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Monitoramento Terapéutico de Antibidticos por Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas em tandem utilizando Sangue Capilar em DBS - Dried Blood
Spots (mancha de sangue seco em papel): Validacao Analitica.

Douglas M. de Matos, Alexandre P. Zavascki — Universidade Federal do Rio Grande do
Sul — UFRGS.

Introduc¢ido: O monitoramento terapéutico da vancomicina utiliza como ferramenta a
dosagem do nivel plasmdtico do paciente, sendo essencial na prevengdo do surgimento de
resisténcia microbiana e na reducdo de efeitos adversos como nefrotoxicidade. O método de
coleta por DBS (Dried Blood Spots ou mancha de sangue seco em papel) apresenta vantagens
em relacdo a coleta por venopuncdo por ser menos invasivo, mais estdvel e por precisar de
menor volume de sangue. Por oferecer menor quantidade de amostra, essa técnica de coleta
requer andlise mais sensivel, obtida através do método de Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas Sequencial (LC-MS/MS).

Objetivo principal: Validar a metodologia de DBS através da andlise por LC-MS/MS.
Objetivos especificos: determinar as concentracdes no pico e no vale da vancomicina no estado
de equilibrio através da técnica de LC-MS/MS coletadas por venopuncdo e por capilaridade,
avaliar a estabilidade das amostras coletadas por DBS para a vancomicina, avaliar a influéncia
do hematdcrito nas concentracdes obtidas por DBS, comparar as concentragdes obtidas por
DBS e por venopuncdo coletadas no mesmo horario.

Metodologia: A validagdo analitica foi realizada no laboratério de toxicologia da
Universidade FeeVale. O padrdo interno utilizado foi kanamicina 20 pg/mL em é&cido
tricloroacético 10%. A coluna utilizada foi C18 HyPURITY AQUASTAR (150x3 mm, tamanho
particula 5 pm), mantida a 40 °C. A elui¢do ocorreu em gradiente, com fase mével composta
de 4cido férmico 0,1% em dgua e acetonitrila contendo 0,1% de 4cido férmico, com vazao de
0,4 mL/min. A deteccdo foi realizada por ionizacdo electrospray no modo positivo. As
transi¢des monitoradas foram (m/z) 724,8—100, 143,8 e 241,7 para vancomicina e
353,2—111,3, 158 e 179,1 para o padrdo interno. O método foi validado de acordo com os
parametros, linearidade, precisdo, exatidao, sensibilidade, seletividade e eficiéncia da extragdo.
Para a validacdo clinica, foram coletadas 52 amostras de DBS e 52 amostras de plasma no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) a partir de pacientes maiores de 18 anos em uso
de vancomicina por qualquer indicacdo. Todas as amostras foram encaminhadas para o
laboratédrio de toxicologia da Universidade FeeVale para dosagem da vancomicina através do
método de LC-MS/MS e para posterior comparacao dos resultados pelo método estatistico de
regressao linear.

Validacao analitica: A duracdo da corrida cromatografica foi de 10 minutos, com
tempos de retencdo de 3,7 min para a vancomicina e para o padrdo interno. O método
apresentou-se linear entre as concentracdes de 1 a 100 pg/mL (r>0,99). A precisao apresentou
CV% intra e inter ensaio entre 3-8, e a exatiddo esteve entre 96-107%. O teste de seletividade
revelou a ndo ocorréncia de interferentes nos tempos de retencao dos analitos.

Conclusoes preliminares: Foi desenvolvido e validado um método para a determinagao
de vancomicina com elevada sensibilidade e especificidade, com desempenho analitico
adequado para uso clinico. As amostras foram preparadas por precipitacdo de proteinas, que
demonstrou ser simples, rapida e de baixo custo. As andlises de comparagdo entre DBS e sangue
venoso estdo em andamento.



