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RESUMO

SANTOS JUNIOR, W.J.R. Investigacdo de substancias psicoativas em amostras
de leite materno. 2022. 140p. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Devido as propriedades fisico-quimicas, uma gama de substancias psicoativas
(licitas e ilicitas) consumidas por mulheres em periodo de lactacdo pode ser
transferida da corrente sanguinea para o leite materno, podendo causar
prejuizos/efeitos deletérios no desenvolvimento do recém-nascido a curto e longo
prazo. Pesquisas revelam a presenca de drogas de abuso, como a maconha e a
cocaina, em amostras de voluntarias de estudos ou de bancos de leite humano. O
leite humano pode ser utilizado como amostra biolégica para analises toxicologicas,
sendo coletado de forma simples e néo invasiva, 0 que permite avaliar a exposi¢céo
do lactente a essas substancias durante a amamentacdo. Neste trabalho, a
presenca de substancias psicoativas em amostras de leite humano foi investigada a
partir de um método de precipitacdo proteica seguida de extracdo em fase sélida
dispersiva para deteccdo e quantificacdo de anfetamina, metanfetamina,
metilenodioximetanfetamina, nicotina, cotinina, metadona, morfina, cocaina,
cocaetileno e benzoilecgonina com analise por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas. A validacdo do método foi considerada
satisfatdria nos parametros avaliados. Os limites de deteccdo dos analitos variaram
entre 2-5 ng.mL™ e o limite de quantificacdo foi de 5 ng.mL™ para todos. As curvas
de calibracdo foram lineares na faixa de trabalho de 5 a 500 ng.mL™ (r > 0,99),
utilizando modelos de regressao linear ponderada. O preparo de amostra
apresentou recuperagao entre 15-86%, preciséo intra-dia de 2-19% e inter-dia de 4-
19% e exatiddo de 96-114%. Apos desenvolvimento e validacdo, o método foi
aplicado a 67 amostras de leite materno coletadas no Banco de Leite Humano do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, as quais tiveram resultados negativos para

todos os analitos investigados.

Palavras-chave: leite materno; lactacdo; drogas psicoativas; exposi¢cao infantil;
andlises toxicoldgicas; extracdo em ponteiras descartaveis; 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 Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo 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™* and the
limit of quantification was 5 ng.mL™ for all investigated analytes. Calibration curves
were linear over a range of 5 -500 ng.mL™ (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 Clinicas de
Ribeirdo 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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Janela de detecc@o de amostras biolOgiCas. .........ccovviiiiiiieiiiiiiiiieeeeeeie 9
Figura 2 — Etapas da extragdo com ponteiras DPX.........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 19
Figura 3 — Procedimento de Clean-uUp..........oooooiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e 35

Figura 4 - Procedimento otimizado de extragdo e pré-concentracdo dos

ANAITTOS. ..ttt e r e e e e e e e e e e e e e e e e 36
Figura 5 — Aparato utilizado para DPX.........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 36

Figura 6 — Ensaios realizados para otimizacdo do procedimento de preparo de

= T L0151 = 38

Figura 7 — Cromatograma obtido da andlise de um pool dos analitos na

concentraGio de 500 NG.ML™ ... ....coiiiieeeee ettt en s 50

Figura 8 — Cromatograma obtido da analise de amostra branco de LM fortificada

com analitos (500 ng.mL™) e padrdes internos (200 Ng.ML™)......ccooeveoviierieeeen, 51

Figura 9 — Cromatograma de ions utilizados para quantificacdo de substancias
psicoativas em leite materno. Analitos na concentracdo de 500 ng.mL™ e padrées

INEErN0S 200 NG.ML ™. ..ottt e, 51

Figura 10 — Valores médios (triplicata) de area dos picos dos analitos utilizando
acetonitrila (em verde) e solucdo de acetonitrila 30% (em azul) como solvente de

condicionamento da PONTEIra DPX.......oouiiiiiiiiiieiiii et 52

Figura 11 — Valores médios de area dos picos dos analitos ao utilizar metanol (em

azul) e solucdo metandlica (em laranja) como solvente de lavagem da ponteira

D USSP POPSPPPPPPRN 53
Figura 12 — Diagrama de Pareto das variaveis avaliadas...................cccccvvvieeenennn. 55
Figura 13 — Modelo estatistico d0 DCCR.........ccoooviiiiiiii e 56

Figura 14 — Superficie de resposta bidimensional do DCCR..........ccccccvvviiiiieeneennn. 57



Figura 15 — Desejabilidade do modelo estatistico criado para a metodologia de

preparo de amostra utilizada N0 ensaio DCCR............cccuuuiiiiiiiiiiiiee e 58

Figura 16 - Comparacdo entre a metodologia inicial de preparo de amostra e a

metodologia otimizada avaliando a resposta analitica do método.............cccccc.uuvveeees 61

Figura 17 — Cromatograma de andlise de amostra branco de leite materno apos a
injecdo de amostra fortificada com analitos em concentracdo superior ao ponto mais

alto da curva de CalibraGao............uiiiiiiii i 71



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Fatores que influenciam a transferéncia de substancias para o leite

(L2 (<] Lo T 8

Tabela 2 — Recomendac&o quanto ao tempo de interrupcéo do aleitamento materno

apos consumo de drogas de AabUSO.........uuiiiiiii i e e e e e e 17

Tabela 3 — Principais técnicas analiticas propostas para andalise de drogas de abuso

(=T 0T [T (= 18] o = 1T TSR 24
Tabela 4 — Condicbes das variaveis avaliadas no Plackett-Burmann....................... 39
Tabela 5 — Matriz de experimentos do Plackett-Burmann...........cccccooveeeieeeeeiiiiieinnnns 39
Tabela 6 — Condicfes das variaveis exploradas no DCCR realizado........................ 40
Tabela 7 — Matriz de experimentos realizados N0 DCCR............cccccovvvvvvviiiiiiiinennnnnn. 41
Tabela 8 — Condi¢des cromatograficas do CG-EM............cccooovvriiiiiiiiiiiiiiiiee e, 41
Tabela 9 — Parametros do espectrometro de massas single quadrupole.................. 42

Tabela 10 — ions selecionados para identificacdo e quantificacdo dos analitos e
padrdes internos e seus respectivos tempos de reteNGa0. ........eeveeveveeeeeeieeeeeeininiinns 42

Tabela 11 — Comparacdo dos valores reais obtidos e valor predito pela equacédo

para validacdo do modelo eStatiStiCO...........cccceeiviiiiiiiiicc e 60

Tabela 12 - Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos com a metodologia

0107 0 1] = H PP 62

Tabela 13 — Resultados de linearidade das curvas de calibracdo dos analitos entre 5

e 500 ng.mL™ de acordo com o0 método analitico Proposto............ccceeveveveeeeeeeeenne.. 64

Tabela 14 — Resultados de preciséo, exatiddo e recuperacdo dos analitos no método

ANAITHICO PrOPOSTO. ...eiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e aanaaas 68

Tabela 15 — Resultados dos ensaios de estabilidade dos analitos em leite materno

de acordo com 0 método analitiCo ProPOSLO.........uuurrrerriiiiiiiiiiiiieieeeee e e e e e 69



Tabela 16 — Resultados dos ensaios de estabilidade das solugbes — padréo
utilizadas no  desenvolvimento e validagdo do método  analitico

0107 00 1] {0 PRSPPI 70



11-OH-THC
A’-THC
ANF
ANF-D1;
ANVISA
BZE

CBD

CE

CG-EM

CL-EM

CcoC
COC-D3
COD-De¢
COoT
CQ
CQA
CQB
CQM
CV%
CX
DCCR
DoE
DPX

D-SPE

ER%

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

11-hidroxi-tetrahidrocanabinol

Delta-9-tetrahidrocanabinol

Anfetamina

Anfetamina Deuterada

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Benzoilecgonina

Canabinol

Cocaetileno

Cromatografia em fase gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas

Cromatografia em fase liquida acoplada a Espectrometria de

Massas

Cocaina

Cocaina Deuterada

Codeina Deuterada

Cotinina

Controle de Qualidade

Controle de Qualidade Alto

Controle de Qualidade Baixo

Controle de Qualidade Médio

Coeficiente de Variagao

Troca Catibnica (Cation eXchange)
Delineamento Composto Central Rotacional
Design Experimental

Extracdo em Ponteiras Descartaveis (Disposable Pipette

Extraction)

Extracdo em Fase Sélida Dispersiva (Dispersive Solid Phase

Extraction)

Erro Relativo



HS-SPME
KET-Da
LD

LIQ
LLE

LM
LPME
LSD
LSQ
MA
MDMA
MeOH
MET
MET-Ds
MSTFA
MORF
NIC

PB

PI

PP

RLP
SIM
SPE
SWGTOX

THC-COOH

THC-D3
UNODC

Microextracdo em fase soélida com Headspace
Cetamina Deuterada

Limite de Deteccéo

Limite Inferior de Quantificacéo

Extragéo liquido-liquido

Leite Materno

Microextracdo em fase liquida

Dietilamida de Acido Lisérgico

Limite Superior de Quantificagao
Metanfetamina

Metilenodioximetanfetamina

Metanol

Metadona

Metadona Deuterada
N-metill-N-(trimetillsililtrifluoroacetamida
Morfina

Nicotina

Placket-Burmann

Padréo Interno

Precipitacédo Proteica

Regresséo Linear Ponderada

Monitoramento de lon Selecionado

Extracdo em Fase Solida

Grupo de Trabalho Cientifico em Toxicologia Forense
11-nor-9-carboxi-tetrahidrocanabinol
Tetrahidrocanabinol Deuterado

Escritorio das Nag¢des Unidas sobre Drogas e Crime



SUMARIO

Resumo [
Abstract Ii
Lista de figuras i
Lista de tabelas v
Lista de abreviaturas e siglas Y
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt s e eneaeeae e eae e 1
1.1 Importancia do aleitamento MAtEINO..........cooireeeieiiiii e 3
I O B =T (S = =] L TS 5

1.3 Efeitos de substancias psicoativas em lactentes por exposicdo via leite

[ 0T= UC=] o Lo T PP PR 9
R 0 1 T o 7= T o USRS 10
I B0 0o o7 1] 1 - VPP PPPRRPRR 12
1.3.3  ANTEIAIMINGS. ..ttt e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e s e 13
IR IR R @ o1 =Tl =To PRSP 15
1.4 Interrupcdo do aleitamento em casos de consumo de drogas de

ADUSO. .. e e e e e e e e e e 16
1.5 Extracao em fase sélida dispersiva: DPX.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e 18

1.6 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de

= ST PP TPPPT 20
1.7 Otimizacado da metodologia experimental................cooovviviiiiiiiiiin e, 25
2. OBUIETIVOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e s e e a e e eeeees 28
3. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA.......ooiiiiieiceeeeeece e 30
4, MATERIAIS E METODOS .....ooiiieeeee ettt en ettt 32
Y = 1T = USSR 32
4.2 EQUIPAMENTOS € GCESSONIOS. ...uuveeeiieiiieiiitieaeaaeeaaeeassssaisbbitsrebeeeeeeeaaaeaaaaaeaaasaaanes 32
4.3 Preparo de SOIUGOES € reAQENTES. ......coiiiiiiieiiiieii et e e 33
4.3.1 SOIUGOES — PAAIEO. ...euuieiiiiee ettt et e e e e e e e e ee e 33
VNG P22 ST o] [N or=To e L= Tod o [o I {0 1S3 (0] £ o] o J 33
VG TG IS To] [Wor=ToJe L= = Tod =] (] o111 ] - VST 34

4.3.4 SOIUGAO A€ MELANOL......eeiiiiiiiiiiee e 34



4.3.5 SOIUGAOD EXITALOTA. ... .uueeeeeeiieeiieeee e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 34

Y =3 (0T [0 1 USSP 35
4.4.1 Desenvolvimento da metodologia de preparo de amostra..............ccccceeeeeeennnn. 35
4.4.1.1 Precipitacao proteica (PP) — Clean-up..........uuuuuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeei 35
4.4.1.2 Disposable Pipette EXtraction (DPX)........cccccuuiimimimiiiiiieeieeeee e e 35
4.4.1.3 OtiIMIZAGEAO UNIVAITAUAL. .......uurriiiiiiiiiiiieee e e ee e e e 37
4.4.1.4 Otimizacao MUItIVarAda..............ceveiiiiiiiiiiiis e e e e e e eeee s 37
4.4.1.4.1 Plackett-Burmann (PB)...........uuuuiiiiii i eeee e e e e aeeeanannens 38
4.4.1.4.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)..........ccvvvvviiviiiieeeeneen. 40
4.4.2 CondigBes CromatOgrafiCaS........uuuuiiiuiiiieee ittt e s 41
4.4.3 Validacdo de método bioanalitiCo................evvvviiiiiiiiiii e 43
4.4.3.1 Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo (LQ) e Controles de Qualidade

(0 ) RO SS 43
e A I [ 1= U T =T [ PO 44
R TR o =T o 1= T J OO PPPPPPRRI 45
B.4.3.4 EXAUAEO. ....ueeeiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e ettt e aa e e e as 45
4.4.3.5 RECUPEIAGAD. ... ettteeeeieeieieeaeeeeeeaa e s e e ettt ettt e e e e e e e aeeaeaeaeaa e s e s anabbbbbeeneees 46
4.4.3.6 SeletiVIdade. .........ooeeeeeeeeiiccir e 46
4.4.3.7 EStabilidade. ..........ooeviiiiiiiiii e a7
4.4.3.8 Efeito Residual (CarryOVEN)..........uuuuuiiiiei e eeeeeeeee e e e e e e e e e 47
4.4.4 Coleta de amOSIIAS FEAIS.......cccccurriiiiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeaa e s s s s s s s e e ereeeeaaeaaeans 48
5. RESULTADOS E DISCUSSAO. ..o, 51
5.1 Desenvolvimento dO MELOUO. .........uuviiiiieiee e e e e e e e e e e e e e e e e e 51
5.1.1 OtiMIZAGAO UNIVAMNAUA. ......ceeeeieiriiiniie et e e e e e e e e e e e eeeeereeeeannn s 53
5.1.2 Otimizaga0 MUIIVAINAA. ......ccoiii e e e 55
5.1.2.1 Plackett-BUIMAN............ouuuiiiiiiiiiiise e ee e et e e e e e e e e e e eeeeesnennnnes 55
5.1.2.2 Delineamento Composto Central Rotacional............ccccccceeeiiiiiiiiiis 57
IRV 1To F= Tor=To o [0 3 4 1= 1o Lo [o J PR 61
5.2.1 Limites de detecGao € qUaNLIfICAGED. ........ccevreeriiiiiiiiiiiiiiii e 61
A I [ 1o 4 T = Vo = TN 62
5.2.3 PrecCiSA0 € XAtIUA0...........uuuuuuurriiiiiieeeee e e e e e eeeee ettt s e s s e e e e e e e e e e e eeeeeanen s 64
5.2.4 RECUPEIAGED. ....ceeeeeieeeeeeeee e e ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e s e ne b e e e e eeeeeeeee e 65

B2 5 EStaDIlAAEO. ... oo 66



B5.2.0 SCIBTHIVIHAAR. .. .o e e 70

5.2.7 Efeito Residual (CarryOVel).......ccuuiii i e e 70
5.3 ANAIISE @ AMOSIIAS FCAUS. .. e eee et e e aa e 71
6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS . ...cce ettt 74
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .. .oooee oot 77

ANEXOS . e a e s 96



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

De acordo com 0s mais recentes Relatorios Mundiais sobre Drogas langcados
pelo Escritorio das Nac¢des Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC), a quantidade de
pessoas em todo o mundo que usaram drogas a0 menos uma vez por ano é de
cerca de 5,5% da populacédo global entre 15 e 64 anos, cujo a prevaléncia do
consumo se concentra entre adolescentes e adultos jovens de 18 a 25 anos.
(UNODC, 2021). O relatério mais recente da UNODC aponta ainda que, apés 0 ano
da pandemia de COVID-19, cerca de 36,3 milhdes de pessoas passaram a
apresentar transtornos relacionados ao uso de drogas, com destaque na gravidade
do consumo de opioides (incluindo opidceos) também observada no relatério do ano
anterior (UNODC, 2020, 2021). A cannabis é a droga mais amplamente consumida
no mundo e o0 numero global de usuarios de cannabis expandiu em
aproximadamente 16% na ultima 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 udltimo relatério ressalta o aumento
significativo da concentracao de tetrahidrocanabinol (THC) nas espécies de cannabis
dos Estados Unidos e Europa (UNODC, 2020, 2021).

O Il Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela Populagao
Brasileira (o ultimo levantamento realizado no Brasil) informou que 26,4 milhdes de
brasileiros entre 12 e 65 anos consumiram algum produto de tabaco no ano de 2015;
dentre estes, 1,1 milhdo consumiram tabaco e maconha em mistura no mesmo ano.
Dos entrevistados, 8,8 milhdes de mulheres relataram consumo cigarros

industrializados no més anterior & pesquisa (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2017).



Em relacdo aos medicamentos ndo prescritos, o uso de opiaceos foi mais prevalente
do que de benzodiazepinicos, sendo mais frequentemente reportado entre as
mulheres do que entre os homens. Mesmo em pequena parcela da populacéo
amostral (0,6%), € importante manter atencdo em relacdo ao consumo de derivados
de o6pio, considerando a Crise dos Opioides enfrentada nos Estados Unidos nos
altimos anos - o aumento do uso abusivo de analgésicos prescritos (a base de
morfina e codeina, por exemplo), heroina e derivados de fentanil, além do aumento
do namero de casos de overdose e mortes relacionados ao consumo destas
substancias (NIDA, 2018).

O levantamento aponta ainda que o uso de alguma substéancia ilicita na vida
foi reportado por aproximadamente 15 milhdes de brasileiros. As maiores
prevaléncias de consumo na vida foram da maconha, cocaina e crack, 0os solventes
(inalantes), ecstasy, ayahuasca, LSD, cetamina e heroina. O uso de substancia
ilicita foi mais frequentemente reportado por homens do que por mulheres. Contudo,
as mulheres apresentaram prevaléncia superior a dos homens no consumo de alcool
com medicamentos n&o prescritos (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2017). Apesar
de a maioria das pessoas que usam drogas serem homens, as mulheres tém
padrbes especificos de uso. Além disso, embora as mulheres possam tipicamente
comecar a usar substancias mais tarde que os homens, uma vez que iniciam 0 uso,
tendem a aumentar o consumo de alcool, cannabis, cocaina e opioides mais
rapidamente que os homens, bem como desenvolver desordens decorrentes do uso
dessas drogas (UNODC, 2018).

O abuso de substancias tem sido motivo de preocupacdo mundial com
relacdo a saude da gestante e do seu filho em diferentes niveis socioeconémicos

(ANGELUCCI, 2010; SCHAUBERGER et al., 2014). Pesquisas ja alertavam o



aumento progressivo no consumo de alcool, tabaco, maconha e outras drogas no
sexo feminino (ANGELUCCI, 2010). Os dados atuais apontam que enquanto a
proporcdo de um a cada trés usuarios € mulher, apenas um entre cinco buscam
tratamento (UNODC, 2020). Dados sobre o uso de substancias ilicitas por mulheres
durante o periodo poés-parto sao inexistentes no Brasil (SILVEIRA, 2016). J& nos
Estados Unidos, de acordo com o Levantamento Nacional em Uso de Drogas e
Saude lancado em 2013, 5,4% das mulheres gravidas com idade entre 15 e 44 anos

eram usuarias de substancias ilicitas (SAMHSA, 2013).

1.1 IMPORTANCIA DO ALEITAMENTO MATERNO

Desde o inicio dos anos 2000, o aleitamento materno exclusivo nos primeiros
6 meses de vida, com continuidade da amamentacdo de 1 a 2 anos ou mais, é
reconhecido como padrdo normativo para alimentacdo infantil (WARD et al., 2001,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). O leite humano € especialmente
adequado para o bebé, tanto em sua composi¢cdo nutricional quanto nos fatores
bioativos ndo nutritivos que promovem a sobrevivéncia e o desenvolvimento
saudavel (OFTEDAL, 2012).

Se a técnica de aleitamento é satisfatéria, o aleitamento exclusivo pelos
primeiros seis meses de vida é compativel com as necessidades nutricionais e
energéticas da maioria das criangas, tornando completamente desnecessarios
outros alimentos e liquidos, inclusive agua, que constitui 88% do leite humano.
Mesmo apdés o inicio da alimentacdo complementar, o leite materno continua a ser
importante fonte energética para o bebé, contribuindo com cerca de metade das
necessidades dessa natureza no primeiro ano de vida e um ter¢co no segundo ano

(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).



Além disso, diversos estudos ja associaram a amamentacdo com potenciais
beneficios médicos e sociais, que incluem diminuicdo da mortalidade e morbilidade
de criancas por infeccbes e demais doencgas, vantagens no desenvolvimento
cognitivo e diminuicdo da incidéncia de cancer e osteoporose nas méaes (ITO; LEE,
2003). Estimativas em relacdo a formas de acdo para manutencdo da saude da
crianca mostraram que a promocdo do aleitamento materno exclusivo € a
intervencao isolada em saude publica com o maior potencial para a diminuicdo da
mortalidade na infancia (TOMA; REA, 2008).

Toma e Rea (2008) justificaram como a amamentacdo precoce poderia
diminuir o risco de morte no periodo neonatal: (1) as maes que amamentam logo
apés o parto tém maior chance de serem bem sucedidas na pratica da
amamentacao; (2) os alimentos pré-lacteos, comumente oferecidos aos bebés antes
da amamentacdo, podem ocasionar lesdes no intestino imaturo; (3) o colostro
acelera a maturacdo do epitélio intestinal e protege contra agentes patogénicos; (4)
0 contato pele a pele previne a ocorréncia de hipotermia.

Ha evidéncias de que, tanto em paises em desenvolvimento quanto nos
desenvolvidos, a amamentacédo protege as criancas contra infeccbes dos tratos
gastrintestinal e respiratorio, sendo maior a protecdo quando a crianca 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 relacdo mae/bebé. O toque, o odor e o calor estimulam o nervo
vago e isto, por sua vez, faz com que a mée libere ocitocina, horménio responsavel,
entre outras acles, pela saida e ejecdo do leite. Esse horménio faz com que a

temperatura das mamas aumente e aqueca o bebé. Por outro lado, a ocitocina reduz



a ansiedade materna, aumenta sua tranquilidade e responsividade social (MERCER
et al., 2007; UVNAS-MOBERG, 1998).

Ha vérios argumentos em favor da pratica do aleitamento, que incluem: (1)
vantagens na saude da crianca — diminuicdo da ocorréncia de sindrome de morte
subita no primeiro ano de vida, da ocorréncia ou severidade de doencas infecciosas
e do risco de asma, hipertenséo, hipercolesterolemia, diabetes e sobrepeso; melhor
nutricdo e efeito positivo na cognicdo —, (2) vantagens para a saude da mae -
diminuicdo do risco de desenvolvimento de cancer de mama e ovarios e de
osteoporose pos-menopausal; aumento do intervalo intergestacional, melhora da
involucdo uterina no pos-parto - (3) e vantagens para a sociedade - menores custos
financeiros e promocéao do vinculo afetivo entre mée e filho (GARTNER et al., 2005;

UVNAS-MOBERG, 1998).

1.2 O LEITE MATERNO

O conhecimento da composicéo do leite humano € importante para 0 manejo
da alimentacdo infantil, particularmente de bebés frageis e de alto risco, e para
entender o potencial impacto do armazenamento e da pasteurizacdo nos
componentes do leite (BALLARD; MORROW, 2013). A composicdo do leite é
extremamente variavel, tanto entre as mulheres quanto entre grupos étnicos, em
diferentes periodos de lactagdo ou durante a mesma mamada (TRENTO, 2012).

O primeiro fluido produzido pelas maes apds o parto chama-se colostro, que
difere em volume, aparéncia e composi¢cdo. Produzido em pequenas quantidades
nos primeiros dias poés-parto, € rico em componentes imunolégicos, como a
imunoglobulina A, lactoferrina, leucdcitos, assim como em fatores de

desenvolvimento, como fator de crescimento epidérmico (CASTELLOTE et al., 2011,



KULSKI; HARTMANN, 1981; PANG; HARTMANN, 2007). O colostro também
contém relativamente baixas concentracbes de lactose, indicando que suas
primeiras funcdes sejam imunoldgicas e troficas ao invés de nutricional. Niveis de
sodio, cloreto e magnésio sdo mais altos, e niveis de potassio e célcio sdo mais
baixos no colostro do que no leite maduro (KULSKI; HARTMANN, 1981; PANG,;
HARTMANN, 2007). A medida que ocorre fechamento estreito da juncdo no epitélio
mamario, a relacdo sédio-potassio diminui e a concentracdo de lactose aumenta,
indicando ativacao secretora e producao de leite de transicao.

O leite de transicdo compartilha algumas das caracteristicas do colostro, mas
representa um periodo de producdo de leite aumentada para atender as
necessidades nutricionais e de desenvolvimento do bebé em rapido crescimento, e
normalmente ocorre de cinco dias a duas semanas apds o parto, apds o qual o leite
é considerado largamente maduro. Entre quatro e seis semanas apoés o parto, o leite
humano é considerado totalmente maduro. Em contraste com a mudanca draméatica
na composi¢do observada no primeiro més de vida, o leite humano permanece
relativamente similar em composicédo no decorrer da lactacdo, ainda que mudancas

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

O leite humano €, portanto, um fluido complexo, contendo proteinas,
carboidratos, vitaminas, minerais, substancias imunocompetentes (IgA, enzimas,
interféron), além de fatores troficos ou moduladores de crescimento (COSTA, 2006).
A IgA secretoria € a imunoglobulina mais predominante no inicio da lactacéo seguida
da 1gG secretéria; ambas protegem o recém-nascido enquanto seu proprio sistema
imune amadurece. Além desses, o0 leite materno contém IgM, macrofagos,
neutrofilos, linfécitos e outros (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE,

2015).



A maioria dos compostos passa para o leite materno, mas em pequenas
guantidades; e mesmo quando presentes no leite, essas substancias poderdo ou
nao ser absorvidas no trato gastrointestinal do lactente. A amamentacao s6 deve ser
interrompida excepcionalmente, quando a doenca materna requerer tratamento com
medicacfes incompativeis. A passagem de substancias psicoativas do sangue para
o leite materno ocorre por mecanismos envolvendo membranas biolégicas, as quais
possuem em sua constituicdo proteinas e fosfolipidios. Apds atravessar o endotélio
capilar, a droga passa para o intersticio e atravessa a membrana basal das células
alveolares do tecido mamario. Proteinas e lipideos da membrana exercem influéncia
na velocidade da passagem e na concentracdo da droga no leite (D’AVILA;
LIMBERGER; FROEHLICH, 2016; FRIGULS et al., 2010; ITO; LEE, 2003;

MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Os mecanismos mais provaveis de excrecdo de drogas para o leite materno
sdo: difusdo transcelular (moléculas pequenas nao ionizadas e hidrossollveis
atravessam poros da membrana celular); difusdo passiva (moléculas ionizadas e
proteinas menores atravessam a membrana basal por canaliculos de agua —
principal mecanismo de passagem de um farmaco para o leite); difusédo intercelular
(moléculas grandes, como as imunoglobulinas e interféron, sdo transferidas para o
leite através da passagem entre as células); ligacdo com proteinas carreadoras
(substancias polares penetram nas membranas celulares ligadas a essas

macromoléculas) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A excrecdo de drogas para o leite humano e sua absorcao pelo lactente sdo
influenciadas por fatores relacionados ao leite produzido, a lactante, ao lactente e as

propriedades fisico-quimicas das substancias, expressos na Tabela 1.



Tabela 1: Fatores que influenciam a transferéncia de substancias para o leite

materno.
Fatores relacionados ao leite e Composicao
e pH
Fatores relacionados a lactante e Eliminacéo hepéatica e renal
e Dose e duracao de uso da substancia
e Via de administracdo da substancia
e Fluxo sanguineo para a mama
Fatores relacionados ao lactente e |dade
e Absorcgdo da droga
e Eliminacdo hepética e renal
e Volume de leite ingerido
Fatores relacionados a substancia e Grau de ionizagéo (pKa)

e Peso molecular
e Lipossolublidade e hidrossolubilidade
e Ligacdo a proteinas plasmaticas
e Tempo de acéo
Fonte: Adaptado de Ministério da Saude (2014) e SILVEIRA, G. O. (2016).

Em geral, baixa ligacdo a proteinas plasmaticas, baixo peso molecular, alta
lipofilicidade, o pH levemente acido do leite e seu alto conteudo lipidico contribuem
para o fendmeno de excrecdo (FRIGULS et al., 2010). O pH do leite humano (6,6 a
6,8) € um pouco menor do que o do plasma, ou seja, mais acido, o que favorece a
concentracdo de substancias com caracteristicas basicas, por mecanismo de
ionizacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Lactentes com mais tempo de vida apresentam fungdes hepatica e renal mais
eficazes, de modo que os efeitos das substancias serdo menores do que em recém-
nascidos. Além disso, em criangas prematuras, a meia-vida das drogas pode ser
prolongada, causando acumulo apds exposicdo constante e repetida. Por outro lado,

lactentes de menor tempo de vida consomem menor volume de leite, 0o que



diminuiria a magnitude da exposicdo a substancias nocivas. (CHAVES, R.G.,

LAMOUNIER, 2004).

1.3 EFEITOS DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS EM LACTENTES POR
EXPOSICAO VIA LEITE MATERNO

O leite humano é uma matriz ndo convencional utilizada para avaliar a
exposicao aguda a drogas por exibir uma janela de deteccdo de horas (FIGURA 1),
e sua principal vantagem € a coleta facil e ndo invasiva (COTTEN, 2012). No
entanto, a extracao de drogas do leite materno é um desafio analitico, devido ao seu
alto conteudo lipoproteico e a alteracdo da composi¢cdo durante o periodo pds-parto

(FRIGULS et al., 2010).
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Figura 1: Janela de detecgdo de amostras bioldgicas. Fonte: autoria prépria (2022).

Embora o conhecimento sobre os efeitos do uso de drogas durante o periodo
da amamentacao tenha sido muito ampliado, ainda ndo se conhecem todos efeitos
(principalmente a longo prazo) nos recém-nascidos de muitas drogas utilizadas pela
nutriz, principalmente de novos farmacos que estdo constantemente entrando no

mercado. Além disso, para muitas drogas de abuso ainda ndo ha dados suficientes
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sobre transferéncia para o leite materno e seguranca para uso no periodo da

lactacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A seqguir, destaca-se as principais informacbes toxicocinéticas e
toxicodinamicas das substancias escolhidas para analise quantitativa deste trabalho.
Elas foram escolhidas por saber-se que causam dependéncia devido ao uso abusivo
e efeitos toxicos a médio e longo prazo, tanto para o usuario quanto para o lactente;

ademais, todas ja tiveram sua deteccdo em leite materno reportadas na literatura.

1.3.1 Tabaco

Apesar dos riscos divulgados associados ao uso do tabaco, mais de 25% da
populacdo mundial fuma cigarros. Embora existam amplas pesquisas que provem
gue é aconselhavel parar de fumar ou pelo menos reduzir o fumo durante a gravidez
e lactacdo, em muitos paises as taxas de prevaléncia permanecem altas (PICHINI;
GARCIA-ALGAR, 2006). No Brasil, a nicotina ndo € uma substancia controlada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), assim como na maioria dos
paises do mundo, embora o tabagismo esteja atrelado a milhdes de mortes por ano
(ANVISA, 2014). Muita preocupacdo se mantém em relacdo ao tabagismo e danos
pulmonares em adolescentes e adultos jovens principalmente devido ao consumo de
cigarros eletrdnicos, que tém sido uma tendéncia mundial crescente. No Brasil, a
venda de cigarros eletrénicos € proibida, mas a importagdo e o consumo se mantém
sem regulamentacdo (CIGARRO ELETRONICO, 2020; MIECH et al., 2019).

A nicotina é rapida e amplamente metabolizada em humanos para cotinina,
trans-3-hidroxicotinina e cotinina-N-6xido, que passam através das células epiteliais

das glandulas mamarias para o leite. A nicotina é uma base fraca (pKa; = 8,0) e é
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concentrada no leite levemente acido (pH 6,8) através de aprisionamento ibnico. A
meia-vida (t12) da nicotina no leite excede ligeiramente o tempo de meia-vida no
soro (aproximadamente 2h), enquanto a concentracdo de cotinina permanece
constante durante um intervalo de 4h sem fumar. A nicotina esta presente no leite
em concentracdes que sédo 1,5-3,0 vezes maior que a concentracdo plasmatica
materna simultdnea, mas apenas 10% da dose materna de nicotina € excretada no

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

Durante o inicio da década de 1990, varios estudos de coortes
acompanharam nutrizes fumantes, medindo simultaneamente nicotina e seu
principal metabdlito, cotinina, no leite materno e na urina de bebés, a fim de estimar
a quantidade de metabolitos da nicotina incorporada pelo leite. Esses estudos
concluiram que, em bebés, a amamentacdo é a principal fonte de exposicdo a
nicotina, sendo o tabagismo passivo o segundo mais importante (BECKER et al.,
1999). Também foi encontrada evidéncia de que nicotina e cotinina sdo excretados
no leite materno em quantidades proporcionais ao numero de cigarros fumados pela
mée diariamente (FRIGULS et al., 2010).

Foi demonstrado que os bebés de maes fumantes tém aumento de colicas
infantis, sdo mais propensos a infecgbes respiratorias e diminuicdo das taxas
respiratérias e de saturacdo de oxigénio ap0s a amamentacdo. Além disso, a
presenca de nicotina na corrente sanguinea do bebé pode causar aumento da
frequéncia cardiaca e esta relacionada ao baixo ganho de peso infantil, alergia
respiratoria, baixo suprimento de leite e € o maior fator de risco para sindrome de
morte subita (SATTARI; SERWINT; LEVINE, 2019). A nicotina esté presente no leite
de maes fumantes em concentracdes entre 2 e 240 ng.mL™, o equivalente a uma

dose diaria de 0,3 a 36 pg.kg™.dia® (FRIGULS et al., 2010). O metabdlito cotinina
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pode ser encontrado em concentracdes entre 70 e 140 ng.mL™ no leite de maes
fumantes ou em tratamento com adesivos de nicotina (KF et al., 2003; NICOTINE -

DRUGS AND LACTATION DATABASE (LACTMED), 2020).

1.3.2 Cocaina

A cocaina faz parte da lista de substancias entorpecentes de uso proscrito no
Brasil (MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA, 2019). No leite materno, ela é excretada
em concentragbes razoavelmente altas. O tempo de meia-vida da cocaina em
humanos € de aproximadamente 1h, portanto sua distribuicdo no leite materno deve
ocorrer rapidamente. A cocaina é metabolizada no figado por hidrélise espontanea e
também pela colinesterase plasmatica, originando cerca de uma dulzia de
metabdlitos farmacologicamente inativos, sendo 0s mais importantes a
benzoilecgnonina e o éster de metilecgonina. A cocaina e seus metabdlitos foram
encontrados na urina de bebés amamentados 24-36 horas apds o uso materno. A
colinesterase sérica € baixa em recém-nascidos, de modo que as crian¢gas sao
menos capazes que os adultos de metabolizar a cocaina, e podem acumular a droga

(ANDERSON, 2002).

O primeiro caso de intoxicacdo por cocaina via leite materno foi relatado em
uma crianca de duas semanas que, apés a amamentacdo, apresentava extrema
irritabilidade, tremores, pupilas dilatadas, taquicardia e hipertenséo, e cuja mae havia
usado cocaina via nasal (CHASNOFF; LEWIS; SQUIRES, 1987). A andlise
toxicolégica por CG-EM indicou que o leite materno e a urina da crianga continham
cocaina e benzoilecgonina. Outros estudos ja relataram também vomitos e

convulsdes (HOWARD; LAWRENCE, 1998). Em um caso apresentado por Dickson
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et al. (1994), cocaina foi identificada no leite, mas nédo quantificada, e o lactente
estava agitado e foi diagnosticado como intoxicado por cocaina. A presenca de 12
ug.mL™ de leite de uma mae no estudo apoia a afirmacdo de que o uso regular de
cocaina pode resultar em exposicao significativa do lactente. Uma refeicdo com 100
mL de leite materno forneceria 1,2 mg de cocaina a crianca, e como a
biodisponibilidade oral da cocaina € estimada em 60%, 0,7 mg da droga seriam
absorvidos pela crianca (WINECKER et al., 2001). Entretanto, os efeitos relatados

ainda ndo foram diretamente relacionados a dose de exposicao.

Estudos mais recentes relatam concentracdes entre 8 e 138 ng.mL™ de
cocaina e de 7,8 a 91,2 ng.mL™ 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 estdo entre os compostos mais amplamente utilizados por
usuarios recreativos de drogas, cerca de 27 milhdes de pessoas no mundo todo,
com ndmeros progressivos principalmente na América do Norte e Asia (WORLD
DRUG REPORT 2020). No Brasil, a anfetamina tem seu uso restrito apenas
mediante liberacdo via notificacdo de receita, enquanto seus derivados
metanfetamina e MDMA (ecstasy) sao substancias psicotrépicas de uso proscrito.
Eles séo principalmente administrados por via oral, ou uso intravenoso.

De uma perspectiva farmacocinética, os estimulantes do tipo anfetamina séo
bastante homogéneos. A anfetamina e seus compostos relacionados sdo bases
fracas, com pesos moleculares relativamente baixos. Estas caracteristicas permitem

qgue se difundam facilmente através das membranas celulares e em tecidos ou
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substratos bioldgicos com um pH mais acido do que o sangue, tal como o leite. A
anfetamina se concentra no leite materno, com relacao leite/plasma variando de 2,8
a 7,5 (FREYER, 2009). As meias-vidas de eliminacdo dos derivados de anfetamina
sdo de 6 a 12 horas, e tanto o clearance hepético quanto o renal contribuem para
sua eliminacdo. A metanfetamina sofre desmetilacdo a anfetamina, catalisada pelo
citocromo hepatico humano P4502D6 (CYP2D6). Como o MDMA pode interferir em
seu proprio metabolismo, niveis potencialmente perigosos podem ser alcancados
pelo uso repetido de drogas em intervalos curtos (LIN et al., 1997). A literatura relata
concentracdes entre 55 e 138 ng.mL™ de anfetamina encontradas em amostras de
leite de maes em tratamento para narcolepsia, que variam de acordo com o0 tempo
de coleta apdés administracdo (AMPHETAMINE - DRUGS AND LACTATION
DATABASE (LACTMED) - NCBI BOOKSHELF, [s.d.]; | et al., 2015; OHMAN et al.,
2015). Em casos de uso recreativo de anfetaminicos, foram encontrados
concentracdes entre 111 e 610 ng.mL™ de metanfetamina durante as primeiras 48
horas apés o uso (BARTU; DUSCI; ILETT, 2009; CHOMCHAI; CHOMCHAI;
KITSOMMART, 2016).

Os bebés amamentados por usuarios de anfetaminas parecem ter
anormalidades comportamentais induzidas por drogas, como irritabilidade, padrao de

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

1.3.4 Opiaceos

A morfina e a metadona sdo substancias entorpecentes controladas por
notificac&o de receita no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA, 2019). A morfina
€ metabolizada pelo figado e excretada como um glucuronideo ou em sua forma

livre pelos rins, tendo tempo de meia-vida de 2 a 3 horas. Em doses terapéuticas, a
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maioria dos opioides, como a morfina, a meperidina, a metadona e a codeina, sao
excretados no leite em quantidades minimas, compativeis com a amamentacao
(WOJINAR-HORTON et al., 2003). A morfina (Qquando usada para controlar a dor) é
considerada compativel com a amamentacdo se a dose de exposicdo do bebé for
inferior a 10% da dose materna (KOREN et al., 2006).

A metadona é amplamente utilizada em programas de tratamento para
dependéncia de narcéticos. Sua utilidade esta relacionada ao seu longo tempo de
meia-vida, que permite uma diminuicdo gradual da dose, um inicio lento de acéo e
uma menor taxa de efeitos euféricos em comparacdo com outros opiaceos; € um
composto lipofilico, fracamente basico (pKa 8,25) que é altamente ligado a proteinas
e é excretado no leite materno. As concentracbes plasmaticas maximas Ssao
atingidas entre 2 e 4 horas apos doses terapéuticas. Normalmente, a meia-vida de
eliminagdo varia entre 10 e 18 horas. O metabolismo e a taxa de clearance s&o
altamente variaveis. A principal via de eliminagéo é através do metabolismo hepético
pelas isoenzimas CYP3A4 e CYP2B6 do citocromo P450 (ROBINSON; WILLIAMS,
1971). Por fim, a metadona € metabolizada por desmetilacdo em dois metabdlitos

principais, EDDP e EMDP.

A sindrome de abstinéncia neonatal geralmente ocorre logo ap6s o parto em
cerca de 75% dos bebés expostos a opioides durante a gravidez (KOREN et al.,
2006). A amamentacdo nesses bebés pode proteger contra a abstinéncia neonatal
(ABDEL-LATIF et al., 2006), mas a interrupcao abrupta da amamentacdo pode
causar a abstinéncia do bebé. Recebendo doses mais baixas apdés o nascimento,
sua retirada afeta o sono do bebé, nutricdo e funcdo autonémica (KOREN et al.,

2006). Estudos reportam concentracdes de metadona entre 27 e 570 ng.mL™ e de
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morfina entre 20 e 500 ng.mL™ (G et al., 1975; | et al., 1990; RE et al., 1997; VL et

al., 1989).

1.4 INTERRUPCAO DO ALEITAMENTO EM CASOS DE CONSUMO DE DROGAS
DE ABUSO

E muito frequente o uso de medicamentos e outras substancias por mulheres
gue estdo amamentando (ITO; LEE, 2003). A maioria € compativel com a
amamentacao; poucos sdo os farmacos formalmente contraindicados e alguns
requerem cautela ao serem prescritos durante a amamentacéo devido aos riscos de
efeitos adversos nos lactentes e/ou na lactacdo. No entanto, com frequéncia os
profissionais de saude recomendam a interrup¢do do aleitamento materno quando
as maes sdo medicadas, muitas vezes porque desconhecem o0 grau de seguranca
do uso das diversas drogas durante o periodo de lactacdo (MINISTERIO DA

SAUDE, 2010).

Devido a imaturidade dos sistemas de eliminacdo de medicamentos, 0s
valores de clearance em recém-nascidos e lactentes jovens sao baixos. A excrecdo
renal de medicamentos depende da filtracdo glomerular e da secrecao tubular. A
taxa de filtracdo glomerular em recém-nascidos prematuros é de apenas 25% do
nivel do adulto com base no peso corporal, e os valores do adulto sdo atingidos até
a idade de 3 a 5 meses (LEAKE; TRYGSTAD; OH, 1976). A funcgéo tubular parece
amadurecer mais lentamente que a taxa de filtragdo glomerular. Os outros principais
sistemas de eliminagdo de drogas sao as enzimas metabolizantes CYP450 e
CYP3A7 no figado. O CYP3A4 atinge 40% do nivel do adulto um més apds o

nascimento (LACROIX et al., 1997). A sobreposicéo de especificidades de substrato
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e polimorfismos genéticos adicionam complexidade a biotransformacédo de drogas
em bebés (FRIGULS et al., 2010).

A orientacdo geral da Academia Americana de Pediatria contraindica o uso
durante o periodo da lactacdo das drogas de abuso anfetaminas, cocaina, heroina,
maconha e fenciclidina (WARD et al.,, 2001). A Organizacdo Mundial da Saude
considera que o uso de anfetaminas, ecstasy, cocaina, maconha e opioides ndo sdo
contraindicadas durante a amamentacdo. Contudo, alerta que as maes que usam
essas substancias por periodos curtos devem considerar a possibilidade de evitar
temporariamente a amamentacéo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O Ministério da Saude indica a interrup¢cao temporaria do aleitamento materno
durante o consumo de drogas de abuso, sendo que o tempo de interrupcdo da
amamentacao varia dependendo da droga, de acordo com a Tabela 2:

Tabela 2: Recomendacdo quanto ao tempo de interrupgdo do aleitamento materno

ap6s consumo de drogas de abuso.

Droga Periodo recomendado de interrup¢cdo da amamentacéo
Anfetaminicos 24-36 horas
Barbitaricos 48 horas
Cocaina, crack 24 horas
Etanol 1 hora por dose ou até estar sobria
Opiaceos 24 horas
LSD 48 horas
Maconha 24 horas

Fonte: Adaptado de SILVEIRA, G. O. (2016) e MINISTERIO DA SAUDE. Departamento de Atenc&o
Bésica. Saude da crianca — nutrigdo infantil: aleitamento materno e alimentagcdo complementar.
Brasilia: Editora do Ministério da Saude, 2009.

E importante destacar que o fenémeno do uso e abuso de drogas é complexo

e influenciado por um conjunto de fatores de risco e prote¢cdo em diversos dominios,

gue se interligam de forma recursiva, englobando desde aspectos macroestruturais,
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como questdes socioecondmicas e culturais, passando por problematicas historicas
como as desigualdades raciais e das condicbes de classe social; chegando a
aspectos territoriais, como 0s contextos comunitarios e a relagdo com o comércio e
trafico de drogas local; até a dimensdo microssocial, ao abarcar o contexto familiar e
a histéria de vida dos sujeitos, incluindo ai efeitos biolégicos decorrentes de

guestdes genéticas (NIDA, 2003).

1.5 EXTRACAO EM FASE SOLIDA DISPERSIVA: DPX

A técnica de DPX (do inglés, “Disposable Pipette Extraction”, ou extracdo em
ponteira descartavel, em portugués) é uma variagdo da SPE tradicional e da
extracdo em fase soélida dispersiva (D-SPE), caracterizada por uso minimo de
solventes e rapidez na extracdo. A DPX consiste em uma fase sélida contida
livremente em uma ponteira de 1,0 mL, onde os analitos ficam em contato constante
com o sorvente durante a extracdo - com uma maior superficie de contato em
relacdo as fibras classicas de SPE. A extracdo de amostras em solu¢cdo promove
rapido equilibrio entre a fase sélida e a amostra, permitindo a sorcdo e dessor¢cao
dos analitos por polimero ligado aos grupos catiénicos ou anibnicos, que consistem
na extracao por troca idnica. A técnica resulta em um procedimento rapido, com uso
reduzido de solventes organicos e de amostra, dispensa a utilizacdo de vacuo, pode
ser semi-automatizada, com alta recuperacéo e eficiéncia de extracdo (BREWER et
al., 2008; KOLE et al., 2011; PINTO; QUEIROZ, 2015b). Apdés extensa revisdo
literaria, acredita-se que esta técnica ainda ndo foi utilizada para analises
toxicolégicas em leite humano, embora ja tenha sido aplicada em leite animal para

andlise de contaminantes e pesticidas (BORDIN et al., 2016b; BRANDAO DA
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COSTA et al, 2020; OLIVEIRA; LANCAS, 2018; PINTO; QUEIROZ, 2015a;

j

N

Figura 2: Etapas da extracdo com ponteiras DPX. Fonte: autoria prépria (2022).

SANTOS; DE MARTINIS, 2020).
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A técnica de DPX possui diversas variaveis nas etapas de seu procedimento
experimental, tais como o volume de amostra utilizado, o volume de solventes e o
proprio solvente empregado e o intervalo de tempo de cada etapa. A otimizacao dos
parametros ajuda a adaptar a técnica para (neste caso, com a matriz de estudo e 0s
analitos de interesse) para obter o maximo de beneficio dela. A otimizacdo de um
procedimento pode ser realizada de forma univariada ou multivariada, isto é,
avaliando um fator dnico em funcdo da resposta ou diversos fatores
simultaneamente (MARTINS FUKUDA et al., 2018, MOUSAVI, TAMUI;

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 combinacdo de técnicas que prové sensibilidade e seletividade para
identificacdo de drogas em amostras bioldgicas. A detec¢do por analisador de
massas é uma técnica importante para a analise molecular, uma vez que apresenta
ndo so potencial em fornecer informag¢des 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 a espectrometria de massas ocupa
lugar de destaque entre os métodos de analise devido a facilidade com que efetua
separacdo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas (COLLINS; BRAGA,;
BONATO, 2006).

Para a determinacdo de compostos polares e hidrofilicos por CG-EM, é
necessario garantir sua volatilidade e estabilidade térmica. A derivatizacdo de
compostos polares € um procedimento muito empregado para analise de drogas de
abuso, como maconha, metanfetamina, morfina, dentre outros (SEGURA,
VENTURA; JURADO, 1998). A derivatizacdo permite a modificacdo da
funcionalidade da molécula, aumentando sua volatilidade e estabilidade por adi¢céo
de grupamentos quimicos que garantird a menor adsorcédo na coluna cromatografica,
ions do espectro em maiores faixas de massa e fragmentos caracteristicos para as
substancias analisadas. As reacdes comumente realizadas sdo de alquilacéo,
acetilacao e sililacdo da molécula polar, ocorrendo a substituicdo de hidrogénio de
ligacbes N-H, O-H, S-H por grupos alquil, acil ou silil. A sillacdo é a reacdo de

derivatizacdo mais amplamente empregada e substitui hidrogénios por grupamento
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trimetilsilil (TMS); isto resulta na diminuicdo da forca das interacdes intermoleculares,
reduzindo o ponto de ebulicdo das moléculas de interesse, uma vez que 0S grupos
hidroxila, amino e carbonila aumentam o ponto de ebulicdo de substancias organicas
(SEGURA; VENTURA; JURADO, 1998; SELLERS, 2010). A eficiéncia da reacao
dependera do agente de sillacdo; o0s reagentes mais comuns Sdo 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
reacao sera uma nova molécula que apresenta propriedades fisico-quimicas mais
adequadas para a deteccdo por um meétodo analitico em fase gasosa (SELLERS,
2010).

A qualidade de um método analitico 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 fracdo presumivelmente
representativa da amostra primaria. Nesta fracdo devem-se identificar e quantificar
analitos, 0s quais sdo 0s componentes quimicos, que, também presumivelmente, a
definem. E comum n&o se analisar quimicamente matrizes na forma bruta, pois elas
costumam ter e gerar interferéncias e incompatibilidades com equipamentos
analiticos (CHEN; PAWLISZYN, 2006). Uma técnica de preparo de amostras deve
apresentar facilidade no manuseio, rapidez, baixo custo, garantir boa recuperacéao,
seletividade e, se possivel, aplicabilidade para determinacdes simultaneas
(CARASEK; PAWLISZYN, 2006).

No caso de analises cromatogréaficas, além de evitar a interferéncia de
contaminantes da matriz que possam coeluir com o analito de interesse, a remoc¢ao

de interferentes em geral € importante para garantir a longevidade das colunas
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analiticas e evitar constantes limpezas no sistema de injecdo (O’'REILLY et al.,
2005).

Ao longo dos anos, diversas técnicas de separacdo analiticas e métodos
cromatograficos foram utilizados para investigacdo de compostos exdégenos em leite,
desde pesticidas a agrotoxicos, plastificantes, medicamentos, drogas de abuso e
metais toxicos (ACOSTA et al., 2018; FUJII et al., 2011; JOHNSON-RESTREPO et
al., 2007; LOPEZ-GARCIA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2017; VAHIDINIA et al.,
2019). Os trabalhos envolvendo substancias psicoativas mais recentes encontrados
na literatura estdo esquematizados na Tabela 3.

A partir de técnicas classicas de preparo de amostra, como a extracao liquido-
liguido e a extracdo em fase sodlida (SPE), novas técnicas miniaturizadas sao
empregadas e permitem que a limpeza (“clean-up”) da amostra, extracdo, e
concentracdo dos analitos sejam realizadas em uma Unica etapa. Além disso, muitas
sdo passiveis de automatizacdo 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 microextracdo em fase sélida no modo
headspace (HS-SPME) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), encontrou em 2 das 101 amostras de leite materno coletadas no
Centro de Controle de Intoxicacfes de Sao Paulo concentracdes de THC de 20 e 31
ng.mL?, estimando 2 e 3,1 pg, respectivamente, transferidos para um volume de
100mL de leite, e 0,24 e 0,37 pug de absorcédo pelo recém-nascido alimentado,
considerando a biodisponibilidade oral de THC 12%. Também encontrou duas
amostras positivas para cocaina das 52 amostras analisadas por microextracdo em
fase liquida (LPME) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,

uma na concentracdo de 138 ng.mL™ e a outra com concentracdo préxima ao limite
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de deteccdo (6 ng.mL™), ndo podendo ser quantificada. Para a amostra quantificada,
estimou-se a dose absoluta de 13,8 ug de cocaina entregue ao recém-nascido em
um volume de 100mL de leite materno ingerido e a absorcdo pelo mesmo de 8,3 ug,
considerando a biodisponibilidade oral de cocaina de aproximadamente 60%.
D’AVILA et al. (2015) desenvolveu e validou um método analitico de cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) para determinacdo de
biomarcadores de cocaina e crack em colostro, aplicando-o a duas amostras de leite
de maes suspeitas de terem feito uso de tais substancias e outras duas
consideradas ndo usuarias. As analises confirmaram a presenca de cocaina nas
amostras das méaes suspeitas em concentracdo de 8,0 e 10,3 ng.mL™, sendo nesta
dltima também detectados benzoilecgnonina (7,8 ng.mL™), principal metabdlito da
cocaina, e éster metilico anidroecgonina (AEME) na concentracéo de 9,5 ng.mL™ e

anidroecgonina (AEC) na concentracdo de 9,8 ng.mL™, biomarcadores do crack.



Tabela 3: Principais técnicas analiticas propostas para analise de drogas de abuso em leite humano.
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Analitos Amostra Analise Preparo de amostra Recuperacéo LD LIQ Referéncia
18 substancias Leite materno LLE (500uL MeOH) + SPE (Eluigao 2mL 0 1.0-3.0 5.0 - Marchei et al,
licitas e ilicitas (500uL) CL-EM/EM MeOH / 2 mL DCM: IPA 80:20 v/v) 71.1-86.5% ng.mL™  10ng.mL™ 2011.
Leite materno i PP (3mL acetonitrila) + SPE (Elui¢do 1.5 mL 0 0.07 0.20 Nikolaou et al,
BUP, NBUP (950uL) CG-EM DCM: IPA: NH,OH 85:15:2, v/viv). 87.3% pg.mL™ pg.mL'1 2012.
COC, BZE, PP (300uL acetonitrila com 0.1% &cido 25-3.0 21 D’Avila et al,
AME, AEG Colostro (5004L)  CL-EM férmico) nr ng.mL™* 5.0 ng.mL 2015.
Leite materno HS-SPME (aquecimento a 70°C, 40min de 1 1 Silveira et al,
THC, CBD, CBN (50uL) CG-EM exposicao a fibra de PDMS) nr 10ng.mL 20 ng.mL 2016.
AUSUSEEWERS - LLE (500pL MeOH) + SPE (Eluicio 2mL 1.0-3.0 5.0 Escuder-
g g eite materno : ) . .0-3. .0 - :
psicoativas & 50, ) v e cabelo  C-EM/EM MeOH / 2 mL DCM: IPA 80:20 V/v) 71.1-86.5% ngml®  longmut  Viecoetal,
seus metabdlitos 2016.
COC, CE, Leite materno LPME (fase doadora tampao borato pH 9.0, 0 1 1 Silveira et al,
NCOC (500pL) CG-EM fase aceptora HCI 0.4M) 32-67.4% 6ng.mL™  12ng.mL 2016.
40 substancias Leite materno e 0 01-04 3.8- Lépez-Garcia
psicoativas bovino (500uL) CL-EM/EM PP (500uL MeOH) 80-120% ng.mL'1 6.8ng.mL™ et al, 2018.
Leite materno,
fluido oral, urina -
ANF, MA, MDA, , ' ' SUPRAS-LLE (200uL hexanol + 900uL 0 1 Accioni et al,
MDMA, MDEA sérum, suor  CL-EM/EM tetrahidrofurano) 88-113% nr 5.0ng.mL 2018.

(900uL) cabelo e
unhas (50mg)

nr — ndo reportado. Fonte: autoria prépria (2022).

Abreviacdes: LD, limite de deteccdo; LIQ, limite inferior de quantificacdo; MeOH, methanol; DCM, dichloromethane; IPA, isopropanol; BUP,

buprenorfina; NBUP, norbuprenorfina; PP, precipitagdo proteica; COC, cocaina; BZE, benzoilecgonina; AME (inglés), éster metil anidroecgogina; AEG

(inglés), anidroecgonina; THC, A(9)-tetrahidrocanabinol; CBD, canabidiol; CBN, canabinol; HS-SPME (inglés), microextracdo em fase solida acoplada

com headspace; CE, cocaetileno; NCOC, norcocaina; LPME (inglés), microextracao em fase liquida; ANF, anfetamina; MA, metanfetamina; MDA, 3,4-

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

supramolecular;
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1.7 OTIMIZACAO DE METODOLOGIA EXPERIMENTAL

O método de otimizacdo univariado € classificado como um método
sequencial, também conhecido como método do fator unico ou estratégia “um-fator-
de-cada-vez”. Neste método, os fatores avaliados sédo fixados em um certo nivel,
com excecao de um, que é, entdo, variado para obter a melhor resposta, passando
entdo esta condicdo a ser fixada e um novo fator sofre variacdo (EIRAS;
COSCIONE; ANDRADE, 2018). Esse método foi tradicionalmente empregado em
otimizacao de processos, e sua maior desvantagem é que o efeito da interacéo das
variaveis estudadas ndo é avaliado ja que a resposta obtida é relacionada apenas
ao unico parametro variado, além do grande numero de experimentos necessarios
para otimizar todos os fatores de um procedimento, envolvendo o consumo
excessivo de reagentes e solventes (BEZERRA et al., 2008).

A otimizacdo multivariada € uma tendéncia em quimica analitica, a qual utiliza
uma abordagem sistematica para entender como os parametros envolvidos em um
determinado processo estdo relacionados as respostas estudadas. No planejamento
experimental (em inglés “Design of Experiments”, DoE), sdo utilizados modelos
matematicos para definir a importancia das varidveis de um processo e como
controla-las a fim de otimizar o desempenho do sistema e maximizar os resultados,
utilizando um numero reduzido de experimentos. Um planejamento “de triagem”
geralmente corresponde a delineamentos fracionarios, onde sdo realizadas
combinacdes entre os niveis de dois ou mais fatores, usando um namero menor de
medidas (RODRIGUES; IEMMA, 2005). Este tipo de procedimento é utilizado para
selecionar as variaveis mais importantes para o processo e, em seguida, essas

variaveis sdo otimizadas, obtendo-se um modelo matematico (superficie de
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resposta) que indica os valores 6timos para o experimento em questdo (MARTINS
FUKUDA et al., 2018).

Dentre as diferentes metodologias utilizadas para selecdo de variaveis, o
Plackett-Burman € indicado quando h& mais de cinco parametros envolvidos no
processo em desenvolvimento. Tais parametros (variaveis), sao variados
simultaneamente dentre os experimentos e avaliados em um nivel de maior
magnitude, simbolizado por +1, e um nivel menor, -1. Para verificar a
reprodutibilidade do método e calcular o erro experimental, € recomendado realizar
no minimo trés experimentos no nivel intermediario (ou central, indicado por 0)
(RODRIGUES; IEMMA, 2014).

E para a otimizacdo de variaveis estatisticamente significativas de um processo,
o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é um planejamento
experimental onde séo realizados ensaios em 5 niveis, 0s quais sédo calculados para
abranger toda a regido de estudo (MARTINS FUKUDA et al.,, 2018). Este
planejamento possibilita avaliar qual o efeito de cada variavel envolvida e a relagéo
entre elas. Além disso, também é possivel elaborar um modelo mateméatico que gera
uma superficie de resposta e, através de sua analise, determina-se as condi¢cfes

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

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a presenca de drogas psicoativas e seus metabdlitos em amostras

de leite humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Desenvolver e validar um método analitico para a investigacdo de cocaina,
benzoilecgonina, cocaetileno, nicotina, cotinina, morfina, metadona,
anfetamina, metanfetamina, metilenodioximetanfetamina em amostras de
leite humano utilizando cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas;

[I. Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de leite materno
coletadas do Banco de Leite do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (HC-
FMRP);

[1l.  Avaliar a correlacdo entre as informacdes obtidas a partir do questionario
aplicado as mées participantes do projeto e das andlises das amostras de

leite realizadas.



ASPECTOS ETICOS
DA PESQUISA
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3. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Com a devida aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP), foram
coletadas 67 amostras de leite humano provenientes de doacles realizadas ao

Banco de Leite do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto.

Atendendo a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, este projeto
foi encaminhado e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CAAE numero: 10539719.0.0000.54), da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (CAAE numero:
10539719.0.3001.5407) e da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (CAAE
namero: 10539719.0.3002.5440). Os pareceres de aprovacao estdo apresentados

no Anexo lll.



MATERIAIS E
METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os padrdes analiticos certificados de cocaina (COC), benzoilecgonina (BEZ),
cocaetileno (CE), nicotina (NIC), cotinina (COT), morfina (MORF), metadona (MET),
6-monoacetiimorfina  (6-MAM), anfetamina (ANF), metanfetamina (MA),
metilenodioximetanfetamina (MDMA) e os padrdes internos deuterados de cocaina
(COC-D3), codeina (COD-Dg), ketamina (KET-D4) anfetamina (ANF-Di;) foram
obtidos da Cerilliant (EUA) na concentracdo de 1 mg.mL™.

Metanol, acetonitrila, diclorometano e acetato de etila foram obtidos da JT
Baker, 2-propanol e hidroxido de amoénio da Mallinkrodt, acido orto-fosforico da

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

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Para realizacdo das etapas de preparo de amostra, foram utilizadas ponteiras
de extracdo em fase sélida DPX de fase adsorvente do tipo CX-1 da Gerstel (EUA).
Para realizacdo das analises cromatograficas, foi utilizado cromatégrafo em fase
gasosa série 7890A, com amostrador automatico 7693, acoplado ao espectrometro
de massas 5975C da Agilent, com coluna capilar DB-5 (30 metros de comprimento,
0,25mm de diametro interno e 250um de espessura de filme), cilindro de gas Hélio
5.0 e seringa de injecao liquida de 10 pL (Agilent, EUA). Além destes, evaporador de
solvente a fluxo de N, Caliper LifeScience, bloco de aquecimento “dry block” TE-021
da Tecnal, Turbo Vap da LP, agitador TE-140 da Tecnal, vértex AP-56 da Phoenix,
centrifuga universal 32 (Hettich, Alemanha) e balanga analitica BL 1500S da

Sartorius (EUA).
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4.3 PREPARO DE SOLUCOES E REAGENTES

4.3.1 Solucdes padréao

As solucbes padrdo adquiridas de cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno,
nicotina, cotinina, morfina, metadona, anfetamina, metanfetamina,
metilenodioximetanfetamina, cocaina deuterada, codeina deuterada, ketamina
deuterada, metadona deuterada e anfetamina deuterada de 1 mg.mL™ foram diluidas
para fazer solu¢cdes padrdo de trabalho. As diluicdes foram realizadas utilizando
1000 pL do contetido das ampolas de 1 mg.mL™, que foram transferidos para baldo
volumétrico de 10 mL e o volume do baldo completado com o solvente adequado,
resultando na concentracao final de 100 pg.mL™.

Em seguida, pools dos analitos cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno, nicotina,
cotinina, morfina, metadona, anfetamina, metanfetamina e
metilenodioximetanfetamina foram preparado na concentracdo de 10 e 1 pg.mL™
utilizando um baldo volumétrico de 10 mL. Um pool com os padrdes internos
deuterados de cocaina, anfetamina, metadona, codeina, cetamina na concentracéo

de 1 ug.mL™ também foi preparado.

4.3.2 Solucéo de &cido fosforico

Foram pipetados 57,3 uL de acido fosférico 85% (v/v) e adicionados em um
béquer com 500 pL de agua deionizada. A solucdo foi entdo transferida para um
baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua deionizada,

resultando na concentracéo final de 0,1 mol.L™.
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4.3.3 Solucao de acetonitrila

A solucdo de acetonitrila € utilizada para condicionamento da fase solida CX-1
das ponteiras DPX. Foram transferidos 30 mL de acetonitrila para um baldo
volumétrico de 100 mL e entdo o volume foi completado com agua deionizada,

resultando na concentracao final de 30% (Vv/v).

4.3.4 Solucao de metanol

A solucdo de metanol é utilizada para lavagem da fase solida. Foram
transferidos 70 mL de metanol para um baldo volumétrico de 100 mL e entdo o
volume foi completado com &gua deionizada, resultando na concentracdo final de

70% (V/v).
4.3.5 Solucao extratora

Para a eluicdo dos analitos da fase sdlida, foi utilizada uma solucdo extratora de
diclorometano, isopropanol e hidroxido de amonio. Para isto, foram adicionados 390
mL de diclorometano em um baldo volumétrico de 500 mL; em seguida, 100 mL de
isopropanol e entdo o volume foi completado com 10 mL de hidroxido de aménio,

resultando na proporcao de 78:20:2 (v/v).
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4.4 METODOS
4.4.1 Desenvolvimento da metodologia de preparo de amostra
4.4.1.1 Precipitagdo proteica (PP) — Clean-up

Devido ao alto conteudo lipoproteico do leite, foi adicionada a etapa de clean-
up ao procedimento de preparo de amostra para reduzir a presenca de interferentes
durante a extracdo. Esta etapa consistiu ha adicdo de 2,5mL de acetonitrila a 1mL
de leite fortificado previamente com 100 puL de um pool de analitos na concentracao
de 1000 ng.mL™ e com 200 pL de um pool dos padrées internos também na

concentracéo de 1000 ng.mL™, conforme o fluxograma na Figura 3.

100uL H;PO,
0,1M

1000uL 100uL pool 200‘51“!’ o
: padrdes
amostra analitos internos

Coleta do Cen%ﬁ‘_‘éa@ao Afg(l)tagao
sobrenadante Lol min
2300rpm 200rpm

2,5mL
acetonitrila

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

4.4.1.2 Disposable Pipette Extraction (DPX)

O método de extracao e pré-concentracao dos analitos foi desenvolvido e
otimizado a partir do método proposto por BORDIN (2013). O procedimento esta

esquematizado no fluxograma abaixo (FIGURA 4).



Condicionamento
500pul ACN

por 305

Injecéio no

GC-MS

Aspiracio
do
sobrenadante

por 30s

Derivatizacio
25pL MSTEA
por 45min
65°C

Lavagem
500ul. MeOH
T70% (v/v) por
10s

Reconstituicio
35l acetato
de etila

36

Eluicio
875uL. SE
por 30s
(3 vezes)

Evaporacio
do extrato
N, 30°C

Figura 4: Procedimento de extracdo e pré-concentra¢do dos analitos otimizado. Fonte: autoria

propria (2022).

Abreviacdes: ACN, acetonitrila;

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida.

MeOH, metanol;

SE, solucdo extratora; MSTFA, N,O-

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

conectadas por mangueiras plasticas 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 sélida dispersa e o conteudo

aspirado. Esse aparato possibilita que até oito extragbes sejam realizadas

simultaneamente.
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ST S ST e TaNA

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

4.4.1.3 Otimizag&o 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 otimizacdo seguintes. Para isso, foram realizados dois
ensaios em triplicada utilizando acetonitrila e solucdo aquosa de acetonitrila 30%
(v/v). Foi feita a média dos valores de area de cada analito nas replicatas e entao os
valores foram somados para expressar area total, utilizada como parametro de
avaliacao para escolha do solvente mais adequado.

Posteriormente, a escolha do solvente de lavagem foi realizada da mesma
maneira. Nesta otimizacdo, foi avaliada a melhor detectabilidade dos analitos
comparando a maior area total obtida entre metanol e solu¢cdo aquosa de metanol
70% (Vv/Iv).

Outros solventes e solu¢cdes ndo foram avaliados para estas etapas pois
BORDIN (2013) ja havia realizado esta otimizacdo em seu trabalho. O intuito de

avaliar a eficiéncia das solu¢bes dos solventes foi utilizar menores quantidades de
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solventes organicos toxicos por extracdo realizada, a fim de reduzir a quantidade

descartada no meio ambiente.

4.4.1.4 Otimizacdo multivariada

As condicdes de preparo de amostra de volume de amostra, volume de
solvente para clean-up, tempo de equilibrio de sorcdo (aspiracdo e despejo da
amostra), volume de solvente de condicionamento, volume de solvente de lavagem,
volume de solucédo extratora e numero de ciclos de eluicdo foram otimizadas de
forma multivariada. Desta forma, os resultados das condicbes de preparo séo
analisados simultaneamente através do DoE, que trata resultados através de
modelos matematicos estatisticos permitindo manipulacao, interpretacdo e previsao
de dados. Isto garante que o tratamento dos dados experimentais obtenha a maior

guantidade de informacao (PACK, 1991).

\
" @ | ° Escolha dos solventes a serem utilizados
Otimizagéo
univariada J
\
» Determinacéo das variaveis estatisticamente significativas
Plackett-
Burman /

» Superficie de resposta em funcéo das variaveis
* Valores de desejabilidade

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

Fonte: autoria propria (2022).
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4.4.1.4.1 Plackett-Burmann (PB)

Um ensaio Plackett-Burman de 12 experimentos foi realizado para
identificacdo das variaveis estatisticamente significativas no preparo da amostra
(TABELA 5). As variaveis foram exploradas em trés condi¢cdes diferentes,
codificadas como -1, 0 e 1 (TABELA 4). Para todos os experimentos a concentracao
dos analitos foi de 100 ng.mL™. O resultado de cada experimento foi expresso pela
média geométrica dos valores de area de cada analito e o grau de confianca

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

Tabela 4: Condic¢Oes das variaveis avaliadas no PB12.

Variaveis Codificacao -1 0 1
Volume de Amostra (pL) x1 500 750 1000

Tempo de equilibrio de sorgéo (s) X2 10 30 50
Volume do solvente de condicionamento (uL) x3 500 750 1000
Volume do solvente de lavagem (L) x4 500 750 1000
Volume do solvente de eluicédo (uL) x5 500 750 1000

n° de ciclos de eluicéo (uL) X6 1 3 5
Volume de ACN (pL) X7 1000 2000 3000

Fonte: autoria propria (2022).

Tabela 5: Matriz de experimentos do PB12.

Experimento x1 x2 x3 x4 x5 X6 X7
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1

O O A WO DN
=
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 =il =il 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 propria (2022).

4.4.1.4.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Para otimizacdo das variaveis estatisticamente significativas através da

obtencdo de superficie de resposta e valores de desejabilidade, um DCCR de 10

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

condicBes diferentes, presentes na Tabela 6. Os experimentos realizados séo

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

foram mantidas em 100 ng.mL™ e o intervalo de confianca estabelecido foi de 95%

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

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

Tabela 6: Condicdes das variaveis exploradas no DCCR realizado.

Variavel Cédigo -1,41 -1 0 1 1,41
Tempo de equilibrio de sorcéo (s) x1 10 16 30 44 50
Volume de solvente de eluig&o (uL) x2 500 575 750 925 1000

Fonte: autoria propria (2022).
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Tabela 7: Matriz de experimentos realizados no DCCR.
Ensaio T (seq) VE (uL)

6 1,41 0

8 0 1,41

10 0 0

12 0 0
Fonte: autoria propria (2022).

4.4.2 CondicGes cromatograficas

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

validado no CG-EM.

Tabela 8: Condi¢des cromatogréaficas do CG-EM.

Parametro instrumental

Temperatura do injetor 280°C

Programacéo do forno

Temperatura final 290 °C

Taxa de aquecimento 10 °C/min até 180 °C
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15 °C/min até 290 °C
Tempo de permanéncia 1 min

Tempo total de analise 19,34 min

Fonte: autoria propria (2022).

Tabela 9: Parametros do espectrometro de massas single quadrupole.

Parametro instrumental

Modo de aquisi¢éo Single lon Monitoring (SIM) - 70eV
Temperatura de interface 280°C
Temperatura do quadrupolo 150°C
Temperatura de linha de transferéncia 230°C

Fonte: autoria propria (2022).

Para deteccdo e quantificacdo dos analitos, foram monitoradas 3
fragmentacdes caracteristicas de cada um no modo SIM. Os ions qualificadores e

qguantificadores séo especificados na Tabela 10.

Tabela 10: ions selecionados para identificacdo e quantificacdo dos analitos e padrées

internos e seus respectivos tempos de retencgao.

Analitos ions identificadores Tempo de retencgéo padrio interno
(m/z)* (min)
ANF-Dq; 98, 104, 120 6,93 -
ANF 91, 116, 192 7,00 ANF-Dq;
NIC 84, 133, 162 7,63 KET-D,4
MA 91, 130, 206 8,02 ANF-Dq,
COoT 98, 118, 176 12,12 KET-D4
MDMA 130, 135, 250 12,19 ANF-Dq,
KET-D4 156, 184, 213 13,87 -
MET-D; 72,165, 179 16,20 -

MET 72, 165, 294 16,20 MET-Ds
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COC-Ds 85, 185, 306 16,62 -
COoC 82, 182, 303 16,62 COC-Ds
CE 82, 105, 196 17,13 COC-Ds
BZE 82, 105, 240 17,13 COC-Ds

COD-Dg 184, 202, 377 18,18 -

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

*jons em negrito foram utilizados para quantificacao.

Fonte: autoria prépria (2022).

Abreviacdes: ANF — anfetamina; NIC — nicotina; MA — metanfetamina; COT - cotinina; MDMA —
metilenodioximetanfetamina; MET — metadona; COC - cocaina; CE - cocaetileno; BZE -

benzoilecgonina; MORF — morfina.

4.4.3 Validacdo de método bioanalitico

A validacao do método foi realizada baseado nas preconizacdes da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apresentadas na Resolu¢do de Diretoria
Colegiada n° 27 de 17 de maio de 2012 para Validagdo de Métodos “Bioanaliticos” e
no Guia de Praticas para Validacdo de Métodos em Toxicologia Forense do Grupo
de Trabalho Cientifico para Toxicologia Forense (SWGTOX) (SWGTOX, 2013;

ANVISA, 2012). Os parametros avaliados séo apresentados a seguir.

4.4.3.1 Limites de Deteccao (LD) e Quantificagdo (LQ) e Controles de Qualidade

(CQ)

Os limites do método foram determinados de forma empirica (ARMBRUSTER,;
TILLMAN; HUBBS, 1994). O Limite de Deteccdo (LD) é a menor concentracdo de
analito presente na amostra que pode ser diferenciada do ruido instrumental e
identificada pelo método analitico com coeficiente de variacdo (CV%) de ho maximo

20%. O Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) € a menor concentracdo presente na
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amostra fortificada que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis,
isto €, com coeficiente de variacdo (CV%) de no maximo 15%. O Limite Superior de
Quantificacdo (LSQ) é a maior concentracdo do analito na curva de calibracédo
preparada. O Controle de Qualidade de Baixa concentragcédo (CQB) € a concentracao
do analito na curva de calibracdo até trés vezes maior que o LIQ. O Controle de
Qualidade de Média (CQM) concentracdo € a concentracdo do analito na curva de
calibracdo proxima a média dos valores de LIQ e LSQ. O Controle de Qualidade de
Alta concentracdo (CQA) é a concentracdo do analito na curva de calibracdo que

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

4.4.3.2 Linearidade

-

E a capacidade do método em obter resultados de area diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra em uma determinada faixa de
concentracdes. E avaliada através da construcdo de curvas de calibragdo com, no
minimo, 6 concentracbes diferentes e de 2 a 8 replicatas por concentragao.
Utilizando o método de padronizacao interna, a relagdo matematica entre a resposta
analitica (area relativa) e a concentragcdo do analito em um modelo linear € descrita

pela equacao da reta:

y=ax+b

Onde:

y = resposta medida (area do pico)
X = concentracéo

a = inclinacao da reta (sensibilidade)

b = interseccdo no eixo y (x = 0)
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Neste estudo, a linearidade foi avaliada entre LIQ e LSQ com trés CQs.
Foram analisadas 8 concentracdes diferentes ao longo da faixa (5, 15, 45, 100, 200,
250, 450, e 500 ng/mL) com 7 replicatas por concentracao.

O coeficiente de correlacdo (R) das curvas foram avaliados, assim como a
variacdo do desvio padrdo em funcdo da concentracdo pelo teste de
homocedasticidade dos dados através do teste F. O Teste de Homocedasticidade é
feito pelo calculo da razdo das variancias obtidas nos niveis de concentracdo mais
alto e mais baixo da faixa de trabalho; quando a variancia é constante, os residuos
estdo dispersos em torno do eixo X € Fcaculado € Menor que Fiapelado determinado pelo
grau de liberdade do ensaio.

Em seguida, empregou-se o Método dos Minimos Quadrados Ponderados
para reduzir os desvios do modelo linear. Neste método, utiliza-se a Regressao
Linear Ponderada (RLP), onde sao testados coeficientes de ponderacdo (w) 1/x,
1/x3, 1/x*2, 1ly, 1/y?, 1/y"? sobre os dados do modelo linear. O coeficiente de
ponderacdo (w) é escolhido de acordo com a menor somatoria de erros relativos

(ER%).

4.4.3.3 Precisao

A precisdo avalia a proximidade dos resultados obtidos quando o
procedimento é aplicado diversas vezes em uma mesma amostra homogénea sob
as mesmas condicdes de ensaio (ANVISA, 2012). A precisdo representa o grau de
disperséo dos resultados e, determina, assim, a repetibilidade do método. A precisao
do método foi avaliada pela proximidade dos resultados obtidos de cinco replicatas

de trés pontos da curva (CQB, CQM e CQA) analisadas consecutivamente (precisao
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intra-dia) e em trés dias diferentes (precisdo inter-dia). Foi expressa como
coeficiente de variacdo (CV%), onde o CQB deve apresentar valores inferiores a

20% e os demais CQs até 15%.

4.4.3.4 Exatidao

A exatiddo avalia a proximidade e o grau de concordancia dos resultados
obtidos da anélise em relacdo ao valor verdadeiro. A exatiddo 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 concentracdo média, obtida pela
conversao dos valores de area através da equacao de regressao linear ponderada, e
a concentracao teorica. O valor de ER para CQB nédo deve exceder a faixa de £20%
(exatiddo entre 80 e 120%), enquanto COQM e CQA ndo devem exceder +15%

(exatiddo entre 85 e 115%).

4.4.3.5 Recuperacgéo

A recuperacao avalia a eficiéncia do preparo de amostra empregado para a
extracao e pré-concentracdo dos analitos pela comparacéo da resposta analitica dos
pontos CQB, COM e CQA com a resposta analitica dos analitos em solucdo padréo
nao extraida, que representa 100% de recuperacdo. Altas porcentagens de
recuperacdo sao desejaveis, porém ndo obrigatorias, 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 presenca de interferentes. A seletividade do método foi
avaliada pela variacdo dos resultados obtidos para os analitos no LIQ quando na
presenca de interferentes exégenos em alta concentracdo (1000 ng.mL™Y). A
resposta dos interferentes préximos ao tempo de retencdo do analito devem ser
inferiores a 20% da resposta dos analitos no LIQ e 5% da resposta do Pl quando
préximos ao tempo de retencdo dele. Os interferentes analisados foram: dipirona,
cafeina, lidocaina, sertralina, fluoxetina, clonazepam alprazolam, lorazepam e

femproporex.

4.4.3.7 Estabilidade

Esse parametro avalia o comportamento do analito nas condicfes exigidas
durante todo processo analitico na matriz biolégica e na solucao de trabalho. Para a
avaliacdo, foram empregadas “amostras branco” fortificadas nas concentracdes de
CQB e CQA (em triplicata). A estabilidade na matriz biol6gica é demonstrada quando
ndo se observar desvio superior a 15% da média das concentracdes obtidas com
relacdo ao valor nominal, sendo estas determinadas por meio da curva de calibragcéo
preparada. As solucdes serdo consideradas estaveis quando nao se observar desvio
superior a 10% de suas respostas em comparacdo com as respostas das solucbes
recém-preparadas. Os ensaios de estabilidade realizados foram:

e Estabilidade de curta duragdo: as amostras foram mantidas a temperatura

ambiente durante 9 horas, sendo analisadas em seguida;
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e Estabilidade de longa duracéo: as amostras foram mantidas a -20 °C por trés
meses, sendo analisadas em seguida;

e Estabilidade apoés ciclos de congelamento e descongelamento: as amostras
foram congeladas e mantidas a -20 °C, sendo, entédo, descongeladas no dia
seguinte e congeladas novamente; este ciclo foi feito trés vezes, para simular
o0 tratamento de uma amostra real desde a coleta até a anélise;

e Estabilidade pos-processamento: as amostras foram mantidas a temperatura
ambiente controlada (22 + 2 °C) durante o tempo de analise de toda a curva
de calibracéo, sendo analisadas em seguida;

e Estabilidade das solu¢cdes—padrao: os resultados das andlises de solucdes de
trabalho foram comparados entre 0 momento em que foram preparadas e trés

dias ap0s o preparo.

4.4.3.8 Efeito Residual (Carryover)

O carryover é o efeito gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal do
analito ou Pl causado por contaminacdo proveniente de amostras analisadas
anteriormente. Esse parametro foi avaliado injetando uma amostra branco antes e
duas ap0s a injecdo de uma amostra no LSQ. As respostas de picos interferentes no
tempo de retencao do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito nas
amostras processadas do LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de

retencdo do Pl 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, mées que ja
passaram por anamnese e exames soroldgicos de forma a serem classificadas como
aptas a doacdo. As maes doadoras realizam a retirada de leite a domicilio, sendo

este entdo entregue aos profissionais do banco.

As amostras foram identificadas com codigo para ndo revelar a identidade da
mae ao pesquisador, porém, sendo possivel correlacionar informacdes obtidas a
partir do questionario que o Banco de Leite requer (como género, faixa etaria, nivel
de escolaridade, historico de uso de drogas, classe social, dentre outros fatores
demograficos) com os resultados das analises, em casos positivos. ApGs a coleta,
as amostras foram transferidas para frascos de polipropileno e armazenadas em

7

refrigerador a -20°C até o] momento das andlises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DESENVOLVIMENTO DE METODO

Na Figura 7 estad representada a separacdo e deteccdo dos analitos e
padrbes internos na coluna cromatografica DB-5 nas condi¢des citadas na Secao

4.4.2 para realizar a validagdo do método.
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Figura 7: Cromatograma obtido da andlise de pool de analitos e padrées internos na concentracao de

500 ng.mL'l. Fonte: autoria propria (2022).

Na Figura 8 esta representado o resultado da andlise do extrato de uma
“amostra branco” de leite materno fortificada com os analitos na concentracao de
500 ng.mL™ e padrdes internos em 200 ng.mL™. Na Figura 9 sdo mostrados os ions
utilizados para quantificagdo. Os cromatogramas de ions identificadores de cada

analito e padréo interno estdo compilados no Anexo I.
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Figura 8: Cromatograma obtido da analise de “amostra branco” de leite materno fortificada com

analitos (500 ng.mL'l) e padrdes internos (200 ng.mL'l). Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 9: Cromatograma de ions utilizados para quantificacdo de substancias psicoativas em leite
materno. Analitos na concentracéo de 500 ng.mL™ e padrdes internos 200 ng.mL™. Fonte: autoria

propria (2022).
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5.1.1 Otimizacao Univariada
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Figura 10: Valores médios (triplicata) de area dos picos dos analitos utilizando acetonitrila (em verde)
e solucéo de acetonitrila 30% (em azul) como solvente de condicionamento da ponteira DPX.

Fonte: autoria prépria (2022). Abreviacdes: ACN — Acetonitrila; ANF — anfetamina; NIC — nicotina; MA
— metanfetamina; COT - cotinina; MDMA — metilenodioximetanfetamina; MET — metadona; COC —

cocaina; 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 area média total. Observou-se que a acetonitrila apresentou valor médio de
area do analito cocaina (na figura, COC) seis vezes maior em relacdo a solucao de
acetonitrila, sendo o analito com maior discrepancia de valores, embora a solucéo de
acetonitrila tenha gerado maiores valores para alguns analitos, como as

anfetaminas, cotinina e metadona.
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Figura 11: Valores médios de &rea dos picos dos analitos ao utilizar metanol (em azul) e solugao
metandlica (em laranja) como solvente de lavagem da ponteira DPX. Fonte: autoria prépria (2022).

Abreviacdes: ANF — anfetamina; NIC — nicotina; MA — metanfetamina; COT — cotinina; MeOH —
metanol; MDMA — metilenodioximetanfetamina; MET — metadona; COC - cocaina; CE — cocaetileno;

BZE - benzoilecgonina; MORF — morfina.

Os resultados expressos na Figura 11 indicam a maior detectabilidade dos
analitos utilizando a solu¢cdo metandlica para a etapa de lavagem da fase da
ponteira. Neste caso, acredita-se que a presenca de agua ndo interfira na
estabilidade da interacdo dos analitos carregados positivamente com 0S grupos
carregados negativamente da fase sélida. A Unica excegéo € a cotinina (no grafico,
COT), que possui valor médio de area relativamente maior com o metanol puro.

Solugbes do solvente com diferentes por¢cdes de dgua além da citada na
otimizacdo foram testadas para a etapa de lavagem, porém estas apresentaram
alguns erros, como floculagdo da fase dispersa durante a lavagem e elevacdo da
linha de base no cromatograma. Para a etapa de condicionamento, apenas
acetonitrila 30% (v/v) foi testada.

Os parametros aqui citados foram otimizados previamente de forma

univariada pois 0s experimentos da secdo seguinte sdo ensaios de otimizacdo de
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varias variaveis simultaneamente que exploram variagcdes de uma condi¢éo singular,
isto é, ndo sdo apropriados para escolher diferentes tipos de solventes, mas sim
para apontar o volume do solvente utilizado que contribui para um valor “6timo” de

resposta.

5.1.2 Otimizacdo Multivariada

5.1.2.1 Plackett-Burman

A Figura 12 apresenta o diagrama de Pareto das variaveis avaliadas
estatisticamente. Duas variaveis foram estatisticamente significativas: o volume de
amostra e o volume de solucédo de eluicdo. Isto é, a variacdo dos volumes produz
uma variacado superior ao grau de confianca estabelecido para este ensaio (90%).
De fato, o volume de amostra interfere diretamente na detectabilidade dos analitos, e
o volume de SE esta ligado a capacidade de dessorcdo dos analitos da fase solida,
sendo estas etapas de grande importancia no preparo de amostra. Observa-se
também a significdncia do nimero de ciclos de eluicdo e do tempo de sor¢do dos
analitos (amostragem), mas que nao ultrapassa o grau de confianca 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

area.
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5.1.2.2 Delineamento Composto Central Rotacional
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O DCCR aplicado gerou o modelo estatistico explicitado na Figura 13. O

modelo tem bons valores de ajuste (0,774) e de regressdo (R? = 0,887) e indica a

significancia estatistica da ambas as variaveis tempo de equilibrio de sorcéo (T) e

volume de solucéo extratora (VE) com 95% de confianca.

DV: Média geométrica

Effect Estimates; Var.:Méda geometfrica; R-sqr=,8872; Adj,,77441 (Spreadsheetl)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=924624E2

Effect | Std.Em. i(5) p -95 % +95 % Coeff. Std.Err. -95.% +95 %
Factor Cnf.Limt | CnfLimt Coeff. |CnflLimt |CnfLimt
Mean/Interc. 99727,9| 5550,894  17,96609| 0,000010| 85458,9) 113996,9( 99727,9  5550,894 85458 9/ 113996,9
(DT (s)(L) 18161,9 6764,926| 268471|0,043574 7721| 355517 9080,9| 3382,463 386,0| 17775,8
T(s)Q) -30755,91 7981,948| -3,85318| 0,011962| -512742| -10237,7| -15378,0| 3990,974 -25637,1 -5118,8
(2)VE (uL)(L) 25635,8| 6764,926 4 3.78952|0,012765 8246,0) 43025.6( 12817,9 | 3382463 41230 21512,8
VE (uL)(Q) -22061,41 7981,948| -2,76392| 0,039650| -42579,7 -15432] -11030,7| 3990,974  -21289.8 -7716
1L by 2L -3154.8 9615,738| -0,32809 0,756138 -278729| 21563,2| -15774 4807,869 -139364 10781,6

Figura 13: Modelo estatistico do DCCR. Fonte: autoria prépria (2022).

A partir dos valores atribuidos aos efeitos de cada variavel (localizados na

coluna “Effect” na figura), é possivel obter a equagao quadratica do modelo

estatistico gerado:

y = 99727,9 + 18161,9.x; — 30755,9.X,” + 25635,8.x, — 22061,4.X,°
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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: Superficie de resposta bidimensional do DCCR Fonte: autoria prépria (2022).

O ensaio de DCCR gerou a superficie de resposta presente nas Figura 14. A
partir delas, entende-se que maiores valores de area serdo obtidos com intervalos
de tempo de amostragem entre 25 e 40 segundos e volumes de solucédo extratora
entre 700 e 950 microlitros, havendo decréscimo da resposta analitica em condigdes
diferentes. Para obter valores mais especificos, o ensaio fornece a desejabilidade do
modelo (FIGURA 15), isto é, os valores “6timos” de cada variavel que forneceriam,
de acordo com a equacdo do modelo, os maiores valores de area possiveis, dadas

as condi¢cdes empregadas nesta metodologia.
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Figura 15: Desejabilidade do modelo estatistico criado para a metodologia de preparo de amostra

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

Os valores 6timos indicados sdo 40 segundos de equilibrio de sor¢cdo na
etapa de amostragem e 875 L de solucao extratora na etapa de eluicdo. Através
das regressdes mostradas, entende-se que, em relagcdo ao tempo (T), hd uma
tendéncia de maiores resultados conforme aumento do tempo entre 10 e 30
segundos, até que o platd € atingido, e a partir de 40 segundos a resposta passa a
diminuir. Isso justifica a prerrogativa pontuada no grafico de Pareto do ensaio
Plackett-Burman, que indicava valor negativo para significancia desta variavel, uma
vez que a tendéncia 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 analitica tdo boa quanto o valor
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de desejabilidade. Em relacdo ao volume de solucdo extratora, a regressao também
indica tendéncia crescente até um ponto maximo, e volumes maiores gerariam
decréscimos na resposta. Dessa forma, o volume de 875 mL foi escolhido como
valor otimizado.

Para confirmar as predicfes interpretadas a partir do modelo estatistico, este
foi validado com um experimento em triplicata utilizando a metodologia otimizada.
Com a equacdo do modelo, foi possivel obter um valor de area tedrico (predito:

106836,07) utilizando os valores 6timos e compara-los com os valores reais obtidos:

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

equacdao para validacdo do modelo estatistico.

Replicata Média geométrica Erro relativo (%)
1 99613,20 -7,25
2 99724,80 -7,13
3 99999,65 -6,84

Fonte: autoria propria (2022).

A Tabela 11 apresenta os erros relativos em porcentagem dos valores reais
obtidos, os quais foram menores do que 10%. Assim, 0 modelo estatistico foi
considerado significativo e preditivo, e a metodologia de preparo de amostra
otimizada satisfatoriamente. A otimizacdo da metodologia proposta, em termos de
area total, garantiu um aumento de 34% na detectabilidade dos analitos (FIGURA

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

avaliando a resposta analitica do método. Fonte: autoria propria (2022).

5.2 VALIDACAO DO METODO

5.2.1 Limites de detecc¢ao e quantificacéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo atingidos com o método proposto
estdo apresentados na Tabela 12.

Neste trabalho, a metodologia empregada para determinacdo dos Limites de
Deteccdo (LDs) e Limites Inferiores de Quantificacdo (LIQs) foi de avaliacéo
empirica dos valores de coeficiente de variacdo entre as replicatas de cada baixa
concentracdo testada. A determinacdo destes parametros baseada na
reprodutibilidade do método confere confiabilidade ao resultado obtido por se basear
em sua precisao (BROWN et al., 2011).

As concentracdes baixas testadas foram 10, 5, 3 e 2 ng.mL™. Analitos como
nicotina, metanfetamina e cocaina nao tiveram coeficientes de variacao inferiores a
20% em concentracdes menores que a estabelecida como LIQ (5 ng.mL™), que teve
CV inferior a 15%. Dessa forma, os LDs destes analitos ficaram estabelecidos na

mesma concentragao que o LIQ.
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Em comparacdo com demais métodos reportados na literatura, os limites
definidos para esta metodologia tém detectabilidade adequada para deteccdo das
substancias psicoativas e seus metabolitos em leite materno. Os métodos de
Marchei et al (2011) e Escuder-Vieco et al (2016) alcancaram limites de deteccao
entre 1 e 3 ng.mL™ e de quantificacdo entre 5 e 10 ng.mL™ utilizando LC-MS/MS
para 18 substancias ilicitas em leite materno, incluindo os analitos do presente
trabalho, ao combinar extracdo liquido-liquido e SPE (ESCUDER-VIECO et al.,
2016; MARCHEI et al., 2011). D’Avila e colaboradores (2015) utilizaram precipitagao
proteica com acetonitrila e LC-MS para analisar cocaina e seus metabdlitos em leite
materno, obtendo LDs entre 2,5 e 3,0 ng.mL™ e o LIQs de 5 ng.mL™, semelhante
aos valores obtidos para cocaina e benzoilecgonina neste trabalho (D’AVILA et al.,
2015b). Silveira et al (2016) também analisou cocaina e seus metabolitos em leite
materno, utilizando LPME e GC-MS, e alcancou LDs de 6 ng.mL™ e LIQs de 12
ng.mL™.

Tabela 12. Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos com a metodologia

proposta.

Analito LD (ng.mL™) LIQ (ng.mL™)
ANF 2,0 5,0
NIC 5,0 5,0
MA 5,0 5,0
COoT 3,0 5,0

MDMA 2,0 5,0
MET 2,0 5,0
cocC 5,0 5,0
CE 3,0 5,0
BZE 2,0 5,0

MORF 2,0 5,0

Fonte: autoria propria (2022). Abreviagdes: ANF — anfetamina; NIC — nicotina; MA — metanfetamina;
COT - cotinina; MDMA — metilenodioximetanfetamina; MET — metadona; COC — cocaina; 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 concentracdes geralmente encontradas em amostras de leite relatadas na
literatura. Das oito concentracdes avaliadas entre 5 e 500 ng.mL™, no minimo seis
foram utilizadas para a construcdo das curvas de calibracdo. Na calibracdo, foi
empregada o método de padronizacdo interna, com utilizacdo dos padrdes internos
deuterados, e todas as curvas apresentaram coeficientes de correlacdo (R) maiores
do que 0,99.

Considerando o intervalo de mais de uma ordem de grandeza entre 0s
valores de concentracdo, a homocedasticidade dos dados foi avaliada e para todos
os analitos foi verificado o aumento de variancia conforme as concentracdes
crescentes da curva, isto é, os dados foram considerados heterocedasticos. A
condicdo de heterocedasticidade apresenta-se pela forte dispersdo de dados em
torno da reta e pode levar a uma quantificacdo de baixa confiabilidade, o que
compromete a avaliacdo da exposicdo do lactente. As curvas de calibracdo em
modelo linear e os gréaficos de dispersdo de residuos foram compilados no Anexo Il.

Para o melhor ajuste dos dados, a Regressdo Linear Ponderada foi
empregada. A aplicacdo de pesos sobre os dados gerou modelos com erros
relativos inferiores aos dos modelos de regresséao linear, e os modelos com menor
soma de erro relativo foram utilizados para tratamento de dados de estabilidade e
quantificacdo das amostras reais. As curvas de calibragdo dos modelos lineares

ponderados estdo apresentadas na Tabela 13.
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Tabela 13: Resultados de linearidade das curvas de calibracdo dos dez analitos entre 5 e

500 ng.mL™ no método proposto.

Analito Equa(;éq da cyrva de Ponderagao Coeficierjte de Soma erro

calibracao correlacdo (R) relativo (%)
ANF  y=0,005216x + 0,08865116 1/x° 0,9994 13,45
NIC y =0,007203x + 0,20039135 1/ 0,9992 13,85
MA y = 0,004903x + 0,14184526 1/x? 0,9956 32,79
COoT y = 0,006783x + 0,29398701 1/x? 0,9994 11,22
MDMA y=0,005423x + 0,10551787 1/x? 0,9991 20,00
MET y = 0,002161x - 0,0044478 1/x 0,9975 32,78
cocC y = 0,004487x + 1,004119 1ly 0,9996 10,85
CE  y=0,002678x + 0,04025491 1/yH? 0,9998 18,51
BZE y = 0,001066x + 0,0068583 1/x2 0,9983 23,23
MORF vy =0,003076x + 0,07672318 1/x? 0,9932 36,49

Fonte: autoria propria (2022). Abreviagbes: ANF — anfetamina; NIC — nicotina; MA — metanfetamina;
COT - cotinina; MDMA — metilenodioximetanfetamina; MET — metadona; COC - cocaina; CE —

cocaetileno; BZE — benzoilecgonina; MORF — morfina.

A ponderacdo 1/x* gerou modelos de menor erro relativo para as curvas de
calibracdo dos analitos, exceto para as curvas de metadona, cocaina e cocaetileno.
Embora algumas curvas possuam *ER% elevadas, as preconiza¢cdes dos guias de
validacdo nado delimitam este parametro. Para alguns analitos, os valores de
coeficiente de correlagdo dos modelos ponderados foram maiores em comparacéo
com as curvas do modelo de regressao linear simples, o que se acredita garantir
uma melhor adequacédo dos dados experimentais dos ensaios de linearidade e
qguantificacbes mais precisas e exatas. Com isso, a faixa de trabalho escolhida e as
curvas de calibracdo obtidas foram consideradas adequadas para a quantificacédo

dos analitos em leite materno.
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5.2.3 Precisao e exatidao

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de precisao
intraensaio e interensaio e de exatiddo. Todos os valores obtidos para precisao
atenderam aos critérios de aceitacdo de 20% para CQB e 15% para CQM e CQA, ou
seja, 0 método pode ser considerado preciso.

Quanto a exatiddo, os resultados foram calculados pelo erro relativo e
somados a 100. Observa-se que todos os valores obtidos estdo dentro dos limites de
variacdo preconizados de 80 a 120% para CQB e 85 a 115% para CQM e CQA,

garantindo a exatiddo do método.

5.2.4 Recuperacgao

A Tabela 14 também contém os valores de recuperacdo do preparo de
amostra empregado para quantificacdo dos analitos em leite materno. A recuperacao
ndo € um parametro de validacdo preconizado pelos Guias de Validacdo cujos
ensaios deste trabalho foram baseados. Ainda assim, a recuperacao foi estudada
para avaliar a eficiéncia do preparo de amostra; de acordo com o Guia para
Validagdo da UNODC (2009), valores de recuperacdo proximos a 100% s&o
desejaveis, mas ndo mandatérios, desde que o método seja preciso, exato e 0s
limites de deteccdo e quantificacdo estejam apropriados para as andlises (UNITED
NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME (UNODC), 2009).

Dessa forma, a recuperagdo foi considerada satisfatéria, considerando a
precisao e exatiddo do método (Item 5.4.3) e a adequabilidade dos limites LD e LIQ
(Item 5.4.1) para a deteccéo e quantificacdo dos analitos nesta amostra, embora os
valores de recuperacdo obtidos sejam relativamente baixos, variando entre 15 e

86%. Na literatura, a recuperacdo de técnicas que envolvem precipitacdo proteica
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seguida de extracdo em fase solida para analise em leite materno pode atingir 100%
(SANTOS; DE MARTINIS, 2020). No que tange a técnica de DPX, os valores
tendem a se concentrar entre 60 e 110% utilizando fase de troca catidnica em
analises forenses, ambientais e de alimentos (BORDIN et al., 2016a). No método
analitico de Bordin et al (2013) para anélise de drogas de abuso em mec6nio, no
qgual se baseia o procedimento deste trabalho, os valores de recuperacdo obtidos
foram de 69 a 98%. Assim, acredita-se que a recuperacdo atingida se deve a
complexidade da amostra e também as perdas decorrentes do processo de

precipitacdo proteica que antecede a 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 biologica e das solugbes-padrao,
respectivamente. Todos 0s ensaios atenderam ao critério de garantia de estabilidade
das amostras e solucdes - padrdo, com excecdo do ensaio de estabilidade de curta
duracdo. Nesta avaliacdo, nenhum analito manteve valores de concentracdo CQB e
CQA com desvio inferior a 15%, ndo podendo ser considerados estaveis a
temperatura ambiente durante o periodo de nove horas — periodo que as amostras
fortificadas foram mantidas. Os demais analitos apresentaram valores inferiores que
ultrapassaram o desvio preconizado, indicando provavel degradacdo na amostra de
leite materno em periodos prolongados fora do congelamento. Acredita-se que a
exposicdo a luz e a temperatura ambiente por periodo prolongado tenha corroborado
para uma provavel degradacdo. Dessa forma, as amostras reais foram
descongeladas, preparadas e analisadas em um periodo inferior a cinco horas para

evitar uma condicdo de instabilidade e garantir a integridade das amostras.



Tabela 14: Resultados de precisdo, exatidao e recuperacao dos analitos no método analitico proposto.

. - Preciséao I n
Analito Co(nncerrwr;tiaill%ao Intraensaio Interensaio (E}aglld_aé)) Recu(r()ye)ragao
g. (CV%, n = 5) (CV%, n =5, dias = 3) o,n= 0

15 10,51 11,78 103,20 39,17
ANF 200 2,48 4,08 101,90 40,08
450 4,08 6,75 103,37 35,32
15 11,21 17,55 97,86 42,31
NIC 200 10,53 12,68 96,13 37,67
450 14,79 13,41 105,63 68,96
15 9,07 17,70 96,25 46,29
MA 200 6,26 11,37 107,11 34,73
450 8,66 13,29 107,32 69,42
15 3,22 15,87 99,41 75,20
COoT 200 4,22 7,39 112,62 67,08
450 9,60 9,06 97,58 77,28
15 6,70 17,33 99,01 36,00
MDMA 200 6,43 12,72 113,69 35,39
450 4,70 10,78 104,12 58,44
15 6,01 19,79 113,94 15,73
MET 200 14,54 9,10 98,16 38,15
450 8,59 11,49 96,16 19,96
15 19,82 19,30 103,28 81,19
cocC 200 9,34 12,92 107,84 63,17
450 12,76 11,46 105,42 75,37
15 14,98 13,04 98,16 41,84
CE 200 7,39 11,47 96,21 33,18
450 12,99 10,74 94,09 47.18
15 9,78 15,15 97,65 55,52
BZE 200 9,66 17,69 99,67 70,97
450 13,35 10,73 98,28 86,17
15 7,93 19,46 96,60 46,62
MORF 200 4,27 11,18 108,80 37,80
450 5,34 13,52 111,38 39,42

Fonte: autoria prépria (2022). Abreviagbes: ANF — anfetamina; NIC — nicotina; MA — metanfetamina; COT — cotinina; MDMA —

metilenodioximetanfetamina; MET — metadona; COC — cocaina; 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 analitico proposto.

Estabilidade (ER%)

Analito Concentralgéo Curta durag&o Longa duragé&o Congelamento e P6s — processamento
(ng.mL™) (9h a22+2°C) (90 dias a -20 °C) descongelamento (18h a 22 + 2 °C)
(3 ciclos)

ANF 15 -50,17 -8,93 -14,62 -1,35
450 -11,10 -13,29 -14,93 -3,96
NIC 15 -78,34 -13,46 -13,35 -14,33
450 -85,17 -13,58 -15,01 -14,60

MA 15 -17,31 -2,89 -6,86 -8,74
450 -18,05 4,19 -8,95 -1,39

COT 15 -10,56 -7,35 1,42 -1,48
450 -29,07 -12,40 -6,68 -2,86

MDMA 15 -65,55 -14,51 -10,76 -3,05
450 -26,96 -3,93 -0,36 -8,03
MET 15 -16,02 -11,99 -9,26 -13,88
450 -56,14 0,52 -11,26 -7,62

CcocC 15 -12,73 -12,07 -0,39 2,16
450 -11,31 2,71 -6,29 7,80
CE 15 -84,80 -5,85 7,36 -11,07
450 -45,55 -14,95 -12,10 -0,55

BZE 15 -78,20 -2,47 -7,81 -5,22
450 -82,41 -5,28 -9,21 -11,07

MORF 15 -16,95 -10,81 -8,46 -8,49
450 -17,21 -10,53 -5,76 -6,36

Fonte: autoria propria (2022).

Abreviacdes: ANF — anfetamina; NIC — nicotina; MA — metanfetamina; COT — cotinina; MDMA — metilenodioximetanfetamina; MET — metadona; COC —

cocaina; CE — cocaetileno; BZE — benzoilecgonina; MORF — morfina.
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Tabela 16: Resultados dos ensaios de estabilidade das solucdes — padréo

utilizadas no desenvolvimento e validagdo do método analitico proposto.

Analito Concentracdo (ng.mL"%) Estabilidade Solucéo — padréo

(ER%)
ANF 15 0,69
450 -1,82
NIC 15 8,29
450 -2,30
MA 15 2,73
450 -5,67
coT 15 7,27
450 0,85
MDMA 15 -6,23
450 9,11
MET 15 -6,10
450 6,15
coc 15 -8,17
450 8,98
CE 15 -4,39
450 5,85
BZE 15 7,77
450 el
MORF 15 1,59
450 -2,56
ANF-Dy; 200 0,48
KET-D. 200 8,14
MET-Ds 200 -0,46
COC-D; 200 -3,87
COD-Dg 200 0,12

Fonte: autoria propria (2022).

Abreviacdes: ANF — anfetamina; NIC — nicotina; MA — metanfetamina; COT - cotinina; MDMA —
metilenodioximetanfetamina; MET — metadona;, COC - cocaina; CE - cocaetileno;, BZE -
benzoilecgonina; MORF — morfina; ANF-Dy; - anfetamina deuterada; KET-D, — cetamina detuterada,;

MET-D3; — metadona deuterada; COC-D3; — cocaina deuterada; COD-Dg — codeina deuterada.
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5.2.6 Seletividade

Na avaliacdo da seletividade do método, algumas substancias que
possivelmente poderiam ser consumidas pela mae no periodo de amamentacao
foram analisadas. Nenhum interferente foi detectado nos tempos de retencdo dos
compostos de interesse. Dessa forma, o0 método pode ser considerado seletivo
para analise das substancias as quais se propoe.

Além disso, durante o desenvolvimento do método, as “amostras branco” de
leite foram fornecidas por diferentes maes e foram coletadas em periodos de
lactacdo diferentes. Nao foram observados interferentes enddégenos nas analises, o
que possibilitou garantir gue o método seja seletivo para amostras de individuos

diferentes e que o tipo de leite também néo afetasse a qualidade da andlise.

5.2.7 Efeito Residual (Carryover)

A Figura 17 apresenta um cromatograma de amostra branco analisada apos
a injecdo de uma amostra fortificada com os analitos na concentragédo de 1000
ng.mL™. A amostra apresentou perfil cromatografico semelhante quando injetada
anteriormente a curva de calibracdo, com picos de relativa abundancia em alguns
tempos de retencdo de interesse que, contudo, ndo correspondem a nenhuma
substancia endoégena ou exdégena do leite, como tioureia e hidrocarbonetos de
cadeia longa, e nao impedem que a quantificacdo seja realizada. Dessa forma, o

método foi considerado isento de efeito residual entre as analises.
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Figura 17. Cromatograma de analise de amostra branco de leite materno apés a inje¢cdo de amostra
fortificada com analitos em concentracéo superior ao ponto mais alto da curva de calibracéo.

Fonte: autoria propria (2022).

5.3 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

Este € o primeiro trabalho que utiliza a técnica de DPX para analise de
drogas de abuso em leite materno. Das 67 amostras coletadas no Banco de Leite
do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, ndo foi detectada a presenca de
nenhum dos analitos deste projeto em nenhuma das amostras. Os resultados
obtidos podem ser oriundos da real auséncia das substéancias investigadas, mas
nao se descarta a possibilidade de que outras amostras possam conter alguma
substéancia psicoativa ou que outras substancias 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 intoxicacdo 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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guestionamentos, é necessario maior incentivo as pesquisas relacionadas a saude
publica e consumo de drogas para que, assim, mais projetos como o deste escopo
sejam realizados em todo o pais e possa haver um maior entendimento sobre o
consumo de substancias psicoativas pela populacdo (neste caso, de mulheres em
periodo de amamentacao) e melhores estratégias de garantia a saude possam ser
tracadas.

Acredita-se que o resultado das analises realizadas evidencie a efetividade
do cadastro de maes doadoras em selecionar lactantes para realizar doacdo de
leite ao Banco de Leite do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. O cadastro
procura identificar o cenario a qual as mées que desejam ser doadoras se
encontram, no que tange qualidade de vida e boas condi¢cfes de saude, incluindo o
possivel histérico de consumo de drogas. Dessa forma, busca-se garantir a
qualidade do leite materno a ser fornecido para outros recém-nascidos.

Nesse sentido, foi possivel fazer um levantamento das informagfes das
doadoras que aceitaram participar deste projeto, sem revelar sua identificacao, e
saber que: a faixa etaria das doadoras se concentra entre 21 e 43 anos; 80,9%
moram na cidade de Ribeirdo Preto e as demais em cidades préximas, onde sabe-
se que ha acesso a saneamento basico, e as condicbes de moradia relatadas por
todas foram consideradas o6timas; 55,2% estudaram até o ensino médio e 44,8%
tem ensino superior completo; além disso, nenhuma delas relatou historico
pregresso de consumo de drogas. Sabe-se que o conjunto amostral deste estudo é
pequeno para tentar estabelecer uma relacdo dos resultados das analises com
dados demograficos, contudo, sabendo que o referido cenario ndo corresponde a
realidade da maioria de mulheres em amamentag&o no Brasil e que eventualmente

possam ser doadoras, faz-se necessario a continuidade de estudos de
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levantamento para que haja um maior entendimento da relacdo entre o consumo

de substéancias psicoativas e a exposicao infantil via leite materno.



CONCLUSOES
E PERSPECTIVAS
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A metodologia desenvolvida e validada neste trabalho empregando extracao
em fase sdlida dispersiva com ponteiras DPX e cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas mostra satisfatoria detectabilidade, eficiéncia
e reprodutibilidade para deteccdo e quantificacdo de anfetamina, metanfetamina,
metilenodioximetanfetamina,  nicotina, cotinina, cocaina, 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 analise de drogas de
abuso em amostras de leite materno. Desta forma, o método é uma alternativa em
relacdo aos demais reportados na literatura para analises toxicolégicas 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 acessiveis para analises quantitativas de
drogas de abuso, enquanto a técnica de DPX é uma técnica eficiente, rapida e de
baixo consumo de solvente. Neste trabalho, o aumento do volume de amostra
possibilitou atingir menores limites de deteccdo e quantificacdo, embora tenha
levado a um maior volume de solvente necessario para precipitacdo de proteinas.
Ainda assim, a técnica de DPX é uma opcdo interessante para analise de leite,
permitindo a quantificacdo de diversos analitos simultaneamente dentro da
adequacao exigida. Nao foi possivel superar a complexidade da amostra sem um
tratamento prévio de precipitacdo de proteinas utilizando solvente, o que eleva o
tempo e o custo da analise, mas a reducéao de intervalos de tempo de cada etapa e
a utilizacdo de maiores porgcdes de agua em relacéo a solventes toxicos 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
sélida, como ja reportado em alguns trabalhos da literatura.

Neste trabalho, ndo houve exposicdo infantil as substancias psicoativas
analisadas, uma vez que nao houve deteccdo em nenhuma das 67 amostras. Estes
resultados refletem a integridade do leite doado ao Banco de Leite HC-FMRP,
embora ndo haja garantia em relacdo a outras amostras e outras substancias
psicoativas ndo investigadas neste estudo. Dessa forma, faz-se necessario que mais
estudos de analises toxicoldgicas sejam realizados e implementados nas rotinas de
trabalho com leite materno, considerando pela literatura cientifica que o uso de
substancias psicoativas durante o periodo de gestacdo e amamentacdo € uma
realidade, e que pode comprometer o desenvolvimento humano em maior ou menor
grau. Além disso, que mais politicas publicas informem a populacdo sobre 0s riscos
associados ao uso de drogas e a dependéncia quimica com maior intuito e melhores
estratégias de reducdo de danos a saude antemdao a criminalizagdo, uma vez que a
ampla disseminacdo de drogas na populacdo € uma realidade cada vez mais

evidente.
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Figura 1. Cromatograma de ions do padréo interno Anfetamina-D;; (A) na concentracdo de 200
ng.mL™ e dos analitos Anfetamina (B), Metanfetamina (C) e Metilenodioximetanfetamina (D) no

limite de quantificacio do método (5 ng.mL™). Fonte: autoria prépria (2022).
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Figura 2. Cromatograma de ions do padrdo interno Cetamina-D, (A) na concentracdo de 200

ng.mL'1 e dos analitos Nicotina (B) e Cotinina (C) no limite de quantificacdo do método (5 ng.mL'l).

Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 3. Cromatograma de ions do padréo interno Metadona-D; (A) na concentracdo de 200

ng.mL™ e do analito Metadona (B) no limite de quantificacdo do método (5 ng.mL™).

Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 4. Cromatograma de ions do padrdo interno Cocaina-Ds; (A) na concentracdo de 200
ng.mL™ e dos analitos Cocaina (B), Cocaetileno (C) e Benzoilecgonina (D) no limite de
guantificacdo do método (5 ng.mL'l). Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 1: Curva de calibracdo para Anfetamina e grafico de dispersédo dos residuos.

Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 2: Curva de calibragdo para Nicotina e grafico de disperséo dos residuos.

Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 3: Curva de calibragcdo para Metanfetamina e grafico de disperséo dos residuos.

Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 5: Curva de calibracdo para MDMA e grafico de disperséo dos residuos.

Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 6: Curva de calibracdo para Metadona e grafico de disperséo dos residuos.
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Figura 7: Curva de calibracdo para Cocaina e gréafico de disperséo dos residuos.

Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 8: Curva de calibragcdo para Cocaetileno e grafico de disperséo dos residuos.

Fonte: autoria propria (2022).
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Figura 9: Curva de calibragdo para Benzoilecgonina e grafico de dispersao dos residuos.

Fonte: autoria propria (2022).
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FMRP-USP

RIBEIRAO PRETO

TERMO DE AUTORIZAGAO PARA REALIZACAO DA PESQUISA

Eu, Larissa Garcia Alves, Diretora Técnica de Saude I, RG: 43454226-X CPF n°
325277448-85, autorizo o aluno Wilson José Ramos Santos Junior, RG n° 49.783.423-6, CPF
444.927.718-08, matriculado no curso de Mestrado do Programa de Pés-Graduagdo em
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), sob a
orientagio do Prof. Dr. Bruno Spinosa De Martinis, a receber aliquotas amostrais provenientes
da coleta de leite materno recebida pelo Banco de Leite do Hospital das Clinicas de Ribeirdo por
mies doadoras ativas do mesmo, para a realizagio do Projeto de Pesquisa “Desenvolvimento e
validagdo de método analitico para investigagdo de substdncias psicoativas em amostras de leite
materno através da cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas”.

O pesquisador acima qualificado se compromete a:

1- Iniciar a coleta de dados somente ap6s o Projeto de Pesquisa ser aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos.
2- Obedecer as disposigdes éticas de proteger os participantes da pesquisa, garantindo-lhes o

méximo de beneficios e 0 minimo de riscos.
3- Assegurar a privacidade das pessoas citadas nos documentos institucionais e/ou contatadas

diretamente, de modo a proteger suas imagens, bem como garante que nio utilizardo as
informagdes coletadas em prejuizo dessas pessoas e/ou da institui¢do, respeitando deste modo
as Diretrizes Eticas da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, nos termos estabelecidos na
Resolugio CNS N° 466/2012, e obedecendo as disposigbes legais estabelecidas na
Constituigdo Federal Brasileira, artigo 5°, incisos X e XIV e no Novo Cédigo Civil, artigo 20.

Ribeirdio Preto, 27 de margo de 2019.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario — Monte Alegre Nome da Unidade

14048-900 Ribeirdo Preto  SP Telefone: 16 3602-xxxx
e-mail: xxxxxxxx@hcrp.usp.br

www.hcrp.usp.br



f"ﬂ"‘i‘ UNIVERSIDADE DE SAQ PAULD
L E %; g’ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
\ﬁ"’

Comité de Etica em Pesquisa

Of. CEF/FCFRP of. 0372019
kms

Fibeirio Prete, 20 de agosto de 2009,

Ao pos-graduando

Wilson Jose Ramos Santos Junior

Crientador: Prof. Dr. Bruno Spinosa De Lartings
FCFER/USE

Prezado Pesquizador,

Informames que o projeto de pesquisa intitulado “DESENVOLVIMENTO E
VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA INVESTIGACAD DE SUBSTANCIAS
PSICOATIVAS EM AMOSTRAS DE LEITE MATERNO ATRAVES DA CROMATOGRAFLA EM FASE
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETELA DE MASSAS”, apresentade por Vosza Senhoria
a este Comite, Protocols CERFCFRP n®, 504 - CAAFE: 10539719.0.0000,5403, fod
aprovado peloe Comité de Etica em Pesquiza da FCFRP/USF em sua 18%* reunio,
realizada em 16/ 08/ 2019, conforme Parecer Consubstanciado do CEF n® 3.319.5806.

Lembramos que, de acorde com a Resclugde 406/ 2012, item IV.3, letra
d, o TCLE devera “ser elaborade em duas vias, rubricadas em tedas as suas paginas e
assinadas, ac seu termine, pele convidado a participar da pesquiza, ou por z=u
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pelals) pesscals)
por ele delegadais), devende as paginas de assinatoras sstar na memzma folha. Em
ambaz a: vias deverdc constar ¢ enderego e contate telefénice ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEF local”.

Informamos gque devera ser encaminhado ao CEP o relatorio final da

pesquisa em formulario proprio deste Comité, bem como commumicada qualguer

alteragdo, ntercoméncia ou imtermupcie do mesmo, tais como eventos adversos e

eventuais modificagies no protocole ou nos membros da equipe, afraves da
interposigio de emenda na Flataforma Brasil.
Atenciosamente,

,'_'.__.If_.i':" FITL A cfia g
ProF. DRe. CLENI MARA MARZOCCHI MACHADD
Coordenadora do CEF/FCFRP

Comit ot EDa em Fesgusa FCFRFIUGR
Smnidn 30 Cath 5 - Wonie Alsgm - CEF 15040-500 - Fibeirky Frep = ZF
Fone: [18) 33158213 = Faoc |18 33158562 - opfiict uop be
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"J _USP - HOSPITAL DAS

. CLINICAS DA FACULDADE DE %ﬁmm
CE=F MEDICINA DE RIBEIRAQ asil
FEFFE -EMRP-LEP PRETO DA USP -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesguisa: Desenvolvimento e validagin de metode analitico para investigac3o de substancias
psicoativas em amostras de leite matemo através da cromatografia em fase gasosa

acoplada 3 espectrometria de massas
Pesquisador: WILSON JOSE RAMOS SANTOS JUNICR
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 10538718.0.3002.5440
Instituigio Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS M PARECER

Numiers do Parecar: 3.582.378

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de projeto de pesguisa da instituigie proponente LUSP - FACULDADE DE

CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAD PRETO DA USPFCFRPIUSE. O HCFMRP_USF sera uma
coparticipante da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Meste projeto pretende-se investigar a presenca de drogas psicostivas e seus metabalitos em amostras de
leite humano através do desenvolvimento e validagie de um método analitico capaz de analisar difersntes
analificos nas amostras coletadas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o parecer da instituigie propenente.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

De acordo com o parecer da instituigie propenente.

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Todes 0s termos de apresentagdo obrigataria foram anexados na Plataforma Brasd e estao de acordo com
a5 nommas &icas vigentes. Apresentou carta de anuéncia do responsavel pela local de coleta no HCFMRP-
LUsSP.

Enderego: CAMPUS UNIVERSTARIO

Balre: MONTE ALEGRE CEP: 14.045-200
UF: 2% Munisiplo: REBEIRAD FRETD
Tedefona:  (15)3802-2228 Fax: (15)3633-1144 E-mall: cepihcrp.usp br

Pigin 01 . D3
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"J _ USP - HOSPITAL DAS

v CLINICAS DA FACULDADE DE W
C=F MEDICINA DE RIBEIRAO asil
HLFP -FMAP-UEP PRETO DA USSP -

Conlinuagls do Pamsser. 5 553 578

Recomendagoes:

Mao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O CEP tomou cincia e concorda com o parecer da instituigdo proponente, & aprova o HCFMRP-USP como
coparticipante da pesquisa.

Consideragtes Finais a criterio do CEP:

%0 CEP do HC e da FMRP-USP concorda com o parecer ético emitide pelo CEF da Instituigio Proponents,
Que CUmpre as Hesnlugées Eticas Brasileiras, em especial a Hesulu-;.fm CHNS 466/12. Diante disso, o
HCFMRP-USF, como instituicio co-participante do referido projete de pesquisa, esta ciente de suas co-
responsabilidades e de seu compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos desta
pesquisa, dispondo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal seguranga e bem-estar”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagan
Informagoes Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/0&/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1418740 pdf 124246
DEdaag.a'u de termo_autorizacao pdf J0/0B/2018 |WILSON JOSE Aceito
Manuseio Material 12:41:23  |RAMOS SANTOS
Biologico / JUNIOR
Biorepositorio f
Biobanco
Cutros Segunda_Carta_Resposta_CEP_FCFR | 23/06/2018 |WILSON JOSE Aceito

P pdf 10:24:48  |RAMOS SANTOS
JUNIOR
Outros Primeira_Carta_Resposta CEP_FCFRP| 28/D62018 |WILSON JOSE Aceito
pif 10:24:31  |RAMOS SANTOS
JUNIOR
TCLE { Termos de | TCLE_Versao_2 pf 23/D6/2018 | WILSON JOSE Aceito
Azsentimento | 10:21:44  |RAMOS SANTOS
Justificativa de JUNIOR
Ausénca
Quiros Ficha_de_matncula_e_controle_ciinico_ | 31052018 |WILSON JOSE Aceito
da_doadorapdf 13:23:13  |RAMOS SANTOS
JUNIOR
Cutros Versap_ 2 Termo_de Autorizacao.pdt 3052018 |WILSON JOSE Aceito
18:18:-14  |RAMOS SANTOS

Emdorego: CAMPUS UMNVEREITARIO

Balmo: MONTE ALEGRE CEP: 14pa8-=00
UF: BF Munisiplo: RIEEIRAZ PRETO
Tedsfona: | 16)3500-2228 Fax: {16)3533-1144 E-mall: cepifihcrp.usp.br
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USP - HOSPITAL DAS

= CLINICAS DA FACULDADE DE _%ﬂm"lﬂ
C=P MEDICINA DE RIBEIRAO asil
HLFF -FMAP-USP PRETO DA USP -
Coninuhs do Parecer 5 552 578
QOutros Versao_2 Temmo_de Autorizacao pdf 3D5M018 | JUNIOR Aceito
18:18:14
Projete Detalhado /| Versao_2 Projeto_de_Pesguisa pdf 3iD5M2018 | WILSON JOSE Aceito
Brochura 18:16:47 |[RAMOS SANTOS
Hinvestigador JUNIOR
QOutros carta_encaminhamento. pdf 27032018 | WILSOM JOSE Aceito
18:06:11 [RAMOS SANTOS
JUNIOR
Cutros Lattes_Wilson. pdf 271032018 |WILSOM JOSE Aceito
1747:12 [RAMOS SANTOS
JUNIOR
Outros Lattes_Bruno_Spinosa.pdf 2710372018 | WILSON JOSE Aceito
174626 |[RAMOS SANTOS
JUNIOR

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

MNao

Endersgo:
Balro:  MONTE ALEGRE
UF: 37

RIBEIRAQ FRETO, 09 de Setembro de 2018

Assinado por:

MARCIA GUIMARAES VILLANCVA

CAMPUS UNVEREITARIO

(Coordenadoria))

CEF: 14048-500

Bunkzipla:

Tedsfone: (15 3602-2228 Fan:

REBEIRALZ PRETD

1635331144

E-maill: cepfihcro.usp lbr

Pisgiom [0 03
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FFCLRP

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
Comité de Etica em Pesquisa

Campus de Ribeirdo Preto

Of.CEtP/FFCLRP-USP/141-dgfs.

Ribeirao Preto, 04 de dezembro de 2019.
Prezado(a) Pesquisador(a),

Comunicamos a V. Sa. que o projeto de pesquisa intitulado
“Desenvolvimento e validagdo de método analitico para investigagio de
substancias psicoativas em amostras de leite materno através da
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas” foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FFCLRP-USP, em sua 1982
Reuniao Ordinaria, realizada em 28.11.2019, e enquadrado na categoria:
APROVADO (CAAE °10539719.0.3001.5407).

Solicitamos que eventuais modificacées ou emendas ao
projeto de pesquisa sejam apresentadas ao CEP, de forma sucinta,
identificando a parte do projeto a ser modificada e suas justificativas. De acordo
com a Resolugdo n466 de 12/12/2012, devem ser entregues relatérios

semestrais e, ao termino do estudo, um relatério final sempre via Plataforma

Brasil.

Atenciosamente,

/"L - /‘) . ,gf
Prof.® Dr.? Sylvia Domingos Barrera
Vice- coordenadora, em exercicio

Ao(A) Senhor(a)
Wilson Jose Ramos $antos Junior
Programa de Pos-Graduagao em Toxicologia da FCFRP-USP

CEP - Comité de Etica em Pesquisa da FFCLRP USP

Fone. (16) 3315-4811 Avenida Bandeirantes, 3900 - bloco 01 da Administragdo - sala 07
14040-901 - Ribeirdo Preto - SP - Brasil

Homepage: http://www.ffclrp.usp b - e-mail: coetp@listas ffclrp.usp.br



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Yocoé esta sendo convidada a participar da pesquisa “Desenvolvimento
e validagao de meétodo analitico para investigagio de substancias
psicoativas em amostras de leite materno através da cromatografia
gasosa acoplada & espectrometria de massas”, de responsabilidade do
pesquisador Wilson José Ramos Santos Junior sob orientagdo do Prof. Dr.
Bruno Spinosa De Martinis.

O presente projeto tem como objetivos desenvolver um método de
analise quimica de leite matemo para verificar a presenca de substincias que
agem no Sistema Mernvoso Central, como as presentes no cigamo, maconha e
cocaina, e aplica-lo em amostras coletadas pelo Banco de Leite do Hospital
das Clinicaz de Ribeirdo Preto para comprovar sua eficiéncia e garantir a
qualidade do leite a ser fomecido para recém-nascidos.

Para que haja sua paricipagdo, vocé como mée doadora de leite
humano, devera autorizar que um volume de SmL (uma colher das de cha) do
violume fotal formecidco ao Banco de Leite seja zeparado e entregue ao
pesquisador responsavel para gue seja feita a analise. Esse pequeno volume a
ser formecido ndo fara falta para o Banco de Leite. Essa amostra sera
registrada com codigo pelos funciondrios do Banco de Leite, de forma que sua
identidade nao seja revelada ao pesguisador. Porem, oufras informagdes
obtidas através da “Ficha de matricula e confrole clinico da doadora®, como a
sua idade, nimero de gestagbes antericres (se houver), nimero de filhos,
condigoes de saneamento basico de sua residéncia e histdrico de doengas
serdo fomecidas para fins estatisticos em relagio ao uso de substancias ativas
no Sistema Mervozo Central.

Como beneficios da pesguisa, ndo ha um beneficio direto para vocé,
mas a amostra fomecida sera Ufil para confimagdo da possibilidade de
auséncia ou presenta das substancias psicoativas no leite recebido e para
validar o método de analise criado.

Sua participagdo na pesquisa ndoc oferece riscos ou desconfortos
previsiveis, uma vez que o leite € uma amostra biologica alternativa de coleta
ndo invasiva a ser realizada como de costume para doagdo ao banco de leite;
0% nscos de danos @ sadde sdo minimos, considerando que a coleta das
amostras &, muitas vezes, realizada a domicilio pelas proprias doadoras e
depoiz direcionada ao Banco de Leite, que fara a divisdo da amostra a ser
fomecida ao pesquisador. Esse procedimento nao sera alterado para a
realizagdo desta pesquisa.
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Mao havera contato direto entre vocg o pesquisador inicialmente, sendo
este termo entregue por funciondrios do Banco de Leite antes da coleta ser
direcionada ao mesmo. Dado o consentimento, as amostras serdo separadas e
direcionadas ao Lsboratorio de Anslises Toxicoldgicas Forenses, do
Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Leftras de
Ribeirdo Preto, onde serfo amazenadas em congelador até o momento da
analize.

Entretanto, vocé pode entrar em contato com o pesquisador responsavel
para maiores esclarecimentos ou mesmo para manifestar o desejo de sua
retirada do projeto. Vocé pode se recusar a participar ou se retirar do
projeto a qualguer momento sem nenhum prejuizo.

LUma via deste termo sera entregue a voceé, caso decida parlicipar como
voluntario.

Em casos de dividas em relagéo & pesquisa, vocé pode entrar em
contato com o Laboratorio de Andlises Toxicologicas Forenses - Avenida
Bandeirantes, 3900 FFCLRP/USF - Departamento de Quimica, Bloco 8, sala
47-D andar superior, Fone {16) 3315-0471, Cel (16) 99214-8546 — E-mail:
wilson.jose santosi@usp br e martinis@@usp. br.

Para esclarecimentos dos aspectos éficos da pesquisa, vocé pode
procurar o Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP/USP - Avenida do Café,
zem ndmero, baimo Monte Alegre, Campus USP Ribeirdo Preto - Bloco H -
Sala 116 - CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto — SP. Fone (16) 3315-4213. Fax
(16) 3315-4892. Horario de funcionamento: dias (teis, das 8 s 12 horas. E-

mail: cepi@iciip. usp.br

Fesquisador responsavel
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

BANCO DE LEITE

Matricula n°
Data Inscrigao

FICHA DE MATRICULA E CONTROLE CLINICO DA DOADORA

DADOS PESSOAIS

Registro
Nome:
Data Nasc.: / / Naturalidade
Enderego: Ne:
Bairro: Cidade
Estado: CEP Telefone
Ponto de residéncia:
Profissao:
Tipo: ( R ) Rotina ( E ) Eventual ( S ) Exclusivo
CONDICOES DE MORADA

Saneamento: ( ) Esgoto Agua: ( ) Encanada Frio: ( ) Freezer

( ) Fossa ( ) Pogo ( ) Geladeira

( ) Bica

Potabilidade: ( ) Filtro Animal (S/N): Qual?

( ) Torneira

ANTROPOMETRIA

Peso: atual: Tedrico: Circ. Punho: Altura:

Parto: () Normal

Gemelar: ( ) Sim

RECEM — NASCIDO

Acompanhamento (P/C):

( ) Cesaria () Nao Qual:
Data do parto: / Y} Peso Nasc.: Tedrico: Atual:
Altura: Nasc.: Atual: Sexo: (M/F)

PERIODO DE GESTACAQ

Numero de gestagao: Numero de filhos: Amam. Anterior (S/N): Tempo:
Pré-natal (S/N): Tempo: Uso medic. (S/N): Qual:
Suplem. Ferro (S/N): Tempo: Ganho de peso:
Doenga (S/N): Qual:

- 10071015 -



HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA
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(1) Sarampo (6) Sifilis (11) Toxoplasmose (16) Alcool
(2) Rubéola (7) Hepatite (12) Febre + 1 semana (17) Coqueluche
{3) Catapora (8) Tuberculose (13) Chagas (18) Drogas
(4) Asma (9) Pneumonia (14) Anemia (19) Caxumba
(5) Alergia (10) Diabetes (15) Fumo
Ja recebeu transfus&o sanguinea (S/N) Tempo:
NUmero de parceiros sexuais: Contato. (1) Tuberculose
(2) Hepatite
(3) Aids
HISTORIA CLINICA ATUAL
Hipert. Arterial (S/N): Doenga (S/N): Renal: Cardiaca:
Medicagdo em uso (S/N): Qual:
DADOS COMPLEMENTARES
Estado civil: Escolaridade: grau Cor:
Renda familiar; ( ) SM ()2-58M ( )5-10SM  ( )+10SM
Procedéncia:
SOROLOGIA
{ yChagas () Sifilis () Hepatite ()HIV
Observagoes:

Responséavel
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