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RESUMO 

Novellino RS. Quantificação de talidomida em plasma e em dispositivo de plasma seco por 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas combinado com 

extração em fase sólida para monitoramento terapêutico [tese]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 

INTRODUÇÃO: A talidomida (TDH) é um fármaco imunomodulador e anticancerígeno; o 

monitoramento terapêutico de fármaco (TDM) é crucial para o ajuste de dose. Dried Plasma 

Spot (DPS) é uma estratégia de amostragem emergente, que pode permitir acesso a análise 

por HPLC-MS/MS mesmo em locais distantes. No presente estudo, foi desenvolvido e 

validado um método de cromatografia líquida de ultra alta eficiência acoplada à 

espectrometria de massas para quantificação de Talidomida em DPS e o comparamos com 

amostras de plasma úmido (WP). MÉTODOS: Plasma seco em DPS (200 µL) e 100 µL de 

WP foram tratados com acetonitrila e água para extração de THD, e os extratos foram 

submetidos à extração em fase sólida em linha e analisados em HPLC-MS/MS. O método foi 

validado para linearidade, limite de detecção e quantificação, exatidão, precisão, efeito 

matriz, eficiência de processo, efeito residual e de interferentes e diluição, e estabilidade. O 

método foi aplicado para quantificação de THD em amostras de plasma de pacientes com 

lúpus eritematoso cutâneo (LEC) tratados com THD preparadas em DPS e WP e para estudo 

de transporte de amostras dos pacientes, preparadas em DPS. RESULTADOS: A curva de 

calibração da razão de área do pico versus a concentração de THD foi linear na faixa de 

concentração de 50 a 2000 ng/mL (r2>0,990) para DPS e WP. O método tem um limite de 

detecção (LOD) de 20 ng/mL e um limite inferior de quantificação (LLOQ) de 50 ng/mL para 

THD em DPS e WP. A exatidão e precisão resultaram em erro padrão relativo na faixa de 

1,3% a 8,9%, com coeficiente de variação (CV%) máximo de 18,6% (no LLOQ) e 8,6% em 

concentrações superiores, para DPS e WP. Considerando as concentrações baixa e alta para 

DPS e WP, efeito matriz foi na faixa de 100,6% a 107,0%; recuperação foi de 88,7% a 105,0%, 

e eficiência de processo foi entre 91,3% e 109,3%. Nenhum efeito residual, de interferentes 

ou de diluição foi observado. As soluções estoque do padrão de THD foram estáveis a -20°C 

por 30 dias e a - 80°C por 4 meses para DPS e WP. Além disso, as amostras de DPS foram 

estáveis por 14 dias em temperatura ambiente e a 45ºC. A quantificação de THD em amostra 

de plasma de oito pacientes com LEC apresentaram resultados de mediana 257,1 ng/mL 

(DPS) e 269,3 ng/mL (WP). O transporte entre locais distantes (até 9 dias e 41°C) de amostras 

dos pacientes resultou em decaimento de concentração não maior que 14% para DPS. 



 

CONCLUSÕES: O método validado para quantificar THD em DPS por UPLC-MS/MS é 

adequado para a determinação na faixa analítica do fármaco para o monitoramento 

terapêutico, usando amostras secas. O método validado é aplicável para TDM de THD e 

oferece a possibilidade de obtenção de amostras de locais remotas transportadas em 

temperatura ambiente preservando a estabilidade da THD para análise em LC-MS/MS. 

Estudos adicionais prospectivos usando estas metodologias serão necessários para avaliar a 

aplicabilidade de monitoramento de THD em populações expressivas que utilizem este 

medicamento. 

Palavras-chaves: Talidomida. Espectrometria de massas. Estudo de validação. 

Cromatografia líquida. Desenvolvimento experimental. Preparação de amostras. 



 

 

ABSTRACT 

Novellino RS. Quantification of thalidomide in plasma and dried plasma device by high-

performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry combined with solid 

phase extraction for therapeutic monitoring [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2023. 

INTRODUCTION: Thalidomide (THD) is an immunomodulatory and anticancer drug; 

therapeutic drug monitoring (TDM) is crucial for dose adjustment. Dried Plasma Spot 

(DPS) is an emerging sampling strategy, which can allow access to HPLC-MS/MS 

analysis even in distant locations. In the present study, we developed and validated a 

SPE-ultra-HPLC-MS/MS method for quantification of THD in DPS and compared it 

with wet plasma (WP) samples. METHOD: Plasma dried in DPS devices (200 µL) 

and 100 µL of WP were treated with acetonitrile and water for THD extraction, and 

the extracts were subjected to online solid phase extraction and analyzed on UHPLC-

MS/MS. The method was validated for linearity, the limit of detection and 

quantification, accuracy, precision, matrix effect, process efficiency, carryover, 

interference study, dilution integrity, and stability. The method was applied to 

quantify THD in plasma samples from patients with cutaneous lupus erythematosus 

(CLE) treated with THD, prepared in DPS and WP, and to study the transport of 

patient samples prepared in DPS. RESULTS: The peak area ratio calibration curve 

versus THD concentration was linear over the concentration range of 50 to 2000 ng/mL 

(r2>0.990) for DPS and WP. The method has a limit of detection of 20 ng/mL and a lower 

limit of quantitation (LLOQ) of 50 ng/mL for THD in DPS and WP. Accuracy and precision 

resulted in a relative standard error of 1.3% to 8.9%, with a maximum coefficient of variation 

(CV%) of 18.6% (at LLOQ) and 8.6% at higher concentrations, for DPS and WP. 

Considering the low and high concentrations for DPS and WP, the matrix effect was 

100.6% to 107.0%; recovery ranged from 88.7% to 105.0%, and process efficiency 

ranged from 91.3% to 109.3%. No carryover, interfering, or dilution effects were 

observed. THD standard stock solutions were stable at -20°C for 30 days and at -80°C 

for four months for DPS and WP. Furthermore, DPS samples were stable for 14 days 

at room temperature and 45°C. The quantification of THD in plasma samples from 

eight patients with LEC showed median results of 257.1 ng/mL (DPS) and 269.3 

ng/mL (WP). Transport between long distances (up to 9 days and 41°C) of patient 

samples resulted in a concentration decrease not more than 14% for DPS. 



 

CONCLUSIONS: The validated method to quantify THD in DPS by UHPLC-MS/MS 

is suitable for determination in the analytical range of the drug for therapeutic 

monitoring using dried samples. The validated method is applicable for THD TDM 

and offers the possibility of obtaining samples from remote locations transported at 

room temperature, preserving the stability of THD for analysis in LC-MS/MS. 

Additional prospective studies using these methodologies will be needed to assess the 

applicability of THD monitoring in significant populations treated with this drug. 

 

Keywords: Thalidomide. Mass spectrometry. Validation studies. Chromatography 

liquid. Experimental development. Sample preparation. 
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Talidomida: Uso, eficácia e segurança 

A talidomida (THD) é um fármaco imunomodulador (Bartlett et al., 2004) usada 

principalmente em casos de lesões cutâneas não responsivas de lúpus eritematoso cutâneo 

(LEC) e lúpus eritematoso sistêmico (LES) (Chasset et al., 2018; Fanouriakis et al., 2019; 

Yuki et al., 2021), e em alguns tipos de neoplasias hematológicas (Gordon; Goggin, 2003; 

Ribatti; Vacca, 2005). O fármaco é altamente eficaz no controle de lesões cutâneas 

causadas por LEC e LES (Samsoen et al., 1980; Stevens et al., 1997; Yuki et al., 2021a), 

e mostrou 30-70% de eficácia na neoplasia de mieloma múltiplo (Singhal et al., 1999). 

Os benefícios clínicos reportados com o uso da talidomida, devem ser balanceados com 

os efeitos adversos potenciais relatados para este fármaco. Além da alta teratogenicidade 

relatada desde os anos 1950 (Bartlett et al., 2004; Ito et al., 2012), o uso de talidomida 

está associado com outros efeitos adversos significantes, incluindo os cutâneos e, 

principalmente, a neuropatia periférica (reportada em 15-80% dos pacientes tratados), que 

pode ser moderada ou grave (Cuadrado et al., 2005; Frankel et al., 2013; Yuki, et al., 

2021a), e apenas em alguns casos, pode ser parcialmente reversível com a interrupção do 

tratamento (Kathleen, 2006; Cortes-Hernandez, 2011, Chasset et al., 2018). A neuropatia 

periférica é uma condição debilitante caracterizada por sintomas neurocutâneos (dor, 

coceira, formigamento dormência, hiperalgesia, sensação de queimação) nos membros 

afetados (Naha, 2021, Zhou, 2023). Esta condição está associada com diminuição da 

qualidade de vida relacionada à saude dos pacientes e representa o principal motivo de 

descontinuação da talidomida em pacientes tratados (Naha, 2021, Zhou, 2023, Yang et 

al., 2015). Foi também reportado que a neuropatia periférica induzida pelo uso da 

talidomida está correlacionada com a dose diária, dose cumulativa (Bastuji-Garin et al., 

2002, Chasset et al., 2018), e o tempo de utilização do fármaco (Yuki et al., 2021a). 

Monitoramento terapêutico da talidomida 

O monitoramento terapêutico de fármacos (Therapeutic Drug Monitoring - TDM) 

da talidomida, pela quantificação da concentração sérica ou plasmática de THD, é muito 

útil neste contexto, como método direto para detectar pior aderência entre os pacientes, o 

que está fortemente relacionado com a não eficácia do tratamento (Yuki et al., 2021b). 

De fato, a baixa aderência ocorre em aproximadamente 60% dos pacientes tratados 

com talidomida para mieloma múltiplo, levando a uma alta taxa de hospitalização 
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(Silveira et al., 2022). Além disso, essa baixa aderência ao medicamento ainda pode ser 

subestimada, uma vez que métodos indiretos são frequentemente aplicados para avaliação 

da aderência, e podem não detectar com precisão os pacientes não aderentes (Silveira et 

al., 2022; Yuki et al., 2021b). Este fato foi recentemente demonstrado num trabalho 

publicado pelo nosso grupo, onde o único paciente sem resposta terapêutica à talidomida 

apresentou nível plasmático de talidomida não detectado, mostrando má aderência 

terapêutica (Yuki et al., 2021b). Entretanto, o mesmo paciente havia sido considerado 

aderente à terapia por meio de instrumento específico validado (questionário) (Yuki et 

al., 2021b). O monitoramento terapêutico de talidomida também foi proposto para 

otimizar os benefícios terapêuticos e prevenir a polineuropatia. Porém, estes aspectos 

ainda são controversos, e há apenas poucos estudos com amostragens pequenas 

(Kakimoto et al., 2002; Kodama et al., 2009; Yuki et al., 2021b). 

Quantificação de fármacos por cromatografia líquida 

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS/MS) é uma 

ferramenta padrão ouro no monitoramento terapêutico de fármacos, com um grau muito 

elevado de seletividade e sensibilidade. Por esta razão, apesar do alto custo e pessoal 

especializado necessário para seu uso, a LC-MS/MS é hoje a técnica mais almejada para 

a quantificação de pequenas moléculas e metabólitos em fluidos biológicos (Eliasson et 

al., 2013). A técnica permite a quantificação de concentrações muito pequenas dos 

fármacos em diversas matrizes, inclusive matrizes não convencionais. A cromatografia 

líquida de ultra alta eficiência (UHPLC) agrega ainda mais benefícios à técnica 

convencional de HPLC, pois permite o uso reduzido de solventes orgânicos, uma análise 

mais rápida com maior rendimento da amostra, mais sensibilidade e melhor resolução de 

pico (López-Ruiz et al., 2019). 

Embora a LC-MS/MS seja o padrão ouro para quantificação de fármacos, o alto 

custo associado e a necessidade de pessoal especializado para sua utilização (Shipkova, 

2016; Seger, 2020) limita sua disponibilidade aos grandes centros, mais frequentemente 

localizados nas principais cidades. Nesse contexto, o acesso a dosagens de fármacos em 

hospitais remotos sem instrumento LC-MS/MS só pode ser alcançado pelo envio de 

amostras biológicas obedecendo a uma rigorosa cadeia fria de transporte para garantir a 

integridade das amostras e a precisão dos resultados (Ball, 2010; Dinur et al., 2022). 

Adicionalmente, a necessidade crescente da utilização de abordagens alternativas 
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para obtenção de amostras clínicas de menor volume, com menor risco, maior 

aproveitamento e de forma menos invasivas, vem sendo discutido na literatura para 

aplicação no monitoramento terapêutico e para ampliação de acesso ao TDM, um recurso 

importante no cuidado aos pacientes (Jacques et al., 2022; Trifonova et al., 2019). 

Abordagens alternativas de obtenção de amostras clínicas para TDM 

Novas estratégias alternativas de amostragem têm sido introduzidas cada vez mais 

no campo do monitoramento terapêutico de medicamentos para várias classes de 

medicamentos e têm sido relatadas como uma solução para superar as limitações da 

amostragem convencional, trazendo vários benefícios (Jacques et al., 2022; Trifonova et 

al., 2019). Um desses dispositivos de microamostragem, o dispositivo de amostragem de 

plasma seco (DPS), consiste em um volume de plasma seco em um papel filtro disponível 

comercialmente em formato de cartão. Seu uso para análise qualitativa de metabólitos 

remonta de muitos anos passados, para a triagem de doenças genéticas em neonatos 

(Demirev, 2012; Delahaye et al., 2021). 

Os benefícios dessa abordagem para monitoramento terapêutico incluem 

amostragem minimamente invasiva, pequeno volume de coleta, amostras estáveis e 

transportáveis em temperatura ambiente, benefícios ambientais (Li; Tse, 2010; Trifonova 

et al., 2019; Wilhelm et al., 2014) e tudo resultando em um fluxo de trabalho mais simples 

para a amostragem em monitoramento terapêutico de fármaco (Qu et al., 2017). O 

contexto da pandemia da doença pelo coronavírus 2019 (COVID-19) aumentou ainda 

mais a aplicabilidade dessa abordagem, pois as pessoas enfrentaram a crescente 

necessidade de coleta de amostras domiciliares (Anderson, 2021). Amostras de 

dispositivo a seco (DS) podem ser realizadas para vários fluidos biológicos, incluindo 

sangue total, plasma, soro, saliva ou urina, com resultados confiáveis de quantificação 

dos analitos. Além disso, o DS preparado pode ser facilmente enviado de um local remoto 

para chegar a centros mais especializados, onde laboratórios mais equipados estão 

disponíveis para a quantificação do fármaco, enquanto a integridade da amostra ainda é 

preservada e os custos de transporte são reduzidos em comparação com matrizes 

convencionais. Vários métodos de LC-MS/MS realizados com DS para TDM já foram 

reportados na literatura para diferentes fármacos, incluindo imunomoduladores, 

imunossupressores e anticancerígenos (Filali-Ansary et al., 2016; Iacuzzi et al., 2021; Qu 

et al., 2017). No entanto, até onde sabemos, não há dados reportados para a quantificação 
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de talidomida usando esses dispositivos. 

Validação de métodos bioanalíticos 

Para garantir a credibilidade e a qualidade dos resultados obtidos nas análises com 

esses novos dispositivos, é de extrema importância que o método de quantificação tenha 

passado por uma validação adequada, seguindo recomendações internacionalmente 

aceitas, incluindo validação analítica e clínica. Aspectos específicos, com parâmetros 

adicionais que não fazem parte do processo clássico de validação de amostras 

convencionais (sangue, plasma, soro), podem ser necessários, como é o caso do 

condicionamento de amostras em temperaturas específicas, simulando o transporte. 

Poucos métodos de LC-MS/MS validados foram reportados para a quantificação de 

talidomida em fluidos biológicos (Bai et al., 2013; Li et al., 2021; Roche et al., 2012; Shu 

et al., 2016; Teo et al., 2002) e apenas três métodos reportaram a quantificação de 

talidomida no plasma por LC-MS/MS, principalmente usando extração líquido-líquido, 

que pode apresentar algumas limitações, incluindo baixa recuperação e necessidade de 

maiores volume de solventes e maior quantidade de amostras (Kole et al., 2011). Além 

disso, nenhum dos métodos reportados empregou a técnica de UHPLC, nem uma 

abordagem alternativa de obtenção de amostra. 

Assim sendo, considerando a utilidade do monitoramento dos níveis de talidomida 

para a avaliação da aderência dos pacientes em tratamento, para fins de otimização da 

terapia, e considerando o envio mais fácil de amostras de locais remotos e maior acesso 

a TDM para centros desprovidos de instrumentos analíticos para LC-MS/MS, 

desenvolvemos e validamos um método UHPLC-MS/MS com extração em fase sólida 

em linha (SPE online) para quantificar a talidomida em dispositivo de amostragem de 

plasma seco (DPS) em comparação com o plasma úmido (WP). 
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2 OBJETIVOS 
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1. Desenvolver e validar um método por cromatografia líquida de ultra 

alta eficiência acoplada a espectrometria de massas combinado com 

extração em fase sólida em linha para quantificar talidomida em 

dispositivo de amostragem de plasma a seco (DPS) em comparação 

com plasma úmido (WP). 

2. Aplicar a metodologia bioanalítica validada para quantificar 

talidomida em amostras de plasma de pacientes diagnosticados com 

LEC em tratamento com talidomida e comparar as concentrações 

obtidas com DPS e WP. 

3. Estudar o impacto do transporte de longas distâncias na estabilidade 

das amostras de pacientes em tratamento com talidomida, 

preparadas em DPS. 
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3 MÉTODOS 
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3.1 Desenho do estudo 

Este foi um estudo de desenvolvimento e validação de método bioanalítico 

desenhado para fornecer informações sobre a aplicação de cromatografia líquida de ultra 

alta eficiência acoplada a espectrometria de massas combinado com extração em fase 

sólida em linha (SPE-UHPLC-MS/MS) para a quantificação de talidomida em DPS e WP. 

O método foi desenvolvido e validado em um instrumento UHPLC-MS/MS triplo 

quadrupolo. 

3.2 Produtos químicos e reagentes 

Os padrões para THD e o padrão interno THD-d4 marcado com isótopo estável 

correspondente foram obtidos de Toronto Research Chemicals (North York, Canadá). 

Reagentes grau LC/MS metanol, acetonitrila e ácido fórmico foram obtidos da Merck 

(Darmtadt, Alemanha). A água reagente especial (SRW) foi produzida em equipamento 

Milli-Q® Gradiente Merck (Darmtadt, Alemanha). O dispositivo de amostragem de 

plasma a seco (Dried Plasma Spot, DPS), produto QIAcard FTATM micro foi adquirido 

da QIAGEN (Hilden, Alemanha). As amostras humanas livres do fármaco utilizadas 

neste estudo foram provenientes de voluntários saudáveis que assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comitê de Ética local de nosso hospital 

universitário e terciário (Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa – 

CAPPesq, Hospital das Clínicas HCFMUSP, Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo, Brasil (parecer número 1.922.444). O trabalho realizado no Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina, incluíram participações  do ambulatório da Disciplina 

de Reumatologia, Laboratório de Investigações Médicas (LIM) e Divisão de Laboratório 

Central do HCFMUSP. 

3.3 Reagentes, padrões e preparação de controle de qualidade 

Sangue humano livre do fármaco foi obtido de doadores saudáveis para preparar 

calibradores e controle de qualidade. O sangue total foi coletado em tubos de heparina 

adquiridos da Greiner Bio-One (Kremsmünster, Áustria). Amostras de plasma 

heparinizado foram acidificadas com ácido cítrico 0,2 M pH 1,5 (v/v), para prevenir a 

hidrólise espontânea da talidomida. Soluções estoque de 2 mg/mL e 1 mg/mL para THD 

e seu padrão interno foram preparadas em DMSO e armazenadas a -20°C. Solução de 

trabalho de 20 µg/mL para THD e seu padrão interno foram preparadas na fase móvel, 
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uma mistura de 73% de Solvente A (0,1% de ácido fórmico em água) e 27% de Solvente 

B (0,1% de ácido fórmico em 70% de metanol e 30% de acetonitrila). As curvas de 

calibração foram preparadas diluindo a solução padrão de trabalho para obter soluções 

padrão em 500, 1000, 2500, 5000, 10000, 15000 e 20000 ng/mL. Uma outra solução 

padrão de trabalho foi diluído obter soluções padrão em 1500, 11000 e 16000 ng/mL, 

utilizadas como soluções de controle de qualidade (QCs). Em seguida, 40 µL de cada 

solução foram adicionados a 360 µL de amostras de plasma acidificado-heparinizado 

livre do fármaco para atingir padrões de calibração em 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 e 

2000 ng/mL e amostras de controle de qualidade de concentrações de 150, 1100 e 1600 

ng/mL. As curvas de calibração foram preparadas a cada dia de cada corrida analítica. 

3.4 Preparação da amostra 

Para a preparação das amostras de DPS, 200 µL de plasma livre do fármaco, 

padrão, controle de qualidade ou plasma de paciente em tratamento com talidomida 

foram adicionados a um cartão DPS, em duas etapas de 100 μL cada, e mantidos 

para secar em temperatura ambiente por não menos que 15 minutos (após a 

primeira etapa) e não menos que duas horas (após a segunda etapa). Após a 

secagem, a área total de aplicação de 25 mm foi cortada manualmente, com o 

auxílio de um perfurador circular de 25 mm, e transferida para um tubo de ensaio 

de 5 mL, e foi adicionada uma mistura de 40 µL de padrão interno (1750 ng/mL), 

325 µL de água e 435 µL de acetonitrila. O tubo foi agitado em vórtex por 60 

segundos e o extrato foi vertido para um tubo de ensaio de 2 mL. Para WP, 100 µL 

de plasma livre do fármaco, padrão, controle de qualidade ou plasma de paciente 

em tratamento com talidomida foram misturados com 20 µL de padrão interno 

(1750ng/mL), 80 µL de solução extratora de sulfato de zinco 0,1 M preparada em 

uma mistura de água e metanol (80/20) e 200 µL de acetonitrila. Esta mistura foi 

agitada em vórtex por 30 segundos. Após agitação em vórtex, os extratos DPS e 

WP foram centrifugados por 8 minutos a 15.000 rpm. Em seguida, 105 µL de 

sobrenadante foram combinados com 140 µL de água ultrapura em um insert de 

vidro para cada extrato. As amostras preparadas foram mantidas a +10°C no 

carrinho do amostrador automático até o momento da aquisição no sistema LC-

MS/MS. 
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3.5 Instrumentação LC-MS/MS  

A análise cromatográfica bidimensional foi realizada em um sistema de cromatografia 

líquida de ultra alta eficiência Dionex UltiMate 3000 equipado com bombas DGP-3600, 

amostrador automático WPS-3000TRS e forno TCC-3000RS com duas válvulas de 

comutação TitanHT de 2 posições e 6 portas (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). 

3.6 Desenvolvimento do método 

3.6.1 Detecção em espectrométrica de massa 

Foram injetadas soluções de trabalho da mistura (1 µg/mL THD e 1 µg/mL THD-

d4) diretamente no detector de massas para identificação das massas correspondente às 

transições m/z 259,1 para TDH e 263,1 para THD-d4 e seus respectivos espectros de 

fragmentação.  

3.6.2 Extração em fase sólida online e separação cromatográfica 

Após a identificação dos fragmentos de maior abundância e estabilidade foram 

testadas diferentes fases estacionárias (colunas cromatográficas e temperatura), 

composição de fase móvel, fluxo de fase móvel e modo de eluição. 

Após a otimização dos parâmetros do espectrômetro de massa TSQ Altis™ Triplo 

Quadrupolo (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA), com ionização por eletrospray em 

modo positivo, e otimização dos parâmetros da cromatografia líquida, o método 

instrumental foi construído e salvo no Software de análise software Trace Finder (Thermo 

Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA) para a validação do método. Os tempos de 

comutação da válvula para o experimento SPE-UHPLC-MS/MS são apresentados na 

Figura 1. 
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Figura 1  - Desenho esquemático da configuração para o programa de fluxo para o experimento SPE-UHPLC-MS/MS 
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3.6.3 Otimização de método para amostras DPS 

O método foi inicialmente desenvolvido e validado para o WP e, em seguida, o 

planejamento de experimentos (DOE – Design of Experiments) para um planejamento 

fatorial completo foi realizado para ajustar e otimizar a preparação da amostra DPS.  

Para construir as tabelas de planejamento fatorial são atribuídos níveis “-” e “+”, na 

chamada ordem padrão, quando todas as colunas da tabela, correspondente ao fator 

começam com o nível “-” e depois os sinais vão se alternando, de acordo com a disposição 

da coluna: 1ª (um-a-um); 2ª (dois-a-dois); 3ª (três-a-três), etc. Um planejamento completo 

com k fatores em dois níveis, resulta em 2k ensaios e a última coluna teria 2k-1 sinais 

negativos e depois 2k-1 sinais positivos (Soares et al., 2009). 

O efeito de cada fator X é calculado usando a equação: 

Ex = 
∑Y(+1) 

- 
∑Y(-1) 

                                                (equação 1) 
ni ni 

Onde ∑Y(+1) e ∑Y(-1) são as somas das respostas quanto o fator X está no nível 

+1 e -1, respectivamente, e ni o número de ensaios realizados no correspondente nível do 

fator. A significância dos efeitos pode ser determinada estatística e/ou graficamente. 

Na etapa de otimização de método para amostras DPS foram combinados três fatores 

em dois níveis, em ordem padrão, totalizando oito ensaios, realizados em duas replicatas 

(Tabela 1). Os ensaios foram realizados em ordem aleatória, definida através de sorteio, 

usando os parâmetros do instrumento descritos na seção 3.5. 

Tabela 1 -  Dados do planejamento fatorial para otimizar a preparação da amostra DPS 

Ensaio Fator 

extrator tempo vórtex centrifugação 

A B C 

1 - - - 

2 + - - 

3 - + - 

4 + + - 

5 - - + 

6 + - + 

7 - + + 

8 + + + 
NOTA:  

Fator Nível (-) Nível (+) 

A 
extrator 

(mistura de água e acetonitrila na presença de zinco ou a fase móvel) 
H2O/ACN FM 

B 
tempo vórtex 

(agitação em vórtex por 30 ou 60 segundos) 
30s 60s 

C 
centrifugação 

(remoção do cartão DPS antes ou depois da centrifugação) 
com papel sem papel 
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3.7 Validação do método 

A validação do método foi realizada de acordo com as diretrizes internacionais 

publicadas para validação de métodos bioanalíticos, incluindo os regulamentos de Food 

and Drug Administration (FDA, 2018) dos Estados Unidos, diretrizes do Clinical 

Laboratories Standards Institute (CLSI) (Carey et al., 2006; CLSI, 2003; Donald H. 

Chace et al., 2007), e literatura relevante (Matuszewski et al., 2003). A validação incluiu 

linearidade, limite de detecção (LOD), limite inferior de quantificação (LLOQ), exatidão 

e precisão intracorrida e intercorridas, efeito de matriz, recuperação, eficiência do 

processo, efeito residual, seletividade, incluindo interferência de fármacos, integridade da 

diluição e estabilidade de soluções padrão e amostras. 

3.7.1 Linearidade 

Para avaliar a linearidade, os padrões descritos na seção 3.3 foram preparados em 

duplicata e injetados em triplicata. As soluções de calibração foram feitas por diluições 

independentes da mesma solução estoque. As curvas de calibração para matrizes 

biológicas foram geradas traçando a razão de área de pico THD/THD-4 (eixo Y) versus 

concentrações nominais correspondentes (eixo X) usando um modelo de regressão linear. 

Para avaliar a linearidade da curva, aplicou-se a inspeção visual, o critério de distribuição 

aleatória dos resíduos e um coeficiente de determinação aceitável (R2 ≥ 0,98). Testes 

estatísticos de falta de ajuste do método, significância da inclinação e do intercepto 

também foram aplicados. 

3.7.2 Limites de detecção e quantificação 

O limite de detecção (LOD) foi definido como a menor concentração acima de zero 

que pode ser detectada em uma altura de pico com relação sinal/ruído de linha de base 

igual ou superior a 3:1 em não menos que seis replicatas. Para estabelecer o limite inferior 

de quantificação (LLOQ), foram feitas quatro diluições (1/10; 1/20; 1/40 e 1/100) de THD 

a partir de uma solução padrão (em matriz) de 2000ng/mL, obtendo soluções de 

concentrações de 20, 50, 100 e 200 ng/mL. O LLOQ foi assumido como a concentração 

mais baixa na qual o coeficiente de variação (CV%) e o erro padrão relativo seriam não 

maiores que 20%. 
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3.7.3 Exatidão e Precisão 

Para avaliar a exatidão e precisão intracorrida, cinco níveis de concentração de 

LLOQ, QC baixo (LQC), QC médio (MQC) e QC alto (HQC) em DPS e WP, foram 

preparados adicionando soluções padrão de trabalho THD em plasma livre do fármaco. 

Após a devida extração, as amostras foram adquiridas no mesmo dia e o CV% e o Erro 

Padrão Relativo (ERP) foram calculados. A repetibilidade, ou seja, a concordância entre 

os resultados em um curto período com o mesmo analista e a mesma instrumentação, foi 

considerada aceitável para CV% não maior que 20% para o LLOQ e não maior que 15% 

para os QCs. A exatidão expressa pelo EPR, que é a diferença da concentração média 

experimental e da concentração nominal de talidomida, em porcentagem, foi considerada 

aceitável para ERP na faixa de 20% do valor nominal para o LLOQ e de 15% para as 

concentrações de QCs. 

Para avaliar exatidão e precisão intercorridas, as amostras foram preparadas 

conforme descrito anteriormente, com repetição em três corridas diferentes. A 

concentração de talidomida foi medida para cada nível de concentração durante os três 

dias. A precisão intercorrida foi considerada adequada se CV% não maior que 20% para o 

LLOQ e não maior que 15% para os QCs. A exatidão foi considerada aceitável para ERP na 

faixa de 20% do valor nominal para o LLOQ e de 15% para as concentrações de QCs.  

A exatidão (ERP) e precisão (CV%) intracorrida e intercorrida foram calculadas 

com base em todos os valores experimentais obtidos. 

3.7.4 Efeito Matriz, Recuperação e Eficiência do Processo 

Efeito matriz (ME), recuperação (RE) e eficiência do processo de extração (PE) 

foram realizados de acordo com Matuszewski (2003). Três conjuntos de ensaios foram 

realizados usando amostras de DPS e WP a 150 ng/mL e 1600 ng/mL. No primeiro 

conjunto (A), a adição do padrão foi feita na fase móvel para avaliar a resposta MS/MS 

para padrões puros. No segundo conjunto (B), a adição do padrão foi realizada no plasma 

de cinco voluntários diferentes, com a extração dos plasmas antes da adição do padrão, 

ou seja, a adição do padrão ocorreu depois da extração. No terceiro conjunto (C), a adição 

do padrão foi feita no plasma de cinco voluntários diferentes, mas a adição ocorreu antes 

da extração. A concentração de THD em cada amostra foi obtida em cada conjunto para 

DPS e WP usando as respectivas curvas de calibração. O efeito matriz (ME) foi calculado 

comparando a concentração de THD observada no conjunto B com as observadas no 
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conjunto A, de acordo com a equação 2, descrita abaixo. A recuperação (ER) foi 

determinada comparando a concentração observada obtida no conjunto C com as do 

conjunto B, de acordo com a equação 3, descrita abaixo. A eficiência do processo de 

extração (PE) foi determinada comparando a concentração observada obtida no conjunto 

C com as do conjunto A, de acordo com a equação 4, descrita abaixo. 

Os valores de ME, RE e PE foram considerados aceitáveis se entre 85-115% e foram 

calculados com as equações: 

ME (%) = B/A x 100                                                   (equação 2) 

RE  (%) = C/B x 100                                                   (equação 3) 

PE (%) = C/A x 100 = (ME x RE)/100                       (equação 4) 

3.7.5 Efeito residual (Carryover) 

Amostras de controle de qualidade (QCs) de concentrações alta (1600 ng/mL) 

e baixa (150 ng/mL) foram preparadas em DPS e WP e foram adquiridas na seguinte 

ordem: baixo (n = 3), alto (n = 2), baixo (n = 1), alto  (n = 2), baixo  (n = 4), alto  (n 

= 2), baixo  (n = 1), alto  (n = 2), baixo  (n = 1), alto (n = 2), baixo (n = 1).  

A diferença entre a média da concentração no QC baixo depois de QC baixo 

e a média da concentração de QC baixo depois de QC alto foi calculada. Então, o 

erro limite foi calculado multiplicando três vezes o desvio padrão obtido para 

amostras QC baixo adquiridas depois de amostras QCs baixo. O método foi 

considerado livre de efeito residual (carryover) se a diferença das medias for 

menor que o erro limite. 

3.7.6 Estudo de interferentes 

Hidroxicloroquina (HCQ) e prednisona (PRED), que são fármacos 

comumente utilizados por pacientes com LEC e LES, foram avaliadas como 

possíveis analitos de interferência no sinal de THD no detector de massas. 

Amostras de plasma com 1600 ng/mL de THD foram “contaminadas” com HCQ 

(concentração final de HCQ: 1000 ng/mL) e PRED (concentração final de PRED: 

100 ng/mL). A interferência de fármacos foi considerada significativa se a 

concentração de THD em amostras com HCQ e PRED em comparação com a 

concentração de THD em amostras sem adição mostrou uma diferença > 20%.  
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3.7.7 Integridade da diluição 

Para a integridade da diluição, o plasma em branco foi preparado com solução 

padrão para produzir amostras de CQ fora do intervalo da curva de calibração (3200 

ng/mL). A amostra CQ preparada foi então diluída com plasma em branco pela metade e 

foi analisado em triplicata para WP e DPS. A concentração medida deveria estar entre 

85-115% da concentração nominal (1600 ng/mL). 

3.7.8 Estabilidade 

A estabilidade da solução estoque padrão (20.000 ng/mL) de THD e THD-d4 a -

20°C foi avaliada para DPS e WP em três repetições para as concentrações de 150, 1100 

e 1600 ng/mL. A estabilidade da amostra a curto (até 14 dias) e a longo prazo (até 4 

meses) foi avaliada à temperatura ambiente, 2-8°C, -80°C para DPS e WP a 150 ng/mL 

e 1600 ng/mL. Além disso, a estabilidade de condições extremas (45°C) foi avaliada para 

DPS e a estabilidade de congelamento-descongelamento foi avaliada por até três ciclos 

para WP. Os ensaios foram realizados em triplicata para DPS e WP a 150 e 1600 ng/mL. 

A estabilidade da amostra foi considerada aceitável se a média da concentração de 

condição comparada à concentração inicial, expressa em porcentagem de recuperação 

atendeu a faixa de 85 a 115%. 

Após a validação, o método validado foi aplicado para análise de amostras de 

pacientes em DPS e em comparação com WP e em estudo exploratório de transporte 

logístico de amostras de plasma de pacientes em DPS. 

3.7.9 Análise de amostras de pacientes 

Amostras de plasma de oito pacientes diagnosticados com LEC em tratamento com 

talidomida foram obtidas do repositório de amostras da Disciplina de Reumatologia do 

HCFMUSP. Os pacientes assinaram previamente o termo de consentimento livre e 

esclarecido aprovado pelo Comitê de Ética local (nº 1.922.444). As amostras foram 

analisadas como DPS e WP de acordo com o método validado. A concentração medida 

de DPS e WP foi comparada. 

3.7.10  Estudo de transporte de amostras de plasma de pacientes em DPS 

Foram realizados testes exploratórios usando amostras de plasma disponíveis de 

cinco dos oito pacientes, obtidas conforme item 3.7.9, para avaliar a estabilidade de 
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amostra reais em DPS submetidas à simulação de transporte logístico em condições de 

temperatura e umidade não controladas, em região tropical do Brasil (Figura 2). 

Duas replicatas de aliquotas de 200L de plasma das cinco amostras de pacientes 

foram transferidas para DPS e submetidas a etapa de secagem. A primeira replicata de 

cada amostra foi acondicionada em envelope comum e colocada dentro de caixa contendo 

um aparelho de medição de temperatura (dispositivo TagTemp Stick, NS 19159726 e 

Software NXperience versão 2.1.8.04) para o monitoramento durante o transporte. A 

segunda replicata de cada amostra foi acondicionada em envelope comum e colocada 

dentro de caixa de isopor contendo frascos de gelo em gel e aparelho de medição de 

temperatura (dispositivo RC-5 Data Logger e Software ElitechLog versão V6.1.0). As 

caixas de cada grupo foram despachadas de modo independente em Agências dos 

Correios via Sedex da cidade de São Paulo para a cidade de Barreiras no Oeste da Bahia, 

onde a Profa. Dra. Vanessa Cristina Rescia, docente do Centro das Ciências Biológicas e 

da Saúde, da Universidade Federal do Oeste da Bahia (UFOB) recebeu o material e fez 

acondicionamento intermitente em condição ambiente (recipiente sem gelo) ou em 

refrigerador (recipiente com gelo) e despachou de volta para São Paulo, via Sedex. A 

Figura 2 ilustra o percurso das amostras. Depois do transporte de volta para o laboratório 

em São Paulo, as amostras foram analisadas de acordo com o método validado para DPS 

e a concentração de talidomida foi comparada com os resultados das amostras pareadas, 

obtidos antes do transporte. 

 

Figura 2  - Percurso das amostras em DPS durante simulação de transporte logístico 

NOTA: DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco 

São Paulo/SP; Salvador/BA; Barreiras/BA; ida;  volta 
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3.7.11 Análise estatística dos dados 

Os dados foram analisados empregando o Microsoft® Excel® for Microsoft 365 MSO 

Versão 2202 (Redmond, EUA) e o software Minitab®, versão 20.1.3 (State College, EUA) 

para a análise estatística incluindo modelo de regressão com teste de falta de ajuste, 

significância de inclinação e intercepto, correlação de Pearson, planejamento fatorial, teste de 

normalidade, teste de igualdade de variâncias, teste t-Student e análise de variância. Para a 

análise da linearidade, que teve tamanho de amostra de 14 e 2 termos na equação de regressão, 

a estatística Durbin-Watson foi empregada, adotando os limites DL = 1,045 e Du = 1,350, 

baseados na Tabela de Savin e White (Savin, White, 1977) e considerando a seguinte 

interpretação: se o valor (D) calculado for D > DU, não existe correlação, se D < DL, existe 

uma correlação positiva e se D estiver entre os dois limites, o teste é inconclusivo. Para a 

comparação da quantificação obtida por DPS e WP foi adotada estatística de Mann-Whitney 

e para a comparação das amostras do estudo de transporte foi aplicado Teste de Friedman. 

Os resultados são expressos por média e coeficiente de variação (CV%) ou por 

mediana e interquartil 25% e interquartil 75%. Foi aplicado um nível de significância 

de α = 0,05.
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4 RESULTADOS 
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4.1 Desenvolvimento do método 

4.1.1 Detecção de THD e THD-d4 em espectrometria de massa 

As transições m/z 259,1 -->84,1 para THD e 263,1 --> 84,1 para THD-d4 

apresentaram alta estabilidade e abundância, e foram selecionadas para quantificar a 

talidomida nas amostras analisadas. Os íons de confirmação para cada composto 

também foram selecionados com base na estabilidade e abundância do pico, sendo, 

m/z 259,1 --> 186,0 para THD e 263,1 --> 190,0 para THD-d4. Além disso, a 

consistência da proporção de íons para a quantificação sobre o pico de confirmação 

foi considerada para construir o método de detecção SRM (Single Reaction 

Monitoring). Os valores otimizados para os parâmetros MS (energia de colisão, lente 

de RF, temperaturas e vazão de gás de dessolvatação) foram obtidos do relatório de 

aplicação TSQ Altis Tune.  

As transições m/z (razão de massa/carga) incluindo íon precursor, íon produto 

de quantificação e íon produto de confirmação e razão de íons para THD e THD-d4 

foram selecionadas e estão apresentadas na Tabela 2. 

Tabela 2 -  Parâmetros de espectrometria de massa e tempos de retenção típicos para talidomida e seu 

padrão interno marcado com isótopo estável 

Composto Tempo de 

retenção 

(min) 

Íon 

precursor 

(m/z) 

Íon 

produto 

(m/z)(1) 

Energia de 

colisão 

(eV) 

Voltagem 

tubo de 

lentes (V) 

Razão de 

íon alvo 

talidomida 5,7 259,1 84,1 13 70  

       186 17 70 87,2 

talidomida -d4 5,7 263,1 84,1 13 70  

       190 17 70 76,3 

NOTA: (1) Íons produto são dados como íon de quantificação e íon de confirmação, respectivamente. 

ESI: ionização por eletrospray; eV: eletroVolts; m/z: razão massa/carga; V: Volts. 

 

4.1.2 Extração em fase sólida online e separação cromatográfica 

Extração em fase sólida online foi aplicada no método com a eluição da coluna 

SPE (SolExTM RSLC HRP, 2,1 x 20 mm) no modo gradiente produzindo picos mais 

simétricos e melhor formato de pico do que o modo isocrático. 

A combinação ideal em relação ao tempo de execução, tempo de retenção, 

formato do pico e resposta MS foi alcançada para a coluna SPE online com uma 

mistura de Solvente A (0,5% de ácido fórmico em água) como fase aquosa e uma mistura 

de Solvente B (0,5% de ácido fórmico em 50% de metanol, 40% de acetonitrila e 10% de 

água) como fase orgânica. Para a separação cromatográfica, a condição ótima foi 
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obtida com uma coluna analítica Accucore PFP 80 A, 50 × 2,1 mm, 2,6 µm, acoplada 

a uma coluna de proteção 2,1x20 mm (Security Guard Cartridge C18 Phenomenex, 

Torrance, CA, EUA ), como fase estacionária, e uma mistura de Solvente A (0,1% de 

ácido fórmico em água) como fase aquosa e uma mistura de Solvente B (0,1% de ácido 

fórmico em 70% de metanol e 30% de acetonitrila) como fase orgânica. O modo 

isocrático de eluição testado não forneceu separação adequada dos compostos tanto 

para a coluna SPE online quanto para a coluna analítica. Por isso, as fases móveis 

foram bombeadas em modo gradiente de acordo com o programa de eluição conforme 

descrito na Tabela 3 para SPE online e para o método cromatográfico analítico (Tabela 

4). O tempo de retenção foi de 5,7 minutos para THD e THD-d4 (Tabela 2). 

Tabela 3 -   Programa de eluição para limpeza em extração em fase sólida (SPE) online 

Tempo Fluxo Solvente A Solvente B 

min mL/min % % 

condição inicial 1,000 100,0 0,0 

0,0 1,000 100,0 0,0 

1,0 1,000 100,0 0,0 

3,0 1,000 80,0 20,0 

3,1 1,000 15,0 85,0 

6,9 1,000 15,0 85,0 

7,0 1,000 100,0 0,0 

8,0 término da corrida 

NOTA: Limpeza otimizada de SPE online com coluna SolExTM RSLC HRP, 2,1x20mm, ajustada a 40ºC e eluída com 

mistura de fases orgânica e aquosa. Solvente A: 0,5% de ácido fórmico em água; Solvente B: 0,5% de ácido 

fórmico em 50% de metanol, 40% de acetonitrila e 10% de água.  
 

Tabela 4 -  Programa de eluição em gradiente para coluna de separação (analítica) 

Tempo Fluxo Solvente A Solvente B 

min mL/min % % 

Condição inicial 0,400 73,0 27,0 

0,0 0,400 73,0 27,0 

3,0 0,400 73,0 27,0 

5,0 0,400 10,0 90,0 

6,5 0,400 10,0 90,0 

6,6 0,400 73,0 27,0 

8,0 término da corrida 

NOTA: Método cromatográfico otimizado usando coluna analítica AccucoreTM PFP 50X 2,1mm X 2,6µm, acoplada a 

uma coluna de proteção 2,1x20 mm (Security Guard Cartridge C18 Phenomenex, Torrance, CA, EUA). 

Temperatura do forno a 40ºC e eluído com uma mistura de fases orgânica e aquosa. Solvente A: 0,1% de ácido 

fórmico em água; Solvente B: ácido fórmico a 0,1% em 70% de metanol e 30% de acetonitrila. Volume de 

injeção de 60 µL. 
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4.1.3 Otimização do método para amostras DPS 

Os resultados do planejamento fatorial para otimização do método para amostras 

DPS foram apresentados como porcentagem de recuperação, e variaram de 89 a 148% 

(Tabela 5).  

 

Tabela 5 -  Resultados do planejamento fatorial para otimização do método para amostras DPS 

Ensaio Fator Resposta de % 

recuperação de 

talidomida 
extrator tempo vórtex centrifugação 

A B C 

1 - - - 88,6 

2 + - - 94,3 

3 - + - 105,1 

4 + + - 103,4 

5 - - + 147,5 

6 + - + 103,8 

7 - + + 106,0 

8 + + + 100,0 

9 - - - 91,2 

10 + - - 95,1 

11 - + - 101,9 

12 + + - 99,1 

13 - - + 142,7 

14 + - + 105,8 

15 - + + 106,3 

16 + + + 97,0 

NOTA:  

Fator Nível (-) Nível (+) 

A extrator H2O/ACN FM 

B tempo vórtex 30s 60s 

C centrifugação com papel sem papel 

Os três fatores avaliados, a saber, a solvente extrator, o tempo de agitação em 

vórtex e a condição de centrifugação apresentaram efeito significativo na recuperação 

da amostra DPS, e a interação de dois fatores (tempo de vórtex e centrifugação) apresentou 

maior contribuição para a variabilidade da concentração de THD (Figura 3). 
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Figura 3  - Efeitos padronizados para resposta de porcentagem de recuperação de talidomida em DPS 

NOTA: DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco 
 

Adotar maior tempo de agitação, combinado com a centrifugação sem papel e a 

solução extratora contendo maior proporção de água em vez de solvente orgânico 

produz melhor recuperação de THD do cartão DPS (Figura 4), com bom perfil de pico 

nos cromatogramas (Figura 5). Assim, a preparação da amostra DPS usando uma 

mistura de água e acetonitrila combinada a 60 segundos de agitação seguido pela 

remoção do papel antes da centrifugação foi escolhida para os experimentos de 

validação do método DPS e quantificação de amostras de pacientes. 

 

Figura 4  - Otimização por planejamento de experimentos (DOE) para preparação de amostra de 

talidomida e talidomida-d4 em DPS 
NOTA: FM: 73% Solvente A (0,1% de ácido fórmico em água) e 27% de Solvente B (0,1% de ácido 

fórmico em 70% de metanol e 30% de acetonitrila). Os resultados de DOE são expressos no 

gráfico de cubo como a porcentagem de recuperação com base na concentração nominal. 

ACN: Acetonitrila; DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco; FM: fase móvel. 
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Figura 5  - Perfil cromatográfico de THD quantificada por SPE-UHPLC-MS para amostras preparadas 

como plasma seco e plasma úmido 

NOTA:  Plasma sem adição de THD – Branco; Limite inferior de quantificação, amostra de 

paciente; DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco; WP: plasma úmido 

4.2 Validação do método 

4.2.1 Linearidade 

As respostas de razão de área de pico THD/THD-d4 são consistentes para o 

preparo por DPS e WP (Tabela 6). 

Tabela 6 -  Respostas do teste de linearidade para DPS e WP 

Concentração nominal (ng/mL) Razão de área de pico THD/THD-4 

 DPS WP 

50 0,032 0,085 

50 0,040 0,087 

100 0,172 0,150 

100 0,177 0,151 

250 0,415 0,415 

250 0,334 0,390 

500 0,787 0,817 

500 0,742 0,776 

1000 1,523 1,579 

1000 1,456 1,389 

1500 2,193 2,431 

1500 1,888 2,387 

2000 2,982 3,371 

2000 3,220 3,295 
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A análise de regressão linear, estimada pelo método dos mínimos quadrados, 

demonstra que o método é linear na faixa de concentração de talidomida de 50 a 2000 

ng/mL para quantificação de talidomida por DPS e por WP (Tabela 7). Uma 

ponderação por peso (1/x) resultou em melhores valores para o coeficiente de 

determinação (R2) 0,990 e 0,997 respectivamente para DPS e WP. A avaliação da 

significância dos interceptos (IC95% inclui o zero) e das inclinações (IC95% não inclui 

o zero) das curvas de calibração foram aceitáveis. Os dados apresentaram 

homoscedasticidade, e foi demonstrada igualdade de variância ao longo da faixa 

linear. Além disso, não foi observada falta de ajuste (p-valor > 0,05) para ambas as 

matrizes. 

 

Tabela 7 -  Análise estatística do teste de linearidade para DPS e WP 

Resumo da linearidade DPS WP 

equação ajustada y = -0,0155 + 0,001498 X y = -0,0014 + 0,001606 X 

coeficiente de determinação (R²) 0,990 0,997 

coeficiente de correlação (r) 0,994 0,998 

significância do intercepto (IC95%) (-0,0511; 0,0202) (-0,0234; 0,0205) 

significância da inclinação (IC95%) (0,001403; 0,001593) (0,001548; 0,001664) 

p-valor do teste de falta de ajuste 

(homoscedasticidade) 
0,110 0,101 

D-valor da estatística Durbin-Watson 1,420 1,805 

NOTA: modelo de regressão linear ponderado por peso (1/x) 

 

A faixa linear de quantificação da talidomida mostrou uma razão de inclinação 

(DPS/WP) de 0,93 (Figura 6). O gráfico de dispersão dos resíduos padronizados para 

cada matriz mostra um ponto menor que -2 desvios padrão, porém não menor que -3 

desvios padrão (Figura 7). A distribuição dos resíduos foi randômica e não foi 

observada autocorrelação serial dos resíduos, com base na estatística Durbin-Watson, 

sendo considerado aceitável. 
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Figura 6  - Faixa linear de quantificação para talidomida em DPS e WP 

NOTA: O ensaio foi realizado com duas replicatas de preparação e três replicatas de aquisição para 

cada um dos sete níveis de concentração da curva de calibração. DPS: dispositivo de 

amostragem de plasma seco. WP: plasma úmido 

 

 

 

Figura 7  - Gráfico de dispersão dos resíduos padronizados para a faixa linear de quantificação para 

talidomida em DPS e WP 
NOTA: DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco. WP: plasma úmido 
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4.2.2 Limites de detecção e quantificação 

A concentração de 20 ng/mL atende os requisitos para limite de detecção (LOD) 

para DPS e WP, com variabilidade e erro elevados (Figura 8). 

 
Figura 8  - Gráfico de intervalos para testes de limites de detecção e quantificação de talidomida em DPS e WP. 

NOTA: Intervalo para concentração abaixo de 50 ng/mL é apenas ilustrativo, pois não pode ser 

quantificado com exatidão e precisão. DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco. WP: 

plasma úmido. 

O limite inferior de quantificação (LLOQ) do método corresponde à 

concentração de 50 ng/mL para a qual foram obtidos coeficiente de variação e erro 

padrão relativo menor que 10% (Tabela 8). 

Tabela 8 -  Limites de detecção e quantificação para talidomida em DPS e WP 

 % Recuperação DPS   % Recuperação WP 

 20 ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL 200 ng/mL  20 ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL 200 ng/mL 

 160,8 100,7 95,4 96,6  212,1 110,7 92,5 92,2 

 134,8 107,6 105,8 99,6  208,1 112,3 96,5 90,2 

 156,4 111,1 104,0 94,0  196,0 109,1 96,5 95,1 

 143,5 112,8 105,8 100,5  252,5 110,7 98,1 99,5 

 152,1 104,1 94,5 92,3  220,2 113,9 93,3 95,9 

 143,5 107,6 91,9 100,5  200,0 109,1 98,1 99,9 

 126,1 116,3 99,7 109,6  204,0 105,8 97,3 99,9 

 139,1 105,9 98,0 108,3  200,0 109,1 97,3 97,9 

 178,1 109,3  103,5  187,9 107,4 100,5 97,5 

      212,1 107,4 98,9 97,9 

Média 148,3 108,4 99,4 100,5  209,3 109,6 96,9 96,6 

CV% 10,5 4,3 5,4 5,9  8,5 2,2 2,5 3,4 

%EPR 48,3 8,4 -0,6 0,5  109,3 9,6 -3,1 -3,4 

NOTA: Os dados são expressos como resultados de recuperação individuais e médios, coeficiente de variação em 

porcentagem (CV%) e %EPR que é a diferença da concentração observada e da concentração nominal de 

talidomida expressa em porcentagem. Replicatas de DPS com n=8 e n=9 é devido à quantidade insuficiente 

de solução no vial. DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco; WP: plasma úmido. 
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4.2.3 Exatidão e precisão 

Os ensaios intracorrida para exatidão e precisão em baixas e altas concentrações 

resultaram em erro padrão relativo menor que 8% para ambas as matrizes e CV% < 

18,6% (no LLOQ) para DPS e < 7,7% para WP. Os ensaios intercorridas para exatidão 

e precisão resultam em erro padrão relativo na faixa de 1,7 a 6,7% para DPS e 1,3 a 

8,9% para WP, com coeficiente de variação de 3,4 a 11,6% para DPS e 4,3 a 8,6% 

para plasma úmido (Tabela 9).  

Os ensaios intracorrida e intercorridas para avaliar exatidão e precisão, 

considerando todos os valores obtidos retornou ERP dentro da faixa de 15% e CV 

15%, cumprindo com os limites estabelecidos.  

 

Tabela 9 -  Exatidão e precisão da talidomida em DPS e WP  

Concentração nominal 

(ng/mL) 

Intracorrida Intercorridas 

DPS WP DPS WP 

50 3,2 (18,6) 7,7 (7,3) 4,2 (11,6) 8,9 (4,3) 

150 2,3 (3,0) 5,2 (2,9) 1,7 (6,1) 1,3 (8,6) 

1100 4,6 (4,0) 0,4 (7,7) 3,9 (4,7) 4,1 (5,8) 

1600 7,9 (4,8) 4,8 (6,6) 6,7 (3,4) 3,4 (6,4) 

NOTA: Os dados são expressos como %EPR que é a diferença da concentração observada e da concentração nominal 

de talidomida expressa em porcentagem obtida em três replicatas independentes e cinco réplicas por nível 

(coeficiente de variação expresso em porcentagem) a 50, 150, 1100 e 1600 ng/ mL. DPS: dispositivo de 

amostragem de plasma seco; WP: plasma úmido. 

 

4.2.4 Efeito de Matriz, Recuperação e Eficiência do Processo de extração 

Considerando os níveis de concentração baixo e alto de THD para DPS e WP, o 

efeito matriz (ME) ficou na faixa entre 100,6% e 107,0%, sendo considerado mínimo. 

A recuperação (RE) variou entre 88,7% e 105,0%, o que é adequado tanto em baixa quanto 

em alta concentrações. O processo de preparação da amostra mostrou-se adequado, pois a 

análise de eficiência do processo (PE) variou entre 91,3% e 109,3% (Tabela 10). 
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Tabela 10 -  Efeito Matriz, Recuperação e Eficiência do Processo para talidomida em DPS e WP 

Concentração 

nominal (ng/mL) 

DPS WP 

ME  (%) RE  (%) PE (%) ME  (%) RE  (%) PE (%) 

150 106,3 93,6 99,5 100,1 105,4 105,5 

 112,1 82,9 93,0 112,5 100,5 113,1 

 101,7 98,0 99,6 108,9 109,6 119,4 

 106,9 94,8 101,4 106,9 91,2 97,5 

 108,1 92,2 99,6 94,0 118,1 111,0 

1600 101,5 100,4 101,9 102,2 95,1 97,1 

 108,4 91,5 99,3 99,3 96,8 96,1 

 101,0 82,8 83,7 101,2 109,8 111,1 

 97,6 91,3 89,1 99,9 101,2 101,1 

 106,3 77,7 82,5 100,2 101,9 102,1 

150 Média 107,0 92,3 98,6 104,5 105,0 109,3 
 DPR (%) 3,5 6,1 3,3 7,1 9,6 7,6 

1600 Média 103,0 88,7 91,3 100,6 100,9 101,5 
 DPR (%) 4,2 9,9 9,7 1,1 5,7 5,9 

NOTA: Os dados são expressos como resultados individuais e média de ME, RE e PE obtidos em cinco amostras 

(desvio padrão relativo expresso em porcentagem). DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco; 

ME: Efeito da Matriz; PE: Eficiência do Processo; RE: Recuperação; WP: plasma úmido. 

A comparação de médias (Figura 9) mostra que o efeito matriz é igual para DPS 

e para WP, entretanto observou-se uma maior recuperação e melhor extração do WP 

em relação ao DPS, apesar dos resultados serem considerados aceitável, pois as 

médias obtidas cumprem com a faixa recomendada de 85 a 115% para métodos 

bioanalíticos. 

 
Figura 9  - Gráfico de intervalos para testes de efeito matriz, recuperação e eficiência do processo de 

talidomida em DPS e plasma úmido 

NOTA: DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco. WP: plasma úmido. 
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4.2.5 Efeito residual (Carryover) 

Nenhum efeito residual foi registrado, portanto o método foi considerado seguro 

quanto ao efeito residual entre injeções. O efeito residual estimado foi de 3,4 e 1,6 

ng/mL com erro limite de 16,0 e 20,4 ng/mL, respectivamente para DPS e WP. 

4.2.6 Estudo de interferentes 

A quantificação de talidomida não sofre interferência de hidroxicloroquina ou 

prednisona. A recuperação de 89,4% observada para THD em amostras contendo alta 

concentração de hidroxicloroquina (1000 ng/mL) e alta concentração de prednisona 

(100 ng/mL). 

4.2.7 Integridade da diluição 

A integridade da diluição foi validada para 1/2 da concentração nominal de 

3200 ng/mL e apresentou acurácia (103,3%) e precisão (CV% 6,4 %), aceitáveis para 

DPS e 94,7% e CV% 9,1% para WP. 

4.2.8 Estabilidade 

A avaliação de estabilidade para THD, em diferentes condições de 

armazenamento, mostrou que a solução estoque padrão do analito (20.000 ng/mL) e 

do padrão interno permaneceram estáveis a -20°C por 30 dias, com recuperação na 

faixa de 95,1% a 98,5% e CV% máximo de 8%, considerando as concentrações de 

150, 1100 e 1600 ng/mL e o preparo em DPS e WP. 

Quando os extratos foram deixados no compartimento do amostrador automático 

(ajustado a 10°C), eles permaneceram estáveis por até quando preparados por DPS 

(recuperação de 98% a 117% e CV% máximo de 5%) e WP (recuperação de 97% a 

108% e CV% máximo de 1%). 

Considerando todos os ensaios de estabilidade para DPS e WP nos níveis de 

concentração de 150 e 1600 ng/mL, a concentração medida em cada condição comparada 

à concentração inicial apresentou média de recuperação adequada na faixa de 85 a115% 

com CV% não maior que 15% para DPS (Figura 10) e WP (Figura 11). 
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Figura 10  - Gráfico de boxplot da estabilidade de talidomida em DPS 

NOTA: Temperatura: 8°C (2 a 8°C; refrigerador); 30°C (15 a 30°C; temperatura ambiente); 45°C 

(condição extrema); -80°C (freezer). Concentração: 150 ng/mL e 1600 ng/mL. DPS: 

dispositivo de amostragem de plasma seco. 

 

 
Figura 11  - Gráfico de boxplot da estabilidade de talidomida em plasma WP 

NOTA: Temperatura: -80°C (ciclo de congelamento e descongelamento); 8°C (2 a 8°C; 

refrigerador); 30°C (15 a 30°C; temperatura ambiente); -80°C (freezer). Concentração: 150 

ng/mL e 1600 ng/mL. WP: plasma úmido. 
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Para DPS e WP a estabilidade é dada da seguinte forma (Tabela 11): estabilidade 

de um dia para WP e 14 dias para DPS em temperatura ambiente. A THD permaneceu 

estável, tanto no DPS quanto no WP por pelo menos 14 dias a 2-8°C e por 4 meses 

quando armazenados a -80°C. Quando submetido a procedimentos de congelamento-

descongelamento, a talidomida mantém-se estável até 3 ciclos de congelamento-

descongelamento no WP. Por fim, a estabilidade da talidomida em DPS foi testada em 

condições extremas de temperatura de 45°C, e a concentração de THD foi preservada 

por até 14 dias. 

 

Tabela 11 -  Estabilidade de talidomida em amostras DPS e WP 

Condição DPS  WP 

 150 (ng/mL) 1600 (ng/mL)  150 (ng/mL) 1600 (ng/mL) 

RT por 1 dia 94,9 (9,3) 89,8 (5,0)  91,4 (2,3) 101,7 (0,7) 

RT por 14 dias 96,7 (5,4) 81,5 (1,4)  n/a n/a 

2 a 8°C por 14 dias 90,3 (8,5) 91,7 (8,3)  105,2 (2,5) 104,8 (1,8) 

-80°C por 4 meses 114,9 (1,0) 92,2 (1,2)  84,9 (2,7) 89,3 (0,6) 

45°C por 14 dias 86,8 (13,2) 100,0 (1,4)  n/a n/a 

3 ciclos 

congela-descongela 
n/a n/a  84,1 (5,7) 85,7 (3,2) 

NOTA: Os dados são expressos como resultado médio de %Recuperação (CV, %). DPS: dispositivo de 

amostragem de plasma seco; n/a: não avaliado; RT: temperatura ambiente; WP: plasma úmido 

 

4.2.9 Análise de amostras de pacientes 

Amostras de plasma obtidas de oito pacientes com LEC sob tratamento com 

talidomida mostraram valores de mediana iguais (p = 0,318) para concentração em 

DPS e WP [257,1 (244,4-292,8) ng/mL vs. 269,3 (265,7-319,9 ng/mL)] com uma 

diferença absoluta entre a concentração de DPS e WP não maior que 11% para cada 

paciente (Tabela 12). 
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Tabela 12 -  Níveis plasmáticos de talidomida de pacientes em tratamento preparada em DPS ou WP 

Paciente THD em DPS (ng/mL) THD em WP (ng/mL) Diferença 

#1 242,5 270,4 -10,3 

#2 285,3 312,4 -8,7 

#3 245,1 260,8 -6,0 

#4 315,3 342,2 -7,9 

#5 417,7 428,8 -2,6 

#6 257,3 267,4 -3,7 

#7 256,9 268,2 -4,2 

#8 207,8 208,7 -0,4 

Mediana (IQ25; IQ75) 257,1 (244,4; 292,8) 269,3 (265,7; 319,9) -5,1 (-8,1; -3,5) 

NOTA: A diferença é calculada como a concentração de DPS subtraída da concentração de WP, dividida pela 

concentração de WP. DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco; IQ25: interquartil 25; IQ75: 

interquartil 75; THD: talidomida; WP: wet plasma. 

4.2.10 Estudo de transporte de amostras de plasma de pacientes preparadas em DPS 

As amostras de plasma de pacientes preparadas em DPS foram submetidas a 

simulação de transporte logístico, sendo enviados por correio e completando o 

percurso São Paulo/SP:Barreira/BA, ida e volta, em 9 dias, passando por posto 

intermediário em Salvador/BA, totalizando 235 horas (Figura 2). Na maior parte do 

tempo as amostras foram mantidas em temperaturas ambiente entre 15°C e 30°C, 

sendo registradas temperaturas de 21,3°C a 41,3°C para as amostras acondicionadas 

sem gelo (Figura 11a) e de -5,7°C a 32,8°C para as amostras acondicionadas com gelo 

(Figura 11b). 
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(a) 

 
(b) 

Figura 12  - Temperaturas registradas das amostras DPS acondicionadas sem gelo (a) e com gelo (b) 

durante simulação de transporte logístico. DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco 

NOTA: DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco. 

 

Após quantificação da talidomida no retornou das amostras, registrou-se 

concentrações plasmáticos de talidomida próximos para os pares de amostras dos 

cinco pacientes (Figura 12). 
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Figura 13  - Concentrações plasmáticos de talidomida em amostras de pacientes preparada em DPS antes 

e depois de simulação de transporte logístico com acondicionamento sem gelo e com gelo 

NOTA: DPS: dispositivo de amostragem de plasma seco. 

 

Considerando a temperatura do transporte, amostras de plasma obtidas dos 

cinco pacientes mostraram valores semelhantes de concentração para as 

replicatas submetidas ao transporte acondicionadas sem gelo e com gelo [(234,8 

(220,8-268,0) ng/mL vs. 231,6 (227,1-281,3)], p=0,655 com diferença (mediana) 

de 14,3 (14,1-15,0)% e 11,7 (10,8-14,5)%, respectivamente em relação à 

concentração de talidomida antes do transporte (Tabela 12). 

Tabela 13 -  Concentração plasmática de talidomida em amostras de pacientes preparada em DPS antes e 

depois da simulação de transporte logístico 

Paciente THD em DPS (ng/mL)(1)  % Diferença(2) 
 

antes depois sem gelo depois com gelo  depois sem gelo depois com gelo 

#1 242,5 234,8 231,6  3,2 4,5 

#4 315,3 268,0 281,3  15,0 10,8 

#5 417,7 341,8 308,9  18,2 26,0 

#6 257,3 220,4 227,1  14,3 11,7 

#7 256,9 220,8 219,7  14,1 14,5 

Mediana 

(IQ25-IQ75) 

257,3 

(256,9-315,3) 

234,8 

(220,8-268,0) 

231,6 

(227,1-281,3) 

 

 

14,3 

(14,1-15,0) 

11,7 

(10,8-14,5) 
NOTA: (1) Concentração plasmática de talidomida antes e depois do transporte das amostras em DPS acondicionadas 

sem gelo e com gelo; (2) porcentagem da diferença absoluta de THD (ng/mL) das amostras em DPS depois 

do transporte em relação à concentração antes do transporte. DPS: dispositivo de amostragem de plasma 

seco; IQ25: interquartil 25; IQ75: interquartil 75. THD: talidomida; 
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5 DISCUSSÃO 
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Há necessidade de métodos bioanalíticos confiáveis e práticos para monitorar a 

talidomida no plasma com o objetivo de individualizar e otimizar o tratamento, alem de 

superar as barreiras logísticas relacionadas ao acesso ao monitoramento terapêutico de 

fármaco (TDM). Neste trabalho, reportamos pela primeira vez o desenvolvimento e 

validação de um novo método de cromatografia líquida de ultra alta performance 

acoplado com espectrometria de massa e extração em fase sólida online para quantificar 

talidomida em amostras clínicas preparadas como amostras de plasma seco (Dried 

Plasma Spot - DPS). O método foi validado com sucesso de acordo com as diretrizes 

internacionais para validação de médodos bioanalíticos, e após validação clínica, mostrou 

ser uma ferramenta disponível para quantificar amostras de pacientes tratados com 

talidomida principalmente para CLE ativo e mieloma múltiplo, inclusive amostras 

enviadas de locais remotos. 

O método aqui reportado é exato, preciso e confiável para a faixa clínica, com um 

limite de quantificação de 50 ng/mL para DPS e WP. A recuperação de DPS e WP foi 

superior a 85%, sem efeito matriz observado, nem efeito residual (carryover) 

significativo. Também reportamos uma notável estabilidade de 14 dias para amostras de 

DPS armazenadas em temperatura ambiente, e em condições de temperatura extrema 

(45ºC). A estabilidade à temperatura ambiente reportada neste trabalho para DPS é de 

grande relevância pois permite o envio das amostras para regiões distantes, em 

temperatura ambiente. Concentrações elevadas de THD in DPS parecem apresentar 

menor estabilidade quando comparada com concentrações mais baixas, para critérios de 

aceitação para validação bioanalítica, considerando as diretrizes da FDA. Contudo, 

consideramos que esses valores encontram-se no limite de valor aceitável, e que não 

poderiam ser usados para refutar a estabilidade da talidomida nestes níveis. 

O monitoramento terapêutico de fármaco, como rotina laboratorial, pode enfrentar 

limitações em alguns contextos pelo fato de alguns locais não terem acesso a laboratórios 

equipados com equipamentos mais especializados, como sistemas UPLC-MS/MS, que 

permite a quantificação do fármaco com alta seletividade e sensibilidade (Gaspar et al., 

2021). Essas limitações são atualmente superadas pelo envio de amostras congeladas sob 

condições controladas (pelo menos 2 a 8°C) para laboratórios especializados remotos 

(Dinur et al., 2022). No entanto, este é um procedimento dispendioso que pode reduzir o 

volume da rotina de TDM dependendo do orçamento de alguns centros, principalmente 

em países em desenvolvimento (Jacques et al., 2022). Nesse contexto, o DPS tem sido 
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considerado uma alternativa promissora, uma vez que as amostras podem ser facilmente 

armazenadas em temperatura ambiente e enviadas em envelopes comuns  por correio, 

com risco de contaminação minimizado e sem necessidade da cadeia fria (Capiau et al., 

2019; Verougstraete; Stove, 2022). Além disso, a estratégia de amostragem no DPS 

supera problemas conhecidos de hematócrito na análise de dispositivos de amostragem 

de sangue seco - DBS (Iacuzzi, 2021). 

Alguns métodos LC-MS/MS são reportados para a quantificação de THD em fluidos 

biológicos, incluindo plasma, soro e sêmen, mas nenhum em DS (Bai et al., 2013; Li et 

al., 2021; Roche et al., 2012; Shu et al., 2016; Teo et al., 2002). Para a preparação da 

amostra 100 μL de WP e 200 μL de DPS foram necessários no presente método. Essa 

quantidade pode ser facilmente obtida a partir de uma única punção venosa, mesmo em 

pacientes pediátricos (Howie, 2011). Reportamos no presente estudo, uma precipitação 

simples de proteínas seguida de extração em fase sólida em linha para o preparo de 

amostras de DPS e WP. O ajuste de pH ou evaporação durante a preparação da amostra 

não foi necessário. Por outro lado, os métodos reportados anteriormente aplicaram 

extração líquido-líquido (Bai et al., 2013; Li et al., 2021; Roche et al., 2012) ou extração 

em fase sólida convencional (Shu et al., 2016; Teo et al. , 2002), como pré-tratamento da 

amostra. Ambas as técnicas de preparação de amostras normalmente requerem grandes 

quantidades de solvente orgânico e são demoradas, o que limita a rotina do laboratório 

quando um grande número de amostras é processado (Kole et al., 2011). A faixa de 

medição analítica de 50 a 2000 ng/mL observada no presente estudo foi semelhante à 

reportada em métodos anteriores (Bai et al., 2013; Li et al., 2021; Shu et al., 2016). Além 

disso, essa faixa é compatível com as faixas clínicas reportadas na literatura, permitindo 

identificar pacientes não aderentes e pacientes com provável risco de eventos tóxicos 

(Kakimoto et al., 2002; Yuki et al., 2021). O teste de diluição de amostras foi validado 

com sucesso, garantindo a quantificação precisa das amostras com concentrações maior 

que a faixa de trabalho (50 - 2000 ng/mL). A recuperação e o efeito matriz foram 

adequados tanto em DPS quanto em WP. Esses são parâmetros críticos em métodos que 

utilizam os dispositivos de amostragem seca (DS), uma vez que o hematócrito e a 

homogeneidade da amostra espalhada no papel podem impactar na robustez e 

reprodutibilidade dos resultados (Capiau et al., 2019). Vários experimentos durante o 

desenvolvimento do método, incluindo o planejamento de experimentos (Design of 

Experiment - DoE) para preparação de amostras em DPS, foram realizados com sucesso 
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para otimizar esses parâmetros, principalmente para DPS. Este efeito foi minimizado no 

presente estudo, pois foi empregado o DPS e não DBS. Além disso, toda a área de 

aplicação do dispositivo foi recortada para extração do fármaco. Efeito matriz mínimo 

(ME) e boa recuperação foram de fato observados. 

A utilização de toda a área de aplicação do dispositivo DPS exigiu um aumento do 

volume do extrator, o que prejudicou o sinal de talidomida no espectrômetro de massas e 

o limite de quantificação, pois nenhuma etapa de evaporação foi considerada no pré-

tratamento das amostras. Para superar esse problema, o volume de plasma para aplicar no 

cartão de DPS foi aumentado de 100μL para 200μL, produzindo um sinal de MS 

consistente no LLOQ (50 ng/mL). Isso poderia ser considerado uma limitação do método 

reportado, uma vez que essa quantidade de amostra poderia ser difícil de obter em alguns 

ambientes clínicos, como pacientes pediátricos, especialmente para os neonatos (De Rose 

et al., 2020), e considerando que o tempo total de secagem foi aumentado. 

O uso de dispositivos DS provou aumentar a estabilidade dos analitos (Jantos et al., 

2013) e pelo menos 7 dias de estabilidade à temperatura ambiente foi reportada 

anteriormente para muitos compostos (Nys et al., 2017). Demonstramos uma estabilidade 

notável de 14 dias em temperatura ambiente para talidomida em plasma preparado como 

DPS no presente estudo. Essa estabilidade ainda foi mantida quando as amostras foram 

armazenadas a 45ºC, simulando uma condição extrema de transporte em países tropicais. 

Li e colegas (2020) reportaram semelhante estabilidade em amostras de DPS a 45ºC para 

cloridrato de amantadina, o que corrobora nossos resultados, por outro lado, apenas 3 dias 

de estabilidade foram registrados para ácido valpróico em plasma preparado como DPS 

a 40ºC (Li et al., 2021), sugerindo que a estabilidade em temperatura elevada pode 

depender das características físico-químicas do fármaco. Uma limitação do presente 

estudo é a falta de informações sobre a relevância do ácido cítrico no preparo de amostra 

por DPS para a estabilidade, uma vez que a adição do ácido cítrico é requerido para 

prevenir a degradação da talidomida em amostras de plasma convencional (Bai et al., 

2013). Portanto, não podemos provar a superioridade de estabilidade da talidomida 

preparada em DPS  em relação ao WP neste aspecto. Entretanto, o benefício do transporte 

de amostras em DPS, em temperatura ambiente é suportado pelos dados de estabilidade 

aqui apresentados. 

Os resultados obtidos em amostras reais de pacientes tratados com THD relatados 

neste trabalho mostram concentrações semelhantes (Δ<15%) após quantificação tanto em 
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plasma convencional (WP) como em DPS, e suportam a aplicabilidade do DPS para 

monitoramento terapêutico de talidomida no contexto clínico em que 200 µL de plasma 

podem ser obtidos. A simulação da “vida real” realizada neste estudo quanto ao transporte 

logístico reforça ainda mais o impacto destes achados considerando que concentrações 

semelhantes (Δ<15%) foram registradas em  amostras de pacientes tratados com 

talidomida, preparados como DPS e enviados pelo correio a mais de 3000 km de distância 

(São Paulo SP - Barreira/BA, ida e volta), totalizando 9 dias de viagem, em que a maior 

temperatura das amostras, registrada pelo monitor de temperatura durante o transporte foi 

>40ºC. Adicionalmente, não houve diferença na concentração de talidomida em amostras 

de DPS acondicionadas para o transporte (com gelo) e não acondicionada para o 

transporte (sem gelo), confirmando que a estabilidade da talidomida é preservada em DPS 

por vários dias independentemente da temperatura durante o transporte, como já 

observado nos ensaios de estabilidade durante a validação analítica do método. 

Entretanto, considerando o limitado número de amostras disponíveis para os testes, sendo 

8 na comparação DPS x WP e 5 no estudo exploratório para avaliar para estabilidade das 

amostras submetidas a transporte e a amplitude dos resultados de níveis plasmáticos de 

talidomida, a comparação estatística das medidas pareadas fica comprometida. Contudo 

o estudo sugere que o transporte de amostras de pacientes em DPS pode ser viável para 

amostras acondicionadas em recipientes sem gelo, contribuindo para um transporte 

simples e seguro, mesmo entre regiões de longa distância, viabilizando acesso ao 

monitoramento terapêutico de pacientes de regiões remotas. O sucesso do método com 

DPS utilizado como matriz alternativa é um avanço importante, pois dá acesso ao 

monitoramento do fármaco talidomida para locais sem laboratórios equipados com 

equipamentos LC-MS/MS e pessoal treinado para realizar a análise. Assim, o DPS traz a 

possibilidade desses locais enviarem amostras para centros especializados sem 

preocupações, pois a integridade das amostras durante o transporte é suportada pela 

estabilidade comprovada neste trabalho para temperatura ambiente e para  condições 

adversas de temperatura  (ex: >40ºC). 

Não há ainda consenso atualmente sobre os benefícios do monitoramento 

terapêutico da talidomida. Isso se deve à falta de estudos clínicos robustos reportando 

níveis de talidomida em fluidos biológicos. Apenas dois estudos avaliaram a relação entre 

os níveis plasmáticos de talidomida, a eficácia e a toxicidade, sendo um dos estudos 

realizado pelo nosso grupo, e ambos os estudos incluindo um número pequeno de 
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pacientes (Kakimoto et al., 2002; Yuki et al., 2021b). Kakimoto e colaboradores 

avaliaram 26 pacientes com mieloma múltiplo refratário, tratados com alta dose de 

talidomida (100-400 mg) mostrando uma boa resposta geral em relação à malignidade, 

juntamente com eventos adversos mais elevados, incluindo neuropatia periférica, que foi 

observada predominantemente em pacientes com maior nível sérico de talidomida (> 

2000 ng/mL). Embora essa associação não tenha sido observada no relato de Yuki et al. 

(2021b) em 12 pacientes com LEC sob menor dose de talidomida (≤100 mg), os autores 

sugeriram que a dosagem do fármaco pode ser útil como método direto para detectar os 

pacientes não aderentes à terapia medicamentosa. Um outro estudo reportou que 

concentrações de 10 a 250 ng/g de talidomida foram encontradas no sêmen de pacientes 

em tratamento (Teo et al., 2002). A dosagem foi realizada por LC-MS/MS e foi sugerido 

ser útil para reforçar o aconselhamento ao uso de contracepção de barreira nos pacientes 

em tratamento para reduzir o risco teratogênese nas gestantes parceiras. 
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6 CONCLUSÕES 
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1. O método desenvolvido e validado é exato e preciso para quantificar os 

níveis do fármaco em pacientes em tratamento com talidomida, tanto em 

plasma convencional, como em DPS, visando um monitoramento 

terapêutico do fármaco.  

2. O DPS é adequado como estratégia de amostragem alternativa para 

superar limitações no acesso a laboratórios especializados para 

monitoramento terapêutico da talidomida em LC-MS/MS entre longas 

distâncias.  

3. Estudos prospectivos adicionais serão necessários para definir a 

relevância da quantificação de talidomida e sua viabilidade no 

monitoramento em pacientes tratados com essa terapia para diferentes 

doenças. 
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7 ANEXOS 
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Anexo A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
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Anexo B - Aprovação do comitê de ética 
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