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RESUMO 
 

Os fármacos citotóxicos para tratamento de neoplasias, implicam, 

genericamente, uma preparação prévia. Esta preparação está associada a potenciais 

riscos para a saúde dos profissionais que manipulam os fármacos citotóxicos de forma 

rotineira. Os trabalhos realizados no âmbito desta dissertação tiveram como principais 

objetivos o desenvolvimento de um método de baixo custo que permita o treino e 

monitorização dos profissionais que manipulam fármacos citotóxicos e a validação e 

aplicação de um método analítico para deteção de ciclofosfamida em superfícies 

potencialmente contaminadas. Para a realização do primeiro trabalho, e com o objetivo 

de simular a ocorrência de eventuais derrames, foi comparada a fluorescência sob luz 

ultravioleta e a absorvância em espectrofotometria UV/vis, de água tónica 

comercialmente disponível (6 produtos de 3 diferentes marcas), com as de um marcador 

fluorescente, o dicloridrato de quinina. Para avaliar a adequação da água tónica em 

substituição do dicloridrato de quinina, foram ainda questionados 12 profissionais que 

realizaram um protocolo de simulação de manipulação de fármacos citotóxicos com 

água tónica. No segundo trabalho experimental, foi realizada uma validação de um 

método analítico para deteção de ciclofosfamida por HPLC-DAD. Os resultados obtidos 

no primeiro trabalho revelaram que, independentemente da marca, a água tónica 

comercialmente disponível e ausente de corantes, é visível sob luz ultravioleta e 

apresenta absorvância 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 suscetíveis de contaminação. Durante a 

simulação, 58% dos profissionais (n=7) tiveram derrames com água tónica. O método 

analítico para deteção de ciclofosfamida foi validado quanto à linearidade, precisão intra-

dia (92-98%) e inter-dia (91-98%), exatidão (80-106%), recuperação (97-114%) e 

sensibilidade (LD = 0,089 µg/cm2; LQ = 0,269 µg/cm2). Foram analisadas 50 amostras 

reais de um hospital do Norte de Portugal e todas apresentaram valores inferiores ao 

LD. Conclui-se que a água tónica, é uma alternativa viável e de fácil acesso para treino 

e monitorização da manipulação de fármacos citotóxicos. Através da monitorização 

analítica, verifica-se ainda que, apesar da ocorrência de derrames durante a 

manipulação, a adoção de cuidados de limpeza adequados nos espaços onde se 

recebem e manipulam citotóxicos permite que se limite drasticamente a sua deposição 

nas superfícies. 

 

Palavras-chave: Citotóxicos, exposição ocupacional, métodos analíticos, toxicologia 
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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 µg/cm2; LQ = 0.269 µg/cm2). 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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I.1 Enquadramento 

 

No ano de 2020, em todo o mundo, foram diagnosticados cerca de 19,3 milhões 

de novos casos de cancro e registaram-se quase 10 milhões de mortes por cancro (1). 

Não obstante ser já a principal causa de morte nos países desenvolvidos e nos países 

sub-desenvolvidos, a tendência é para os números piorarem atendendo ao aumento e 

envelhecimento da população, bem como aos reconhecidos fatores de risco como o 

tabagismo, obesidade, inatividade física e alteração de padrões de reprodução devido 

à urbanização e desenvolvimento económico (2, 3). Para além disso, o diagnóstico das 

neoplasias é efetuado de forma cada vez mais precoce. Face ao exposto, e atendendo 

a que a quimioterapia é o tratamento de primeira linha para vários tipos de cancro, tem 

ocorrido um aumento da administração deste tipo de fármacos, existindo mais de 100 

fármacos diferentes com indicações terapêuticas relacionadas com cancro. Desta 

forma, a exposição dos profissionais de saúde envolvidos na manipulação dos fármacos 

citotóxicos, imunoterápicos e anticorpos monoclonais tem também sido cada vez maior 

(4, 5). 

Os fármacos citotóxicos comercializados sob a forma de soluções prontas para 

administração ou de pós (para posterior reconstituição em solução) requerem sempre 

manipulação individualizada para cada paciente antes da sua administração como 

infusões diretas ou bólus. Os fármacos utilizados em tratamentos de quimioterapia 

foram já amplamente caracterizados quanto ao seu potencial carcinogénico, 

teratogénico e mutagénico (4, 5). Com efeito, a ação farmacológica dos agentes 

citotóxicos que geralmente envolve algum dano genético nas células tumorais 

(nomeadamente afetando a capacidade de replicação celular e promovendo a 

apoptose), não é específica, podendo induzir o mesmo espectro de efeitos sobre as 

células não tumorais. Consequentemente, podem ser observados efeitos adversos 

graves nos indivíduos responsáveis pela preparação, transporte e administração da 

quimioterapia, bem como nos elementos responsáveis pela limpeza, lavagem e 

eliminação de resíduos hospitalares (4, 5). Apesar da extensa caracterização no âmbito 

da sua aplicação clínica, as relações dose-efeito quanto ao potencial carcinogénico, 

mutagénico e teratogénico dos fármacos citotóxicos para concentrações muito inferiores 

às terapêuticas não estão igualmente bem documentadas. Uma vez que os fármacos 

citotóxicos são geralmente caracterizados por elevada eficácia, perspetiva-se que a 

exposição, mesmo em pequenas doses, possa originar efeitos nefastos para a saúde 

dos indivíduos, especialmente se esta exposição for reiterada (4, 6). Foram já descritos 

em vários estudos múltiplos efeitos adversos associados à exposição ocupacional aos 

fármacos citotóxicos, destacando-se entre os efeitos secundários agudos, as tonturas, 
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náuseas, dores de cabeça, dermatite e desregulação hormonal; e entre os efeitos 

secundários crónicos os danos a nível renal, hepático, pulmonar e cardíaco, os efeitos 

negativos na reprodução, nomeadamente a infertilidade e limitações e alterações no 

desenvolvimento fetal (abortos, malformações, entre outros), deficiência auditiva e 

cancro (5, 7-14).  

Vários autores assumem que são os enfermeiros, os farmacêuticos e os técnicos 

de farmácia, aqueles que se deparam com um maior risco de exposição (5, 15). Este 

risco é resultante da possível formação de aerossóis e inalação de ar contaminado, por 

contacto transdérmico com superfícies, materiais ou equipamentos contaminados e 

ainda por lesões originadas por picagens acidentais com agulhas (4). Considerando a 

adoção de procedimentos preventivos e a utilização de equipamentos que aumentam a 

segurança dos profissionais, a via de exposição mais frequente e mais problemática é 

a via transdérmica (6, 16).  

Tendo em conta as consequências potenciais da exposição ocupacional aos 

fármacos citotóxicos, várias organizações 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 adoção de vários procedimentos preventivos no âmbito da manipulação, 

armazenamento e transporte de fármacos citotóxicos. De entre as várias 

recomendações, podem destacar-se: (i) a publicação de uma lista identificativa dos 

fármacos citotóxicos; (ii) a existência de instalações próprias para reconstituição estéril 

de citotóxicos em câmaras de fluxo laminar verticais do tipo IIB ou de isoladores; (iii) o 

uso de dispositivos especiais para a reconstituição e administração de fármacos 

citotóxicos e o uso de equipamento proteção individual (EPI) por parte dos profissionais; 

(iv) a monitorização periódica de contaminação química e microbiológica e 

procedimentos escritos e aprovados para efeitos de preparação e administração de 

fármacos citotóxicos; (v) a limpeza das salas, manuseamento de resíduos e modo de 

atuação em caso de derrame, extravasamento e/ou outros incidentes; (vi) e a realização 

regular de atividades de formação, treino e avaliação dos profissionais que manipulam 

fármacos citotóxicos (17-19). Particularmente a propósito deste último ponto, é 

fundamental que se realize formação e treino em manipulação de fármacos citotóxicos, 

antes do início de atividade nesta área, e que a competência e preparação dos 

profissionais seja avaliada. Adicionalmente, e numa base periódica, é recomendável 

que os profissionais sejam avaliados quanto aos procedimentos adotados no âmbito da 

manipulação de fármacos citotóxicos (17-20). Os cursos formativos que os profissionais 

realizam no âmbito da preparação de fármacos citotóxicos devem incluir treino de 

assepsia rigorosa, técnicas de pressão negativa (relativas à manipulação de frascos-
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ampola em que é necessária a gestão da pressão no seu interior quando manipulados 

com agulha), bem como controlos de engenharia primários (nomeadamente as câmaras 

de fluxo laminar), secundários (relativos às salas onde decorre a manipulação, e onde 

se encontram os controlos de engenharia primários) e suplementares (tais como os 

sistemas de transferência fechados e seringas luer-lock). Após a realização da formação 

e treino, os profissionais devem ser alvo de avaliação. Podem ser ainda realizados 

treinos adicionais, sempre que se considere necessário, como por exemplo em casos 

de receção de novos equipamentos, novos fármacos, ou caso surjam novos 

procedimentos. Todos os testes de treino e avaliação devem ser claramente 

documentados como parte do registo de segurança do trabalhador (17). A formação 

facultada aos profissionais que trabalham com fármacos citotóxicos deve ser adaptada 

para as necessidades do indivíduo após a consideração da descrição do trabalho, o 

nível de educação anterior e as suas responsabilidades e funções específicas. 

Recomenda-se que a formação seja contínua, com a frequência de cursos, seminários, 

simpósios, ou outros eventos de cariz técnico-científico, repetida, no mínimo, 

anualmente, permitindo a cobertura da introdução de novos fármacos e a introdução ou 

alteração de qualquer técnica (20). 

O treino em manipulação de fármacos citotóxicos pode dar importantes 

indicações dos equipamentos e superfícies que, dentro da câmara de fluxo laminar onde 

ocorre a preparação, possam estar mais contaminados. Não obstante, para uma real 

identificação das superfícies e equipamentos em que a deposição de resíduos de 

citotóxicos é mais provável, foram já descritos vários métodos que visam a colheita de 

amostras e a sua posterior análise (6, 21-23). A técnica de amostragem por limpeza 

(“wipe sampling”) tem sido a mais frequentemente utilizada, sendo caracterizada pela 

sua simplicidade, eficácia e ampla abrangência de citotóxicos que permite recolher (24). 

Já no que diz respeito a métodos analíticos a que se recorre para a deteção de vestígios 

de fármacos citotóxicos, existe uma grande diversidade de métodos descritos, incluindo 

a espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS), cromatografia líquida 

acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) (23), cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massa (GC-MS) (25) e cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a deteção de arranjo de díodos (HPLC-DAD) (6). A importância da realização 

deste tipo de análises reside não só na possibilidade de identificação de superfícies 

mais propensas a serem contaminadas, mas também na possibilidade de comparar 

procedimentos de limpeza no interior das salas de manipulação que se venham a provar 

mais eficazes e que consequentemente limitem a acumulação de resíduos e a 

consequente exposição ocupacional dos profissionais aos agentes citotóxicos (26). 

Face ao elevado número de fármacos citotóxicos alvo de manipulação, os estudos 
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realizados têm desenvolvido e validado métodos específicos para alguns dos fármacos 

mais habitualmente manipulados nas farmácias hospitalares. Alguns dos estudos mais 

recentes, recorrendo a métodos de espectrometria de massa (MS), permitiram a 

deteção simultânea de 7 (27), 10 (28), 13 (29) e 23 (30) compostos citotóxicos. Nos 

quatro estudos referidos, os fármacos ciclofosfamida, o etopósido e a ifosfamida foram 

sempre contemplados nos métodos analíticos desenvolvidos. Estudos que analisaram 

um número mais restrito de compostos, pesquisaram a presença de resíduos 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 é um fármaco habitualmente contemplado na 

avaliação da deposição de citotóxicos em salas de manipulação. 

De acordo com as recomendações do Parlamento Europeu, apesar de existirem 

diferentes normativas e documentos técnicos sobre recomendações quanto a 

manipulação de citotóxicos, no mínimo, os países membros da União Europeia (UE), 

devem seguir as regras da (ISOPP (33). Em Portugal, para além do acesso às diferentes 

diretrizes internacionais [incluindo as da ISOPP, (17)], é possível consultar um 

documento redigido em português, o “Manual de Preparação de Citotóxicos do 

Conselho do Colégio de Especialidade de Farmácia Hospitalar” (34). Tal como nas 

normas ISOPP, também aqui é referido que o recurso a soluções fluorescentes é 

adequado para efetuar treino e avaliação das práticas de manipulação de citotóxicos, 

sendo reconhecida a importância do desenvolvimento de procedimentos de 

amostragem e de métodos analíticos sensíveis para detetar alguns dos fármacos 

citotóxicos mais comumente usados. Tal como anteriormente referido, os fármacos mais 

comumente recomendados para serem amostrados como marcadores da contaminação 

geral das superfícies 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 Preparação de Citotóxicos 

do Conselho do Colégio de Especialidade de Farmácia Hospitalar, o 5-FU, a ifosfamida 

e a ciclofosfamida, (34). 
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I.2 Objetivos e estrutura da dissertação 

 

 

Considerando a importância do desenvolvimento de metodologias analíticas 

para monitorizar e melhorar as práticas de manipulação segura de fármacos citotóxicos, 

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

 

(i) desenvolver e avaliar um método seguro, eficaz e de baixo custo, para efeitos 

de treino e aferição da manipulação segura de fármacos citotóxicos por parte de 

profissionais de farmácia hospitalar; 

(ii) avaliar as práticas de manipulação de fármacos citotóxicos adotadas por parte 

dos profissionais de farmácia hospitalar, identificando os materiais e as práticas mais 

propensas a derrames; 

(iii) validar um método para a monitorização analítica de derrames de 

ciclofosfamida por HPLC-DAD; 

(iv) analisar a disseminação de ciclofosfamida em espaços em que o fármaco é 

alvo de receção e de manipulação, num hospital público do Norte de Portugal. 

 

Para concretizar estes objetivos realizaram-se dois trabalhos experimentais 

distintos e, por este motivo, esta dissertação encontra-se dividida em cinco secções: 

 

Capítulo I – correspondente à introdução geral, plasmada no presente capítulo, 

e que permite compreender as motivações para o tema escolhido, a definição dos 

objetivos e a estrutura da dissertação. 

Capítulo II (Trabalho experimental 1) – correspondente ao desenvolvimento e 

avaliação de um método para treino e aferição da manipulação de fármacos citotóxicos 

por parte de profissionais de farmácia (Estudos A a C) e à avaliação das práticas de 

manipulação de fármacos citotóxicos adotadas por parte dos profissionais de farmácia 

(Estudo D). 

Capítulo III (Trabalho experimental 2) – correspondente à validação de um 

método de amostragem por limpeza com posterior análise por HPLC-DAD para deteção 

de resíduos de ciclofosfamida (Estudo III) e realização de prova de conceito com 

aplicação num hospital do Norte de Portugal (Estudo IV). 

Capítulo IV – correspondente à conclusão integrada da dissertação, 

respondendo aos objetivos previamente elencados e apresentando perspetivas de 

trabalhos futuros. 

Capítulo V – correspondente às referências bibliográficas. 
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Trabalho Experimental 1
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II.1 Introdução 

 

A realização de treino e avaliação dos profissionais, na manipulação de 

citotóxicos, é considerada como fundamental, de acordo com grande parte das linhas 

orientadoras. Uma revisão sistemática que analisou os artigos e documentos publicados 

entre setembro de 2004 e janeiro de 2017, por vários investigadores e organizações, 

sobre a manipulação segura de fármacos perigosos, verificou que 38 dos 61 

documentos incluídos abordavam questões relacionadas com o treino do pessoal, 

sendo o segundo tópico mais frequentemente abordado (após a preparação de 

fármacos, abordada em 41 dos documentos incluídos) (35). Algumas das principais 

organizações que publicaram documentos sobre a manipulação de fármacos citotóxicos 

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 citotóxicos 

previamente à sua introdução na manipulação e com uma periodicidade mínima de um 

ano, quando em funções. A exposição dos profissionais pode decorrer devido à inalação 

de aerossóis, contactos com derrames ou respingos de líquidos e ferimentos por picada 

de agulha (17). Apesar de não se encontrarem descritas exatamente as práticas que 

devem ser alvo de treino durante a preparação para a manipulação, parece razoável 

que se incluam análises de derrames de líquidos e se efetuem treinos de manipulação 

com agulhas. Estudos prévios em que se avaliaram as práticas de manipulação 

concluíram que os maiores derrames decorreram da remoção da agulha dos frascos-

ampola após aspiração dos fármacos citotóxicos (36). Não obstante, será também 

importante avaliar os profissionais na manipulação com sistemas de libertação de 

pressão (vulgarmente designados de “spikes”). Destinados a impedir a disseminação de 

aerossóis, estes dispositivos são classificados como “sistemas fechados de 

transferência de fármacos”. A utilização destes dispositivos em alternativa às agulhas 

garante menor risco de punção do operador, maior facilidade na gestão da pressão 

negativa no interior do frasco-ampola, maior eficiência na aspiração dos fármacos e 

menor probabilidade de aerossolização dos agentes citotóxicos (37, 38). Uma das 

práticas também frequentemente associada a maior probabilidade de derrames consiste 

na transferência dos fármacos citotóxicos para os sacos de perfusão vazios, ou 

contendo diluentes como soro fisiológico ou glicose a 5% (39). Por essa razão, é 

recomendável a utilização de compressas entre as zonas de conexão das seringas e os 

sistemas de transferência introduzidos nos sacos de perfusão (18). 

No âmbito da simulação da contaminação das salas de preparação de fármacos 

citotóxicos, têm sido utilizados marcadores fluorescentes (17). Para o efeito, pode 
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recorrer-se a soluções coradas contendo substâncias como a fluoresceína ou a 

soluções que exibem fluorescência sob luz ultravioleta (UV), como as soluções de 

quinina (40). Estes testes visam analisar a possível localização da contaminação no 

decurso da manipulação dos operadores e se necessário, estabelecer e garantir a 

eficiência de medidas corretivas simples destinadas a preservar o meio ambiente e a 

segurança dos profissionais (39, 40). Neste contexto, o teste de quinina tem sido 

recomendado para efeitos de identificação da origem de contaminações por fármacos 

citotóxicos durante a sua manipulação. Este teste consiste na avaliação da fluorescência 

de cloridrato de quinina, sob luz UV. Uma vez que o padrão analítico de cloridrato de 

quinina, de elevada pureza, nem sempre está imediatamente acessível e tem um custo 

considerável, o objetivo do presente estudo foi adaptar o teste de quinina recorrendo à 

avaliação de fluorescência de uma solução de água tónica, mais amplamente disponível 

e económica, e aplicar este teste qualitativo no despiste da possível disseminação e 

deposição em superfícies, decorrentes de práticas incorretas durante a manipulação 

dos fármacos citotóxicos. 

 

 

II.2 Metodologia 

 

II.2.1 Materiais 

 

 Para a realização deste trabalho foi utilizada uma solução de cloridrato de 

quinina (250 mg/mL) (Labesfal, Portugal); utilizou-se um espectrofotómetro 

ultravioleta/visível (UV/Vis) da marca VWR (UV-3100PC) e cuvetes de quartzo (VWR) e 

cuba de ultrassons da marca Sonorex. Foi ainda utilizada água tónica de três marcas 

distintas disponíveis comercialmente, num total de cinco amostras - três de uma mesma 

marca comercial e outras duas de duas marcas comerciais distintas. Para a avaliação 

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 manipulação 

de citotóxicos (Chemoprotect), agulhas 19G (BD), mini-spike (B Braun), seringas luer-

lock de 30 mL (B Braun), sistemas de transferência de líquidos Cyto-Set (B Braun), 

sacos para perfusão de 250 mL (Hospira) e compressas esterilizadas (Bastos e Viegas). 
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II.2.2 Métodos 

 

 Para avaliar a adequação da solução de água tónica para realização de testes 

qualitativos de derrames e consequentemente das práticas de manipulação de fármacos 

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

 

Estudo A – Efetuou-se a análise espectrofotométrica UV/Vis de três diferentes marcas 

de água tónica, comercialmente disponíveis (após desgaseificação em cuba de 

ultrassons, por 15 minutos, à temperatura ambiente), bem como de sete soluções de 

quinina (concentrações 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 soluções de quinina foram preparadas por diluições 

sucessivas da solução stock de cloridrato de quinina (250 mg/mL) e recorreu-se a 

espectrofotómetro UV/Vis, para a determinação da absorvância. Foram efetuadas 

determinações em triplicado, para onze diferentes comprimentos de onda, com 

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

 

Estudo B - No âmbito da realização da comparação qualitativa da fluorescência exibida 

pela água tónica de diferentes marcas e diferentes produtos, foram comparadas as 

fluorescências exibidas por derrames provocados por 1mL de solução aquosa de 

cloridrato de quinina de cinco diferentes concentrações (0,001mol/L; 0,01mol/L; 0,05 

mol/L; 0,1 mol/L; 0,155 mol/L), com as fluorescências exibidas por derrames de 1 mL de 

água tónica (foram testados três 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 soluções 

de quinina foram obtidas por diluições sucessivas da solução stock de cloridrato de 

quinina (250 mg/mL). Destaque-se que o produto 3 da marca 1, corresponde a uma 

água tónica com corantes, apresentando-se com uma coloração rosa. Assim, apesar de 

ser proveniente do mesmo produtor (marca 1), não corresponde ao mesmo produto de 

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

 

Estudo C – Os profissionais que foram avaliados quanto ao aparecimento de derrames 

em função da manipulação (no Estudo D, descrito abaixo), responderam a um 

questionário constituído por oito questões relativas à adequação percebida do teste de 

manipulação em que participaram (Anexo I). Os participantes foram informados 

oralmente e por escrito quanto aos objetivos do questionário, e consentiram livremente 

(Anexo II). Não foram colocadas quaisquer perguntas pessoais ou que permitissem a 

posterior identificação dos participantes, sendo assegurado o seu anonimato. O 

consentimento assinado também previa a participação 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 realização do estudo foi aprovada pela Comissão 

de Ética do Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho, E.P.E. (Documento 

aprovado nº 79/2021) (Anexo III). As perguntas tiveram em conta as recomendações de 

várias diretrizes sobre a educação e avaliação no âmbito da manipulação de citotóxicos 

que referem que a avaliação deve ocorrer antes do inicio de funções e com uma 

periodicidade mínima de um ano (questões 6 e 7) (20, 41) e que o treino e avaliação 

deve decorrer da forma mais realista quanto possível, sem recorrer a fármacos 

citotóxicos (questões 4 e 5) (34). 

 

Estudo D - No sentido de avaliar os procedimentos de manipulação de profissionais com 

formação e treino na área de manipulação de citotóxicos, foi analisada a presença de 

vestígios de fluorescência exibida por água tónica durante e após a manipulação. Foram 

incluídos no presente estudo doze técnicos superiores de Farmácia, que efetuaram a 

preparação de um total de 24 sacos de infusão contendo água tónica (2 sacos de infusão 

por operador), resultantes de um total de 48 manipulações (divididas em procedimentos 

de aspiração do frasco contendo a água tónica e procedimentos de aditivação no saco 

de infusão). Foram avaliadas 288 superfícies de materiais e equipamentos quanto à 

presença de água tónica durante e após a manipulação. Para efeitos de comparação, 

na realização da aspiração das soluções, metade das preparações foram executadas 

com spike, e metade das preparações foram executadas com agulha. Ao longo da 

avaliação, os profissionais podiam, caso detectassem, denunciar a ocorrência de 

derrames, permitindo assim a comparação da avaliação feita pelo profissional com a 

avaliação feita pelo investigador. 

 

 

II.3 Resultados e Discussão 

 

 De acordo com estudos anteriores sobre a realização de treino e avaliação 

com a solução de quinina (39, 40), para efeitos de verificação de derrames (quer da 

solução original, quer da solução diluída), deve ser testada a simulação de uma 

aspiração de 2 mL de uma solução de quinina 0,1 mol/L e transferência para um saco 

de soro fisiológico, resultando numa concentração final de 0,04 mol/L. A fluorescência 

da solução de quinina sob luz UV com comprimento de onda compreendido entre os 

300 nm e os 420 nm foi confirmada, em concentrações compreendidas entre 0,0005 

mol/L e 0,155 mol/L (Figura 1).  
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 No presente estudo, não se realizou a diluição da solução original porque se 

executou a transferência da água tónica para um saco para administração intravenosa 

vazio (procedimento idêntico ao realizado na manipulação de fármacos citotóxicos não 

sujeitos a diluição prévia à administração intravenosa, tal como doxorrubicina e nab-

paclitaxel). Com a realização do trabalho descrito no presente estudo garantiram-se 

menos custos associados ao procedimento porque: (i) a água tónica é mais económica 

do que a solução concentrada de quinina comercialmente disponível e (ii) a utilização 

de saco vazio para administração intravenosa é mais económica do que a utilização de 

sacos de soro fisiológico. Não obstante, todos os procedimentos realizados são 

idênticos em ambos os casos (a diluição em saco de soro fisiológico é idêntica à 

transferência para saco vazio, não aportando riscos acrescidos de derrame). No âmbito 

da realização do Estudo A, foi possível confirmar a deteção da fluorescência exibida por 

três marcas distintas de água tónica, entre 300 nm e 400 nm. No entanto, e apesar da 

relativa homogeneidade entre as diferentes águas tónicas testadas, os correspondentes 

valores de absorvância foram inferiores aos registados com as soluções de quinina nas 

concentrações de 0,1 mol/L e 0,05 mol/L (Figura 2). 
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Figura 1 - Absorvância de diferentes concentrações de solução de quinina, determinada 
por espectrofotometria UV-Vis 
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 Tal como esperado, os derrames provocados por soluções de quinina 

exibiram fluorescência, sob luz UV. Uma observação interessante foi que, 

aparentemente, a solução de quinina com uma concentração intermédia de 0,01 mol/L, 

apresentava maior fluorescência comparativamente às restantes concentrações 

testadas (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Absorvância de soluções de quinina (0,005 mol/L e 0,1 mol/L) e de três águas 
tónicas comercialmente disponíveis, determinada por espectrofotometria UV-Vis 

Figura 3 - Inspeção visual de derrames propositadamente provocados por 1mL de água destilada (A - 
Branco) e 1mL de diferentes concentrações 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 água 

tónica seriam visíveis 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, não sendo assim obtida fluorescência no derrame provocado por 1mL 

de água tónica contendo antocianinas de cenoura e de cártamo (Figura 4, “Marca 1, 

Lote 3”). Servindo como controlo negativo, foi possível ainda confirmar que o derrame 

de 1mL de água destilada (Figura 4A “Branco”), não apresentou fluorescência sob luz 

UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tal como anteriormente referido, em cumprimento das recomendações das 

várias organizações, tais como a ISOPP (17), a ASHP (20) e a OSHA (18), é importante 

garantir-se a realização de treino e avaliação na manipulação de citotóxicos. 

Naturalmente que, no início do treino prático, as preparações devem ser feitas da forma 

mais realista possível, com medicamentos simulados, incluindo produtos específicos 

para formação (como produtos fluorescentes, corados, por exemplo), em detrimento de 

fármacos citotóxicos. Os produtos possíveis para simulação de manipulação, corados 

ou fluorescentes, incluem a quinina e a fluoresceína. A fluoresceína, apesar de 

apresentar maior sensibilidade em comparação com outros marcadores fluorescentes, 

é inconvenientemente visível (solução amarelo-alaranjada). Assim, o operador pode ser 

influenciado e condicionado durante o processo de validação (40). Já a quinina não é 

tóxica e é solúvel em água, sendo invisível a olho nu, mas fácil de detetar sob radiação 

UV, com uma elevada sensibilidade (42, 43). No entanto, em Portugal, não existem 

soluções com quinina comercializadas especificamente para a simulação de 

manipulação de citotóxicos. Assim, a alternativa reside na utilização de soluções 

comercializadas para propósitos clínicos. Em Portugal, a única preparação líquida de 

Figura 4 - Inspeção visual de derrames propositadamente provocados por 1mL de água destilada (A - 
Branco) e 1mL de diferentes águas tónicas comercialmente disponíveis [Marca 1 (Produtos 1, 2 e 3 – 

Figuras B, C, F)]; Marca 2 (Produto 1 – Figura D); Marca 3 (Produto 1 – Figura E) 



15 
 

quinina utilizada em ambiente clínico são as ampolas contendo 2 mL de solução de 

quinina com uma concentração de 250 mg/mL. Acrescente-se que a aquisição destas 

ampolas implica a apresentação de receita médica restrita. Face ao seu elevado custo 

e à dificuldade em termos de acessibilidade, é improvável que sejam rotineiramente 

utilizadas em ambiente hospitalar para efeitos de simulação, treino e avaliação de 

manipulação de fármacos citotóxicos. Desta forma, a utilização de um produto 

comercialmente disponível e de fácil acesso confere uma vantagem adicional. 

No âmbito da avaliação percecionada pelos participantes no estudo, foram 

analisadas as respostas pelos participantes ao questionário (Estudo C) (Anexo IV). 

Apesar do número reduzido de participantes que responderam ao questionário 

(n=12), a amostra é superior a estudos previamente publicados (n=10) (39). Foi possível 

verificar que, maioritariamente, os participantes consideraram a atividade de fácil e 

simples realização para o operador e para o avaliador; eficiente; exequível quanto à 

disponibilidade dos materiais; similar aos trabalhos executados no âmbito da real 

preparação de citotóxicos; adequada para efeitos de iniciação à preparação de 

citotóxicos e para efeitos de avaliação periódica dos operadores, bem como para 

reconhecer os locais mais suscetíveis de contaminação. Face aos procedimentos 

habitualmente realizados no âmbito da preparação de citotóxicos, e em consonância 

com os estudos semelhantes previamente publicados, o presente estudo contemplou a 

aspiração de soluções dos frascos-ampola, a conexão da seringa de aspiração a 

sistema de transferência de líquidos e a aditivação do saco de perfusão com a solução 

de teste de cloridrato de quinina (36, 39, 40). Acrescente-se que se justifica testar a 

aspiração do fármaco com agulha por ser considerada uma das práticas associadas a 

maior probabilidade de derrame (36). 

A aplicação dos testes de fluorescência com água tónica a 12 participantes 

voluntários permitiu, uma vez mais, confirmar a adequação do teste sugerido no 

presente estudo. Verificou-se que sete dos participantes (58%) tiveram derrames 

resultantes dos seus procedimentos de manipulação, em onze das 288 superfícies totais 

avaliadas (4%) (Tabela 1). Estes resultados são semelhantes aos previamente 

publicados por Baussant et al. (39), em que oito dos dez profissionais avaliados 

apresentara derrames decorrentes dos atos de manipulação. 
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Tabela 1 - Quantidades e percentagens de derrames resultantes de manipulação de água tónica realizada 

por Técnicos Superiores de Diagnóstico e Terapêutica de Farmácia com formação e experiência em 

manipulação de citotóxicos 

 

 

 

A manipulação com recurso a agulha, considerada mais perigosa pela maior 

probabilidade de libertação de aerossóis (não avaliados no presente estudo), maior 

dificuldade na gestão da pressão no interior do frasco-ampola e pelo risco de punção 

para o operador (43), também resultou em maior número de derrames (observada em 

5 dos profissionais, 42%), do que a manipulação com recurso a sistema de libertação 

de pressão (“spike”) (observada apenas em 2 dos profissionais, 17%). Estes resultados 

sugerem a necessidade de se evitar, sempre que possível, a utilização de agulhas na 

manipulação de fármacos citotóxicos. Os derrames de água tónica detetados dividiram-

se em derrames no frasco de água tónica (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 à volta das agulhas e da tampa do frasco ao 

retirar a solução” (18). A colocação de compressas entre a luva do operador e zonas de 

conexão (agulha/“spike” e frasco; seringa e sistema de administração de líquidos) foi 

Incidência Casos Total % 

Nº de profissionais com derrames identificados 7 12 58,3 

Nº de superfícies contaminadas (total) 11 288 3,8 

Agulha vs. 

Spike 

Nº de profissionais com derrames identificados em 

manipulação com agulha 
5 12 41,7 

Nº de profissionais com derrames identificados em 

manipulação com spike 
2 12 16,7 

Nº de superfícies contaminadas na manipulação 

com agulha 
9 144 6,3 

Nº de superfícies contaminadas na manipulação 

com spike 
2 144 1,4 

Materiais alvo 

de 

contaminação 

Campo 4 11 36,4 

Compressas 4 11 36,4 

Frasco 3 11 27,3 

Tipo de 

procedimento 

Derrames em atos de aspiração 6 24 25,0 

Derrames em atos de transferência para o saco 

de infusão 
1 24 4,2 
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invariavelmente cumprida pelos participantes e revelou-se muito importante para evitar 

a passagem de resíduos de água tónica para as luvas dos operadores. No âmbito do 

revestimento da base das câmaras de fluxo laminar onde decorrem os procedimentos 

de manipulação revela-se importante a utilização de campos de trabalho 

designadamente criados para absorção de derrames de citotóxicos que limitam a sua 

passagem, deposição e acumulação no local de manipulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A transferência da água tónica para o saco vazio para administração de soluções 

intravenosas, garante a existência de um controlo positivo para confirmação da 

fluorescência (Figura 6). Torna-se assim possível dissipar quaisquer dúvidas quanto a 

possíveis resultados falsos negativos por ausência de fluorescência da água tónica 

adquirida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.4 Conclusão 

 

O presente trabalho experimental permitiu demonstrar a adequação da utilização 

da água tónica para efeitos de treino e de avaliação de profissionais e de práticas de 

Figura 5 - Deteção de derrames com água tónica sob luz UV, durante a simulação de 
manipulação 

 

Figura 6 - Controlo positivo obtido por incidência de luz UV sobre saco para 
administração de fluídos intravenosos contendo água tónica 
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manipulação de citotóxicos, uma vez que após incidência de luz UV, a fluorescência 

exibida pela água tónica e por diferentes soluções de quinina são visualmente idênticas 

e claramente distintas do derrame com soro fisiológico. A fluorescência exibida pela 

água tónica sob luz UV foi confirmada por espectrofotometria e a similaridade de 

absorvância de diferentes marcas confirma a utilidade da água tónica comercialmente 

disponível para o propósito de avaliação de manipulação, desde que não contenham 

corantes que possam interferir na determinação. A utilização de água tónica em 

detrimento de soluções de quinina resulta numa alternativa viável e menos dispendiosa. 

Confirmou-se a ocorrência frequente de derrames e a importância do uso de EPI, de 

“spike” em detrimento de agulha (sempre que possível), e do recurso a compressas pelo 

operador como forma de proteção individual em todas as ações de aspiração e 

transferência de soluções contendo citotóxicos. 
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III.1 Introdução 

 

Os fármacos citotóxicos são geralmente considerados perigosos. Conforme o 

seu mecanismo de ação, podem ser cancerígenos, teratogénicos e mutagénicos (26). 

Estes fármacos são diariamente manipulados por profissionais de saúde, que deste 

modo se expõem a estes fármacos, tal como comprovado através da análise de 

amostras de urina destes indivíduos, bem como através da ocorrência de 

genotoxicidade. De facto, a associação entre a manipulação e administração de 

fármacos citotóxicos e o cancro ou o desenvolvimento de efeitos teratogénicos a nível 

reprodutivo, é robusta (5). 

A contaminação provocada por estes resíduos de fármacos citotóxicos pode 

ocorrer por diferentes vias: através da inalação, ingestão oral ou por via dérmica. A 

ingestão é descrita como a via de menor risco. A inalação, pela formação do aerossol, 

é minoritária e muito reduzida pela utilização de câmara de fluxo laminar (16, 17). A 

exposição profissional parece ocorrer preferencialmente por via dérmica, resultante da 

manipulação direta de frascos e sacos, dos fármacos, ou contacto com superfícies e 

equipamentos contaminados (44). O processo de contaminação superficial pode 

acontecer através da transferência do fármaco citotóxico que se encontra nas mãos 

contaminadas de onde, por sua vez, pode transferir-se para outras superfícies, 

contaminando outros trabalhadores. Por este motivo, a monitorização ambiental 

periódica da contaminação por estes fármacos é essencial para garantir a segurança do 

ambiente de trabalho e consequentemente dos profissionais de saúde envolvidos na 

sua manipulação. 

Sendo assim, para garantir a segurança dos operadores, para além de 

monitorizar os níveis dos fármacos nos fluidos biológicos (urina/sangue), pode-se 

monitorizar regularmente as superfícies de trabalho através da quantificação dos 

fármacos nas superfícies mais propícias à exposição. 

Estudos prévios identificaram resíduos de fármacos citotóxicos em diferentes 

locais da sala de preparação (câmara de fluxo laminar, maçaneta da porta de acesso à 

sala de preparação, máquina de reembalamento e intercomunicadores), bem como em 

diferentes superfícies e equipamentos da sala de apoio à manipulação (telefone, ratos 

e teclados de computadores, maçanetas de transferes, tabuleiros de colocação de 

fármacos e materiais e mesas de registos) (6, 21, 26, 45). Adicionalmente, a presença 

de fármacos citotóxicos nas cartonagens e faces externas dos frascos dos fármacos 

rececionados nos serviços farmacêuticos também já foi demonstrada, sugerindo a 

potencial contaminação das áreas de receção e armazenamento (46, 47) 
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A monitorização através da técnica de amostragem por compressa, pode ser útil 

para pesquisar mecanismos de libertação e dispersão dos fármacos citotóxicos, 

identificando possíveis fontes e vias de exposição. A monitorização da contaminação de 

superfícies também pode servir como um parâmetro de controlo e melhoria das medidas 

de proteção e de equipamento, bem como para apurar os melhores métodos de limpeza 

das zonas de manipulação de fármacos citotóxicos – agentes a selecionar e respetiva 

concentração e tempo de contacto mínimo com as superfícies (6, 26, 44). 

Para garantir a limpeza das superfícies, são necessárias estratégias analíticas 

que permitam quantificar níveis muito baixos de fármacos citotóxicos, exigindo assim 

metodologias de elevada sensibilidade. Para esse fim, tem-se recorrido com sucesso a 

alguns métodos analíticos cromatográficos [como a cromatografia gasosa (GC), 

cromatografia líquida (LC), cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e 

cromatografia líquida de ultra eficência (UPLC) em combinação com MS ou 

espectrometria de massa sequencial (MS/MS)]. Entre os métodos referidos, a LC-

MS/MS (cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa sequencial) tem 

sido o método de eleição para análise da maioria dos fármacos antineoplásicos, não 

exigindo a derivatização dos compostos, como acontece com os métodos de GC. A ICP-

MS é uma alternativa que se tem revelado útil para analisar a presença de fármacos à 

base de platina (48, 49). 

A propósito da ciclofosfamida, deve acrescentar-se que é um dos fármacos 

citotóxicos mais habitualmente monitorizados no âmbito da contaminação de 

superfícies. Alguns exemplos de estudos prévios que recorreram à técnica de 

amostragem com compressas monitorizaram ciclofosfamida, citarabina, gemcitabina, 

metotrexato, etoposido, ifosfamida, irinotecano, doxorrubicina, epirrubicina e vincristina, 

seguindo-se análise por LC-MS/MS (28, 50), ciclofosfamida, 5-FU, doxorrubicina, 

epirrubicina, ifosfamida e gemcitabina com análise por UPLC-MS/MS (51), 

ciclofosfamida e ifosfamida por GC-MS e 5-FU por cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada a deteção 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 já utilizada como marcador 

substituto de todos os medicamentos citotóxicos em estudos de avaliação de 

contaminação de superfícies durante a manipulação destes fármacos (54). 
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O presente estudo visou validar um método analítico para a avaliação da 

presença de ciclofosfamida na superfície de três salas diferentes de um hospital do norte 

de Portugal, nas quais são recebidos ou manipulados fármacos citotóxicos.  

 

 

III.2 Metodologia  

 

III.2.1 Reagentes e materiais 

 

 Os reagentes utilizados no presente estudo possuíam grau analítico e 

apresentavam o maior grau de pureza comercialmente disponível. 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 análise em HPLC) e o acetonitrilo – (grau de pureza, 

≥99.9%, adequado para análise em HPLC), foram igualmente obtidos da Sigma – 

Aldrich. Foram utilizadas compressas de gaze esterilizadas (ADA) de 100 cm² e placas 

de Petri (100 mm × 20 mm) compostas por poliestireno (Sigma – Aldrich). 

 

III.2.2 Métodos 

 

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

A colheita das amostras foi realizada no Serviço Farmacêutico do Centro 

Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho, E.P.E., Vila Nova de Gaia, Portugal. 

A avaliação da contaminação da superfície com a ciclofosfamida foi realizada 

usando 50 compressas que recolheram potenciais resíduos, em três salas diferentes – 

sala de preparação, sala de apoio à preparação e sala de receção de fármacos. A 

amostragem foi realizada num dia considerado "normal" pelo pessoal quanto ao número 

de manipulações efetuadas. 

No caso das amostras colhidas na sala de preparação, as amostras foram 

recolhidas antes do normal dia de trabalho e depois do manuseamento dos fármacos 

citotóxicos (incluindo a ciclofosfamida). No total, das 50 amostras analisadas, 30 

amostras foram colhidas no período da manhã e 20 no período da tarde. A recolha das 

amostras no período da tarde foi feita quatro horas depois da manipulação da 

ciclofosfamida. Das 20 amostras recolhidas no período da tarde, 15 foram efetuadas na 

sala de preparação de manipulação, e as restantes 5 foram recolhidas na sala de 

receção 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 análise. As 

amostras obtidas da superfície de trabalho e de outras superfícies foram efetuadas com 

compressas de 100 cm² humedecidas com acetato de etilo. 

Após limpeza das superfícies e materiais, as compressas foram colocadas em 

placas de Petri, seladas com Parafilm e armazenadas a 2-8 °C para transporte para o 

Laboratório do Centro de Investigação em Saúde e Ambiente (CISA), Escola Superior 

de Saúde (ESS), Instituto Politécnico do Porto (IPP), Porto e alvo de extração e análise 

imediata. 

 

Preparação das soluções stock e dos padrões  

As soluções stock de ciclofosfamida foram preparadas na concentração 10 

mg/mL e seguidamente diluídas em MeOH para, posteriormente, obter as 

concentrações testadas na curva de calibração de 150, 750, 1500, 3000, 4500 e 750 

µg/cm² obtida com os seguintes volumes (µL) de solução stock, respetivamente: 15, 75, 

150, 300, 450 e 750µL. 

 

Preparação das amostras e analise por HPLC-DAD 

Para o doseamento da ciclofosfamida foi adaptado o método analítico 

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:água (25:10:65), e submetidas a 

um período de agitação de 20 min no vortex. A solução obtida foi recolhida com seringa 

e filtrada por filtro PTFE 0,2 µm. Do volume de solução extraída foram analisadas 

amostras de 100 µL por HPLC-DAD (205 nm), sendo a separação obtida com coluna 

C18 Hypersil-GOLD® (Thermo Scientific®). O tempo de corrida da ciclofosfamida foi de 

15 minutos, a composição da fase móvel foi de acetonitrilo/MeOH/água (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 díodos de Modelo MD 4010 Photo Diode Array Detector. O 

software do equipamento foi o ChromNAV 2.0. 
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Figura 7 - Ilustração representativa da sala de receção da medicação, onde foram efetuadas colheitas de 

amostras (locais de colheita assinalados com círculos vermelhos) 

 
Figura 8 - Ilustração representativa da sala de apoio à manipulação (sala de validação e transferência; 

locais de colheita assinalados com círculos violeta) e sala de preparação de citotóxicos (locais de colheita 

assinalados com círculos verdes identificativos de colheita prévia à preparação de quimioterapia e 

círculos vermelhos identificativos de colheita posterior à preparação de quimioterapia) 
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Tabela 2 – Locais e períodos de colheita de amostras no Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia, Espinho 

E.P.E. 

Locais de amostragem Unidade de trabalho 

Período de recolha das amostras de Manhã 

1 e 2 - Arquivo Sala de Preparação 

3 – Tabuleiro metálico Sala de Preparação 

4 – Frasco de fármaco citotóxico Sala de Preparação 

5, 6, 7, 8 – Bancada de apoio Sala de Preparação 

9 – Rato do computador Sala de Preparação 

10 – Teclado do computador Sala de Preparação 

11 – Intercomunicador Sala de Preparação/ Manipulação 

12 – Telefone Sala de Preparação 

13 – Bancos Sala de Preparação 

14 – Armário de armazenamento de 

citotóxicos 

Sala de Preparação 

Locais de amostragem Unidade de trabalho 

Período de recolha das amostras de manhã 

15, 16 - Caixa de Ciclofosfamifa (embalagem 

secundária) 

Sala de Preparação 

17 – Maçaneta da Porta  Sala de Preparação 

18 – Transfere para Sala de Apoio Sala de Preparação 

19 – Bancada de apoio Sala de Preparação 

20 – Máquina de Embalagem  Sala de Preparação 

21 – Bancada de apoio Sala de Preparação 

22 – Bancada de apoio Sala de Manipulação 

23 - Transfere para Sala de Enfermagem Sala de Manipulação 

24 – Cadeira de manipulação Sala de Manipulação 

25 - Bancada de apoio  Sala de Manipulação 

26 – Intercomunicador  Sala de Manipulação 

27, 28, 29 30 – Painéis internos da câmara 

de fluxo laminar 

Sala de Manipulação  

Período de recolha das amostras de Tarde  

Todos locais de amostragem, incluindo sala de receção das encomendas  

Sala de Receção das Encomendas 

46, 47, 48 – Bancada  Sala de Receção 

49 – Teclados e Ratos  Sala de Receção 

50 – Cadeiras  Sala de Receção 
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Validação do Método  

A validação do método analítico descrito foi efetuada de acordo com as normas 

internacionais recomendadas pela Food And Drug Administration (FDA) (55). Os 

parâmetros estudados foram a linearidade, a sensibilidade [limites de deteção (LD) e 

limite de quantificação (LQ)], precisão, exatidão e taxa de recuperação. O cumprimento 

desses parâmetros assegura que o método produz resultados reprodutíveis e 

confiáveis. 

Neste trabalho, a linearidade foi calculada a partir de cinco curvas de calibração 

independentes, obtidas com 6 padrões de diferentes concentrações de ciclofosfamida.  

As curvas de calibração foram traçadas com as áreas do pico cromatográfico do padrão 

de ciclofosfamida em função da respetiva concentração. O cálculo da equação da reta 

e do coeficiente de correlação linear (R2) considerou a média das cinco curvas de 

calibração.  

A sensibilidade foi calculada através dos LD e LQ, tendo em conta a média global 

das áreas dos picos cromatográficos dos brancos e o respetivo desvio padrão, assim 

como o declive da reta de calibração. 

Os LD e LQ foram determinados pela análise de brancos e o declive da reta de 

calibração, considerando uma razão sinal/ruído de 3 para LD e uma razão sinal/ruído 

de 10 para o LQ. 

A precisão Intra–dia do equipamento HPLC–DAD foi calculada dentro do mesmo 

dia de análise, analisando três vezes o mesmo padrão para três concentrações 

diferentes de ciclofosfamida (4,5; 22,5; 67,5 µg/cm²), tendo sido calculado o coeficiente 

de variação (CV) (%) intra-dia para os dados obtidos, de acordo com a seguinte fórmula: 

𝐶𝑉% =
𝑑𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 á𝑟𝑒𝑎𝑠
× 100 

 

A precisão Inter–dia foi calculada em 5 dias diferentes, extraindo 3 padrões 

distintos para três concentrações diferentes de CPA (7,5; 30; 67,5 µg/cm²), e calculando 

o respetivo CV (%) inter-dia, de acordo com a mesma fórmula. 

A taxa de recuperação foi determinada fortificando a matriz com três 

concentrações diferentes do analito (4,5; 22,5; 67,5 µg/cm²), pelo menos 3 vezes, para 

cada nível de concentração testado. Para o efeito, foi calculada percentualmente a razão 

entre as áreas dos picos cromatográficos obtidos com a injeção de amostras fortificadas 

antes da extração, feita em triplicado, e as áreas dos picos cromatográficos obtidos com 

a injeção de amostras fortificadas após a extração.  

Os resultados para a exatidão do método foram determinados num único dia, 

analisando igualmente três níveis de concentrações diferentes (correspondendo a um 
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nível baixo, intermédio e alto da curva de calibração, respetivamente 4,5; 22,5 e 67,5 

μg/cm2), dentro da gama de concentrações com resposta linear da curva de calibração. 

Para o efeito foram comparados os valores de concentração calculados pela curva de 

calibração com os valores nominais da concentração de cada um dos padrões injetados.  

 

 

III.3 Resultados e Discussão 

 

Para a monitorização da contaminação das superfícies hospitalares, foi 

inicialmente necessário garantir que o desempenho do método analítico era adequado. 

Para tal, procedeu-se à validação das condições analíticas de um método previamente 

publicado na literatura (21), nas condições experimentais do nosso laboratório. Tal como 

de seguida demonstrado, a aplicação desta metodologia foi bem sucedida, tendo o 

método cumprido com todos os requisitos necessários à sua validação, tal como 

recomendado pelas normas internacionais (55, 56). 

 

III.3.1 Linearidade  

 

A linearidade foi calculada a partir de cinco curvas de calibração independentes, 

obtidas com 10 padrões de diferentes concentrações de ciclofosfamida. Na figura 9 

pode-se observar um cromatograma representativo obtido após a corrida 

cromatográfica dos padrões de ciclofosfamida nas condições experimentais descritas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As curvas de calibração foram traçadas com as áreas do pico cromatográfico do 

padrão de ciclofosfamida em função da respetiva concentração (Figura 10). O cálculo 

da equação da reta e do R2 considerou a média das cinco curvas de calibração. De 

acordo com os resultados, obteve-se um R2 superior a 0,99 (R2 = 0,9974). O estudo da 

linearidade permitiu assim concluir que o método utilizado é linear na gama de 

Figura 9 - Cromatograma representativo dos padrões de calibração da ciclofosfamida HPLC-DAD 

(205nm) 
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concentrações estudadas (1,5–75 µg/cm2), estando estes valores de acordo com os 

requisitos recomendados para a validação de métodos analíticos (55, 56). Comparando 

valores obtidos no presente estudo com os descritos na literatura, verifica–se que o R2  

obtido para ciclofosfamida foi superior aos descritos no estudo prévio de Viegas et al. 

(21) (R2 = 0.9937) que serviu de modelo ao método presentemente implementado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.3.2 Sensibilidade 

 

A sensibilidade foi calculada através dos LD e LQ, tendo em conta a média global 

das áreas dos picos cromatográficos dos brancos (887,9) e o respetivo desvio padrão 

(767,9), assim como o declive da reta de calibração (y = 28521x + 25101). Obtiveram-

se os valores de 0,089 µg/cm2 para o LD e de 0,269 µg/cm2 para o LQ. Estes valores 

são comparáveis a dois trabalhos anteriormente publicados de Acampora et al. (25) (LD 

0,06 μg/cm2 e LQ 0,6 μg/cm2), e Viegas et al. (21) (LD de 0,10 μg/cm2 e LQ de 0,30 

μg/cm2). 

 

III.3.3 Precisão inter–dia 

 

Os resultados para a precisão inter–dia do método foram obtidos após a extração 

e injeção de padrões de ciclofosfamida, em 3 dias distintos, e para três níveis (baixo, 

intermédio e alto, respetivamente 7,5; 30; 67,5 μg/cm2) de concentração, dentro da 

gama de concentrações com resposta linear da curva de calibração. Os valores de CV 

(%) obtidos foram sempre inferiores a 25%, tendo sido de 9,42% para a concentração 

de 7,5 μg/cm2; 2,43% para a concentração de 30 μg/cm2 e 2,62% para a concentração 

Figura 10 - Curva de calibração da ciclofosfamida (n=6) e correspondente equação da reta e 
coeficiente de correlação linear (R2) 
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de 67,5 μg/cm2. Estes valores estão também de acordo com os requisitos 

recomendados para a validação de métodos analíticos (55, 56). 

 

III.3.4 Precisão intra–dia 

 

Os resultados para a precisão intra–dia do método foram obtidos num único dia, 

injetando três vezes o mesmo padrão de ciclofosfamida após extração, em três 

concentrações diferentes (correspondendo a um nível baixo, intermédio e alto da curva 

de calibração, respetivamente 4,5; 22,5; e 67,5 μg/cm2), dentro da gama de 

concentrações com resposta linear da curva de calibração. Os valores CV% obtidos 

foram sempre inferiores a 25%, tendo sido de 2,46% para a concentração de 4,5 μg/cm2; 

7,93% para a concentração de 22,5 μg/cm2 e 6,96% para a concentração de 67,5 

μg/cm2. Estes valores estão novamente de acordo com os requisitos recomendados 

para a validação de métodos analíticos (55, 56). 

 

III.3.5 Taxa de Recuperação 

 

Para o cálculo da taxa de recuperação foram igualmente analisados três níveis 

de concentrações diferentes (correspondendo a um nível baixo, intermédio e alto da 

curva de calibração, respetivamente 4,5; 22,5; e 67,5 μg/cm2), dentro da gama de 

concentrações com resposta linear da curva de calibração. Para o efeito, foi calculada 

percentualmente a razão entre as áreas dos picos cromatográficos obtidos com a 

injeção de amostras fortificadas antes da extração, feita em triplicado, e as áreas dos 

picos cromatográficos obtidos com a injeção de amostras fortificadas após a extração. 

A taxa de recuperação obtida foi de 104,85% (± 2,58%) para a concentração de 4,5 

μg/cm2; 114,32% (± 9,06%) para a concentração de 22,5 μg/cm2 e 96,79% (± 6,74%) 

para a concentração de 67,5 μg/cm2. Estes valores de recuperação situam-se dentro 

dos intervalos recomendados (80-120%) para a validação de métodos analíticos (55, 

56). 

 

III.3.6 Exatidão 

 

Os resultados para a exatidão do método foram determinados num único dia, 

analisando igualmente três níveis de concentrações diferentes (correspondendo a um 

nível baixo, intermédio e alto da curva de calibração, respetivamente 4,5; 22,5 e 67,5 

μg/cm2), dentro da gama de concentrações com resposta linear da curva de calibração. 

Para o efeito foram comparados os valores de concentração calculados pela curva de 
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calibração com os valores nominais da concentração de cada um dos padrões injetados. 

Obtiveram-se os valores de 79,56% (±1,55%) para a concentração de 4,5 μg/cm2; 

105,47% (±8,67%) para a concentração de 22,5 μg/cm2 e 90,40% (±6,38%) para a 

concentração de 67,5 μg/cm2. De acordo com os requisitos para validação de métodos 

analíticos estes valores encontram-se, tendencialmente, próximos dos valores 

recomendados (80-120%) (55, 56). 

 

 

III.3.7 Análise de amostras colhidas em ambiente hospitalar 

 

Os estudos de monitorização da contaminação de superfícies hospitalares com 

fármacos citotóxicos anteriormente realizados revelaram algumas contaminações 

severas em diferentes áreas como por exemplo nas salas de preparação, de 

administração e nas casas de banho dos pacientes de hospitais portugueses (6). 

Concretamente no caso da ciclofosfamida, estes estudos identificaram contaminações 

que variaram entre 11,98 e 139,55 µg/cm2 em diferentes superfícies e antes e depois 

da manipulação dos fármacos (6). Para além disso, como foram analisados 

simultaneamente outros fármacos nesses estudos, verificou-se que a contaminação 

acontecia frequentemente com mais do que um único fármaco (6). Estes resultados 

evidenciam falhas na segurança das operações de manuseamento e limpeza destes 

espaços e superfícies. Um outro estudo anterior publicado pelos mesmos autores tinha 

também encontrado resultados semelhantes, reportando contaminação em 37% de 327 

amostras de diferentes superfícies de dois hospitais, onde foi possível detetar a 

presença de pelo menos um fármaco citotóxico (21). Neste mesmo trabalho, 8,6% das 

amostras apresentavam contaminação com mais do que um fármaco citotóxico (21). No 

que respeita à ciclofosfamida foram detetados valores de concentração até 2,6 µg/cm2 

num dos hospitais e 21,3 µg/cm2 no outro (21). 

Outros estudos realizados em hospitais de outros países, revelaram idênticas 

preocupações com a contaminação do exterior das embalagens (57), superfícies (25, 

58), e nas mãos dos profissionais expostos (59). 

No entanto, para todas as amostras analisadas no presente estudo (50 amostras 

analisadas em todas as salas dos serviços farmacêuticos do Centro Hospitalar Vila Nova 

de Gaia), a concentração de ciclofosfamida encontrava-se abaixo do valor do LD do 

método. Estes resultados permitem concluir que neste hospital a exposição é 

eficientemente limitada pelo escrupuloso cumprimento dos protocolos de preparação de 

fármacos citotóxicos implementados (17), que permitem reduzir substancialmente a 

contaminação no local de trabalho. Esta conclusão é suportada por diversos estudos 
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que têm demonstrado de forma muito consistente, em diferentes hospitais e em muitos 

países (25, 44, 60), que o correto desempenho dos procedimentos de limpeza e o 

cumprimento dos protocolos para a manipulação segura dos fármacos citotóxicos 

contribui de modo efetivo para a redução drástica dos níveis de contaminação das 

superfícies e, consequentemente do risco de exposição dos profissionais de saúde 

envolvidos na manipulação destes fármacos.  

 

 

III.4 Conclusão 

 

Este segundo trabalho experimental da tese permitiu a implementação e 

validação de um método analítico para a quantificação de ciclofosfamida, com o intuito 

de desenvolver uma ferramenta analítica para o controlo da exposição dos profissionais 

de saúde envolvidos na manipulação de fármacos citotóxicos. O método aplicado, nas 

presentes condições experimentais, teve um desempenho igual ou mesmo superior aos 

anteriormente reportados na literatura. 

Não foi detetada qualquer contaminação nas superfícies analisadas pelo que se 

conclui que o cumprimento das normas de segurança na preparação e manuseamento 

de fármacos citotóxicos, bem como o uso de adequados procedimentos de limpeza, 

conseguem, de uma forma eficaz, limitar a exposição ocupacional a estes agentes 

potencialmente muito tóxicos. Por outro lado, o estabelecimento desta ferramenta 

analítica revelou-se como uma mais-valia para a futura monitorização da exposição dos 

profissionais de saúde desta unidade hospitalar, e que poderá ser adaptada para a 

monitorização de outros fármacos citotóxicos, assim contribuindo para a garantia da 

saúde ocupacional.
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IV.1 Considerações finais 

 

Durante a realização das atividades descritas na presente dissertação, foi 

possível o desenvolvimento e aplicação de métodos de monitorização da potencial 

exposição ocupacional dos profissionais de farmácia aos fármacos citotóxicos que 

preparam, no âmbito dos tratamentos de quimioterapia. Esta monitorização é 

importante, não apenas para efeitos de avaliação de risco, mas também para identificar 

práticas menos recomendáveis e para promover melhoria contínua, ao nível dos 

processos.  

Reconhece-se que a realização de treino e avaliação em manipulação de 

citotóxicos deve ser uma prática comum, antes de se iniciar atividade profissional nesta 

área, e, posteriormente, numa base regular. No entanto, as soluções adequadas para a 

simulação segura de manipulação de citotóxicos são difíceis de obter, o que limita a 

realização de simulações com realismo, imersividade e passíveis de avaliação. Com a 

realização do presente estudo foi possível identificar uma solução de fácil acesso, de 

custo reduzido e inócua que pode aumentar a adesão dos profissionais e serviços ao 

treino e avaliação em manipulação simulada de citotóxicos, tal como preconizado nas 

diretrizes. A adequação da água tónica para este propósito foi confirmada pelas análises 

realizadas em espectrofotometria e pelos questionários respondidos por profissionais 

treinados em manipulação, que testaram a manipulação com água tónica. Foi possível 

verificar que, ainda que os profissionais tivessem experiência em manipulação, a 

ocorrência de derrames foi frequente, particularmente na utilização de agulhas. Esta 

evidência reforça a necessidade de utilização de sistemas de punção alternativos às 

agulhas (sistemas fechados, dispositivos de aspiração, por exemplo.), e sempre que 

não contraindicados nos resumos das características dos medicamentos. A utilização 

de compressas em zonas de conexão de dispositivos também se revelou fundamental, 

uma vez que foram dos produtos com mais resíduos de água tónica. Uma das 

fragilidades do primeiro trabalho experimental foi o reduzido número de profissionais 

que testaram o protocolo de simulação com água tónica e que responderam ao 

questionário. Trabalhos futuros deverão procurar incluir mais participantes e, no sentido 

de aportar maior realismo, efetuar a simulação dentro de câmara de fluxo laminar, sob 

as condições de pressão negativa habitualmente existentes. Adicionalmente, deverá 

avaliar-se se, luvas de diferente composição (policloreto de vinilo, látex, neopreno, 

polietileno) e superfícies metálicas habituais das câmaras de fluxo laminar exibem 

fluorescência quando propositadamente lhes são colocados resíduos de água tónica e 

são sujeitas a luz UV – este teste não foi efetuado no presente estudo. 
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Replicando métodos de colheita (pela técnica de wipe sampling), métodos de 

tratamento amostral e métodos analíticos (por HPLC-DAD) descritos noutros estudos, 

foi possível validar um método para deteção de resíduos de ciclofosfamida em 

superfícies, com resultados satisfatórios face aos parâmetros contemplados. Admitindo-

se que os derrames durante a manipulação ocorrem com frequência (tal como verificado 

no trabalho experimental 1), a não deteção de resíduos de ciclofosfamida em nenhuma 

das superfícies amostradas no CHVNG/E sugere que os procedimentos de limpeza 

implementados na unidade de preparação de citotóxicos são eficazes. De acordo com 

o descrito pelos profissionais, particularmente no que diz respeito à sala de preparação, 

é efetuada a limpeza da câmara com álcool isopropílico a 70%, pelo menos, três vezes 

por dia – antes do início de manipulação, após a última preparação efetuada e, 30 

minutos após a última preparação efetuada - e é efetuada a limpeza regular com 

hipoclorito de sódio das paredes (semanalmente), chão (diariamente) e teto 

(semanalmente) da própria sala. Os profissionais têm ainda o cuidado de ligar a câmara 

30 minutos antes do início de atividade e, durante 30 minutos, após a última preparação 

efetuada, aproveitando assim o fluxo da própria câmara e exaustão total do ar para o 

exterior, após filtração. Presume-se que as práticas adotadas, em linha com as 

diretrizes, tenham contribuído para os resultados observados. Não obstante, deverá ter-

se em conta que os resultados obtidos foram provenientes da análise de um único dia 

de trabalho e da pesquisa por um único fármaco citotóxico. Por forma a aumentar a 

robustez dos resultados, futuros trabalhos deverão incluir mais fármacos e realizar 

colheitas durante um número de dias superior.  

Em suma, foram descritos procedimentos que permitem o treino e avaliação da 

manipulação de fármacos citotóxicos, e que podem facultar aos profissionais o 

reconhecimento de práticas mais propensas à disseminação de resíduos. 

Adicionalmente, verifica-se que a aplicação das medidas de higienização e limpeza 

adequadas dos espaços designados para receção e manipulação de fármacos 

citotóxicos pode resultar numa limitação da sua deposição a concentrações inexistentes 

ou, no mínimo, indetetáveis. 
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Anexo I – Questionário aplicado aos participantes no Trabalho Experimental 1 
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Anexo II – Informações e consentimento informado cedidos aos participantes do 
Trabalho Experimental 1  
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Anexo III – Parecer da Comissão de Ética do Centro Hospitalar de Vila Nova de 
Gaia/Espinho, E.P.E. sobre a realização dos Trabalhos Experimentais 1 e 2 

 

 

 

 

  



46 
 

 

  



47 
 

 

  



48 
 

Anexo IV – Estatísticas descritivas relativas às respostas dadas pelos 
participantes ao questionário relativo ao Trabalho Experimental 1 
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Anexo V – Poster apresentado na 4ª Reunião Internacional da Rede Académica 
das Ciências da Saúde da Lusofonia, Benguela (Angola), 2021 
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Anexo VI – Resumo publicado no “Book of Abstracts IJUP’2022” [(p.60) ISBN: 978-
989-746-329-7], na sequência da comunicação oral apresentada na Investigação 
Jovem da Universidade do Porto (IJUP), Porto, 2022 

 


