DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA A DETERMINAGAOQ
SIMULTANEA DE FARMACOS ANTINEOPLASICOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE-UV) EM MATRIZES NAO BIOLOGICAS.

LILIANE MARY ALVES VENUTO

Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas, UNIFAL-MG. Gabriel Monteiro da Silva, 714, CEP 37130-000,

Alfenas, MG.

E-mail: lilianevenuto@yahoo.com.br

Trabalho vencedor do Prémio Jayme Torres 2008 na categoria “Jovens Farmacéuticos” na Area de atuacdo

Analises Clinicas e Toxicoldgicas

INTRODUCAO

0 termo neoplasia é originario do grego neo, que
significa novo, e plasia, algo formado e é usado como
sindbnimo para todo o crescimento celular anormal. Esta
anomalia da multiplicacdo celular (malignidade celular)
tem como caracteristica principal o crescimento desorde-
nado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo
espalhar-se (metdstases) para outras regides do corpo.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser mui-
to agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo
de tumores (acimulo de células cancerosas) ou neoplasias
malignas (16). Por outro lado, um tumor benigno signi-
fica simplesmente uma massa localizada de células que
se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu
tecido original, raramente constituindo um risco de morte
(12).

Segundo Chu & Sartorelli (2005), a incidéncia, a
distribuicao geografica e o comportamento de tipos espe-
cificos de cancer estdo relacionados a maltiplos fatores,
tais como sexo, idade, raga, predisposicdo genética e a
exposicao a carcindégenos ambientais.

Estatisticamente, em pesquisa realizada pela Orga-
nizacdo Mundial de Saidde, o cdncer é a terceira causa
de 6bitos no mundo com 12%, matando cerca de 6,0 mi-
Llhdes de pessoas por ano. Atualmente, é a segunda causa
de mortes por doenca no Brasil estimando-se em 2002,
337.535 casos novos e 122.600 obitos (3).

0 controle do cancer pode ser obtido por meio de
detecgdo precoce e terapéutica cirirgica e/ou quimiote-
rapia; quando detectadas em sua fase inicial é potencial-
mente curavel, dai a importdncia da vigilancia a salde
para deteccdo precoce. E importante neste processo iden-
tificar as pessoas com risco aumentado de desenvolver

cancer como conseqiiéncia da exposi¢ao a fatores ambien-
tais bem como devido a fatores predisponentes individu-
ais (por exemplo: albinismo e céncer de pele) (16).

Existem trés tipos principais de tratamento para o
cancer: cirurgia, radioterapia e quimioterapia (8).

A quimioterapia antineoplasica é uma modalidade de
tratamento sistémico que consiste na utilizacao de agen-
tes quimicos, isolados ou em combinacao com o objetivo
de tratar tumores malignos. Atualmente, a poliquimiote-
rapia (Tabela 1 na pagina seguinte) é utilizada em subs-
tituicdo ao uso de um Gnico agente antineoplasico, uma
vez que possibilita uma melhor resposta do tumor ao tra-
tamento e possui vantagens diversas, tais como: retardo
da resisténcia tumoral e a possibilidade de administracdo
de doses menores decorrentes do sinergismo que ocorre
entre os diferentes farmacos, o que diminui a toxicidade
celular (22).

0 principal objetivo de qualquer esquema emprega-
do no tratamento do cancer é procurar proporcionar uma
quantidade de farmaco suficiente as células tumorais por
um tempo suficiente para obter uma destruicdo razoavel
dessas células e evitar que o tratamento adquira toxicida-
de (16).

Nove farmacos citostaticos e duas combinacdes qui-
mioterapicas foram incluidas pela International Agency
for the Research on Cancer (IARC) no grupo 1 (acdo car-
cinbgena aos seres humanos); doze agentes sdo classifi-
cados como provaveis (Grupo 2A) e nove possiveis (grupo
2B) carcin6genos para humanos. Entre os doze agentes
constituintes do grupo 1 encontra-se a ciclofosfamida.
Além disso, muitos desses farmacos sdo teratogénicos e
mutagénicos para humanos. Tendo como base o conheci-
mento cientifico atual, ndo se pode ajustar nenhum nivel
seguro de exposi¢do a tais agentes (12).
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Tabela 1. Neoplasias malignas responsivas a quimioterapia (6)

Tratamento atual de escolha

Outros farmacos valiosos

Diagnéstico

Carcinoma de mama

(1) Quimioterapia adjuvante ou tamoxifeno
apos cirurgia de mama primaria
(2) Poliquimioterapia ou manipulagao hormonal
para cada recidiva tardia

ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina,
metotrexato, fluorouracil, paclitaxel,
mitoxantrona, prednisona’,megestrol,
androgénios’, aminoglutetimida, trastuzumab

Carcinoma de colo uterino

Radioterapia mais cisplatina (localizado),
cisplatina, carboplatina (metastéatico)

lomustina, ciclofosfamida, doxorrubicina,
metotrexato, mitomicina, bleomicina, vincristina,
interferon, acido 13-cis-retindico

Carcinoma de pulmao

Cisplatina mais taxano

metotrexato, vincristina, vimblastina,
doxorrubicina, mitomicina C

Carcinoma de prostata o
androgénios

Agonista do GnRH mais antagonista dos

aminoglutetimida, doxorrubicina, cisplatina,
prednisona’', estramustina, fluorouracil,
progestinas, suramina?

Carcinoma do estdbmago

fluorouracil mais cisplatina

hidroxiuréia, lomustina

Outros sarcomas

doxorrubicina mais decarbazina

metotrexato, dactinomicina, ifosfamida mais
mesna,'vincristina, vimblastina

' Farmaco de suporte, ndo-oncolitico;

2 Farmaco em fase de investigacdo. Tratamento disponivel através de pesquisadores qualificados e centros autorizados pelo National Cancer Intitute and Cooperative Oricology

Groups.

A quimioterapia antineoplasica tem como fator limi-
tante a toxicidade dos farmacos em tecidos sadios, espe-
cialmente os que tém taxa de proliferacdo rapida, como a
medula 6ssea, epitélio gastrintestinal, foliculos pilosos da
pele e epitélio germinativo. Por este motivo os efeitos ad-
versos mais freqgiientes incluem mielossupressao, nausea,
vomito, diarréia, alopecia e diminuicdo da fertilidade. As
substancias quimicas antineoplasicas mais efetivas pro-
movem experiéncias traumaticas para pacientes tratados
e com varios sintomas de toxicidade direta. Tais agentes
podem ainda promover o aparecimento de cancer secun-
dario apés cessado o tratamento quimioterapico, pois
muitos sdao mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos
em varios sistemas experimentais em humanos (10) (9)
(17) (5).

A ciclofosfamida (CF) é um pré-farmaco e é utili-
zada no tratamento de diversos tipos de cancer, isolada
ou em combinacdo com outros farmacos antineoplasicos.
Este farmaco é ainda considerado como um modelo de
indicador de exposicdo durante o trabalho com farmacos
antineoplasicos (24).

A ifosfamida (IF) é um analogo estrutural da CF
possuindo atividade alquilante ap6s ativagdo enzimatica.
Apesar da ifosfamida apresentar carcinogenicidade em
animais, ndo ha evidencias desta propriedade em huma-
nos sendo assim classificada pela IARC como constituinte
do grupo 3. Entretanto, devido a sua semelhanca estrutu-
ral com a CF a IF pode ser considerada como um suspeito
carcindgeno (27).

A doxorrubicina (DOX0) é um antibidtico citotéxico
do grupo das antraciclinas, isolado a partir de culturas
de Sreptomyces peucetius e, presume-se que este farmaco
se ligue a acidos nucléicos por intercalacdo especifica no
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nicleo planar da antraciclina com a dupla hélice do DNA.
De acordo com a IARC, os derivados de antraciclinas sao
provavelmente carcindgenos para humanos, sendo classi-
ficado no grupo 2 A isto &, suficientes evidéncias de carci-
nogenicidade em animais mas, insuficientes em humanos
(28)

Os antimetabélitos disfarcados como construtores
de DNA e outros componentes vitais as célula impedem
que o DNA se replique adequadamente levando a morte
celular. (20). A 5-fluoruracila (5-FU) pertencente a classe
dos antimetabélitos, e age bloqueando a sintese de ti-
midina com acdo especifica na fase S do ciclo de divisdo
celular (2).

0 metotrexato € um analogo estrutural do acido
folico utilizado na terapia de tumores e leucemias. Re-
centemente esta sendo utilizado como agente imunossu-
pressor em transplantes de 6rgaos, tratamento de doencas
auto-imunes e na terapia contra asma crénica (23). Atua
inibindo a diidrofolato redutase, enzima necessaria para
a sintese de nucleotideos e aminoacidos. Assim, reduz a
sintese de DNA, inibe a mitose e a proliferacdo de células
de divisdo rapida, como sdo as da epiderme e da medula
6ssea (15).

E recomendado que alguns destes farmacos sejam
monitorados, sob o ponto de vista toxicoldgico, especial-
mente aqueles que estdo classificados como carcinégenos.
Por outro lado, outros farmacos também podem ser moni-
torizados dependendo da freqiiéncia e da dose em que sdo
utilizados (29).

No ambito ocupacional, durante a fase de prepara-
cdo dos farmacos algumas operacdes sdo particularmente
de risco: a abertura da ampola, a extracdo da agulha do
frasco (pode formar aerossol), a expulsao de ar da serin-



ga, a transferéncia do farmaco de um frasco a outro ou a
uma bolsa de infusdo por meio da seringa ou agulha e o
descarte incorreto do frasco parcialmente utilizado. Na
fase de administracdo do farmaco, a exposicdao pode ser
verificada durante a sua insercao no defluxor e/ou durante
a expulsdo do ar da seringa, por formacdo de aerossol ou
por contato cutdneo direto (4).

Os farmacos antineoplasicos podem ser absorvidos
pela inalacdo dos aerossbis formados e dispersos no am-
biente de trabalho e através da via dérmica, que é consi-
derada uma das principais vias de introducdo, pelo contato
prolongado com superficies e/ou indumentérias contami-
nadas. Tratando-se de farmacos dotados de acdo genoto-
xica, ndo é possivel estabelecer uma relacdo dose-efeito,
porém é notorio que a exposicao dos trabalhadores, mesmo
em baixas doses, é considerada indevida (1).

A contaminacdo por CF foi detectada em ambien-
tes hospitalares como, por exemplo, em farmacias e em
setores que manipulam farmacos antineoplasicos. “Wipe
sampling” é uma maneira comum de monitorar superficies
contaminadas. Um grande ndmero de métodos, utilizando
“wipe sampling”, est4 sendo utilizado e a CF foi detectada
como um contaminante de superficies em varios locais de
trabalho onde esta foi investigada. Os “pads” sdo também
bastante utilizados para a monitorizacdo de exposicao.
Estes sdo tecidos semelhantes a gaze colocados sobre e
sob as vestimentas, para verificar a possivel contaminacao
de zonas especificas do corpo do trabalhador (24).

A determinacdo dos farmacos antineoplasicos em
diferentes matrizes requer métodos validados principal-
mente quanto ao limite de deteccdo e quantificacdo, ja
que a exposicao, algumas vezes, é a baixas concentragoes
(26) (4). A maioria dos métodos para a determinagdo dos
antineoplasicos ainda ndo estd validada adequadamente
(28). E, ainda, poucos farmacos tém sido monitorados
apesar do protocolo de tratamento quimioterapico estar
em constante evolucao.

Larson, Khazaeli & Dilon (2002) sugerem que o
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia pode
ser utilizado para a determinacdo de antineoplasicos em
amostras wipe test. Paralelo a isto, Larson et al. (2003)
discutem a existéncia de numerosos métodos para a de-
teccdo e a quantificacdo de farmacos antineoplasicos,
todavia, sendo a maioria destes, capaz de analisar o far-
maco isoladamente, sendo reduzido o nimero de métodos
eficientes para a determinacdo simulténea destes agentes,
caracteristica esta importante analiticamente em vista da
crescente utilizacdo da terapia combinada para o trata-
mento do cancer.

Esses mesmos autores desenvolveram um método
de determinacdo simultdnea para cinco antineoplasicos
(5-FU, CF, IF,DOXO0 e paclitaxel (taxol)), por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Com eluicdo gradiente,
houve separacdo cromatografica e os limites de deteccao

(LD) obtidos foram para 5-FU, CF, IF e DOXO de aproxima-
damente 0,5 pg/mL e para o paclitaxel de 2 pg/mL (13).

Minoia et al (1998) determinaram por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-MS/MS) e utilizando solu¢ao de acetato de
etila para limpeza da superficie de trabalho, CF, em filtros
de ar, e IF em “wipe sampling”, “pads” e luvas. Obtiveram,
respectivamente, LD de 2 ng/m? de filtros e 1 ng/dm? de
“wipe sampling” e “pads” e 0,02 pg/ par de luva.

Schumaus et al. (2002) analisaram simultaneamente
CF e IF em “wipe sampling” por cromatografia gasosa aco-
plada a espectrometria de massas (CG-MS/MS) utilizando
30 mL de acetato de etila para extracdo de filtros de ar e
obtiveram recuperacdo de 60 a 100% para os analitos.

McDevitt, Lees & Mcdiarmid (1993) utilizaram solu-
cao de metanol: agua (40: 60) na extracdo de CF de filtros
de ar e “wipe sampling” e analisando as amostras por
CLAE-UV, conseguindo LD de 0,06-03 pg/m* em amostras
de ar e 0,003-0,025 pg/cm? em amostras de superficies de
100-900 cm?.

Na determinacdo de MTX e 5-FU por CLAE-UV, Ses-
sink et al. (1992) utilizaram solucdo de NaOH 0,03 M e
obtiveram como LD para a 5-FU um valor de 0,1 ng/cm?
de “wipe sampling” colocados no chdo, 0,04 ng/cm?em
“wipe sampling” dispostos sobre a superficie de trabalho,
0,3 pug em “wipe sampling” em pisos e embalagens dos
farmacos e 0,7 pg/par de luva analizado. Para o MTX
obteve-se limites de deteccdo maiores, de 1,0 ng/cm? de
“wipe sampling” colocados no piso e 4,0 ng/cm?em “wipe
sampling” dispostos sobre a superficie de trabalho, 3 pg
em “wipe sampling” colocados nas embalagens dos farma-
cos e 6 pg/par de luva analisado.

Connor et al. (1999) também utilizaram solucao de
NaOH 0,03 M para limpeza de superficie e detec¢ao de CF,
IF, por cromatografia gasosa com espectrémetro de massa
(CG-MS/MS) obtiveram limite de deteccdo de 0,1 ng/mL
de extrato para os dois analitos e na determinacdo de
5-FU por CLAE-UV, obteve-se limite de deteccdo de 20 ng/
mL de extrato.

A partir da revisao da literatura foi possivel observar
que é crescente a utilizacdo de farmacos antineoplasicos
na pratica clinica e, em terapia combinada entre duas ou
mais destas substancias quimicas. Em contrapartida, isto
constitui importante risco quimico tanto para os pacien-
tes, pois podem levar a uma neoplasia secundaria, quanto
para o pessoal envolvido no preparo e na administracdo
destas substancias aos pacientes com cancer.

Assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver,
otimizar e validar método analitico para a determinacdo
simultanea dos farmacos antineoplasicos doxorrubicina,
ciclofosfamida, 5-fluoruracila, ifosfamida e metotrexato
em matrizes ndo bioldgicas (superficies) visando sua apli-
cacao na avaliacdo da exposicao ocupacional e ambiental
a tais agentes.
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MATERIAL E METODO

2.1. REAGENTES SOLVENTES E APARELHAGEM

Para o desenvolvimento do método utilizamos pa-
drdes dos farmacos, 5-fluoruracila e metotrexato (Aldri-
ch®), doxorrubicina (Adriblastina®), ciclofosfamida (En-
doxan®) e ifosfamida (Holoxan®). Os padrdes foram re-
constituidos em metanol numa solucao de trabalho na
concentracao 1g/L, a partir da qual foram preparadas
novas concentra¢des da faixa analitica.

0 equipamento analitico utilizado foi o cromatdgra-
fo a liquido da Shimadzu® 10AVp, com detector de UV e
DAD, forno com controle de temperatura e inje¢do auto-
matica com loop maximo de 50pL.

Na otimizacdo da técnica cromatografica testamos
diversos reagentes, acetonitrila (ACN), metanol (MeOH)
e acetato de etila (grau HPLC), n-hexano (grau residuo),
isopropanol, diclorometano, hidréxido de sédio (NaOH)
0,03M. Fases mdveis com diversas contituicdes e pro-
porcdes: Agua: metanol(MeOH) (80:20), Tampdo acetato
de aménio 10mM: acetonitrila(ACN): MeOH (70:15:15),
Agua: MeOH: ACN (70:15:15); (55:15:30); (35:25:40);
(35:15:50); (65:15:20); (70:10:20); (35:15:50) com pH
variando de 3 a 6. Fluxos isocraticos de 0,5 e 0,7 mL/
minuto, e diferentes gradientes de vazdo da fase movel,
0,4 mL/min até 10 min e apds 0,9 mL/min, 0,4 mL/min
até 13 min e apds 1,0 mL/min, 0,5 mL/min até 7 min e
ap6s 0,9 mL/min. Colunas cromatograficas da Shim-pak®
CLC-ODS(M) (250 mm x 4,6mm, 5um) e SupelcosilTM
LC-18 (150mm x 4,6mm,5um). Temperatura do forno va-
riando em 35°C, 40°C e a temperatura ambiente. Utiliza-
mos para filtracdo da superficie de limpeza NaOH 0,03M
filtro de solvente aquoso Millipore® GSWPO 1300 (0,22 um
x 13 mm).

2.2. METODOS

Desenvolvemos a principio uma técnica de extracao
liquido-liquido para a extragdo dos analitos do liquido de
limpeza das superficies, a qual denominamos de matriz.
Posteriormente buscando maior concentracdo dos analitos
e diminuicdes dos custos desenvolvemos a injecdo direta
da matriz.

Testamos para a extracao liquido-liquido dos analitos
NaOH 0,03M (liquido de limpeza de superficies utilizado
por Sessink et al. (2003) (1992) e Connor et al. (1999))
ajustada em pH 3 a 9. Utilizando solventes extratores
isolados, acetato de etila, n-Hexano e diclorometano, e
misturas de solventes, tampao fosfato 10mM pH 4,0 +
acetato de etila (1+5), tampdo fosfato 10mM pH 7,0 +
acetato de etila (1+5), tampao fosfato 10mM pH 8,0 +
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acetato de etila (1+5), acetato de etila: isopropanol (10:
1) e (7: 3), como liquido extrator. Apos varios testes, a
técnica de extracdo dos cinco analitos otimizada esta
descrita a sequir:

Em um tubo de extracao (15 mL), colocou-se 1 mL
de solucdo NaOH 0,03 M fortificada com CF, DOXO, IF, 5-FU
e MTX, na concentracdo de 20ug/mL e ajustada a pH 4.
Adicionou-se 2,5 mL da mistura extratora acetato de eti-
la: isopropanol (7: 3). Em seguida, o tubo foi agitado no
vortex por 2,5 minutos havendo entdo separacdo das fases
organica e inorganica. A fase organica foi entdo transfe-
rida para um béquer afunilado enquanto a fase aquosa
passou por mais um processo de extracdo adicionando-se
a ela, outra aliquota de 2,5 mL de mistura extratora e
agitacdo por 2,5 minutos. No final foi desprezada a fase
aquosa. A fase organica resultante das extracdes foi entdo
levada a secura em N,. O residuo foi ressuspenso em 200
pL de fase movel e 50 plL foram injetados para analise no
cromatégrafo.

Testou-se também a injecdo direta da matriz (NaOH
0,003M como liquido de limpeza de superficies) contami-
nada com os analitos. Foi avaliado ajuste de pH com HCl
0,1M para 4 e 8, filtracdo em filtro de solvente aquoso
Millipore® GSWPO 1300 (0,22 pm x 13mm) e 50uL foram
diretamente injetados no CLAE. Um outro liquido, todavia
orgdnico, constituido de acetonitrila: metanol (50: 50)
foi testado, podendo ser utilizado para a limpeza das su-
perficies. Como esse ja apresentava pH acido, em torno de
5,5, foi fortificado diretamente com os analitos, seco sob
nitrogénio, ressuspenso em fase movel e injetou-se 50pL
no cromatdgrafo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as condicdes testadas as consideradas satis-
fatorias para a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram: comprimento de onda de 195
nm; coluna Shim-Pak®CLC-ODS(M) C18 (250 mm x 4,6mm,
5um); temperatura ambiente (21°C); fase movel consti-
tuida de agua pH 4,0: metanol: acetonitrila (70:13:17) e
gradiente de vazdo de 0,4 mL/min até 13 min e apds 1mL/
min obtendo tempo de corrida de 31 min para os cinco
analitos.

Para comprovacdo de que estas foram condicoes
otimizadas para os analitos, aplicou-se os parametros
de conformidade do sistema (ndmero de pratos teoricos,
resolucdo, assimetria 10% e fator de capacidade) no cro-
matograma obtido com os cinco analitos nestas condigdes
(Figura 1, Figura 2 e Tabela 2). A seletividade da técnica
pode ser comprovada comparando a Figura 2b com a Fi-
gura 2a, que representa a injecao de fase movel onde nao
se observa picos interferentes no tempo de retencao dos
analitos.



Figura 1. Cromatogramas obtidos a partir da injecao da fase mével constituida de agua
pH 4,0: metanol: acatonitrila (70: 13: 17).

| =

Figura 2. Cromatograma do sistema obtidos com os analitos 5-fluoruracila (5-FU) e me-
totrexato (MTX) na concentracdo de 5 ug/mL e ifosfamida (IF), doxorrubicina (DOXO),
ciclofosfamida (CF) na concentragdo de 100 ug/mL identificados por CLAE-UV nas
condicdes otimizadas.

0 parametro resolucdo foi calculado em relacdo aos
picos a esquerda de cada analito, o que justifica o valor
zero para os analitos 5-FU e IF, conforme pode ser obser-
vado na tabela 2.

Dentre as condicdes testadas com a extracdo liqui-
do-liquido, a que extraiu os cinco analitos na concentra-
¢do de 20 pg/mL e com resolucdo dos picos satisfatérios
foi a mistura extratora acetato de etila: isopropanol (7: 3)
com ajuste de pH da matriz para 4, obtendo-se as sequin-
tes porcentagens de recuperagdo, em triplicata, para os
analitos: CF 103%, DOXO 119%, IF 79%, 5-FU 88% e MTX
112%.

Resultados satisfatorios foram obtidos para a extra-
cdo liquido-liquido, no entanto esta nao foi validada devi-
do ao desenvolvimento simultaneo da técnica de injecao
direta que requer menor custo e de rapida execucao.

Na técnica de injecao direta testou-se uma matriz
aquosa, NaOH, e uma matriz organica, acetonitrila: me-
tanol (50: 50), como liquido de limpeza de superficies.
Dentre elas foi obtido melhor resultado de separacdo dos
analitos MTX e 5-FU com a matriz organica.

Estudos feitos por Larson et al. (2003) para a ava-
liacdo da contaminagdo de superficies demontrou que a
melhor solucdo para extragdo dos analitos foi a mistura de
10% acetonitrila 25% de metanol e 65% de agua milli-Q
tamponada para pH 6,0. 4 mL desta mistura era adiciona-
das a filtros de ar e extraidas por agitacdo por 30 minutos,
resultando em porcentagem de extracdo dos analitos de
100% para CF, IF, 5-FU e paclitaxel e 60% para DOXO.
McDevitt et al. 1999 utilizaram solucdo de metanol e agua
(40:60) para extrair seus analitos de filtros de ar. Minoia
et al (1998) e Schumaus et al (2002) utilizam acetato
de etila para extracdo dos analitos de “wipe sampling” e
filtros de ar.

Para determinar o efeito das matrizes, aquosa ou
organica, no desenvolvimento do método comparou-se es-
tatisticamente a curva de calibracdo dos analitos extraidos
de sua matriz (acetonitrila: metanol (50: 50)) com a curva
dos analitos puros (secos e ressuspensos em fase movel).
As curvas foram construidas com as médias das areas das
sextuplicatas das 6 concentracgdes. O teste estatistico utili-
zado foi o teste “t” (com 95% de confianga) cujo objetivo
é testar a igualdade entre duas médias, no caso, a média
dos valores dos coeficientes angulares (a) e lineares (b).
Conforme pode ser observado na Tabela 3, para os farmacos
MTX e 5-FU, os valores de p foram menores que 0,05, de-
monstrando assim diferenca estatisticamente significativa
entre os coeficientes angulares das retas. Isso evidencia
que a natureza da matriz, aquosa ou organica, interfere nos
resultados obitidos. Em vista da maior possibilidade de con-
centracdo dos analitos e obtencdao de melhores resultados,
em termos de deteccdo dos analitos, quando comparado
a outros métodos com utilizacdo de matrizes aquosas,
optou-se por utilizar a matriz organica para a determinacao
simultanea dos analitos e validacdo do método.

Tabela 2. Parametros de conformidade do sistema* obtidos com os analitos 5-fluoruracila (5-FU) e metotrexato (MTX)
na concentracdo de 5 pg/mL e ifosfamida (IF), doxorrubicina (DOX0), ciclofosfamida (CF) na concentracdo de 100 pg/
mL identificados por CLAE-UV nas condi¢des otimizadas.

Analitos Tempo retencéo Pratos tedricos Resolucao Assimetria Fator de capacidade
(N) (Rs) M (LY
5-FU 7,8 3456 0,0 1,4 6,8
MTX 9,4 3388 2,6 2,1 8,4
IF 26,1 27719 0,0 1,1 25,1
DOXO 271 28566 1,6 1,1 26,9
CF 28,9 26807 2,7 1,2 27,9

*Valores de referéncia: N >2000; Rs >2; 0,5<T<2; k > 2 (21).
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Tabela 3. Comparacdo entre os coeficientes angulares das retas obtidas para os farmacos antineoplasicos diluidos em

diferentes matrizes.

Coeficiente angular

Coeficiente angular

RTEED Matriz aquosa Matriz organica kT e
metotrexato 838,1 521,66 0,0178
5- fluoruracila 532241 299408 0,0463
doxorrubicina 50639 51983 0,8772
ciclofosfamida 10692 11559 0,3482
ifosfamida 10991 12821 0,0885

* teste t, 95% de confianca

A seletividade da técnica com auséncia picos inter-
ferentes nos tempos de retencdo dos analitos e a resolu-
¢do dos picos podem ser observado nos cromatogramas
representados na Figura 3 e 4 respectivamente. Uma vez
que esta foi a condicdo considerada satisfatoria e mais
rapida execucdo que a extracdo liquido-liquido optou-se
por validar o método utilizando-a.

Figura 3. Cromatograma do branco de extracdo da injecdo direta da Matriz ACN:
MeOH(50:50).

T

5FU
|

| |

|

» ||; ||I £ o

W

Figura 4. Cromatograma da injecao direta da matriz ACN: MeOH(50: 50) obtidos com
os analitos 5-fluoruracila (5-FU) e metotrexato (MTX) na concentracdo de 10 ug/mL e
ifosfamida (IF), doxorrubicina (DOXO0), ciclofosfamida (CF) na concentragao de 20 ug/
mL identificados por CLAE-UV nas condicdes otimizadas.

Para o estudo de linearidade foi realizada a conta-
minacdo da matriz acetonitrila: metanol (50: 50) com
os analitos CF, DOXO, 5-FU, IF e MTX. Devido a maior
resposta no detector UV os analitos 5-FU e MTX foram es-
tudados no intervalo de 0,25 a 10 pug/mL e CF, DOXO e IF
contemplando o intervalo de 0,5 a 20 pg/mL. Obtivemos
para os cinco analitos valores satisfatorios de coeficien-
te de correlacdo linear que podem ser observados nas
Figuras 5 e 6. Este parametro permite uma estimativa
da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proxi-
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mo de 1,0, menor a dispersdao do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados.

0 limite de deteccdo (LD) e quantificacao (LQ) para
os analitos estudados foram determinados a partir da cur-
va analitica em que os valores do desvio padrdo do branco
(DP) e o coeficiente angular da curva (b) sao inseridos
na férmula LD = (DP x 3)/ b calculando-se assim o limite
de deteccdo, e o limite de quantificacdo, determinado

y = 597902x + 6698,4

5-fluoruracila
a) 2>
R® = 0,9999

7.000.000
6.000.000
5.000.000
4.000.000
3.000.000
2.000.000
1.000.000

Area

o 2 4 6 8 10 12
Concentragao (ug/mL)

b) Metotrexato
y =417030x - 39640

R? = 0,9998
9.000.000
8.000.000
7.000.000
6.000.000
5.000.000
4.000.000
3.000.000
2.000.000
1.000.000

O 1

o 5 10 15 20 25

Concentracao (ng/mL)
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C) Ifosfamida

y = 12890x - 4295,5
300.000 R? = 0,9986
250.000
200.000

150.000

Area

100.000
50.000

0 + d
(o] 5 10 15 20 25
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Figura 5. Gréaficos de linearidade obtidos com a injecado direta da matriz acetonitrila:metanol
(50:50) em sextuplicata para os analitos 5-FU (a) e MTX (b) contemplando o intervalo de 0,25 a
10pg/mL e IF (c), contemplando o intervalo de 0,5 a 20ug/mL.



a) Doxorrubicina
y =51904x - 12814
1.200.000 Re = 0.9997
1.000.000
g 800.000
.E 600.000
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o 1
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b) Ciclofosfamida y = 11413x - 6341,3
R2 = 0,9974
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Figura 6. Graficos de linearidade obtidos com a injecdo direta da matriz acetonitrila:metanol
(50:50) em sextuplicata para os analitos DOX0 (a) e CF (b) contemplando o intervalo de 0,5 a
20ug/mL.

seguindo o mesmo procedimento adotado para o limite de
detecgdo. Sendo que o LQ corresponde a dez vezes o des-
vio padrdo do branco (LQ = (DP x 10)/ b). Os resultados
obtidos podem ser observados na Tabela 3.

Larson et al. (2003) desenvolveu um método de de-
terminacgdo simultanea para cinco antineoplasico (5-FU,
CF, IF, DOXO e paclitaxel (taxol)), por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) e os limites de deteccao
obtidos pelos autores foram para 5-FU, CF, IF e DOXO,

de aproximadamente 0,5 pg/mL e para o paclitaxel de
2 pug/mL, com um loop de 500 plL, injetava-se no cro-
matografo uma massa de 0,25 ug para 5-FU, CF, IF e
DOX0 e 1 pg para o paclitaxel. 0 método desenvolvido
apresentou menores limites de deteccdo e quantificagao,
contemplando o intervalo de 0,25 a 10ug/mL para 5-FU
e MTX e 0,5 a 20ug/mL para CF, DOX0 e IF e com loop
de 50 pL foram injetados no cromatdgrafo massas dez
e vinte vezes menores para 5-FU, MTX e CF, IF e DOXO
respectivamente. E de grande importancia que métodos
de determinacdo de contaminacdes os LD e LQ sejam os
menores possiveis.

Para determinar a precisdo intra-corrida (repetibili-
dade) foram analisadas a injecdo direta da matriz (aceto-
nitrila: metanol) contaminada com os analitos conforme
estudo da linearidade. Sendo analisadas as concentracdes
1, 5 e 20 ug/mL para CF, IF, e DOX0 e 0,5, 2,5 e 10 pg/
mL para 5-FU e MTX. Cada concentracdo foi analisada em
sextuplicata. Forneceram coeficientes de variacao (CV)
inferiores ou igual a 15% para as concentra¢des baixa,
média e alta para quase todos os cinco analitos; e para o
limite de quantificagdo, os CVs foram menores que 20%,
como demonstrado pela Tabela 4.

A precisdo intercorrida (precisdo intermediaria)
que indica o efeito das variacdes dentro do laboratério
devido a eventos como diferentes dias ou diferentes ana-
listas ou diferentes equipamentos ou uma combinacao
destes fatores, foi conforme a repetibilidade, em tripli-
cata, em dias diferentes (no decorrer de dezessete dias).
Forneceram coeficientes de variagcdo (CV) inferiores ou

Tabela 3. Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) dos analitos ciclofosfamida (CF), doxorrubicina (DOX0), 5-flu-
oruracila (5-FU), Ifosfamida (IF) e metotrexato (MTX) otbidos através da a curva analitica da injecdo direta da matriz

ACN: MeOH (50:50).

Analitos CF DOXO 5-FU IF MTX
LD (ug/mL) 0,03 0,07 0,04 03 0,4
LQ (ug/mL) 0,1 0,2 0,1 0,9 0,1

Tabela 4. Tabela dos coeficientes de variagdo obtidos através da sextuplicata dainjecdo direta da matrizacetonitrila:metanol
(50:50) para os analitos 5-FU e MTX contemplando o intervalo de 0,25 a 10ug/mL e CF, DOXO e IF contemplando o

intervalo de 0,5 a 20ug/mL.

Coeficiente de variacao (%CV)

Concentracao HIE T Concentracao HTEEE
(ug/ml) CF DOXO IF (ug/mL) 5-FU MTX
1 13,3 15,4 14,3 0,5 8,6 8,8
5 71 4,4 14,6 2,5 21 4,3
20 4,3 2,0 5,7 10 3,1 3,2
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igual a 15% para as concentracdes baixa, média e alta
para os cinco analitos; e para o limite de quantificacao,
os CVs foram menores que 20%, como demonstrado pela
Tabela 5.

Foi escolhido o método da recuperacdo para deter-
minacdo da exatidao do método devido a dificuldade em
se obter materiais de referéncia certificados. Este método
consiste na fortificacdo de uma quantidade conhecida do
analitos em estudo na matriz pré-determinada. No nosso
caso, a matriz, constituida de acetonitrila: metanol (50:
50). Analisou-se a matriz fortificada com concentra¢des
1, 5 e 20 ug/mL para CF, IF e DOXO e 0,5, 2,5 e 10 ug/
mL para 5-FU e MTX (concentra¢des alta, média e bai-
xa). Foram obtidas assim, a partir da equacdo da reta
das curvas analiticas, as concentracdes experimentais
que foram entdo comparadas as concentracdes tedricas
obtendo-se assim a percentagem de exatiddo para cada
concentragdo. Obtendo-se valores entre 85 e 115% para
as concentragdes altas e médias para todos os analitos,
e para as concentracdes baixas apenas os analitos ciclo-
fosfamida, ifosfamida apresentaram valores maiores que
120% (Tabela 6).

Os valores de LD, LQ, precisdo e exatiddo foram
considerados satisfatorios tendo em vista o desenvol-
vimento de um método de determinacdo simultanea e a
maioria dos métodos similares nao estarem adequada-
mente validados.

Foi realizados testes de estabilidade com a técnica
de injecdo direta da matriz organica acetonitrila: metanol
(50:50) para os cinco analitos, no auto-injetor, freezer e
geladeira.

0 teste de estabilidade no auto-injetor foi reali-
zado injetando-se novamente, ao fim de oito horas de
trabalho, as primeiras amostras, na concentracdo de 2
ug/mL, que foram injetadas no inicio das analises. Este
teste foi feito ja que todas as amostras sdo preparadas
inicialmente e colocadas no auto-injetor. 0 teste visa
entdo verificar se as Gltimas amostras a serem analisa-
das em um somatério de corridas analiticas de duragdo
média total de dez horas nao sofreriam influéncia em
sua constituicao devido as condicdes de armazenagem e
temperatura.

Os testes de estabilidade no freezer e na geladeira
analisam a estabilidade a longo prazo, ou seja, avalia se
as amostras prontas para serem injetadas no CLAE (ja
ressuspensas em fase mével) sofrem alteragdes de suas
propriedades quando armazenas em freezer e em geladeira
durante dezessete dias. Apds uma corrida analitica sdo
guardados “vials” nas concentragdes 5 nug/mL (em tripli-
cata) em freezer e em geladeira. Estes mesmos “vials”,
apo6s dezessete dias, foram entdo injetados novamente e
a area obtida é comparada a area de dezessete dias atras.
Estas amostras foram armazenadas bem fechadas e com
protecao a luz.

Tabela 5. Tabela dos coeficientes de variacdo obtidos com as sextuplicatas da injecdo direta da matriz acetonitrila:metanol
(50:50) para os analitos 5-FU e MTX contemplando o intervalo de 0,25 a 10ug/mL e CF, DOXO e IF contemplando o

intervalo de 0,5 a 20ug/mL.

Coeficiente de variacao (%CV)

Concentragao Analitos Concentragao Analitos
(ug/mL) CF DOXO IF (ug/mL) 5-FU MTX
1 15,3 6,1 9,6 0,5 7.9 7,6
5 3,4 1,8 41 2,5 2,1 1,5
20 1,8 1,7 0,8 10 1,0 1,9

Tabela 6. Valores de exatiddo obtidos através da sextuplicata da injecdo direta da mariz acetonitrila:metanol (50:50)
para os analitos ciclofosfamida (CF), doxorrubicina (DOX0), 5-fluoruracila (5-FU), ifosfamida (IF) e metotrexato (MTX).

% Exatidao

Concentracao HE Concentracao T
(ug/ml) CF DOXO IF (ug/mL) 5-FU MTX
1 1221 110,4 126,3 0,5 118,5 97,2
5 95,1 96,8 101,5 2,5 97,5 100,6
20 101,8 100,2 100,7 10 100,3 100,3
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Com relacdo a estabilidade o metotrexato e a ci-
clofosfamida ndo se mostraram estaveis apos oito dias
guardados em freezer e apds oito dias guardados em
geladeira a 5-fluoruracila e doxorrubicina nao demonstra-

ram estaveis. Apenas a ifosfamida demontrou-se estavel
por oito horas em contato com a fase mével e mantida a
temperatura ambiente, conforme observado na Tabela 7 e
Figuras 7 a 15.

Tabela 7. Dados de estabilidade obtidos com os analitos na concentracdo de 5ug/mL em freezer, geladeira e de 2pg/

mL no auto-injetor.

ANALITO FREEZER GELADEIRA OUTO-INJETOR
5-FU 8 dias < 8dias <8 horas
MTX <8 dias 8 dias <8 horas

IF 17 dias 17 dias estavel
DOXO 17 dias < 8dias <8 horas
CF < 8 dias 8 dias <8 horas

Estabilidade 5-FU em freezer Estabilidade IF em freezer
2.400.000 90.000
L4 80.000
2.200.000 ——— Média —— Meédia
8 2.000.000 — Média + 1 DP g 70000 - — Meédia + 1 DP
a ——— Média + 2 x DP <‘- 60.000 ——— Média + 2 DP
1.800.000 ———Média - 1 DP 50.000 ——— Média - 1 DP
——— Média - 2 DP ——— Média - 2 DP
1.600.000 ! x 40.000 !
1.400.000 -+ 30.000 -+
9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07 9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
Tempo (dias) Tempo (dias)
Figura 9. Gréficos de estabilidade em freezer da ifosfamida na concentracéao de
Estabilidade 5-FU em geladeira 9 ¢
5ug/mL.
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-
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& - 80.000
- ——— Meédia - 2 x DP Meédia
1.350.000 1 § 70000 . . — Meédia + 1 x DP
9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07 .E 60.000 — Média + 2 x DP
Tempo (dias) 50.000 ——— Média - 1 x DP
——— Média - 2 x DP
40.000
N . - . . 30.000 +
Figura 7. Gréficos de estabilidade em freezer e geladeira da 5-fluoruracila na concen- 9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
tracdo de 5ug/mL. Tempo (dias)

Estabilidade MTX em freezer
2.500.000
-
2.000.000 —— Média
H ——— Meédia + 1 DP
E 1.500.000 —— Média + 2 DP
——— Média - 1 DP
1.000.000 —— Média - 2 DP
-
500.000 —+
9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
Tempo (dias)
Estabilidade MTX em geladeira
2.440.000
-
—— Meédia
1.940.000 .
o ——— Meédia + 1 DP
4 — Média + 2 DP
1.440.000 N
< —— Meédia - 1 DP
©40.000 Média - 2 DP
e Série6
440.000 -+ -
©/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
Tempo (dias)

Figura 10. Gréficos de estabilidade em geladeira da ifosfamida na concentracao de
5ug/mL.

Estabilidade DOXO em freezer
280.000
)
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; 240.000 — Meédia + 2x DP
— Meédia - 1 x DP
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Tempo (dias)
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Figura 8. Gréficos de estabilidade em freezer e geladeira do metotrexato na concen-
tracéo de 5ug/mL.

Figura 11. Gréficos de estabilidade em freezer e geladeira da doxorrubicina na con-
centracao de 5ug/mL.
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Figura 12. Gréficos de estabilidade em freezer e geladeira da ciclofosfamida na con-
centragao de 5ug/mL.

Estabilidade 5-FU apés 8 horas
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Figura 13. Gréfico de estabilidade no auto-injetor da 5-fluoruracila na concentracéo de
2 pg/mL, apds oito horas de trabalho.
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Figura 14. Gréfico de estabilidade no auto-injetor dos analitos metotrexato (a), ifosfami-

da (b), doxorrubicina (c) na concentragao de 2 ug/mL, apés oito horas de trabalho.

20 Infarnma, uat, w172, 2009

Estabilidade CP apés 8 horas
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Figura 15. Gréfico de estabilidade no auto-injetor da ciclofosfamida na concentracédo
de 2 ug/mL, apds oito horas de trabalho.

Com os testes de estabilidade pode-se concluir que
na utilizacdo do método desenvolvido as amostras devem
ser analisadas até oito horas ap6s contato com a matriz
organica acetonitrila: metanol (50;50), se mantidas a
temperatura ambiente, ou quando conservadas, esta deve
ser preferencialmente em freezer, onde obtivemos maior
ndmero de analitos conservados por maior tempo.

CONCLUSOES

As condicdes otimizadas para o método analitico
utilizando a cromatografia liquida (CLAE) foram: deteccdo
a 195 nm (UV), coluna Shimpak® CLC-ODS(M) C18 (25 cm
X 4,6 mm, 5um), fase moével constituida de agua pH 4,0:
acetonitrila: metanol (70:17:13, v/v), vazdo de 0,4 mL/
min até 13 minutos e 1 mL/min até o fim da corrida cro-
matografica.

Foram obtidos resultados satisfatérios para a de-
terminacdo simultanea dos farmacos estudados, com a
extragdo liquido-liquido utilizando-se com acetato de eti-
la: isopropanol (7:3), quando se utilizou matriz aquosa
(NaOH) ajustada a pH 4,0, para a limpeza das superficies
de trabalho, como bancada.

Quando foi utilizada a matriz organica, acetoni-
trila: metanol (50:50), para a limpeza de superficies de
trabalho, e a injecdo direta dessa, sem prévia extracdo,
os resultados também foram satisfatorios, em relacdo aos
pardmetros estudados, podendo esse ser utilizado para
aplicagdes em amostras reais.

0 método demonstrou-se linear para a 5-FU e MTX
no intervalo de 0,25 a 10 ug/mL e para DOXO, CF e IF no
intervalo de 0,5 a 20 ug/mL, com coeficientes de corre-
lagdo linear superiores a 0,99. A exatiddo variou de 85 a
120% para quase todos os analitos. A repetibilidade e a
precisdo intermediaria apresentaram coeficientes de va-
riacdo inferiores a 15% para a maioria dos analitos.

0 método validado é rapido, de facil execucao e bai-
X0 custo e pode ser empregado na avaliacdo da exposicdo
ocupacional e ambiental dos farmacos antineoplésicos,
metotrexato, 5-fluoruracila, ifosfamida, doxorrubicina e
ciclofosfamida.
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