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INTRODUCAQ

O bussulfano (BU) é um agente alquilante utilizado para o Nesse contexto, 0 monitoramento terapéutico das
condicionamento terapéutico do transplante de células-tronco concentracdoes  plasmaticas em paciente  que  fazem
hematopoiéticas (TCTH) halogénicos e autdlogo. Por ser um  condicionamento com BU é fundamental para o ajuste de dose' . O
procedimento muito agressivo, o condicionamento € de grande objetivo dessa etapa do projeto foi avaliar metodologias CL/UV
Importancia e tem como principal objetivo preparar o paciente para  descritas na literatura buscando a mais adequada para implantacao
recebimento das novas celulas. Altas concentracbes plasmaticas de  na rotina de monitoramento terapéutico do BU no Servico de
BU s&o associadas a toxicidade enquanto gque em concentracbes Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). 0.0
ba}lx.ag, }em-se a possibilidade de ocorrer falha do enxerto devido a g O S
rejeicao. 30

METODOLOGIA

Foram testadas trés metodologias bioanaliticas para quantificacao de BU em amostra de plasma humano.

Método 1 Método 2 Método 3
- Derivatizagao do BU com - Precipitacéo de proteinas com - Precipitagao de proteinas com
dietilditiocarbamato de sodio 8,2% metanol; acetonitrila;
(DDTC) atemperatura ambiente; - Derivatizacdo do BU com DDTC 5% - Derivatizacdo com DDTC 2,2 M a
- Precipitacao de proteinas do plasma e acetato de amoénio 10 uM/pH6,5 a 20 °C por 20 min.;
com acetonitrila; temperatura ambiente; - Extracéo liquido-liquido com éter
- Extracéo liquido-liquido com acetato - Extracéo liquido-liquido com acetato metil terc-butilico (MTBE)
de etila; de etila; - Evaporacdo a 50 °C com a arraste
- Secagem do sobrenadante a 50 °C - Evaporacéao a 50 °C com arraste de de nitrogénio*.
- com arraste de nitrogénio=. , nitrogénio>.

Nos trés metodos foi utilizado: 1,6-bis-(metanosulfoniloxi)-hexano como padréo interno (Pl). As amostras foram analisadas por CL/UV
utilizando coluna de fase reversa C,4 (50 x 2,2mm), fase mdével com metanol, acetonitrila e agua em diferentes proporcdes, num fluxo de 0,4
mL/min e deteccao UV com aquisicao do espectro para todos os picos na faixa de 177 a 800 nm com monitoramento cromatografico em 254
e 277 nm.

RESULTADOS

Método 1 Método 2 Método 3
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Figura 1. Curvas de calibracdo (A) e cromatogramas (B) dos trés métodos investigados. Nas curvas de calibracao a faixa de concentracao foi 0,25 - 10 ng/mL. Nos cromatogramas pode-se
visualizar o BU (10 ng/mL) e PI (5 ng/mL).

ON AC

A metodologia descrita por Backes et al. (2012) modificada foi a mais adequada para quantificacao de BU nas nossas condi¢cfes do
laboratoério, pois gerou curvas de calibracdo dentro dos limites preconizados para métodos bioanalitico>. Como perspectiva, 0 método serd
validado para ser utilizado na rotina do monitoramento terapéutico do BU no HCPA.
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