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RESUMO

Os farmacos citotoxicos para tratamento de neoplasias, implicam,
genericamente, uma preparagao prévia. Esta preparagéo esta associada a potenciais
riscos para a saude dos profissionais que manipulam os farmacos citotdéxicos de forma
rotineira. Os trabalhos realizados no dmbito desta dissertagdo tiveram como principais
objetivos o desenvolvimento de um método de baixo custo que permita o treino e
monitorizacao dos profissionais que manipulam farmacos citotoxicos e a validagao e
aplicagdo de um método analitico para detecdo de ciclofosfamida em superficies
potencialmente contaminadas. Para a realizagao do primeiro trabalho, e com o objetivo
de simular a ocorréncia de eventuais derrames, foi comparada a fluorescéncia sob luz
ultravioleta e a absorvancia em espectrofotometria UV/vis, de agua ténica
comercialmente disponivel (6 produtos de 3 diferentes marcas), com as de um marcador
fluorescente, o dicloridrato de quinina. Para avaliar a adequagéo da agua toénica em
substituicao do dicloridrato de quinina, foram ainda questionados 12 profissionais que
realizaram um protocolo de simulagdo de manipulagdo de farmacos citotéxicos com
agua ténica. No segundo trabalho experimental, foi realizada uma validagdo de um
método analitico para detecao de ciclofosfamida por HPLC-DAD. Os resultados obtidos
no primeiro trabalho revelaram que, independentemente da marca, a agua ténica
comercialmente disponivel e ausente de corantes, & visivel sob luz ultravioleta e
apresenta absorvancia entre os 300nm e os 400nm. Entre os participantes, 92% (n=11)
consideraram o protocolo como “muito adequado” ou “totalmente adequado” para
auxiliar no reconhecimento de locais mais suscetiveis de contaminagdo. Durante a
simulagao, 58% dos profissionais (n=7) tiveram derrames com agua ténica. O método
analitico para detegao de ciclofosfamida foi validado quanto a linearidade, precisao intra-
dia (92-98%) e inter-dia (91-98%), exatidao (80-106%), recuperagdo (97-114%) e
sensibilidade (LD = 0,089 ug/cm?; LQ = 0,269 ug/cm?). Foram analisadas 50 amostras
reais de um hospital do Norte de Portugal e todas apresentaram valores inferiores ao
LD. Conclui-se que a agua ténica, é uma alternativa viavel e de facil acesso para treino
e monitorizacdo da manipulagao de farmacos citotéxicos. Através da monitorizagéo
analitica, verifica-se ainda que, apesar da ocorréncia de derrames durante a
manipulacdo, a adogdo de cuidados de limpeza adequados nos espagos onde se
recebem e manipulam citotoxicos permite que se limite drasticamente a sua deposi¢cao

nas superficies.

Palavras-chave: Citotoxicos, exposi¢cdo ocupacional, métodos analiticos, toxicologia



ABSTRACT

The cytotoxic drugs for the treatment of cancer usually require a previous
preparation. This preparation is associated with potential health risks for the
professionals that routinely handle cytotoxic drugs. The work carried out in this
dissertation had as main objectives the development of a low-cost method that allows
the training and monitoring of professionals who handle cytotoxic drugs and the
validation and application of an analytical method for the detection of cyclophosphamide
in potentially surfaces. For the first work, to simulate eventual spills during manipulation,
the fluorescence under ultraviolet light and the absorbance in UV/vis spectrophotometry,
of commercially available tonic water (6 products of 3 different brands) were compared
with those of the fluorescent marker, quinine dihydrochloride. To evaluate the suitability
of tonic water as a substitute for quinine dihydrochloride, 12 professionals were also
questioned and performed a simulation protocol of cytotoxic drug manipulation using
tonic water. In the second experimental work, the validation of an analytical method for
detection of cyclophosphamide by HPLC-DAD, was performed. The results obtained in
the first work revealed that, regardless of the brand, tonic water commercially available
and absent of dyes, is visible under ultraviolet light and shows absorbance between
300nm and 400nm. Among the participants, 92% (n=11) considered the protocol as "very
adequate" or "totally adequate" to assist in the recognition of sites most susceptible to
contamination. During the simulation, 58% of professionals (n=7) experienced spills with
tonic water. The analytical method for detection of cyclophosphamide was validated for
linearity, intra-day (92-98%) and inter-day (91-98%) precision, accuracy (80-106%),
recovery (97-114%) and sensitivity (LOD = 0.089 pg/cm2; LQ = 0.269 ug/cm?2). Fifty real
samples from a hospital in Northern Portugal were analysed and all showed values below
the LOD. We conclude that tonic water is a viable and affordable alternative for training
and monitoring cytotoxic drug manipulation. With the analytical monitoring, it was also
found that, despite the occurrence of spills during handling, the adoption of proper
cleaning procedures in the areas where cytotoxic drugs are received and handled allows

a drastic limitation of their deposition on surfaces.

Keywords: Cytotoxic agents, occupational exposure, analytical methods, toxicology
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.1 Enquadramento

No ano de 2020, em todo o mundo, foram diagnosticados cerca de 19,3 milhdes
de novos casos de cancro e registaram-se quase 10 milhdes de mortes por cancro (1).
Nao obstante ser ja a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e nos paises
sub-desenvolvidos, a tendéncia é para os numeros piorarem atendendo ao aumento e
envelhecimento da populagdo, bem como aos reconhecidos fatores de risco como o
tabagismo, obesidade, inatividade fisica e alteragao de padrdes de reprodugéo devido
a urbanizagao e desenvolvimento econoémico (2, 3). Para além disso, o diagndstico das
neoplasias é efetuado de forma cada vez mais precoce. Face ao exposto, e atendendo
a que a quimioterapia € o tratamento de primeira linha para varios tipos de cancro, tem
ocorrido um aumento da administragdo deste tipo de farmacos, existindo mais de 100
farmacos diferentes com indica¢des terapéuticas relacionadas com cancro. Desta
forma, a exposigao dos profissionais de saude envolvidos na manipulagao dos farmacos
citotoxicos, imunoterapicos e anticorpos monoclonais tem também sido cada vez maior
(4, 5).

Os farmacos citotdxicos comercializados sob a forma de solugdes prontas para
administracdo ou de pds (para posterior reconstituicdo em solugéo) requerem sempre
manipulacdo individualizada para cada paciente antes da sua administragdo como
infusdes diretas ou bodlus. Os farmacos utilizados em tratamentos de quimioterapia
foram ja amplamente caracterizados quanto ao seu potencial carcinogénico,
teratogénico e mutagénico (4, 5). Com efeito, a agdo farmacoldgica dos agentes
citotéxicos que geralmente envolve algum dano genético nas células tumorais
(nomeadamente afetando a capacidade de replicacdo celular e promovendo a
apoptose), nao € especifica, podendo induzir o mesmo espectro de efeitos sobre as
células ndo tumorais. Consequentemente, podem ser observados efeitos adversos
graves nos individuos responsaveis pela preparagao, transporte e administracdo da
quimioterapia, bem como nos elementos responsaveis pela limpeza, lavagem e
eliminagéo de residuos hospitalares (4, 5). Apesar da extensa caracterizagdo no ambito
da sua aplicagao clinica, as relagdes dose-efeito quanto ao potencial carcinogénico,
mutagénico e teratogénico dos farmacos citotdxicos para concentragdes muito inferiores
as terapéuticas nao estdo igualmente bem documentadas. Uma vez que os farmacos
citotoxicos sao geralmente caracterizados por elevada eficacia, perspetiva-se que a
exposi¢ao, mesmo em pequenas doses, possa originar efeitos nefastos para a saude
dos individuos, especialmente se esta exposic¢ao for reiterada (4, 6). Foram ja descritos
em varios estudos multiplos efeitos adversos associados a exposi¢cao ocupacional aos

farmacos citotoxicos, destacando-se entre os efeitos secundarios agudos, as tonturas,
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nauseas, dores de cabega, dermatite e desregulagdo hormonal; e entre os efeitos
secundarios cronicos os danos a nivel renal, hepatico, pulmonar e cardiaco, os efeitos
negativos na reproducdo, nomeadamente a infertilidade e limitagbes e alteragbes no
desenvolvimento fetal (abortos, malformagdes, entre outros), deficiéncia auditiva e
cancro (5, 7-14).

Varios autores assumem que sao os enfermeiros, os farmacéuticos e os técnicos
de farmacia, aqueles que se deparam com um maior risco de exposi¢ao (5, 15). Este
risco é resultante da possivel formagao de aerossois e inalagdo de ar contaminado, por
contacto transdérmico com superficies, materiais ou equipamentos contaminados e
ainda por lesbes originadas por picagens acidentais com agulhas (4). Considerando a
adocao de procedimentos preventivos e a utilizacdo de equipamentos que aumentam a
segurancga dos profissionais, a via de exposi¢gao mais frequente e mais problematica &
a via transdérmica (6, 16).

Tendo em conta as consequéncias potenciais da exposigdo ocupacional aos
farmacos citotoxicos, varias organizagbes como a International Society of Oncology
Pharmacy Practitioners (ISOPP), a Occupational Safety and Health Administration
(OSHA) e a National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) recomendam
a adogdo de varios procedimentos preventivos no ambito da manipulagéo,
armazenamento e transporte de farmacos citotoxicos. De entre as varias
recomendacdes, podem destacar-se: (i) a publicacdo de uma lista identificativa dos
farmacos citotéxicos; (ii) a existéncia de instalagbes proprias para reconstituicdo estéril
de citotoxicos em camaras de fluxo laminar verticais do tipo IIB ou de isoladores; (iii) o
uso de dispositivos especiais para a reconstituigdo e administracdo de farmacos
citotoxicos e o uso de equipamento protecao individual (EPI) por parte dos profissionais;
(iv) a monitorizagdo periddica de contaminagcdo quimica e microbiologica e
procedimentos escritos e aprovados para efeitos de preparacdo e administracdo de
farmacos citotoxicos; (v) a limpeza das salas, manuseamento de residuos e modo de
atuagdo em caso de derrame, extravasamento e/ou outros incidentes; (vi) e a realizagéo
regular de atividades de formacao, treino e avaliagcao dos profissionais que manipulam
farmacos citotoxicos (17-19). Particularmente a propésito deste ultimo ponto, é
fundamental que se realize formagao e treino em manipulagédo de farmacos citotoxicos,
antes do inicio de atividade nesta area, e que a competéncia e preparacdo dos
profissionais seja avaliada. Adicionalmente, e numa base periddica, € recomendavel
que os profissionais sejam avaliados quanto aos procedimentos adotados no ambito da
manipulagdo de farmacos citotoxicos (17-20). Os cursos formativos que os profissionais
realizam no ambito da preparacdo de farmacos citotoxicos devem incluir treino de

assepsia rigorosa, técnicas de pressado negativa (relativas a manipulagao de frascos-
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ampola em que € necessaria a gestdo da press&o no seu interior quando manipulados
com agulha), bem como controlos de engenharia primarios (nomeadamente as camaras
de fluxo laminar), secundarios (relativos as salas onde decorre a manipulagéo, e onde
se encontram os controlos de engenharia primarios) e suplementares (tais como os
sistemas de transferéncia fechados e seringas luer-lock). Apos a realizagao da formagao
e treino, os profissionais devem ser alvo de avaliagdo. Podem ser ainda realizados
treinos adicionais, sempre que se considere necessario, como por exemplo em casos
de recegdo de novos equipamentos, novos farmacos, ou caso surjam novos
procedimentos. Todos os testes de treino e avaliagcdo devem ser claramente
documentados como parte do registo de seguranga do trabalhador (17). A formagéao
facultada aos profissionais que trabalham com farmacos citotoxicos deve ser adaptada
para as necessidades do individuo apds a consideracdo da descricdo do trabalho, o
nivel de educagdo anterior e as suas responsabilidades e fung¢des especificas.
Recomenda-se que a formagao seja continua, com a frequéncia de cursos, seminarios,
simpdsios, ou outros eventos de cariz técnico-cientifico, repetida, no minimo,
anualmente, permitindo a cobertura da introdugcéo de novos farmacos e a introdugao ou
alteracao de qualquer técnica (20).

O treino em manipulacdo de farmacos citotdxicos pode dar importantes
indicacbes dos equipamentos e superficies que, dentro da camara de fluxo laminar onde
ocorre a preparagao, possam estar mais contaminados. Nao obstante, para uma real
identificagdo das superficies e equipamentos em que a deposicdo de residuos de
citotéxicos € mais provavel, foram ja descritos varios métodos que visam a colheita de
amostras e a sua posterior analise (6, 21-23). A técnica de amostragem por limpeza
(“wipe sampling”) tem sido a mais frequentemente utilizada, sendo caracterizada pela
sua simplicidade, eficacia e ampla abrangéncia de citotdxicos que permite recolher (24).
Ja no que diz respeito a métodos analiticos a que se recorre para a detegao de vestigios
de farmacos citotoxicos, existe uma grande diversidade de métodos descritos, incluindo
a espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS), cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) (23), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) (25) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detegéo de arranjo de diodos (HPLC-DAD) (6). A importancia da realizagdo
deste tipo de analises reside ndo s6 na possibilidade de identificacdo de superficies
mais propensas a serem contaminadas, mas também na possibilidade de comparar
procedimentos de limpeza no interior das salas de manipulagédo que se venham a provar
mais eficazes e que consequentemente limitem a acumulagdo de residuos e a
consequente exposigdo ocupacional dos profissionais aos agentes citotoxicos (26).

Face ao elevado numero de farmacos citotdéxicos alvo de manipulagado, os estudos
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realizados tém desenvolvido e validado métodos especificos para alguns dos farmacos
mais habitualmente manipulados nas farmacias hospitalares. Alguns dos estudos mais
recentes, recorrendo a métodos de espectrometria de massa (MS), permitiram a
detecao simultanea de 7 (27), 10 (28), 13 (29) e 23 (30) compostos citotdxicos. Nos
quatro estudos referidos, os farmacos ciclofosfamida, o etopésido e a ifosfamida foram
sempre contemplados nos métodos analiticos desenvolvidos. Estudos que analisaram
um numero mais restrito de compostos, pesquisaram a presenga de residuos de
ciclofosfamida (25, 31), ciclofosfamida e ifosfamida (22), 5-fluorouracilo (5-FU),
ciclofosfamida e doxorrubicina (32) e 5-FU, ciclofosfamida e paclitaxel (6, 21). Verifica-
se, uma vez mais, que a ciclofosfamida & um farmaco habitualmente contemplado na
avaliacao da deposicao de citotdxicos em salas de manipulagao.

De acordo com as recomendag¢des do Parlamento Europeu, apesar de existirem
diferentes normativas e documentos técnicos sobre recomendag¢des quanto a
manipulacdo de citotdxicos, no minimo, os paises membros da Unido Europeia (UE),
devem seguir as regras da (ISOPP (33). Em Portugal, para além do acesso as diferentes
diretrizes internacionais [incluindo as da ISOPP, (17)], € possivel consultar um
documento redigido em portugués, o “Manual de Preparagcdo de Citotoxicos do
Conselho do Colégio de Especialidade de Farmacia Hospitalar” (34). Tal como nas
normas ISOPP, também aqui é referido que o recurso a solugdes fluorescentes é
adequado para efetuar treino e avaliagdo das praticas de manipulagéo de citotdxicos,
sendo reconhecida a importancia do desenvolvimento de procedimentos de
amostragem e de métodos analiticos sensiveis para detetar alguns dos farmacos
citotoxicos mais comumente usados. Tal como anteriormente referido, os farmacos mais
comumente recomendados para serem amostrados como marcadores da contaminagao
geral das superficies incluem, segundo as normas ISOPP, a ciclofosfamida, ifosfamida,
5-FU, metotrexato, paclitaxel, doxorrubicina e medicamentos contendo platina, como
cisplatina e carboplatina (17), e de acordo com o Manual de Preparacao de Citotoxicos
do Conselho do Colégio de Especialidade de Farmacia Hospitalar, o 5-FU, a ifosfamida

e a ciclofosfamida, (34).



1.2 Objetivos e estrutura da dissertagao

Considerando a importancia do desenvolvimento de metodologias analiticas
para monitorizar e melhorar as praticas de manipulagéo segura de farmacos citotdxicos,

com o trabalho experimental desenvolvido na presente dissertacédo pretendeu-se:

(i) desenvolver e avaliar um método seguro, eficaz e de baixo custo, para efeitos
de treino e afericdo da manipulagdo segura de farmacos citotdxicos por parte de
profissionais de farmacia hospitalar;

(i) avaliar as praticas de manipulagéo de farmacos citotdxicos adotadas por parte
dos profissionais de farmacia hospitalar, identificando os materiais e as praticas mais
propensas a derrames;

(i) validar um método para a monitorizacdo analitica de derrames de
ciclofosfamida por HPLC-DAD;

(iv) analisar a disseminagao de ciclofosfamida em espagos em que o farmaco é

alvo de rececgao e de manipulagao, num hospital publico do Norte de Portugal.

Para concretizar estes objetivos realizaram-se dois trabalhos experimentais

distintos e, por este motivo, esta dissertacao encontra-se dividida em cinco secg¢des:

Capitulo | — correspondente a introdugéo geral, plasmada no presente capitulo,
e que permite compreender as motivagbes para o tema escolhido, a definicdo dos
objetivos e a estrutura da dissertagéo.

Capitulo Il (Trabalho experimental 1) — correspondente ao desenvolvimento e
avaliagdo de um método para treino e afericdo da manipulagdo de farmacos citotoxicos
por parte de profissionais de farmacia (Estudos A a C) e a avaliagcdo das praticas de
manipulacdo de farmacos citotdxicos adotadas por parte dos profissionais de farmacia
(Estudo D).

Capitulo Il (Trabalho experimental 2) — correspondente a validagdo de um
meétodo de amostragem por limpeza com posterior analise por HPLC-DAD para detegéo
de residuos de ciclofosfamida (Estudo IIl) e realizagdo de prova de conceito com
aplicacao num hospital do Norte de Portugal (Estudo V).

Capitulo IV — correspondente a conclusdao integrada da dissertagéo,
respondendo aos objetivos previamente elencados e apresentando perspetivas de
trabalhos futuros.

Capitulo V — correspondente as referéncias bibliograficas.



Capitulo Il

Trabalho Experimental 1



1.1 Introdugao

A realizagcdo de treino e avaliacdo dos profissionais, na manipulacdo de
citotdxicos, € considerada como fundamental, de acordo com grande parte das linhas
orientadoras. Uma revisao sistematica que analisou os artigos e documentos publicados
entre setembro de 2004 e janeiro de 2017, por varios investigadores e organizagdes,
sobre a manipulagdo segura de farmacos perigosos, verificou que 38 dos 61
documentos incluidos abordavam questdes relacionadas com o treino do pessoal,
sendo o segundo tépico mais frequentemente abordado (apds a preparagdo de
farmacos, abordada em 41 dos documentos incluidos) (35). Algumas das principais
organizagdes que publicaram documentos sobre a manipulagéo de farmacos citotoxicos
como por exemplo, a ISOPP (17), a OSHA (18) e a American Society of Health-System
Pharmacists (ASHP) (20), consideram que as entidades empregadoras devem
obrigatoriamente garantir o treino dos profissionais que manipulam os citotoxicos
previamente a sua introdu¢do na manipulagao e com uma periodicidade minima de um
ano, quando em fungdes. A exposigao dos profissionais pode decorrer devido a inalagéao
de aerossobis, contactos com derrames ou respingos de liquidos e ferimentos por picada
de agulha (17). Apesar de nao se encontrarem descritas exatamente as praticas que
devem ser alvo de treino durante a preparagédo para a manipulagao, parece razoavel
que se incluam analises de derrames de liquidos e se efetuem treinos de manipulagao
com agulhas. Estudos prévios em que se avaliaram as praticas de manipulagéo
concluiram que os maiores derrames decorreram da remogao da agulha dos frascos-
ampola apos aspiragao dos farmacos citotoxicos (36). Nao obstante, sera também
importante avaliar os profissionais na manipulagdo com sistemas de libertagdo de
pressao (vulgarmente designados de “spikes”). Destinados a impedir a disseminagéo de
aerossois, estes dispositivos sao classificados como “sistemas fechados de
transferéncia de farmacos”. A utilizagao destes dispositivos em alternativa as agulhas
garante menor risco de pungédo do operador, maior facilidade na gestdo da presséao
negativa no interior do frasco-ampola, maior eficiéncia na aspiragdo dos farmacos e
menor probabilidade de aerossolizagdo dos agentes citotdxicos (37, 38). Uma das
praticas também frequentemente associada a maior probabilidade de derrames consiste
na transferéncia dos farmacos citotoxicos para os sacos de perfusdo vazios, ou
contendo diluentes como soro fisiolégico ou glicose a 5% (39). Por essa razéo, é
recomendavel a utilizagdo de compressas entre as zonas de conexao das seringas e 0s
sistemas de transferéncia introduzidos nos sacos de perfuséo (18).

No ambito da simulag¢ao da contaminagao das salas de preparagéo de farmacos
citotoxicos, tém sido utilizados marcadores fluorescentes (17). Para o efeito, pode
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recorrer-se a solugbes coradas contendo substancias como a fluoresceina ou a
solugdes que exibem fluorescéncia sob luz ultravioleta (UV), como as solugdes de
quinina (40). Estes testes visam analisar a possivel localizagdo da contaminagéo no
decurso da manipulagdo dos operadores e se necessario, estabelecer e garantir a
eficiéncia de medidas corretivas simples destinadas a preservar o meio ambiente e a
seguranga dos profissionais (39, 40). Neste contexto, o teste de quinina tem sido
recomendado para efeitos de identificagdo da origem de contaminagdes por farmacos
citotoxicos durante a sua manipulagao. Este teste consiste na avaliagdo da fluorescéncia
de cloridrato de quinina, sob luz UV. Uma vez que o padrao analitico de cloridrato de
quinina, de elevada pureza, nem sempre esta imediatamente acessivel e tem um custo
consideravel, o objetivo do presente estudo foi adaptar o teste de quinina recorrendo a
avaliagao de fluorescéncia de uma solugéo de agua ténica, mais amplamente disponivel
e econdmica, e aplicar este teste qualitativo no despiste da possivel disseminacao e
deposigdo em superficies, decorrentes de praticas incorretas durante a manipulagao

dos farmacos citotdxicos.

1.2 Metodologia

1.2.1 Materiais

Para a realizacao deste trabalho foi utilizada uma solucao de cloridrato de
quinina (250 mg/mL) (Labesfal, Portugal); utilizou-se um espectrofotometro
ultravioleta/visivel (UV/Vis) da marca VWR (UV-3100PC) e cuvetes de quartzo (VWR) e
cuba de ultrassons da marca Sonorex. Foi ainda utilizada agua tonica de trés marcas
distintas disponiveis comercialmente, num total de cinco amostras - trés de uma mesma
marca comercial e outras duas de duas marcas comerciais distintas. Para a avaliacado
dos derrames com cloridrato de quinina, que a seguir se descreve, recorreu-se a luz UV
de 300nm-400nm (BeamZ), campo de trabalho apropriado para efeitos de manipulagéo
de citotoxicos (Chemoprotect), agulhas 19G (BD), mini-spike (B Braun), seringas luer-
lock de 30 mL (B Braun), sistemas de transferéncia de liquidos Cyto-Set (B Braun),

sacos para perfuséo de 250 mL (Hospira) e compressas esterilizadas (Bastos e Viegas).



11.2.2 Métodos

Para avaliar a adequacéao da solugdo de agua tonica para realizagéo de testes
qualitativos de derrames e consequentemente das praticas de manipulag¢ao de farmacos

citotoxicos, foram realizados quatro estudos, que a seguir se descrevem.

Estudo A — Efetuou-se a analise espectrofotométrica UV/Vis de trés diferentes marcas
de &gua tonica, comercialmente disponiveis (apds desgaseificacdo em cuba de
ultrassons, por 15 minutos, a temperatura ambiente), bem como de sete solugdes de
quinina (concentragbes de 0,0005 mol/L; 0,001 mol/l; 0,005 mol/L; 0,01 mol/L; 0,05
mol/L; 0,1 mol/L; 0,155 mol/L). As solugdes de quinina foram preparadas por diluigbes
sucessivas da solugédo stock de cloridrato de quinina (250 mg/mL) e recorreu-se a
espectrofotdmetro UV/Vis, para a determinagdo da absorvancia. Foram efetuadas
determinagdes em triplicado, para onze diferentes comprimentos de onda, com

intervalos de 20 nm, entre 300 nm e 500 nm.

Estudo B - No ambito da realizagdo da comparagao qualitativa da fluorescéncia exibida
pela dgua ténica de diferentes marcas e diferentes produtos, foram comparadas as
fluorescéncias exibidas por derrames provocados por 1mL de solugdo aquosa de
cloridrato de quinina de cinco diferentes concentragdes (0,001mol/L; 0,01mol/L; 0,05
mol/L; 0,1 mol/L; 0,155 mol/L), com as fluorescéncias exibidas por derrames de 1 mL de
agua tonica (foram testados trés produtos da marca 1; um produto da marca 2; um
produto da marca 3), sob luz UV de 300 nm-400 nm, em campo de trabalho. As solugdes
de quinina foram obtidas por diluicbes sucessivas da solugdo stock de cloridrato de
quinina (250 mg/mL). Destaque-se que o produto 3 da marca 1, corresponde a uma
agua ténica com corantes, apresentando-se com uma coloragéo rosa. Assim, apesar de
ser proveniente do mesmo produtor (marca 1), ndo corresponde ao mesmo produto de

uma unidade de producgao diferente, tal como habitualmente se distinguem os lotes.

Estudo C — Os profissionais que foram avaliados quanto ao aparecimento de derrames
em fungdo da manipulagdo (no Estudo D, descrito abaixo), responderam a um
questionario constituido por oito questdes relativas a adequacéo percebida do teste de
manipulacdo em que participaram (Anexo I). Os participantes foram informados
oralmente e por escrito quanto aos objetivos do questionario, e consentiram livremente
(Anexo I1). Nao foram colocadas quaisquer perguntas pessoais ou que permitissem a
posterior identificagdo dos participantes, sendo assegurado o seu anonimato. O

consentimento assinado também previa a participagdo no Estudo D, sendo os
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participantes informados oralmente e por escrito quanto aos objetivos da atividade e
quanto ao protocolo procedimental. A realizagdo do estudo foi aprovada pela Comissao
de Etica do Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho, E.P.E. (Documento
aprovado n°® 79/2021) (Anexo lll). As perguntas tiveram em conta as recomendacgodes de
varias diretrizes sobre a educagéao e avaliagdo no dmbito da manipulagao de citotoxicos
que referem que a avaliacdo deve ocorrer antes do inicio de fungbes e com uma
periodicidade minima de um ano (questdes 6 e 7) (20, 41) e que o treino e avaliagao
deve decorrer da forma mais realista quanto possivel, sem recorrer a farmacos

citotdxicos (questdes 4 e 5) (34).

Estudo D - No sentido de avaliar os procedimentos de manipulagao de profissionais com
formacao e treino na area de manipulagao de citotéxicos, foi analisada a presenca de
vestigios de fluorescéncia exibida por agua ténica durante e apds a manipulagao. Foram
incluidos no presente estudo doze técnicos superiores de Farmacia, que efetuaram a
preparagao de um total de 24 sacos de infusdo contendo agua tonica (2 sacos de infuséao
por operador), resultantes de um total de 48 manipulagdes (divididas em procedimentos
de aspiragéo do frasco contendo a agua tonica e procedimentos de aditivagdo no saco
de infusdo). Foram avaliadas 288 superficies de materiais e equipamentos quanto a
presenca de agua tonica durante e apos a manipulagdo. Para efeitos de comparagao,
na realizagao da aspiragao das solugdes, metade das preparagdes foram executadas
com spike, e metade das preparagdes foram executadas com agulha. Ao longo da
avaliagdo, os profissionais podiam, caso detectassem, denunciar a ocorréncia de
derrames, permitindo assim a comparagao da avaliagao feita pelo profissional com a
avaliagao feita pelo investigador.

1.3 Resultados e Discussao

De acordo com estudos anteriores sobre a realizacdo de treino e avaliagao
com a solugdo de quinina (39, 40), para efeitos de verificagdo de derrames (quer da
solugdo original, quer da solugédo diluida), deve ser testada a simulagdo de uma
aspiracao de 2 mL de uma solucéo de quinina 0,1 mol/L e transferéncia para um saco
de soro fisiologico, resultando numa concentracao final de 0,04 mol/L. A fluorescéncia
da solugédo de quinina sob luz UV com comprimento de onda compreendido entre os
300 nm e os 420 nm foi confirmada, em concentragdes compreendidas entre 0,0005
mol/L e 0,155 mol/L (Figura 1).
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Figura 1 - Absorvancia de diferentes concentragdes de solugédo de quinina, determinada
por espectrofotometria UV-Vis

No presente estudo, n&o se realizou a diluigdo da solugéo original porque se
executou a transferéncia da agua ténica para um saco para administragéo intravenosa
vazio (procedimento idéntico ao realizado na manipulagdo de farmacos citotéxicos néo
sujeitos a diluicdo prévia a administragdo intravenosa, tal como doxorrubicina e nab-
paclitaxel). Com a realizacdo do trabalho descrito no presente estudo garantiram-se
menos custos associados ao procedimento porque: (i) a 4gua ténica € mais econdémica
do que a solugao concentrada de quinina comercialmente disponivel e (ii) a utilizagdo
de saco vazio para administragao intravenosa € mais econémica do que a utilizagdo de
sacos de soro fisiolégico. Nao obstante, todos os procedimentos realizados s&o
idénticos em ambos os casos (a diluicdo em saco de soro fisiolégico € idéntica a
transferéncia para saco vazio, ndo aportando riscos acrescidos de derrame). No ambito
da realizacao do Estudo A, foi possivel confirmar a dete¢ao da fluorescéncia exibida por
trés marcas distintas de agua ténica, entre 300 nm e 400 nm. No entanto, e apesar da
relativa homogeneidade entre as diferentes aguas tonicas testadas, os correspondentes
valores de absorvancia foram inferiores aos registados com as solugdes de quinina nas

concentragdes de 0,1 mol/L e 0,05 mol/L (Figura 2).
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Figura 2 - Absorvancia de solugdes de quinina (0,005 mol/L e 0,1 mol/L) e de trés aguas
ténicas comercialmente disponiveis, determinada por espectrofotometria UV-Vis

Tal como esperado, os derrames provocados por solugbes de quinina
exibiram fluorescéncia, sob Iluz UV. Uma observagéo interessante foi que,
aparentemente, a solugéo de quinina com uma concentragao intermédia de 0,01 mol/L,
apresentava maior fluorescéncia comparativamente as restantes concentracoes

testadas (Figura 3).

Quinina 0,001M Quinina 0,01M

Quinina 0,05M Quinina 0,1M Quinina 0,155M

Figura 3 - Inspegéo visual de derrames propositadamente provocados por 1mL de agua destilada (A -
Branco) e 1mL de diferentes concentragdes de quinina (B - 0,001 mol/L; C - 0,01 mol/L; D - 0,05 mol/L; E -
0,1 mol/L; F - 0,155 mol/L).
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Os resultados obtidos no Estudo A sugeriram que derrames obtidos com agua
ténica seriam visiveis sob a luz UV, no comprimento de onda 300-400 nm, o que se veio
a verificar no Estudo B (Figura 4). Salienta-se que os resultados da marca 1, produto 3,
foram negativos, ndo sendo assim obtida fluorescéncia no derrame provocado por 1mL
de agua ténica contendo antocianinas de cenoura e de cartamo (Figura 4, “Marca 1,
Lote 3”). Servindo como controlo negativo, foi possivel ainda confirmar que o derrame
de 1mL de agua destilada (Figura 4A “Branco”), ndo apresentou fluorescéncia sob luz
uv.

Marca 1, Produto 1 Marca 1, Produto 2

¢ ]

Marca 2, Produto 1 Marca 3, Produto 1 Marca 1, Produto 3

Figura 4 - Inspecéo visual de derrames propositadamente provocados por 1mL de agua destilada (A -
Branco) e 1mL de diferentes aguas tdénicas comercialmente disponiveis [Marca 1 (Produtos 1,2 e 3 —
Figuras B, C, F)]; Marca 2 (Produto 1 — Figura D); Marca 3 (Produto 1 — Figura E)

Tal como anteriormente referido, em cumprimento das recomendagbes das
varias organizagoes, tais como a ISOPP (17), a ASHP (20) e a OSHA (18), é importante
garantir-se a realizagdo de treino e avaliagdo na manipulagdo de citotoxicos.
Naturalmente que, no inicio do treino pratico, as preparagdes devem ser feitas da forma
mais realista possivel, com medicamentos simulados, incluindo produtos especificos
para formagao (como produtos fluorescentes, corados, por exemplo), em detrimento de
farmacos citotéxicos. Os produtos possiveis para simulagdo de manipulagao, corados
ou fluorescentes, incluem a quinina e a fluoresceina. A fluoresceina, apesar de
apresentar maior sensibilidade em comparagdo com outros marcadores fluorescentes,
€ inconvenientemente visivel (solu¢ao amarelo-alaranjada). Assim, o operador pode ser
influenciado e condicionado durante o processo de validagao (40). Ja a quinina nédo &
téxica e é solluvel em agua, sendo invisivel a olho nu, mas facil de detetar sob radiagao
UV, com uma elevada sensibilidade (42, 43). No entanto, em Portugal, ndo existem
solugdes com quinina comercializadas especificamente para a simulagdo de
manipulacdo de citotoxicos. Assim, a alternativa reside na utilizagdo de solugdes

comercializadas para propositos clinicos. Em Portugal, a Unica preparagéao liquida de
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quinina utilizada em ambiente clinico sdo as ampolas contendo 2 mL de solucéo de
quinina com uma concentragao de 250 mg/mL. Acrescente-se que a aquisigdo destas
ampolas implica a apresentacao de receita médica restrita. Face ao seu elevado custo
e a dificuldade em termos de acessibilidade, é improvavel que sejam rotineiramente
utilizadas em ambiente hospitalar para efeitos de simulagéo, treino e avaliagdo de
manipulacdo de farmacos citotoxicos. Desta forma, a utilizacdo de um produto
comercialmente disponivel e de facil acesso confere uma vantagem adicional.

No ambito da avaliagdo percecionada pelos participantes no estudo, foram
analisadas as respostas pelos participantes ao questionario (Estudo C) (Anexo V).

Apesar do numero reduzido de participantes que responderam ao questionario
(n=12), a amostra € superior a estudos previamente publicados (n=10) (39). Foi possivel
verificar que, maioritariamente, os participantes consideraram a atividade de facil e
simples realizagao para o operador e para o avaliador; eficiente; exequivel quanto a
disponibilidade dos materiais; similar aos trabalhos executados no &mbito da real
preparacao de citotoxicos; adequada para efeitos de iniciagdo a preparacdo de
citotoxicos e para efeitos de avaliagdo periodica dos operadores, bem como para
reconhecer os locais mais suscetiveis de contaminagdo. Face aos procedimentos
habitualmente realizados no dmbito da preparagédo de citotdxicos, e em consonéncia
com os estudos semelhantes previamente publicados, o presente estudo contemplou a
aspiracao de solugbes dos frascos-ampola, a conexao da seringa de aspiragdo a
sistema de transferéncia de liquidos e a aditivagcao do saco de perfusao com a solugao
de teste de cloridrato de quinina (36, 39, 40). Acrescente-se que se justifica testar a
aspiracao do farmaco com agulha por ser considerada uma das praticas associadas a
maior probabilidade de derrame (36).

A aplicagdo dos testes de fluorescéncia com agua ténica a 12 participantes
voluntarios permitiu, uma vez mais, confirmar a adequagdo do teste sugerido no
presente estudo. Verificou-se que sete dos participantes (58%) tiveram derrames
resultantes dos seus procedimentos de manipulagao, em onze das 288 superficies totais
avaliadas (4%) (Tabela 1). Estes resultados s&o semelhantes aos previamente
publicados por Baussant et al. (39), em que oito dos dez profissionais avaliados

apresentara derrames decorrentes dos atos de manipulagio.
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Tabela 1 - Quantidades e percentagens de derrames resultantes de manipulagao de agua ténica realizada
por Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica de Farmacia com formagao e experiéncia em

manipulagao de citotéxicos

Incidéncia Casos Total %
N° de profissionais com derrames identificados 7 12 58,3
N° de superficies contaminadas (total) 11 288 3,8
N° de profissionais com derrames identificados em 1 4.7
manipulacao com agulha
N° de profissionais com derrames identificados em 1 16.7
Agulha vs. manipulagado com spike
Spike N° de superficies contaminadas na manipulagéo 144 6.3
com agulha
N° de superficies contaminadas na manipulagao
com spike 144 14
Materiais alvo Campo 4 11 36,4
de Compressas 4 11 36,4
contaminacao Frasco 3 11 27,3
Derrames em atos de aspiracao 6 24 25,0
Tipo de Derrames em atos de transferéncia para o saco o4 42
procedimento de infusao

A manipulagdo com recurso a agulha, considerada mais perigosa pela maior
probabilidade de libertagdo de aerossois (ndo avaliados no presente estudo), maior
dificuldade na gestao da pressao no interior do frasco-ampola e pelo risco de pungao
para o operador (43), também resultou em maior numero de derrames (observada em
5 dos profissionais, 42%), do que a manipulagdo com recurso a sistema de libertagdo
de presséao (“spike”) (observada apenas em 2 dos profissionais, 17%). Estes resultados
sugerem a necessidade de se evitar, sempre que possivel, a utilizacdo de agulhas na
manipulacao de farmacos citotéxicos. Os derrames de agua tonica detetados dividiram-
se em derrames no frasco de agua ténica (n=3, 27%), derrames no campo de trabalho
(n=4, 36%) e derrames nas compressas (n=4, 36%) (Figura 5). De acordo com a OSHA,
“‘uma gaze esterilizada deve ser enrolada a volta das agulhas e da tampa do frasco ao
retirar a solugao” (18). A colocacéo de compressas entre a luva do operador e zonas de
conexao (agulha/“spike” e frasco; seringa e sistema de administracéo de liquidos) foi

16




invariavelmente cumprida pelos participantes e revelou-se muito importante para evitar
a passagem de residuos de agua tonica para as luvas dos operadores. No ambito do
revestimento da base das camaras de fluxo laminar onde decorrem os procedimentos
de manipulagdo revela-se importante a utilizagdo de campos de trabalho
designadamente criados para absorcao de derrames de citotoxicos que limitam a sua

passagem, deposi¢do e acumulagado no local de manipulagéo.

Figura 5 - Detecédo de derrames com agua tonica sob luz UV, durante a simulagéo de
manipulagao

A transferéncia da agua ténica para o saco vazio para administragao de solugoes
intravenosas, garante a existéncia de um controlo positivo para confirmagéo da
fluorescéncia (Figura 6). Torna-se assim possivel dissipar quaisquer duvidas quanto a
possiveis resultados falsos negativos por auséncia de fluorescéncia da agua ténica

adquirida.

Figura 6 - Controlo positivo obtido por incidéncia de luz UV sobre saco para
administragao de fluidos intravenosos contendo agua ténica

1.4 Conclusao

O presente trabalho experimental permitiu demonstrar a adequacao da utilizagao

da agua tonica para efeitos de treino e de avaliagdo de profissionais e de praticas de
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manipulacao de citotdxicos, uma vez que apos incidéncia de luz UV, a fluorescéncia
exibida pela agua tonica e por diferentes solugbes de quinina sédo visualmente idénticas
e claramente distintas do derrame com soro fisiologico. A fluorescéncia exibida pela
agua tonica sob luz UV foi confirmada por espectrofotometria e a similaridade de
absorvancia de diferentes marcas confirma a utilidade da agua ténica comercialmente
disponivel para o propodsito de avaliagdo de manipulacao, desde que ndo contenham
corantes que possam interferir na determinagdo. A utilizacdo de agua ténica em
detrimento de solugdes de quinina resulta numa alternativa viavel e menos dispendiosa.
Confirmou-se a ocorréncia frequente de derrames e a importancia do uso de EPI, de
“spike” em detrimento de agulha (sempre que possivel), e do recurso a compressas pelo
operador como forma de protecdo individual em todas as agbes de aspiracédo e

transferéncia de solugdes contendo citotoxicos.
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.1 Introducao

Os farmacos citotoxicos s&o geralmente considerados perigosos. Conforme o
seu mecanismo de agdo, podem ser cancerigenos, teratogénicos e mutagénicos (26).
Estes farmacos sao diariamente manipulados por profissionais de saude, que deste
modo se expdem a estes farmacos, tal como comprovado através da analise de
amostras de urina destes individuos, bem como através da ocorréncia de
genotoxicidade. De facto, a associagdo entre a manipulagdo e administragdo de
farmacos citotoxicos e o cancro ou o desenvolvimento de efeitos teratogénicos a nivel
reprodutivo, é robusta (5).

A contaminagdo provocada por estes residuos de farmacos citotoxicos pode
ocorrer por diferentes vias: através da inalagao, ingestdo oral ou por via dérmica. A
ingestao é descrita como a via de menor risco. A inalagao, pela formagao do aerossol,
€ minoritaria e muito reduzida pela utilizacdo de cadmara de fluxo laminar (16, 17). A
exposigao profissional parece ocorrer preferencialmente por via dérmica, resultante da
manipulacao direta de frascos e sacos, dos farmacos, ou contacto com superficies e
equipamentos contaminados (44). O processo de contaminagao superficial pode
acontecer através da transferéncia do farmaco citotdxico que se encontra nas maos
contaminadas de onde, por sua vez, pode transferir-se para outras superficies,
contaminando outros trabalhadores. Por este motivo, a monitorizagdo ambiental
periédica da contaminagao por estes farmacos € essencial para garantir a seguranga do
ambiente de trabalho e consequentemente dos profissionais de saude envolvidos na
sua manipulagao.

Sendo assim, para garantir a seguranga dos operadores, para além de
monitorizar os niveis dos farmacos nos fluidos bioldgicos (urina/sangue), pode-se
monitorizar regularmente as superficies de trabalho através da quantificagdo dos
farmacos nas superficies mais propicias a exposigao.

Estudos prévios identificaram residuos de farmacos citotéxicos em diferentes
locais da sala de preparagéo (camara de fluxo laminar, maganeta da porta de acesso a
sala de preparagédo, maquina de reembalamento e intercomunicadores), bem como em
diferentes superficies e equipamentos da sala de apoio a manipulagao (telefone, ratos
e teclados de computadores, maganetas de transferes, tabuleiros de colocacdo de
farmacos e materiais e mesas de registos) (6, 21, 26, 45). Adicionalmente, a presencga
de farmacos citotoxicos nas cartonagens e faces externas dos frascos dos farmacos
rececionados nos servigos farmacéuticos também ja foi demonstrada, sugerindo a

potencial contaminagao das areas de recegéo e armazenamento (46, 47)
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A monitorizag&o através da técnica de amostragem por compressa, pode ser Util
para pesquisar mecanismos de libertacdo e dispersdao dos farmacos citotdxicos,
identificando possiveis fontes e vias de exposicdo. A monitorizagdo da contaminacgao de
superficies também pode servir como um parametro de controlo e melhoria das medidas
de protecao e de equipamento, bem como para apurar os melhores métodos de limpeza
das zonas de manipulagédo de farmacos citotoxicos — agentes a selecionar e respetiva
concentragao e tempo de contacto minimo com as superficies (6, 26, 44).

Para garantir a limpeza das superficies, sdo necessarias estratégias analiticas
que permitam quantificar niveis muito baixos de farmacos citotdxicos, exigindo assim
metodologias de elevada sensibilidade. Para esse fim, tem-se recorrido com sucesso a
alguns métodos analiticos cromatograficos [como a cromatografia gasosa (GC),
cromatografia liquida (LC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
cromatografia liquida de ultra eficéncia (UPLC) em combinagdo com MS ou
espectrometria de massa sequencial (MS/MS)]. Entre os métodos referidos, a LC-
MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial) tem
sido o método de eleicdo para analise da maioria dos farmacos antineoplasicos, nao
exigindo a derivatizagdo dos compostos, como acontece com os métodos de GC. A ICP-
MS é uma alternativa que se tem revelado util para analisar a presenga de farmacos a
base de platina (48, 49).

A proposito da ciclofosfamida, deve acrescentar-se que € um dos farmacos
citotoxicos mais habitualmente monitorizados no ambito da contaminacdo de
superficies. Alguns exemplos de estudos prévios que recorreram a técnica de
amostragem com compressas monitorizaram ciclofosfamida, citarabina, gemcitabina,
metotrexato, etoposido, ifosfamida, irinotecano, doxorrubicina, epirrubicina e vincristina,
seguindo-se analise por LC-MS/MS (28, 50), ciclofosfamida, 5-FU, doxorrubicina,
epirrubicina, ifosfamida e gemcitabina com analise por UPLC-MS/MS (51),
ciclofosfamida e ifosfamida por GC-MS e 5-FU por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detecao ultravioleta (HPLC-UV) (52), ciclofosfamida, ifosfamida,
citarabina, dacarbazina, docetaxel, paclitaxel, doxorrubicina, epirrubicina, etoposido, 5-
FU, gemcitabina, irinotecano, metotrexato e pemetrexedo por LC-MS/MS (49),
ciclofosfamida e ifosfamida por GC-MS e 5-FU e metotrexato por HPLC-UV (53),
ciclofosfamida, 5-FU e doxorrubicina por LC-MS/MS (32), e ciclofosfamida, paclitaxel e
5-FU por HPLC-UV (6, 21). A ciclofosfamida foi também ja utilizada como marcador
substituto de todos os medicamentos citotoxicos em estudos de avaliacdo de

contaminagao de superficies durante a manipulagdo destes farmacos (54).
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O presente estudo visou validar um método analitico para a avaliagdo da
presenca de ciclofosfamida na superficie de trés salas diferentes de um hospital do norte

de Portugal, nas quais sédo recebidos ou manipulados farmacos citotoxicos.

1ll.2 Metodologia

1ll.2.1 Reagentes e materiais

Os reagentes utilizados no presente estudo possuiam grau analitico e
apresentavam o maior grau de pureza comercialmente disponivel. A ciclofosfamida -
[(N,N-bis(2-chloroethyl) tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2-amine-2-oxide
monohydrate)], foi adquirida na Sigma — Aldrich (Portugal). O metanol (MeOH) (grau de
pureza 99,9%, adequado para analise em HPLC) e o acetonitrilo — (grau de pureza,
299.9%, adequado para andlise em HPLC), foram igualmente obtidos da Sigma —
Aldrich. Foram utilizadas compressas de gaze esterilizadas (ADA) de 100 cm? e placas

de Petri (100 mm x 20 mm) compostas por poliestireno (Sigma — Aldrich).

1ll.2.2 Métodos

Colheita das Amostras — Estratégia de “amostragem por limpeza” (wipe sampling)

A colheita das amostras foi realizada no Servico Farmacéutico do Centro
Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho, E.P.E., Vila Nova de Gaia, Portugal.

A avaliagdo da contaminagao da superficie com a ciclofosfamida foi realizada
usando 50 compressas que recolheram potenciais residuos, em trés salas diferentes —
sala de preparacgédo, sala de apoio a preparacao e sala de rececdo de farmacos. A
amostragem foi realizada num dia considerado "normal" pelo pessoal quanto ao niumero
de manipulagdes efetuadas.

No caso das amostras colhidas na sala de preparacdo, as amostras foram
recolhidas antes do normal dia de trabalho e depois do manuseamento dos farmacos
citotdxicos (incluindo a ciclofosfamida). No total, das 50 amostras analisadas, 30
amostras foram colhidas no periodo da manha e 20 no periodo da tarde. A recolha das
amostras no periodo da tarde foi feita quatro horas depois da manipulagdo da
ciclofosfamida. Das 20 amostras recolhidas no periodo da tarde, 15 foram efetuadas na
sala de preparagdo de manipulagao, e as restantes 5 foram recolhidas na sala de
rececdo das encomendas. Todas as amostras foram recolhidas pelo mesmo

investigador para garantir a fiabilidade e reprodutibilidade do procedimento da
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amostragem. As figuras 7 e 8 mostram os locais onde foi feita a amostragem e na tabela
2 encontram-se listadas todas as amostras que foram colhidas para analise. As
amostras obtidas da superficie de trabalho e de outras superficies foram efetuadas com
compressas de 100 cm? humedecidas com acetato de etilo.

Apos limpeza das superficies e materiais, as compressas foram colocadas em
placas de Petri, seladas com Parafilm e armazenadas a 2-8 °C para transporte para o
Laboratério do Centro de Investigagdo em Saude e Ambiente (CISA), Escola Superior
de Saude (ESS), Instituto Politécnico do Porto (IPP), Porto e alvo de extragédo e analise

imediata.

Preparacao das solucées stock e dos padrées

As solugdes stock de ciclofosfamida foram preparadas na concentragdo 10
mg/mL e seguidamente diluidas em MeOH para, posteriormente, obter as
concentragoes testadas na curva de calibracdo de 150, 750, 1500, 3000, 4500 e 750
pg/cm? obtida com os seguintes volumes (L) de solugao stock, respetivamente: 15, 75,
150, 300, 450 e 750pL.

Preparacdo das amostras e analise por HPLC-DAD

Para o doseamento da ciclofosfamida foi adaptado o método analitico
anteriormente publicado por Viegas et al. (21). As compressas, fortificadas de acordo
com o procedimento acima descrito, foram colocadas em tubo Falcon de 15 mL
contendo uma mistura de 15 mL de MeOH:acetonitrilo:agua (25:10:65), e submetidas a
um periodo de agitagdo de 20 min no vortex. A solugao obtida foi recolhida com seringa
e filtrada por filtro PTFE 0,2 ym. Do volume de solu¢do extraida foram analisadas
amostras de 100 yL por HPLC-DAD (205 nm), sendo a separagao obtida com coluna
C18 Hypersil-GOLD® (Thermo Scientific®). O tempo de corrida da ciclofosfamida foi de
15 minutos, a composi¢ao da fase moével foi de acetonitrilo/MeOH/agua (19:13:68) e o
seu fluxo foi de 0,8 mL/min. O equipamento de HPLC usado foi da Marca Jasco,
equipado com detetor de diodos de Modelo MD 4010 Photo Diode Array Detector. O
software do equipamento foi o ChromNAYV 2.0.
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A — Chair

received drugs

B — Computer mouse
C —Table for conference of

D — Computer keyboard
@ - sample collection

Figura 7 - llustragéo representativa da sala de rece¢do da medicagdo, onde foram efetuadas colheitas de

amostras (locais de colheita assinalados com circulos vermelhos)

A - Intercoms
B — Transfer window between
validation and preparation
rooms
C—Tables
) © @ @ D — Computer keyboard

E — Computer mouse
F —Telephone
G — Chair
H — Medical protocol files
|1 - Storage cabinet for
packaging containing
cytotoxics
J - Doorknob
K — Laminar flow cabinet (Type
nB)
L - Transfer window between
administration and
preparation rooms
M — Packaging machine
@- sample collection
®- sample collection prior to
chemotherapy preparation
®- sample collection after
chemotherapy preparation

Figura 8 - llustragdo representativa da sala de apoio a manipulacéo (sala de validagcéo e transferéncia;
locais de colheita assinalados com circulos violeta) e sala de preparacao de citotdxicos (locais de colheita
assinalados com circulos verdes identificativos de colheita prévia a preparagao de quimioterapia e

circulos vermelhos identificativos de colheita posterior a preparagao de quimioterapia)
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Tabela 2 — Locais e periodos de colheita de amostras no Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia, Espinho

E.P.E.

Locais de amostragem

Unidade de trabalho

Periodo de recolha das amostras de Manha

1 e 2 - Arquivo

Sala de Preparagéao

3 — Tabuleiro metalico

Sala de Preparagéao

4 — Frasco de farmaco citotdxico

Sala de Preparacgéao

5, 6, 7, 8 — Bancada de apoio

Sala de Preparagéao

9 — Rato do computador

Sala de Preparacao

10 — Teclado do computador

Sala de Preparagao

11 — Intercomunicador

Sala de Preparagéo/ Manipulagéo

12 — Telefone

Sala de Preparagao

13 — Bancos

Sala de Preparagéao

14 — Armario de armazenamento de

citotoxicos

Sala de Preparagéao

Locais de amostragem

Unidade de trabalho

Periodo de recolha das amostras de manha

15, 16 - Caixa de Ciclofosfamifa (embalagem

secundaria)

Sala de Preparagao

17 — Macganeta da Porta

Sala de Preparagéao

18 — Transfere para Sala de Apoio

Sala de Preparagao

19 — Bancada de apoio

Sala de Preparagéo

20 — Maquina de Embalagem

Sala de Preparagao

21 — Bancada de apoio

Sala de Preparagéao

22 — Bancada de apoio

Sala de Manipulacao

23 - Transfere para Sala de Enfermagem

Sala de Manipulacao

24 — Cadeira de manipulagao

Sala de Manipulacao

25 - Bancada de apoio

Sala de Manipulacao

26 — Intercomunicador

Sala de Manipulacao

27, 28, 29 30 — Painéis internos da camara

de fluxo laminar

Sala de Manipulagao

Periodo de recolha das amostras de Tarde

Todos locais de amostragem, incluindo sala de rececao das encomendas

Sala de Recegdo das Encomendas

46, 47, 48 — Bancada

Sala de Recegéo

49 — Teclados e Ratos

Sala de Recegéo

50 — Cadeiras

Sala de Recegédo
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Validacdo do Método

A validacdo do método analitico descrito foi efetuada de acordo com as normas

internacionais recomendadas pela Food And Drug Administration (FDA) (55). Os
pardmetros estudados foram a linearidade, a sensibilidade [limites de detecéo (LD) e
limite de quantificagédo (LQ)], precisao, exatidao e taxa de recuperagado. O cumprimento
desses parametros assegura que o método produz resultados reprodutiveis e
confiaveis.

Neste trabalho, a linearidade foi calculada a partir de cinco curvas de calibragao
independentes, obtidas com 6 padrdes de diferentes concentragdes de ciclofosfamida.
As curvas de calibragao foram tragadas com as areas do pico cromatografico do padréao
de ciclofosfamida em fungao da respetiva concentracdo. O calculo da equacéo da reta
e do coeficiente de correlagdo linear (R?) considerou a média das cinco curvas de
calibragao.

A sensibilidade foi calculada através dos LD e LQ, tendo em conta a média global
das areas dos picos cromatograficos dos brancos e o respetivo desvio padrao, assim
como o declive da reta de calibragao.

Os LD e LQ foram determinados pela anélise de brancos e o declive da reta de
calibragdo, considerando uma raz&o sinal/ruido de 3 para LD e uma razao sinal/ruido
de 10 parao LQ.

A preciséo Intra—dia do equipamento HPLC-DAD foi calculada dentro do mesmo
dia de analise, analisando trés vezes o mesmo padrao para trés concentracoes
diferentes de ciclofosfamida (4,5; 22,5; 67,5 ug/cm?), tendo sido calculado o coeficiente
de variagao (CV) (%) intra-dia para os dados obtidos, de acordo com a seguinte formula:

desvio padrao
CV% = —— - X 100
média das areas

A precisao Inter-dia foi calculada em 5 dias diferentes, extraindo 3 padrbes
distintos para trés concentragoes diferentes de CPA (7,5; 30; 67,5 ug/cm?), e calculando
o respetivo CV (%) inter-dia, de acordo com a mesma férmula.

A taxa de recuperacdo foi determinada fortificando a matriz com trés
concentracdes diferentes do analito (4,5; 22,5; 67,5 pg/cm?), pelo menos 3 vezes, para
cada nivel de concentragao testado. Para o efeito, foi calculada percentualmente a razao
entre as areas dos picos cromatograficos obtidos com a injegdo de amostras fortificadas
antes da extragéo, feita em triplicado, e as areas dos picos cromatograficos obtidos com
a injecdo de amostras fortificadas apos a extragao.

Os resultados para a exatidao do método foram determinados num unico dia,

analisando igualmente trés niveis de concentragbes diferentes (correspondendo a um
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nivel baixo, intermédio e alto da curva de calibragao, respetivamente 4,5; 22,5 e 67,5
pg/cm?), dentro da gama de concentragbes com resposta linear da curva de calibragao.
Para o efeito foram comparados os valores de concentragéo calculados pela curva de

calibragdo com os valores nominais da concentragéo de cada um dos padrdes injetados.

111.3 Resultados e Discussao

Para a monitorizacdo da contaminacdo das superficies hospitalares, foi
inicialmente necessario garantir que o desempenho do método analitico era adequado.
Para tal, procedeu-se a validacado das condi¢cbes analiticas de um método previamente
publicado na literatura (21), nas condi¢ées experimentais do nosso laboratério. Tal como
de seguida demonstrado, a aplicagdo desta metodologia foi bem sucedida, tendo o
método cumprido com todos os requisitos necessarios a sua validagido, tal como

recomendado pelas normas internacionais (55, 56).

1l1.3.1 Linearidade

A linearidade foi calculada a partir de cinco curvas de calibragdo independentes,
obtidas com 10 padrdes de diferentes concentragdes de ciclofosfamida. Na figura 9
pode-se observar um cromatograma representativo obtido apdés a corrida
cromatografica dos padrdes de ciclofosfamida nas condigdes experimentais descritas.

Tempo de retengdo da -
Ciclofosfamida: 9 minutos

l 30 pg/cm?

A

VR | U .

Figura 9 - Cromatograma representativo dos padrc")es de calibragdo da ciclofosfamida HPLC-DAD
(205nm)

As curvas de calibragéo foram tragadas com as areas do pico cromatografico do
padrao de ciclofosfamida em fung&o da respetiva concentragado (Figura 10). O calculo
da equacgio da reta e do R? considerou a média das cinco curvas de calibragéo. De

acordo com os resultados, obteve-se um R? superior a 0,99 (R? = 0,9974). O estudo da

linearidade permitiu assim concluir que o método utilizado é linear na gama de
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concentragbes estudadas (1,575 pg/cm?), estando estes valores de acordo com os
requisitos recomendados para a validagdo de métodos analiticos (55, 56). Comparando
valores obtidos no presente estudo com os descritos na literatura, verifica—se que o R?
obtido para ciclofosfamida foi superior aos descritos no estudo prévio de Viegas et al.

(21) (R? = 0.9937) que serviu de modelo ao método presentemente implementado.

Curva de Calibragao Total

2500000,0 y = 28521x+25101
R?=0,9974
)

2000000,0

1500000,0

i
1000000,0 .
500000,0 e
00 ®
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 10 - Curva de calibragao da ciclofosfamida (n=6) e correspondente equagao da reta e
coeficiente de correlagéo linear (R?)

111.3.2 Sensibilidade

A sensibilidade foi calculada através dos LD e LQ, tendo em conta a média global
das areas dos picos cromatograficos dos brancos (887,9) e o respetivo desvio padrao
(767,9), assim como o declive da reta de calibragédo (y = 28521x + 25101). Obtiveram-
se os valores de 0,089 pg/cm? para o LD e de 0,269 ug/cm? para o LQ. Estes valores
sdo comparaveis a dois trabalhos anteriormente publicados de Acampora et al. (25) (LD
0,06 ug/cm? e LQ 0,6 pg/cm?), e Viegas et al. (21) (LD de 0,10 yg/cm? e LQ de 0,30
pg/cm?).

111.3.3 Preciséao inter—dia

Os resultados para a precisao inter—dia do método foram obtidos apds a extragéo
e injecdo de padrdes de ciclofosfamida, em 3 dias distintos, e para trés niveis (baixo,
intermédio e alto, respetivamente 7,5; 30; 67,5 yg/cm?) de concentragdo, dentro da
gama de concentragdes com resposta linear da curva de calibragdo. Os valores de CV
(%) obtidos foram sempre inferiores a 25%, tendo sido de 9,42% para a concentragao
de 7,5 ug/cm?; 2,43% para a concentragdo de 30 ug/cm? e 2,62% para a concentragio

28



de 67,5 pg/cm?. Estes valores estdo também de acordo com os requisitos

recomendados para a validagao de métodos analiticos (55, 56).

111.3.4 Precisao intra—dia

Os resultados para a precisao intra—dia do método foram obtidos num unico dia,
injetando trés vezes o mesmo padrao de ciclofosfamida apds extracdo, em trés
concentragdes diferentes (correspondendo a um nivel baixo, intermédio e alto da curva
de calibragdo, respetivamente 4,5, 22,5, e 67,5 ug/cm?), dentro da gama de
concentragdes com resposta linear da curva de calibragdo. Os valores CV% obtidos
foram sempre inferiores a 25%, tendo sido de 2,46% para a concentragéo de 4,5 pug/cm?;
7,93% para a concentragdo de 22,5 ug/cm? e 6,96% para a concentragdo de 67,5
pg/cm?. Estes valores estdo novamente de acordo com os requisitos recomendados

para a validagdo de métodos analiticos (55, 56).

1ll.3.5 Taxa de Recuperagao

Para o calculo da taxa de recuperagao foram igualmente analisados trés niveis
de concentragdes diferentes (correspondendo a um nivel baixo, intermédio e alto da
curva de calibragdo, respetivamente 4,5; 22,5; e 67,5 ug/cm?), dentro da gama de
concentracdes com resposta linear da curva de calibragdo. Para o efeito, foi calculada
percentualmente a razdo entre as areas dos picos cromatograficos obtidos com a
injecao de amostras fortificadas antes da extracao, feita em triplicado, e as areas dos
picos cromatograficos obtidos com a injegdo de amostras fortificadas apds a extracao.
A taxa de recuperagao obtida foi de 104,85% (+ 2,58%) para a concentragdo de 4,5
pg/cm?; 114,32% (+ 9,06%) para a concentragdo de 22,5 pg/cm? e 96,79% (+ 6,74%)
para a concentragdo de 67,5 pug/cm?. Estes valores de recuperagdo situam-se dentro
dos intervalos recomendados (80-120%) para a validagdo de métodos analiticos (55,
56).

111.3.6 Exatidao

Os resultados para a exatidao do método foram determinados num unico dia,
analisando igualmente trés niveis de concentragbes diferentes (correspondendo a um
nivel baixo, intermédio e alto da curva de calibragao, respetivamente 4,5; 22,5 e 67,5
pg/cm?), dentro da gama de concentragées com resposta linear da curva de calibragao.

Para o efeito foram comparados os valores de concentragdo calculados pela curva de
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calibracdo com os valores nominais da concentracdo de cada um dos padrdes injetados.
Obtiveram-se os valores de 79,56% (+1,55%) para a concentragdo de 4,5 ug/cm?;
105,47% (+8,67%) para a concentragdo de 22,5 ug/cm? e 90,40% (+6,38%) para a
concentragéo de 67,5 ug/cm?. De acordo com os requisitos para validagdo de métodos
analiticos estes valores encontram-se, tendencialmente, proximos dos valores
recomendados (80-120%) (55, 56).

1l1.3.7 Andlise de amostras colhidas em ambiente hospitalar

Os estudos de monitorizagdo da contaminacao de superficies hospitalares com
farmacos citotoxicos anteriormente realizados revelaram algumas contaminagdes
severas em diferentes areas como por exemplo nas salas de preparagao, de
administracdo e nas casas de banho dos pacientes de hospitais portugueses (6).
Concretamente no caso da ciclofosfamida, estes estudos identificaram contaminacoes
que variaram entre 11,98 e 139,55 ug/cm? em diferentes superficies e antes e depois
da manipulagdo dos farmacos (6). Para além disso, como foram analisados
simultaneamente outros farmacos nesses estudos, verificou-se que a contaminagao
acontecia frequentemente com mais do que um unico farmaco (6). Estes resultados
evidenciam falhas na segurancga das operagées de manuseamento e limpeza destes
espacos e superficies. Um outro estudo anterior publicado pelos mesmos autores tinha
também encontrado resultados semelhantes, reportando contaminagéo em 37% de 327
amostras de diferentes superficies de dois hospitais, onde foi possivel detetar a
presenca de pelo menos um farmaco citotéxico (21). Neste mesmo trabalho, 8,6% das
amostras apresentavam contaminagdo com mais do que um farmaco citotoxico (21). No
que respeita a ciclofosfamida foram detetados valores de concentragéo até 2,6 ug/cm?
num dos hospitais e 21,3 ug/cm? no outro (21).

Outros estudos realizados em hospitais de outros paises, revelaram idénticas
preocupac¢des com a contaminacao do exterior das embalagens (57), superficies (25,
58), e nas maos dos profissionais expostos (59).

No entanto, para todas as amostras analisadas no presente estudo (50 amostras
analisadas em todas as salas dos servigos farmacéuticos do Centro Hospitalar Vila Nova
de Gaia), a concentragédo de ciclofosfamida encontrava-se abaixo do valor do LD do
método. Estes resultados permitem concluir que neste hospital a exposigdo é
eficientemente limitada pelo escrupuloso cumprimento dos protocolos de preparacao de
farmacos citotéxicos implementados (17), que permitem reduzir substancialmente a

contaminagao no local de trabalho. Esta conclusao € suportada por diversos estudos
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que tém demonstrado de forma muito consistente, em diferentes hospitais e em muitos
paises (25, 44, 60), que o correto desempenho dos procedimentos de limpeza e o
cumprimento dos protocolos para a manipulagdo segura dos farmacos citotoxicos
contribui de modo efetivo para a redugéo drastica dos niveis de contaminagdo das
superficies e, consequentemente do risco de exposi¢cao dos profissionais de saude

envolvidos na manipulagao destes farmacos.

I11.4 Conclusédo

Este segundo trabalho experimental da tese permitiu a implementacdo e
validacdo de um método analitico para a quantificacdo de ciclofosfamida, com o intuito
de desenvolver uma ferramenta analitica para o controlo da exposigéo dos profissionais
de saude envolvidos na manipulagédo de farmacos citotéxicos. O método aplicado, nas
presentes condi¢cdes experimentais, teve um desempenho igual ou mesmo superior aos
anteriormente reportados na literatura.

Nao foi detetada qualquer contaminagéo nas superficies analisadas pelo que se
conclui que o cumprimento das normas de seguranga na preparagao e manuseamento
de farmacos citotdxicos, bem como o uso de adequados procedimentos de limpeza,
conseguem, de uma forma eficaz, limitar a exposi¢gdo ocupacional a estes agentes
potencialmente muito téxicos. Por outro lado, o estabelecimento desta ferramenta
analitica revelou-se como uma mais-valia para a futura monitorizagdo da exposicao dos
profissionais de saude desta unidade hospitalar, e que podera ser adaptada para a
monitorizagao de outros farmacos citotdxicos, assim contribuindo para a garantia da

saude ocupacional.
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IV.1 Consideragoées finais

Durante a realizagdo das atividades descritas na presente dissertagdo, foi
possivel o desenvolvimento e aplicacdo de métodos de monitorizagdo da potencial
exposicado ocupacional dos profissionais de farmacia aos farmacos citotdxicos que
preparam, no ambito dos tratamentos de quimioterapia. Esta monitorizagdo é
importante, ndo apenas para efeitos de avaliagcao de risco, mas também para identificar
praticas menos recomendaveis e para promover melhoria continua, ao nivel dos
processos.

Reconhece-se que a realizacdo de treino e avaliagdo em manipulagdo de
citotoxicos deve ser uma pratica comum, antes de se iniciar atividade profissional nesta
area, e, posteriormente, numa base regular. No entanto, as solu¢des adequadas para a
simulagdo segura de manipulagdo de citotoxicos sao dificeis de obter, o que limita a
realizacao de simulagbes com realismo, imersividade e passiveis de avaliagdo. Com a
realizacao do presente estudo foi possivel identificar uma solugao de facil acesso, de
custo reduzido e indcua que pode aumentar a adesao dos profissionais e servigos ao
treino e avaliagdo em manipulagado simulada de citotoxicos, tal como preconizado nas
diretrizes. A adequagéao da agua tonica para este propdsito foi confirmada pelas analises
realizadas em espectrofotometria e pelos questionarios respondidos por profissionais
treinados em manipulagéo, que testaram a manipulagdo com agua tonica. Foi possivel
verificar que, ainda que os profissionais tivessem experiéncia em manipulagéo, a
ocorréncia de derrames foi frequente, particularmente na utilizagdo de agulhas. Esta
evidéncia reforga a necessidade de utilizacdo de sistemas de puncgao alternativos as
agulhas (sistemas fechados, dispositivos de aspiragdo, por exemplo.), e sempre que
nao contraindicados nos resumos das caracteristicas dos medicamentos. A utilizagcao
de compressas em zonas de conexao de dispositivos também se revelou fundamental,
uma vez que foram dos produtos com mais residuos de agua tonica. Uma das
fragilidades do primeiro trabalho experimental foi o reduzido nimero de profissionais
que testaram o protocolo de simulagdo com agua toénica e que responderam ao
questionario. Trabalhos futuros deverao procurar incluir mais participantes e, no sentido
de aportar maior realismo, efetuar a simulagdo dentro de camara de fluxo laminar, sob
as condigbes de pressao negativa habitualmente existentes. Adicionalmente, devera
avaliar-se se, luvas de diferente composi¢ao (policloreto de vinilo, latex, neopreno,
polietileno) e superficies metalicas habituais das camaras de fluxo laminar exibem
fluorescéncia quando propositadamente lhes sdo colocados residuos de agua tonica e

sdo sujeitas a luz UV — este teste nao foi efetuado no presente estudo.
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Replicando métodos de colheita (pela técnica de wipe sampling), métodos de
tratamento amostral e métodos analiticos (por HPLC-DAD) descritos noutros estudos,
foi possivel validar um método para detecdo de residuos de ciclofosfamida em
superficies, com resultados satisfatorios face aos pardmetros contemplados. Admitindo-
se que os derrames durante a manipulagéo ocorrem com frequéncia (tal como verificado
no trabalho experimental 1), a ndo detegao de residuos de ciclofosfamida em nenhuma
das superficies amostradas no CHVNG/E sugere que os procedimentos de limpeza
implementados na unidade de preparagao de citotoxicos sao eficazes. De acordo com
o descrito pelos profissionais, particularmente no que diz respeito a sala de preparacéo,
€ efetuada a limpeza da camara com alcool isopropilico a 70%, pelo menos, trés vezes
por dia — antes do inicio de manipulagao, apds a ultima preparacao efetuada e, 30
minutos apos a ultima preparacéo efetuada - e é efetuada a limpeza regular com
hipoclorito de sédio das paredes (semanalmente), chdo (diariamente) e teto
(semanalmente) da prépria sala. Os profissionais tém ainda o cuidado de ligar a cdmara
30 minutos antes do inicio de atividade e, durante 30 minutos, apos a ultima preparagao
efetuada, aproveitando assim o fluxo da propria cAmara e exaustéo total do ar para o
exterior, apés filtragcdo. Presume-se que as praticas adotadas, em linha com as
diretrizes, tenham contribuido para os resultados observados. Nao obstante, devera ter-
se em conta que os resultados obtidos foram provenientes da analise de um uUnico dia
de trabalho e da pesquisa por um unico farmaco citotoxico. Por forma a aumentar a
robustez dos resultados, futuros trabalhos deverdo incluir mais farmacos e realizar
colheitas durante um numero de dias superior.

Em suma, foram descritos procedimentos que permitem o treino e avaliagéo da
manipulacdo de farmacos citotdxicos, e que podem facultar aos profissionais o
reconhecimento de praticas mais propensas a disseminagcdo de residuos.
Adicionalmente, verifica-se que a aplicagdo das medidas de higienizagdo e limpeza
adequadas dos espagos designados para recegcao e manipulagdo de farmacos
citotoxicos pode resultar numa limitagao da sua deposi¢ao a concentragdes inexistentes

ou, no minimo, indetetaveis.
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Anexo | — Questionario aplicado aos participantes no Trabalho Experimental 1

liagdo da atividade de simulagdo de ipulagdo de farmacos

12 3 PUIag

is de Farmacia a

Q iondrio relativo a

citotoxicos incluida no estudo “Avaliagao da exposigao dos p!

farmacos citotéxicos”

Pergunta 1:

Qual considera ser o nivel de complexidade na execugdo da atividade para o operador?

1 2 3 4 S
Muito Complexo Algo Simples | Muito
complexo compl Simpl:

Pergunta 2:

Qual considera ser o nivel de complexidade percecionada para o avaliador?

1 2 3 4 5
Muito Complexo Algo Simples | Muito
complexo compl Simpl:

Pergunta 3:

Em termos de eficiéncia, como classifica a simulag3o realizada»

1 2 3 4 5
Muito Demorado Algo Rapido | Muito
demorado demorado rapido

Pergunta 4:

Qual a disponibilidade de materiais/equipamentos no servigo para a realizagao da atividade
que realizou de forma rotineira?
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1 2 3 4 S
Nenhum dos Quase nenhum Alguns Quase todos os Todos os
materiais/equip dos materiais/equip | materiais/equip | materiais/equip
amentos se materiais/equip | amentosestio | amentosestio | amentos estio
encontra amentos se disponf disponivei disponivei
disponivel encontra
disponivel
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Pergunta 5:

Qual o nivel de adequag3do da atividade ao tipo de tr executados no ambito da
preparagao de citotoxicos?

1 2 3 4 S
Nada Pouco Semelhante Muito Totalmente
semelhante | semelhante semelhante | semelhante

Pergunta 6:

Qual o nivel de adequagdo da avaliag3o para efeitos de iniciagdo a preparag3o de citotoxicos

1 2 3 4 S
Nada Pouco Adequado Muito Totalmente
adequado | adequado adequado | adequado
Pergunta 7:

Qual o nivel de adequagao da avaliagao para efeitos de avaliagdo periodica dos operadores no
ambito da preparagio de citotoxicos

1 2 3 4 5
Nada Pouco Adequado Muito Totalmente
adequado | adequado adequado | adequado
Pergunta 8:

Qual o nivel de adequag3o da avaliagdo para efeitos de reconhecimento dos locais mais
suscetiveis de contaminagdo?

1 2 3 4 S
Nada Pouco Adequado Muito Totalmente
adequado | adequado e adequado | adequado




Anexo Il — Informagbées e consentimento informado cedidos aos participantes do
Trabalho Experimental 1

PARTICIPAGAO EM ESTUDO DE INVESTIGACAO
INFORMAGOES

O presente trabalho decorre no ambito do desenvolvimento de uma dissertagao do Mestrado
em Toxicologia Analitica Clinica e Forense da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto,
do estudante Nuro Ali e sob orientag3o do Professor Doutor Fernando Moreira e da Professora
Doutora Helena Carmo, designando-se o estudo “Avaliagdo da exposi¢ao dos profissionais de
Farmacia a farmacos citotoxicos”.

O principal objetivo do presente trabalho & desenvolver um método que permita identificar as
praticas que podem contribuir de forma mais determinante para a disseminag3o de citotoxicos

durante a preparagao de quimioterapia.

A participagdo no presente estudo inclui a realizagio de uma lagdo de ipulagdo
(protocolo a ser cedido pelos i igadores) e a resp aum g ionario. Estima-se que a
participagao demore entre 10 e 15 minutos.

Os i igadores g aos particip o seu i e confi ialidade no
desempenho na simulag3do e das respostas fornecidas ao questionario.

A participag3o pode ser interrompida a qualg sem hum tipo de penalizagdo
por este facto.

Em caso de duvida os participantes podem contactar os investigadores através do seguinte email

institucional (07368@ chvng.min-saude pt ou up202000082 @ edu.ff.up pt).
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Consentimento Informado

Eu, abaixo-assinado

fui informado de que o Estudo de Investigagdo designado “Avaliagdo da exposi¢do dos
profissionais de Farmacia a farmacos citotoxicos” se destina a desenvolver um método que
permita identificar as praticas que podem contribuir de forma mais determinante para a
disseminag3o de citotoxicos durante a preparagio de quimioterapia. Sei que neste estudo esta
prevista a realizagdo de uma simulagdo de manipulagdo de farmacos antineoplasicos com
recurso a uma solug3o indcua e a aplicagdo de questionario. Foi-me garantido que todos os
dados relativos a identificagdo dos participantes neste estudo s3o confidenciais e que sera
mantido o anonimato. Sei que posso recusar-me a participar ou interromper a qualquer
momento a participagdo no estudo, sem nenhum tipo de penalizagdo por este facto.
Compreendi a informag3o que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas e as minhas

duvidas foram esclarecidas. Aceito participar de livre vontade no estudo acima mencionado.

Também autorizo a divulgagdo dos r no meio cientifico, garantindo o

anonimato.




Anexo Il - Parecer da Comissao de Etica do Centro Hospitalar de Vila Nova de
Gaia/Espinho, E.P.E. sobre a realizagcédo dos Trabalhos Experimentais 1 e 2

Conro HEELE I Via Nova 10 La/Espinio, EF E

. &
REPUBLICA .
rorrucursa ()| NS L

PARECER DA COMISSAO DE ETICA PARA 4 SAUDE

TITULO DO ESTUDO

Avaliagac da exposicao dos profissionals de Farmacia a famacos cliotoxIcos
Documento do CES: 79/2021

Servigo onde Ira decormrer o Estudo: Servigo Farmaceutico

Investigador principal: Ferrando Xaver Ferreira Moreka

—— - - — . - — ————————ne

A Comissgo de E£tica para a Saude do Centro Hespitalar de Via Nova de
Gala/Espnho, EPE, em reun&o ordinana do dia 28/04/2021, apreciou a documentagao
constante do dossier submetdo para o estudo acima referenciado:

¢ Formulrio submissdo a UIEC,

¢ |Impresso da CES;

« Pedido de realizacao de estudo de investigacio dirigido ao Presidents do Conselho de
Administragio do CHVNGE;

Aprovagde de Projeto de investigagdc pelo Diretor do Servigo,

Declaragdo de Conflilo de interesses;

Compromisse de comunicacao dos resultados obtidos com projeto de investigagio;
Curriculum Vitae, Investigadora Principal e elementos da equipa;

Protocolo de projeto

Apreciacido:

Estudo observacional que pretende identificar as praticas que podem contribuir de
forma mais determnants para a disseminagio de citotéxicos duranta a preparagio de
quimioterapia;

Anaiicar a potencial precenga doe citotoxicos mais habtualmente manipulados em
diversas suwerficies, equipamentos e matedais na camara de manipulagio e na sala
adjacente;

Contribuir para um aumento da seguranga dos prcfissionals do Servigo Farmaciutico
envolvides na manipulagio de quimioterapia.

Existem outros locais para realiza¢ao do estudo (Faculdade de Farmaca da UP)
Aflllagao dos elementos da Equipa:
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REPUBLICA g)v WY ®
PORTUGUESA SN HOSPEIAL

wrm.cummwumvu.eume.ae.wm
de Gaia, Portugal

Area Técnico-Cientifica de Farmacia, Escola Superior de Sadde, Instituto Politécnico
do Porto, Porto, Portugal

Laboratério de Toxicologia da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto,
Porto, Portugal

Tempo previsto 12 meses, desde o inicio de atividade até obtengdo de resultados e
redacao de manuscrito.

Tipo de amostragem: Superficies a considerar para posterior analise, dos farmacos a
pesquisar por HPLC_DAD e dos dias a considerar para a realizagéo da andlise.

Variavess a considerar: Nao sendo um estudo experimental, a lista de varidveis é de
dfici identficacio. Ainda assim, pretendem comparar-se os seguintes fatores entre si:
Fase |

- Manipulacao com spike / Manipulagdo com agulha

- Procedimento de Reconstituicdo / Procedimento de Homogeneizagao / Procedimento
de Aditivacao

Fase II:

- Contaminagao no interior da camara de preparacao / Contaminacao no exterior da
camara de preparagao

Método de colheita: Os dados ser@io recolhidos por registo fotografico e andlise
quimica por HPLC-DAD de acordo com metodologia descrita na literatura (Bausssant
et al., (2014) "Development of a quinine test for improved handling of cytotoxic
preparations”, European Journal of Oncology Pharmacy; Viegas et al., (2014)
“Antineoplastic drugs contamination of workplace surfaces in two Portuguese
hospitals” Environ Monit Assess, respetivamente).

De acordo com a metodologia constante do protocolo, na parte |l do trabalho, duas
das atividades serdo realizadas na FFUP,



EPE

L4

REPUBLICA —— .
F PORTUGUESA 0 NS HOSPLTAL L

Nao financiado

Cuslos para a instituicdo: 08 custos previstos consistem somente nos relacionados
com o consumo de luvas, campos de trabalho, seringas, agulhas, spkes, sistema de
preparagdo e transporte de drogas citostaticas opacos, 5 ampolas de quinina
(250mg/ml;2ml), sacos de soro de 100ml e1 frasco de agua de agua destilada para
preparagéo de injetaveis de S500ml, no total de 195 euros. Se autorizado o estudo, o
consumo destes materiais sera imputado ao Servigo Farmacéutico.

Previstas publicagées, comprometendo-se o investigador a apresentar resultados.

Ouvido o relator, o processo foi votado pelos membros da Comissdo de Etica para a
Sadde do Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/EPE presentes:

Presidente: Enf* Ana Saraiva
Restantes Membros:

Dr.* Ana Isabel Paixdo

Dr.* Amelia Pereira

Enf* Teresa Trigo

Delibera-se parecer favoravel ; ontud; "Av;ﬁq:lo da exposi¢cdo dos prdbdonds de
Farméacia a farmacos citotéxico”, o qual foi aprovado por unanimidade dos presentes
Alerta-se, no entanto, para 0s custos para a instituicao no valor de €195

Data: 29 /04/ 2021
A Presidente da Comissiio de Etica para a Sadde

Enf. Ana Saraiva
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Anexo IV - Estatisticas descritivas relativas as respostas dadas pelos
participantes ao questionario relativo ao Trabalho Experimental 1

Questdo 1 - Simplicidade/Facilidade na execu¢do para o
operador

= Muito = C = Algo Simples = Muito Simples

Questdo 2 - Simplicidade/Facilidade percecionada para o
avaliador

= Muito = C « Algo Simples = Muito Simples

Questao 3 - Eficiéncia/Rapidez na atividade

= Muito d do = do = Algo

Répido = Muito répido

Questdo 4 - Qual/quais dos materiais/equipamentos usados na
da 3 (m) no servigo para realizagdo da
atividade de forma rotineira

= Nenhum = Quasenenhum = Alguns Quasetodos = Todos

Questdo 5 - Adequagdo da atividade ao tipo de trabalhos

Questio 6 - Adequagdo da avaliagdo para efeitos de iniciagdo a preparagio

executados no dmbito da preparagdo de citotéxicos de ditotéxicos
7/
0
= Nada semelhante = Pouco semelhante « Semelhante = Nada adequado * Pouco adequado * Adequado
Muito - Muito adequado = Totalmente adequado
Questdo 7 - Adequagdo da avaliagdo para efeitos de avaliagdo Questdo 8 - Ad 3o da avaliagdo para efeitos de
periédica dos operadores no ambito da preparagdode reconhecimento dos locais mais suscetiveis de contaminagdo
citotéxicos

P

= Nada adequado » Pouco adequado » Adequado
Muito - I

» Nada ad d, » Pouco adk d. aAd d

Muito B
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Anexo V — Poster apresentado na 42 Reunido Internacional da Rede Académica
das Ciéncias da Saude da Lusofonia, Benguela (Angola), 2021

A* Reundo Ireermacionsl
L{ €S oo rcosmea

dan Qo 2o Sadde

0 Lesclorme

DESENVOLVIMENTO E AP‘LICACAO DE UM METOQO DE BAIXO CUSTO PARA AVALIACAO DE
PRATICAS DE MANIPULACAO DE CITOTOXICOS

Nuro All"', Helena Carmo’, Raquel Robaio®, Crictina Fernandec?, Luka Rooha?, Fernando Moreina™?
RN EIOUMTT Ladanice t Takobge Dacamrers de Clnoes Dodgoas Mecstade s famade Uvienidade & Pote Pom Pumge )- lerige Marrachsios %o Carme
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A comaace fSa e - s ANy TeI o
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Qe it sendo 30 0 teste de N de de guinina como edequado par s exte propdaito (SOPP Stnderds of Mrectice Safe Fandling of|
COytotaxics, Jounal of Oncology Pharmacy Practice, 2007). O objetivo do presente estudo %l () adeptar o teste de quining recorrendo & uma scluglo mab I P .
de bgua tdaica e (1) aplicer o teste qualtatheo para identificer pritices e fickes em gue ocorra d B0 e deposiclio de ciotdudcos.
Il. Metodologia
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Ill. Resultados
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_ IV. Discussdo e Conclusdo

O presente estudo permitiu demonstrer & sdegueclo da utiluaclo da bgus tnice para efeitos de treino e de aveliaglio de profsionst e de pritices de manipulegho de dtotbeicos, uma vel gue|
apda Inckddncis de luz UV, & lumibosidade exibids pela bgue tdaica e por dn-mln solucdes de quining slo vausimente h“uk‘cd-vmm distintas do derrame com soro fisioldgico. A
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dispendose. Confirmou-se & ocorrings frequente de derrames e a importincie do wso de de protecho de mini-sple em detrimento de aguba (sempre que possivel] e

do recurso a compeessan pelo cperador como forma de proteclio individusl em todes as acdes de mpraglio e de sobugles

’Agradecimento:o-um.r.s.am. Jo e dos profissionais do Servigo Farmackutico do CHVNGVE, EPE., na reallzaco do presente estudo
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Anexo VI - Resumo publicado no “Book of Abstracts IJUP’2022” [(p.60) ISBN: 978-
989-746-329-7], na sequéncia da comunicacao oral apresentada na Investigagao
Jovem da Universidade do Porto (IJUP), Porto, 2022

Preventing exposure to cytotoxdc drugs by analysing cyclophosphamide residues in the
manipulation areas of a northern Portuguese hospital

Ali, Nuro, Faculdode de Farmddia, Portugal

Carmo, Melena, Foculdode de Formdécio, Portugol

Correio, Potricia, Centro de Investigogdo em Soude e Ambiente (CISA), Escola Superior de Soude
(ESS), instituto Politéenico do Porlto (IPP), Porto, Portugal.Centro de Investigogdo em Soude e
Ambiente (CISA), Escola Superior de Soude (ESS), instituto Politécnico do PCentro de Investigagdo
em Soude e Ambiente (OSA), Escolo Superior de Soude (ESS), Instituto Politécnico do Porto (IPP),
Porto, Portugalorto (IPP), Porto, Portuga!

Leitdo, Mariona, Centro de Investigogdo em Saude e Ambiente ((OSA), Escolo Superior de Soude
(ESS), Instituto Politécnico do Porto (IPP), Porto, Portugol

Rocho, Luisa, 65ervico Farmacéutico do Centro Mospitalar de Vila Novo de Gaio/Espinho, E.P.E,
Vila Nova de Gaig, Portugal

Fernandes, Cristing, 6Servico Farmocéutico do Centro Mospitalor de Vila Novo de Goia/Espinho,
E.P.E., Vilo Novo de Goia, Portugol

Morewo, Fernondo, SLenlro de Invesiigogoo em Saude ¢ Ambiente (LIA), Escolo Superior de
Sodde (ESS), instituto Politécnico do Porto (IPP), Porto, Portugal

Abstract

The manipulation of cytotoxic agents has been increasing as chemotherapy remains the first line
treatment for several malignant diseases of growing incidence. However, cytotoxic agents such
as cyclophosphamide do not specifically target cancer cells, being therefore able to harm the
professionals that prepare them. To prevent occupational exposure, an adequate monitoring of
the working environment is warranted. The present study aimed at validating an analytical
method for the evaluation of the presence of cyclophosphamide in the surface of three different
reoms of a northern Portuguese hospital, in which cytotoxic drugs are received or manipulated.
The extraction procedure consisted of wiping with a 100cm2 gauze moistened with ethyl-acetate
followed by mixing with 15SmL methanol: acetonitrile: water (25:10:65) and filtration with a PTFE
0.2um filter. The samples were then analysed by HPLC-DAD (205nm), with the separation being
obtained with a C18 column. The analytical method was validated regarding linearity, intra-day
(92-98%) and inter-day (91-98%) precision, accuracy (80-106%), recowvery (97-114%) and
sensibility (LOD = 0.089 pg/em2; LOQ = 0.269 pg/cm2). A total of S0 real samples were analysed
and all of them presented values below the LOD. Despite using analytical metheds with lower
sensibility than the one herein presented, previous published studies about the presence of
cytotoxic drugs on surfaces of other Portuguese hospitals revealed severe contamination in the
manipulation areas. These negative results likely indicate that in this hospital the preparation
protocols efficiently limit exposure, further evidencing the importance of complying with the
guidelines. By adopting these procedures, it is possible to eliminate or at least greatly limit the
occupational exposure to cytotoxic drugs, by nurses, pharmacy technicians and pharmaceutics.
Analytical tools that efficently monitor contamination are a helpful tool to monitor and prevent
hazardous exposure.
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