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RESUMO 

 

SANTOS JUNIOR, W.J.R. Investigação de substâncias psicoativas em amostras 

de leite materno. 2022. 140p. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

Devido às propriedades físico-químicas, uma gama de substâncias psicoativas 

(lícitas e ilícitas) consumidas por mulheres em período de lactação pode ser 

transferida da corrente sanguínea para o leite materno, podendo causar 

prejuízos/efeitos deletérios no desenvolvimento do recém-nascido a curto e longo 

prazo. Pesquisas revelam a presença de drogas de abuso, como a maconha e a 

cocaína, em amostras de voluntárias de estudos ou de bancos de leite humano. O 

leite humano pode ser utilizado como amostra biológica para análises toxicológicas, 

sendo coletado de forma simples e não invasiva, o que permite avaliar a exposição 

do lactente a essas substâncias durante a amamentação. Neste trabalho, a 

presença de substâncias psicoativas em amostras de leite humano foi investigada a 

partir de um método de precipitação proteica seguida de extração em fase sólida 

dispersiva para detecção e quantificação de anfetamina, metanfetamina, 

metilenodioximetanfetamina, nicotina, cotinina, metadona, morfina, cocaína, 

cocaetileno e benzoilecgonina com análise por cromatografia em fase gasosa 

acoplada à espectrometria de massas. A validação do método foi considerada 

satisfatória nos parâmetros avaliados. Os limites de detecção dos analitos variaram 

entre 2-5 ng.mL-1 e o limite de quantificação foi de 5 ng.mL-1 para todos. As curvas 

de calibração foram lineares na faixa de trabalho de 5 a 500 ng.mL-1 (r > 0,99), 

utilizando modelos de regressão linear ponderada. O preparo de amostra 

apresentou recuperação entre 15-86%, precisão intra-dia de 2-19% e inter-dia de 4-

19% e exatidão de 96-114%. Após desenvolvimento e validação, o método foi 

aplicado a 67 amostras de leite materno coletadas no Banco de Leite Humano do 

Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto, as quais tiveram resultados negativos para 

todos os analitos investigados. 

 

Palavras-chave: leite materno; lactação; drogas psicoativas; exposição infantil; 

análises toxicológicas; extração em ponteiras descartáveis; cromatografia em fase 

gasosa - espectrometria de massas. 



 

 

ABSTRACT 

 

SANTOS JUNIOR, W.J.R. Investigation of psychoactive substances in human 

breast milk samples. 2022. 140p. Dissertation (Master). Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2022. 

Due to physicochemical properties, several psychoactive licit and illicit compounds 

consumed by a lactating woman can be transferred from her bloodstream into breast 

milk, what can cause damage in newborn’s short- and long-term development. 

Research shows the presence of drugs of abuse, such as marijuana and cocaine, in 

samples from surveys’ volunteers or milk bank donations. Human breast milk can be 

used as a biological matrix for toxicological analysis, being collected in a simple and 

noninvasive way, what enables the assessment of newborn’s exposure to those 

substances. In this study, the presence of psychoactive substances in breast milk 

samples was investigated with a method of protein precipitation followed by 

disposable pipette extraction for amphetamine, methamphetamine, 

methylenedioxymethamphetamine, nicotine, cotinine, methadone, morphine, 

cocaine, cocaethylene and benzoylecgonine detection and quantification with gas 

chromatography coupled to mass spectrometry. Method was considered satisfying 

on evaluated parameters. The limits of detection ranged from 2 to 5 ng.mL-1 and the 

limit of quantification was 5 ng.mL-1 for all investigated analytes. Calibration curves 

were linear over a range of 5 -500 ng.mL-1 (r > 0,99), using weighted linear 

regression. The sample preparation procedure presented recovery between 15-86%, 

intra-day precision of 2-19% (CV%), inter-day precision of 4-19% (CV%) and 

accuracy of 94-113%. After its development and validation, this method was applied 

to 67 breast milk samples collected at the Milk Bank from Hospital das Clínicas de 

Ribeirão Preto, which all resulted negative for the investigated analytes. 

 

Keywords: human breast milk; lactation; psychoactive drugs; child exposure; 

toxicological analysis; disposable pipette extraction; gas chromatography – mass 

spectrometry. 
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1. INTRODUÇÃO 

De acordo com os mais recentes Relatórios Mundiais sobre Drogas lançados 

pelo Escritório das Nações Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC), a quantidade de 

pessoas em todo o mundo que usaram drogas ao menos uma vez por ano é de 

cerca de 5,5% da população global entre 15 e 64 anos, cujo a prevalência do 

consumo se concentra entre adolescentes e adultos jovens de 18 a 25 anos. 

(UNODC, 2021). O relatório mais recente da UNODC aponta ainda que, após o ano 

da pandemia de COVID-19, cerca de 36,3 milhões de pessoas passaram a 

apresentar transtornos relacionados ao uso de drogas, com destaque na gravidade 

do consumo de opioides (incluindo opiáceos) também observada no relatório do ano 

anterior (UNODC, 2020, 2021). A cannabis é a droga mais amplamente consumida 

no mundo e o número global de usuários de cannabis expandiu  em 

aproximadamente 16% na última década até 2016 (WORLD DRUG REPORT, 2018). 

Atualmente, o uso de cannabis, tanto medicinal quanto recreativo, continua a 

aumentar no mundo todo entre adultos e adultos jovens, principalmente nas 

Américas, Europa Central e Ocidental; o último relatório ressalta o aumento 

significativo da concentração de tetrahidrocanabinol (THC) nas espécies de cannabis 

dos Estados Unidos e Europa (UNODC, 2020, 2021). 

O III Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela População 

Brasileira (o último levantamento realizado no Brasil) informou que 26,4 milhões de 

brasileiros entre 12 e 65 anos consumiram algum produto de tabaco no ano de 2015; 

dentre estes, 1,1 milhão consumiram tabaco e maconha em mistura no mesmo ano. 

Dos entrevistados, 8,8 milhões de mulheres relataram consumo cigarros 

industrializados no mês anterior à pesquisa (FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ, 2017). 
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Em relação aos medicamentos não prescritos, o uso de opiáceos foi mais prevalente 

do que de benzodiazepínicos, sendo mais frequentemente reportado entre as 

mulheres do que entre os homens. Mesmo em pequena parcela da população 

amostral (0,6%), é importante manter atenção em relação ao consumo de derivados 

de ópio, considerando a Crise dos Opioides enfrentada nos Estados Unidos nos 

últimos anos - o aumento do uso abusivo de analgésicos prescritos (à base de 

morfina e codeína, por exemplo), heroína e derivados de fentanil, além do aumento 

do número de casos de overdose e mortes relacionados ao consumo destas 

substâncias (NIDA, 2018).  

O levantamento aponta ainda que o uso de alguma substância ilícita na vida 

foi reportado por aproximadamente 15 milhões de brasileiros. As maiores 

prevalências de consumo na vida foram da maconha, cocaína e crack, os solventes 

(inalantes), ecstasy, ayahuasca, LSD, cetamina e heroína. O uso de substância 

ilícita foi mais frequentemente reportado por homens do que por mulheres. Contudo, 

as mulheres apresentaram prevalência superior à dos homens no consumo de álcool 

com medicamentos não prescritos (FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ, 2017). Apesar 

de a maioria das pessoas que usam drogas serem homens, as mulheres têm 

padrões específicos de uso. Além disso, embora as mulheres possam tipicamente 

começar a usar substâncias mais tarde que os homens, uma vez que iniciam o uso, 

tendem a aumentar o consumo de álcool, cannabis, cocaína e opioides mais 

rapidamente que os homens, bem como desenvolver desordens decorrentes do uso 

dessas drogas (UNODC, 2018). 

O abuso de substâncias tem sido motivo de preocupação mundial com 

relação à saúde da gestante e do seu filho em diferentes níveis socioeconômicos 

(ANGELUCCI, 2010; SCHAUBERGER et al., 2014). Pesquisas já alertavam o 
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aumento progressivo no consumo de álcool, tabaco, maconha e outras drogas no 

sexo feminino (ANGELUCCI, 2010). Os dados atuais apontam que enquanto a 

proporção de um a cada três usuários é mulher, apenas um entre cinco buscam 

tratamento (UNODC, 2020). Dados sobre o uso de substâncias ilícitas por mulheres 

durante o período pós-parto são inexistentes no Brasil (SILVEIRA, 2016). Já nos 

Estados Unidos, de acordo com o Levantamento Nacional em Uso de Drogas e 

Saúde lançado em 2013, 5,4% das mulheres grávidas com idade entre 15 e 44 anos 

eram usuárias de substâncias ilícitas (SAMHSA, 2013). 

 

1.1 IMPORTÂNCIA DO ALEITAMENTO MATERNO 

Desde o início dos anos 2000, o aleitamento materno exclusivo nos primeiros 

6 meses de vida, com continuidade da amamentação de 1 a 2 anos ou mais, é 

reconhecido como padrão normativo para alimentação infantil (WARD et al., 2001; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). O leite humano é especialmente 

adequado para o bebê, tanto em sua composição nutricional quanto nos fatores 

bioativos não nutritivos que promovem a sobrevivência e o desenvolvimento 

saudável (OFTEDAL, 2012).  

Se a técnica de aleitamento é satisfatória, o aleitamento exclusivo pelos 

primeiros seis meses de vida é compatível com as necessidades nutricionais e 

energéticas da maioria das crianças, tornando completamente desnecessários 

outros alimentos e líquidos, inclusive água, que constitui 88% do leite humano. 

Mesmo após o início da alimentação complementar, o leite materno continua a ser 

importante fonte energética para o bebê, contribuindo com cerca de metade das 

necessidades dessa natureza no primeiro ano de vida e um terço no segundo ano 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). 
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Além disso, diversos estudos já associaram a amamentação com potenciais 

benefícios médicos e sociais, que incluem diminuição da mortalidade e morbilidade 

de crianças por infecções e demais doenças, vantagens no desenvolvimento 

cognitivo e diminuição da incidência de câncer e osteoporose nas mães (ITO; LEE, 

2003). Estimativas em relação a formas de ação para manutenção da saúde da 

criança mostraram que a promoção do aleitamento materno exclusivo é a 

intervenção isolada em saúde pública com o maior potencial para a diminuição da 

mortalidade na infância (TOMA; REA, 2008). 

Toma e Rea (2008) justificaram como a amamentação precoce poderia 

diminuir o risco de morte no período neonatal: (1) as mães que amamentam logo 

após o parto têm maior chance de serem bem sucedidas na prática da 

amamentação; (2) os alimentos pré-lácteos, comumente oferecidos aos bebês antes 

da amamentação, podem ocasionar lesões no intestino imaturo; (3) o colostro 

acelera a maturação do epitélio intestinal e protege contra agentes patogênicos; (4) 

o contato pele a pele previne a ocorrência de hipotermia. 

Há evidências de que, tanto em países em desenvolvimento quanto nos 

desenvolvidos, a amamentação protege as crianças contra infecções dos tratos 

gastrintestinal e respiratório, sendo maior a proteção quando a criança é 

amamentada de forma exclusiva e por tempo prolongado (KRAMER et al., 2001). 

Ainda, o contato pele a pele desencadeia uma série de eventos hormonais 

importantes para a relação mãe/bebê. O toque, o odor e o calor estimulam o nervo 

vago e isto, por sua vez, faz com que a mãe libere ocitocina, hormônio responsável, 

entre outras ações, pela saída e ejeção do leite. Esse hormônio faz com que a 

temperatura das mamas aumente e aqueça o bebê. Por outro lado, a ocitocina reduz 
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a ansiedade materna, aumenta sua tranquilidade e responsividade social (MERCER 

et al., 2007; UVNÄS-MOBERG, 1998). 

Há vários argumentos em favor da prática do aleitamento, que incluem: (1) 

vantagens na saúde da criança –  diminuição da ocorrência de síndrome de morte 

súbita no primeiro ano de vida,  da ocorrência ou severidade de doenças infecciosas 

e do risco de asma, hipertensão, hipercolesterolemia, diabetes e sobrepeso; melhor 

nutrição e efeito positivo na cognição –, (2) vantagens para a saúde da mãe  - 

diminuição do risco de desenvolvimento de câncer de mama e ovários e de 

osteoporose pós-menopausal; aumento do intervalo intergestacional; melhora da 

involução uterina no pós-parto - (3) e vantagens para a sociedade - menores custos 

financeiros e promoção do vínculo afetivo entre mãe e filho (GARTNER et al., 2005; 

UVNÄS-MOBERG, 1998).  

 

1.2 O LEITE MATERNO 

O conhecimento da composição do leite humano é importante para o manejo 

da alimentação infantil, particularmente de bebês frágeis e de alto risco, e para 

entender o potencial impacto do armazenamento e da pasteurização nos 

componentes do leite (BALLARD; MORROW, 2013). A composição do leite é  

extremamente variável, tanto entre as mulheres quanto entre grupos étnicos, em 

diferentes períodos de lactação ou durante a mesma mamada (TRENTO, 2012). 

O primeiro fluido produzido pelas mães após o parto chama-se colostro, que 

difere em volume, aparência e composição. Produzido em pequenas quantidades 

nos primeiros dias pós-parto, é rico em componentes imunológicos, como a 

imunoglobulina A, lactoferrina, leucócitos, assim como em fatores de 

desenvolvimento, como fator de crescimento epidérmico (CASTELLOTE et al., 2011; 
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KULSKI; HARTMANN, 1981; PANG; HARTMANN, 2007). O colostro também 

contém relativamente baixas concentrações de lactose, indicando que suas 

primeiras funções sejam imunológicas e tróficas ao invés de nutricional. Níveis de 

sódio, cloreto e magnésio são mais altos, e níveis de potássio e cálcio são mais 

baixos no colostro do que no leite maduro (KULSKI; HARTMANN, 1981; PANG; 

HARTMANN, 2007). À medida que ocorre fechamento estreito da junção no epitélio 

mamário, a relação sódio-potássio diminui e a concentração de lactose aumenta, 

indicando ativação secretora e produção de leite de transição. 

O leite de transição compartilha algumas das características do colostro, mas 

representa um período de produção de leite aumentada para atender às 

necessidades nutricionais e de desenvolvimento do bebê em rápido crescimento, e 

normalmente ocorre de cinco dias a duas semanas após o parto, após o qual o leite 

é considerado largamente maduro. Entre quatro e seis semanas após o parto, o leite 

humano é considerado totalmente maduro. Em contraste com a mudança dramática 

na composição observada no primeiro mês de vida, o leite humano permanece 

relativamente similar em composição no decorrer da lactação, ainda que mudanças 

sutis na composição ocorram (BALLARD; MORROW, 2013). 

   O leite humano é, portanto, um fluido complexo, contendo proteínas, 

carboidratos, vitaminas, minerais, substâncias imunocompetentes (IgA, enzimas, 

interféron), além de fatores tróficos ou moduladores de crescimento (COSTA, 2006). 

A IgA secretória é a imunoglobulina mais predominante no início da lactação seguida 

da IgG secretória; ambas protegem o recém-nascido enquanto seu próprio sistema 

imune amadurece. Além desses, o leite materno contém IgM, macrófagos, 

neutrófilos, linfócitos e outros (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 

2015). 
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A maioria dos compostos passa para o leite materno, mas em pequenas 

quantidades; e mesmo quando presentes no leite, essas substâncias poderão ou 

não ser absorvidas no trato gastrointestinal do lactente. A amamentação só deve ser 

interrompida excepcionalmente, quando a doença materna requerer tratamento com 

medicações incompatíveis. A passagem de substâncias psicoativas do sangue para 

o leite materno ocorre por mecanismos envolvendo membranas biológicas, as quais 

possuem em sua constituição proteínas e fosfolipídios. Após atravessar o endotélio 

capilar, a droga passa para o interstício e atravessa a membrana basal das células 

alveolares do tecido mamário. Proteínas e lipídeos da membrana exercem influência 

na velocidade da passagem e na concentração da droga no leite (D’AVILA; 

LIMBERGER; FRÖEHLICH, 2016; FRÍGULS et al., 2010; ITO; LEE, 2003; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Os mecanismos mais prováveis de excreção de drogas para o leite materno 

são: difusão transcelular (moléculas pequenas não ionizadas e hidrossolúveis 

atravessam poros da membrana celular); difusão passiva (moléculas ionizadas e 

proteínas menores atravessam a membrana basal por canalículos de água – 

principal mecanismo de passagem de um fármaco para o leite); difusão intercelular 

(moléculas grandes, como as imunoglobulinas e interféron, são transferidas para o 

leite através da passagem entre as células); ligação com proteínas carreadoras 

(substâncias polares penetram nas membranas celulares ligadas a essas 

macromoléculas) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

A excreção de drogas para o leite humano e sua absorção pelo lactente são 

influenciadas por fatores relacionados ao leite produzido, à lactante, ao lactente e às 

propriedades físico-químicas das substâncias, expressos na Tabela 1. 
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Tabela 1: Fatores que influenciam a transferência de substâncias para o leite 

materno. 

Fatores relacionados ao leite  Composição 

 pH 

Fatores relacionados à lactante  Eliminação hepática e renal 

 Dose e duração de uso da substância 

 Via de administração da substância 

 Fluxo sanguíneo para a mama 

Fatores relacionados ao lactente  Idade 

 Absorção da droga 

 Eliminação hepática e renal 

 Volume de leite ingerido 

Fatores relacionados à substância  Grau de ionização (pKa) 

 Peso molecular 

 Lipossolublidade e hidrossolubilidade 

 Ligação a proteínas plasmáticas 

 Tempo de ação 

Fonte: Adaptado de Ministério da Saúde (2014) e SILVEIRA, G. O. (2016). 

 

 Em geral, baixa ligação a proteínas plasmáticas, baixo peso molecular, alta 

lipofilicidade, o pH levemente ácido do leite e seu alto conteúdo lipídico contribuem 

para o fenômeno de excreção (FRÍGULS et al., 2010). O pH do leite humano (6,6 a 

6,8) é um pouco menor do que o do plasma, ou seja, mais ácido, o que favorece a 

concentração de substâncias com características básicas, por mecanismo de 

ionização  (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Lactentes com mais tempo de vida apresentam funções hepática e renal mais 

eficazes, de modo que os efeitos das substâncias serão menores do que em recém-

nascidos. Além disso, em crianças prematuras, a meia-vida das drogas pode ser 

prolongada, causando acúmulo após exposição constante e repetida. Por outro lado, 

lactentes de menor tempo de vida consomem menor volume de leite, o que 
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diminuiria a magnitude da exposição a substâncias nocivas. (CHAVES, R.G., 

LAMOUNIER, 2004). 

 

1.3 EFEITOS DE SUBSTÂNCIAS PSICOATIVAS EM LACTENTES POR 

EXPOSIÇÃO VIA LEITE MATERNO 

O leite humano é uma matriz não convencional utilizada para avaliar a 

exposição aguda a drogas por exibir uma janela de detecção de horas (FIGURA 1), 

e sua principal vantagem é a coleta fácil e não invasiva (COTTEN, 2012). No 

entanto, a extração de drogas do leite materno é um desafio analítico, devido ao seu 

alto conteúdo lipoproteico e à alteração da composição durante o período pós-parto 

(FRÍGULS et al., 2010). 

 

Figura 1: Janela de detecção de amostras biológicas. Fonte: autoria própria (2022). 

 

 Embora o conhecimento sobre os efeitos do uso de drogas durante o período 

da amamentação tenha sido muito ampliado, ainda não se conhecem todos efeitos 

(principalmente a longo prazo) nos recém-nascidos de muitas drogas utilizadas pela 

nutriz, principalmente de novos fármacos que estão constantemente entrando no 

mercado. Além disso, para muitas drogas de abuso ainda não há dados suficientes 
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sobre transferência para o leite materno e segurança para uso no período da 

lactação (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

 A seguir, destaca-se as principais informações toxicocinéticas e 

toxicodinâmicas das substâncias escolhidas para análise quantitativa deste trabalho. 

Elas foram escolhidas por saber-se que causam dependência devido ao uso abusivo 

e efeitos tóxicos a médio e longo prazo, tanto para o usuário quanto para o lactente; 

ademais, todas já tiveram sua detecção em leite materno reportadas na literatura.  

 

1.3.1 Tabaco 

Apesar dos riscos divulgados associados ao uso do tabaco, mais de 25% da 

população mundial fuma cigarros. Embora existam amplas pesquisas que provem 

que é aconselhável parar de fumar ou pelo menos reduzir o fumo durante a gravidez 

e lactação, em muitos países as taxas de prevalência permanecem altas (PICHINI; 

GARCIA-ALGAR, 2006). No Brasil, a nicotina não é uma substância controlada pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), assim como na maioria dos 

países do mundo, embora o tabagismo esteja atrelado a milhões de mortes por ano 

(ANVISA, 2014). Muita preocupação se mantém em relação ao tabagismo e danos 

pulmonares em adolescentes e adultos jovens principalmente devido ao consumo de 

cigarros eletrônicos, que têm sido uma tendência mundial crescente. No Brasil, a 

venda de cigarros eletrônicos é proibida, mas a importação e o consumo se mantêm 

sem regulamentação (CIGARRO ELETRÔNICO, 2020; MIECH et al., 2019). 

A nicotina é rápida e amplamente metabolizada em humanos para cotinina, 

trans-3-hidroxicotinina e cotinina-N-óxido, que passam através das células epiteliais 

das glândulas mamárias para o leite. A nicotina é uma base fraca (pKa1 = 8,0) e é 
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concentrada no leite levemente ácido (pH 6,8) através de aprisionamento iônico. A 

meia-vida (t1/2) da nicotina no leite excede ligeiramente o tempo de meia-vida no 

soro (aproximadamente 2h), enquanto a concentração de cotinina permanece 

constante durante um intervalo de 4h sem fumar. A nicotina está presente no leite 

em concentrações que são 1,5–3,0 vezes maior que a concentração plasmática 

materna simultânea, mas apenas 10% da dose materna de nicotina é excretada no 

leite materno (ATKINSON; BEGG; DARLOW, 1988; LUCK; NAU, 1987). 

Durante o início da década de 1990, vários estudos de coortes 

acompanharam nutrizes fumantes, medindo simultaneamente nicotina e seu 

principal metabólito, cotinina, no leite materno e na urina de bebês, a fim de estimar 

a quantidade de metabólitos da nicotina incorporada pelo leite. Esses estudos 

concluíram que, em bebês, a amamentação é a principal fonte de exposição à 

nicotina, sendo o tabagismo passivo o segundo mais importante (BECKER et al., 

1999). Também foi encontrada evidência de que nicotina e cotinina são excretados 

no leite materno em quantidades proporcionais ao número de cigarros fumados pela 

mãe diariamente (FRÍGULS et al., 2010). 

Foi demonstrado que os bebês de mães fumantes têm aumento de cólicas 

infantis, são mais propensos a infecções respiratórias e diminuição das taxas 

respiratórias e de saturação de oxigênio após a amamentação. Além disso, a 

presença de nicotina na corrente sanguínea do bebê pode causar aumento da 

frequência cardíaca e está relacionada ao baixo ganho de peso infantil, alergia 

respiratória, baixo suprimento de leite e é o maior fator de risco para síndrome de 

morte súbita (SATTARI; SERWINT; LEVINE, 2019). A nicotina está presente no leite 

de mães fumantes em concentrações entre 2 e 240 ng.mL-1, o equivalente a uma 

dose diária de 0,3 a 36 μg.kg-1.dia-1 (FRÍGULS et al., 2010). O metabólito cotinina 
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pode ser encontrado em concentrações entre 70 e 140 ng.mL-1 no leite de mães 

fumantes ou em tratamento com adesivos de nicotina (KF et al., 2003; NICOTINE - 

DRUGS AND LACTATION DATABASE (LACTMED), 2020). 

 

1.3.2 Cocaína 

A cocaína faz parte da lista de substâncias entorpecentes de uso proscrito no 

Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE; ANVISA, 2019). No leite materno, ela é excretada 

em concentrações razoavelmente altas. O tempo de meia-vida da cocaína em 

humanos é de aproximadamente 1h, portanto sua distribuição no leite materno deve 

ocorrer rapidamente. A cocaína é metabolizada no fígado por hidrólise espontânea e 

também pela colinesterase plasmática, originando cerca de uma dúzia de 

metabólitos farmacologicamente inativos, sendo os mais importantes a 

benzoilecgnonina e o éster de metilecgonina. A cocaína e seus metabólitos foram 

encontrados na urina de bebês amamentados 24-36 horas após o uso materno. A 

colinesterase sérica é baixa em recém-nascidos, de modo que as crianças são 

menos capazes que os adultos de metabolizar a cocaína, e podem acumular a droga 

(ANDERSON, 2002). 

O primeiro caso de intoxicação por cocaína via leite materno foi relatado em 

uma criança de duas semanas que, após a amamentação, apresentava extrema 

irritabilidade, tremores, pupilas dilatadas, taquicardia e hipertensão, e cuja mãe havia 

usado cocaína via nasal (CHASNOFF; LEWIS; SQUIRES, 1987). A análise 

toxicológica por CG-EM indicou que o leite materno e a urina da criança continham 

cocaína e benzoilecgonina. Outros estudos já relataram também vômitos e 

convulsões (HOWARD; LAWRENCE, 1998). Em um caso apresentado por Dickson 
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et al. (1994), cocaína foi identificada no leite, mas não quantificada, e o lactente 

estava agitado e foi diagnosticado como intoxicado por cocaína. A presença de 12 

μg.mL-1 de leite de uma mãe no estudo apoia a afirmação de que o uso regular de 

cocaína pode resultar em exposição significativa do lactente. Uma refeição com 100 

mL de leite materno forneceria 1,2 mg de cocaína à criança, e como a 

biodisponibilidade oral da cocaína é estimada em 60%, 0,7 mg da droga seriam 

absorvidos pela criança (WINECKER et al., 2001). Entretanto, os efeitos relatados 

ainda não foram diretamente relacionados à dose de exposição.  

Estudos mais recentes relatam concentrações entre 8 e 138 ng.mL-1 de 

cocaína e de 7,8 a 91,2 ng.mL-1  de benzoilecgonina em amostras de leite (D’AVILA 

et al., 2015b; RR et al., 2017; SILVEIRA et al., 2016). 

 

1.3.3 Anfetaminas  

As anfetaminas estão entre os compostos mais amplamente utilizados por 

usuários recreativos de drogas, cerca de 27 milhões de pessoas no mundo todo, 

com números progressivos principalmente na América do Norte e Ásia (WORLD 

DRUG REPORT 2020). No Brasil, a anfetamina tem seu uso restrito apenas 

mediante liberação via notificação de receita, enquanto seus derivados 

metanfetamina e MDMA (ecstasy) são substâncias psicotrópicas de uso proscrito. 

Eles são principalmente administrados por via oral, ou uso intravenoso.  

De uma perspectiva farmacocinética, os estimulantes do tipo anfetamina são 

bastante homogêneos. A anfetamina e seus compostos relacionados são bases 

fracas, com pesos moleculares relativamente baixos. Estas características permitem 

que se difundam facilmente através das membranas celulares e em tecidos ou 
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substratos biológicos com um pH mais ácido do que o sangue, tal como o leite. A 

anfetamina se concentra no leite materno, com relação leite/plasma variando de 2,8 

a 7,5 (FREYER, 2009). As meias-vidas de eliminação dos derivados de anfetamina 

são de 6 a 12 horas, e tanto o clearance hepático quanto o renal contribuem para 

sua eliminação. A metanfetamina sofre desmetilação à anfetamina, catalisada pelo 

citocromo hepático humano P4502D6 (CYP2D6). Como o MDMA pode interferir em 

seu próprio metabolismo, níveis potencialmente perigosos podem ser alcançados 

pelo uso repetido de drogas em intervalos curtos (LIN et al., 1997). A literatura relata 

concentrações entre 55 e 138 ng.mL-1 de anfetamina encontradas em amostras de 

leite de mães em tratamento para narcolepsia, que variam de acordo com o tempo 

de coleta após administração (AMPHETAMINE - DRUGS AND LACTATION 

DATABASE (LACTMED) - NCBI BOOKSHELF, [s.d.]; I et al., 2015; ÖHMAN et al., 

2015). Em casos de uso recreativo de anfetamínicos, foram encontrados 

concentrações entre 111 e 610 ng.mL-1 de metanfetamina durante as primeiras 48 

horas após o uso (BARTU; DUSCI; ILETT, 2009; CHOMCHAI; CHOMCHAI; 

KITSOMMART, 2016). 

Os bebês amamentados por usuários de anfetaminas parecem ter 

anormalidades comportamentais induzidas por drogas, como irritabilidade, padrão de 

sono pobre, agitação e choro (ANDERSON, 2002). 

 

1.3.4 Opiáceos  

A morfina e a metadona são substâncias entorpecentes controladas por 

notificação de receita no Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE; ANVISA, 2019). A morfina 

é metabolizada pelo fígado e excretada como um glucuronídeo ou em sua forma 

livre pelos rins, tendo tempo de meia-vida de 2 a 3 horas. Em doses terapêuticas, a 
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maioria dos opioides, como a morfina, a meperidina, a metadona e a codeína, são 

excretados no leite em quantidades mínimas, compatíveis com a amamentação 

(WOJNAR-HORTON et al., 2003). A morfina (quando usada para controlar a dor) é 

considerada compatível com a amamentação se a dose de exposição do bebê for 

inferior a 10% da dose materna (KOREN et al., 2006). 

A metadona é amplamente utilizada em programas de tratamento para 

dependência de narcóticos. Sua utilidade está relacionada ao seu longo tempo de 

meia-vida, que permite uma diminuição gradual da dose, um início lento de ação e 

uma menor taxa de efeitos eufóricos em comparação com outros opiáceos; é um 

composto lipofílico, fracamente básico (pKa 8,25) que é altamente ligado a proteínas 

e é excretado no leite materno. As concentrações plasmáticas máximas são 

atingidas entre 2 e 4 horas após doses terapêuticas. Normalmente, a meia-vida de 

eliminação varia entre 10 e 18 horas. O metabolismo e a taxa de clearance são 

altamente variáveis. A principal via de eliminação é através do metabolismo hepático 

pelas isoenzimas CYP3A4 e CYP2B6 do citocromo P450 (ROBINSON; WILLIAMS, 

1971). Por fim, a metadona é metabolizada por desmetilação em dois metabólitos 

principais, EDDP e EMDP.  

A síndrome de abstinência neonatal geralmente ocorre logo após o parto em 

cerca de 75% dos bebês expostos à opioides durante a gravidez (KOREN et al., 

2006). A amamentação nesses bebês pode proteger contra a abstinência neonatal 

(ABDEL-LATIF et al., 2006), mas a interrupção abrupta da amamentação pode 

causar a abstinência do bebê. Recebendo doses mais baixas após o nascimento, 

sua retirada afeta o sono do bebê, nutrição e função autonômica (KOREN et al., 

2006). Estudos reportam concentrações de metadona entre 27 e 570 ng.mL-1 e de 
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morfina entre 20 e 500 ng.mL-1 (G et al., 1975; I et al., 1990; RE et al., 1997; VL et 

al., 1989). 

 

1.4 INTERRUPÇÃO DO ALEITAMENTO EM CASOS DE CONSUMO DE DROGAS 

DE ABUSO  

É muito frequente o uso de medicamentos e outras substâncias por mulheres 

que estão amamentando (ITO; LEE, 2003). A maioria é compatível com a 

amamentação; poucos são os fármacos formalmente contraindicados e alguns 

requerem cautela ao serem prescritos durante a amamentação devido aos riscos de 

efeitos adversos nos lactentes e/ou na lactação. No entanto, com frequência os 

profissionais de saúde recomendam a interrupção do aleitamento materno quando 

as mães são medicadas, muitas vezes porque desconhecem o grau de segurança 

do uso das diversas drogas durante o período de lactação (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010). 

Devido à imaturidade dos sistemas de eliminação de medicamentos, os 

valores de clearance em recém-nascidos e lactentes jovens são baixos. A excreção 

renal de medicamentos depende da filtração glomerular e da secreção tubular. A 

taxa de filtração glomerular em recém-nascidos prematuros é de apenas 25% do 

nível do adulto com base no peso corporal, e os valores do adulto são atingidos até 

a idade de 3 a 5 meses (LEAKE; TRYGSTAD; OH, 1976). A função tubular parece 

amadurecer mais lentamente que a taxa de filtração glomerular. Os outros principais 

sistemas de eliminação de drogas são as enzimas metabolizantes CYP450 e 

CYP3A7 no fígado. O CYP3A4 atinge 40% do nível do adulto um mês após o 

nascimento (LACROIX et al., 1997). A sobreposição de especificidades de substrato 
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e polimorfismos genéticos adicionam complexidade à biotransformação de drogas 

em bebês (FRÍGULS et al., 2010). 

A orientação geral da Academia Americana de Pediatria contraindica o uso 

durante o período da lactação das drogas de abuso anfetaminas, cocaína, heroína, 

maconha e fenciclidina (WARD et al., 2001). A Organização Mundial da Saúde 

considera que o uso de anfetaminas, ecstasy, cocaína, maconha e opioides não são 

contraindicadas durante a amamentação. Contudo, alerta que as mães que usam 

essas substâncias por períodos curtos devem considerar a possibilidade de evitar 

temporariamente a amamentação (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

O Ministério da Saúde indica a interrupção temporária do aleitamento materno 

durante o consumo de drogas de abuso, sendo que o tempo de interrupção da 

amamentação varia dependendo da droga, de acordo com a Tabela 2: 

Tabela 2: Recomendação quanto ao tempo de interrupção do aleitamento materno 

após consumo de drogas de abuso. 

Droga Período recomendado de interrupção da amamentação 

Anfetamínicos 24-36 horas 

Barbitúricos 48 horas 

Cocaína, crack 24 horas 

Etanol 1 hora por dose ou até estar sóbria 

Opiáceos 24 horas 

LSD 48 horas 

Maconha 24 horas 

 

Fonte: Adaptado de SILVEIRA, G. O. (2016) e MINISTÉRIO DA SAÚDE. Departamento de Atenção 

Básica. Saúde da criança – nutrição infantil: aleitamento materno e alimentação complementar. 

Brasília: Editora do Ministério da Saúde, 2009. 

 

É importante destacar que o fenômeno do uso e abuso de drogas é complexo 

e influenciado por um conjunto de fatores de risco e proteção em diversos domínios, 

que se interligam de forma recursiva, englobando desde aspectos macroestruturais, 
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como questões socioeconômicas e culturais, passando por problemáticas históricas 

como as desigualdades raciais e das condições de classe social; chegando a 

aspectos territoriais, como os contextos comunitários e a relação com o comércio e 

tráfico de drogas local; até a dimensão microssocial, ao abarcar o contexto familiar e 

a história de vida dos sujeitos, incluindo aí efeitos biológicos decorrentes de 

questões genéticas (NIDA, 2003). 

 

1.5  EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA DISPERSIVA: DPX 

A técnica de DPX (do inglês, “Disposable Pipette Extraction”, ou extração em 

ponteira descartável, em português) é uma variação da SPE tradicional e da 

extração em fase sólida dispersiva (D-SPE), caracterizada por uso mínimo de 

solventes e rapidez na extração. A DPX consiste em uma fase sólida contida 

livremente em uma ponteira de 1,0 mL, onde os analitos ficam em contato constante 

com o sorvente durante a extração - com uma maior superfície de contato em 

relação às fibras clássicas de SPE. A extração de amostras em solução promove 

rápido equilíbrio entre a fase sólida e a amostra, permitindo a sorção e dessorção 

dos analitos por polímero ligado aos grupos catiônicos ou aniônicos, que consistem 

na extração por troca iônica. A técnica resulta em um procedimento rápido, com uso 

reduzido de solventes orgânicos e de amostra, dispensa a utilização de vácuo, pode 

ser semi-automatizada, com alta recuperação e eficiência de extração (BREWER et 

al., 2008; KOLE et al., 2011; PINTO; QUEIROZ, 2015b). Após extensa revisão 

literária, acredita-se que esta técnica ainda não foi utilizada para análises 

toxicológicas em leite humano, embora já tenha sido aplicada em leite animal para 

análise de contaminantes e pesticidas (BORDIN et al., 2016b; BRANDÃO DA 
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COSTA et al., 2020; OLIVEIRA; LANÇAS, 2018; PINTO; QUEIROZ, 2015a; 

SANTOS; DE MARTINIS, 2020). 

 

Figura 2: Etapas da extração com ponteiras DPX. Fonte: autoria própria (2022). 

 

 A técnica de DPX possui diversas variáveis nas etapas de seu procedimento 

experimental, tais como o volume de amostra utilizado, o volume de solventes e o 

próprio solvente empregado e o intervalo de tempo de cada etapa. A otimização dos 

parâmetros ajuda a adaptar a técnica para (neste caso, com a matriz de estudo e os 

analitos de interesse) para obter o máximo de benefício dela. A otimização de um 

procedimento pode ser realizada de forma univariada ou multivariada, isto é, 

avaliando um fator único em função da resposta ou diversos fatores 

simultaneamente (MARTINS FUKUDA et al., 2018; MOUSAVI; TAMIJI; 

KHOSHAYAND, 2018). 
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1.6 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA 

DE MASSAS 

 

  A Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-

EM) é uma combinação de técnicas que provê sensibilidade e seletividade para 

identificação de drogas em amostras biológicas. A detecção por analisador de 

massas é uma técnica importante para a análise molecular, uma vez que apresenta 

não só potencial em fornecer informações de massa molar, mas também sobre a 

estrutura do analito (GALLARDO; QUEIROZ, 2008; GARERI; KLEIN; KOREN, 2006; 

OSTREA et al., 2001). 

A cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas ocupa 

lugar de destaque entre os métodos de análise devido à facilidade com que efetua 

separação, identificação e quantificação das espécies químicas (COLLINS; BRAGA; 

BONATO, 2006). 

Para a determinação de compostos polares e hidrofílicos por CG-EM, é 

necessário garantir sua volatilidade e estabilidade térmica. A derivatização de 

compostos polares é um procedimento muito empregado para análise de drogas de 

abuso, como maconha, metanfetamina, morfina, dentre outros (SEGURA; 

VENTURA; JURADO, 1998). A derivatização permite a modificação da 

funcionalidade da molécula, aumentando sua volatilidade e estabilidade por adição 

de grupamentos químicos que garantirá a menor adsorção na coluna cromatográfica, 

íons do espectro em maiores faixas de massa e fragmentos característicos para as 

substâncias analisadas. As reações comumente realizadas são de alquilação, 

acetilação e sililação da molécula polar, ocorrendo a substituição de hidrogênio de 

ligações N-H, O-H, S-H por grupos alquil, acil ou silil. A sililação é a reação de 

derivatização mais amplamente empregada e substitui hidrogênios por grupamento 
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trimetilsilil (TMS); isto resulta na diminuição da força das interações intermoleculares, 

reduzindo o ponto de ebulição das moléculas de interesse, uma vez que os grupos 

hidroxila, amino e carbonila aumentam o ponto de ebulição de substâncias orgânicas 

(SEGURA; VENTURA; JURADO, 1998; SELLERS, 2010). A eficiência da reação 

dependerá do agente de sililação; os reagentes mais comuns são o 

trimetilclorosilano (TCMS), trimetilsililimidazol (TMSI), N-metil-N- 

(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamina 

(BSTFA) e N-(t-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida. Dessa forma, o produto da 

reação será uma nova molécula que apresenta propriedades físico-químicas mais 

adequadas para a detecção por um método analítico em fase gasosa (SELLERS, 

2010). 

A qualidade de um método analítico é determinada pela quantidade de suas 

etapas, com seus erros experimentais. Por um lado, esta qualidade depende da 

técnica de amostragem, com a qual se seleciona uma fração presumivelmente 

representativa da amostra primária. Nesta fração devem-se identificar e quantificar 

analitos, os quais são os componentes químicos, que, também presumivelmente, a 

definem. É comum não se analisar quimicamente matrizes na forma bruta, pois elas 

costumam ter e gerar interferências e incompatibilidades com equipamentos 

analíticos (CHEN; PAWLISZYN, 2006). Uma técnica de preparo de amostras deve 

apresentar facilidade no manuseio, rapidez, baixo custo, garantir boa recuperação, 

seletividade e, se possível, aplicabilidade para determinações simultâneas 

(CARASEK; PAWLISZYN, 2006). 

No caso de análises cromatográficas, além de evitar a interferência de 

contaminantes da matriz que possam coeluir com o analito de interesse, a remoção 

de interferentes em geral é importante para garantir a longevidade das colunas 
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analíticas e evitar constantes limpezas no sistema de injeção (O’REILLY et al., 

2005). 

Ao longo dos anos, diversas técnicas de separação analíticas e métodos 

cromatográficos foram utilizados para investigação de compostos exógenos em leite, 

desde pesticidas a agrotóxicos, plastificantes, medicamentos, drogas de abuso e 

metais tóxicos (ACOSTA et al., 2018; FUJII et al., 2011; JOHNSON-RESTREPO et 

al., 2007; LÓPEZ-GARCÍA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2017; VAHIDINIA et al., 

2019). Os trabalhos envolvendo substâncias psicoativas mais recentes encontrados 

na literatura estão esquematizados na Tabela 3. 

A partir de técnicas clássicas de preparo de amostra, como a extração líquido-

líquido e a extração em fase sólida (SPE), novas técnicas miniaturizadas são 

empregadas e permitem que a limpeza (“clean-up”) da amostra, extração, e 

concentração dos analitos sejam realizadas em uma única etapa. Além disso, muitas 

são passíveis de automatização e requerem pequena (ou nenhuma) quantidade de 

solventes poluentes durante toda a etapa de preparo da amostra (LUIZ et al, 2015). 

SILVEIRA et al. (2017), através da microextração em fase sólida no modo 

headspace (HS-SPME) e cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (CG-EM), encontrou em 2 das 101 amostras de leite materno coletadas no 

Centro de Controle de Intoxicações de São Paulo concentrações de THC de 20 e 31 

ng.mL-1, estimando 2 e 3,1 µg, respectivamente,  transferidos para um volume de 

100mL de leite, e 0,24 e 0,37 µg de absorção pelo recém-nascido alimentado, 

considerando a biodisponibilidade oral de THC 12%. Também encontrou duas 

amostras positivas para cocaína das 52 amostras analisadas por microextração em 

fase líquida (LPME) e cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas, 

uma na concentração de 138 ng.mL-1 e a outra com concentração próxima ao limite 
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de detecção (6 ng.mL-1), não podendo ser quantificada. Para a amostra quantificada, 

estimou-se a dose absoluta de 13,8 µg de cocaína entregue ao recém-nascido em 

um volume de 100mL de leite materno ingerido e a absorção pelo mesmo de 8,3 µg, 

considerando a biodisponibilidade oral de cocaína de aproximadamente 60%. 

D’AVILA et al. (2015) desenvolveu e validou um método analítico de cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas (CL-EM) para determinação de 

biomarcadores de cocaína e crack em colostro, aplicando-o a duas amostras de leite 

de mães suspeitas de terem feito uso de tais substâncias e outras duas 

consideradas não usuárias. As análises confirmaram a presença de cocaína nas 

amostras das mães suspeitas em concentração de 8,0 e 10,3 ng.mL-1, sendo nesta 

última também detectados benzoilecgnonina (7,8 ng.mL-1), principal metabólito da 

cocaína, e éster metílico anidroecgonina (AEME) na concentração de 9,5 ng.mL-1 e 

anidroecgonina (AEC) na concentração de 9,8 ng.mL-1,  biomarcadores do crack. 

 

 



24 

 

Tabela 3: Principais técnicas analíticas propostas para análise de drogas de abuso em leite humano. 

Analitos Amostra Análise Preparo de amostra Recuperação LD LIQ Referência 

18 substâncias 

lícitas e ilícitas 
Leite materno 

(500μL) 
CL-EM/EM 

LLE (500μL MeOH) + SPE (Eluição 2mL 

MeOH / 2 mL DCM: IPA 80:20 v/v) 
71.1-86.5% 

1.0 – 3.0 
ng.mL

-1 

5.0 -

10ng.mL
-1 

Marchei et al, 

2011. 

BUP, NBUP 
Leite materno 

(950µL) 
CG-EM 

PP (3mL acetonitrila) + SPE (Eluição 1.5 mL 
DCM: IPA: NH4OH 85:15:2, v/v/v). 

87.3% 
0.07 

µg.mL
-1 

0.20 

µg.mL
-1 

Nikolaou et al, 

2012. 

COC, BZE, 

AME, AEG 
Colostro (500μL) CL-EM 

PP (300μL acetonitrila com 0.1% ácido 

fórmico) 
nr 

2.5 -3.0 
ng.mL

-1 5.0 ng.mL
-1 D’Avila et al, 

2015. 

THC, CBD, CBN 
Leite materno 

(50μL) 
CG-EM 

HS-SPME (aquecimento a 70°C, 40min de 

exposição à fibra de PDMS) 
nr 10ng.mL

-1 20 ng.mL
-1 Silveira et al, 

2016. 

10 substâncias 

psicoativas e 

seus metabólitos 

 
Leite materno 

(500μL) e cabelo 
 

CL-EM/EM 
LLE (500μL MeOH) + SPE (Eluição 2mL 

MeOH / 2 mL DCM: IPA 80:20 v/v) 
71.1-86.5% 

1.0 – 3.0 
ng.mL

-1 

5.0 -

10ng.mL
-1 

Escuder-

Vieco et al, 

2016. 

COC, CE, 

NCOC 
Leite materno 

(500μL) 
CG-EM 

LPME (fase doadora tampão borato pH 9.0, 

fase aceptora HCl 0.4M) 
32-67.4% 6ng.mL

-1 12ng.mL
-1 Silveira et al, 

2016. 

40 substâncias 

psicoativas 
Leite materno e 
bovino (500µL) 

CL-EM/EM PP (500µL MeOH) 80-120% 
0.1 – 0.4 
ng.mL

-1 

3.8 – 

6.8ng.mL
-1 

López-Garcia 

et al, 2018. 

ANF, MA, MDA, 

MDMA, MDEA 

Leite materno, 
fluido oral, urina, 

sérum, suor 
(900µL) cabelo e 

unhas (50mg) 

CL-EM/EM 
SUPRAS-LLE (200µL hexanol + 900µL 

tetrahidrofurano) 
88-113% nr 5.0ng.mL

-1 Accioni et al, 

2018. 

nr – não reportado. Fonte: autoria própria (2022). 

 

Abreviações: LD, limite de detecção; LIQ, limite inferior de quantificação; MeOH, methanol; DCM, dichloromethane; IPA, isopropanol; BUP, 

buprenorfina; NBUP, norbuprenorfina; PP, precipitação proteica; COC, cocaína; BZE, benzoilecgonina;  AME (inglês), éster metil anidroecgogina;  AEG 

(inglês), anidroecgonina; THC, Δ(9)-tetrahidrocanabinol; CBD, canabidiol; CBN, canabinol; HS-SPME (inglês), microextração em fase sólida acoplada 

com headspace; CE, cocaetileno; NCOC, norcocaína; LPME (inglês), microextração em fase líquida; ANF, anfetamina; MA, metanfetamina; MDA, 3,4-

metilenodioxianfetamina; MDMA, 3,4-metilenodioxi-metanfetamina; MDEA, N-ethyl-3,4-methylenedioxyamphetamine; SUPRAS, solvente 

supramolecular; 



25 

 

 

1.7 OTIMIZAÇÃO DE METODOLOGIA EXPERIMENTAL  

  O método de otimização univariado é classificado como um método 

sequencial, também conhecido como método do fator único ou estratégia “um-fator-

de-cada-vez”. Neste método, os fatores avaliados são fixados em um certo nível, 

com exceção de um, que é, então, variado para obter a melhor resposta, passando 

então esta condição a ser fixada e um novo fator sofre variação (EIRAS; 

COSCIONE; ANDRADE, 2018). Esse método foi tradicionalmente empregado em 

otimização de processos, e sua maior desvantagem é que o efeito da interação das 

variáveis estudadas não é avaliado já que a resposta obtida é relacionada apenas 

ao único parâmetro variado, além do grande número de experimentos necessários 

para otimizar todos os fatores de um procedimento, envolvendo o consumo 

excessivo de reagentes e solventes (BEZERRA et al., 2008).  

 A otimização multivariada é uma tendência em química analítica, a qual utiliza 

uma abordagem sistemática para entender como os parâmetros envolvidos em um 

determinado processo estão relacionados às respostas estudadas. No planejamento 

experimental (em inglês “Design of Experiments”, DoE), são utilizados modelos 

matemáticos para definir a importância das variáveis de um processo e como 

controlá-las à fim de otimizar o desempenho do sistema e maximizar os resultados, 

utilizando um número reduzido de experimentos. Um planejamento “de triagem” 

geralmente corresponde a delineamentos fracionários, onde são realizadas 

combinações entre os níveis de dois ou mais fatores, usando um número menor de 

medidas (RODRIGUES; IEMMA, 2005). Este tipo de procedimento é utilizado para 

selecionar as variáveis mais importantes para o processo e, em seguida, essas 

variáveis são otimizadas, obtendo-se um modelo matemático (superfície de 



26 

 

 

resposta) que indica os valores ótimos para o experimento em questão (MARTINS 

FUKUDA et al., 2018).  

Dentre as diferentes metodologias utilizadas para seleção de variáveis, o 

Plackett-Burman é indicado quando há mais de cinco parâmetros envolvidos no 

processo em desenvolvimento. Tais parâmetros (variáveis), são variados 

simultaneamente dentre os experimentos e avaliados em um nível de maior 

magnitude, simbolizado por +1, e um nível menor, -1. Para verificar a 

reprodutibilidade do método e calcular o erro experimental, é recomendado realizar 

no mínimo três experimentos no nível intermediário (ou central, indicado por 0)  

(RODRIGUES; IEMMA, 2014). 

E para a otimização de variáveis estatisticamente significativas de um processo, 

o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é um planejamento 

experimental onde são realizados ensaios em 5 níveis, os quais são calculados para 

abranger toda a região de estudo (MARTINS FUKUDA et al., 2018). Este 

planejamento possibilita avaliar qual o efeito de cada variável envolvida e a relação 

entre elas. Além disso, também é possível elaborar um modelo matemático que gera 

uma superfície de resposta e, através de sua análise, determina-se as condições 

ótimas do processo (RODRIGUES; IEMMA, 2014). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1  OBJETIVOS GERAIS 

 

Investigar a presença de drogas psicoativas e seus metabólitos em amostras 

de leite humano.  

 

2.2   OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

I. Desenvolver e validar um método analítico para a investigação de cocaína, 

benzoilecgonina, cocaetileno, nicotina, cotinina, morfina, metadona, 

anfetamina, metanfetamina, metilenodioximetanfetamina em amostras de 

leite humano utilizando cromatografia em fase gasosa acoplada à 

espectrometria de massas; 

II. Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de leite materno 

coletadas do Banco de Leite do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto (HC-

FMRP); 

III. Avaliar a correlação entre as informações obtidas a partir do questionário 

aplicado às mães participantes do projeto e das análises das amostras de 

leite realizadas.

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ASPECTOS ÉTICOS 
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3. ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

Com a devida aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), foram 

coletadas 67 amostras de leite humano provenientes de doações realizadas ao 

Banco de Leite do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto.  

Atendendo à Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde, este projeto 

foi encaminhado e aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (CAAE número: 10539719.0.0000.54), da 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto (CAAE número: 

10539719.0.3001.5407) e da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (CAAE 

número: 10539719.0.3002.5440). Os pareceres de aprovação estão apresentados 

no Anexo III. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS  

Os padrões analíticos certificados de cocaína (COC), benzoilecgonina (BEZ), 

cocaetileno (CE), nicotina (NIC), cotinina (COT), morfina (MORF), metadona (MET), 

6-monoacetilmorfina (6-MAM), anfetamina (ANF), metanfetamina (MA), 

metilenodioximetanfetamina (MDMA) e os padrões internos deuterados de cocaína 

(COC-D3), codeína (COD-D6), ketamina (KET-D4) anfetamina (ANF-D11) foram 

obtidos da Cerilliant (EUA) na concentração de 1 mg.mL-1. 

Metanol, acetonitrila, diclorometano e acetato de etila foram obtidos da JT 

Baker, 2-propanol e hidróxido de amônio da Mallinkrodt, ácido orto-fosfórico da 

Merck e N-trimetil-N-metil trifluoroacetamida (MSTFA) da Sigma-Aldrich. 

 

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSÓRIOS 

Para realização das etapas de preparo de amostra, foram utilizadas ponteiras 

de extração em fase sólida DPX de fase adsorvente do tipo CX-1 da Gerstel (EUA). 

Para realização das análises cromatográficas, foi utilizado cromatógrafo em fase 

gasosa série 7890A, com amostrador automático 7693, acoplado ao espectrômetro 

de massas 5975C da Agilent, com coluna capilar DB-5 (30 metros de comprimento, 

0,25mm de diâmetro interno e 250µm de espessura de filme), cilindro de gás Hélio 

5.0 e seringa de injeção líquida de 10 µL (Agilent, EUA). Além destes, evaporador de 

solvente a fluxo de N2 Caliper LifeScience, bloco de aquecimento “dry block” TE-021 

da Tecnal, Turbo Vap da LP, agitador TE-140 da Tecnal, vórtex AP-56 da Phoenix, 

centrífuga universal 32 (Hettich, Alemanha) e balança analítica BL 1500S da 

Sartorius (EUA). 
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4.3  PREPARO DE SOLUÇÕES E REAGENTES 

 

4.3.1 Soluções padrão 

As soluções padrão adquiridas de cocaína, benzoilecgonina, cocaetileno, 

nicotina, cotinina, morfina, metadona, anfetamina, metanfetamina, 

metilenodioximetanfetamina, cocaína deuterada, codeína deuterada, ketamina 

deuterada, metadona deuterada e anfetamina deuterada de 1 mg.mL-1 foram diluídas 

para fazer soluções padrão de trabalho. As diluições foram realizadas utilizando 

1000 µL do conteúdo das ampolas de 1 mg.mL-1, que foram transferidos para balão 

volumétrico de 10 mL e o volume do balão completado com o solvente adequado, 

resultando na concentração final de 100 µg.mL-1.  

Em seguida, pools dos analitos cocaína, benzoilecgonina, cocaetileno, nicotina, 

cotinina, morfina, metadona, anfetamina, metanfetamina e 

metilenodioximetanfetamina foram preparado na concentração de 10 e 1 µg.mL-1 

utilizando um balão volumétrico de 10 mL. Um pool com os padrões internos 

deuterados de cocaína, anfetamina, metadona, codeína, cetamina na concentração 

de 1 µg.mL-1 também foi preparado. 

 

4.3.2 Solução de ácido fosfórico 

Foram pipetados 57,3 µL de ácido fosfórico 85% (v/v) e adicionados em um 

béquer com 500 µL de água deionizada. A solução foi então transferida para um 

balão volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com água deionizada, 

resultando na concentração final de 0,1 mol.L-1. 
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4.3.3 Solução de acetonitrila 

A solução de acetonitrila é utilizada para condicionamento da fase sólida CX-1 

das ponteiras DPX. Foram transferidos 30 mL de acetonitrila para um balão 

volumétrico de 100 mL e então o volume foi completado com água deionizada, 

resultando na concentração final de 30% (v/v). 

4.3.4 Solução de metanol  

A solução de metanol é utilizada para lavagem da fase sólida. Foram 

transferidos 70 mL de metanol para um balão volumétrico de 100 mL e então o 

volume foi completado com água deionizada, resultando na concentração final de 

70% (v/v). 

4.3.5 Solução extratora  

Para a eluição dos analitos da fase sólida, foi utilizada uma solução extratora de 

diclorometano, isopropanol e hidróxido de amônio. Para isto, foram adicionados 390 

mL de diclorometano em um balão volumétrico de 500 mL; em seguida, 100 mL de 

isopropanol e então o volume foi completado com 10 mL de hidróxido de amônio, 

resultando na proporção de 78:20:2 (v/v). 
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4.4  MÉTODOS 

4.4.1 Desenvolvimento da metodologia de preparo de amostra 

4.4.1.1 Precipitação proteica (PP) – Clean-up 

Devido ao alto conteúdo lipoproteico do leite, foi adicionada a etapa de clean-

up ao procedimento de preparo de amostra para reduzir a presença de interferentes 

durante a extração. Esta etapa consistiu na adição de 2,5mL de acetonitrila a 1mL 

de leite fortificado previamente com 100 µL de um pool de analitos na concentração 

de 1000 ng.mL-1 e com 200 µL de um pool dos padrões internos também na 

concentração de 1000 ng.mL-1, conforme o fluxograma na Figura 3.  

 

Figura 3: Procedimento de clean-up. Fonte: autoria própria (2022). 

 

 

4.4.1.2 Disposable Pipette Extraction (DPX) 

O método de extração e pré-concentração dos analitos foi desenvolvido e 

otimizado a partir do método proposto por BORDIN (2013). O procedimento está 

esquematizado no fluxograma abaixo (FIGURA 4).   
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Figura 4: Procedimento de extração e pré-concentração dos analitos otimizado. Fonte: autoria 

própria (2022). 

Abreviações: ACN, acetonitrila; MeOH, metanol; SE, solução extratora; MSTFA, N,O-

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida.  

 

A etapa de DPX foi realizada no aparato da Figura 5, onde oito entradas são 

conectadas por mangueiras plásticas a seringas presas em uma alavanca manual. 

Ao posicionar as ponteiras nas entradas e movimentar a alavanca, o ar pode ser 

retirado do interior das ponteiras, movimentando a fase sólida dispersa e o conteúdo 

aspirado. Esse aparato possibilita que até oito extrações sejam realizadas 

simultaneamente. 
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Figura 5: Aparato utilizado para DPX. Fonte: autoria própria (2022). 

 

4.4.1.3 Otimização univariada 

A escolha do solvente de condicionamento da ponteira DPX foi feita de forma 

univariada, para que o solvente escolhido pudesse ser otimizado em termos de 

volume nas etapas de otimização seguintes. Para isso, foram realizados dois 

ensaios em triplicada utilizando acetonitrila e solução aquosa de acetonitrila 30% 

(v/v). Foi feita a média dos valores de área de cada analito nas replicatas e então os 

valores foram somados para expressar área total, utilizada como parâmetro de 

avaliação para escolha do solvente mais adequado.   

Posteriormente, a escolha do solvente de lavagem foi realizada da mesma 

maneira. Nesta otimização, foi avaliada a melhor detectabilidade dos analitos 

comparando a maior área total obtida entre metanol e solução aquosa de metanol 

70% (v/v). 

Outros solventes e soluções não foram avaliados para estas etapas pois 

BORDIN (2013) já havia realizado esta otimização em seu trabalho. O intuito de 

avaliar a eficiência das soluções dos solventes foi utilizar menores quantidades de 
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solventes orgânicos tóxicos por extração realizada, a fim de reduzir a quantidade 

descartada no meio ambiente. 

 

4.4.1.4 Otimização multivariada 

As condições de preparo de amostra de volume de amostra, volume de 

solvente para clean-up, tempo de equilíbrio de sorção (aspiração e despejo da 

amostra), volume de solvente de condicionamento, volume de solvente de lavagem, 

volume de solução extratora e número de ciclos de eluição foram otimizadas de 

forma multivariada. Desta forma, os resultados das condições de preparo são 

analisados simultaneamente através do DoE, que trata resultados através de 

modelos matemáticos estatísticos permitindo manipulação, interpretação e previsão 

de dados. Isto garante que o tratamento dos dados experimentais obtenha a maior 

quantidade de informação (PACK, 1991).   

 

Figura 6: Ensaios realizados para otimização do procedimento de preparo de amostra. 

Fonte: autoria própria (2022). 

Otimização 
univariada 

• Escolha dos solventes a serem utilizados 

Plackett-
Burman 

• Determinação das variáveis estatisticamente significativas 

DCCR 

• Superfície de resposta em função das variáveis 

• Valores de desejabilidade 
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4.4.1.4.1 Plackett-Burmann (PB) 

Um ensaio Plackett-Burman de 12 experimentos foi realizado para 

identificação das variáveis estatisticamente significativas no preparo da amostra 

(TABELA 5). As variáveis foram exploradas em três condições diferentes, 

codificadas como -1, 0 e 1 (TABELA 4). Para todos os experimentos a concentração 

dos analitos foi de 100 ng.mL-1. O resultado de cada experimento foi expresso pela 

média geométrica dos valores de área de cada analito e o grau de confiança 

estabelecido foi de 90% (RODRIGUES; IEMMA, 2014).  

 

Tabela 4: Condições das variáveis avaliadas no PB12. 

Variáveis Codificação -1 0 1 

Volume de Amostra (µL) x1 500 750 1000 

Tempo de equilíbrio de sorção (s) x2 10 30 50 

Volume do solvente de condicionamento (µL) x3 500 750 1000 

Volume do solvente de lavagem (µL) x4 500 750 1000 

Volume do solvente de eluição (µL) x5 500 750 1000 

n° de ciclos de eluição (µL) x6 1 3 5 

Volume de ACN (µL) x7 1000 2000 3000 

 Fonte: autoria própria (2022). 

 

Tabela 5: Matriz de experimentos do PB12. 

Experimento x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 

1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 

2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 

3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 

4 1 -1 1 1 -1 1 -1 

5 1 1 -1 1 1 -1 1 

6 1 1 1 -1 1 1 -1 
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7 -1 1 1 1 -1 1 1 

8 -1 -1 1 1 1 -1 1 

9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 

10 1 -1 -1 -1 1 1 1 

11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

13 0 0 0 0 0 0 0 

14 0 0 0 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 

16 0 0 0 0 0 0 0 

 Fonte: autoria própria (2022). 

 

4.4.1.4.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

Para otimização das variáveis estatisticamente significativas através da 

obtenção de superfície de resposta e valores de desejabilidade, um DCCR de 10 

experimentos foi realizado. Neste ensaio, as variáveis foram exploradas em cinco 

condições diferentes, presentes na Tabela 6. Os experimentos realizados são 

apresentados na Tabela 7. Neste ensaio, as concentrações dos analitos também 

foram mantidas em 100 ng.mL-1 e o intervalo de confiança estabelecido foi de 95% 

(RODRIGUES; IEMMA, 2014). Os resultados também foram expressos pela média 

geométrica dos valores de área dos picos referentes a cada analito.  

Tabela 6: Condições das variáveis exploradas no DCCR realizado. 

Variável  Código -1,41 -1 0 1 1,41 

Tempo de equilíbrio de sorção (s) x1 10 16 30 44 50 

Volume de solvente de eluição (µL) x2 500 575 750 925 1000 

 Fonte: autoria própria (2022). 

 

 

 

 

 



41 

 

 

Tabela 7: Matriz de experimentos realizados no DCCR. 

Ensaio T (seg) VE (uL) 

1 -1 -1 

2 1 -1 

3 -1 1 

4 1 1 

5 -1,41 0 

6 1,41 0 

7 0 -1,41 

8 0 1,41 

9 0 0 

10 0 0 

11 0 0 

12 0 0 

 Fonte: autoria própria (2022). 

 

 

4.4.2 Condições cromatográficas 

As Tabelas 8 e 9 apresentam as condições do método desenvolvido e 

validado no CG-EM.  

Tabela 8: Condições cromatográficas do CG-EM. 

Parâmetro instrumental  

Modo de injeção Splitless 

Temperatura do injetor 280°C 

Gás de arraste Hélio (1mL/min) 

Programação do forno 

Temperatura inicial 90 °C 

Temperatura final 290 °C 

Atraso do solvente 5 min 

Taxa de aquecimento 10 °C/min até 180 °C 
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15 °C/min até 290 °C 

Tempo de permanência 1 min 

Tempo total de análise 19,34 min 

Fonte: autoria própria (2022). 

 

Tabela 9: Parâmetros do espectrômetro de massas single quadrupole. 

Parâmetro instrumental 

Modo de aquisição  Single Ion Monitoring (SIM) - 70eV 

Temperatura de interface 280°C 

Temperatura do quadrupolo 150°C 

Temperatura de linha de transferência   230°C 

Fonte: autoria própria (2022). 

 

Para detecção e quantificação dos analitos, foram monitoradas 3 

fragmentações características de cada um no modo SIM. Os íons qualificadores e 

quantificadores são especificados na Tabela 10. 

 

Tabela 10: Íons selecionados para identificação e quantificação dos analitos e padrões 

internos e seus respectivos tempos de retenção. 

Analitos 
Íons identificadores 

(m/z)* 

Tempo de retenção 

(min) 
Padrão interno 

ANF-D11 98, 104, 120 6,93 - 

ANF 91, 116, 192 7,00 ANF-D11 

NIC 84, 133, 162 7,63 KET-D4 

MA 91, 130, 206 8,02 ANF-D11 

COT 98, 118, 176 12,12 KET-D4 

MDMA 130, 135, 250 12,19 ANF-D11 

KET-D4 156, 184, 213 13,87 - 

MET-D3 72, 165, 179 16,20 - 

MET 72, 165, 294 16,20 MET-D3 
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COC-D3 85, 185, 306 16,62 - 

COC 82, 182, 303 16,62 COC-D3 

CE 82, 105, 196 17,13 COC-D3 

BZE 82, 105, 240 17,13 COC-D3 

COD-D6 184, 202, 377 18,18 - 

MORF 236, 414, 429 18,43 COD-D6 

*Íons em negrito foram utilizados para quantificação.  

Fonte: autoria própria (2022).  

Abreviações: ANF – anfetamina; NIC – nicotina; MA – metanfetamina; COT – cotinina; MDMA – 

metilenodioximetanfetamina; MET – metadona; COC – cocaína; CE – cocaetileno; BZE – 

benzoilecgonina; MORF – morfina. 

 

 

4.4.3 Validação de método bioanalítico 

A validação do método foi realizada baseado nas preconizações da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) apresentadas na Resolução de Diretoria 

Colegiada nº 27 de 17 de maio de 2012 para Validação de Métodos “Bioanalíticos” e 

no Guia de Práticas para Validação de Métodos em Toxicologia Forense do Grupo 

de Trabalho Científico para Toxicologia Forense (SWGTOX) (SWGTOX, 2013; 

ANVISA, 2012). Os parâmetros avaliados são apresentados a seguir.  

 

4.4.3.1 Limites de Detecção (LD) e Quantificação (LQ) e Controles de Qualidade 

(CQ) 

Os limites do método foram determinados de forma empírica (ARMBRUSTER; 

TILLMAN; HUBBS, 1994). O Limite de Detecção (LD) é a menor concentração de 

analito presente na amostra que pode ser diferenciada do ruído instrumental e 

identificada pelo método analítico com coeficiente de variação (CV%) de no máximo 

20%.  O Limite Inferior de Quantificação (LIQ) é a menor concentração presente na 
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amostra fortificada que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis, 

isto é, com coeficiente de variação (CV%) de no máximo 15%. O Limite Superior de 

Quantificação (LSQ) é a maior concentração do analito na curva de calibração 

preparada. O Controle de Qualidade de Baixa concentração (CQB) é a concentração 

do analito na curva de calibração até três vezes maior que o LIQ. O Controle de 

Qualidade de Média (CQM) concentração é a concentração do analito na curva de 

calibração próxima à média dos valores de LIQ e LSQ. O Controle de Qualidade de 

Alta concentração (CQA) é a concentração do analito na curva de calibração que 

represente entre 75 e 95% do LSQ (ANVISA, 2012).  

 

4.4.3.2 Linearidade 

É a capacidade do método em obter resultados de área diretamente 

proporcionais à concentração do analito na amostra em uma determinada faixa de 

concentrações. É avaliada através da construção de curvas de calibração com, no 

mínimo, 6 concentrações diferentes e de 2 a 8 replicatas por concentração. 

Utilizando o método de padronização interna, a relação matemática entre a resposta 

analítica (área relativa) e a concentração do analito em um modelo linear é descrita 

pela equação da reta: 

y = ax + b 

Onde: 

y = resposta medida (área do pico) 

x = concentração 

a = inclinação da reta (sensibilidade) 

b = intersecção no eixo y (x = 0) 
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Neste estudo, a linearidade foi avaliada entre LIQ e LSQ com três CQs. 

Foram analisadas 8 concentrações diferentes ao longo da faixa (5, 15, 45, 100, 200, 

250, 450, e 500 ng/mL) com 7 replicatas por concentração.  

O coeficiente de correlação (R) das curvas foram avaliados, assim como a 

variação do desvio padrão em função da concentração pelo teste de 

homocedasticidade dos dados através do teste F. O Teste de Homocedasticidade é 

feito pelo cálculo da razão das variâncias obtidas nos níveis de concentração mais 

alto e mais baixo da faixa de trabalho; quando a variância é constante, os resíduos 

estão dispersos em torno do eixo x e Fcalculado é menor que Ftabelado determinado pelo 

grau de liberdade do ensaio. 

Em seguida, empregou-se o Método dos Mínimos Quadrados Ponderados 

para reduzir os desvios do modelo linear. Neste método, utiliza-se a Regressão 

Linear Ponderada (RLP), onde são testados coeficientes de ponderação (w) 1/x, 

1/x2, 1/x1/2, 1/y, 1/y2, 1/y1/2 sobre os dados do modelo linear. O coeficiente de 

ponderação (w) é escolhido de acordo com a menor somatória de erros relativos 

(ER%).   

 

4.4.3.3 Precisão 

A precisão avalia a proximidade dos resultados obtidos quando o 

procedimento é aplicado diversas vezes em uma mesma amostra homogênea sob 

as mesmas condições de ensaio (ANVISA, 2012). A precisão representa o grau de 

dispersão dos resultados e, determina, assim, a repetibilidade do método. A precisão 

do método foi avaliada pela proximidade dos resultados obtidos de cinco replicatas 

de três pontos da curva (CQB, CQM e CQA) analisadas consecutivamente (precisão 
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intra-dia) e em três dias diferentes (precisão inter-dia). Foi expressa como 

coeficiente de variação (CV%), onde o CQB deve apresentar valores inferiores a 

20% e os demais CQs até 15%.  

 

4.4.3.4 Exatidão 

A exatidão avalia a proximidade e o grau de concordância dos resultados 

obtidos da análise em relação ao valor verdadeiro. A exatidão do método foi avaliada 

pela proximidade dos resultados em quintuplicata dos pontos de CQB, CQM e CQA. 

Foi calculado o Erro Relativo (ER%) entre a concentração média, obtida pela 

conversão dos valores de área através da equação de regressão linear ponderada, e 

a concentração teórica. O valor de ER para CQB não deve exceder a faixa de ±20% 

(exatidão entre 80 e 120%), enquanto CQM e CQA não devem exceder ±15% 

(exatidão entre 85 e 115%). 

 

4.4.3.5 Recuperação 

A recuperação avalia a eficiência do preparo de amostra empregado para a 

extração e pré-concentração dos analitos pela comparação da resposta analítica dos 

pontos CQB, CQM e CQA com a resposta analítica dos analitos em solução padrão 

não extraída, que representa 100% de recuperação. Altas porcentagens de 

recuperação são desejáveis, porém não obrigatórias, desde que valores menores 

ainda sejam precisos e exatos.  
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4.4.3.6 Seletividade 

A seletividade é a capacidade do método de identificar e quantificar os 

analitos com ou sem a presença de interferentes. A seletividade do método foi 

avaliada pela variação dos resultados obtidos para os analitos no LIQ quando na 

presença de interferentes exógenos em alta concentração (1000 ng.mL-1). A 

resposta dos interferentes próximos ao tempo de retenção do analito devem ser 

inferiores a 20% da resposta dos analitos no LIQ e 5% da resposta do PI quando 

próximos ao tempo de retenção dele. Os interferentes analisados foram: dipirona, 

cafeína, lidocaína, sertralina, fluoxetina, clonazepam alprazolam, lorazepam e 

femproporex. 

 

 4.4.3.7 Estabilidade 

Esse parâmetro avalia o comportamento do analito nas condições exigidas 

durante todo processo analítico na matriz biológica e na solução de trabalho. Para a 

avaliação, foram empregadas “amostras branco” fortificadas nas concentrações de 

CQB e CQA (em triplicata). A estabilidade na matriz biológica é demonstrada quando 

não se observar desvio superior a 15% da média das concentrações obtidas com 

relação ao valor nominal, sendo estas determinadas por meio da curva de calibração 

preparada. As soluções serão consideradas estáveis quando não se observar desvio 

superior a 10% de suas respostas em comparação com as respostas das soluções 

recém-preparadas. Os ensaios de estabilidade realizados foram: 

 Estabilidade de curta duração: as amostras foram mantidas à temperatura 

ambiente durante 9 horas, sendo analisadas em seguida; 
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 Estabilidade de longa duração: as amostras foram mantidas a -20 °C por três 

meses, sendo analisadas em seguida;  

 Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento: as amostras 

foram congeladas e mantidas a -20 °C, sendo, então, descongeladas no dia 

seguinte e congeladas novamente; este ciclo foi feito três vezes, para simular 

o tratamento de uma amostra real desde à coleta até a análise;  

 Estabilidade pós-processamento: as amostras foram mantidas à temperatura 

ambiente controlada (22 ± 2 ºC) durante o tempo de análise de toda a curva 

de calibração, sendo analisadas em seguida; 

 Estabilidade das soluções–padrão: os resultados das análises de soluções de 

trabalho foram comparados entre o momento em que foram preparadas e três 

dias após o preparo. 

 

4.4.3.8 Efeito Residual (Carryover) 

O carryover é o efeito gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal do 

analito ou PI causado por contaminação proveniente de amostras analisadas 

anteriormente. Esse parâmetro foi avaliado injetando uma amostra branco antes e 

duas após a injeção de uma amostra no LSQ. As respostas de picos interferentes no 

tempo de retenção do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito nas 

amostras processadas do LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de 

retenção do PI devem ser inferiores a 5 % da resposta do PI. 
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4.4.4 Coleta de amostras reais 

O recebimento do leite coletado foi feito pelos profissionais do Banco de Leite, 

tendo 67 amostras provenientes de doadoras ativas no Banco de Leite, mães que já 

passaram por anamnese e exames sorológicos de forma a serem classificadas como 

aptas a doação. As mães doadoras realizam a retirada de leite a domicílio, sendo 

este então entregue aos profissionais do banco.  

As amostras foram identificadas com código para não revelar a identidade da 

mãe ao pesquisador, porém, sendo possível correlacionar informações obtidas a 

partir do questionário que o Banco de Leite requer (como gênero, faixa etária, nível 

de escolaridade, histórico de uso de drogas, classe social, dentre outros fatores 

demográficos) com os resultados das análises, em casos positivos. Após a coleta, 

as amostras foram transferidas para frascos de polipropileno e armazenadas em 

refrigerador a -20ºC até o momento das análises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO 

 Na Figura 7 está representada a separação e detecção dos analitos e 

padrões internos na coluna cromatográfica DB-5 nas condições citadas na Seção 

4.4.2 para realizar a validação do método. 

 

Figura 7: Cromatograma obtido da análise de pool de analitos e padrões internos na concentração de 

500 ng.mL
-1

. Fonte: autoria própria (2022). 

 

 Na Figura 8 está representado o resultado da análise do extrato de uma 

“amostra branco” de leite materno fortificada com os analitos na concentração de 

500 ng.mL-1 e padrões internos em 200 ng.mL-1. Na Figura 9 são mostrados os íons 

utilizados para quantificação. Os cromatogramas de íons identificadores de cada 

analito e padrão interno estão compilados no Anexo I. 
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Figura 8: Cromatograma obtido da análise de “amostra branco” de leite materno fortificada com 

analitos (500 ng.mL
-1

) e padrões internos (200 ng.mL
-1

). Fonte: autoria própria (2022). 

 

 

Figura 9: Cromatograma de íons utilizados para quantificação de substâncias psicoativas em leite 

materno. Analitos na concentração de 500 ng.mL
-1

 e padrões internos 200 ng.mL
-1

. Fonte: autoria 

própria (2022). 
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5.1.1 Otimização Univariada 

 

 

Figura 10: Valores médios (triplicata) de área dos picos dos analitos utilizando acetonitrila (em verde) 

e solução de acetonitrila 30% (em azul) como solvente de condicionamento da ponteira DPX.   

Fonte: autoria própria (2022). Abreviações: ACN – Acetonitrila; ANF – anfetamina; NIC – nicotina; MA 

– metanfetamina; COT – cotinina; MDMA – metilenodioximetanfetamina; MET – metadona; COC – 

cocaína; CE – cocaetileno; BZE – benzoilecgonina; MORF – morfina. 

 

 

Considerando os resultados apresentados na Figura 10, o solvente de 

condicionamento da ponteira escolhido foi a acetonitrila, que apresentou o maior 

valor de área média total. Observou-se que a acetonitrila apresentou valor médio de 

área do analito cocaína (na figura, COC) seis vezes maior em relação à solução de 

acetonitrila, sendo o analito com maior discrepância de valores, embora a solução de 

acetonitrila tenha gerado maiores valores para alguns analitos, como as 

anfetaminas, cotinina e metadona.  
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Figura 11: Valores médios de área dos picos dos analitos ao utilizar metanol (em azul) e solução 

metanólica (em laranja) como solvente de lavagem da ponteira DPX. Fonte: autoria própria (2022).  

Abreviações: ANF – anfetamina; NIC – nicotina; MA – metanfetamina; COT – cotinina; MeOH – 

metanol; MDMA – metilenodioximetanfetamina; MET – metadona; COC – cocaína; CE – cocaetileno; 

BZE – benzoilecgonina; MORF – morfina. 

 

 

Os resultados expressos na Figura 11 indicam a maior detectabilidade dos 

analitos utilizando a solução metanólica para a etapa de lavagem da fase da 

ponteira. Neste caso, acredita-se que a presença de água não interfira na 

estabilidade da interação dos analitos carregados positivamente com os grupos 

carregados negativamente da fase sólida. A única exceção é a cotinina (no gráfico, 

COT), que possui valor médio de área relativamente maior com o metanol puro.  

Soluções do solvente com diferentes porções de água além da citada na 

otimização foram testadas para a etapa de lavagem, porém estas apresentaram 

alguns erros, como floculação da fase dispersa durante a lavagem e elevação da 

linha de base no cromatograma. Para a etapa de condicionamento, apenas 

acetonitrila 30% (v/v) foi testada. 

Os parâmetros aqui citados foram otimizados previamente de forma 

univariada pois os experimentos da seção seguinte são ensaios de otimização de 



55 

 

várias variáveis simultaneamente que exploram variações de uma condição singular, 

isto é, não são apropriados para escolher diferentes tipos de solventes, mas sim 

para apontar o volume do solvente utilizado que contribui para um valor “ótimo” de 

resposta. 

 

5.1.2 Otimização Multivariada 

5.1.2.1 Plackett-Burman 

A Figura 12 apresenta o diagrama de Pareto das variáveis avaliadas 

estatisticamente. Duas variáveis foram estatisticamente significativas: o volume de 

amostra e o volume de solução de eluição. Isto é, a variação dos volumes produz 

uma variação superior ao grau de confiança estabelecido para este ensaio (90%). 

De fato, o volume de amostra interfere diretamente na detectabilidade dos analitos, e 

o volume de SE está ligado à capacidade de dessorção dos analitos da fase sólida, 

sendo estas etapas de grande importância no preparo de amostra. Observa-se 

também a significância do número de ciclos de eluição e do tempo de sorção dos 

analitos (amostragem), mas que não ultrapassa o grau de confiança do ensaio. 

Ainda, observa-se que o tempo (na figura, por “T”) apresentou valor negativo, o que 

indica que menores intervalos de tempo possivelmente gerariam maiores valores de 

área.  
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Média Geométrica

7 Factor Screening Design; MS Residual=832018E3

DV: Média Geométrica
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(4)Volume do solvente de lavagem (VL)

(7)Volume de ACN (PP)

(6)N° de ciclos de eluição (N)

(2)Tempo de Equilíbrio de Sorção (T)

(5)Volume do solvente de eluição (VE)

(1)Volume de amostra (V)

 

Figura 12: Diagrama de Pareto das variáveis avaliadas. Fonte: autoria própria (2022). 

 

Dessa forma, optou-se por definir o volume de leite materno utilizado em cada 

extração como 1 mL - o volume máximo comportado pela ponteira DPX – para que a 

maior quantidade de analito estivesse disponível para ser extraída da amostra em 

um único ciclo de sorção, não prosseguindo com a otimização desta variável no 

ensaio seguinte. Decidiu-se otimizar o volume de solução de eluição e o tempo de 

equilíbrio de sorção, embora não tenha apresentado significância estatística, para 

observar a superfície de resposta conforme a variação do tempo e avaliar a 

prerrogativa apontada pelo diagrama de Pareto. 
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5.1.2.2 Delineamento Composto Central Rotacional  

O DCCR aplicado gerou o modelo estatístico explicitado na Figura 13. O 

modelo tem bons valores de ajuste (0,774) e de regressão (R2 = 0,887) e indica a 

significância estatística da ambas as variáveis tempo de equilíbrio de sorção (T) e 

volume de solução extratora (VE) com 95% de confiança.  

 

 

Figura 13: Modelo estatístico do DCCR. Fonte: autoria própria (2022). 

 

A partir dos valores atribuídos aos efeitos de cada variável (localizados na 

coluna “Effect” na figura), é possível obter a equação quadrática do modelo 

estatístico gerado:  

 

  y = 99727,9 + 18161,9.x1 – 30755,9.x1
2
 + 25635,8.x2 – 22061,4.x2

2 
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Fitted Surface; Variable: Média geométrica

2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=924624E2

DV: Média geométrica
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Figura 14: Superfície de resposta bidimensional do DCCR Fonte: autoria própria (2022). 

 

O ensaio de DCCR gerou a superfície de resposta presente nas Figura 14. A 

partir delas, entende-se que maiores valores de área serão obtidos com intervalos 

de tempo de amostragem entre 25 e 40 segundos e volumes de solução extratora 

entre 700 e 950 microlitros, havendo decréscimo da resposta analítica em condições 

diferentes. Para obter valores mais específicos, o ensaio fornece a desejabilidade do 

modelo (FIGURA 15), isto é, os valores “ótimos” de cada variável que forneceriam, 

de acordo com a equação do modelo, os maiores valores de área possíveis, dadas 

as condições empregadas nesta metodologia.  
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Figura 15: Desejabilidade do modelo estatístico criado para a metodologia de preparo de amostra 

utilizada no ensaio DCCR. Fonte: autoria própria (2022). 

 

Os valores ótimos indicados são 40 segundos de equilíbrio de sorção na 

etapa de amostragem e 875 µL de solução extratora na etapa de eluição. Através 

das regressões mostradas, entende-se que, em relação ao tempo (T), há uma 

tendência de maiores resultados conforme aumento do tempo entre 10 e 30 

segundos, até que o platô é atingido, e a partir de 40 segundos a resposta passa a 

diminuir. Isso justifica a prerrogativa pontuada no gráfico de Pareto do ensaio 

Plackett-Burman, que indicava valor negativo para significância desta variável, uma 

vez que a tendência crescente dos resultados se encontra na faixa de menores 

intervalos de tempo empregadas nos experimentos. Dessa forma, o intervalo de 

tempo escolhido foi de 30 segundos, intervalo que era empregado por BORDIN 

(2013) e que, segundo o modelo, fornece resposta analítica tão boa quanto o valor 
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de desejabilidade. Em relação ao volume de solução extratora, a regressão também 

indica tendência crescente até um ponto máximo, e volumes maiores gerariam 

decréscimos na resposta. Dessa forma, o volume de 875 mL foi escolhido como 

valor otimizado.  

Para confirmar as predições interpretadas a partir do modelo estatístico, este 

foi validado com um experimento em triplicata utilizando a metodologia otimizada. 

Com a equação do modelo, foi possível obter um valor de área teórico (predito: 

106836,07) utilizando os valores ótimos e compará-los com os valores reais obtidos: 

 

Tabela 11: Comparação dos valores reais obtidos e valor predito pela 

equação para validação do modelo estatístico. 

Replicata Média geométrica Erro relativo (%) 

1 99613,20 -7,25 
2 99724,80 -7,13 

3 99999,65 -6,84 
Fonte: autoria própria (2022). 

 

A Tabela 11 apresenta os erros relativos em porcentagem dos valores reais 

obtidos, os quais foram menores do que 10%. Assim, o modelo estatístico foi 

considerado significativo e preditivo, e a metodologia de preparo de amostra 

otimizada satisfatoriamente. A otimização da metodologia proposta, em termos de 

área total, garantiu um aumento de 34% na detectabilidade dos analitos (FIGURA 

16). 
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 Figura 16. Comparação entre a metodologia inicial de preparo de amostra e a metodologia otimizada 

avaliando a resposta analítica do método. Fonte: autoria própria (2022). 

 

5.2 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

5.2.1 Limites de detecção e quantificação 

Os limites de detecção e quantificação atingidos com o método proposto 

estão apresentados na Tabela 12.  

Neste trabalho, a metodologia empregada para determinação dos Limites de 

Detecção (LDs) e Limites Inferiores de Quantificação (LIQs) foi de avaliação 

empírica dos valores de coeficiente de variação entre as replicatas de cada baixa 

concentração testada. A determinação destes parâmetros baseada na 

reprodutibilidade do método confere confiabilidade ao resultado obtido por se basear 

em sua precisão (BROWN et al., 2011).  

As concentrações baixas testadas foram 10, 5, 3 e 2 ng.mL-1. Analitos como 

nicotina, metanfetamina e cocaína não tiveram coeficientes de variação inferiores a 

20% em concentrações menores que a estabelecida como LIQ (5 ng.mL-1), que teve 

CV inferior a 15%. Dessa forma, os LDs destes analitos ficaram estabelecidos na 

mesma concentração que o LIQ. 
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Em comparação com demais métodos reportados na literatura, os limites 

definidos para esta metodologia têm detectabilidade adequada para detecção das 

substâncias psicoativas e seus metabólitos em leite materno. Os métodos de 

Marchei et al (2011) e Escuder-Vieco et al (2016) alcançaram limites de detecção 

entre 1 e 3 ng.mL-1 e de quantificação entre 5 e 10 ng.mL-1 utilizando LC-MS/MS 

para 18 substâncias ilícitas em leite materno, incluindo os analitos do presente 

trabalho, ao combinar extração líquido-líquido e SPE (ESCUDER-VIECO et al., 

2016; MARCHEI et al., 2011). D’Avila e colaboradores (2015) utilizaram precipitação 

proteica com acetonitrila e LC-MS para analisar cocaína e seus metabólitos em leite 

materno, obtendo LDs entre 2,5 e 3,0 ng.mL-1 e o LIQs de 5 ng.mL-1, semelhante 

aos valores obtidos para cocaína e benzoilecgonina neste trabalho (D’AVILA et al., 

2015b). Silveira et al (2016) também analisou cocaína e seus metabólitos em leite 

materno, utilizando LPME e GC-MS, e alcançou LDs de 6 ng.mL-1 e LIQs de 12 

ng.mL-1. 

Tabela 12. Limites de detecção e quantificação obtidos com a metodologia 

proposta. 

Analito LD (ng.mL-1) LIQ (ng.mL-1) 

ANF 2,0 5,0 

NIC 5,0 5,0 

MA 5,0 5,0 

COT 3,0 5,0 

MDMA 2,0 5,0 

MET 2,0 5,0 

COC 5,0 5,0 

CE 3,0 5,0 

BZE 2,0 5,0 

MORF 2,0 5,0 

Fonte: autoria própria (2022). Abreviações: ANF – anfetamina; NIC – nicotina; MA – metanfetamina; 

COT – cotinina; MDMA – metilenodioximetanfetamina; MET – metadona; COC – cocaína; CE – 

cocaetileno; BZE – benzoilecgonina; MORF – morfina. 
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5.2.2 Linearidade 

Para estudo da linearidade, uma ampla faixa de trabalho foi utilizada, com 

base nas concentrações geralmente encontradas em amostras de leite relatadas na 

literatura. Das oito concentrações avaliadas entre 5 e 500 ng.mL-1, no mínimo seis 

foram utilizadas para a construção das curvas de calibração. Na calibração, foi 

empregada o método de padronização interna, com utilização dos padrões internos 

deuterados, e todas as curvas apresentaram coeficientes de correlação (R) maiores 

do que 0,99. 

Considerando o intervalo de mais de uma ordem de grandeza entre os 

valores de concentração, a homocedasticidade dos dados foi avaliada e para todos 

os analitos foi verificado o aumento de variância conforme as concentrações 

crescentes da curva, isto é, os dados foram considerados heterocedásticos. A 

condição de heterocedasticidade apresenta-se pela forte dispersão de dados em 

torno da reta e pode levar à uma quantificação de baixa confiabilidade, o que 

compromete a avaliação da exposição do lactente. As curvas de calibração em 

modelo linear e os gráficos de dispersão de resíduos foram compilados no Anexo II. 

Para o melhor ajuste dos dados, a Regressão Linear Ponderada foi 

empregada. A aplicação de pesos sobre os dados gerou modelos com erros 

relativos inferiores aos dos modelos de regressão linear, e os modelos com menor 

soma de erro relativo foram utilizados para tratamento de dados de estabilidade e 

quantificação das amostras reais. As curvas de calibração dos modelos lineares 

ponderados estão apresentadas na Tabela 13. 
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Tabela 13: Resultados de linearidade das curvas de calibração dos dez analitos entre 5 e 

500 ng.mL-1 no método proposto. 

Analito 
Equação da curva de 

calibração 
Ponderação 

Coeficiente de 

correlação (R) 

Soma erro 

relativo (%) 

ANF y = 0,005216x + 0,08865116 1/x2 0,9994 13,45 

NIC y = 0,007203x + 0,20039135 1/x2 0,9992 13,85 

MA y = 0,004903x + 0,14184526 1/x2 0,9956 32,79 

COT y = 0,006783x + 0,29398701 1/x2 0,9994 11,22 

MDMA y = 0,005423x + 0,10551787 1/x2 0,9991 20,00 

MET y = 0,002161x - 0,0044478 1/x 0,9975 32,78 

COC y = 0,004487x + 1,004119 1/y 0,9996 10,85 

CE y = 0,002678x + 0,04025491 1/y1/2 0,9998 18,51 

BZE y = 0,001066x + 0,0068583 1/x2 0,9983 23,23 

MORF y = 0,003076x + 0,07672318 1/x2 
0,9932 36,49 

Fonte: autoria própria (2022). Abreviações: ANF – anfetamina; NIC – nicotina; MA – metanfetamina; 

COT – cotinina; MDMA – metilenodioximetanfetamina; MET – metadona; COC – cocaína; CE – 

cocaetileno; BZE – benzoilecgonina; MORF – morfina. 

 

 A ponderação 1/x2 gerou modelos de menor erro relativo para as curvas de 

calibração dos analitos, exceto para as curvas de metadona, cocaína e cocaetileno. 

Embora algumas curvas possuam ƩER% elevadas, as preconizações dos guias de 

validação não delimitam este parâmetro. Para alguns analitos, os valores de 

coeficiente de correlação dos modelos ponderados foram maiores em comparação 

com as curvas do modelo de regressão linear simples, o que se acredita garantir 

uma melhor adequação dos dados experimentais dos ensaios de linearidade e 

quantificações mais precisas e exatas. Com isso, a faixa de trabalho escolhida e as 

curvas de calibração obtidas foram consideradas adequadas para a quantificação 

dos analitos em leite materno. 
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5.2.3 Precisão e exatidão 

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de precisão 

intraensaio e interensaio e de exatidão. Todos os valores obtidos para precisão 

atenderam aos critérios de aceitação de 20% para CQB e 15% para CQM e CQA, ou 

seja, o método pode ser considerado preciso. 

Quanto à exatidão, os resultados foram calculados pelo erro relativo e 

somados a 100. Observa-se que todos os valores obtidos estão dentro dos limites de 

variação preconizados de 80 a 120% para CQB e 85 a 115% para CQM e CQA, 

garantindo a exatidão do método. 

 

5.2.4 Recuperação 

A Tabela 14 também contém os valores de recuperação do preparo de 

amostra empregado para quantificação dos analitos em leite materno. A recuperação 

não é um parâmetro de validação preconizado pelos Guias de Validação cujos 

ensaios deste trabalho foram baseados. Ainda assim, a recuperação foi estudada 

para avaliar a eficiência do preparo de amostra; de acordo com o Guia para 

Validação da UNODC (2009), valores de recuperação próximos a 100% são 

desejáveis, mas não mandatórios, desde que o método seja preciso, exato e os 

limites de detecção e quantificação estejam apropriados para as análises (UNITED 

NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME (UNODC), 2009).  

Dessa forma, a recuperação foi considerada satisfatória, considerando a 

precisão e exatidão do método (Item 5.4.3) e a adequabilidade dos limites LD e LIQ 

(Item 5.4.1) para a detecção e quantificação dos analitos nesta amostra, embora os 

valores de recuperação obtidos sejam relativamente baixos, variando entre 15 e 

86%. Na literatura, a recuperação de técnicas que envolvem precipitação proteica 
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seguida de extração em fase sólida para análise em leite materno pode atingir 100% 

(SANTOS; DE MARTINIS, 2020).  No que tange à técnica de DPX, os valores 

tendem a se concentrar entre 60 e 110% utilizando fase de troca catiônica em 

análises forenses, ambientais e de alimentos (BORDIN et al., 2016a). No método 

analítico de Bordin et al (2013) para análise de drogas de abuso em mecônio, no 

qual se baseia o procedimento deste trabalho, os valores de recuperação obtidos 

foram de 69 a 98%. Assim, acredita-se que a recuperação atingida se deve à 

complexidade da amostra e também às perdas decorrentes do processo de 

precipitação proteica que antecede à técnica de DPX. 

 

5.2.5 Estabilidade 

As Tabelas 15 e 16 apresentam os valores de erro relativo dos ensaios de 

estabilidade dos analitos em amostra biológica e das soluções-padrão, 

respectivamente. Todos os ensaios atenderam ao critério de garantia de estabilidade 

das amostras e soluções - padrão, com exceção do ensaio de estabilidade de curta 

duração. Nesta avaliação, nenhum analito manteve valores de concentração CQB e 

CQA com desvio inferior a 15%, não podendo ser considerados estáveis à 

temperatura ambiente durante o período de nove horas – período que as amostras 

fortificadas foram mantidas. Os demais analitos apresentaram valores inferiores que 

ultrapassaram o desvio preconizado, indicando provável degradação na amostra de 

leite materno em períodos prolongados fora do congelamento. Acredita-se que a 

exposição à luz e à temperatura ambiente por período prolongado tenha corroborado 

para uma provável degradação. Dessa forma, as amostras reais foram 

descongeladas, preparadas e analisadas em um período inferior a cinco horas para 

evitar uma condição de instabilidade e garantir a integridade das amostras.
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Tabela 14: Resultados de precisão, exatidão e recuperação dos analitos no método analítico proposto.  

 
Analito 

 
Concentração 

(ng.mL-1) 

Precisão 
 

Exatidão 
(%, n = 5) 

 
Recuperação 

(%) 
Intraensaio 
(CV%, n = 5) 

Interensaio 
(CV%, n = 5, dias = 3) 

 
ANF 

 

15 
200 
450 

10,51 
2,48 
4,08 

11,78 
4,08 
6,75 

103,20 
101,90                             
103,37 

39,17 
40,08 
35,32 

 
NIC 

 

15 
200 
450 

11,21 
10,53 
14,79 

17,55 
12,68 
13,41 

97,86 
96,13 
105,63 

42,31 
37,67 
68,96 

 
MA 

 

15 
200 
450 

9,07 
6,26 
8,66 

17,70 
11,37 
13,29 

96,25 
107,11 
107,32 

46,29 
34,73 
69,42 

 
COT 

 

15 
200 
450 

3,22 
4,22 
9,60 

15,87 
7,39 
9,06 

99,41 
112,62 
97,58 

75,20 
67,08 
77,28 

 
MDMA 

 

15 
200 
450 

6,70 
6,43 
4,70 

17,33 
12,72 
10,78 

99,01 
113,69 
104,12 

36,00 
35,39 
58,44 

 
MET 

 

15 
200 
450 

6,01 
14,54 
8,59 

19,79 
9,10 
11,49 

113,94 
98,16 
96,16 

15,73 
38,15 
19,96 

 
COC 

 

15 
200 
450 

19,82 
9,34 
12,76 

19,30 
12,92 
11,46 

103,28 
107,84 
105,42 

81,19 
63,17 
75,37 

 
CE 

 

15 
200 
450 

14,98 
7,39 
12,99 

13,04 
11,47 
10,74 

98,16 
96,21 
94,09 

41,84 
33,18 
47,18 

 
BZE 

 

15 
200 
450 

9,78 
9,66 
13,35 

15,15 
17,69 
10,73 

97,65 
99,67 
98,28 

55,52 
70,97 
86,17 

 
MORF 

 

15 
200 
450 

7,93 
4,27 
5,34 

19,46 
11,18 
13,52 

96,60 
108,80 
111,38 

46,62 
37,80 
39,42 

Fonte: autoria própria (2022). Abreviações: ANF – anfetamina; NIC – nicotina; MA – metanfetamina; COT – cotinina; MDMA – 

metilenodioximetanfetamina; MET – metadona; COC – cocaína; CE – cocaetileno; BZE – benzoilecgonina; MORF – morfina. 
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Tabela 15: Resultados dos ensaios de estabilidade dos analitos em leite materno de acordo com o método analítico proposto. 

Analito 
Concentração 

(ng.mL-1) 

  Estabilidade (ER%)  

Curta duração 

(9h a 22 ± 2°C) 

Longa duração 

(90 dias a -20 °C)  

Congelamento e 

descongelamento 

(3 ciclos) 

Pós – processamento 

(18h a 22 ± 2 °C) 

ANF 

 

15 

450 

-50,17 

-11,10 

-8,93 

-13,29 

-14,62 

-14,93 

-1,35 

-3,96 

NIC 

 

15 

450 

-78,34 

-85,17 

-13,46 

-13,58 

-13,35 

-15,01 

-14,33 

-14,60 

MA 

 

15 

450 

-17,31 

-18,05 

-2,89 

4,19 

-6,86 

-8,95 

-8,74 

-1,39 

COT 

 

15 

450 

-10,56 

-29,07 

-7,35 

-12,40 

1,42 

-6,68 

-1,48 

-2,86 

MDMA 

 

15 

450 

-65,55 

-26,96 

-14,51 

-3,93 

-10,76 

-0,36 

-3,05 

-8,03 

MET 

 

15 

450 

-16,02 

-56,14 

-11,99 

0,52 

-9,26 

-11,26 

-13,88 

-7,62 

COC 

 

15 

450 

-12,73 

-11,31 

-12,07 

2,71 

-0,39 

-6,29 

2,16 

7,80 

CE 

 

15 

450 

-84,80 

-45,55 

-5,85 

-14,95 

7,36 

-12,10 

-11,07 

-0,55 

BZE 

 

15 

450 

-78,20 

-82,41 

-2,47 

-5,28 

-7,81 

-9,21 

-5,22 

-11,07 

MORF 

 

15 

450 

-16,95 

-17,21 

-10,81 

-10,53 

-8,46 

-5,76 

-8,49 

-6,36 

Fonte: autoria própria (2022).  

 

Abreviações: ANF – anfetamina; NIC – nicotina; MA – metanfetamina; COT – cotinina; MDMA – metilenodioximetanfetamina; MET – metadona; COC – 

cocaína; CE – cocaetileno; BZE – benzoilecgonina; MORF – morfina. 
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Tabela 16: Resultados dos ensaios de estabilidade das soluções – padrão 

utilizadas no desenvolvimento e validação do método analítico proposto. 

Analito Concentração (ng.mL-1) 
Estabilidade Solução – padrão 

(ER%) 

ANF 
 

15 
450 

0,69 
-1,82 

NIC 
 

15 
450 

8,29 
-2,30 

MA 
 

15 
450 

2,73 
-5,67 

COT 
 

15 
450 

-7,27 
0,85 

MDMA 
 

15 
450 

-6,23 
9,11 

MET 
 

15 
450 

-6,10 
6,15 

COC 
 

15 
450 

-8,17 
8,98 

CE 
 

15 
450 

-4,39 
5,85 

BZE 
 

15 
450 

7,77 
-9,72 

MORF 
 

15 
450 

1,59 
-2,56 

ANF-D11 200 0,48 

KET-D4 200 8,14 

MET-D3 200 -0,46 

COC-D3 200 -3,87 

COD-D6 200 0,12 

Fonte: autoria própria (2022).  

 

Abreviações: ANF – anfetamina; NIC – nicotina; MA – metanfetamina; COT – cotinina; MDMA – 

metilenodioximetanfetamina; MET – metadona; COC – cocaína; CE – cocaetileno; BZE – 

benzoilecgonina; MORF – morfina; ANF-D11 - anfetamina deuterada; KET-D4 – cetamina detuterada; 

MET-D3 – metadona deuterada; COC-D3 – cocaína deuterada; COD-D6 – codeína deuterada. 
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5.2.6 Seletividade 

Na avaliação da seletividade do método, algumas substâncias que 

possivelmente poderiam ser consumidas pela mãe no período de amamentação 

foram analisadas. Nenhum interferente foi detectado nos tempos de retenção dos 

compostos de interesse. Dessa forma, o método pode ser considerado seletivo 

para análise das substâncias as quais se propõe.  

Além disso, durante o desenvolvimento do método, as “amostras branco” de 

leite foram fornecidas por diferentes mães e foram coletadas em períodos de 

lactação diferentes. Não foram observados interferentes endógenos nas análises, o 

que possibilitou garantir que o método seja seletivo para amostras de indivíduos 

diferentes e que o tipo de leite também não afetasse a qualidade da análise. 

  

5.2.7 Efeito Residual (Carryover) 

A Figura 17 apresenta um cromatograma de amostra branco analisada após 

a injeção de uma amostra fortificada com os analitos na concentração de 1000 

ng.mL-1. A amostra apresentou perfil cromatográfico semelhante quando injetada 

anteriormente à curva de calibração, com picos de relativa abundância em alguns 

tempos de retenção de interesse que, contudo, não correspondem à nenhuma 

substância endógena ou exógena do leite, como tioureia e hidrocarbonetos de 

cadeia longa,  e não impedem que a quantificação seja realizada. Dessa forma, o 

método foi considerado isento de efeito residual entre as análises. 
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Figura 17. Cromatograma de análise de amostra branco de leite materno após a injeção de amostra 

fortificada com analitos em concentração superior ao ponto mais alto da curva de calibração.  

Fonte: autoria própria (2022). 

 

5.3 ANÁLISE DE AMOSTRAS REAIS  

Este é o primeiro trabalho que utiliza a técnica de DPX para análise de 

drogas de abuso em leite materno. Das 67 amostras coletadas no Banco de Leite 

do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto, não foi detectada a presença de 

nenhum dos analitos deste projeto em nenhuma das amostras. Os resultados 

obtidos podem ser oriundos da real ausência das substâncias investigadas, mas 

não se descarta a possibilidade de que outras amostras possam conter alguma 

substância psicoativa ou que outras substâncias além das investigadas tenham 

sido consumidas e pudessem estar presentes no leite materno, uma vez que outros 

estudos reportados na literatura  mundial relatam casos de amostras positivas e até 

mesmo casos de intoxicação aguda do recém-nascido via leite materno (D’AVILA 

et al., 2015a; DRUGS AND LACTATION DATABASE (LACTMED) - NCBI 

BOOKSHELF, [s.d.]; SILVEIRA et al., 2017). Para responder estes 
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questionamentos, é necessário maior incentivo às pesquisas relacionadas à saúde 

pública e consumo de drogas para que, assim, mais projetos como o deste escopo 

sejam realizados em todo o país e possa haver um maior entendimento sobre o 

consumo de substâncias psicoativas pela população (neste caso, de mulheres em 

período de amamentação) e melhores estratégias de garantia à saúde possam ser 

traçadas.  

Acredita-se que o resultado das análises realizadas evidencie a efetividade 

do cadastro de mães doadoras em selecionar lactantes para realizar doação de 

leite ao Banco de Leite do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto. O cadastro 

procura identificar o cenário a qual as mães que desejam ser doadoras se 

encontram, no que tange qualidade de vida e boas condições de saúde, incluindo o 

possível histórico de consumo de drogas. Dessa forma, busca-se garantir a 

qualidade do leite materno a ser fornecido para outros recém-nascidos.  

Nesse sentido, foi possível fazer um levantamento das informações das 

doadoras que aceitaram participar deste projeto, sem revelar sua identificação, e 

saber que: a faixa etária das doadoras se concentra entre 21 e 43 anos; 80,9% 

moram na cidade de Ribeirão Preto e as demais em cidades próximas, onde sabe-

se que há acesso a saneamento básico, e as condições de moradia relatadas por 

todas foram consideradas ótimas; 55,2% estudaram até o ensino médio e 44,8% 

tem ensino superior completo; além disso, nenhuma delas relatou histórico 

pregresso de consumo de drogas. Sabe-se que o conjunto amostral deste estudo é 

pequeno para tentar estabelecer uma relação dos resultados das análises com 

dados demográficos, contudo, sabendo que o referido cenário não corresponde à 

realidade da maioria de mulheres em amamentação no Brasil e que eventualmente 

possam ser doadoras, faz-se necessário a continuidade de estudos de 
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levantamento para que haja um maior entendimento da relação entre o consumo 

de substâncias psicoativas e a exposição infantil via leite materno.  
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

A metodologia desenvolvida e validada neste trabalho empregando extração 

em fase sólida dispersiva com ponteiras DPX e cromatografia em fase gasosa 

acoplada a espectrometria de massas mostra satisfatória detectabilidade, eficiência 

e reprodutibilidade para detecção e quantificação de anfetamina, metanfetamina, 

metilenodioximetanfetamina, nicotina, cotinina, cocaína, benzoilecgonina, 

cocaetileno, metadona e morfina em amostras de leite materno, sendo o primeiro 

trabalho descrito na literatura que faz uso de DPX-CG-EM para análise de drogas de 

abuso em amostras de leite materno. Desta forma, o método é uma alternativa em 

relação aos demais reportados na literatura para análises toxicológicas de rotina 

visando a qualidade do leite a ser fornecido para um recém-nascido. O equipamento 

de CG-EM é um dos mais consolidados e acessíveis para análises quantitativas de 

drogas de abuso, enquanto a técnica de DPX é uma técnica eficiente, rápida e de 

baixo consumo de solvente. Neste trabalho, o aumento do volume de amostra 

possibilitou atingir menores limites de detecção e quantificação, embora tenha 

levado a um maior volume de solvente necessário para precipitação de proteínas. 

Ainda assim, a técnica de DPX é uma opção interessante para análise de leite, 

permitindo a quantificação de diversos analitos simultaneamente dentro da 

adequação exigida. Não foi possível superar a complexidade da amostra sem um 

tratamento prévio de precipitação de proteínas utilizando solvente, o que eleva o 

tempo e o custo da análise, mas a redução de intervalos de tempo de cada etapa e 

a utilização de maiores porções de água em relação a solventes tóxicos mostraram-

se como possibilidades. Dessa forma, recomenda-se que novos trabalhos explorem 

mais a versatilidade da técnica de DPX, podendo reduzir o consumo de solventes e 
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até eliminar algumas etapas do processo, como a de condicionamento da fase 

sólida, como já reportado em alguns trabalhos da literatura. 

Neste trabalho, não houve exposição infantil às substâncias psicoativas 

analisadas, uma vez que não houve detecção em nenhuma das 67 amostras. Estes 

resultados refletem a integridade do leite doado ao Banco de Leite HC-FMRP, 

embora não haja garantia em relação a outras amostras e outras substâncias 

psicoativas não investigadas neste estudo. Dessa forma, faz-se necessário que mais 

estudos de análises toxicológicas sejam realizados e implementados nas rotinas de 

trabalho com leite materno, considerando pela literatura científica que o uso de 

substâncias psicoativas durante o período de gestação e amamentação é uma 

realidade, e que pode comprometer o desenvolvimento humano em maior ou menor 

grau. Além disso, que mais políticas públicas informem à população sobre os riscos 

associados ao uso de drogas e à dependência química com maior intuito e melhores 

estratégias de redução de danos à saúde antemão à criminalização, uma vez que a 

ampla disseminação de drogas na população é uma realidade cada vez mais 

evidente. 
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Figura 1.  Cromatograma de íons do padrão interno Anfetamina-D11 (A) na concentração de 200 

ng.mL
-1

 e dos analitos Anfetamina (B), Metanfetamina (C) e Metilenodioximetanfetamina (D) no 

limite de quantificação do método (5 ng.mL
-1

). Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 2.  Cromatograma de íons do padrão interno Cetamina-D4 (A) na concentração de 200 

ng.mL
-1

 e dos analitos Nicotina (B) e Cotinina (C) no limite de quantificação do método (5 ng.mL
-1

). 

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 3.  Cromatograma de íons do padrão interno Metadona-D3 (A) na concentração de 200 

ng.mL
-1

 e do analito Metadona (B) no limite de quantificação do método (5 ng.mL
-1

).  

Fonte: autoria própria (2022). 

 

 

  



101 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  Cromatograma de íons do padrão interno Cocaína-D3 (A) na concentração de 200 

ng.mL
-1

 e dos analitos Cocaína (B), Cocaetileno (C) e Benzoilecgonina (D) no limite de 

quantificação do método (5 ng.mL
-1

). Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 5.  Cromatograma de íons do padrão interno Codeína-D6 (A) na concentração de 200 

ng.mL
-1

 e do analito Morfina (B) no limite de quantificação do método (5 ng.mL
-1

).  

Fonte: autoria própria (2022). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO II 
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Figura 1: Curva de calibração para Anfetamina e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 2: Curva de calibração para Nicotina e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 3: Curva de calibração para Metanfetamina e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 4: Curva de calibração para Cotinina e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 5: Curva de calibração para MDMA e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 6: Curva de calibração para Metadona e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 7: Curva de calibração para Cocaína e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 8: Curva de calibração para Cocaetileno e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 9: Curva de calibração para Benzoilecgonina e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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Figura 10: Curva de calibração para Morfina e gráfico de dispersão dos resíduos.  

Fonte: autoria própria (2022). 
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