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1. RESUMO

Os Dry Blood Spots (DBS) surgiram como uma estratégia inovadora para a
amostragem de sangue, oferecendo uma alternativa pratica e acessivel para a coleta e
analise de biofluidos. Essa técnica tem amplo leque de aplicagdes, como triagem
neonatal, monitoramento terapéutico de medicamentos, diagnéstico de doencgas
infecciosas, estudos toxicolégicos e epidemioldgicos, além de pesquisas em
metabolbmica, lipiddmica, protedmica, e analise de drogas de abuso, doping, poluentes
ambientais, imunologia e estudos gendmicos. 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 regides remotas ou com infraestrutura limitada.
Contudo, o método também apresenta limitagdes que podem impactar a precisao e
confiabilidade dos resultados, como a variabilidade no volume de sangue coletado, a
quantidade reduzida de amostra disponivel e a influéncia do hematdcrito na absorgao
do sangue no papel filtro. Apesar dessas restricdbes, o uso dos DBS apresenta
perspectivas promissoras. Ha potencial para expandir sua aplicagcdo em areas como as
Omicas e a medicina personalizada, contribuindo para a democratizagdo do acesso a

saude e o avanco da pesquisa cientifica.

Palavras-chaves: Dry Blood Spot; manchas secas de sangue; Triagem neonatal,



2. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A realizagdo de pesquisas e rastreamentos populacionais ao longo dos anos tém
encontrado alguns obstaculos logisticos, especialmente em relagdo a coleta e analise
de amostras biolégicas coletadas em areas mais remotas com baixa infraestrutura. No
entanto, avancgos tecnologicos e metodoldgicos recentes tém mitigado muitas dessas
limitacbes, permitindo o desenvolvimento de métodos alternativos para coleta de
amostras e analises 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 unico furo, normalmente
no dedo ou calcanhar do paciente, e amostragem de uma ou mais gotas de sangue em
um papel de filtro especifico que possui propriedades absorventes. Esse papel, apds a
secagem, € capaz de preservar os analitos presentes no sangue por periodos
prolongados, mesmo sem refrigeracdo, o que reduz significativamente os custos e a
complexidade logistica envolvida. Ademais, a técnica apresenta uma maior
aceitabilidade e conforto para o paciente, uma vez que € um método menos invasivo e
indolor, sendo preferivel para alguns grupos, especialmente para criangas e
populagdes vulneraveis. Essas caracteristicas tornam o DBS uma ferramenta valiosa
tanto para analises clinicas quanto para pesquisas cientificas, incluindo o
monitoramento terapéutico de farmacos, triagem neonatal, estudos epidemiolégicos,

dentre outros.

3. OBJETIVOS

A pesquisa proposta tem por objetivo investigar a aplicagdo do método de coleta de
amostras de sangue denominado Dry Blood Spot (DBS) em diferentes areas como
toxicologia forense, monitoramento terapéutico, estudos clinicos, entre outras. A
pesquisa ira apresentar o estado da arte sobre a aplicagdo do DBS, bem como os
desafios relacionados a quantificacao e identificagdo de marcadores bioldgicos a partir

dessa técnica e o que podemos esperar da sua aplicagao no futuro.



4. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada a partir da revisao de artigos cientificos publicados em revistas
indexadas nas bases de dados PubMed, ScienceDirect, Web of Knowledge e livros
académicos. Além do mais, definiu-se uma estratégia de busca a partir da combinacao
das palavras chaves: “Dry Blood Spot” e “DBS” com “Clinical Application” e “Advances”.
Apos a leitura do material, foram elaborados fichamentos analiticos que orientaram na

elaboracdo 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 lvan Bang, como método alternativo para
a coleta de sangue para determinacao da glicemia (Bang I., 1913). Contudo, a técnica
se tornou mais relevante apos 1963, quando Robert Guthrie propés a aplicacdo desta
técnica de coleta para o rastreamento da fenilcetonuria em recém-nascidos (Guthrie R.,
1996). A fenilcetonuria € uma doenga genética causada pela auséncia, ou diminuig¢ao,
da atividade da enzima hepatica fenilalanina hidroxilase que, por sua vez, causa
anomalias no cérebro em desenvolvimento. Caso detectada precocemente, a doenga
pode ser efetivamente tratada, impedindo o aparecimento das manifestagdes clinicas.
A partir das descobertas de Guthrie, a triagem neonatal comegou a se expandir pelo
mundo, sendo implementada no Brasil em 1992, pelo Sistema Unico de Saude (SUS).
Atualmente, o Teste do Pezinho oferecido pelo SUS é capaz de rastrear 6 diferentes
tipos de doengas, sendo elas crbnicas, genéticas, metabdlicas, enddcrinas e
infecciosas (Brasil, 2021, p.1).

O DBS é um método néo 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 auxilio de uma lanceta



descartavel. A gota de sangue formada é depositada em um substrato, normalmente
celulose/papel de filtro ou a base de polimeros sintéticos. Por capilaridade, a gota de
sangue é absorvida pelo substrato e forma um circulo com cerca de 1 cm de didmetro
(Figura 1). Em seguida, a amostra passa por uma etapa de secagem a 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 sé&o,
por fim, armazenadas em embalagens opacas e selaveis contendo sachés
dessecantes e cartdes indicadores de umidade, a fim de garantir que as amostras

estejam protegidas contra a luz e umidade.

Figura 1. Amostragem de sangue em DBS
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As amostras de DBS, apds secas, apresentam boa estabilidade para a maioria dos
marcadores bioldgicos, contudo, a taxa de degradagdo de cada analito é variavel,
tornando-se necessario o conhecimento da estabilidade de cada um deles para que as
amostras sejam devidamente armazenadas e conservadas. Dependendo do tipo de
molécula bioldégica, a conservagdo pode variar de 1 semana para algumas proteinas,
até um ano para os acidos nucleicos (Lehmann, 2013). No caso de amostras com
biomarcadores instaveis, estas devem ser mantidas congeladas durante o
armazenamento, mantendo-se viavel por varios anos (Li K, 2020).

O preparo da amostra para a analise envolve a perfuracdo de um disco de didametro
fixo (3 mm, por exemplo), na mancha de sangue seco utilizando um perfurador padrao,
podendo ser coletado um unico disco da mancha de sangue ou varios discos (Figura
2). Como o diédmetro é definido, pode-se estimar o volume de sangue na amostra com

uma certa precisdo. Apds essa etapa, um ou mais discos sao adicionados a um



tampao/solvente de eluicdo durante um determinado tempo e a uma certa temperatura.
Assim, os metabdlitos de interesse da amostra sao extraidos e podem ser analisados

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

Figura 2. Processamento das amostras de DBS
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Diferentes técnicas podem ser usadas para a quantificacdo de analitos: imunoensaios,

cromatografia gasosa (GC), cromatografia liquida (LC) acoplada a detectores
ultravioleta (UV) ou de fluorescéncia, ou espectrometria de massa (MS) ou
espectrometria de massa tandem (MS/MS) (Ververi C., 2022). Atualmente, a LC
acoplada a MS/MS representa o método instrumental com mais sensibilidade, precisao

e exatiddo, além de apresentar uma alta velocidade de analise (Ververi C., 2022).

5.2 APLICAGOES DA TECNICA DE AMOSTRAGEM DE SANGUE NA FORMA DE
DBS

Devido as suas inumeras vantagens, a tecnologia DBS tem sido amplamente estudada
e aplicada como método de coleta alternativo para a identificacdo e quantificagao de
uma gama de analitos em pacientes e participantes de pesquisas. Além da triagem
neonatal, os cartbes DBS tém sido utilizados para a deteccédo de virus e analise de
acidos nucleicos por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ou reagcdo em
cadeia da polimerase com transcri¢ao reversa (RT-PCR) (Londhe V., 2020). Ademais,

os DBS também podem ser utilizados para estudos clinicos e epidemioldgicos, controle



de qualidade laboratorial, testes de drogas e detecg¢ao de patdégenos. Nos ultimos anos,
os DBS também tém sido cada vez mais utilizados em outros campos, como
monitoramento terapéutico de drogas e substancias de abuso, farmacocinética (Martial
L., 2018), protebmica (Bjorkesten J., 2017), lipiddmica (Gao F., 2017) e metabolémica
(Petrick L., 2017). Em 2021, o uso do DBS também se mostrou bem-sucedido para
estudos com a COVID-19 e pesquisa epidemioldgica 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 deteccéo
precoce de doengas congénitas e metabodlicas 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 realizagéo de
testes laboratoriais em larga escala. A utilizagdo do DBS na triagem neonatal é crucial,
uma vez que permite a identificagdo precoce de doengas que, se nao diagnosticadas e
tratadas precocemente, podem levar a deficiéncias graves ou até a morte (Guthrie,
1996). A deteccdo precoce possibilita intervengbes imediatas, que podem incluir
mudancas na dieta, administracdo de medicamentos ou outras terapias especificas,
melhorando significativamente a qualidade de vida das criancas afetadas.

Ao longo dos anos, expandiu-se o numero de analitos que podem ser dosados em
DBS, permitindo a triagem de uma gama crescente de doencgas. Inicialmente restrita a
poucas condi¢gdes, como a fenilcetonuria e o hipotireoidismo congénito, a triagem
neonatal com DBS atualmente abrange diversas doengas crbnicas, genéticas,
metabdlicas, enddécrinas e infecciosas. A expansao do painel de triagem foi
impulsionada pelos avangos nas tecnologias de detecgdo, 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 Saude. O programa, conhecido
como "Teste do Pezinho", é obrigatorio e gratuito, abrangendo todas as maternidades e

unidades de saude do pais. O painel basico inclui a triagem de doengas como



fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, anemia falciforme, fibrose cistica, hiperplasia

adrenal congénita e deficiéncia de biotinidase (Brasil, 2021, p. 1) (Tabela 1). A Lei n°

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

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

condi¢des especiais de saude (Anvisa, 2021). No entanto, essa expansao ainda esta

em processo de implementacdo no SUS, sendo oferecido somente em laboratorios

privados até o presente momento.

Tabela 1: Doencgas diagnosticadas através Teste do Pezinho

Doenca Descrigcao Consequéncias Refs *
Condigao em que a glandula tiredide
Hipotireoidismo do recém-nascido n&do produz Deficiéncia mental, nanismo, problemas 1
Congénito (HC) quantidades suficientes de hormdnios no desenvolvimento cognitivo e motor.
tireoidianos.
Doenca genética que causa a Deficiéncia intelectual.
Fenilcetondria (PKU) incapacidade de metabolizar a comprometimento emocional e 2
fenilalanina. complicagbes neuroldgicas.
- ~ Insuficiéncia pancreatica, ma absorgao
Doencga genética que afeta os pulmdes, : P
. - - o= de nutrientes, doenga pulmonar crénica
Fibrose Cistica (FC) pancreas e outros érgaos, causando ; ; 3
, . progressiva, risco aumentado de
acumulo de muco espesso e Viscoso. . - PPN -
desidratacao e disturbios metabdlicos.
. . Doencas hereditarias que afetam a . . o
Anemia Falciforme ¢ q . Crises dolorosas, anemia hemolitica
estrutura da hemoglobina. A anemia - e .
e outras . . cronica, lesées isquémicas teciduais e 4
: . falciforme produz glébulos vermelhos A
Hemoglobinopatias : danos nos orgaos.
em forma de foice.
Grupo de doengas genéticas que .
. . P engas g au Problemas graves com eletrdlitos,
Hiperplasia Adrenal afetam as glandulas suprarrenais, ; .
” S desidratacao, choque, 5
Congénita (HAC) resultando em desequilibrios .
X desenvolvimento sexual anormal.
hormonais.
A Doencga genética que impede o corpo Manifestacdes neuroldgicas,
Deficiéncia de g o . : A
de reciclar a biotina endégena ou usar anormalidades respiratérias, rash 6

EEitEss (D12) a biotina ligada as proteinas da dieta.

cutaneo e alopecia

(*) 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., 19809.
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5.2.2 ANALISES GENOMICAS

Além da triagem neonatal, DBS tém sido amplamente utilizados em testes genéticos,
permitindo a coleta de amostras de DNA para analises como a identificacdo de
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), sequenciamento de DNA e detecgéo de
mutagdes genéticas. Essa técnica € fundamental para pesquisas genbmicas em larga
escala, como estudos de associagdo de genoma completo e estudos epidemiolédgicos
(Sok, P. et al., 2020).

Na area da farmacogenémica, os DBS desempenham um papel crucial ao permitir a
coleta de amostras de sangue para analise genética de pacientes. Um estudo
conduzido por Castrichini et al. (2023) ilustrou a eficacia do DBS na analise de variantes
genéticas relevantes para a metabolizagdo de medicamentos, como o gene CYP2C19
em pacientes tratados com clopidogrel. Os resultados demonstraram uma concordéancia
substancial entre os perfis genéticos obtidos de amostras de DBS e de sangue venoso,
destacando a precisdo e a viabilidade do DBS para analises farmacogenémicas
(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 caracteristicas genéticas dos pacientes.
Ademais, os DBS sao valiosos em estudos clinicos de terapia genética, permitindo o
monitoramento dos niveis de expressdo génica e a eficacia 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 niveis de RNA mensageiro em pacientes
submetidos a terapia genética para doengas metabdlicas. Os pesquisadores
encontraram uma correlagdo significativa entre os niveis de RNA mensageiro
detectados em DBS e através de métodos tradicionais de coleta de sangue (Koster, J.,
et al., 2019).

5.2.3 METABOLOMICA

A metaboldbmica é um campo emergente e é definida como a medi¢cdo abrangente de

todos os metabdlitos e moléculas de baixo peso molecular em uma amostra biolégica
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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 metabdlico”,
sugerindo a existéncia de padrbes metabdlicos caracteristicos em fluidos biolégicos que
poderiam estar associados a doencas, como a esquizofrenia (Gates S. et al., 1978).
Com os avangos tecnoldgicos na década de 1960 e com o surgimento de técnicas
como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), a
medi¢cao de metabdlitos se tornou mais viavel e precisa, contribuindo para o avango de
uma série de estudos. O termo “metabolémica” foi oficialmente mencionado em 1998
por Stephen Oliver, em um artigo de revisdo sobre gendmica funcional de leveduras
(Oliver et al., 1998). Desde entdo, a metaboldmica 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 metabolitos humanos, solidificando a metabolémica como uma area essencial
de pesquisa (Clish C., 2015).

Um estudo metabolémico foi realizado com criangas obesas a fim de investigar a
relacdo entre as mudangas no metabolismo de aminoacidos e a resisténcia a insulina
no estado de jejum e apos um teste de tolerancia a glicose oral (OGTT). O principal
achado foi que a tirosina esta positivamente correlacionada com o resultado do Modelo
de Avaliagdo da Homeostase (HOMA), sugerindo que esse aminoacido esta associado
a resisténcia a insulina (Hellmuth et al., 2015).

Uma das grandes vantagens da metabolémica esta na sua capacidade de fornecer uma
visdo integrada do fendtipo molecular de um organismo, complementando informagdes

“Aa

obtidas através de outras disciplinas “6micas”, como a protedmica e a lipidémica,
tornando possivel a identificacdo de biomarcadores de doencgas. Nesse contexto, os
DBS se destacam como uma ferramenta promissora para facilitar a execugao de
estudos que envolvam analise metabolomica, de forma que diversos estudos
demonstraram o uso do papel de coleta na detecgao precoce de doengas metabdlicas
congénitas, monitoramento de terapias e identificagdo de biomarcadores para doengas

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

Tabela 2. Estudos que utilizaram DBS como forma de amostragem baseados em
metabolémica
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Métodos*

Marcadores**

Aplicagoes

Referéncias***

UHPLC-MS/MS

gPCR

Espectrometria de
massas

LC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

Imunoensaios
fluorescentes de
lantanideos

UHPLC-MS/MS

LC-MS/MS

Espectrometria de
massas

Cromatografia de
afinidade

LC-TOF MS

Colina, Betaina, TMAO,
Creatinina, L-carnitina, Hcy,
lle, Leu, Val, Phe, Try, Trp

Acidos nucléicos
(RNA/DNA)

Metabdlitos

Glicose

Metabdlitos

Tireoglobulina

Substancias narcoéticas
(opiaceos, metadona, fentanil
e analogos, cocaina,
anfetaminas, cetamina, LSD)

Cocaina, benzoilecgonina,
éster metilico de ecgonina e
cocaetileno.

Triagem neonatal

Niveis de hemoglobina A1c
(HbA1c), lipideos

Metabdlitos

Sindrome metabdlica e
doencgas cardiovasculares

Doengas virais,
citomegalovirus. Virus herpes,
hepatite B e C, HIV.

Disturbios metabdlicos
congénitos

Diabetes tipo 2

Monitoramento do tratamento
antirretroviral

Funcéo da tiredide

Controle de doping e
monitoramento de terapia

Amostras de sangue
post-mortem

Doengas congénitas
metabdlicas, enddcrinas,
hematoldgicas em
recém-nascidos

Diabetes

Diabetes Mellitus

10

11
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Métodos* Marcadores** Aplicacoes Referéncias***
Espectrometria de Poluentes organicos Diabetes tipo 2, obesidade
massas persistentes infantil 12
LC-ESI-MS/MS Metabdlitos Sindrome MELAS 13

* UHPLC-MS/MS = Cromatografia liquida de ultra-performance acoplada a espectrometria de massas em
tandem; qPCR-Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa; LC-MS/MS = Cromatografia liquida
seguida de espectrometria de massas; LC-TOF MS = Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria
de Massas com analisador de Tempo de Voo; LC-ESI-MS/MS = Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas por ionizagao por eletrospray.

** Hcy-Homocisteina; lle-Isoleucina; Leu-Leucina; Val-Valina; Phe-Fenilalina; Try-Tirosina; Trp-Triptofano
** 1(LIU et al., 2020); 2(GOHRING et al., 2010; KENMOE et al., 2018; VILLAR et al., 2019); 3DE
SAIN-VAN DER VELDEN et al., 2017); % COELHO et al., 2016); %TOBIN N. et al., 2021);
5(ZIMMERMANN et al., 2003); /(ODOARDI; ANZILLOTTI; STRANO-ROSSI, 2014); 8§ MORETTI et al.,
2018); *(MAK et al., 2013); "°(AFFAN et al., 2014); "(CHIU et al., 2024); 2(BREIVIK et al., 2006; LIGNELL
etal., 2013; VALVI et al., 2012); "3(LI K. et al., 2020).

Um estudo de Liu et al. (2020), avaliou o perfil metabolémico de 526 pacientes com
doencgas cardiovasculares e 200 voluntarios saudaveis utilizando DBS como método de
coleta, identificando padrdes metabdlicos que diferenciam grupos saudaveis dos
doentes, observando que os principais biomarcadores de risco para doencas
cardiovasculares incluem lipidios séricos, proteina C-reativa e homocisteina (Liu L. et
al., 2020). Outro estudo comparativo investigou o uso de amostras de plasma e DBS
para a analise metabolémica em paciente com diabetes mellitus (DM) e nao diabéticos,
demonstrando que, dentre os 300 metabdlitos quantificados, o acido 2-hidroxibutirico e
hexoses, presentes em ambas as amostras, mostraram alta correlagdao e permitiram a
distingao eficaz entre os pacientes com DM dos nao diabéticos (Chiu et al., 2024).

Além disso, um outro estudo comparativo, realizado com mulheres gravidas vivendo
com HIV sob tratamento com antirretovirais, avaliou a eficacia da técnica DBS em
relagdo ao plasma em uma analise metabolémica nao direcionada e, utilizando técnicas
DBS em relagédo ao plasma em uma analise metabolémica nao direcionada e, utilizando
técnicas de cromatografia liquida de ultra-performance-espectrometria de massa em
tandem (UPLC-MS/MS) para quantificagdo, 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 € uma matriz promissora de
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amostragem em estudos metabolémicos (Tobin N. et al., 2021). Outro estudo, realizado
com 12 pacientes pediatricos com sindrome MELAS (do inglés, Mitochondrial
encephalomyopathy, lactic acidosis, and strokelike episodes) e 12 pacientes controle,
demonstrou a capacidade de detectar, de forma confiavel, cerca de 430 metabdlitos de
diversas classes quimicas em uma unica injecdo e analisada por LC-ESI-MS/MS,
obtendo uma excelente correlacdo do metaboloma obtido a partir de DBS com outros
tipos de amostras de sangue, confirmando sua eficacia como ferramenta analitica. Além
disso, esse mesmo estudo avaliou a estabilidade das amostras de DBS em trés
condicdes diferentes e observou que as amostras mostraram ser mais estaveis quando
armazenadas a —80 °C com dessecantes e sem um sequestrante de oxigénio (Li K. et
al., 2020).

5.2.4 PROTEOMICA

A protebmica é o estudo em grande escala das proteinas, a qual desempenha um
importante papel na compreensao dos mecanismos bioldgicos e no desenvolvimento de
novos diagnosticos e tratamentos para varias doengas. A escolha do cartdo de coleta
da amostra € essencial para este tipo de analise, uma vez que impacta de forma
significativa a precisdo analitica. A maioria dos estudos proteémicos utilizam cartdes de
celulose pura, enquanto alguns cartdes contém substancias caotrépicas que
desnaturam proteinas e destroem células (Lim, 2018).

Embora o uso de DBS ja esteja bem consolidado em diversas areas de quantificagcao
para pequenas moléculas, sua aplicagdo em analises de proteinas e peptideos ainda é
relativamente pouco explorada (Thomas & Thevis, 2018). Entretanto, essa técnica tem
ganhado maior popularidade em estudos de doping devido a sua relagéao custo-eficacia
e invasividade minima, 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
protedmica

Métodos* Marcadores** Aplicagoes Referéncias***
Analise
imunoturbidimétricada Proteinas e peptideos Virus Epstein-Barr 1

hemoglobina glicada

Ensaio Virus da rubéola, virus da
imunoenzimatico Proteinas e peptideos dengue, virus da hepatite C, 2
virus HIV
HPLC/MS Peptideo C Monitoramento da funcao 3

das células beta
HPLC/MS Proteinas e peptideos Doenca de Wilson 4

Proteinas virais (S e N),

HIRIEF / LC-MS/MS proteinas de resposta Diagnostico clinico de 5
imune (IL-6, PCR) e COVID-19
outras proteinas
LC-HRMS Peptideos de baixa Controle de Doping 6
massa molecular
Espectrometria de Bradicinina, HK, C1-INH  Diagnéstico de angioedema -
massas e outras proteinas hereditario

* HPLC/MS- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas; HIRIEF /
LC-MS/MS- Isofocalizagdo Eletromagnética de Alta Resolugdo acoplada a Cromatografia Liquida e
Espectrometria de Massas em Tandem; LC-HRMS- Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas de Alta Resolugao.

** S- proteina Spike; N-proteina nucleocapsidica; IL-6 - Interleucina 6; PCR- proteina C reativa; HK -
Cininogénio 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;
VAZQUEZ-MORON et al., 2018); 3(TUAILLON et al., 2010); TUAILLON et al., 2010); 3(FREDOLINI et
al., 2024); 5(LANGE et al., 2020); "(IURASCU ML. 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 concentracdo atual de
substancias circulantes antes ou apo6s a competicdo, essencial para substancias

proibidas em esportes. Outro estudo foi capaz de quantificar 46 analitos peptidicos ou
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nao peptidicos 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 minimo de desempenho exigido pela Agéncia Mundial Antidoping
(WADA) de 2 ng/mL para urina, validando a sensibilidade do DBS para identificar a
presenga de substancias ilicitas mesmo que estejam em concentragdes muito baixas
(Lange et al., 2020).

Além disso, outra pesquisa investigou o perfil protedmico de amostras de DBS
coletadas durante a pandemia da COVID- 19 por voluntarios em casa. A analise revelou
a presenca de diversas proteinas virais e proteinas do hospedeiro que estdo
correlacionadas com a infecgéo, sugerindo que o DBS pode ser uma ferramenta eficaz
para monitorar a resposta do corpo a infecgdo por SARS-CoV-2 (Fredolini et al., 2024).
Adicionalmente, um estudo recente demonstrou a utilidade do DBS para diagnéstico e
monitoramento de condigdes relacionadas a deficiéncia do Inibidor de C1 Esterase
(C1-INH), como angioedema hereditario (HAE). O estudo confirmou que os niveis
patolégicos de C1-INH em DBS permitiram a triagem inicial de pacientes, e a
combinagdo com testes genéticos subsequentes, ajudou a confirmar o diagndstico e
reduzir os casos negativos. Além disso, o uso de DBS mostrou similar precisdo em
comparagdo com o0s meétodos classicos de imunossensores, demonstrando a
versatilidade e escalabilidade desta abordagem para o diagnostico de doengas (lurascu
MI. et al., 2023).

5.2.5 LIPIDOMICA

Os lipidios sdo um grupo amplo de biomoléculas envolvidas em diversas fungdes
biolégicas criticas, como estrutura da membrana celular, armazenamento de energia,
sinalizagao celular e homeostase. A lipiddmica € a ciéncia que busca a caracterizagao
abrangente dos lipidios presentes em uma amostra biologica (Lam et al., 2013). A
manutencdo da concentracdo apropriada de lipidios envolvidos em estruturas ou vias
de sinalizagdo é regulada pelo metabolismo para garantir o controle homeostatico.
Portanto, ndo é surpreendente que defeitos ou alteragbes no metabolismo dos lipidios

estejam relacionados a uma série de condigdes patoldgicas, incluindo doengas
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cardiovasculares (Lusis, 2000), metabolicas (Unghe, 2002) e neurodegenerativas (Silva
et al., 2023).

O uso de DBS, tem se mostrado uma abordagem promissora na analise lipidémica
devido a facilidade de coleta e transporte e a estabilidade de grande numero de
metabdlitos, incluindo os lipidios (Tabela 4). Com a avango das tecnologias analiticas
como espectrometria de massas (MS), espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear (RMN) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS),
o estudo do lipidoma vém se aprimorando, sendo possivel detectar milhares de
compostos lipidicos de forma qualitativa e quantitativa (HU; ZHANG, 2018). Um estudo
mostrou a existéncia de uma forte correlacdo entre o perfil lipiddmico de amostras de
plasma e de DBS, com uma correlacido linear r = 0,97 e coeficiente de correlagao
intraclasse de 0,96 (Quraishi et al., 2006). Além disso, a pesquisa mostrou que 0s
triglicerideos permanecem estaveis em DBS por até 30 dias em temperatura ambiente e
por 90 dias a 4°C, com uma recuperagcao média de 99.6%, reforcando a viabilidade do
uso de DBS para estudos de longo prazo e analises em diferentes condigdes
ambientais (Quraishi et al., 2006).

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

Métodos* Marcadores** Aplicagoes Referéncias***
GC-MS Acidos graxos livres Disturbios de oxidagao de 1
acidos graxos em criangas
LC-MS Espécies polares de lipidios, Diagnéstico para doenga de 5
especialmente liso-SM e SM Niemann-Pick tipo B
Esteres etilicos de &cidos Confirmagéao de ingestao de 3
LC-MS/MS graxos etanol
Alzheimer, cancer, reagao
Espectrometria de Lipidios inflamatéria. Doencgas 4

massas

neurodegenerativas e
cardiovasculares
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Métodos* Marcadores** Aplicacoes Referéncias***
Teste colorimétrico C Quantificacédo de LDL, HDL e
o Lipidios A 5
enzimatico triglicerideos
Espectrometria de Lipidios Homeostase lipidica 6
massas
Espectrometria de Lipidios Metabolismo lipidico em bebés 7

massas

Diagndstico de encefalopatia
DIHRMS Lipidios hipéxico-isquémica em 8
recém-nascidos

Diagnéstico de acidurias
ESI-MS/MS Carnitina e y-butirobetaina organicas e disturbios da 9
oxidagao de acidos graxos

Avaliagéo de acidos graxos em

GC-MS Glicerofosfolipidios i : 10
jejum e alimentado
Acidos graxos Pesquisa em Inflamacéo e
HPLC-MS/MS poli-insaturados 6mega-3 e 9 a ¢ 11
N Doencas Crdnicas
Omega-6
SFC-HRMS Lipidios Perfil lipiddmico 12
Estabilidade e comparagao
GC-FID Acidos graxos entre DBS, sangue total e 13

eritrécitos

Eficiéncia de extragao,
HPLC-MS/MS PL, Colesterol, CE, TG supressao de ions e efeitos de 14
ionizagao da matriz.

* GC-MS = Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas; DIHRMS = Espectrometria de
Massas de Alta Resolugéo por Infusdo Direta; ESI-MS/MS = Espectrometria de Massas em Tandem por
lonizagdo por Espalhamento; SFC-HRMS = Cromatografia Supercritica Acoplada a Espectrometria de
Massas de Alta Resolugdo; GC-FID = Cromatografia Gasosa com Detector de lonizagdo em Chama;
HPLC-MS/MS = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa em
Tandem.

** Liso-SM- Lisoesfingomielina; SM- Esfingomielina; PL-fosfolipideos; CE- colesterol esterificado;
TG-triglicerideos.
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*** 1(KIMURA M., et al. 2002); 2(CHUANG WL., et al. 2014); 3(LUGINBUHL M., et al. 2016); (WU B.,
2021); %(SNOWDEN, S., et al. 2020); 5(GAO, F., et al. 2017b); "(KOULMAN, A., et al. 2014b); 8 NIXON, R.
et al., 2021); °(PRIMASSIN, S.; SPIEKERKOETTER, U., 2010); '°( DRZYMALA-CZYZ, S. et al., 2017);
"(HEWAWASAM, E. et al., 2017); "*(LE FAOUDER, P. et al., 2021); **(LIU; MUHLHAUSLER; GIBSON,
2014); "(ISMAIEL; JENKINS; THOMAS KARNES, 2013).

Um estudo comparativo entre DBS e soro identificou 336 lipidios, dos quais 194 foram
encontrados em DBS e 280 em soro, com 140 espécies lipidicas em comum. Os
fosfolipidios foram os lipidios 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 acido fosfatico e vitamina E ndo foram observados em DBS (Snowden et al.,
2020).

Utilizando aprendizado de maquina para prever a concentracao de lipidios de relevancia
clinica a partir dos dados de perfil lipidico em amostras de DBS e plasma, foram
identificadas 118 espécies lipidicas de 11 classes em DBS, sendo que com 71% dos
lipidios também foram quantificados em amostras de plasma. A correlagdo observada
entre a abundancia individual dos lipidios e a concentragcdo de lipoproteinas foi alta
(r=0,92) tanto em DBS quanto em plasma (Kyle et al., 2017).

Além disso, outro estudo demonstrou o grande potencial na analise de lipidios
alimentares e na pesquisa de nutricdo lipidica dentro da “foodémica” baseada na
espectrometria de massa, fornecendo informag¢des composicionais e estruturais sobre
0os componentes lipidicos em uma matriz alimentar ou sobre a alteragdo do
metabolismo lipidico em organismos apoés intervengdes dietéticas, sendo essencial para
deteccdo de fraudes alimentares, avaliacdo de problemas de seguranga alimentar
relacionados a moléculas lipidicas e investigacdo aprofundada dos papéis funcionais
dos lipidios dietéticos (Wu B., 2021).

Em um estudo realizado por Drzymata-Czyz e colaboradores (2017), foram analisados
glicerofosfolipidios como marcadores para o status de acidos graxos, comparando
amostras de sangue venoso com amostras de DBS. Os pesquisadores observaram
que, embora houvesse diferencas nas quantidades relativas de espécies lipidicas
especificas (como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e triglicerideos), os perfis

qualitativos permaneceram consistentes entre os dois tipos de amostras, validando o
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sistema de coleta DBS como um método confiavel para avaliagdo do status de 6mega-3
em humanos (Drzymata-Czyz et al., 2017).

Um outro estudo realizado por Hewawasam e seus colaboradores (2017), foram
analisados acidos 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 concentragbes esperadas em amostras clinicas,
oferecendo uma alternativa de determinar com precisdo PUFAs biologicamente
importantes em um pequeno volume de sangue, sendo facilmente aplicavel a grandes
ensaios clinicos.

Nixon e sua equipe (2021) avaliaram as mudancas lipidémicas em recém-nascidos,
diagnosticados com encefalopatia hipdxico-isquémica e submetidos a hipotermia
terapéutica, identificando 29 espécies lipidicas em quatro classes lipidicas
(fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, triglicerideos e esfingomielinas) significativamente
alteradas em comparagdao com aquele com encefalopatia hipdxico-isquémica leve.
Ademais, concluiram que as trés espécies lipidicas 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 tém ganhado destaque em pesquisas epidemiolégicas de saude
ambiental e em diversos campos da toxicologia devido a sua praticidade e eficiéncia.
Recentemente, o uso de DBS para estimar exposicdo a toxinas quimicas tem
aumentado, impulsionado por publicagbes de novos ensaios de biomarcadores
ambientais validados. Além disso, o0 monitoramento de drogas utilizando amostras de
DBS vem avangando nos ultimos anos, sendo uma técnica promissora na area da
saude, especialmente para terapia medicamentosa personalizada e monitoramento de
resposta a medicamentos.

Odoardi et al. (2014) aplicaram a técnica de DBS para simplificar a preparagao de
amostras de sangue para analise de drogas de abuso, incluindo exames apds a morte.

Além disso, Moretti et al. (2018) desenvolveram um método de LC-MS/MS para a
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determinagdo de cocaina e seus metabdlitos em amostras de DBS coletadas apds a
morte. Ambos os estudos demonstraram bons resultados, corroborando o fato de que o
DBS simplifica significativamente a analise de drogas de abuso, melhorando a eficiéncia
das investigacoes forenses.

Estudos tém demonstrado uma boa correlacdo entre as concentragbes de drogas
quantificadas em DBS e em amostras plasmaticas, permitindo ajustes precisos de
dosagem e monitoramento continuo das concentragbes terapéuticas ao longo do
tempo. Essa metodologia € particularmente atii em contextos clinicos onde a
monitorizagdo frequente €& necessaria, como no tratamento de doengas crdnicas ou
terapias com margens terapéuticas estreitas. Um estudo recente realizado por Dilo et al.
(2020) revelou uma correlagao significativa entre as medidas de busulfano em DBS e
em amostras de plasma seco, reforcando a confiabilidade do DBS como uma
ferramenta precisa e acessivel para o monitoramento terapéutico (Dilo et al.,2020).
Lignell et al. (2013) e Valvi et al. (2012) tiveram como enfoque de seus estudos a
exposicao pré-natal a Bifenilos Policlorados (PCBs) e Diclorodifeniltricloroetano (DDT),
respectivamente, utilizando a técnica de DBS para tal quantificacdo. Eles
correlacionaram esses poluentes ambientais com o0 peso ao nascer e 0
desenvolvimento de sobrepeso em criancas. Esses estudos demonstraram que o DBS
€ uma ferramenta valiosa para monitorar a exposi¢cao a poluentes ambientais desde a
fase pré-natal, fornecendo resultados importantes sobre os potenciais impactos dessas

substancias na saude infantil e no desenvolvimento a longo prazo.

5.2.7 DOENCAS INFECCIOSAS

As doencas infecciosas representam um desafio significativo para a saude publica
global. Muitas dessas doencgas tém uma alta taxa de transmissdo e podem levar a
complicagbes graves e podendo levar a Obito se ndo diagnosticadas e tratadas
adequadamente. Entre as doengas infecciosas mais prevalentes e preocupantes
podemos destacar o HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), hepatite B, C e D, sifilis,
malaria, doenca de Chagas, citomegalovirus, dengue, chikungunya, Zika e
SARS-CoV-2.
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O uso de DBS para o diagnéstico dessas doencgas infecciosas tem sido explorado
amplamente, especialmente como método de coleta alternativo para regides com
recursos limitados e alta prevaléncia de doencgas. Diversos estudos demonstraram a
eficacia do DBS como uma ferramenta para diagnéstico valiosa, proporcionando uma

alternativa pratica e acessivel para a detecc¢ao de infecgdes.

5.2.7.1 HIV

O HIV é o agente causador da AIDS, uma doenga que compromete o sistema
imunoldgico do individuo, tornando-o vulneravel a varias infecgdes oportunistas. O
diagndstico e o monitoramento da carga viral sdo essenciais para o tratamento eficaz
da doencga e diversos estudos encontraram boa correlagdo entre as cargas virais do
HIV-1 em amostras de DBS e plasma (Vojnov et al., 2022). Além disso, um estudo
realizado na india mostrou forte correlacdo entre os niveis 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 coépias/ml, e a carga viral de DBS estimada foi de 4,17 log copias/ml,
demonstrando que o DBS pode amplificar com precisdo uma carga viral de >3000
copias de RNA. O estudo ndo 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 saude publica, com estimativas globais
indicando 254 milhdes de pessoas com hepatite B crénica (HBV) e 50 milhdes com
hepatite C crénica (HCV) (WHO, 2024). Anualmente, ocorrem 1,5 milh&do de novas
infecgdes por HBV e HCV. Estas infecgdes estdo associadas a complicagdes tardias,
como cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC), e a maioria dos infectados nao esta
ciente de seu status até o desenvolvimento dessas complicagdes avangadas (Mane et
al., 2024).

Um estudo conduzido no Brasil investigou a viabilidade do uso de DBS para o
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diagnodstico da hepatite C. O estudo revelou que, de um total de 194 individuos com
RNA do HCV detectado no soro, houve uma concordancia de 98,4% na deteccdo de
anti-HCV em amostras de DBS. Esses resultados demonstram a eficacia do método,
sugerindo que ele pode melhorar 0 acesso ao diagnostico em populagdes estudadas
(Villar et al., 2022). Outro estudo demonstrou excelente sensibilidade e especificidade
na detecgdo 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 variaveis devido a resultados falso-negativos em
diferentes laboratérios (Mane et al., 2024).

A hepatite delta (HDV) € uma infecgao viral que ocorre em coinfecgdo com o virus da
hepatite B (HBV), podendo levar a formas mais graves da doenca hepatica. Os DBS
foram considerados uma metodologia eficaz para sorologia e testes de acido nucleico
para hepatite B e D, demonstrou sua viabilidade para o diagnéstico e monitoramento
dos virus da hepatite B (HBV) e hepatite D (HDV), especialmente em areas remotas
com limitagcbes de acesso ao diagndstico convencional. Os resultados deste estudo
indicam que os DBS corroboram para a detecgdo com precisdo de antigenos e
anticorpos virais, além de quantificar cargas virais de HBV e HDV comparaveis as

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

5.2.7.3 SIFILIS

A sifilis € uma infeccdo bacteriana causada pelo Treponema pallidum, transmitida
principalmente por contato sexual desprotegido com uma pessoa infectada. A infec¢ao
continua a ser um problema de saude publica global, com uma incidéncia significativa
em varias partes do mundo, especialmente em populagdes vulneraveis e em paises
com sistemas de saude limitados. A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que
mais de 12 milhdes de novos casos de sifilis ocorrem anualmente em todo o mundo
(WHO, 2016).

O diagndstico precoce é crucial para o tratamento eficaz da sifiis e para evitar

complicagdes graves. Testes soroldgicos realizados em DBS para HIV, hepatite B (HBV)
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e sifilis demonstraram alta sensibilidade (>90%) e especificidade (>99%). Em particular,
a sensibilidade foi de 100% para HIV, 90% para HBV (HBsAQ) e 93% para sifilis (van
Loo et al., 2017), demonstrando que o DBS é uma alternativa viavel a coleta de sangue

por pungao venosa.

5.2.7.4 MALARIA

A malaria € uma doenga parasitaria transmitida pelo mosquito Anopheles, prevalente
em areas tropicais e subtropicais. O DBS desempenha um papel essencial em estudos
moleculares e epidemiologias das hemoglobinopatias relacionadas a malaria, anemia
falciforme, anemia, talassemia, anemia e deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) e desnutricdo (McGann et al.,, 2018). Essas condigbes influenciam a
suscetibilidade a malaria, a gravidade da doenca e a resposta aos tratamentos,
destacando a importancia de monitorar sua prevaléncia na populacdo como parte da
vigilancia continua da malaria. Por exemplo, no rastreamento neonatal de anemia
falciforme na Africa subsaariana, a utilizacdo de DBS resultou em aumento do
atendimento e taxa de sobrevivéncia. DBS sao também utilizados para monitorar
deficiéncia de G6PD para evitar hemdlise manifesta induzida por primaquina no
tratamento radical do P. falciparum. Além disso, DBS é eficaz no diagndstico de
talassemia em areas de baixa transmissdo, facilitando estudos genotipicos e

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

5.2.7.5 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas, causada pelo parasita Trypanosoma cruzi e transmitida
principalmente por insetos vetores conhecidos como triatomineos, € endémica em
varias areas da América Latina. Estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas
estejam infectadas globalmente, sendo uma das principais causas de cardiomiopatia e
morte subita na regido (WHO, 2024). A globalizagdo e os movimentos populacionais
tém expandido o alcance da doenga para outras regides, como Estados Unidos,

Canada, e Europa, através de migragdes de pessoas infectadas.
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Rodrigues et al. (2017), avaliaram o uso de DBS e um teste diagnostico rapido
(Trypanosoma Detect®) para detecgdo de anticorpos contra T. cruzi. Os resultados
mostraram que o DBS analisado por imunoensaio de eletroquimiluminescéncia (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 doenga de Chagas comunitarios.

5.2.7.6 CITOMEGALOVIRUS

O citomegalovirus (CMV) é um herpesvirus que pode causar infecgdes graves em
recém-nascidos e imunocomprometidos, sendo o diagndstico precoce de infecgbes
congénitas crucial para o manejo adequado.

Um estudo observacional de 15 anos realizado em Portugal investigou a eficacia do uso
de DBS arquivados para o diagnéstico de infecgdes congénitas por citomegalovirus. Os
achados indicaram que a detec¢ao do DNA do CMV em DBS foi viavel e eficaz para o
diagndstico tardio de infecgao congénita por CMV em criangas (Almeida et al., 2023).
Isso destaca o impacto positivo dos DBS como uma ferramenta para diagnédstico fora da
janela de trés semanas apos o nascimento, especialmente em casos sintomaticos e

onde o diagndstico inicial foi perdido.

5.2.7.7 DENGUE, CHIUKUNGUNYA E ZIKA

O diagndstico das causas de doencas febris agudas em areas tropicais € desafiador
nao apenas pela diversidade de patdogenos endémicos que provocam sintomas
sobrepostos, mas também devido as limitacdes em recursos e instalagdes. E crucial
ressaltar que a deteccdo de muitos desses patdgenos, especialmente virus de RNA,
requer uma cadeia de frio apropriada para preservar a qualidade das amostras até o
processamento. No entanto, areas remotas frequentemente carecem de acesso a
equipamentos e instalagdes necessarias para a preservacao e transporte adequado das

amostras.
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Diversos estudos destacam o potencial dos DBS como uma alternativa para a deteccéo
e monitoramento de arbovirus emergentes, como Zika, Dengue e Chikungunya. Um
estudo conduzido por Magalhdes et al. (2023) validou o uso de DBS em ensaios
sorologicos para a deteccdo de anticorpos IgG contra o virus Chikungunya,
evidenciando a praticidade na coleta, transporte facilitado e estabilidade das amostras.
Por outro lado, outro estudo demonstrou que as amostras de DBS sao capazes de
manter a integridade do RNA viral por periodos prolongados, permitindo uma detecg¢ao
molecular sensivel e estavel dos virus 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
diagndstico que pudessem ser facilmente implementados em larga escala. Uma
abordagem promissora surgiu com o uso de DBS para detectar anticorpos especificos
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
proteina spike do coronavirus da SARS-CoV-2. Como resultado, os pesquisadores
concluiram que a coleta de sangue na forma de DBS é comparavel a de amostras de
soro, com sensibilidade de 98,11% e especificidade de 100% na deteccdo de
anticorpos. Essa abordagem nao apenas facilitou a monitoragdo da resposta
imunologica da populagdo, mas também contribuiu significativamente para o
entendimento global da disseminagado do virus e para a formulacdo de estratégias de

saude publica 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 venipuncao nédo é utilizada, pessoas treinadas podem realizar as coletas de
sangue, independente da assisténcia de profissionais de enfermagem.

5.3.1.2 Pequeno volume de amostra. Os DBS permitem a coleta de uma pequena
guantidade de amostra de sangue em comparagéo com a coleta venosa convencional,
sendo necessario cerca de 50 microlitros por circulo preenchido (Lehmann S. et al,
2013). Essa reducdo do volume de amostra € muito util em situagdes 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 preferivel para estudos em bebés, criangas 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. Simplificagao do armazenamento e transporte de amostras. A depender do
analito de interesse, ndo ha necessidade de estrutura para centrifugagao, separagao ou
refrigeracdo apds a coleta nas amostras de sangue de DBS, diminuindo os custos de
transporte e simplificando a logistica. Como resultado, o DBS é uma ferramenta
extremamente valiosa para a coleta de amostras de pessoas em comunidades remotas
ou areas de dificii acesso ou que ndo disponham de energia elétrica. Essas
caracteristicas sao favoraveis a realizacdo de diversos tipos de estudos
epidemiologicos e rastreios em uma ampla variedade de populagdes, sendo
especialmente utii em paises em desenvolvimento, onde os desafios logisticos e
econdémicos sao 0s principais obstaculos para a melhoria do sistema de saude
(Lehmann S. et al, 2013).

5.3.1.5. Alta estabilidade das amostras, se adequadamente conservadas. As
amostras de DBS podem ser armazenadas por periodos prolongados sem a
necessidade de congelamento a temperaturas ultra baixas, possibilitando analises
retrospectivas e realizagdes de estudos epidemiolégicos a longo prazo. Muitos estudos
demonstram que a maioria dos biomarcadores presentes no sangue se apresentam
estaveis quando conservados em temperatura ambiente por até 7 dias, embora em
alguns casos, como no monitoramento dos opiaceos, a estabilidade dos biomarcadores
em amostras de DBS aumente. No caso dos acidos nucleicos, essas se apresentam

como biomoléculas muito estaveis, 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
econdbmico, os DBS fornecem uma significante redu¢cdo de custo devido a menor
necessidade de material, pessoal treinado e logistica, o que os torna uma ferramenta

valiosa para superar obstaculos logisticos e financeiros.

5.3.2 DESVANTAGENS

Apesar das vantagens discutidas acima, o uso de DBS como estratégia de amostragem
de sangue para analises clinicas e pesquisa apresenta algumas limitagdes que podem
afetar a preciséo e a confiabilidade dos resultados:

5.3.2.1 Imprecisao na quantidade de sangue coletado. Como o hematdcrito e outros
fatores que influenciam a viscosidade do sangue afetam a absor¢do da amostra de
sangue no papel, torna-se dificil controlar a quantidade exata de sangue aplicada ao
papel de amostragem. Esse artefato resulta em variagdes no tamanho das manchas
entre os pacientes. Estudos como o de Lawson et al. (2016) demonstram que variagdes
significativas no volume de sangue (>20 ul) podem levar a concentracdes diferentes dos
analitos, mesmo quando um tamanho fixo de mancha é perfurado para analise.

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
limitacdo para alguns analitos que requerem grandes volumes de sangue, o que pode
limitar a detecgdo dos compostos de interesse, especialmente aqueles presentes em
baixas concentragdes, comprometendo a sensibilidade e a precisdo dos testes
(Mcdade, 2007).

5.3.2.3 Influéncia do hematécrito. Variagdes na quantidade e no volume dos gldbulos
vermelhos no sangue podem introduzir diferentes tipos de vieses na analise de DBS.
Um estudo realizado por Abu-Rabie et al. (2015) demonstrou que amostras de sangue
com hematécrito (Hct) baixo (por exemplo, 30%) facilitam a dispersédo da gota de
sangue no papel filtro devido a menor viscosidade, resultando em variagoes
significativas na area preenchida pela gota de sangue, como manchas maiores,
variagbes na quantidade de amostra coletada e inconsisténcia na distribuicdo de

analitos, o que pode afetar a precisao e a reprodutibilidade das analises. Além disso,



29

sabe-se que o efeito do Hct pode apresentar impacto na recuperacédo de analitos e na
matriz utilizada. O viés de recuperacado dos metabdlitos inserido pelo Hct ocorre porque,
na extragao convencional de DBS, o padrao interno é geralmente adicionado apenas na
etapa de extragao, nao corrigindo variagcdes na recuperagao do sangue seco. Spooner
et al. (2015) avaliaram como o Hct afeta a recuperagcéo de analitos em amostras de
DBS, encontrando variagdes significativas na recuperagédo dos analitos com diferentes
niveis de Hct. Este estudo destacou que as amostras com Hct mais elevado
apresentavam menor recuperagao, influenciando diretamente a precisdo e a
consisténcia dos resultados analiticos. 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 composi¢cdo da matriz devido ao
Hct pode alterar a ionizagdo dos analitos (supressédo idnica), levando a discrepancias
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
padrbes internos antes da secagem do sangue (Liao et al., 2016), utilizar analise 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 inclusdo de amostras de sangue com uma ampla faixa de Hct é crucial
para avaliar adequadamente os efeitos de recuperacdo e de matriz, assegurando a

confiabilidade dos resultados analiticos.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O futuro do DBS oferece muitas perspectivas, com potencial de revolucionar o
rastreamento e monitoramento de doencgas, bem como o desenvolvimento de novos
farmacos. Embora o uso de DBS tenha se tornado comum no rastreamento neonatal e
em populagdes com risco clinico ou epidemioldgico de doengas genéticas, seu uso em
outras areas é substancialmente limitado. No entanto, avancos continuos na tecnologia

estdo mudando este cenario.



30

O desenvolvimento e a evolugdo de métodos de analise mais sensiveis, como a
espectrometria de massas, possibilitaram a implementacdo de rastreamentos mais
amplos. Com o tempo, espera-se que 0s custos associados a esses processos sejam
ainda mais reduzidos, gracas a mecanizagcdo do processo de puncgido dos cartdes de
DBS e automatizagdo das analises. Atualmente, é possivel determinar mais de 120
marcadores bioquimicos utilizando DBS, incluindo metabolitos enddégenos (como
aminoacidos, acil-carnitinas, variantes da hemoglobina, horménio de crescimento e
vitamina D), farmacos, drogas ilicitas e substancias de doping esportivo (Zakaria R. et
al., 2016).

Avancos recentes na biotecnologia e nanotecnologia estdo promovendo o
desenvolvimento de novos microssistemas para a separacao e analise de bioparticulas
que substituirdo os sistemas de analise classicos. Numerosos aparelhos com
microchips, ultrassensiveis e capazes de analisar matrizes bioldégicas complexas como
0 sangue sd&o conhecidos hoje. Tais novas tecnologias, denominadas microfluidica
digital, sdo utilizadas em uma ampla gama de areas, como estudos enzimaticos,
imunoldgicos e estudos moleculares, e possuem uma relagdo benéfica entre custos e
confiabilidade. E esperado que as novas tecnologias microfluidicas digitais possam ser
integradas em tarefas de triagem neonatal para doengas lisossomais, peroxissomais,

hematoldgicas e imunolégicas em breve. (Millington. DS et al., 2010).

7. CONCLUSAO

A aplicabilidade do Dry Blood Spots (DBS) como estratégia de amostragem de sangue
para analises clinicas e pesquisa representa um avango significativo no campo da
saude publica e da investigacao cientifica. O DBS oferece uma alternativa minimamente
invasiva e econbmica para a coleta, armazenamento e transporte de amostras
biologicas, superando desafios logisticos que tradicionalmente limitam a realizacado de
estudos em larga escala. A simplicidade do procedimento, aliada a possibilidade de

coleta por parte dos proprios pacientes e a redugado dos riscos de contaminacgao,
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aumenta a adesido dos participantes e amplia o alcance das pesquisas para o
diagndstico de uma variedade de condigdes clinicas.

Entretanto, para que o DBS seja amplamente adotado, € necessario primeiro comprovar
sua confiabilidade e comparabilidade com os métodos analiticos tradicionais. Estudos
que correlacionam amostras de DBS com sangue total e plasma serdo essenciais, mas
também exigirdo investimento de tempo e recursos financeiros. Esse fator pode gerar
hesitacdo entre os pesquisadores, que podem preferir métodos ja estabelecidos e
comprovadamente confiaveis. A criagcdo de uma base de dados biolégicos utilizando o
DBS representaria um avango significativo na saude publica, mas requer a adaptagéo
de laboratdrios, que atualmente estdo otimizados para métodos classicos. Além disso,
novos biomarcadores que forem descobertos provavelmente terdo sua aplicacao inicial
em soro e plasma, com as correlagcdes com DBS sendo estabelecidas posteriormente, o
que pode atrasar a adogdo do método.

Em conclusao, ha uma demanda crescente por ferramentas de pesquisa que enfoquem
a saude em nivel populacional, e métodos minimamente invasivos, como o DBS,
expandem as oportunidades para um entendimento mais profundo da biologia humana
e da saude. Os DBS ja estdo sendo utilizados em um numero crescente de estudos
devido as suas vantagens ja ditas anteriormente, e, a8 medida que mais biomarcadores
se tornem quantificaveis por esse método, € provavel que ele se torne uma das

principais ferramentas de investigagao cientifica.
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