eficiéncia adequada (INMETRO, 2011).

Tabela 21 — Porcentagens de recuperacdo média dos analitos apds deposi¢cdo em superficies (n=54)

(continua)
Analito Concentracéo Recuperacéo DPR(%0) EPR (%0)
(ng mL™)

CP 30 117,8% 51 +1,3
50 96,1% 4,7 +4,2

100 94,9% 3,1 -4,9

Média 102,9%

DOC 30 102,4% 8,2 +1,1
50 96,5% 51 -2,0

100 106,3% 2,6 +5,2

Média 101,7%
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Tabela 21 — Porcentagens de recuperacdo média dos analitos apds deposicdo em superficies (n=54)
(concluséo)

Analito Concentracdo Recuperacéo DPR(%0) EPR (%)
(ng mL™)
DOXO 30 49,8% 55 -5,1
50 71,1% 6,9 +2,5
100 58,7% 6,4 -0,2
Média 59,9%
5-FU 30 101,2% 8,3 +5,9
50 104,5% 71 +2,6
100 108,7% 8,6 +4,4
Média 104,8%

Fonte: Do autor
Notas: EPR = erro padréo relativo; DPR = desvio padréo relativo

Nussbaumer et al. (2010), os quais realizaram uma técnica de limpeza semelhante a
otimizada neste trabalho, contaminaram 20 superficies — 10 bolsas de infusdo e 10 superficies
de aco inoxidavel — com 250 ng wipe™ de todos os farmacos, e as recuperacdes médias
obtidas, utilizando o acido férmico 0,1% como solucdo extratora, foram de 84,5% para CP e
29% para DOXO. Sottani et al. (2007) avaliaram a eficiéncia da extracdo em diferentes
superficies e obtiveram recuperacdo média de 73,2% para a CP. Esses autores relataram que
quando os analitos foram amostrados de superficies laminadas, as recuperagfes foram
inferiores as demais, sendo que esses resultados sdo consistentes com o principio de que uma
superficie ideal é ndo porosa, como, por exemplo, as superficies de aco inoxidavel. Assim,
podemos concluir que o método desenvolvido possui maior eficiéncia de extracdo que
trabalhos ja publicados.

A intensidade do efeito matriz foi avaliada por fortificacdo pds-extracdo. As respostas
obtidas para as amostras cujos analitos de interesse foram adicionados pds-extracao foram
comparadas com as respostas das solucBes preparadas em acido férmico 0,1%: acetonitrila
(7:3, vlv). O grau do efeito matriz foi, entdo, determinado pela diferenga da resposta entre a
amostra pos-extracdo e a solucdo em solvente e os resultados obtidos encontram-se na Tabela
22, sendo que valores de 100%, para EM, indicam que as respostas para os analitos na fase
movel e nos eluatos das superficies foram as mesmas e que o EM ndo foi observado. J3,
valores > 100% indicam inducdo idnica e valores < 100% indicam supressdo da ionizacdo
(Cassiano et al., 2009). A partir dos resultados obtidos foi possivel verificar que ndo houve
efeito de supressdo nem de inducdo idnica, significativos, uma vez que o EM absoluto variou
entre -5,78 e +8,83.
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Tabela 22 — Efeito matriz para CP, DOC, DOXO e 5-FU nas concentracdes de 30, 60 e 100 ng mL™

Analito Concentracdo Efeito matriz absoluto
(ng mL™) (média + DPR, %)
CP 30 106,44 + 14,05
60 100,99 + 5,65
100 99,86 + 2,83
DOC 30 94,22 + 11,17
60 98,85 + 6,31
100 99,50 + 2,75
DOXO 30 98,70 + 2,66
60 98,52 + 3,62
100 94,78 + 5,41
5-FU 30 100,20 + 11,79
60 108,83 £ 12,95
100 106,30 + 2,22

Fonte: Do autor
Nota: DPR = desvio padrdo relativo

Um método € considerado robusto quando ele ndo é afetado por pequenas
modificacdes, em seus parametros, que possam ocorrer quando esse estd sendo executado,
fornecendo assim os mesmos resultados. Para determinar a robustez do método analitico,
utilizou-se o teste de Youden (INMETRO, 2003). Para esse teste, superficies foram
contaminadas com 150 ng wipe™, que equivale & concentracdo de 30 ng mL™, e procedeu-se
os testes demonstrados na Tabela 8.

A partir dos resultados obtidos, o efeito de cada pardmetro analitico, demonstrado na
Tabela 7, foi estimado pela diferenca entre a média dos resultados das quatro analises com as
condi¢cdes nominais (+) e a média dos resultados das quatro analises com as condicdes
variadas (-). Considerando o desvio padrdo entre 0s oito resultados, 0s parametros que
apresentam efeito maior do que o desvio padrdo multiplicado pela raiz quadrada de dois (sV2)
sdo considerados significantes e, portanto, alteram a resposta analitica (INMETRO, 2011).
Assim, o0 método desenvolvido para determinacdo simultanea dos antineoplasicos CP, DOXO,
DOC e 5-FU, em superficies, foi considerado robusto, para os parametros avaliados, uma vez
que ndo houve diferenca significante entre os valores obtidos com os parametros nominais e
aqueles obtidos com as condicdes variadas.

Os resultados da validagdo foram considerados satisfatorios e o método pdde ser
aplicado em amostras coletadas no préprio laboratério onde a pesquisa foi desenvolvida. Os
dados obtidos das anélises de amostras de macanetas das portas das salas D202 e D301, da
UNIFAL-MG, além da alca do freezer, do LATF-UNIFAL, e de luvas utilizadas para
contaminacéo de superficies, encontram-se na Tabela 23 abaixo.
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Tabela 23 — Analise dos antineoplasicos CP, DOC, DOXO e 5-FU pelo método LC-MS/MS em amostras reais
coletadas no laboratério de pesquisa do LATF-UNIFAL

Amostra Ciclofosfamida Docetaxel Doxorrubicina 5-Fluoruracila

Wipe teste 1: <LD <LD <LD <LD
macaneta da

porta da sala do

D202

Wipe teste 2: <LD <LD <LD <LD
macaneta da

porta da sala do

D202

Wipe teste 3: alga <LD <LD <LD <LD
do freezer do

LATF-UNIFAL

Wipe teste 4: luvas <LD <LD <LD <LD

Fonte: Do autor
Nota: LD = limite de detec¢do

Os achados do presente estudo sugerem que a manipulacdo dos antineoplasicos foi
realizada de forma correta, uma vez que os resultados das analises indicam que a
contaminacdo das superficies analisadas esta abaixo do limite de deteccdo do método, ou seja,
inferiores a 0,5-1,0 ng mL™.

Os resultados obtidos apds a analise de superficies de placas de formica, de espelhos
de fechaduras de portas e de luvas, contaminadas com os analitos, em uma quantidade de 150,
250 e 500 ng, em sextuplicata, totalizando em 54 wipe sampling, com recuperacdes médias
entre 59,9-104,8% com erros-padrdo relativos de até +6%, e andlise das amostras
apresentadas na Tabela 23, sugerem que o método desenvolvido é adequado para identificar,
simultaneamente, quatro, dos cinco, antineoplasicos estudados, constituindo uma promissora
e importante ferramenta analitica para 0 monitoramento da exposi¢do ocupacional a tais

farmacos.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados experimentais obtidos no presente estudo, foi possivel

concluir que:

a)

b)

d)

com as condicOes de espectrometria de massas otimizadas, ou seja, uso de fonte
de ionizagdo ESI, modo de ionizacéo positivo, para a CP, a DOXO e o DOC e
negativo, para a 5-FU, foi possivel monitorar as transic6es de 261,0 > 140,0
m/z, para CP; de 830,3 > 304,0 m/z, para DOC; de 544,1 > 396,9 m/z, para
DOXO; de 129,1 > 42,1 m/z, para 5-FU, o que possibilitou uma identificacdo
confiavel dos analitos avaliados;

com as condices cromatograficas otimizadas, ou seja, uso de pré coluna Shim-
pack® G-ODS C18 (10 x 4 mm, 5 pm), coluna Shim-pack® XR-ODS C18 (100 x
3 mm, 2,2 um), fase movel constituida de &cido formico 0,1%: acetonitrila,
com eluicdo em gradiente, vazdo da fase mével de 0,3 mL min™ e volume de
injecdo de 50 pL, foi possivel obter uma separacdo cromatografica
satisfatéria, dos quatro analitos, com um tempo total de corrida de 15
minutos;

com as condigdes otimizadas no wipe teste, ou seja, amostragem do tipo wipe
sampling e extracdo liquido-liquido, com acetato de etila: metanol (2:1, v/v), foi
possivel obter satisfatdria eficiéncia de extracdo, uma vez que foram obtidas
elevadas porcentagens de recuperacdo, para CP, DOC e 5-FU. Para DOXO, apesar
da porcentagem de recuperacdo ser menor, 0s resultados foram aceitaveis, uma
vez que houve precisdo e exatidao, em todas as amostras contaminadas, para todos
os analitos e em todas as trés concentracdes avaliadas;

0 método analitico, constituido de UHPLC-MS/MS, com prévia extracao liquido-
liquido dos analitos de amostras de superficies, é relativamente rapido, para um
método abrangente, no qual sdo identificadas substancias quimicas com
caracteristicas diferentes, simples, linear, exato, preciso, robusto e apresenta
limites de detectabilidade suficientes para ser aplicado na avaliagcdo da exposi¢ao
ocupacional a esses farmacos;

a tecnica de deteccdo/ quantificacdo foi otimizada para o metotrexato, todavia

com o wipe teste empregado, ndo foi possivel obter resultados satisfatorios para
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esse farmaco, sendo necessario um estudo mais aprofundado sobre as condigdes
de extracdo, que possibilitariam a inclusdo dele no método;

ndo foram detectados niveis de antineopldsicos nas amostras analisadas de
macanetas de portas, além da alca do freezer do LATF-UNIFAL, nem tampouco
nas luvas utilizadas pelos pesquisadores, indicando que se essas superficies
estivessem contaminadas, os niveis seriam abaixo de 0,5a 1,0 ng mL™;

0 método desenvolvido é uma importante ferramenta analitica para ser aplicada no
monitoramento das superficies dos locais que manipulam antineoplasicos, como,
por exemplo, laboratérios de pesquisa, uma vez que permite uma confidvel
avaliacdo da exposicdo, que é uma das etapas da avaliacdo do risco inerente ao

contato dos trabalhadores com essas substancias.



91

REFERENCIAS

AHMAD, M. et al. A fast and simple HPLC-UV method for simultaneous determination of
three anti-cancer agents in plasma of breast cancer patients and its application to clinical
pharmacokinetics. African Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 5, n. 7, p. 915-922,
2011.

AHMADLOO, N. et al. The efficacy and safety of induction chemotherapy with docetaxel,
cisplatin and 5-fluorouracil (TPF) in treating patients with locally advanced nasopharyngeal
carcinoma. Egyptian Journal of Ear, Nose, Throat and Allied Sciences, v. 13, p. 107-112,
2012.

AHMED, S. et al. Selective determination of doxorubicin and doxorubicinol in rat plasma by
HPLC with photosensitization reaction followed by chemiluminescence detection. Talanta, v.
78, p. 94-100, 2009.

ALCANTARA, A. M. P. P. Desenvolvimento de métodos para a determinag&o simultanea
de antineoplasicos em superficies e luvas visando a aplicacdo na monitorizacéo da
exposicao ocupacional. 2009. 103 f. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, 20009.

ALCANTARA, A. M. P. P. et al. Liquid chromatographic method for simultaneous
determination of five antineoplastic drugs. Latin American Journal of Pharmacy, v. 28, n.
4, p. 525-530, 20009.

ALCANTARA, A. M. P. P. et al. Simultaneous detection of three antineoplastic drugs on
gloves by liquid chromatography with diode array detector. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 46, n. 4, p. 731-740, 2010.

ALCANTARA, A. M. P. P; MARTINS, I. Monitorizacdo da exposic&o ocupacional aos
farmacos antineoplasicos empregando matrizes nao bioldgicas. Revista Brasileira de
Toxicologia, v. 25, n. 1-2, p. 15-23, 2012.

ALESSIO, L. et al. Prevenzione dei rischi da esposizione professionale a chemioterapici
antiblastici. Documento de consenso. Medicina del Lavoro, Milano, v. 87, n. 3, p. 194-200,
1996.

ALMEIDA, J. R. C. Farmacéuticos em oncologia: uma nova realidade. Sdo Paulo: Atheneu,
2004.



92

ALMEIDA, V. L. et al. Cancer e agentes antineoplasicos ciclo-celular especificos e ciclo-
celular ndo especificos que interagem com o DNA: uma introducéo. Quimica Nova, S&o
Paulo, v. 28, n. 1, p. 118-129, 2005.

AMORIM, A. R. Genética do cancer. 2002. 41 f. Trabalho de Conclusao de Curso
(Graduacé@o em Ciéncias Biologicas) — Faculdade de Ciéncias de Saude, Centro Universitario
de Brasilia, Brasilia, 2002.

ANDRADE, C. C. Farmacéutico em oncologia: interfaces administrativas e clinicas.
Fortaleza: Instituto do Cancer do Ceara, 2009.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). Resolugdo RE n° 899,
de 29 de maio de 2003. Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos. Diario
Oficial da Unidao, Brasilia, 02 de junho de 2003.

APOSTOLI, P.; FACCO, P.; ALESSIO, L. Convenzione ISPESL pelo studio: messa a
punto di una lista di controllo per valutare I’ esposizione degli adetti alla preparazione
dei chemioterapici antiblastici [tesis]. /brescia: Universidade degli Studi di Brescia,
Dipartimento di Medicina Sperimentale ed Applicata, Cattedra di Medicina del Lavoro,
Cattedra di Igiene Industriale; [Folheto], 2001.

BARBIERI, A. et al. Simultaneous determination of low levels of methotrexate and
cyclophosphamide in human urine by micro liquid chromatography/electrospray ionization
tandem mass spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry, v. 20, p. 1889-
1893, 2006.

BOBIN-DUBIGEON, C. et al. A new validated wipe-sampling procedure coupled to LC-MS
analysis for the simultaneous determination of 5-fluorouracil, doxorubicin and
cyclophosphamide in surface contamination. Journal of Analytical Toxicology, v. 37, n. 7,
p. 433-439, 2013.

BORGES-OSORIO, M. R.; ROBINSON, W. M. Genética humana. 3. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2013.

BYRNS, M. C.; PENNING, T. M. Environmental toxicology: carcinogens and heavy metals.
In. BRUNTON, L. L.; CHABNER, B. A.; KNOLLMANN, B. C. In: Goodman and
Gilman’s the pharmacological basis of therapeutics. 12. ed. Sdo Paulo: McGraw-Hill, p.
1853-1878, 2011.

CASALE, F. et al. Simultaneous HPLC determination of 5-fluorouracil and its metabolites in
plasma of cancer patients. Biomedical Chromatography, v. 16, p. 446-452, 2002.



93

CASSIANO, N. M. et al. Validacdo de métodos cromatograficos para analises de pequenas
moléculas em matrizes biologicas. Quimica Nova, v. 32, n. 4, p. 1021-1030, 2009.

CHABNER, B. A. General principles of cancer chemotherapy. In: BRUNTON, L. L,;
CHABNER, B. A.; KNOLLMANN, B. C. In: Goodman and Gilman’s the
pharmacological basis of therapeutics. 12. ed. S&o Paulo: McGraw-Hill, p. 1667-1675,
2011.

CHIARADIA, M. C.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F. O estado da arte da
cromatografia associada a espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massas na
analise de compostos toxicos em alimentos. Quimica Nova, v. 31, n. 3, p. 623-636, 2008.

CHU, E.; SARTORELLI, A. C. Quimioterapia do cancer. In: KATZUNG, B. G. In:
Farmacologia basica e clinica. 10. ed. Sdo Paulo: McGraw-Hill, p. 797-823, 2007.

CORONA, G. et al. High-throughput plasma docetaxel quantification by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. Clinica Chimica Acta, v. 412, p. 358-364,
2011.

CZERNYCH, R. et al. Development and validation of SPE-HPLC-MS/MS method for
determining cyclophosphamide in surface waters. Polish Journal of Environmental Studies,
V.23, n. 5, p. 1537-1545, 2014.

DE JONGE, M. E. et al. Simultaneous quantification of cyclophosphamide, 4-
hydroxycyclophosphamide, N,N.,N..-triethylenethiophosphoramide (thiotepa) and N,N.,N..-
triethylenephosphoramide (tepa) in human plasma by high-performance liquid
chromatography coupled with electrospray ionization tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS). Journal of Mass Spectrometry, v. 39, p. 262-271, 2004.

EDUARDO, A. M. L. N.; DIAS, J. P.; SANTOS, P. K. Atencdo farmacéutica no tratamento
oncologico em um instituicdo publica de Montes Claros-MG. Revista Brasileira de
Farmécia Hospitalar e Servicos de Saude, v. 3, n. 1, p. 11-14, 2012,

FERNANDEZ-PERALBO, M. A. et al. LC-MS/MS quantitative analysis of paclitaxel and its
major metabolites in serum, plasma and tissue from women with ovariancancer after
intraperitoneal chemotherapy. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 91,
p. 131-137, 2014.



94

FERRANDO-CLIMENT, L., RODRIGUEZ-MOZAZ, S., BARCELO, D. Development of a
UPLC-MS/MS method for the determination of ten anticancer drugs in hospital and urban
wastewaters, and its application for the screening of human metabolites assisted by
information-dependent acquisition tool (IDA) in sewage samples. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, v. 405, p. 5937-5952, 2013.

GRIVICICH, I. A importancia da sequéncia de administracdo do irinotecan e de 5-
fluorouracil na inibicdo da proliferacdo do carcinoma de célon humano in vitro. 1999.
116 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, 1999.

GROZAV, A. G. et al. Rapid analysis of docetaxel in human plasma by tandem mass
spectrometry with on-line sample extraction. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, v. 36, n. 1, p. 125-131, 2004.

HARVEY, R. A.; CHAMPE, P. C.; MYCEK, M. J. Farmacologia ilustrada. 2. ed. Porto
Alegre: Artmed, p. 373-400, 1998.

HENDRIKX, J. J. M. A. et al. A sensitive combined assay for the quantification of paclitaxel,
docetaxel and ritonavir in human plasma using liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry. Journal of Chromatography B, v. 879, p. 2984-2990, 2011.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA).
Estimativa 2014: incidéncia de cancer no Brasil. Revista Brasileira de Cancerologia, Rio de
Janeiro: INCA, 2014.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (INCA). O que € o cancer? Disponivel em:
<http://wwwl.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322>. Acesso em: 11 jun. 2015.

INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL (INMETRO). DOQ-CGCRE-008, Revisao 01, mar/2003. Orientacdes sobre
validacdo de métodos de ensaios quimicos. Rio de Janeiro: INMETRO, 2003.

INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL (INMETRO). DOQ-CGCRE-008, Revisdo 04, jul/2011. Orientacdes sobre
validagdo de métodos de ensaios quimicos. Rio de Janeiro: INMETRO, 2011.

JIN, J. et al. Comparative pharmacokinetics of paclitaxel after oral administration of Taxus
yunnanensis extract and pure paclitaxel to rats. Fitoterapia, v. 90, p. 1-9, 2013.



95

KATZENMEYER, J. B.; EDDY, C. V.; ARRIAGA, E. A. Tandem laser-induced
fluorescence and mass spectrometry detection for high-performance liquid chromatography
analysis of the in vitro metabolism of doxorubicin. Analytical Chemistry, v. 82, n. 19, p.
8113-8120, 2010.

LARSON, R. R.; KHAZAELI, M. B.; DILLON, H. K. Development of an HPLC method for
simultaneous analysis of five antineoplastic agents. Applied Occupational and
Environmental Hygiene, v. 18, n. 2, p. 109-119, 2003.

LIAN, H.; SUN, J.; ZHANG, T. A rapid and sensitive determination of paclitaxel in rat
plasma by UPLC-MS/MS method: Application to a pharmacokinetic study. Asian Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 8, p. 199-205, 2013.

LICATA, S. et al. Doxorubicin metabolism and toxicity in human myocardium: role of
cytoplasmic deglycosidation and carbonyl reduction. Chemical Research in Toxicology, v.
13, n. 5, p. 414-420, 2000.

LIMA, I. S. et al. Equipe de enfermagem: conhecimentos acerca do manuseio de drogas
antineoplasicas. Revista de Enfermagem da UERJ, v. 19, n. 1, p. 40-45, 2011.

LIN, G. et al. Beneficial effects of 20(S)-protopanaxadiol on antitumor activity and toxicity of
cyclophosphamide in tumor-bearing mice. Experimental and Therapeutic Medicine, v. 5,
p. 443-447, 2013.

MARTINS, I. Avaliacao da exposicao dos profissionais da area da saude a
ciclofosfamida. 2003. 132 f. Tese (Doutorado em Toxicologia) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2003.

MARTINS, I. et al. Simultaneous determination of cyclophosphamide and ifosfamide in
plasma using SPE-HPLC-UV method. Latin American Journal of Pharmacy, v. 28, n. 1, p.
41-46, 2009.

MARTINS, I.; APOSTOLLI, P.; DELLA ROSA, H. V. Cyclophosphamide levels in sites of
preparation and administration of antineoplastic drugs. Latin American Journal of
Pharmacy, v. 27, n. 2, p. 217-223, 2008.

MARTINS, I.; DELLA ROSA, H. V.; APOSTOLLI, P. Cyclophosphamide identification in
wipe test by GC-MS and solid phase extraction. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 40, n. 1, p. 67-73, 2004.



96

MOFFAT, A. C.; OSSELTON, M. D.; WIDDOP, B. Clarke’s analysis of drugs and
poisons. 4. ed. London: Pharmaceutical Press, 2011.

MONTEIRO, L. A.; CHAVES, D. C. E.; FIGUEIREDO, L. F. Conhecimento dos
profissionais de enfermagem sobre a ciclofosfamida em um hospital universitario. Revista
Eletronica de Enfermagem [Internet], v. 15, n. 2, p. 430-436, 2013.

MORTIER, K. A. et al. Development and validation of a liquid chromatography-tandem
mass spectrometry assay for the quantification of docetaxel and paclitaxel in human plasma
and oral fluid. Analytical Chemistry, v. 77, n. 14, p. 4677-4683, 2005.

RICARDO NETTO, L. ; SANTOS, W. M. Percepcao dos profissionais de enfermagem
sobre o risco no preparo e administracdo de antineoplésicos. 2010. 62 f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacdo em Enfermagem) - Universidade Federal do Pampa,
Uruguaiana, 2010.

NUSSBAUMER, S. et al. Simultaneous quantification of ten cytotoxic drugs by a validated
LC—ESI-MS/MS method. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 398, n. 7, p. 3033-
3042, 2010.

OLIVEIRA, A. D. S. et al. Occupational risks of the nursing team’s exposure to
chemotherapeutic agents: integrative literature review. Journal of Nursing UFPE online, v.
7,n. 3, p. 794-802, 2013.

PASCHOAL, J. A. R. et al. Validacdo de métodos cromatogréaficos para a determinacéo de
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos. Quimica Nova, v. 31, n. 5, p. 1190-
1198, 2008.

PEER, C. J. et al. Development and utilization of a combined LC-UV and LC-MS/MS
method for the simultaneous analysis of tegafur and 5-fluorouracil in human plasma to
support a phase | clinical study of oral UFT®leucovorin. Journal of Chromatography B, v.
898, p. 32-37, 2012.

PIERI, M. et al. Biological monitoring of nurses exposed to doxorubicin and epirubicin by a
validated liquid chromatography/fluorescence detection method. Annals of Occupational
Hygiene, v. 54, n. 4, p. 368-376, 2010.

PISANO, R. et al. Hydrophilic interaction liquid chromatography—APCI-mass spectrometry
determination of 5-fluorouracil in plasma and tissues. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 38, p. 738-745, 2005.



97

RABII, F. W. et al. Determination of six chemotherapeutic agents in municipal wastewater
using online solid-phase extraction coupled to liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Science of the Total Environment, v. 487, p. 792-800, 2014.

RANDON, F. R. Avaliagdo dos niveis de genotoxicidade e estresse oxidativo em
manipuladores de quimioterapicos em servigos de oncologia. 2006. 88 f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade de Caxias do Sul, Caxias do Sul, 2006.

REMAUD, G. et al. Sensitive MS/MS-liquid chromatography assay for simultaneous
determination of tegafur, 5-fluorouracil and 5-fluorodihydrouracil in plasma. Journal of
Chromatography B, v. 824, p. 153-160, 2005.

RESENDE, R. C. et al. Determination of 5-fluorouracil in surface samples using SPE
combined with HPLC- DAD. Latin American Journal of Pharmacy, v. 30, n. 4, p. 737-745,
2011.

RIBANI, M. et al. Validacdo em métodos cromatogréaficos e eletroforéticos. Quimica Nova,
v.27,n.5, p. 771-780, 2004.

RODIN, I. et al. A validated LC-MS/MS method for rapid determination of methotrexate in
human saliva and its application toan excretion evaluation study. Journal of
Chromatography B, v. 937, p. 1-6, 2013.

RODRIGUES, V. C. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para a
determinacao de fArmacos em amostras de agua, superficial e tratada, utilizando a
cromatografia liquida de ultra-performance acoplada a espectrometria de massas
Tandem (UPLC-MS/MS). 2011. 91 f. Dissertagio (Mestrado em Ciéncias na Area de
Tecnologia Nuclear-Materiais) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Autarquia
associada a Universidade de S&o Paulo, 2011.

SABATINI, L. et al. A new high-performance liquid chromatographic/ electrospray ionization
tandem mass spectrometric method for the simultaneous determination of cyclophosphamide,
methotrexate and 5-fluorouracil as markers of surface contamination for occupational
exposure monitoring. Journal of Mass Spectrometry, v. 40, p. 669-674, 2005.

SANSON, A. L. et al. Liquid-liquid extraction combined with high performance liquid
chromatography-diode array-ultra-violet for simultaneous determination of antineoplastic
drugs in plasma. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 47, n. 2, p. 363-371,
2011.



98

SILVA, T. M. Biosseguranca e responsabilidade profissional dos trabalhadores de
enfermagem no manuseio de quimioterapicos antineoplasicos sob a oOtica da bioética.
2003. 243 f. Tese (Doutorado em Enfermagem) — Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, 2003.

SILVA, L. F.; REIS, P. E. D. Avaliacdo do conhecimento da equipe de enfermagem sobre
riscos ocupacionais na administracdo de quimioterapicos. Revista Brasileira de
Cancerologia, v. 56, n. 3, p. 311-320, 2010.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACEUTICOS EM ONCOLOGIA (SOBRAFO).
Guia para o preparo seguro de agentes citotdxicos. Sao Paulo: SOBRAFO, 2003.

SOTTANI, C. et al. Highly sensitive high-performance liquid chromatography/selective
reaction monitoring mass spectrometry method for the determination of cyclophosphamide
and ifosfamide in urine of health care workers exposed to antineoplastic agents. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, v. 19, p. 2794-2800, 2005.

SOTTANI, C. et al. Simultaneous determination of gemcitabine, taxol, cyclophosphamide
and ifosfamide in wipe samples by high-performance liquid chromatography/tandem mass
spectrometry: protocol of validation and uncertainty of measurement. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, v. 21, p. 1289-1296, 2007.

SOTTANI, C. et al. Simultaneous determination of cyclophosphamide, ifosfamide,
doxorubicin, epirubicin and daunorubicin in human urine using high-performance liquid
chromatography/electrospray ionization tandem mass spectrometry: bioanalytical method
validation. Rapid Communications in Mass Spectrometry, v. 22, p. 2645-2659, 2008.

SOTTANI, C. et al. An analysis to study trends in occupational exposure to antineoplastic
drugs among health care workers. Journal of Chromatography B, v. 878, p. 2593-2605,
2010.

SOTTANI, C. et al. Occupational exposure to antineoplastic drugs in four Italian health care
settings. Toxicology Letters, v. 213, n. 1, p. 107-115, 2011.

SOTTANI, C. et al. Simultaneous measurement of doxorubicin and reduced metabolite
doxorubicinol by UHPLC-MS/MS in human plasma of HCC patients treated with TACE.
Journal of Chromatography B, v. 915-916, p. 71-78, 2013.

SUSPIRO, A.; PRISTA, J. Exposicao ocupacional a citostaticos e efeitos sobre a salde.
Revista Portuguesa de Saude Publica, v. 30, n. 1, p. 76-88, 2012.



99

TSUME, Y.; PROVODA, C. J.; AMIDON, G. L. The achievement of mass balance by
simultaneous quantification of floxuridine prodrug, floxuridine, 5-fluorouracil, 5-
dihydrouracil, a-fluoro-B-ureidopropionate, a-fluoro-f-alanine using LC-MS. Journal of
Chromatography B, v. 879, p. 915-920, 2011.

TURCI, R. et al. Biological monitoring of hospital personnel occupationally exposed to
antineoplastic agentes. Toxicology Letters, v. 134, p. 57-64, 2002.

TURCI, R. et al. Biological and environmental monitoring of hospital personnel exposed to
antineoplastic agents: a review of analytical methods. Journal of Chromatography B, v.
789, p. 169-209, 2003.

VENEGAS, L. F. P. et al. Exposicdo ocupacional a drogas antineoplésicas: condutas para
manipulacdo segura. Revista da Associacdo Médica do Rio Grande do Sul, v. 39, n. 4, p.
269-276, 1995.

VENUTO, L. M. A. Desenvolvimento de método para a determinacdo simultanea de
farmacos antineoplasicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) em
matrizes nao bioldgicas. Infarma, v. 21, n. 1/2, p. 11-22, 20009.

YAMADA, S. et al. Salvage chemotherapy with docetaxel, ifosfamide and nedaplatin
(DIN) for patients with advanced germ cell tumors: a preliminary report. Japanese Journal
of Clinical Oncology, v. 43, n. 7, p. 734-739, 2013.

YAMAGUCHI, H. et al. A rapid and sensitive LC/ESI-MS/MS method for quantitative
analysis of docetaxel in human plasma and its application to a pharmacokinetic study.
Journal of Chromatography B, v. 893-894, p. 157-161, 2012.

ZHANG, S.-Q. et al. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry for the
determination of paclitaxel in rat plasma after intravenous administration of poly(l-glutamic
acid)-alanine-paclitaxel conjugate. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v.
51, p. 1169-1174, 2010.

ZHANG, W. et al. Quantitation of paclitaxel and its two major metabolites using a liquid
chromatography—electrospray ionization tandem mass spectrometry. Journal of
Chromatography B, v. 879, p. 2018-2022, 2011.

ZHOU, Q.; CHOWBAY, B. Determination of doxorubicin and its metabolites in rat serum
and bile by LC: application to preclinical pharmacokinetic studies. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 30, n. 4, p. 1063-1074, 2002.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=GatewayURL&_method=citationSearch&_eidkey=1-s2.0-S0731708502004429&_origin=SDEMFRHTML&_version=1&md5=e8a21022cf7e99e1fee6da9b5f37a029
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=GatewayURL&_method=citationSearch&_eidkey=1-s2.0-S0731708502004429&_origin=SDEMFRHTML&_version=1&md5=e8a21022cf7e99e1fee6da9b5f37a029

