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INTRODUÇÃO: 

Em toxicologia analítica, resultados não confiáveis e imprecisos são fortemente influenciados por 
erros na fase pré-analítica, que envolve, entre outras etapas, o transporte e o armazenamento adequado 
das amostras. Na rotina dos laboratórios forenses do Brasil há um intervalo de tempo considerável entre a 
coleta da amostra, chegada ao laboratório e execução da análise, uma vez que frequentemente os 
laboratórios estão localizados longe (por vezes a centenas de quilômetros) das salas de necropsia. Assim, 
mudanças nas concentrações das substâncias podem ocorrer dependendo de características da própria 
substância, mas também do tempo e condições de estocagem em relação a coleta e/ou da hora da morte, 
levando à medidas errôneas ou até resultados falso negativos. Idealmente, o armazenamento e transporte 
de amostras biológicas para análises toxicológicas deve ser realizado em temperatura de -20 °C ou menor 
[1], o que encarece sobremaneira a logística de materiais para laboratórios de toxicologia forense.  

Mancha de sangue seco em papel (do inglês dried blood spot, DBS) é uma técnica de amostragem 
que requer pequenos volumes de sangue. A técnica de DBS oferece inúmeras vantagens em relação a outros 
métodos que se têm disponíveis, uma vez que a coleta de pequeno volume de amostra resulta em menores 
custos de transporte e armazenamento, e a torna menos invasiva para pacientes e animais de 
experimentação. E, ainda, estudos têm demonstrado que há inativação de enzimas e patógenos (incluindo o 
HIV) por ter sido submetida a processo de secagem, tornando a manipulação de amostras mais segura. Há 
também redução da degradação de compostos contendo ésteres e carbonatos por hidrólise química e 
enzimática, oferecendo maior estabilidade [2]–[5]. Estudos envolvendo a estabilidade de analitos quando 
armazenados em DBS mostraram, por exemplo, que a benzedrona quando estocada em DBS à temperatura 
ambiente é detectável por até 87 dias a mais em relação a amostras de sangue total armazenadas em 
mesma temperatura [6]. A cocaína, que é espontaneamente convertida à benzoilecgonina em fluidos 
biológicos, mostrou-se estável em DBS mantido à temperatura ambiente durante 30 dias [2]. 

O DBS é um exemplo de técnica de micro amostragem, que pode ser definida como a utilização de 
uma quantidade inferior a 50 μL de amostra biológica para realização de análises [4], [7]. Além disso, tem 
sido descrito por alguns autores como uma estratégia miniaturizada de preparo de amostras muito eficiente 
(ou micro extração), com baixo consumo de reagentes [3], [8]–[10]. Contudo, a aplicação do DBS como 
ferramenta de preparo de amostras post mortem ainda não foi investigada apropriadamente. 
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METODOLOGIA: 
 
Amostras 

Para preparo das amostras de DBS, serão utilizadas amostras de sangue total coletadas no final de 
sessões de necropsia realizadas no Núcleo de Perícias Médico- Legal de Campinas. A coleta de amostras 
deste projeto de pesquisa já foi avaliada e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Estadual de Campinas (CAAE 58187816.6.0000.5404) e pela Comissão de Ética em Pesquisa da 
Superintendência da Polícia Técnico-Científica. 

Para preparo dos cartões DBS, uma alíquota de 20 μL do sangue será aplicada nos cartões, que 
serão submetidos à secagem por 3 horas em temperatura ambiente. Durante a aplicação das amostras, as 
manchas devem ser aplicadas espaçadas para que não ocorra sobreposição entre elas e o cartão não deve 
encostar-se a nenhuma superfície para que não ocorra o extravasamento e consequente perda do volume 
aplicado (ele pode ser fixado com auxílio de fita adesiva crepe, conforme Figura 1). Se as análises não forem 
realizadas logo após a secagem, o cartão será acondicionado em plástico com lacre do tipo zip contendo 
dois sachês de dessecante. 

 

Figura 1. Exemplo da aplicação de amostra de sangue ao cartão de 
DBS no volume de 20 μL por mancha. Todas as manchas são 
oriundas de uma mesma amostra 

 

 

Em paralelo às análises por DBS, as amostras de sangue total serão analisadas por extração em 
fase líquida e LC-MS/MS, realizadas como parte do projeto de mestrado “Estudo da relação entre uso de 
substâncias psicoativas e suicídios através de análises toxicológicas post mortem”, conduzido pela aluna 
Aline Franco Martins (Programa de Pós-graduação em Farmacologia, FCM). 

Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

Para a análise das amostras de DBS, um disco de tamanho fixo de 6 mm (maior do que a mancha 
gerada por 20 μL de sangue), será cortado e transferido para tubo de polipropileno com capacidade de 2 mL. 
Uma solução metanólica (300 μL) contendo padrão interno será adicionado ao tubo, que passará por 
agitação mecânica em vortex (5 min) e centrifugação (12.000 rpm/5 min), e 2 μL do sobrenadante serão 
injetados no sistema LC-MS/MS. 

As análises serão realizadas em cromatógrafo líquido de ultra eficiência acoplado a espectrômetro 
de massas do tipo triplo quadrupolo (LCMS8060, Shimadzu, Japão), utilizando um método analítico já 
desenvolvido e utilizado no LTA-CIATox-Campinas (Centro de Informação e Assistência Toxicológica de 
Campinas, residente no Laboratório de Toxicologia Analítica da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP). 
A separação dos analitos é realizada em coluna cromatográfica Raptor® Biphenyl (100 mm x 2,1 mm, 2,7 μm), 
mantida à 40°C. A eluição dos analitos ocorre por gradiente, com fase móvel composta por água ultrapura 
(A) e metanol (B), ambas contendo 0,1% de ácido fórmico e 2 mmol/L de formiato de amônio. 

Análise de dados 

As substâncias psicoativas identificadas nas amostras analisadas serão quantificadas por calibração 
com ponto único [11], [12] e os resultados obtidos serão classificados entre três grupos (nível terapêutico, 
nível tóxico e nível fatal) de acordo com as concentrações obtidas e a literatura científica disponível [13]. 
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Para comparação dos resultados obtidos nas análises por DBS e com os obtidos na extração 
convencional (considerada como referência) serão calculados a especificidade e sensibilidade da técnica de 
micro extração a partir da quantidade de falso-negativos (não detectado no DBS, mas detectado na extração 
convencional) e falso-positivos (detectado no DBS, mas não na extração convencional). Espera-se obter boa 
concordância entre os resultados, o que confirmará a hipótese que o DBS pode ser utilizado como técnica de 
preparo de amostras em toxicologia forense. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 
 
Contexto da revisão bibliográfica 

Infelizmente, por causa da pandemia atual, a parte prática deste projeto não pode ser iniciada ainda. 
A autorização para dar continuidade às atividades laboratoriais por alunos de iniciação científica, no 
laboratório no qual o projeto será realizado, ainda não foi concedida. Portanto, em lugar de analisar 
amostras de sangue post mortem DBS e comparar os resultados com amostras de sangue total, foi feita 
uma revisão bibliográfica sobre o assunto. 

Foram analisados artigos para o levantamento dos potenciais interferentes e problemas mais 
comuns encontrados em análises de DBS e como lidar com estes. Esta abordagem foi considerada 
importante, pois pode ajudar bastante caso alguma dessas ocasiões ocorra quando o projeto tiver 
andamento, facilitando a resolução do problema, poupando tempo e retrabalho. Os artigos revisados tinham 
como assunto a análise de amostras DBS utilizando LC-MS/MS, sendo elas feitas com o intuito de 
desenvolvimento de método ou análise de estabilidade de amostras, e foram procuradas informações sobre 
interferentes e situações potencialmente problemáticas para o andamento das análises de amostras DBS. 

Diagnóstico e resolução de problemas em análises de amostras DBS 

Uma prática muito comum em amostras de sangue é a adição de conservantes e anticoagulantes. O 
problema que este uso pode trazer é potenciais erros na interpretação de resultados analíticos realizados 
posteriormente. Isso pode acontecer porque essas duas substâncias podem interagir de maneira indesejada 
com outros compostos, como por exemplo, conservantes que podem acabar por acelerar a degradação de 
alguns compostos, e anticoagulantes que podem aumentar as concentrações de alguns medicamentos [2]. 
Esse é mais um motivo pelo qual a técnica de DBS é um procedimento muito promissor e merece maior 
investimento e estudo de aplicabilidade, pois pode descartar o uso dessas substâncias potencialmente 
interferentes na amostra, contando com essa fonte de erros potenciais a menos quando comparado à matriz 
sangue post mortem total. Neste projeto, caso alguma amostra de sangue post mortem total usada para 
preparar as amostras DBS contenha conservantes ou anticoagulantes, será feita uma pesquisa do composto 
específico para constatar que tipos de interações e alterações poderiam ocorrer a outras substâncias 
possivelmente presentes na amostra. 

Outro parâmetro que frequentemente influencia os resultados da análise analítica é a percentagem 
de volume ocupada pelos glóbulos vermelhos no volume total de sangue, chamado de hematócrito. O 
hematócrito afeta as propriedades do sangue, como a uniformidade e a viscosidade, e por esse motivo ele 
também influencia a difusão do sangue nos cartões de papel DBS, podendo acarretar diferenças no tamanho 
da mancha de sangue no papel, na homogeneidade das substâncias dentro de um spot e até mesmo o tempo 
de secagem [14], o que pode afetar o resultado da análise da amostra posteriormente. A solução mais 
utilizada pelos autores dos artigos consultados foi a determinação de um volume específico para cada gota 
de sangue depositada no papel DBS e posteriormente analisar toda a gota [14]–[16]. Isso permite que todo o 
conteúdo do volume desejado seja analisado e que as diferentes concentrações dentro de uma gota de 
sangue no DBS, potencialmente causadas pelo hematócrito, não afetem o resultado de maneira relevante. 

O sangue, apesar de ser uma matriz biológica amplamente utilizada, é uma das que mais contém 
interferentes em sua própria composição, como hemácias, células de defesa, proteínas, sais e até alguns 
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metabólitos, que acabam por dificultar as análises. Geralmente, a extração realizada com as amostras de 
DBS inclui o uso de água ou soluções tampão aquosas, que podem extrair do papel tanto os compostos de 
interesse quanto esses outros componentes sanguíneos. Por esse motivo, quando ocorre essa extração 
abrangente do DBS, posteriormente é necessária uma etapa de tratamento da amostra para retirar esses 
interferentes. Essa etapa adicional pode ser feita através de uma extração líquido-líquido (LLE), de uma 
extração em fase-sólida (SPE), ou da adição de solventes orgânicos para precipitação de proteínas. Uma 
alternativa para evitar essa etapa adicional de tratamento, seria encontrar uma maneira de fazer a extração 
de compostos do DBS que não englobasse também a extração dessas substâncias indesejáveis, utilizando 
então uma extração com solventes orgânicos hidrofílicos, como metanol e aceto nitrila, ou uma mistura de 
solventes orgânicos [17]. Essa abordagem permite que as proteínas e sais presentes no sangue não sejam 
extraídos para a solução junto com os componentes desejados, descartando a necessidade de uma etapa 
adicional de limpeza amostral antes da análise. 

Ao contrário do último tópico retratado, onde se prevê um meio de realizar uma extração menos 
abrangente do papel DBS, também pode ser possível que a extração não esteja sendo eficaz suficiente e 
alguns compostos desejados não sejam extraídos como deveriam para a solução amostral. Essa dessorção 
incompleta de analitos do papel de DBS pode ser resolvida através do aumento de pressão durante a 
extração [18], o que facilita a dissolução de moléculas na solução, ou através de sonicação [15]. A sonicação é 
um procedimento que consiste no uso de energia das ondas sonoras, que auxilia no processo de agitação 
das partículas no recipiente em questão, assim acelerando a dissolução de substâncias em um solvente. 
Geralmente, o tempo de sonicação utilizado é de dez minutos [15], podendo este ser aumentado caso não se 
mostre suficientemente eficaz. 

CONCLUSÕES:  

A revisão bibliográfica realizada, apesar de extremamente importante e relevante para o andamento 
do projeto, não proporcionou os resultados esperados. Há planos futuros muito próximos para que possam 
ser feitas as análises laboratoriais referentes ao projeto em questão a partir do mês de setembro, podendo 
assim mais resultados serem demonstrados no relatório final do projeto assim como na apresentação 
durante o XXIX Congresso de Iniciação Científica UNICAMP. 
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