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Resumo: A maior preocupagao atual relacionada aos antimicrobianos € a resisténcia bacteriana.
Enquanto ndo surgem novos antibidticos no mercado, o monitoramento terapéutico (MT) & essencial
para individualizagdo da terapia antibacteriana e preveng¢ao do surgimento de cepas resistentes. O
MT depende do acompanhamento da concentragdo sanguinea do medicamento, que pode ser obtida
através de sangue venoso ou sangue capilar. A coleta de sangue capilar obtida por pungéo digital é
chamada de DBS (do inglés Dried Blood Spots, ou mancha de sangue seco em papel) e apresenta
vantagens em relacdo a coleta usual por pungdo venosa: é menos invasiva, mais estavel e requer
menor volume de sangue. Assim, permite a realizacdo do MT em pacientes de dificil acesso venoso
como idosos, neonatos, bebés e criangas, facilita a rotina de coleta da equipe assistencial e permite a
auto coleta. Por fornecer pequenas quantidades de sangue (aproximadamente 50 pL), amostras em
DBS s&o analisadas por métodos altamente sensiveis e precisos como Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas em “tandem” (LC-MS/MS).

Palavras-chave: Monitoramento terapéutico; Antibiéticos; Dried Blood Spots; Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas.
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Therapeutic monitoring of antibiotics using dried blood spots: a facility in clin-

ical practice

Abstract: The major current concern regarding antimicrobials is bacterial resistance. While no new
antibiotics are on the market, therapeutic monitoring (TM) is essential for antibacterial therapy individ-
ualization and prevention of emergence of resistant strains. The MT depends on drug blood concen-
tration monitoring, which can be obtained through venous blood or capillary blood. Capillary blood
collection by digital puncture is called DBS (Dried Blood Spots) and has advantages over the usual
collection by venipuncture: it is less invasive, more stable and requires less volume of blood. Thus, it
allows the accomplishment of TM in patients with difficult venous access such as the elderly, neo-
nates, infants and children, facilitates the care staff routine of collection and allows self-collection. As
DBS provides small amounts of blood (approximately 50 pL), DBS samples are analyzed by the Liquid
Chromatography method coupled with Tandem Mass Spectrometry (LC-MS / MS), which provides
results with sensitivity and precision.

Keywords: Therapeutic drug monitoring; Antibiotics; Dried Blood Spots; Liquid chromatography cou-
pled with tandem mass spectrometry.

INTRODUGAO

A resisténcia microbiana é um dos principais destaques da OMS
(Organizagcao Mundial da Saude). Segundo a OMS, a resisténcia aos antibidticos é
uma das maiores ameacgas a saude global. Pode afetar qualquer pessoa, de
qualquer idade em qualquer lugar. Ocorre naturalmente, mas o uso irracional dos
antibiéticos em humanos e animais esta acelerando o processo. Diversas infeccoes
estdo se tornando dificeis de tratar, como pneumonia, tuberculose e gonorreia, pois
os antibidticos usados estdo se tornando menos efetivos. A resisténcia bacteriana
leva ao aumento no tempo de internacéo, elevacido nos custos do tratamento e
aumento da mortalidade (OMS, 2018).

O Monitoramento Terapéutico (MT) € uma especialidade clinica
multidisciplinar utilizada para otimizar e individualizar a terapia medicamentosa na
populacdo em geral ou em populagdes especiais (MILOSHESKA et al., 2015).
Especificamente para os antimicrobianos, o MT tem papel importante na reducao ou
prevencdo de resisténcia microbiana, bem como na otimizagdo da dosagem de
antibiodticos ja existentes, considerando a falta de alternativa terapéutica em casos
de infecgbes por microrganismos multirresistentes. Para alguns medicamentos, o
objetivo é alcangado ao minimizar efeitos adversos ou esta relacionado a toxicidade,

enquanto que para outros o0s beneficios sdo alcangados ao atingir efeitos
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terapéuticos desejados especialmente em doses néo usuais (PAGE-SHARP et al.,
2015; BARLAM et al., 2016).

A individualizagdo da terapia € baseada no perfil farmacocinético (PK) e
farmacodinamico (PD) do paciente, que depende do conhecimento da concentragéo
sanguinea do medicamento apds sua administracdo (RYBAK et al., 2009; KATO et
al., 2017). A dosagem do nivel sérico dos medicamentos pode ser realizada
utilizando sangue venoso ou capilar. A coleta de sangue capilar é realizada por DBS
(do inglés Dried Blood Spots, ou mancha de sangue seco em papel) e apresenta
vantagens em relagcdo a coleta usual por pungdo venosa por ser menos invasiva,
mais estavel e por requerer menor volume de sangue. Assim, permite a realizagéo
do MT em pacientes especiais, como neonatos, bebés e criancgas, facilita a rotina de
coleta da equipe assistencial e permite a auto coleta. Uma vez que oferece menor
quantidade de amostra, € necessaria analise laboratorial mais sensivel, facilmente
obtida através do método de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas em “tandem” (LC-MS/MS) (KEEVIL, 2011; ANTUNES et al, 2016;
MAHMOUDI et al., 2014).

Esta revisdo da literatura visa apresentar conceitos relacionados ao MT de
antibidticos, ao uso da coleta de sangue capilar por DBS e aos métodos utilizados

para dosagem das concentragdes sanguineas.

METODOS

Foi realizada uma revisdo narrativa da literatura. A estratégia de busca
envolveu as seguintes bases de dados: LILACS, SciELO, PubMed e banco de teses
da CAPES, priorizando as referéncias mais recentes. Foram realizadas buscas
através dos termos “therapeutic drug monitoring”, “DBS”, “Dried Blood Spots”, “liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry”, “LC-MS/MS”,
‘haematocrit” e suas combinagbes. Foram consultadas, também, algumas
referéncias citadas nos artigos encontrados através da busca nas bases de dados

relacionadas.
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RESULTADOS

A quantidade de publicagbes encontradas e utilizadas nesta revisao esta

relacionada de acordo com as bases de dados consultadas conforme a Figura 1.

Figura 1 - Estratégia de busca de referéncias bibliograficas que contemplam os temas deste
estudo e os resultados em numero de artigos obtidos. A coluna central indica as palavras-
chave e suas combinacgdes, representadas pelos numeros de 1 a 6 conforme a legenda. As
colunas coloridas indicam a quantidade de artigos obtidos de acordo com o site consultado.

As colunas mais externas indicam os artigos consultados nesta revisao.
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DISCUSSAO

Monitoramento Terapéutico

O objetivo principal do MT é a otimizagdo da terapia individualizada. Para
alguns medicamentos, este objetivo é alcangado ao minimizar a efeitos adversos ou
estdo relacionados a toxicidade, enquanto que para outros os beneficios sao

alcangados ao atingir efeitos terapéuticos desejados especialmente em doses néo
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usuais. Aqueles que frequentemente produzem toxicidade em doses préximas as
indicadas s&o usualmente monitorados. Sendo o intervalo da concentracdo sérica
alvo estreito, ha necessidade da selegao precisa da dosagem do medicamento, bem
como seu intervalo de administracdo. O intervalo terapéutico é a faixa da
concentragcéo onde a probabilidade da resposta clinica desejada é relativamente alta
e a probabilidade de apresentar toxicidade é relativamente baixa (BURTON et al.,
2006).

Estudos recentes sugerem que as doses usuais de antibidticos nao atingem
os melhores resultados em pacientes criticos devido a sua variabilidade
farmacocinética e sua farmacodinamica alterada. A adaptagcdo da dose é
desafiadora devido a imprevisivel relacdo dose-exposicdo. Consequentemente,
defende-se a individualizagdo da dosagem do antibiético. As doses convencionais
de muitos antibidticos frequentemente resultam em exposi¢cao abaixo ou acima da
terapéutica desejada. A otimizacdo da dosagem baseada em principios PK/PD
podem efetivamente melhorar a exposicdo ao antibidtico. Assim, o MT ¢é a
abordagem mais indicada a fim de otimizar e individualizar sua dosagem (PARKER
etal., 2015).

Principios farmacocinéticos e farmacodinamicos
O MT é baseado em principios farmacocinéticos e farmacodindmicos -
PK/PD, fazendo-se necessario monitorar a concentracao sérica do medicamento em
questao (BURTON et al., 2006). O perfil farmacocinético refere-se a concentracao de
um medicamento no sangue ou nos tecidos relacionada ao tempo, refletindo sua
absorcao, distribuicdo, biotransformacao e eliminagao, ou seja, o caminho que ele
faz no organismo. O perfil farmacodinamico diz respeito as acdes farmacoldgicas e
aos mecanismos pelos quais os farmacos atuam, ou seja, os efeitos que os
farmacos provocam no organismo. A abordagem PK/PD explora a relagao triangular
entre a concentragdo sanguinea do antimicrobiano, a sensibilidade do
microrganismo ao antibiotico (medida pela Concentragao Inibitéria Minima — CIM) e
desfechos clinicos pré-definidos (KATO et al., 2017; PAGE-SHARP et al., 2015;
RYBAK et al., 2009).
O perfil farmacocinético € importante para calcular a dose apropriada e a
frequéncia de administragdo, para ajustar doses nos pacientes e para fazer
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comparagdes entre os varios farmacos. Assim, faz-se necessario monitorar a
concentragcdo sanguinea do medicamento em questdo. Por questdes de factibilidade
— custo, disponibilidade de pessoal treinado, adesao da equipe assistencial e do
paciente -, ndo sao todos os medicamentos que s&o monitorados na rotina hospitalar
através do perfil farmacocinético individualizado. Assim, sdo selecionados aqueles
que frequentemente produzem toxicidade em doses proximas as indicadas, por
exemplo (BURTON et al., 2006). Neste caso, sendo o intervalo da concentragéo
sérica alvo estreito, ha necessidade do calculo mais preciso da dosagem do
medicamento, bem como seu intervalo de administracédo. O intervalo terapéutico é a
faixa da concentracdo onde a probabilidade da resposta clinica desejada é
relativamente alta e a probabilidade de apresentar toxicidade é relativamente baixa
(BURTON et al., 2006).

Estudos recentes (PARKER et al., 2015) sugerem que as doses usuais de
antibioticos n&o atingem os melhores resultados em pacientes criticos devido a sua
variabilidade farmacocinética e sua farmacodindmica alterada. A adaptagcédo da dose
€ desafiadora devido a imprevisivel relacdo dose-exposicdo. Consequentemente,
defende-se individualizar a dosagem do antibidtico. As doses convencionais de
muitos antibidticos frequentemente resultam em exposi¢cdo abaixo ou acima da
terapéutica desejada. A otimizagdo da dosagem baseada em principios PK/PD

podem efetivamente melhorar a exposigao ao antibiotico (PARKER et al., 2015).

Métodos de Coleta de Sangue

A analise de medicamentos € normalmente realizada em amostras de soro ou
plasma, obtidos por puncdo venosa. Entretanto, ha um crescente interesse em
sangue capilar obtido por puncdo digital utilizando-se uma lanceta automatica,
colhido em uma matriz de papel filtro, chamada de DBS. Comparada com a coleta
convencional de sangue venoso, a coleta em DBS é simples e conveniente
proporcionando melhor conforto para o paciente (WILHELM et al., 2014). Além
disso, a dosagem da concentragdo sanguinea de medicamentos depende da
disponibilidade de metodologias laboratoriais sofisticadas, disponiveis apenas em
centros especializados, com acesso limitado a maioria dos pacientes. Neste
contexto, o interesse no uso de DBS vem aumentando, permitindo uma logistica
simples, estavel e barata (ANTUNES et al., 2016).
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As vantagens potenciais do uso de sangue capilar s&o a facilidade de coleta,
que eventualmente podera ser realizada pelo préprio paciente e que podera ser feita
fora do ambiente hospitalar, ou facilitada na auséncia de acesso venoso em
pacientes internados. Por ser um processo menos invasivo e menos doloroso, é
mais aceitavel principalmente por criangcas e também torna mais rapida e efetiva a
coleta da amostra (KEEVIL, 2011; ANTUNES et al., 2016). Outras vantagens do uso
de DBS sao a facilidade no transporte, o armazenamento e a maior estabilidade,
permitindo a obtengdo de amostras em situagdes onde a coleta de sangue ou
plasma nao esta disponivel (PAGE-SHARP et al., 2015).

Amostras de sangue capilar em DBS tém sido utilizadas no diagndstico de
erros inatos do metabolismo e na deteccao e quantificacdo de HIV, virus da hepatite
B e plasmddios em ambientes de pesquisa. A dosagem da concentragdo de
medicamentos em DBS representa um novo método de superar dificuldades como a
necessidade de multiplas coletas de sangue em neonatos e criangas, onde a coleta
de grandes volumes de sangue podera resultar em efeitos hemodinamicos adversos
(PAGE-SHARP et al., 2015).

Pequenos volumes de sangue (10 a 20uL) puncionados da ponta do dedo ou
do calcanhar podem ser coletados em série e impregnados em papel filtro,
amazenados com um agente dessecante, sem necessidade de centrifugar o sangue
total e de congelar as respectivas fragées do sangue (PAGE-SHARP et al., 2015).

Apesar das vantagens citadas acima, poucos estudos tém demonstrado
validacao experimental detalhada em humanos que permita o uso de DBS para
dosagem da concentragcdo sanguinea de medicamentos (PAGE-SHARP et al.,
2015).

Apesar das inumeras vantagens da coleta por DBS em relagdo a puncao
venosa, algumas desvantagens no uso de DBS devem ser consideradas: a auto
coleta ndo esta livre de contaminagdo, e o uso de dados a partir de DBS no MT
requer extensa validacdo clinica, uma vez que o sangue capilar pode apresentar
diferentes concentragdes em relagdo ao sangue venoso. Observa-se, ainda, que a
variagdo do hematdcrito - Hct - afeta o volume de sangue fixado no papel filtro
(ANTUNES et al., 2016). A Tabela 1 resume as principais vantagens e desvantagens
da coleta de DBS.
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Tabela 1 - Vantagens e desvantagens da coleta de DBS comparado a coleta de sangue venoso.

Vantagens Desvantagens

- coleta facil e minimamente invasiva: o |- a concentragio capilar pode ser diferente

paciente pode fazer a coleta em casa, da concentragdo venosa: o sangue em
sem necessidade de coletador DBS consiste de células sanguineas,
profissional. Por ser mais conveniente, plasma e fluido intersticial, e 0 sangue
facilita para calculo da area sob a curva venoso € centrifugado e tem as células
de concentragio x tempo. sanguineas separadas do soro/plasma.
- € requerido pequeno volume de sangue: - nao ha amostra reserva.

ideal para criangas e neonatos.

- a maioria dos analitos s&do mais estaveis |- se ndo houver treinamento, a coleta pode
em DBS quando comparados com nao ser bem-sucedida.

amostras congeladas.

- transporte e armazenamento - é necessaria extensa validagao: avaliar o
convenientes: seguro em relagéo a impacto da variagdo do hematocrito no
contaminagao de quem o manipula, pode| tamanho da mancha e na homogeneidade
ser enviado por sistemas postais da amostra. Avaliar o tipo de papel bem
tradicionais sem tratamentos especiais; como diferentes fabricantes.

todas as proteinas, patdégenos e enzimas
sao inativadas no papel e o crescimento

bacteriano é prevenido.

- menos dolorosa: mais conveniente para | - por oferecer menor volume de sangue,
neonatos e criangas, bem como pacientes requer técnica analitica mais sensivel.

com flebite.

- reduz o numero de passos pré-analiticos:

nao requer refrigeragdo nem

centrifugacao
Fonte: WILHELM et al., 2014; SHARMA et al., 2014; ENDERLE et al., 2016.

A analise de amostras por DBS, quando comparada com amostras de sangue
e plasma, é relativamente nova e ha pouca informacao disponivel na validacdo do
método (WILHELM et al., 2014). Em revisdo publicada em 2014 por Wilhelm e col.,

apenas os antimicrobianos ertapenem, linezolida, metronidazol e moxifloxacin foram

testados para o método de DBS.
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Garantia da Qualidade em amostras de DBS

Para garantir resultados significativos, é essencial um controle de qualidade
adequado em testes para o MT. Diversas variaveis pré-analiticas, analiticas e pos-
analiticas influenciam a analise e devem ser consideradas ao desenvolver e validar
novas técnicas de DBS (ANTUNES et al., 2016).

A escolha da matriz € importante pois influencia na recuperacdo da amostra,
na interagdo da matriz com o sangue, na estabilidade do analito, na analise
cromatografica, na influéncia do Hct e no volume de sangue absorvido. Os papéis se
diferenciam em sua composicdo, espessura e resisténcia ao espalhamento do
sangue. A matriz mais comum em analises por DBS € o papel de celulose. Existem
dois tipos de cartdes de papel disponiveis comercialmente: os quimicamente
tratados e os ndo tratados (ANTUNES et al., 2016; SHARMA et al., 2014; WILHELM
etal., 2014).

Os cartdes nao tratados quimicamente mais comumente utilizados séao
Whartman 903® e Ahlstrom 226®, ambos registrados no FDA (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2001). Os cartbes que passam por tratamento quimico visam a
lise celular, a inativacdo de patdgenos e a desnaturagdo de enzimas e outras
proteinas. Os mais utilizados sdo Whartman FTA®, FTA Elute®, FTA DMPK-A®, e
FTA DMPK-B® (ANTUNES et al., 2016; Shama, 2014; WILHELM et al., 2014).
Encontra-se disponivel uma matriz de papel cuja base nédo € celulose, e ndo é
tratada quimicamente. Wilhelm e col. e Antunes e col. citam essa matriz como
alternativa aos cartdes de celulose pois sofre menos influéncia do Hct e menor
interferéncia na analise por LC-MS/MS por n&o conter celulose.

A fim de obter manchas de sangue em papel filtro reprodutiveis, o Forum
Europeu de Bioanalises (European Bioanalisys Forum - EBF) estabeleceu, em 2011,
as Boas Praticas de Coleta de Mancha de Sangue (Good Blood-Spotting Parctices -
GBSP) (TIMMERMAN et al., 2011), com atualizagao em 2013 (TIMMERMAN et al.,
2013). As orientagdes visam padronizar os procedimentos pré-analiticos a fim de
evitar potenciais fontes de erro como sobreposicado de manchas ou borrées, pouco
volume de sangue, aplicagdo de multiplas gotas, e contaminagdo resultante de
anestésico toépico, desinfetantes ou manipulacdo do medicamento antes da coleta
(ANTUNES et al., 2016). As recomendagbes para o procedimento de coleta estdo

listadas no Quadro 1 e sua ilustragao esta representada pela Figura 2.
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Quadro 1 - Recomendacgdes para o procedimento de coleta de sangue capilar em manchas
de papel (ANTUNES et al., 2016; SHARMA et al., 2014).

1. Evitar qualquer contato com a area de coleta da matriz de papel.

2. Se as maos do paciente estiverem frias, massagear ou aquecer o sitio da coleta
a fim de estimular o fluxo sanguineo local.

3. Higienizar o sitio da pungao com alcool isopropilico 70%.

Utilizar lanceta estéril e descartavel para puncionar o centro da ponta do dedo
meédio ou anelar.

5. Descartar a primeira gota de sangue pois contém maior quantidade de fluido
tecidual.

6. Posicionar cuidadosamente o papel embaixo do dedo e permitir que a gota caia
por gravidade. O dedo do paciente nunca deve encostar no papel.

7. Coletar até 5 gotas (média de 50 uL). Para estimular o fluxo sanguineo, ordenhar
gentilmente a mao a partir do punho até a base do dedo, evitando apertar o
dedo. Nao sobreponha as gotas para evitar concentracédo da amostra.

8. Deixar a mancha de sangue secar por 3 a 4 horas em posi¢cao horizontal,
permitindo que os dois lados da matriz esteja em contato com o ar. Evitar tocar a
mancha de sangue e impedir que a mesma entre em contato com superficies
enquanto ainda estiver umida. Evitar exposi¢cao ao sol, poeira, ou insetos pois
podem comprometer sua integridade.

9. Armazenar a matriz em sacos plasticos contendo dessecante, a temperatura

ambiente, refrigerado ou congelado, dependendo da estabilidade do analito.

Figura 2 - llustracado do procedimento de coleta de sangue capilar em manchas de papel. A)
Puncéo digital com lanceta estéril. B) Permitir que a gota de sangue caia sobre o papel, sem

encostar o dedo.
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Influéncia do Hematécrito em amostras de DBS

Entre os fatores que influenciam na difusdo do sangue no papel filtro, o Hct é
identificado como o parametro mais importante, podendo impactar na validacdo dos
resultados gerados pelo método de DBS. A variagdo do Hct pode afetar a formagéao
da mancha, o tamanho da mancha, o tempo de secagem, a homogeneidade, a
recuperacao do analito, a robustez e reprodutibilidade das analises. Existem
algumas estratégias a fim de evitar ou minimizar a influéncia do hematdcrito no
meétodo de DBS, como analisar a mancha de sangue inteira, eliminando as variagdes
de espalhamento e homogeneidade, e a estratégia mais promissora: medir os niveis
de potassio, cujas concentracbes estdo relacionadas diretamente com o Hct,
permitindo a consequente correcdo dos resultados analiticos (ANTUNES et al.,
2016; WILHELM et al., 2014; den BURGER et al., 2015; VU et al., 2011).

Métodos Utilizados para Dosagem de Farmacos em Amostras de DBS

No laboratério, um disco de didmetro conhecido é cortado da mancha de
sangue do papel, representando um volume fixo do sangue absorvido. Depois da
extragdo, o analito € mensurado com técnica analitica (ENDERLE et al., 2016;
WILHELM et al., 2014).

Apesar das vantagens descritas, o uso de DBS é um desafio analitico em
funcdo da pequena quantidade de sangue (5 - 50 pL) e da complexidade que
amostras de DBS representam. Por isso, a analise de amostras de DBS requer
técnicas analiticas sensiveis e caras (ENDERLE et al., 2016; ANTUNES et al.,
2016). O custo inicialmente mais elevado em relacdo as técnicas usualmente
utilizadas — como o imunoensaio — torna-se vantajoso no balango financeiro, pois a
otimizagdo da terapia microbiana a partir da coleta por DBS reflete em economia,
considerando a redugao do tempo de tratamento e antecipag&o da alta hospitalar.

Devido a sua alta sensibilidade e seletividade, métodos de Espectrometria de
Massas (Mass Spectrometry - MS) associados a separagao cromatografica tém sido
a ferramenta analitica predominante em analises de DBS (ANTUNES et al., 2016;
KEEVIL, 2011). Ha aproximadamente 20 anos, a Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas em “tandem” (LC-MS/MS) comegou a ser utilizada na
dosagem de analitos a partir de sangue capilar coletado através de gota de sangue

seco em papel, ou DBS - Dried Blood Spots. A introdu¢dao da LC-MS/MS permitiu o
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desenvolvimento de metodologias de dosagem usando microquantidades de sangue

com excelente sensibilidade e precisdo (KEEVIL, 2011).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC ou CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE) é uma das
principais técnicas utilizadas na analise de compostos ndo volateis e/ou
termicamente instaveis. Esta entre as principais técnicas de separagao,
especialmente em analise de substancias presentes em matrizes complexas como
fluidos biologicos. Apesar de ser excelente quando o objetivo € a separagao de
compostos, necessita de outra técnica confirmatéria quando ha necessidade da
confirmacéo da identidade quimica do analito. Assim, a espectrometria de massas
(MS) é a técnica que melhor informa as caracteristicas estruturais necessarias para
sua identificacdo. O acoplamento entre HPLC e MS combina as vantagens da
cromatografia, como a alta seletividade e a eficiéncia de separagdo, com as
vantagens da espectrometria de massas, como a obtengao de informacéao estrutural,
massa molar e aumento adicional da seletividade. Assim, obtém-se uma ferramenta
analitica versatil e de grande potencial para analises qualitativas e quantitativas: a
LC/MS - Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CHIARADIA
et al., 2008; LANCAS , 2009).

Espectrometria de Massas - Mass Spectrometry - MS

A MS é baseada na medida de atomos e moléculas para determinar suas
massas moleculares. Para isso, aplica-se carga nas moléculas de interesse e entédo
se mede como a trajetéria dos ions resultantes respondem, sob vacuo, a varias
combinagdes de campos elétricos e magnéticos (LANCAS , 2009).

No espectrometro de massa (EM), a amostra é introduzida em um ‘“inlet”
(dispositivo para introdugdo da amostra) e direcionada para uma fonte de ionizagéo.
No caso do acoplamento da MS com a HPLC, é usado um cromatografo liquido
como fonte de introducdo da amostra no EM. Assim, os picos cromatograficos
gerados pela HPLC sao individualmente introduzidos na fonte de ionizagdo do EM
gerando ions a serem posteriormente separados no analisador e direcionados para
a deteccao e quantificacdo. Um software acoplado ao analisador efetua os calculos

e gera os espectros de massas (LANCAS , 2009).
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia associada a Espectometria de Masas
- LC/MS

O acoplamento entre as técnicas de HPLC e MS - LC/MS - traz beneficios
especialmente devido as novas exigéncias de melhora na sensibilidade dos métodos
e a exigéncia de maiores critérios para identificagdo de compostos de interesse na
area ambiental, saude, forense, alimentos e outras (LANCAS , 2009; MCMASTER,
2005).

A Espectrometria de Massas em “tandem” (MS/MS), ou seja, em sequéncia, é
uma técnica espectrométrica que, ao invés de utilizar apenas um analisador de
massas para separar os ions gerados na fonte de ionizagao, utiliza dois estagios de
espectrometria de massas, no qual um deles é usado para isolar o ion de interesse e
0 outro é usado para estabelecer uma relacédo entre este ion de interesse isolado e
outros ions que foram gerados a partir da sua decomposigéo induzida. Acoplada a
cromatografia liquida, a MS/MS, ou seja, a LC-MS/MS é amplamente empregada na
deteccao de microquantidades de compostos em matrizes complexas, uma vez que
possibilita um aumento na detectabilidade e reduz a interferéncia espectral de
compostos presentes na matriz, além de fornecer maior quantidade de informagao
estrutural (CHIARADIA et al., 2008).

Validagao da técnica de coleta de sangue por DBS

Conforme as diretrizes publicadas pelo FDA e pela Agéncia Européia de
Medicamentos (EUROPEAN MEDICINES AGENCY - EMA), a validagao de qualquer
método bioanalitico de quantificacdo de analitos inclui seletividade, acuracia,
precisdo, recuperagao (eficiéncia da extragdo), calibracdo, sensibilidade,
reprodutibilidade e estabilidade (FDA, 2013; EMA, 2011). Entretanto, conforme a
recomendacgao do European Bioanalysis Forum (EBF) (TIMMERMAN et al., 2011), a
validacdao do método de DBS requer a analise de parametros especificos como a
influéncia do hematécrito, da hemolise e do uso de anticoagulante - se for o caso -, a
homogeneidade da amostra, o preparo de amostras de calibracdo e de controle de
qualidade, diluigdo das amostras e o efeito do tipo de matriz (papel filtro). Segundo o
EBF, também devem ser consideradas as Boas Praticas de Coleta, o volume da

mancha de sangue e o tamanho do ponto perfurado da mancha de sangue utilizada
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na analise, homogeneidade da mancha de sangue e o uso de multiplas amostras da
mesma mancha (TIMMERMAN et al., 2011).

A validagao clinica do método de DBS € essencial para sua implementagao, e
deve ser realizada comparando seus resultados com as concentragbes medidas a
partir de amostras de plasma (ENDERLE et al., 2016). As diretrizes publicadas pelo
EMA e pelo Instituto de Padronizagdo Clinica e Laboratorial (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2002), bem como o artigo publicado por
Linnet recomenda o uso de pelo menos 40 pares de amostras como base para a
analise estatistica para comparacao de dois métodos, sendo a analise feita por
regressao linear (EMA, 2011, CLSI, 2002, LINNET, 1999).

CONCLUSOES

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude OMS, a resisténcia aos
antimicrobianos € um problema de saude publica que ultrapassa fronteiras. A falta
de alternativas aos antibidticos comercializados atualmente requer a otimizacdo da
terapia, obtida a partir de estudos PK/PD. O MT é realizado a partir da dosagem dos
niveis sanguineos do antimicrobiano em questdo, e o procedimento de coleta de
sangue do paciente € determinante para que o MT seja viavel. Assim, um método
que facilite a rotina assistencial e que proporcione maior conforto para o paciente
favorece de forma inquestionavel a individualizagdo da terapia medicamentosa
através do MT. A partir do conhecimento dos niveis séricos do antibidtico, é possivel
otimizar a dose, visando diminuir o tempo de tratamento e consequentemente o
custo da internagcdo hospitalar, reduzir o risco do surgimento de cepas resistentes,

bem como proporcionar maior conforto para o paciente.
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	Quadro 1 - Recomendações para o procedimento de coleta de sangue capilar em manchas de papel (ANTUNES et al., 2016; SHARMA et al., 2014).
	1. Evitar qualquer contato com a área de coleta da matriz de papel.
	2. Se as mãos do paciente estiverem frias, massagear ou aquecer o sítio da coleta a fim de estimular o fluxo sanguíneo local.
	3. Higienizar o sítio da punção com álcool isopropílico 70%.
	4. Utilizar lanceta estéril e descartável para puncionar o centro da ponta do dedo médio ou anelar.
	5. Descartar a primeira gota de sangue pois contém maior quantidade de fluido tecidual.
	6. Posicionar cuidadosamente o papel embaixo do dedo e permitir que a gota caia por gravidade. O dedo do paciente nunca deve encostar no papel.
	7. Coletar até 5 gotas (média de 50 µL). Para estimular o fluxo sanguíneo, ordenhar gentilmente a mão a partir do punho até a base do dedo, evitando apertar o dedo. Não sobreponha as gotas para evitar concentração da amostra.
	8. Deixar a mancha de sangue secar por 3 a 4 horas em posição horizontal, permitindo que os dois lados da matriz esteja em contato com o ar. Evitar tocar a mancha de sangue e impedir que a mesma entre em contato com superfícies enquanto ainda estiver ...
	9. Armazenar a matriz em sacos plásticos contendo dessecante, a temperatura ambiente, refrigerado ou congelado, dependendo da estabilidade do analito.

