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1. RESUMO

Os Dry Blood Spots (DBS) surgiram como uma estratégia inovadora para a

amostragem de sangue, oferecendo uma alternativa prática e acessível para a coleta e

análise de biofluidos. Essa técnica tem amplo leque de aplicações, como triagem

neonatal, monitoramento terapêutico de medicamentos, diagnóstico de doenças

infecciosas, estudos toxicológicos e epidemiológicos, além de pesquisas em

metabolômica, lipidômica, proteômica, e análise de drogas de abuso, doping, poluentes

ambientais, imunologia e estudos genômicos. A principal vantagem dos DBS é a

simplicidade na coleta, o armazenamento em temperatura ambiente e o transporte

facilitado, fatores que reduzem significativamente os custos e ampliam o acesso a

testes laboratoriais, especialmente em regiões remotas ou com infraestrutura limitada.

Contudo, o método também apresenta limitações que podem impactar a precisão e

confiabilidade dos resultados, como a variabilidade no volume de sangue coletado, a

quantidade reduzida de amostra disponível e a influência do hematócrito na absorção

do sangue no papel filtro. Apesar dessas restrições, o uso dos DBS apresenta

perspectivas promissoras. Há potencial para expandir sua aplicação em áreas como as

ômicas e a medicina personalizada, contribuindo para a democratização do acesso à

saúde e o avanço da pesquisa científica.

Palavras-chaves: Dry Blood Spot; manchas secas de sangue; Triagem neonatal,
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2. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA

A realização de pesquisas e rastreamentos populacionais ao longo dos anos têm

encontrado alguns obstáculos logísticos, especialmente em relação à coleta e análise

de amostras biológicas coletadas em áreas mais remotas com baixa infraestrutura. No

entanto, avanços tecnológicos e metodológicos recentes têm mitigado muitas dessas

limitações, permitindo o desenvolvimento de métodos alternativos para coleta de

amostras e análises de biomarcadores em pesquisas populacionais. Como exemplo, o

uso de Dry Blood Spot (DBS) tem se destacado devido a sua praticidade, boa

estabilidade e facilidade de armazenamento e transporte. A técnica apresenta uma

maneira menos invasiva de coleta de sangue através de um único furo, normalmente

no dedo ou calcanhar do paciente, e amostragem de uma ou mais gotas de sangue em

um papel de filtro específico que possui propriedades absorventes. Esse papel, após a

secagem, é capaz de preservar os analitos presentes no sangue por períodos

prolongados, mesmo sem refrigeração, o que reduz significativamente os custos e a

complexidade logística envolvida. Ademais, a técnica apresenta uma maior

aceitabilidade e conforto para o paciente, uma vez que é um método menos invasivo e

indolor, sendo preferível para alguns grupos, especialmente para crianças e

populações vulneráveis. Essas características tornam o DBS uma ferramenta valiosa

tanto para análises clínicas quanto para pesquisas científicas, incluindo o

monitoramento terapêutico de fármacos, triagem neonatal, estudos epidemiológicos,

dentre outros.

3. OBJETIVOS

A pesquisa proposta tem por objetivo investigar a aplicação do método de coleta de

amostras de sangue denominado Dry Blood Spot (DBS) em diferentes áreas como

toxicologia forense, monitoramento terapêutico, estudos clínicos, entre outras. A

pesquisa irá apresentar o estado da arte sobre a aplicação do DBS, bem como os

desafios relacionados a quantificação e identificação de marcadores biológicos a partir

dessa técnica e o que podemos esperar da sua aplicação no futuro.
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4. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada a partir da revisão de artigos científicos publicados em revistas

indexadas nas bases de dados PubMed, ScienceDirect, Web of Knowledge e livros

acadêmicos. Além do mais, definiu-se uma estratégia de busca a partir da combinação

das palavras chaves: “Dry Blood Spot” e “DBS” com “Clinical Application” e “Advances”.

Após a leitura do material, foram elaborados fichamentos analíticos que orientaram na

elaboração do manuscrito com resultados qualitativos.

5. RESULTADOS

5.1 DRY BLOOD SPOT

A técnica de coleta de sangue na forma de manchas secas de sangue ou Dry Blood

Spots (DBS) foi descrita pela primeira vez por Ivan Bang, como método alternativo para

a coleta de sangue para determinação da glicemia (Bang I., 1913). Contudo, a técnica

se tornou mais relevante após 1963, quando Robert Guthrie propôs a aplicação desta

técnica de coleta para o rastreamento da fenilcetonúria em recém-nascidos (Guthrie R.,

1996). A fenilcetonúria é uma doença genética causada pela ausência, ou diminuição,

da atividade da enzima hepática fenilalanina hidroxilase que, por sua vez, causa

anomalias no cérebro em desenvolvimento. Caso detectada precocemente, a doença

pode ser efetivamente tratada, impedindo o aparecimento das manifestações clínicas.

A partir das descobertas de Guthrie, a triagem neonatal começou a se expandir pelo

mundo, sendo implementada no Brasil em 1992, pelo Sistema Único de Saúde (SUS).

Atualmente, o Teste do Pezinho oferecido pelo SUS é capaz de rastrear 6 diferentes

tipos de doenças, sendo elas crônicas, genéticas, metabólicas, endócrinas e

infecciosas (Brasil, 2021, p.1).

O DBS é um método não invasivo para coleta de amostra de sangue capilar. Esta

técnica de microamostragem envolve a coleta do sangue através de um furo na pele

(de um dedo ou calcanhar, no caso dos recém-nascidos), com auxílio de uma lanceta
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descartável. A gota de sangue formada é depositada em um substrato, normalmente

celulose/papel de filtro ou à base de polímeros sintéticos. Por capilaridade, a gota de

sangue é absorvida pelo substrato e forma um círculo com cerca de 1 cm de diâmetro

(Figura 1). Em seguida, a amostra passa por uma etapa de secagem à temperatura

ambiente que dura em torno de 2 a 3 horas, podendo variar de acordo com o papel de

filtro utilizado, temperatura e umidade do ambiente (Denniff, 2010). As amostras são,

por fim, armazenadas em embalagens opacas e seláveis contendo sachês

dessecantes e cartões indicadores de umidade, a fim de garantir que as amostras

estejam protegidas contra a luz e umidade.

Figura 1. Amostragem de sangue em DBS

As amostras de DBS, após secas, apresentam boa estabilidade para a maioria dos

marcadores biológicos, contudo, a taxa de degradação de cada analito é variável,

tornando-se necessário o conhecimento da estabilidade de cada um deles para que as

amostras sejam devidamente armazenadas e conservadas. Dependendo do tipo de

molécula biológica, a conservação pode variar de 1 semana para algumas proteínas,

até um ano para os ácidos nucleicos (Lehmann, 2013). No caso de amostras com

biomarcadores instáveis, estas devem ser mantidas congeladas durante o

armazenamento, mantendo-se viável por vários anos (Li K, 2020).

O preparo da amostra para a análise envolve a perfuração de um disco de diâmetro

fixo (3 mm, por exemplo), na mancha de sangue seco utilizando um perfurador padrão,

podendo ser coletado um único disco da mancha de sangue ou vários discos (Figura

2). Como o diâmetro é definido, pode-se estimar o volume de sangue na amostra com

uma certa precisão. Após essa etapa, um ou mais discos são adicionados a um



7

tampão/solvente de eluição durante um determinado tempo e a uma certa temperatura.

Assim, os metabólitos de interesse da amostra são extraídos e podem ser analisados

de acordo com o interesse (Mcdade T., 2007).

Figura 2. Processamento das amostras de DBS

Diferentes técnicas podem ser usadas para a quantificação de analitos: imunoensaios,

cromatografia gasosa (GC), cromatografia líquida (LC) acoplada a detectores

ultravioleta (UV) ou de fluorescência, ou espectrometria de massa (MS) ou

espectrometria de massa tandem (MS/MS) (Ververi C., 2022). Atualmente, a LC

acoplada à MS/MS representa o método instrumental com mais sensibilidade, precisão

e exatidão, além de apresentar uma alta velocidade de análise (Ververi C., 2022).

5.2 APLICAÇÕES DA TÉCNICA DE AMOSTRAGEM DE SANGUE NA FORMA DE
DBS

Devido às suas inúmeras vantagens, a tecnologia DBS tem sido amplamente estudada

e aplicada como método de coleta alternativo para a identificação e quantificação de

uma gama de analitos em pacientes e participantes de pesquisas. Além da triagem

neonatal, os cartões DBS têm sido utilizados para a detecção de vírus e análise de

ácidos nucleicos por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) ou reação em

cadeia da polimerase com transcrição reversa (RT-PCR) (Londhe V., 2020). Ademais,

os DBS também podem ser utilizados para estudos clínicos e epidemiológicos, controle
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de qualidade laboratorial, testes de drogas e detecção de patógenos. Nos últimos anos,

os DBS também têm sido cada vez mais utilizados em outros campos, como

monitoramento terapêutico de drogas e substâncias de abuso, farmacocinética (Martial

L., 2018), proteômica (Bjorkesten J., 2017), lipidômica (Gao F., 2017) e metabolômica

(Petrick L., 2017). Em 2021, o uso do DBS também se mostrou bem-sucedido para

estudos com a COVID-19 e pesquisa epidemiológica usando ensaios baseados em

ELISA (Fontaine & Saez, 2021).

5.2.1 TRIAGEM NEONATAL

A triagem neonatal com o uso de DBS é uma técnica que revolucionou a detecção

precoce de doenças congênitas e metabólicas em recém-nascidos. Introduzido

inicialmente na década de 1960 por Guthrie, o DBS permitiu a coleta de pequenas

quantidades de sangue de maneira minimamente invasiva, facilitando a realização de

testes laboratoriais em larga escala. A utilização do DBS na triagem neonatal é crucial,

uma vez que permite a identificação precoce de doenças que, se não diagnosticadas e

tratadas precocemente, podem levar a deficiências graves ou até à morte (Guthrie,

1996). A detecção precoce possibilita intervenções imediatas, que podem incluir

mudanças na dieta, administração de medicamentos ou outras terapias específicas,

melhorando significativamente a qualidade de vida das crianças afetadas.

Ao longo dos anos, expandiu-se o número de analitos que podem ser dosados em

DBS, permitindo a triagem de uma gama crescente de doenças. Inicialmente restrita a

poucas condições, como a fenilcetonúria e o hipotireoidismo congênito, a triagem

neonatal com DBS atualmente abrange diversas doenças crônicas, genéticas,

metabólicas, endócrinas e infecciosas. A expansão do painel de triagem foi

impulsionada pelos avanços nas tecnologias de detecção, como espectrometria de

massa em tandem e técnicas de biologia molecular.

No Brasil, a triagem neonatal é regulamentada pelo Programa Nacional de Triagem

Neonatal (PNTN), implementado pelo Ministério da Saúde. O programa, conhecido

como "Teste do Pezinho", é obrigatório e gratuito, abrangendo todas as maternidades e

unidades de saúde do país. O painel básico inclui a triagem de doenças como
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fenilcetonúria, hipotireoidismo congênito, anemia falciforme, fibrose cística, hiperplasia

adrenal congênita e deficiência de biotinidase (Brasil, 2021, p. 1) (Tabela 1). A Lei nº

14.154, sancionada em 2021, estabeleceu a ampliação do exame para englobar 14

grupos de doenças, que podem identificar até 50 tipos diferentes de enfermidades e

condições especiais de saúde (Anvisa, 2021). No entanto, essa expansão ainda está

em processo de implementação no SUS, sendo oferecido somente em laboratórios

privados até o presente momento.

Tabela 1: Doenças diagnosticadas através Teste do Pezinho

Doença Descrição Consequências Refs *

Hipotireoidismo
Congênito (HC)

Condição em que a glândula tireóide
do recém-nascido não produz

quantidades suficientes de hormônios
tireoidianos.

Deficiência mental, nanismo, problemas
no desenvolvimento cognitivo e motor. 1

Fenilcetonúria (PKU)
Doença genética que causa a
incapacidade de metabolizar a

fenilalanina.

Deficiência intelectual.
comprometimento emocional e
complicações neurológicas.

2

Fibrose Cística (FC)
Doença genética que afeta os pulmões,
pâncreas e outros órgãos, causando
acúmulo de muco espesso e viscoso.

Insuficiência pancreática, má absorção
de nutrientes, doença pulmonar crônica

progressiva, risco aumentado de
desidratação e distúrbios metabólicos.

3

Anemia Falciforme
e outras

Hemoglobinopatias

Doenças hereditárias que afetam a
estrutura da hemoglobina. A anemia
falciforme produz glóbulos vermelhos

em forma de foice.

Crises dolorosas, anemia hemolítica
crônica, lesões isquêmicas teciduais e

danos nos órgãos.
4

Hiperplasia Adrenal
Congênita (HAC)

Grupo de doenças genéticas que
afetam as glândulas suprarrenais,
resultando em desequilíbrios

hormonais.

Problemas graves com eletrólitos,
desidratação, choque,

desenvolvimento sexual anormal.
5

Deficiência de
Biotinidase (DB)

Doença genética que impede o corpo
de reciclar a biotina endógena ou usar
a biotina ligada às proteínas da dieta.

Manifestações neurológicas,
anormalidades respiratórias, rash

cutâneo e alopecia
6

(*) 1. Léger J. et al., 2014; 2. Kalkanoglu H. S. et al., 2005; 3. Ratjen F. et al., 2015; 4. ANVISA,

2002; 5. Merke DP. et al.,2002; 6. Baumgartner ER. et al., 1989.
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5.2.2 ANÁLISES GENÔMICAS

Além da triagem neonatal, DBS têm sido amplamente utilizados em testes genéticos,

permitindo a coleta de amostras de DNA para análises como a identificação de

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), sequenciamento de DNA e detecção de

mutações genéticas. Essa técnica é fundamental para pesquisas genômicas em larga

escala, como estudos de associação de genoma completo e estudos epidemiológicos

(Sok, P. et al., 2020).

Na área da farmacogenômica, os DBS desempenham um papel crucial ao permitir a

coleta de amostras de sangue para análise genética de pacientes. Um estudo

conduzido por Castrichini et al. (2023) ilustrou a eficácia do DBS na análise de variantes

genéticas relevantes para a metabolização de medicamentos, como o gene CYP2C19

em pacientes tratados com clopidogrel. Os resultados demonstraram uma concordância

substancial entre os perfis genéticos obtidos de amostras de DBS e de sangue venoso,

destacando a precisão e a viabilidade do DBS para análises farmacogenômicas

(Castrichini M., et al., 2023). Essa abordagem permite prever de forma mais precisa a

resposta individual aos medicamentos e potenciais efeitos adversos, promovendo assim

uma medicina personalizada baseada nas características genéticas dos pacientes.

Ademais, os DBS são valiosos em estudos clínicos de terapia genética, permitindo o

monitoramento dos níveis de expressão gênica e a eficácia da terapia ao longo do

tempo. Um estudo realizado por Koster et al. (2019), demonstrou a viabilidade de usar

amostras de DBS para monitorar os níveis de RNA mensageiro em pacientes

submetidos a terapia genética para doenças metabólicas. Os pesquisadores

encontraram uma correlação significativa entre os níveis de RNA mensageiro

detectados em DBS e através de métodos tradicionais de coleta de sangue (Koster, J.,

et al., 2019).

5.2.3 METABOLÔMICA

A metabolômica é um campo emergente e é definida como a medição abrangente de

todos os metabólitos e moléculas de baixo peso molecular em uma amostra biológica
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(Fiehn O., 2002). Os conceitos iniciais da técnica foram introduzidos por Roger Williams

e seus associados, em meados de 1940, com a ideia de um “perfil metabólico”,

sugerindo a existência de padrões metabólicos característicos em fluídos biológicos que

poderiam estar associados a doenças, como a esquizofrenia (Gates S. et al., 1978).

Com os avanços tecnológicos na década de 1960 e com o surgimento de técnicas

como a cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS), a

medição de metabólitos se tornou mais viável e precisa, contribuindo para o avanço de

uma série de estudos. O termo “metabolômica” foi oficialmente mencionado em 1998

por Stephen Oliver, em um artigo de revisão sobre genômica funcional de leveduras

(Oliver et al., 1998). Desde então, a metabolômica cresceu significativamente,

resultando no estabelecimento de diversas pesquisas e bancos de dados, como o

Projeto do Metaboloma Humano, iniciado em 2004, o qual teve como objetivo catalogar

todos os metabólitos humanos, solidificando a metabolômica como uma área essencial

de pesquisa (Clish C., 2015).

Um estudo metabolômico foi realizado com crianças obesas a fim de investigar a

relação entre as mudanças no metabolismo de aminoácidos e a resistência à insulina

no estado de jejum e após um teste de tolerância à glicose oral (OGTT). O principal

achado foi que a tirosina está positivamente correlacionada com o resultado do Modelo

de Avaliação da Homeostase (HOMA), sugerindo que esse aminoácido está associado

à resistência a insulina (Hellmuth et al., 2015).

Uma das grandes vantagens da metabolômica está na sua capacidade de fornecer uma

visão integrada do fenótipo molecular de um organismo, complementando informações

obtidas através de outras disciplinas “ômicas”, como a proteômica e a lipidômica,

tornando possível a identificação de biomarcadores de doenças. Nesse contexto, os

DBS se destacam como uma ferramenta promissora para facilitar a execução de

estudos que envolvam análise metabolômica, de forma que diversos estudos

demonstraram o uso do papel de coleta na detecção precoce de doenças metabólicas

congênitas, monitoramento de terapias e identificação de biomarcadores para doenças

complexas, como diabetes e doenças cardiovasculares (Tabela 2).

Tabela 2. Estudos que utilizaram DBS como forma de amostragem baseados em
metabolômica
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Métodos* Marcadores** Aplicações Referências***

UHPLC-MS/MS
Colina, Betaína, TMAO,

Creatinina, L-carnitina, Hcy,
Ile, Leu, Val, Phe, Try, Trp

Síndrome metabólica e
doenças cardiovasculares 1

qPCR Ácidos nucléicos
(RNA/DNA)

Doenças virais,
citomegalovírus. Vírus herpes,

hepatite B e C, HIV.
2

Espectrometria de
massas Metabólitos Distúrbios metabólicos

congênitos 3

LC-MS/MS Glicose Diabetes tipo 2
4

UHPLC-MS/MS Metabólitos Monitoramento do tratamento
antirretroviral 5

Imunoensaios
fluorescentes de
lantanídeos

Tireoglobulina Função da tireóide 6

UHPLC-MS/MS

Substâncias narcóticas
(opiáceos, metadona, fentanil

e análogos, cocaína,
anfetaminas, cetamina, LSD)

Controle de doping e
monitoramento de terapia 7

LC-MS/MS
Cocaína, benzoilecgonina,
éster metílico de ecgonina e

cocaetileno.

Amostras de sangue
post-mortem 8

Espectrometria de
massas Triagem neonatal

Doenças congênitas
metabólicas, endócrinas,

hematológicas em
recém-nascidos

9

Cromatografia de
afinidade

Níveis de hemoglobina A1c
(HbA1c), lipídeos Diabetes 10

LC-TOF MS Metabólitos Diabetes Mellitus 11
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Métodos* Marcadores** Aplicações Referências***

Espectrometria de
massas

Poluentes orgânicos
persistentes

Diabetes tipo 2, obesidade
infantil 12

LC-ESI-MS/MS Metabólitos Síndrome MELAS 13

* UHPLC-MS/MS = Cromatografia líquida de ultra-performance acoplada à espectrometria de massas em
tandem; qPCR-Reação em cadeia da polimerase quantitativa; LC-MS/MS = Cromatografia líquida
seguida de espectrometria de massas; LC-TOF MS = Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria
de Massas com analisador de Tempo de Voo; LC-ESI-MS/MS = Cromatografia líquida acoplada à
espectrometria de massas por ionização por eletrospray.
** Hcy-Homocisteína; Ile-Isoleucina; Leu-Leucina; Val-Valina; Phe-Fenilalina; Try-Tirosina; Trp-Triptofano
*** ¹(LIU et al., 2020); ²(GÖHRING et al., 2010; KENMOE et al., 2018; VILLAR et al., 2019); ³(DE
SAIN-VAN DER VELDEN et al., 2017); 4(COELHO et al., 2016); 5(TOBIN N. et al., 2021);
6(ZIMMERMANN et al., 2003); 7(ODOARDI; ANZILLOTTI; STRANO-ROSSI, 2014); 8(MORETTI et al.,
2018); 9(MAK et al., 2013); 10(AFFAN et al., 2014); 11(CHIU et al., 2024); 12(BREIVIK et al., 2006; LIGNELL
et al., 2013; VALVI et al., 2012); 13(LI K. et al., 2020).

Um estudo de Liu et al. (2020), avaliou o perfil metabolômico de 526 pacientes com

doenças cardiovasculares e 200 voluntários saudáveis utilizando DBS como método de

coleta, identificando padrões metabólicos que diferenciam grupos saudáveis dos

doentes, observando que os principais biomarcadores de risco para doenças

cardiovasculares incluem lipídios séricos, proteína C-reativa e homocisteína (Liu L. et

al., 2020). Outro estudo comparativo investigou o uso de amostras de plasma e DBS

para a análise metabolômica em paciente com diabetes mellitus (DM) e não diabéticos,

demonstrando que, dentre os 300 metabólitos quantificados, o ácido 2-hidroxibutírico e

hexoses, presentes em ambas as amostras, mostraram alta correlação e permitiram a

distinção eficaz entre os pacientes com DM dos não diabéticos (Chiu et al., 2024).

Além disso, um outro estudo comparativo, realizado com mulheres grávidas vivendo

com HIV sob tratamento com antirretovirais, avaliou a eficácia da técnica DBS em

relação ao plasma em uma análise metabolômica não direcionada e, utilizando técnicas

DBS em relação ao plasma em uma análise metabolômica não direcionada e, utilizando

técnicas de cromatografia líquida de ultra-performance-espectrometria de massa em

tandem (UPLC-MS/MS) para quantificação, os autores observaram que dos 984

compostos identificados nas amostras, 627 (63,7%), 260 (26,4%) e 97 (9,9%) foram

detectados em ambas as amostras, apenas no plasma e apenas no DBS,

respectivamente, corroborando com a ideia de que o DBS é uma matriz promissora de
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amostragem em estudos metabolômicos (Tobin N. et al., 2021). Outro estudo, realizado

com 12 pacientes pediátricos com síndrome MELAS (do inglês, Mitochondrial

encephalomyopathy, lactic acidosis, and strokelike episodes) e 12 pacientes controle,

demonstrou a capacidade de detectar, de forma confiável, cerca de 430 metabólitos de

diversas classes químicas em uma única injeção e analisada por LC-ESI-MS/MS,

obtendo uma excelente correlação do metaboloma obtido a partir de DBS com outros

tipos de amostras de sangue, confirmando sua eficácia como ferramenta analítica. Além

disso, esse mesmo estudo avaliou a estabilidade das amostras de DBS em três

condições diferentes e observou que as amostras mostraram ser mais estáveis quando

armazenadas a −80 °C com dessecantes e sem um sequestrante de oxigênio (Li K. et

al., 2020).

5.2.4 PROTEÔMICA

A proteômica é o estudo em grande escala das proteínas, a qual desempenha um

importante papel na compreensão dos mecanismos biológicos e no desenvolvimento de

novos diagnósticos e tratamentos para várias doenças. A escolha do cartão de coleta

da amostra é essencial para este tipo de análise, uma vez que impacta de forma

significativa a precisão analítica. A maioria dos estudos proteômicos utilizam cartões de

celulose pura, enquanto alguns cartões contêm substâncias caotrópicas que

desnaturam proteínas e destroem células (Lim, 2018).

Embora o uso de DBS já esteja bem consolidado em diversas áreas de quantificação

para pequenas moléculas, sua aplicação em análises de proteínas e peptídeos ainda é

relativamente pouco explorada (Thomas & Thevis, 2018). Entretanto, essa técnica tem

ganhado maior popularidade em estudos de doping devido à sua relação custo-eficácia

e invasividade mínima, podendo funcionar como uma ferramenta complementar para

aumentar a capacidade de processamento de amostras (Tabela 3).
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Tabela 3. Estudos que utilizaram DBS como forma de amostragem baseados em
proteômica

Métodos* Marcadores** Aplicações Referências***

Análise
imunoturbidimétricada
hemoglobina glicada

Proteínas e peptídeos Vírus Epstein-Barr 1

Ensaio
imunoenzimático Proteínas e peptídeos

Vírus da rubéola, vírus da
dengue, vírus da hepatite C,

vírus HIV
2

HPLC/MS Peptídeo C Monitoramento da função
das células beta 3

HPLC/MS Proteínas e peptídeos Doença de Wilson 4

HiRIEF / LC-MS/MS
Proteínas virais (S e N),
proteínas de resposta
imune (IL-6, PCR) e
outras proteínas

Diagnóstico clínico de
COVID-19 5

LC-HRMS Peptídeos de baixa
massa molecular Controle de Doping 6

Espectrometria de
massas

Bradicinina, HK, C1-INH
e outras proteínas

Diagnóstico de angioedema
hereditário 7

* HPLC/MS- Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à Espectrometria de Massas; HiRIEF /
LC-MS/MS- Isofocalização Eletromagnética de Alta Resolução acoplada à Cromatografia Líquida e
Espectrometria de Massas em Tandem; LC-HRMS- Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de
Massas de Alta Resolução.
** S- proteína Spike; N-proteína nucleocapsídica; IL-6 - Interleucina 6; PCR- proteína C reativa; HK -
Cininogênio de Alto Peso Molecular; C1-INH - Inibidor de C1.
*** ¹(BASSI et al., 2020); ²(BALMASEDA et al., 2008; HELFAND et al., 2007; TUAILLON et al., 2010;
VÁZQUEZ-MORÓN et al., 2018); ³(TUAILLON et al., 2010); 4(TUAILLON et al., 2010); 5(FREDOLINI et
al., 2024); 6(LANGE et al., 2020); 7(IURAŞCU MI. et al., 2023).

Um estudo conduzido por Andreas et al. (2011) concluiu que amostras de sangue

coletadas por DBS oferecem um potencial para determinar a concentração atual de

substâncias circulantes antes ou após a competição, essencial para substâncias

proibidas em esportes. Outro estudo foi capaz de quantificar 46 analitos peptídicos ou
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não peptídicos de menor massa molecular (<2 kDa) de diferentes categorias de

agonistas de receptores, sendo que mais de 60% dos analitos detectados estavam

abaixo do limite mínimo de desempenho exigido pela Agência Mundial Antidoping

(WADA) de 2 ng/mL para urina, validando a sensibilidade do DBS para identificar a

presença de substâncias ilícitas mesmo que estejam em concentrações muito baixas

(Lange et al., 2020).

Além disso, outra pesquisa investigou o perfil proteômico de amostras de DBS

coletadas durante a pandemia da COVID- 19 por voluntários em casa. A análise revelou

a presença de diversas proteínas virais e proteínas do hospedeiro que estão

correlacionadas com a infecção, sugerindo que o DBS pode ser uma ferramenta eficaz

para monitorar a resposta do corpo à infecção por SARS-CoV-2 (Fredolini et al., 2024).

Adicionalmente, um estudo recente demonstrou a utilidade do DBS para diagnóstico e

monitoramento de condições relacionadas à deficiência do Inibidor de C1 Esterase

(C1‐INH), como angioedema hereditário (HAE). O estudo confirmou que os níveis

patológicos de C1‐INH em DBS permitiram a triagem inicial de pacientes, e a

combinação com testes genéticos subsequentes, ajudou a confirmar o diagnóstico e

reduzir os casos negativos. Além disso, o uso de DBS mostrou similar precisão em

comparação com os métodos clássicos de imunossensores, demonstrando a

versatilidade e escalabilidade desta abordagem para o diagnóstico de doenças (Iuraşcu

MI. et al., 2023).

5.2.5 LIPIDÔMICA

Os lipídios são um grupo amplo de biomoléculas envolvidas em diversas funções

biológicas críticas, como estrutura da membrana celular, armazenamento de energia,

sinalização celular e homeostase. A lipidômica é a ciência que busca a caracterização

abrangente dos lipídios presentes em uma amostra biológica (Lam et al., 2013). A

manutenção da concentração apropriada de lipídios envolvidos em estruturas ou vias

de sinalização é regulada pelo metabolismo para garantir o controle homeostático.

Portanto, não é surpreendente que defeitos ou alterações no metabolismo dos lipídios

estejam relacionados a uma série de condições patológicas, incluindo doenças
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cardiovasculares (Lusis, 2000), metabólicas (Unghe, 2002) e neurodegenerativas (Silva

et al., 2023).

O uso de DBS, tem se mostrado uma abordagem promissora na análise lipidômica

devido a facilidade de coleta e transporte e a estabilidade de grande número de

metabólitos, incluindo os lipídios (Tabela 4). Com a avanço das tecnologias analíticas

como espectrometria de massas (MS), espectroscopia por ressonância magnética

nuclear (RMN) e cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS),

o estudo do lipidoma vêm se aprimorando, sendo possível detectar milhares de

compostos lipídicos de forma qualitativa e quantitativa (HU; ZHANG, 2018). Um estudo

mostrou a existência de uma forte correlação entre o perfil lipidômico de amostras de

plasma e de DBS, com uma correlação linear r = 0,97 e coeficiente de correlação

intraclasse de 0,96 (Quraishi et al., 2006). Além disso, a pesquisa mostrou que os

triglicerídeos permanecem estáveis em DBS por até 30 dias em temperatura ambiente e

por 90 dias a 4°C, com uma recuperação média de 99.6%, reforçando a viabilidade do

uso de DBS para estudos de longo prazo e análises em diferentes condições

ambientais (Quraishi et al., 2006).

Tabela 4. Estudos que utilizaram DBS como forma de amostragem baseados em
lipidômica

Métodos* Marcadores** Aplicações Referências***

GC-MS Ácidos graxos livres Distúrbios de oxidação de
ácidos graxos em crianças 1

LC-MS Espécies polares de lipídios,
especialmente liso-SM e SM

Diagnóstico para doença de
Niemann-Pick tipo B 2

LC-MS/MS
Ésteres etilícos de ácidos

graxos
Confirmação de ingestão de

etanol 3

Espectrometria de
massas Lipídios

Alzheimer, câncer, reação
inflamatória. Doenças
neurodegenerativas e
cardiovasculares

4
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Métodos* Marcadores** Aplicações Referências***

Teste colorimétrico
enzimático Lipídios Quantificação de LDL, HDL e

triglicerídeos 5

Espectrometria de
massas Lipídios Homeostase lipídica 6

Espectrometria de
massas Lipídios Metabolismo lipídico em bebês 7

DIHRMS Lipídios
Diagnóstico de encefalopatia

hipóxico-isquêmica em
recém-nascidos

8

ESI-MS/MS Carnitina e γ-butirobetaína
Diagnóstico de acidúrias
orgânicas e distúrbios da
oxidação de ácidos graxos

9

GC–MS Glicerofosfolipídios Avaliação de ácidos graxos em
jejum e alimentado 10

HPLC–MS/MS
Ácidos graxos

poli-insaturados ômega-3 e
ômega-6

Pesquisa em Inflamação e
Doenças Crônicas 11

SFC-HRMS Lipídios Perfil lipidômico 12

GC-FID Ácidos graxos
Estabilidade e comparação
entre DBS, sangue total e

eritrócitos
13

HPLC–MS/MS PL, Colesterol, CE, TG
Eficiência de extração,

supressão de íons e efeitos de
ionização da matriz.

14

* GC-MS = Cromatografia Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas; DIHRMS = Espectrometria de
Massas de Alta Resolução por Infusão Direta; ESI-MS/MS = Espectrometria de Massas em Tandem por
Ionização por Espalhamento; SFC-HRMS = Cromatografia Supercrítica Acoplada à Espectrometria de
Massas de Alta Resolução; GC-FID = Cromatografia Gasosa com Detector de Ionização em Chama;
HPLC–MS/MS = Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à Espectrometria de Massa em
Tandem.
** Liso-SM- Lisoesfingomielina; SM- Esfingomielina; PL-fosfolipídeos; CE- colesterol esterificado;
TG-triglicerídeos.
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*** ¹(KIMURA M., et al. 2002); ²(CHUANG WL., et al. 2014); ³(LUGINBUHL M., et al. 2016); 4(WU B.,
2021); 5(SNOWDEN, S., et al. 2020); 6(GAO, F., et al. 2017b); 7(KOULMAN, A., et al. 2014b); 8( NIXON, R.
et al., 2021); 9(PRIMASSIN, S.; SPIEKERKOETTER, U., 2010); 10( DRZYMAŁA-CZYŻ, S. et al., 2017);
11(HEWAWASAM, E. et al., 2017); 12(LE FAOUDER, P. et al., 2021); 13(LIU; MÜHLHÄUSLER; GIBSON,
2014); 14(ISMAIEL; JENKINS; THOMAS KARNES, 2013).

Um estudo comparativo entre DBS e soro identificou 336 lipídios, dos quais 194 foram

encontrados em DBS e 280 em soro, com 140 espécies lipídicas em comum. Os

fosfolipídios foram os lipídios mais frequentemente identificados em ambos os tipos de

amostras, destacando-se as fosfatidilcolinas, esfingomielinas e lisofosfatidilcolinas. No

entanto, monoacilglicerois e fosfatidilserinas foram identificados apenas em DBS,

enquanto ácido fosfático e vitamina E não foram observados em DBS (Snowden et al.,

2020).

Utilizando aprendizado de máquina para prever a concentração de lipídios de relevância

clínica a partir dos dados de perfil lipídico em amostras de DBS e plasma, foram

identificadas 118 espécies lipídicas de 11 classes em DBS, sendo que com 71% dos

lipídios também foram quantificados em amostras de plasma. A correlação observada

entre a abundância individual dos lipídios e a concentração de lipoproteínas foi alta

(r=0,92) tanto em DBS quanto em plasma (Kyle et al., 2017).

Além disso, outro estudo demonstrou o grande potencial na análise de lipídios

alimentares e na pesquisa de nutrição lipídica dentro da “foodômica” baseada na

espectrometria de massa, fornecendo informações composicionais e estruturais sobre

os componentes lipídicos em uma matriz alimentar ou sobre a alteração do

metabolismo lipídico em organismos após intervenções dietéticas, sendo essencial para

detecção de fraudes alimentares, avaliação de problemas de segurança alimentar

relacionados a moléculas lipídicas e investigação aprofundada dos papéis funcionais

dos lipídios dietéticos (Wu B., 2021).

Em um estudo realizado por Drzymała-Czyż e colaboradores (2017), foram analisados

glicerofosfolipídios como marcadores para o status de ácidos graxos, comparando

amostras de sangue venoso com amostras de DBS. Os pesquisadores observaram

que, embora houvesse diferenças nas quantidades relativas de espécies lipídicas

específicas (como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e triglicerídeos), os perfis

qualitativos permaneceram consistentes entre os dois tipos de amostras, validando o
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sistema de coleta DBS como um método confiável para avaliação do status de ômega-3

em humanos (Drzymała-Czyż et al., 2017).

Um outro estudo realizado por Hewawasam e seus colaboradores (2017), foram

analisados ácidos graxos livres poli-insaturados (PUFAs) comparando amostras de

sangue venoso com amostras de DBS, obtendo respostas lineares para cada

PUFA–FFA longo de uma faixa de concentrações esperadas em amostras clínicas,

oferecendo uma alternativa de determinar com precisão PUFAs biologicamente

importantes em um pequeno volume de sangue, sendo facilmente aplicável a grandes

ensaios clínicos.

Nixon e sua equipe (2021) avaliaram as mudanças lipidômicas em recém-nascidos,

diagnosticados com encefalopatia hipóxico-isquêmica e submetidos a hipotermia

terapêutica, identificando 29 espécies lipídicas em quatro classes lipídicas

(fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, triglicerídeos e esfingomielinas) significativamente

alteradas em comparação com aquele com encefalopatia hipóxico-isquêmica leve.

Ademais, concluíram que as três espécies lipídicas mais discriminantes foram TG 50:3,

TG 54:5 e PC 36:5, as quais podem servir como biomarcadores para diferenciar entre

HIE leve e moderada-severa (Nixon R. et al.,2021).

5.2.6 TOXICOLOGIA

Dry blood spots têm ganhado destaque em pesquisas epidemiológicas de saúde

ambiental e em diversos campos da toxicologia devido a sua praticidade e eficiência.

Recentemente, o uso de DBS para estimar exposição a toxinas químicas tem

aumentado, impulsionado por publicações de novos ensaios de biomarcadores

ambientais validados. Além disso, o monitoramento de drogas utilizando amostras de

DBS vem avançando nos últimos anos, sendo uma técnica promissora na área da

saúde, especialmente para terapia medicamentosa personalizada e monitoramento de

resposta a medicamentos.

Odoardi et al. (2014) aplicaram a técnica de DBS para simplificar a preparação de

amostras de sangue para análise de drogas de abuso, incluindo exames após a morte.

Além disso, Moretti et al. (2018) desenvolveram um método de LC-MS/MS para a
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determinação de cocaína e seus metabólitos em amostras de DBS coletadas após a

morte. Ambos os estudos demonstraram bons resultados, corroborando o fato de que o

DBS simplifica significativamente a análise de drogas de abuso, melhorando a eficiência

das investigações forenses.

Estudos têm demonstrado uma boa correlação entre as concentrações de drogas

quantificadas em DBS e em amostras plasmáticas, permitindo ajustes precisos de

dosagem e monitoramento contínuo das concentrações terapêuticas ao longo do

tempo. Essa metodologia é particularmente útil em contextos clínicos onde a

monitorização frequente é necessária, como no tratamento de doenças crônicas ou

terapias com margens terapêuticas estreitas. Um estudo recente realizado por Dilo et al.

(2020) revelou uma correlação significativa entre as medidas de busulfano em DBS e

em amostras de plasma seco, reforçando a confiabilidade do DBS como uma

ferramenta precisa e acessível para o monitoramento terapêutico (Dilo et al.,2020).

Lignell et al. (2013) e Valvi et al. (2012) tiveram como enfoque de seus estudos a

exposição pré-natal a Bifenilos Policlorados (PCBs) e Diclorodifeniltricloroetano (DDT),

respectivamente, utilizando a técnica de DBS para tal quantificação. Eles

correlacionaram esses poluentes ambientais com o peso ao nascer e o

desenvolvimento de sobrepeso em crianças. Esses estudos demonstraram que o DBS

é uma ferramenta valiosa para monitorar a exposição a poluentes ambientais desde a

fase pré-natal, fornecendo resultados importantes sobre os potenciais impactos dessas

substâncias na saúde infantil e no desenvolvimento a longo prazo.

5.2.7 DOENÇAS INFECCIOSAS

As doenças infecciosas representam um desafio significativo para a saúde pública

global. Muitas dessas doenças têm uma alta taxa de transmissão e podem levar a

complicações graves e podendo levar a óbito se não diagnosticadas e tratadas

adequadamente. Entre as doenças infecciosas mais prevalentes e preocupantes

podemos destacar o HIV (Vírus da Imunodeficiência Humana), hepatite B, C e D, sífilis,

malária, doença de Chagas, citomegalovírus, dengue, chikungunya, Zika e

SARS-CoV-2.
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O uso de DBS para o diagnóstico dessas doenças infecciosas tem sido explorado

amplamente, especialmente como método de coleta alternativo para regiões com

recursos limitados e alta prevalência de doenças. Diversos estudos demonstraram a

eficácia do DBS como uma ferramenta para diagnóstico valiosa, proporcionando uma

alternativa prática e acessível para a detecção de infecções.

5.2.7.1 HIV

O HIV é o agente causador da AIDS, uma doença que compromete o sistema

imunológico do indivíduo, tornando-o vulnerável a várias infecções oportunistas. O

diagnóstico e o monitoramento da carga viral são essenciais para o tratamento eficaz

da doença e diversos estudos encontraram boa correlação entre as cargas virais do

HIV-1 em amostras de DBS e plasma (Vojnov et al., 2022). Além disso, um estudo

realizado na Índia mostrou forte correlação entre os níveis de RNA do HIV-1 em

amostras de plasma e DBS, onde a amostra com a carga viral mais baixa testada foi de

3,47 log cópias/ml, e a carga viral de DBS estimada foi de 4,17 log cópias/ml,

demonstrando que o DBS pode amplificar com precisão uma carga viral de >3000

cópias de RNA. O estudo não encontrou resultados falsos positivos ou negativos com

DBS, destacando a viabilidade dessa estratégia para monitoramento da carga viral

(David S. et al., 2012).

5.2.7.2 HEPATITES

A hepatite viral é considerada um problema de saúde pública, com estimativas globais

indicando 254 milhões de pessoas com hepatite B crônica (HBV) e 50 milhões com

hepatite C crônica (HCV) (WHO, 2024). Anualmente, ocorrem 1,5 milhão de novas

infecções por HBV e HCV. Estas infecções estão associadas a complicações tardias,

como cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC), e a maioria dos infectados não está

ciente de seu status até o desenvolvimento dessas complicações avançadas (Mane et

al., 2024).

Um estudo conduzido no Brasil investigou a viabilidade do uso de DBS para o
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diagnóstico da hepatite C. O estudo revelou que, de um total de 194 indivíduos com

RNA do HCV detectado no soro, houve uma concordância de 98,4% na detecção de

anti-HCV em amostras de DBS. Esses resultados demonstram a eficácia do método,

sugerindo que ele pode melhorar o acesso ao diagnóstico em populações estudadas

(Villar et al., 2022). Outro estudo demonstrou excelente sensibilidade e especificidade

na detecção de HBsAg usando DBS, corroborando a robustez e boa performance do

uso de DBS no rastreamento de HBV. Para o teste de anti-HCV, houve 100% de

especificidade, mas sensibilidades variáveis devido a resultados falso-negativos em

diferentes laboratórios (Mane et al., 2024).

A hepatite delta (HDV) é uma infecção viral que ocorre em coinfecção com o vírus da

hepatite B (HBV), podendo levar a formas mais graves da doença hepática. Os DBS

foram considerados uma metodologia eficaz para sorologia e testes de ácido nucleico

para hepatite B e D, demonstrou sua viabilidade para o diagnóstico e monitoramento

dos vírus da hepatite B (HBV) e hepatite D (HDV), especialmente em áreas remotas

com limitações de acesso ao diagnóstico convencional. Os resultados deste estudo

indicam que os DBS corroboram para a detecção com precisão de antígenos e

anticorpos virais, além de quantificar cargas virais de HBV e HDV comparáveis às

amostras de soro (Jackson et al., 2022).

5.2.7.3 SÍFILIS

A sífilis é uma infecção bacteriana causada pelo Treponema pallidum, transmitida

principalmente por contato sexual desprotegido com uma pessoa infectada. A infecção

continua a ser um problema de saúde pública global, com uma incidência significativa

em várias partes do mundo, especialmente em populações vulneráveis e em países

com sistemas de saúde limitados. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que

mais de 12 milhões de novos casos de sífilis ocorrem anualmente em todo o mundo

(WHO, 2016).

O diagnóstico precoce é crucial para o tratamento eficaz da sífilis e para evitar

complicações graves. Testes sorológicos realizados em DBS para HIV, hepatite B (HBV)
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e sífilis demonstraram alta sensibilidade (>90%) e especificidade (>99%). Em particular,

a sensibilidade foi de 100% para HIV, 90% para HBV (HBsAg) e 93% para sífilis (van

Loo et al., 2017), demonstrando que o DBS é uma alternativa viável à coleta de sangue

por punção venosa.

5.2.7.4 MALÁRIA

A malária é uma doença parasitária transmitida pelo mosquito Anopheles, prevalente

em áreas tropicais e subtropicais. O DBS desempenha um papel essencial em estudos

moleculares e epidemiologias das hemoglobinopatias relacionadas à malária, anemia

falciforme, anemia, talassemia, anemia e deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase

(G6PD) e desnutrição (McGann et al., 2018). Essas condições influenciam a

suscetibilidade à malária, a gravidade da doença e a resposta aos tratamentos,

destacando a importância de monitorar sua prevalência na população como parte da

vigilância contínua da malária. Por exemplo, no rastreamento neonatal de anemia

falciforme na África subsaariana, a utilização de DBS resultou em aumento do

atendimento e taxa de sobrevivência. DBS são também utilizados para monitorar

deficiência de G6PD para evitar hemólise manifesta induzida por primaquina no

tratamento radical do P. falciparum. Além disso, DBS é eficaz no diagnóstico de

talassemia em áreas de baixa transmissão, facilitando estudos genotípicos e

aprimorando o controle e manejo da malária (Chindima et al., 2018).

5.2.7.5 DOENÇA DE CHAGAS

A doença de Chagas, causada pelo parasita Trypanosoma cruzi e transmitida

principalmente por insetos vetores conhecidos como triatomíneos, é endêmica em

várias áreas da América Latina. Estima-se que cerca de 6 a 7 milhões de pessoas

estejam infectadas globalmente, sendo uma das principais causas de cardiomiopatia e

morte súbita na região (WHO, 2024). A globalização e os movimentos populacionais

têm expandido o alcance da doença para outras regiões, como Estados Unidos,

Canadá, e Europa, através de migrações de pessoas infectadas.
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Rodrigues et al. (2017), avaliaram o uso de DBS e um teste diagnóstico rápido

(Trypanosoma Detect®) para detecção de anticorpos contra T. cruzi. Os resultados

mostraram que o DBS analisado por imunoensaio de eletroquimiluminescência (E-CLIA)

teve sensibilidade de 97%, superior aos 77% do ELISA, com especificidade de 100%

para ambos os métodos. O teste Trypanosoma Detect® apresentou sensibilidade de

89,6% e especificidade de 100%. Conclui-se que o uso do E-CLIA com DBS pode ser

uma estratégia eficaz para programas de triagem de doença de Chagas comunitários.

5.2.7.6 CITOMEGALOVÍRUS

O citomegalovírus (CMV) é um herpesvírus que pode causar infecções graves em

recém-nascidos e imunocomprometidos, sendo o diagnóstico precoce de infecções

congênitas crucial para o manejo adequado.

Um estudo observacional de 15 anos realizado em Portugal investigou a eficácia do uso

de DBS arquivados para o diagnóstico de infecções congênitas por citomegalovírus. Os

achados indicaram que a detecção do DNA do CMV em DBS foi viável e eficaz para o

diagnóstico tardio de infecção congênita por CMV em crianças (Almeida et al., 2023).

Isso destaca o impacto positivo dos DBS como uma ferramenta para diagnóstico fora da

janela de três semanas após o nascimento, especialmente em casos sintomáticos e

onde o diagnóstico inicial foi perdido.

5.2.7.7 DENGUE, CHIJKUNGUNYA E ZIKA

O diagnóstico das causas de doenças febris agudas em áreas tropicais é desafiador

não apenas pela diversidade de patógenos endêmicos que provocam sintomas

sobrepostos, mas também devido às limitações em recursos e instalações. É crucial

ressaltar que a detecção de muitos desses patógenos, especialmente vírus de RNA,

requer uma cadeia de frio apropriada para preservar a qualidade das amostras até o

processamento. No entanto, áreas remotas frequentemente carecem de acesso a

equipamentos e instalações necessárias para a preservação e transporte adequado das

amostras.
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Diversos estudos destacam o potencial dos DBS como uma alternativa para a detecção

e monitoramento de arbovírus emergentes, como Zika, Dengue e Chikungunya. Um

estudo conduzido por Magalhães et al. (2023) validou o uso de DBS em ensaios

sorológicos para a detecção de anticorpos IgG contra o vírus Chikungunya,

evidenciando a praticidade na coleta, transporte facilitado e estabilidade das amostras.

Por outro lado, outro estudo demonstrou que as amostras de DBS são capazes de

manter a integridade do RNA viral por períodos prolongados, permitindo uma detecção

molecular sensível e estável dos vírus Dengue, Chikungunya e Zika (Cardona et al.,

2022).

5.2.7.8 SARS-CoV-2

Durante a pandemia da COVID-19, a pesquisa se voltou para métodos inovadores de

diagnóstico que pudessem ser facilmente implementados em larga escala. Uma

abordagem promissora surgiu com o uso de DBS para detectar anticorpos específicos

contra o SARS-CoV-2. Um estudo conduzido por Morley et al (2020), concluiu que as

amostras de sangue seco (DBS) podem ser usadas para detectar anticorpos contra a

proteína spike do coronavírus da SARS-CoV-2. Como resultado, os pesquisadores

concluíram que a coleta de sangue na forma de DBS é comparável à de amostras de

soro, com sensibilidade de 98,11% e especificidade de 100% na detecção de

anticorpos. Essa abordagem não apenas facilitou a monitoração da resposta

imunológica da população, mas também contribuiu significativamente para o

entendimento global da disseminação do vírus e para a formulação de estratégias de

saúde pública eficazes.

5.3 VANTAGENS E DESVANTAGENS DO USO DBS

5.3.1 VANTAGENS

O uso de DBS como estratégia para coleta de sangue oferece diversas vantagens:

5.3.1.1 Capacidade de obter amostras de sangue fora do ambiente hospitalar. Uma
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vez que a venipunção não é utilizada, pessoas treinadas podem realizar as coletas de

sangue, independente da assistência de profissionais de enfermagem.

5.3.1.2 Pequeno volume de amostra. Os DBS permitem a coleta de uma pequena

quantidade de amostra de sangue em comparação com a coleta venosa convencional,

sendo necessário cerca de 50 microlitros por círculo preenchido (Lehmann S. et al,

2013). Essa redução do volume de amostra é muito útil em situações em que um

paciente requer exames frequentes.

5.3.1.3 Maior aceitabilidade e conforto para o paciente. A coleta de DBS é menos

invasiva e menos dolorosa, sendo preferível para estudos em bebês, crianças e idosos.

Utilizam-se lancetas com calibres diversos, a depender da quantidade de sangue que

se deseja obter, que normalmente oferecem pouco desconforto aos pacientes.

5.3.1.4. Simplificação do armazenamento e transporte de amostras. A depender do

analito de interesse, não há necessidade de estrutura para centrifugação, separação ou

refrigeração após a coleta nas amostras de sangue de DBS, diminuindo os custos de

transporte e simplificando a logística. Como resultado, o DBS é uma ferramenta

extremamente valiosa para a coleta de amostras de pessoas em comunidades remotas

ou áreas de difícil acesso ou que não disponham de energia elétrica. Essas

características são favoráveis à realização de diversos tipos de estudos

epidemiológicos e rastreios em uma ampla variedade de populações, sendo

especialmente útil em países em desenvolvimento, onde os desafios logísticos e

econômicos são os principais obstáculos para a melhoria do sistema de saúde

(Lehmann S. et al, 2013).

5.3.1.5. Alta estabilidade das amostras, se adequadamente conservadas. As

amostras de DBS podem ser armazenadas por períodos prolongados sem a

necessidade de congelamento a temperaturas ultra baixas, possibilitando análises

retrospectivas e realizações de estudos epidemiológicos a longo prazo. Muitos estudos

demonstram que a maioria dos biomarcadores presentes no sangue se apresentam

estáveis quando conservados em temperatura ambiente por até 7 dias, embora em

alguns casos, como no monitoramento dos opiáceos, a estabilidade dos biomarcadores

em amostras de DBS aumente. No caso dos ácidos nucleicos, essas se apresentam

como biomoléculas muito estáveis, podendo se manter preservados por muitos anos se
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mantidos a -20°C (Garcia R., 2008; Hollegaard M., 2009). Ademais, do ponto de vista

econômico, os DBS fornecem uma significante redução de custo devido à menor

necessidade de material, pessoal treinado e logística, o que os torna uma ferramenta

valiosa para superar obstáculos logísticos e financeiros.

5.3.2 DESVANTAGENS

Apesar das vantagens discutidas acima, o uso de DBS como estratégia de amostragem

de sangue para análises clínicas e pesquisa apresenta algumas limitações que podem

afetar a precisão e a confiabilidade dos resultados:

5.3.2.1 Imprecisão na quantidade de sangue coletado. Como o hematócrito e outros
fatores que influenciam a viscosidade do sangue afetam a absorção da amostra de

sangue no papel, torna-se difícil controlar a quantidade exata de sangue aplicada ao

papel de amostragem. Esse artefato resulta em variações no tamanho das manchas

entre os pacientes. Estudos como o de Lawson et al. (2016) demonstram que variações

significativas no volume de sangue (>20 μl) podem levar a concentrações diferentes dos

analitos, mesmo quando um tamanho fixo de mancha é perfurado para análise.

5.3.2.2 Pequeno volume de amostra. Apesar do reduzido volume de sangue que pode
ser obtido ser considerado uma vantagem, este também pode ser considerado uma

limitação para alguns analitos que requerem grandes volumes de sangue, o que pode

limitar a detecção dos compostos de interesse, especialmente aqueles presentes em

baixas concentrações, comprometendo a sensibilidade e a precisão dos testes

(Mcdade, 2007).

5.3.2.3 Influência do hematócrito. Variações na quantidade e no volume dos glóbulos

vermelhos no sangue podem introduzir diferentes tipos de vieses na análise de DBS.

Um estudo realizado por Abu-Rabie et al. (2015) demonstrou que amostras de sangue

com hematócrito (Hct) baixo (por exemplo, 30%) facilitam a dispersão da gota de

sangue no papel filtro devido à menor viscosidade, resultando em variações

significativas na área preenchida pela gota de sangue, como manchas maiores,

variações na quantidade de amostra coletada e inconsistência na distribuição de

analitos, o que pode afetar a precisão e a reprodutibilidade das análises. Além disso,
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sabe-se que o efeito do Hct pode apresentar impacto na recuperação de analitos e na

matriz utilizada. O viés de recuperação dos metabólitos inserido pelo Hct ocorre porque,

na extração convencional de DBS, o padrão interno é geralmente adicionado apenas na

etapa de extração, não corrigindo variações na recuperação do sangue seco. Spooner

et al. (2015) avaliaram como o Hct afeta a recuperação de analitos em amostras de

DBS, encontrando variações significativas na recuperação dos analitos com diferentes

níveis de Hct. Este estudo destacou que as amostras com Hct mais elevado

apresentavam menor recuperação, influenciando diretamente a precisão e a

consistência dos resultados analíticos. O viés do efeito de matriz baseado em Hct

ocorre porque uma amostra de DBS com um Hct diferente pode ser considerada uma

matriz diferente, impactando os resultados quantitativos de procedimentos que utilizam

LC-MS/MS (Demirev et al. 2013). A variabilidade na composição da matriz devido ao

Hct pode alterar a ionização dos analitos (supressão iônica), levando a discrepâncias

nos resultados obtidos.

Considerando esses aspectos, os métodos que utilizam DBS devem ser desenvolvidos

buscando padronizar o volume de sangue aplicado (De Kesel et al., 2013), adicionar

padrões internos antes da secagem do sangue (Liao et al., 2016), utilizar análise de

imagem para medir o volume de sangue (Rufail, M. et al., 2017) e aplicar técnicas de

espectroscopia ou métodos baseados na cor para medir ou estimar o Hct (Capiau, S. et

al., 2016). A inclusão de amostras de sangue com uma ampla faixa de Hct é crucial

para avaliar adequadamente os efeitos de recuperação e de matriz, assegurando a

confiabilidade dos resultados analíticos.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O futuro do DBS oferece muitas perspectivas, com potencial de revolucionar o

rastreamento e monitoramento de doenças, bem como o desenvolvimento de novos

fármacos. Embora o uso de DBS tenha se tornado comum no rastreamento neonatal e

em populações com risco clínico ou epidemiológico de doenças genéticas, seu uso em

outras áreas é substancialmente limitado. No entanto, avanços contínuos na tecnologia

estão mudando este cenário.
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O desenvolvimento e a evolução de métodos de análise mais sensíveis, como a

espectrometria de massas, possibilitaram a implementação de rastreamentos mais

amplos. Com o tempo, espera-se que os custos associados a esses processos sejam

ainda mais reduzidos, graças à mecanização do processo de punção dos cartões de

DBS e automatização das análises. Atualmente, é possível determinar mais de 120

marcadores bioquímicos utilizando DBS, incluindo metabolitos endógenos (como

aminoácidos, acil-carnitinas, variantes da hemoglobina, hormônio de crescimento e

vitamina D), fármacos, drogas ilícitas e substâncias de doping esportivo (Zakaria R. et

al., 2016).

Avanços recentes na biotecnologia e nanotecnologia estão promovendo o

desenvolvimento de novos microssistemas para a separação e análise de biopartículas

que substituirão os sistemas de análise clássicos. Numerosos aparelhos com

microchips, ultrassensíveis e capazes de analisar matrizes biológicas complexas como

o sangue são conhecidos hoje. Tais novas tecnologias, denominadas microfluídica

digital, são utilizadas em uma ampla gama de áreas, como estudos enzimáticos,

imunológicos e estudos moleculares, e possuem uma relação benéfica entre custos e

confiabilidade. É esperado que as novas tecnologias microfluídicas digitais possam ser

integradas em tarefas de triagem neonatal para doenças lisossomais, peroxissomais,

hematológicas e imunológicas em breve. (Millington. DS et al., 2010).

7. CONCLUSÃO

A aplicabilidade do Dry Blood Spots (DBS) como estratégia de amostragem de sangue

para análises clínicas e pesquisa representa um avanço significativo no campo da

saúde pública e da investigação científica. O DBS oferece uma alternativa minimamente

invasiva e econômica para a coleta, armazenamento e transporte de amostras

biológicas, superando desafios logísticos que tradicionalmente limitam a realização de

estudos em larga escala. A simplicidade do procedimento, aliada à possibilidade de

coleta por parte dos próprios pacientes e à redução dos riscos de contaminação,
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aumenta a adesão dos participantes e amplia o alcance das pesquisas para o

diagnóstico de uma variedade de condições clínicas.

Entretanto, para que o DBS seja amplamente adotado, é necessário primeiro comprovar

sua confiabilidade e comparabilidade com os métodos analíticos tradicionais. Estudos

que correlacionam amostras de DBS com sangue total e plasma serão essenciais, mas

também exigirão investimento de tempo e recursos financeiros. Esse fator pode gerar

hesitação entre os pesquisadores, que podem preferir métodos já estabelecidos e

comprovadamente confiáveis. A criação de uma base de dados biológicos utilizando o

DBS representaria um avanço significativo na saúde pública, mas requer a adaptação

de laboratórios, que atualmente estão otimizados para métodos clássicos. Além disso,

novos biomarcadores que forem descobertos provavelmente terão sua aplicação inicial

em soro e plasma, com as correlações com DBS sendo estabelecidas posteriormente, o

que pode atrasar a adoção do método.

Em conclusão, há uma demanda crescente por ferramentas de pesquisa que enfoquem

a saúde em nível populacional, e métodos minimamente invasivos, como o DBS,

expandem as oportunidades para um entendimento mais profundo da biologia humana

e da saúde. Os DBS já estão sendo utilizados em um número crescente de estudos

devido às suas vantagens já ditas anteriormente, e, à medida que mais biomarcadores

se tornem quantificáveis por esse método, é provável que ele se torne uma das

principais ferramentas de investigação científica.
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