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O cabelo como amostra biologica em toxicologia forense

Resumo

Nos ultimos anos, a utilizagdo do cabelo como matriz biolégica para andlises
toxicologicas forenses revelou ser uma amostra alternativa importantissima e, em
muitas situagdes, complementar as matrizes tradicionalmente empregues como o sangue
e a urina. A sua capacidade em fornecer ao toxicologista um historial dos compostos
consumidos por determinado individuo, num periodo de meses a anos anteriores ao
periodo de colheita, confere a esta matriz propriedades Unicas. Atualmente, as analises
toxicologicas ao cabelo sdo aplicadas em diversas areas tais como crimes facilitados por
drogas, controlo de doping, toxicologia post mortem, determinagdo da exposi¢do a
xenobidticos durante a gestacdo, programas teraputicos de substituigdo para

toxicodependentes, entre outros.

Neste trabalho ¢ feita uma revisao das carateristicas anatomicas e fisiologicas do cabelo,
procedimentos de colheita, metodologias de analise, vantagens e desvantagens da sua
utilizacdo na andlise de xenobioticos, comparativamente a outras matrizes, bem como
possiveis areas de aplicacdo dessas andlises. Ainda referente a cada uma das areas de

aplicagdo pretende-se dar enfase aos principais xenobioticos encontrados.
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Abstract

In recent years, the use of hair as biological matrix for forensic toxicology analysis was
found to be an important alternative sample and, in many situations, complementary to
traditionally used matrices as blood and urine. Its ability to provide toxicologist with a
historical profile of an individual’s exposure to drugs or analytes of interest over a
period of months to years prior to the harvest period, confers this matrix unique
properties. Currently, hair toxicological analysis are applied in various areas such as
drug-facilitated crimes, doping control, postmortem toxicology, in utero exposure to

xenobiotics, compliance with drug substitution/maintenance therapy, among others.

This work is a revision of the hair anatomical and physiological characteristics, sample
collection procedures, the analytical methodologies, the advantages and disadvantages
of hair use for the analysis of xenobiotics compared to other matrices, as well as the
possible applications of hair testing. Still referring to each of the application areas, it is

intended to give emphasis to the main xenobiotics found.
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I. Introducao

A andlise do cabelo ndo ¢ uma preocupagdo recente pois ha varias centenas de anos que
os investigadores se debrugam sobre este tema. O primeiro estudo foi publicado em
1858 por Hoppe e documentava a detegdo de arsénio no cabelo de cadaveres exumados
11 anos apos a sua morte (cif in de Lima e da Silva, 2007). A partir de entdo e ao longo
das décadas de 60 e 70, a andlise ao cabelo era utilizada de modo a avaliar a exposi¢ao
de individuos a metais pesados, tais como arsénio, chumbo ou mercurio. Os metais
tornaram-se assim os primeiros xenobidticos analisados no cabelo (Potsch et al., 1997).
Por esta altura, a detecdo de substancias organicas, tais como drogas, era impossivel, em

consequéncia das limitagdes existentes na metodologia analitica (Kintz, 2004).

As limitagdes metodologicas viriam a ser contornadas no inicio da década de 80 do
século XX, com a introdu¢do de métodos mais especificos e sensiveis, nomeadamente
os radioimunoensaios (RIA) e, mais tarde, a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (Villain et al., 2004d ; Kintz, 2004). Em 1979, Baumgartner e
seus colaboradores publicaram o primeiro estudo onde a morfina era detetada por RIA
em amostras de cabelo provenientes de consumidores de heroina (Baumgartner et al.,
1979). Nesse estudo, Baumgartner demonstrou que a concentragdo dos xenobioticos
variava ao longo da haste do cabelo, permitindo deste modo avaliar a exposi¢dao do
individuo em determinados periodos de tempo (Balikova, 2005). O segundo método
para analise de xenobidticos organicos surgiu em 1980 por Klug recorrendo a métodos

cromatograficos para detecao de opiodides no cabelo (cit in Pragst e Balikova, 2006).

Este avanco tecnologico permitiu que, nos ultimos vinte anos, as analises efetuadas em
amostras de cabelo fossem dotadas de uma maior sensibilidade, alcangando baixos
limites de detecdo, e proporcionando uma melhor compreensdo relativa ao método de

incorporagao de xenobioticos no cabelo (Cooper, 2011).

A vantagem do emprego do cabelo como matriz de ensaio em andlises forenses consiste
na sua capacidade em fornecer detalhes historicos da exposicdo de um individuo a

drogas apds a sua administracdo cronica ou isolada. De maneira a compreender e
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interpretar os resultados dos testes de cabelo, ¢ importante ter algum conhecimento
basico de como os xenobidticos sdo incorporados na haste do cabelo em crescimento e
quais os fatores que afetam a sua estabilidade. Existem varios principios fundamentais
que devem ser considerados quando se introduz cabelo num laboratério de andlises,
incluindo a recolha e tratamento de amostras, a sele¢do e validacdo das metodologias

adequadas, e a compreensao e posterior interpretacao dos resultados.

Neste trabalho ¢ feita uma revisdo das nogdes fisiologicas basicas de crescimento do
cabelo, dos mecanismos de incorporacdo de substancias, métodos analiticos,
interpretagdo dos resultados e aplicacdes praticas da analise do cabelo de drogas e

outros xenobidticos.
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I1. O cabelo, matriz para analise toxicologica

2.1. Carateristicas anatomo-fisiologicas do cabelo

Com este trabalho, pretende-se dar enfase ao cabelo como matriz bioldgica para analise
toxicologica forense. Para uma melhor compreensao dos mecanismos de incorporagdo
de xenobioticos ¢ necessario ter em conta as carateristicas do cabelo que fazem dele
uma amostra fidvel na avaliagdo do grau de exposi¢do a determinadas substancias

(Drummer, 2010).

Embora o cabelo parega uma estrutura primitiva e as suas propriedades anatomicas,
fisiologicas e quimicas tenham sido descritas ¢, na verdade, dotado de uma elevada
complexidade e a sua biologia ainda ndo estd plenamente esclarecida (Pragst e

Balikova, 2006).

O cabelo encontra-se dividido em duas partes: a haste capilar, que se projeta para fora
da superficie da pele, e o foliculo piloso, que se encontra sob a superficie, apresentando
uma dilatacdo terminal denominada por bolbo piloso. Ambas sdo constituidas por
colunas de células epiteliais queratinizadas dispostas, de dentro para fora, em camadas

concéntricas: a medula, o cortex e a cuticula (Fig. 1) (Carneiro e Junqueira, 2008).

Cuticula

Medula

et v e

Bulbo piloso

Melanécitos )
Papila dérmica

Figura 1. Foliculo piloso (adaptado de Young e Heath, 2000).
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A medula constitui a camada central do cabelo, sendo rodeada por uma camada muito
queratinizada denominada por cortex que confere volume ao cabelo (Barbara Young e
John W Heath, 2000) e onde se podem encontrar células contendo granulos de
melanina. O cortex ¢ revestido por uma cuticula constituida por células nao
pigmentadas que além da sua envolvéncia no brilho do cabelo, conferem resisténcia
quimica e fisica (Pragst e Balikova, 2006). A cuticula constitui a camada mais externa
encontrando-se melhor preservada na por¢do proximal do fio de cabelo (Nakahara,
1999), sofrendo uma degradacdo gradual devido a radiagdes ultravioleta, uso de

quimicos e agdes mecanicas (Karch, 2006).

Quanto a sua origem, o cabelo provém do foliculo piloso situado entre 3 a 5 milimetros
da superficie da pele. O bolbo piloso, dilatacdo terminal e local de sintese celular,
encontra-se em contacto com os capilares através da papila dérmica. O centro
germinativo que rodeia a papila dérmica ¢é formado por células da matriz
(queratindcitos), presentes na membrana basal. Durante a fase de crescimento ativo do
cabelo, as células da matriz proliferam e diferenciam-se para formar as trés camadas
internas (medula, cortex e cuticula), que vao sendo empurradas a partir do bolbo piloso

para a superficie da pele, devido as rapidas divisdes mitoticas (Pragst e Balikova, 2006).

A medida que os queratindcitos ascendem no foliculo vdo sofrendo importantes
alteracdes morfoldgicas e estruturais passando por diferentes estagios até a maturacao
do cabelo (Randall e Botchkareva, 2009). Logo acima do bolbo piloso, surge a zona
queratogénica onde ocorre a ativacdo de genes responsaveis pela expressdo da
queratina, dando assim origem ao processo de queratinizacdo das células, e ainda a
incorporagdo de pigmentos de melanina, produzidos pelos melandcitos existentes na
membrana basal do cortex e incorporados pelos queratinocitos num processo
denominado de citocrinia. Na zona queratogénica, as queratinas formam longas fibras
estabelecendo ligagdes entre si através de pontes de dissulfureto (S-S), e com outras

proteinas através de ligagdes cruzadas (Pragst e Balikova, 2006).

Mais acima, na zona de endurecimento, as células vao morrendo gradualmente,

tornando-se anucleadas, desidratadas, sofrendo coalescéncia, resultando na formagao de
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uma massa densa. A ultima zona ¢ constituida pela haste permanente do cabelo (Figura

2) (Boumba et al., 2006).

Para além de uma rede de capilares que fornece as necessidades metabolicas ao cabelo
em crescimento, o foliculo piloso encontra-se também associado a um musculo eretor
do pelo e a uma glandula sebacea que contém um ducto associado a parte superior da
raiz, de modo a garantir a lubrificacdo do cabelo dois a trés dias antes de atingir a
superficie. Nas redondezas do foliculo piloso encontram-se glandulas sudoriparas

écrinas, cujo contetido banha a haste do cabelo (Figura 2) (Pragst e Balikova, 2006).

Da constituicdo quimica do cabelo fazem parte proteinas (65 - 95%) ricas em glicina,
treonina, acido aspartico, acido glutdmico, lisina e cisteina; agua (15 - 35%), lipidos (1 -
9%); e minerais (< 1%) (Barroso et al., 2011). A proteina mais abundante ¢ a queratina,

a qual ¢ muito rica em cisteina (aminoacido rico em enxofre).

Haste permanente do cabelo

Degradagdo da bainha interna da raiz

Glandula sebacea do cabelo

Zona de endurecimento, liga¢des

= dissulfureto e desidratacdo

Expressdo de genes da queratina e

incorporacdo de pigmentos

Membrana Basal: Centro germinativo, Proliferagdo e diferenciagdo celular

onde se encontram as células da matriz

Figura 2. Formagao do foliculo piloso a partir das células matriz presentes na membrana basal até a haste

permanente do cabelo (adaptado de Pragst e Balikova, 2006).
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O crescimento do cabelo ndao é efetuado de forma continua, mas em ciclos nao
sincrénicos, alternando entre fases de crescimento e repouso. Estima-se que a dada
altura no couro cabeludo de um adulto aproximadamente 85% do cabelo se encontre na
fase de crescimento encontrando-se os restantes 15% na fase de repouso. Cada ciclo do
cabelo humano compreende trés fases ou estadios: anagénese (crescimento), catagénese
(transi¢do) e telogénese (expulsdo do cabelo), onde a duragdo de cada fase pode

influenciar o tamanho e a densidade do couro cabeludo (Wennig, 2000).

Na fase de anagénese que dura, aproximadamente entre quatro a oito anos, o foliculo
responsavel pela produ¢do do cabelo produz entre 0,22 a 0,52 milimetros de cabelo por
dia, ou seja, 0,6 a 1,4 centimetros por més (Kintz, 2004). O crescimento do cabelo ¢
acompanhado pela sintese das células da matriz no bolbo piloso, ascensdo no canal
folicular, diferenciacdo em medula, cortex e cuticula, seguidas de queratinizagdo
(Boumba et al., 2006). Para além disso, nesta fase, a rede de capilares encontra-se a
nutrir o foliculo. Fatores como a raga, patologias, gravidez, deficiéncias nutricionais,
alteracdes genéticas, metabolicas e idade influenciam a taxa de crescimento (Cooper,

2011).

Apos este periodo, e durante cerca de duas semanas, ocorre uma fase de transi¢do entre
o crescimento ativo e a fase de repouso denominada por estadio de catagénese, altura
em que a haste do cabelo se encontra totalmente queratinizada e, terminando a divisao
celular, o bolbo comeca a degenerar (Cooper, 2011). Segue-se uma fase de repouso -
telogénese - que dura sensivelmente 10 semanas e na qual o crescimento do cabelo
cessa por completo, podendo facilmente ser removido por agdo mecanica. Da-se inicio
ao crescimento de um novo fio de cabelo, no centro germinativo, sendo assim expulso o
fio que se encontrava em repouso (de Lima e da Silva, 2007). O periodo de tempo que o

cabelo permanece nesta fase depende do tipo de cabelo e da idade.

2.2. Incorporacio de xenobioticos no cabelo

Os mecanismos envolvidos na incorporacdo de drogas e outros xenobioticos ao longo
do cabelo ndo se encontram totalmente esclarecidos. O modelo multicompartimental

proposto por Henderson em 1993, que ainda hoje € aceite, sugere a incorporagdo de

6
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substancias no cabelo em diferentes estadios: (i) na altura da sua formacgao, por difusdo
passiva a partir do sangue para a base do foliculo piloso; (ii) apds a sua formagdo,
através do suor e secrecdes sebaceas; e (iii) por deposi¢do de xenobidticos resultante da
exposicado ambiental (Kintz, 2004). O mecanismo dominante de incorporagdo de
compostos depende da natureza da substincia a incorporar e das carateristicas fisicas e

fisioldgicas do individuo (Pragst e Balikova, 2006).

Relativamente a incorporagdo de xenobioticos a partir do sangue, esta pode ocorrer por
difusdo passiva através da corrente sanguinea que nutre o foliculo piloso para as células
da matriz em crescimento localizadas entre o centro germinativo e o fim da zona de
queratinizagdo, de acordo com solubilidade lipidica da molécula e o gradiente de pH

entre o plasma e a célula (Pragst e Balikova, 2006).

Um outro mecanismo aceite sugere a incorporacdo de substancias no cabelo resultante
da difusdo das secre¢des corporais (sebo e suor) durante a formagdo da haste do cabelo
(de Lima e da Silva, 2007; Pragst e Balikova, 2006). Os poros existentes no cabelo
permitem a absorcdo de liquidos, podendo ocorrer facilmente a transferéncia de
xenobidticos através do suor para o cabelo, proporcionando um aumento de cerca de
18% do seu peso (Kintz, 2004). Este mecanismo pode ser corroborado através da
variabilidade de procedimentos de lavagem e extrag@o inter-laboratoriais, onde drogas
transferidas destas secre¢des para o cabelo ja formado s3o mais facilmente removidas
devido ao estabelecimento de ligagcdes menos fortes, quando comparadas as ligagdes
estabelecidas aquando a formacao do cabelo, evidenciando um mecanismo alternativo a
difusdo do sangue para a base do foliculo (Boumba et al., 2006). Henderson e
colaboradores (cit in Kintz, 1996) corroboraram a transferéncia de drogas através deste
mecanismo, onde cabelo ausente de drogas ao ser colocado nas maos de individuos que
previamente tinham consumido cocaina, surgiu contaminado apds duas horas, mesmo
apoOs lavagem, em niveis bastante superiores aos encontrados no cabelo nos meses
seguintes (Kintz, 1996). Em estudos post mortem, a presenca de drogas como a
metilenodioximetanfetamina (MDMA) e a morfina no cabelo foi associada a suor
excessivo fruto da hipertermia e a processos anafilaticos, o que evidencia a transferéncia

destes compostos através do suor para o cabelo (Kintz, 2012).
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Desde que este modelo foi proposto, uma grande variedade de compostos foram ja
encontrados no cabelo provenientes do suor e sebo, em concentragdes por vezes mais
elevadas do que no sangue. De um modo geral, quanto maior for a lipofilia do composto
provenientes do sebo e suor, maior serd a sua capacidade para atravessar as membranas

e se acumular no cabelo (Barroso et al., 2011).

A deposicdo de xenobidticos resultante da exposi¢do ambiental como mecanismo
alternativo para incorporagdo de substancias pode ocorrer por contacto com vapores,
fumos, ou maos contaminadas. Apesar dos elementos metalicos serem os compostos
encontrados em maior propor¢ao no cabelo decorrentes de exposi¢do ambiental, uma
grande variedade de compostos t€m sido descritos (Wilhelm e Idel, 1996). Estes
compostos ao serem depositados no cabelo através de exposi¢do ambiental podem ser
banhados por meios aquosos, tais como suor, secrecdes sebaceas ou liquidos usados em
higiene normal (Kintz, 1996), promovendo a sua dissolu¢@o e incorporacao (Barroso et

al., 2011).

Os estudos demonstraram que a exposi¢do por curtos periodos de tempo ao fumo de
marijuana ¢ capaz de atingir valores detetaveis de canabindides como o A9-
tetrahidrocanabinol (THC) e canabinol (CBN) no cabelo humano (Thorspecken et al.,
2004). Analises efetuadas a amostras de cabelo provenientes de ambientes onde ocorreu
0 manuseamento e armazenamento de metadona permitiram detetar a sua presenga

(Kintz et al., 2010).

Um mecanismo alternativo para a incorporagdo de xenobidticos no cabelo inclui a
transferéncia transdérmica de xenobidticos com elevada lipofilia, tais como o THC,
acumulados em camadas da pele para o cabelo. Uma possivel explicagdo para a
elimina¢do ndo usual de cocaina e seus metabolitos do cabelo tem por base este modelo

(Boumba et al., 2006).
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Figura 3. Incorporagdo e eliminagdo de xenobiodticos no cabelo (adaptado de Pragst e Balikova, 2006).

Existem entdo trés fatores chave que influenciam a incorporacdo e a extensdo com que
os xenobidticos sdo incorporados no cabelo. Um dos fatores importantes ¢ a
lipofilicidade da molécula. Moléculas lipofilicas ndo carregadas penetram facilmente
membranas e difundem-se de acordo com o gradiente de concentragdo para as células da
matriz (Pragst e Balikova, 2006). Varios estudos concluiram que metabolitos mais
polares, resultantes de reacdes metabolicas, como a benzoilecgonina, morfina ou
anfetamina penetram o cabelo em menor propor¢ao que as respetivas drogas precursoras
como a cocaina, 6-monoacetilmorfina ou metanfetamina, dotadas de uma maior lipofilia
(Balikova, 2005). No entanto, para moléculas hidrofilicas ou ides organicos de massa

molecular média a membrana ¢ impermeavel (Pragst e Balikova, 2006).

O segundo fator ¢ a basicidade da molécula. Enquanto o pH do plasma ¢
aproximadamente 7, o pH dos queratinocitos (ligeiramente mais acido que o plasma) e
dos melandcitos ¢ mais acidico (entre 3 a 5), resultando num gradiente de pH que
favorece a transferéncia de bases relativamente a moléculas neutras e acidas (Balikova,
2005). As substancias basicas, apds difusdo do sangue, atravessam a membrana das

células de matriz na forma ndo ionizada, sofrendo protonagdo devido ao pH acido
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existente no interior das células, o que as impede de se difundirem novamente para o
plasma, acumulando-se nas mesmas, uma vez que a difusdo destas substancias para as
células se encontra favorecida pelo gradiente de pH. No que concerne a substincias
acidas, tais como o acido valproico e o THC, estas atravessam a membrana na forma
nado-ionizada e devido ao meio acidico das células da matriz, estas tém tendéncia a ndo
se fixarem significativamente nas células, difundindo-se novamente para o meio
extracelular, dai que sejam encontrados em concentragdes muito baixas no cabelo

(Balikova, 2005).

Em suma, o pKa do composto, assim como o pH no interior das células da matriz,
revelam-se importantes para a taxa de incorporagdo de compostos no cabelo (Pragst e

Balikova, 2006).

O tultimo fator correlaciona a basicidade da molécula com a afinidade & melanina.
Apesar do mecanismo pelo qual as moléculas se ligam a componentes celulares do
cabelo ndo estar totalmente esclarecido, a ligacdo das moléculas a componentes como a
melanina é suportada por alguns estudos realizados tanto em animais como em humanos
(Cooper, 2011). Relativamente a melanina, forgas eletroestaticas e forcas de Van der
Waals sdo significativas para a ligagdo dos xenobioticos. Supde-se que drogas de abuso,
como alguns opidides e cocaina, na sua forma catidnica interajam através de ligacdes
eletrostaticas com grupos negativos da melanina, possivelmente derivados da ionizagao
de 4cidos carboxilicos (Miyaguchi et al., 2007). As forcas de Van der Waals podem
também estar presentes na interagdo entre as estruturas aromaticas dos xenobidticos e o
nicleo aromatico indol da melanina (de Lima e da Silva, 2007). Acredita-se assim que
os xenobidticos sdo incorporados na melanina a medida que esta ¢ sintetizada, sendo

parte dos xenobidticos incluidos nos granulos de melanina (Miyaguchi et al., 2007).

Para além da ligacdo de xenobidticos a melanina, foram propostos outros mecanismos
pelos quais os xenobidticos estabelecem ligagdes e permanecem na estrutura capilar,
envolvendo cadeias laterais de aminodcidos como 4cido aspartico e glutimico, e grupos

sulfato existentes nas fibras de queratina (Kintz, 1996).
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Segundo Kintz (1996), a fixagdo das moléculas ao cabelo estara relacionada com o
ponto isoelétrico do cabelo, sendo este predominantemente neutro a pH baixo
(aproximadamente 3,8), perto do seu ponto isoelétrico. As fibras de queratina contém
aminoacidos cujas cadeias laterais de acido aspartico e acido glutamico variam de
acordo com o pH. A um pH 4cido, os acidos carboxilicos existentes nas cadeias laterais
dos aminodcidos encontram-se protonados e os xenobidticos com propriedades
hidrofébicas e carga semelhantes ligam-se na mesma extensdo ao cabelo através de
interagdes hidrofobicas. A um pH superior ao ponto isoelétrico do cabelo, gerado por
exemplo pela presenca de uma base, as cadeias laterais (acidos carboxilicos) do 4cido
aspartico e glutdmico encontram-se desprotonadas que, aliados ao facto das moléculas
de NH;" perderem a sua carga, contribuem para que o cabelo fique carregado
negativamente. Isto ¢, quanto mais carregado positivamente estiver o xenobidtico, maior
¢ a sua capacidade de se fixar a grupos carboxilicos livres existentes no cabelo. Pelo que
moléculas basicas, ao sofrerem protonagdo devido ao pH acidico dentro das células, vao
ficar carregadas positivamente, facilitando a sua ligacdo. Como geralmente o cabelo
encontra-se carregado negativamente devido a acdo recorrente a produtos cosméticos, a
ligacdo de xenobidticos carregados positivamente encontra-se facilitada. (Henderson,

1993).

Este mecanismo foi corroborado com a exposicdo do cabelo a solugdes de pré-
tratamento 4acidas, basicas e solugdes acidicas metanolicas, realgando a importancia do
acido aspartico e glutamico como locais de ligacdo. As solugdes basicas ionizavam as
cadeias laterais aumentando a ligagdo de compostos carregados positivamente como a
cocaina, em comparagdo com o cabelo que ndo tinha sofrido qualquer tipo de
tratamento. Em solugdes acidas s6 uma pequena quantidade de cocaina se ligava. Em
solucdes acidicas metandlicas os acidos carboxilicos sofriam esterificagdo, perdendo a
capacidade de se ionizarem e ligarem a cocaina por ligagdes i0nicas, sendo a capacidade
de ligacdo inicial reestabelecida com adi¢do de uma base, responsavel pela hidroélise dos
ésteres. Apesar da esterificacdo a cocaina continuava a ligar-se a grupos carboxilicos
dos acidos aspartico e glutdmico, resultantes de uma esterificacdo incompleta, e/ou a

grupos sulfatos resultantes da oxida¢ao da cistina (Kintz, 1996).
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Outro mecanismo de ligagdo proposto relaciona a abundancia de aminodcidos contendo
grupos sulfato, como a cistina existentes nas fibras de queratina, e o estabelecimento de
ligagdes cruzadas do tipo dissulfureto (S-S) com o xenobidtico que levam a
estabilizacdo das fibras. Estes grupos apresentam uma maior prevaléncia em cabelos

danificados ou alvo de quimicos (Kintz, 2004).

Segundo Breuer (cit in Kintz, 1996), os xenobioticos polares podem também utilizar
ligagdes peptidicas existentes nas cadeias polipeptidicas de queratina para se ligarem ao
cabelo. As ligacdes peptidicas consistem na ligacdo de um grupo carboxilico a um
grupo amina, criando um dipolo permanente e suficientemente grande para que as
moléculas polares possam ser atraidas estabelecendo assim interagdes do tipo dipolo-
dipolo. Este mecanismo permite explicar como algumas moléculas como o benzeno se
encontram ligadas numa maior extensdo ao cabelo em comparagdo com o ciclohexano

(molécula menos polar) (Kintz, 1996).

Kintz, em 1998, publicou também vérios estudos de sua autoria e de outros autores onde
evidenciava o papel dos lipidos existentes no cabelo na ligagdo a xenobidticos. Apesar
dos lipidos estarem presentes no cabelo em baixa propor¢ao (1-9%), os xenobidticos
poderiam ligar-se de forma ndo especifica a estes componentes. Exemplo de um desses
componentes ¢ a fosfatidilcolina, acido gordo existente na membrana celular. A
fosfatidilcolina possui grupos fosfato negativos e grupos colina carregados
positivamente capazes de estabelecer ligacdes cationicas e anidnicas, respetivamente,

com xenobioticos (Kintz, 1996).

2.3. Vantagens do cabelo como matriz numa analise toxicologica

O cabelo como matriz alternativa em andlises toxicoldgicas forenses destaca-se,
comparativamente as principais matrizes utilizadas (sangue e urina), nas varias etapas

de amostragem e analise toxicoldgica (de Lima e da Silva, 2007).

Relativamente ao processo de amostragem, o método de colheita ¢ de cariz ndo invasivo
sendo efetuado sob supervisdo, tornando o método mais cémodo, ndo infringindo a

privacidade do individuo a ser examinado e promovendo a sua colaboragdo no momento
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de colheita (Kintz, 1998). O fato de poder ser efetuada a colheita de uma segunda
amostra similar a primeira para posterior analise constitui outra importante vantagem

deste tipo de matriz (de Lima e da Silva, 2007).

Um problema muitas vezes associado a amostras habituais, tais como sangue e urina,
reside na adulteracdo ou substituicdo de amostras. Esse risco associado ao uso de cabelo
como matriz, encontra-se muito reduzido por ndo se encontrarem razdes validas para a

manipulacdo por parte do individuo apds a colheita (Barroso et al., 2011).

Outra importante vantagem do cabelo face a outros tecidos e fluidos corporais reside no
fato desta ndo requerer refrigeracdo e poder ser armazenada por tempos indefinidos

mantendo a sua estabilidade (Cooper et al., 2012).

Outra vantagem da matriz cabelo em analises toxicoldgicas ¢ a sua grande janela de
detegdo, entre 3 dias a meses/anos, dependendo do tamanho da haste do cabelo, quando
comparada a matrizes habituais como sangue ou urina, cujo tempo de residéncia da
maioria dos compostos se situa entre dois a quatro dias. Deste modo, a analise do cabelo
permite a investigacdo retrospetiva de uma exposicdo cronica a determinados
xenobidticos que normalmente desaparecem rapidamente do sangue (Boumba et al.,
2006; LeBeau et al., 2011). Nos casos em que o sangue e urina foram usados para a
pesquisa de drogas que alteram o consentimento de atividade sexual da vitima,
verificou-se que a burocracia e os atrasos frequentes por parte da policia limitavam o
uso deste tipo de amostras, pelo que o recurso a amostras com maior janela de detegao,
tais como o cabelo, pelos e unhas, para a detecdo destes compostos ja se encontra

descrito na literatura (Kintz et al., 2005a).
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Figura 4. Comparacéo entre diversas matrizes relativamente ao periodo médio de detegdo de
canabinoides e ao tempo necessario para o aparecimento dos compostos na matriz, apos o consumo de

marijuana (adaptado de Moffat ez al., 2004),

Apesar das andlises a urina e ao sangue fornecerem informagdes relativas ao uso recente
de determinados compostos, devem, para fins praticos, ser associadas a andlises ao

cabelo, que apresentam uma maior janela de detegdo (Kintz, 2004).

Em estudos post mortem, as analises ao cabelo revelaram ser o unico método que
possibilita a obtencao de forma precisa do historial de consumo de substancias semanas
ou meses antes da morte (Paterson et al., 2009). A possibilidade de utilizagdo desta
amostra mesmo em cadaveres em estado de decomposi¢cdo avangado constitui outra
vantagem do uso deste tipo de matriz em estudos post mortem (Flanagan et al., 2005).
Exemplo disso sdo as benzodiazepinas, tais como o diazepam, que, por serem
compostos labeis e se degradarem em condi¢des de putrefacdo, podem ndo ser detetadas
em casos de elevada decomposi¢ao, sendo assim recomendada a anélise ao cabelo onde

a retencao destes compostos ¢ mais provavel (Drummer, 2004).

Estas vantagens tornam a analise toxicoldgica em amostras de cabelo uma ferramenta

util como evidéncia em contexto forense (Pragst e Balikova, 2006).
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ITI. Colheita e Preparac¢io da amostra

3.1. Colheita da Amostra

A colheita deve ser realizada por individuos competentes, caso contrario devem ser
seguidos rigorosamente protocolos que auxiliam o processo de colheita, obedecendo aos
procedimentos da cadeia de custddia e evitando qualquer tipo de contaminagao (Pragst e

Balikova, 2006).

Apesar da colheita e andlise da amostra serem procedimentos importantes, os aspetos
pré-analiticos sdo dotados de grande importancia, contribuindo para a obtencdo de um
resultado plausivel e devidamente enquadrado no caso clinico. Desta forma, a
informacgao relativa ao historial deve ser devidamente obtida e registada, apresentando
um breve resumo do caso e 0 objetivo da investigagdo, bem como o xenobidtico e

periodo que se suspeita que o individuo tenha sido exposto (Pragst e Balikova, 2006).

O individuo responsavel pela colheita deve estar munido de um kit contendo
formularios referentes a cadeia de custodia ( anexo 1) (que pode variar consoante o fim
a que se destina a analise), uma folha para envolver o cabelo (geralmente, de aluminio),
envelope de colheita, selos de segurancga, saco para evidéncias, envelope de transporte

(opcional) e o procedimento para a recolha da amostra (Cooper et al., 2012).

Para que o procedimento de colheita seja efetuado de forma eficiente ¢ da maior
importancia que varios passos sejam seguidos. O primeiro passo consiste em fixar o
cabelo que se pretende cortar com um eléstico ou fio de algodao. De seguida efetua-se o
corte com o auxilio de uma tesoura de uma por¢ao de cabelo o mais proxima possivel
do couro cabeludo, na regido do vértice posterior, situado na regido distal da cabega
conforme ilustra a figura 5 (LeBeau et al, 2011). O facto desta regido,
comparativamente a outras do couro cabeludo, evidenciar (i) uma menor proporcao de
cabelo em fase telogénica, (ii)) uma taxa de crescimento constante ( sensivelmente 1
cm/més), (iil) um nimero de fios de cabelo mais constante, (iv) estar sujeito a menos
interferéncias individuais tais como o sexo ¢ a idade, e (V) ser esteticamente menos

visivel apods a colheita, tornam-na de elei¢do para andlise (de Lima e da Silva, 2007).
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Por outro lado, esta regido encontra-se exposta a secre¢des sudoriparas, bem como a
contaminantes ambientais provenientes do ar, dgua e poeira, o que implicard
posteriormente uma lavagem da amostra. Esta zona encontra-se também sujeita a a¢do

de produtos cosméticos, podendo ser modificada pelos mesmos (Boumba et al., 2006).

Figura 5. (a) O cabelo deve ser retirado da regido vértice posterior da cabega, o mais proximo possivel do
couro cabeludo. A amostra de cabelo deve ser firmemente apertada e amarrada com fio de algoddo. (b)
Ainda segurando a amostra com forga, alinhar as raizes da amostra e colocar cuidadosamente sobre um

pedaco de folha de aluminio, que é dobrado (adaptado de Dinis ef al., 2010).

Em andlises rotineiras, a quantidade de cabelo necessaria para a realizagdo de uma
analise ¢ geralmente descrita como a quantidade de cabelo equivalente a espessura de
um lapis. Para propositos forenses, ¢ aconselhada a colheita de duas amostras separadas
(Pragst e Balikova, 2006). Uma primeira amostra cuja quantidade possibilite a analise
de testes de rotina e que permita a repeti¢ao de analise ou confirmacdo de resultados por
parte de um segundo laboratério (Cooper et al., 2012). A segunda amostra ¢
armazenada separadamente podendo ser usada mais tarde para outros fins, tais como em
casos onde se verifica a obje¢do do resultado final (Pragst e Balikova, 2006). Na etapa

de colheita ¢ importante ter cuidado para ndo deixar visivel a pele da cabega
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principalmente em criangas e pessoas calvas. Caso se verifique alguma destas situagdes,
a colheita de pequenas por¢des de cabelo em zonas proximas do vértice posterior &
igualmente aceite (Cooper, 2011). Apds ter sido cortado, o cabelo deve ser alinhado
numa folha geralmente de aluminio para identificacdo da ponta da raiz (porgao

proximal) e estabiliza¢do da amostra de cabelo (Figura 5).

O passo seguinte consiste em dobrar a folha longitudinalmente de maneira a segurar o
cabelo anteriormente alinhado. A folha ¢ entdo colocada dentro do envelope de colheita
selado, rubricado e datado. No quarto e ultimo passo, o envelope de colheita juntamente
com os formulérios da cadeia de custddia sdo colocados dentro do saco de evidéncias e

enviados para o laboratorio para ser analisado (Cooper, 2011).

As amostras devem ser armazenadas a temperatura ambiente, em locais secos € escuros
(Cooper et al., 2012). O envolvimento numa folha de aluminio e sua colocagdo em
envelopes apropriados ¢ a maneira mais simples e pratica de armazenar uma amostra de
cabelo, pois este ao ser submetido a este procedimento permite que a maioria dos
xenobidticos e seus metabolitos permanecam estaveis, tornando possivel a sua detecdo
anos apos o seu armazenamento (Pragst e Balikova, 2006). Amostras humidas que
sejam submetidas para andlise devem obrigatoriamente ser secas antes de armazenadas
e analisadas. O armazenamento das amostras em frigorificos e congeladores nao ¢
aconselhado visto que pode ocorrer turgescéncia e libertacdio do conteudo. O
armazenamento em sacos de plastico ¢ igualmente desaconselhado, devido a capacidade
do saco em extrair as substancias lipofilicas presentes nas amostras de cabelo (Pragst e

Balikova, 2006).

Segundo Cooper (2012), em casos post mortem, a colheita de uma amostra de cabelo
deve ser efetuada antes da autdpsia. As amostras de cabelo recolhidas devem encontrar-
se secas e com a ponta da raiz identificada, o que muitas vezes ndo se torna possivel
pois em casos como acidentes rodoviarios, crimes facilitados por drogas ou cadaveres
em decomposicdo, o cabelo encontra-se muitas vezes embebido em sangue ou em
fluidos corporais. Assim sendo, o uso de folha de aluminio para envolver o cabelo e o
envelope podem ndo ser os mais apropriados, podendo necessitar de outro tipo de

recipientes mais robustos (Cooper, 2011). Caso sejam necessarias informagdes relativas
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ao consumo recente de drogas que antecederam a morte, para além da colheita realizada
com o auxilio de uma tesoura (procedimento estandardizado), os cabelos devem ser
retirados por agdo mecanica com as respetivas raizes intactas (Cooper et al., 2012).
Caso seja efetuada uma andlise segmentar, os segmentos mais afastados da superficie

corporal correspondem a0s consumos menos recentes.

Relativamente a crimes facilitados por drogas, a colheita da amostra deve ocorrer no
minimo entre quatro a seis semanas ap6s o alegado incidente. Aos resultados positivos ¢
recomendada uma segunda colheita de modo a corroborar os resultados. Para um
resultado plausivel, o queixoso ndo deve efetuar nenhum tratamento cosmético nem
proceder ao corte do seu cabelo entre as colheitas ou até que as investigagdes se

encontrem concluidas (Cooper et al., 2012).

3.2. Preparaciao da amostra

A analise segmentar, a lavagem e homogeneizacao da amostra sdo processos essenciais

que antecedem a andlise toxicoldgica propriamente dita (Cooper, 2011).

3.2.1. Analise segmentar

A concentracdo dos xenobidticos ao longo do fio de cabelo ndo ¢ uniforme, sendo
condicionada pelos diferentes graus de exposicdo ao longo das diferentes etapas de
crescimento do cabelo (Baysal e Akman, 2010). Deste modo, um historial de exposicao
mais preciso relativo a um determinado xenobiodtico ¢ efetuado através da andlise
segmentar do cabelo, que por sua vez permite averiguar o periodo em que o individuo

foi exposto a determinado composto (Baysal e Akman, 2010).

A andlise segmentar do cabelo tem por base dois pressupostos: o crescimento de forma
linear para a zona do vértice posterior (cerca de um centimetro por més) e a sua colheita
efetuada o mais proéximo possivel da por¢do proximal do cabelo que emerge a superficie

da pele (LeBeau et al., 2011).
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Para a escolha do tamanho apropriado dos segmentos ¢ importante ter em consideragao
a quantidade de amostra disponivel, o periodo em que se suspeita que o individuo tenha
tido contacto com o xenobiotico, e, por ultimo, os custos da andlise (Pragst e Balikova,

2006).

Dependendo do tipo de caso, diferentes estratégias na andlise segmentar podem ser
adotadas, sendo que a precisdo da analise depende tanto do processo de colheita como
do processo de segmentacdo do cabelo (Cooper et al., 2012). Visto que, geralmente, a
concentracdo do xenobidtico decresce com o aumento da distancia a raiz do cabelo, ¢
recomendada a andlise de segmentos de tamanho cada vez maior a medida que se
distanciam da mesma (Pragst e Balikova, 2006). Exemplo disso foi o estudo publicado
por Druid (2007) que pretendia avaliar a capacidade da analise segmentar avaliando o
grau de abstinéncia num grupo de individuos. Para a andlise segmentar utilizou trés
segmentos de 5 milimetros para os segmentos de cabelo mais recentes, ou seja mais
proximos da raiz do cabelo, e dois segmentos de 10 milimetros para as por¢des mais
distais. Deste modo e tendo em conta o crescimento de 1 centimetro/més para a regido
do vértice posterior da cabeca, os segmentos de cabelo mais proximos da raiz
correspondem aproximadamente a exposi¢do a determinado xenobidtico nas duas

semanas anteriores a colheita (LeBeau ez al., 2011).

Apenas os cabelos que foram cortados rentes ao couro cabeludo, devidamente alinhados
e com a porcdo terminal da raiz identificada podem ser submetidos para andlise
segmentar. A SoHT recomenda que o tamanho dos segmentos de cabelo varie entre 1 a
3 centimetros (Cooper et al., 2012). Contudo, nos casos em que se suspeita que foi
cometido um crime facilitado por drogas, como por exemplo aquando do uso de dose
unica de gama-hidroxibutirato (GHB) em crimes sexuais (droga que promove a
atividade sexual sem consentimento), a analise de segmentos ainda mais pequenos pode
contribuir para um resultado positivo num menor periodo de tempo (Cooper et al.,
2012). A andlise segmentar assume especial importancia quando se procede a analise de
GHB, uma vez que se trata de um composto produzido endogenamente, sendo por isso
importante a discriminacdo entre os niveis endogenos e exogenos. Comparando as
concentragdes encontradas em diferentes segmentos torna-se possivel essa

discriminacdo (Cooper ef al., 2012).
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Em casos post mortem muitas vezes existe dificuldade na identificagdo da porgdo
terminal da raiz, o que implica que a andlise segmentar seja preterida a analise do
material em bloco. Nestas situagdes, o historial de exposicdo a um determinado

xenobiotico deixa de ser tdo preciso (Cooper, 2011).

3.2.2. Descontaminac¢io ou lavagem

A descontaminagdo da amostra que antecede a analise assume particular aten¢do devido
a dois fatores. Em primeiro lugar, dado que a presenga de residuos de produtos de
tratamento do cabelo (como ceras e champos), sujidade depositada no cabelo, sebo e
suor (que podem veicular o xenobiodtico), contribuem para um aumento das
interferéncias e afeta a exequibilidade do resultado analitico. Segundo, devido a
deposicdo de xenobidticos no cabelo resultante da exposi¢do ambiental que se
encontram adsorvidos por ligacdes fracas a superficie do cabelo, podendo deste modo
ser removidos através da lavagem das amostras (Pragst e Balikova, 2006). Na analise de
cabelo de recém-nascidos os procedimentos de descontamina¢do adquirem um papel de
destaque, ndo por terem sido alvos de contaminagdo externa, dado o curto periodo em
que foram expostos ao ambiente exterior, mas sim devido a capacidade do liquido
amnidtico em excretar xenobidticos maternos passiveis de serem depositados no cabelo

(Lozano et al., 2007).

Nao existe, atualmente, consenso e uniformidade nos procedimentos de
descontaminacdo para amostras de cabelo em andlises toxicoldgicas. A SoHT
recomenda que o processo de lavagem inclua uma lavagem inicial com solvente
organico de modo a remover os compostos contaminantes insoliveis em agua, uma
segunda com agua ou solucdo tampao que permite a turgescéncia do cabelo e difusdo
dos compostos contaminantes para a solu¢do de lavagem e, por Ultimo, uma lavagem
com solvente organico. Amostras que tenham estado em contacto com fluidos corporais

implicam procedimentos adicionais de lavagem (Cooper et al., 2012).
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No processo de descontaminagdo as amostras de cabelo sdo entdo mergulhadas durante
alguns minutos em solucdes de lavagem, as quais serdo posteriormente analisadas

(Cooper, 2011)

Para que o procedimento de lavagem seja satisfatorio as solucdes tém que ser dotadas
de determinadas carateristicas, destacando-se a sua capacidade em remover de forma
eficiente as impurezas externas, partindo do pressuposto que estas solucdes tém a
capacidade para remover a sujidade e xenobidticos resultantes da deposicdo ambiental,
sem que a sua acdo conduza a extracdo dos compostos existentes na matriz do cabelo

resultantes da incorporagdo enddgena (de Lima e da Silva, 2007).

No entanto, as solucdes de lavagem ndo conseguem desempenhar na totalidade as
fungdes referidas pelo que a contaminagdo externa deve representar um papel
importante aquando da interpretagdo dos resultados (Cooper, 2011). A ineficacia das
solugdes de lavagem na completa eliminacdo da contaminagdo externa foi corroborada
por um estudo envolvendo varios laboratorios que utilizando diferentes programas de
lavagem ndo conseguiram eliminar a cocaina introduzida previamente como
contaminante nas amostras de cabelo (Stout et al., 2006). A ineficacia dos processos de
lavagem foi também descrita por Boumba (2006) expondo vérios estudos onde
diferentes procedimentos de lavagem das amostras tinham sido adotados com o intuito
de remover ndo s6 a sujidade, mas também os compostos depositados externamente.
Todavia, esses procedimentos conduziram igualmente a remocdo de compostos

incorporados resultantes do consumo individual (Boumba et al., 2006).

A ineficacia dos procedimentos de lavagem conduz a resultados positivos nas solugdes
de lavagem (associados a perda de xenobidticos incorporados), indicando geralmente
contaminagdo externa. Entre os fatores que podem contribuir para a presenca nas
solugdes de lavagem de xenobidticos incorporados na matriz do cabelo podem referir-se
o numero de lavagens, os tempos de contacto muito elevados e o uso de solventes

organicos com elevado poder de lavagem (Cooper, 2011).

Dentro das solugdes de lavagem mais comuns destacam-se os detergentes como

champds, surfatantes como o lauril sulfato de soédio a 0,1%, tampdo fosfato, ou
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solventes organicos, tais como acetona, éter dietilico, metanol, etanol, diclorometano,

entre outros (Kintz, 2012).

De modo a evitar a perda de compostos do cabelo, torna-se importante que o laboratdrio
responsavel pela andlise avalie a extensdo dos procedimentos de lavagem na remocao

dos contaminantes de origem externa (Cooper et al., 2012).

3.2.3. Homogeneizacio da amostra

A homogeneizagdo tem por objetivo diminuir o tamanho da amostra e consequente
aumento da sua drea superficial, o que contribui para um maior potencial de
recuperagdo de compostos (Cooper, 2011). A amostra a ser submetida para andlise deve
ser homogénea e representativa, quer seja analisada em bloco ou em segmentos (Cooper

etal.,2012).

De acordo com a SoHT, cada amostra deve ser cortada em pequenos pedacos (2 a 3
milimetros) com o auxilio de uma tesoura ou pulverizada (pd), efetuando-se de seguida

a pesagem de 10 a 50 miligramas de amostra (Cooper et al., 2012).

O método de pulverizagdo para homogeneizagdo da amostra recolhe opinides
contraditorias quanto a sua eficacia. De acordo com Pragst e Balikova (2006) o método
de pulverizagcdo ndo acarreta melhorias relevantes que possam auxiliar o processo de
extragdo, para além de estar muitas vezes associado a perda de amostra. Em contraste,
Miyaguchi (2007) salientou as vantagens do método de micropulverizagdo. Este autor
constatou que ao pulverizar 2 miligramas de amostra durante 1 minuto, a cuticula ficaria
danificada, o que facilita a permeagdo do solvente de extracdo para o interior de cabelo
e consequente saida dos compostos incorporados na medula e cortex. Se a técnica de
pulverizacdo fosse mais prolongada (tempo superior a 3 minutos) verificava-se, para
além da danificacdo da cuticula, uma desintegragdo das fibras do cortex. As fibras
corticais possuem no seu interior granulos de melanina (principal local de ligagcdo de
compostos basicos), pelo que uma desintegracdo das fibras corticais pode favorecer o

processo de extragdo dos compostos (Miyaguchi et al., 2007).
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IV. Analise

4.1. Extracio dos compostos da matriz

Numa analise toxicoldgica em amostras de cabelo, a quantidade de amostra disponivel
bem como a concentragdo de xenobiodticos e metabolitos existentes no cabelo ¢ muito
reduzida. Desta forma, as amostras devem ser submetidas a um pré-tratamento através
de solucdes adequadas para um determinado grupo de compostos, permitindo, deste
modo, concentrar os compostos incorporados apds a libertacdo dos mesmos da matriz

do cabelo (Kintz, 1996).

O pré-tratamento da amostra pode ser realizado através da incubacdo do cabelo em
determinadas solugdes sem que estas o danifiquem, ou através da digestdo da matriz do
cabelo (Cooper, 2011). O tratamento com ureia e tioglicolato, bem como o uso de
fluidos supercriticos, encontram-se igualmente mencionados na literatura (Pragst e

Balikova, 2006).

Apesar de estarem descritos varios métodos, ndo existe um de eleicdo que possibilite a
libertagdo dos compostos da matriz. Contudo, e independentemente do método
escolhido, ¢ importante ter em conta a estrutura quimica do xenobidtico a analisar bem
como a informagao relativa a estabilidade do analito em diferentes solugdes de extragao
empregues (Pragst e Balikova, 2006). Nos casos em que o cabelo seja usado para
rastreio de varios grupos de compostos, os procedimentos de extragdo devem ter em
conta as carateristicas quimicas dos diferentes grupos, evitando deste modo, uma
extragdo pouco eficiente e o comprometimento da sensibilidade do método (Pragst e

Balikova, 2006).

No que concerne as técnicas de incubagdo descritas na literatura que usam solventes,
constata-se que as extragdes utilizando o metanol acidificado como solvente extrator
(entre 5-18 horas) em banho de ultrassons sdo as mais empregues, devido a elevada
compatibilidade deste solvente com a maioria dos compostos (de Lima e da Silva,

2007). O metanol sendo hidrofilico penetra na matriz do cabelo, dilatando-a com
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consequente libertacdo dos compostos por difusdo. Sendo um solvente orgénico, o
metanol tem a capacidade para solubilizar compostos neutros ¢ de natureza lipofila
presentes no interior da matriz. O processo extrativo ¢ também facilitado pela
ultrasonicagcdo que promove uma forte degradagdo da estrutura do cabelo (Pragst e
Balikova, 2006). Apesar do metanol ser dotado de uma capacidade que lhe permite a
extracdo de compostos sensiveis a hidrolise, apresenta algumas desvantagens. Entre as
principais, destacam-se a sua baixa e incompleta capacidade de recuperacdo de
compostos, aliada a uma baixa pureza do extrato metanolico (Cooper, 2011).
Compostos presentes em elevadas concentragdes nos extratos metandlicos podem ser
diretamente injetados em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (
GC-MS), permitindo deste modo a confirmagdo do resultado analitico (Pragst e

Balikova, 2006).

Quanto a extragdo efetuada através de solugdes tampdo, a sua principal vantagem
assenta na elevada capacidade de extragdo de compostos de natureza basica, sendo que
0s extratos aquosos obtidos apresentam menos impurezas quando comparados aos

extratos metanolicos (Pragst e Balikova, 2006).

O isolamento de compostos através da desintegracdo da estrutura do cabelo pode ser
efetuada por digestdo enzimatica ou por solugdes aquosas de hidréxido de sodio (Pragst
e Balikova, 2006). Relativamente a digestdo enzimatica, Moeller e seus colaboradores
(cit in Nakahara, 1999) descreveram o tratamento enzimatico de uma amostra de cabelo
usando a beta-glucuronidase/arilsulfatase. Mais recentemente tém sido usadas enzimas
como a pronase € proteinase K cujo mecanismo de atuagdo assenta na hidrélise das
proteinas do cabelo. A atividade destas enzimas ¢ aumentada na presenga de ditiotreitol
(Boumba et al., 2006). Para além do ditiotreitol, também a sonicacdo favorece a

digestao enzimatica facilitando a extracdo de compostos (Bermejo et al., 2004).

Se os compostos a serem extraidos forem dotados de uma boa estabilidade em meio
alcalino, a extracdo destes através de solucdes de hidroxido de sodio € a mais adequada.
A morfina, anfetaminas e canabindides sdo compostos cuja extragdo ¢ favorecida por
este método. A extracdo ¢, geralmente, realizada através da incubacdo das amostras

numa solugdo de hidréxido de sédio de concentragdao entre os 0,1 ¢ 2,5 M, a 37°C
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durante o periodo noturno (Boumba et al., 2006). Os estudos in vitro demostraram que,
em condig¢des alcalinas, ocorre a hidroélise de algumas substancias tais como a cocaina e
heroina ou outros compostos contendo grupos éster, pelo que este método deve ser
preterido relativamente a outros que possibilitem também a libertagdo de compostos

incorporados (Pragst e Balikova, 2006).

Tanto a digestdo enzimatica, como a alcalina apresentam tempos de extragdo diminutos
quando comparados a extracdo usando metanol acidico. No entanto, as solucdes
resultantes sdo caraterizadas por uma elevada quantidade de interferentes,
principalmente moléculas de baixo peso molecular, pelo que se torna necessario
recorrer a lavagens adicionais para que se possa realizar a analise qualitativa e

quantitativa dos xenobidticos (Miyaguchi et al., 2007).

A extragdo através de fluidos supercriticos, apesar das vantagens relativas a rapida
recuperagdo de compostos e elevado rendimento, ndo ¢ das mais utilizadas devido ao
seu custo elevado (Pragst e Balikova, 2006). Dada a pureza dos extratos obtidos, estes
ndo necessitam de ser submetidos a procedimentos de limpeza, podendo ser
confirmados diretamente através da técnica de GC-MS (Pragst e Balikova, 2006). A
extracdo de compostos como as metanfetaminas usando fluidos supercriticos encontra-
se descrita na literatura como sendo uma boa alternativa aos processos convencionais de

extragdo (Allen e Oliver, 2000).

O tratamento da amostra com tioglicolato e ureia sob condi¢des acidas provoca a quebra
das pontes de hidrogénio e pontes dissulfureto existentes no cabelo, contribuindo para a
extracdo de compostos incorporados no cabelo (Pragst e Balikova, 2006). Este método ¢
eficientemente aplicado quando os compostos que se pretendem extrair fazem parte do

grupo das benzodiazepinas (Yegles et al., 2000).

25



O cabelo como amostra biologica em toxicologia forense

4.2. Teste de rastreio

Apds a libertacdo dos compostos da matriz do cabelo, os extratos obtidos sdo
submetidos a testes de triagem, principalmente quando ndo se conhece o xenobidtico a
pesquisar, permitindo deste modo a disting@o das varias classes de xenobioticos (Bulcao

etal.,2012).

A disponibilidade limitada para determinados compostos aliado a sua fraca
especificidade, fizeram com que o método de RIA, outrora muito utilizado em testes de
rastreio, fosse substituido por técnicas de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assays) (Pragst e Balikova, 2006). A automatizacdo do método de ELISA permitiu a
realizagdo dos testes para uma grande quantidade de amostras e para variados
xenobioticos, identificando e eliminando de forma rdpida as amostras cujo resultado
tenha sido negativo e que ndo sejam necessarias para analises posteriores (Cooper,

2011).

O uso deste método para a realizacdo de testes de rastreio de forma rapida, deve ter em
conta determinadas recomendacdes. Segundo a SoHT, o método adotado deve ser
dotado de uma boa sensibilidade (da ordem das pg/mg de cabelo), capaz de detetar ndo
s6 o composto pai mas também os seus metabolitos em baixas concentragdes,
permitindo desta forma obter um perfil de exposi¢do do individuo ao xenobiotico e
evitando falsos-positivos. Outra recomendacao a ter em conta assenta na eliminagdo da
interferéncia da matriz do cabelo nos testes de despiste, através da desnaturacdo dos

anticorpos (Cooper et al., 2012).

Virios kits tém sido comercializados tendo por base diferentes métodos. No entanto, a
sua sensibilidade varia, devido ao fornecedor, técnica usada para identificagdo e
anticorpos usados (Drummer, 2010). Ainda assim, ao longo do tempo, a metodologia
analitica tem progredido no sentido de uma maior sensibilidade, permitindo a detecao
de compostos em concentracdes cada vez mais baixas. Testes de despiste como o One-
Step™ ELISA, comercializado pela International Diagnostic Systems Corporation, t€m

sido utilizados com sucesso na pesquisa de drogas de abuso tais como canabinoides,
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anfetaminas, opiaceos e cocaina. Estes kits, para além de serem simples, rapidos (tempo
inferior a duas horas para os quatro testes em simultdneo) e necessitarem de uma
pequena quantidade de amostra, sdo também dotados de uma elevada sensibilidade da
ordem das ng/mg de amostra, concentra¢do esta mais baixa que os habituais testes de

despiste (pg/mg) (Pujol et al., 2007).

Quanto ao resultado do teste de despiste, se este for negativo para a presenga de
determinado composto, e se os procedimentos tiverem sido efetuados de forma correta,

a amostra ndo necessita de ser submetida a técnicas de confirmagdo (Cooper, 2011).

Contudo, a aplicagdo exclusiva do método de ELISA em testes de despiste ndo permite
a confirmac¢do de um resultado positivo, pelo que devem ser adotados procedimentos

mais especificos (Cooper et al., 2012).

A grande variedade de xenobidticos existentes, a quantidade de amostra disponivel e a
complexidade da matriz do cabelo conduziram a introdu¢do por parte de alguns
laboratérios de técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massa time of
flight (TOF) na realiza¢do de testes de rastreio (Cooper et al., 2012). Um exemplo
dessas técnicas ¢ a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com um
analisador do tipo quadrupolo TOF (LC-QTOF-MS) para a realizagdo deste tipo de
testes, podendo ser utilizado como um método de rotina, dada a sua elevada
sensibilidade e possibilidade de detecdo qualitativa para uma grande variedade de
substancias toxicas e drogas de abuso (Broecker et al., 2012). O uso destes métodos,
apesar de ndo serem facilmente exequiveis para um grande numero de amostras,
apresenta como principal vantagem a sua capacidade para detetar e identificar uma
grande quantidade de analitos numa s6 andlise, o que se torna vantajoso quando se

pretende analisar volumes pequenos de amostra (Cooper et al., 2012).
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4.3. Limpeza de Extratos

Apoés a extragdo dos xenobidticos da matriz, os extratos resultantes, a excecdo dos
metanolicos e os resultantes de fluidos supercriticos, necessitam de ser separados dos
interferentes  (compostos endogenos ou outras substidncias administradas
concomitantemente com os xenobidticos alvo) através de técnicas também usadas em
amostras de sangue e urina, tais como extracdo liquido-liquido ou extracdo em fase
solida, para que possam ser confirmados os testes de rastreio e efetuada a andlise
qualitativa e quantitativa dos compostos presentes pelas técnicas de confirmagao

(Cooper, 2011).

A microextragdo em fase solida (SPME ou solid phase microextraction) ¢ o método
mais usado na eliminacdo de interferentes e preparacdo da amostra para as técnicas de
confirmacdo devido a sensibilidade e possibilidade de automatiza¢ao (Moller et al.,
2010). A utilizacdo desta técnica manifesta-se num elevado poder de concentragdo dos
xenobidticos adequando-se de forma eficiente a sensibilidade dos detetores de
cromatografia gasosa, podendo ser usada em amostras que contenham um baixo teor de
xenobidticos e uma elevada quantidade de impurezas, o que permite integrar numa
unica etapa os procedimentos de extragdo, concentragdo e limpeza (Salquébre et al.,
2012). Ao invés das técnicas tradicionais que necessitam de grandes quantidades de
solventes, a microextracdo ndo necessita de qualquer tipo de solvente (Emidio et al.,

2010).

O dispositivo basico de SPME consiste numa fibra (que contém a fase extratora) capaz
de adsorver os xenobioticos diretamente do extrato aquoso (DI-SPME - direct
immersion solid phase microextraction) ou da fase de vapor sobre a solucdo de extracao

(HS-SPME — headspace solid phase microextraction) (Salquebre et al., 2012).

Na DI-SPME a extra¢do ocorre até que o equilibrio de parti¢do do xenobiotico entre a
solugdo extrativa e a fibra (fase extratora) seja atingido, sendo considerado um sistema
de duas fases (Figura 6). O curto tempo de vida das fibras usadas constitui uma

importante desvantagem no método de imersao direta (Pragst e Balikova, 2006).
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Figura 6. Etapas do processo de microextracdo em fase solida (adaptado de Gallardo et al. 2009).

Na HS-SPME, efetuada a uma temperatura elevada, os xenobidticos volateis e semi-
volateis sdo transportados para a fibra através da fase gasosa gerada pelo aquecimento
da solugdo extrativa e por gotas de dgua de tamanho reduzido, até que seja estabelecido
um equilibrio entre a solu¢do de extracdo, a fibra e a fase de vapor (Pragst e Balikova,
2006). Quando a técnica analitica utilizada ¢ a cromatografia gasosa a fibra de silica
fundida ¢ retirada da amostra e inserida diretamente no injetor do cromatografo gasoso,
onde os xenobidticos sdo termicamente transferidos por acdo do fluxo do géas de arraste
e carregados para a coluna cromatografica para separagdo e quantificacdo (Valente e
Augusto, 2000). Substancias lipofilicas mesmo apresentando uma baixa volatilidade
(antidepressivos triciclicos, fenotiazidas, lidocaina, metadona e seus metabolitos)
podem ser extraidos da fase de vapor acima da solugdo extrativa ou headspace
(resultante da digestdo com hidréxido de sodio, pois sdo estdveis em condigdes
alcalinas) através desta técnica (Pragst e Balikova, 2006). Compostos que ndo sejam
considerados volateis, tais como os opiodides, devem apenas ser utilizados pelo método
acima proposto depois de derivatizadas através de reagdes de sililagdo, como o objetivo
de alcancar a volatilidade necessaria, sendo um dos requisitos essenciais para posterior

quantifica¢do por GC-MS (Moller et al., 2010).

Em alguns casos, variacdes da técnica de HS-SPME tais como a extra¢do dindmica em
fase so6lida no modo headspace (HS-SPME) demonstraram eficicias de extracdo
superiores a técnica base. Ao contrario das fibras de HS-SPME, as fibras utilizadas em

HS-SPDE sao muito dificeis de serem danificadas mecanicamente. Compostos como as
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anfetaminas tém sido eficientemente extraidos segundo esta técnica (Musshoff et al.,

2003).

As técnicas acima descritas permitiram que as varias etapas de extracdo de compostos,
pré-concentragdo e a limpeza dos extratos fossem efetuadas numa unica etapa,
possibilitando a eliminagdo de substincias interferentes. A sua eliminacdo ¢ um
requisito importante na realizagcdo de técnicas cromatograficas, contribuindo para uma

melhor sensibilidade e seletividade das técnicas analiticas (Bulcao et al., 2012).

4.4. Técnicas de Confirmacao

De acordo com as recomendagdes da SOHT numa analise ao cabelo, independentemente
do método usado, os laboratorios devem garantir que as técnicas de confirmagdo
empregues sejam dotadas de uma sensibilidade suficiente que permita a detecdo de
niveis baixos de xenobioticos no cabelo, refletindo o perfil de exposi¢do a0 mesmo. A
determinagdo do xenobidtico deve, se possivel, incidir no xenobidtico pai € nos seus
metabolitos, auxiliando a distingdo entre uma exposi¢do decorrente de uma
contaminagdo externa, ou de uma exposicdo por ingestdo ou administracdo do

xenobidtico (Cooper et al., 2012).

Dentro das técnicas analiticas de confirmacdo, aquelas que se encontram acopladas a
espectrometros de massa sdo as que recebem maior destaque. Os espectrometros de
massa apresentam um interface para sistemas cromatograficos gasosos, liquidos e de
eletroforese capilar, permitindo ao sistema acoplado a separa¢do e identificagdo e
quantificagdo de determinados componentes presentes em quantidades minimas em

misturas complexas (Skoog et al., 2002).

4.4.1. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS )

Entre os métodos mais utilizados para a analise de xenobioticos no cabelo, a GC-MS ¢ a
que adquire maior notoriedade (Pragst e Balikova, 2006). A associagdo destas duas

importantes técnicas ¢ justificada pelas vantagens que dai advém. A separagdo prévia
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dos componentes da amostra através do sistema cromatografico faz com que estes sejam
analisados no espetrometro de massa individualmente (excetuando os casos de co-
eluigdes cromatograficas). Esta vantagem aliada a elevada rapidez de andlise para
amostras em baixas quantidades, faz com que esta técnica exiba um lugar de destaque
na andlise de xenobidticos no cabelo (O. Pombeiro, 1998). O acoplamento do
cromatografo gasoso ao espectrometro de massa pode ser efetuado de maneira
relativamente mais simples que no caso do cromatodgrafo liquido pois as carateristicas
de funcionamento do cromatografo gasoso sdo compativeis com a necessidade de uma
velocidade reduzida da admissdo do gas no espectrometro de modo a manter um vacuo

suficientemente elevado no seu interior (Skoog et al., 2002).

Para a quantificagdo de um xenobidtico numa amostra ¢ recomendado o uso de um
padrdo interno, que podera ser deuterado. As carateristicas quimicas de um padrdo
interno (PI) deuterado sdo similares as do xenobiotico que se pretende analisar. Por este
motivo, o composto a analisar e o PI apresentam o mesmo tempo de reteng¢do, podendo
no entanto ser diferenciados com base nas massas dos fragmentos obtidos no analisador
de massas. O sinal produzido pelo PI é comparado com o sinal do xenobidtico a
analisar, o que permite quantificar o xenobidtico e avaliar a eficiéncia da andlise

(Chiaradia et al., 2008).

A técnica de GC-MS inicia-se entdo com a introducdo da amostra no injetor do
cromatografo gasoso, onde as moléculas sdo volatilizadas e posteriormente separadas na
fase estacionaria da coluna cromatografica. No interior desta ocorre uma separagao de
compostos por interacdo diferencial entre uma fase movel gasosa e uma fase
estacionaria (coluna). Os compostos devido as suas carateristicas quimicas sao
separados na coluna cromatografica de acordo com as suas polaridades e pontos de
ebulicdo o que vai determinar os seus tempos de retencdo. Apds a separacdo dos
compostos estes sdo transferidos para o analisador de massas onde primariamente
sofrem ionizacdo por uma das seguintes técnicas: ionizagdo por impacto de eletrdes
(ED), ioniza¢dao quimica (IC) e ionizacdo por electrospray (De Grande e Aquino Neto,

1990).
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Na EI, as moléculas sdo bombardeadas com eletrdes de elevada energia, normalmente
70 eV. A energia ¢ absorvida pelas moléculas e estas sofrem ionizagdo, resultando na
formacdo de ides moleculares que devido ao excesso de energia interna fragmentam
total ou parcialmente. Tal como os tempos de retencao, os fragmentos resultantes (m/z —
massa/carga) sdo carateristicos de cada composto, sendo por isso muitas vezes
designados por molecular fingerprint, devido a sua elevada especificidade (Chiaradia et
al., 2008). O método de ionizagdo através de eletrdes de elevada energia ¢ atualmente o
método mais empregue na GC-MS devido a possibilidade de obtencdo de uma
informagdo mais detalhada sobre cada molécula, resultante da intensa fragmentacao a
que ¢ sujeita. O limite de dete¢do para a maioria dos compostos ¢ cerca de 0,03 ng/mg
(Pragst e Balikova, 2006). A técnica de EI ¢ marcada por algumas desvantagens,
nomeadamente o seu uso limitado para moléculas termicamente instaveis, a sua fraca
utilidade para compostos de elevado peso molecular, e o baixo grau de ioniza¢do das

moléculas (apenas 1 em 10° moléculas sio ionizadas) (Elias Paulo, s/d).

O processo de IC, ao contrdrio da IE, implica a presenga de um gas-reagente em
excesso. Esta técnica promove uma fragmentacdo leve ou quase ausente, resultando
num espectro mais limpo, tornando esta técnica ideal quando se pretende obter apenas o
ido molecular (correspondendo a massa molecular do composto). A ionizagdo quimica
pode ser de dois tipos: ionizacdo quimica positiva (PCI) e ionizagdo quimica negativa
(NCI). Se as moléculas a serem analisadas apresentarem grupos funcionais que
rapidamente aceitam um protdo, o método empregue deve ser a PCI. Se as moléculas
apresentarem grupos eletronegativos e acidicos na sua constitui¢cdo (por exemplo, as
benzodiazepinas) a NCI deve ser o método de escolha. As moléculas que sdo
submetidas a ionizacdo quimica, na sua maioria das vezes, originam ides positivos ao
invés de negativos (Santos Baptista, 2005). Devido ao menor grau de fragmentacdo a
técnica de CI ¢ dotada de uma menor especificidade quando comparada a IE. No
entanto a sua sensibilidade € mais elevada, resultando em limites de dete¢ao entre os 0,2

e 15 pg/mg (Pragst e Balikova, 2006)

A ionizagdo por electrospray (ESI) ¢ caraterizada por uma fragmentacdo mais branda,

cujos i0es formados apresentam uma baixa energia interna o que permite por sua vez a
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observagdo da espécie ionica com pouca ou nenhuma fragmentagdo (Manisali et al.,

2006).

Apoés a ionizagdo das moléculas, os ides sdo separados pelo analisador de massas do
espetrometro de acordo com a relagdo massa/carga (m/z). Os analisadores de massa
mais comummente usados nas analises de compostos incorporados no cabelo sdo: TOF,
quadrupolo e lon trap (Chiaradia et al., 2008). Na técnica de GC-MS aplicada a analise
de cabelo, o analisador de massas ¢ ajustado para que sejam observados apenas os ides
de razdo m/z de interesse, fazendo apenas a monitorizagao dos ides selecionados (SIM —

selected ion monitoring) (Pragst e Balikova, 2006).

Posteriormente os ides positivos ou negativos por acdo de um detetor multiplicador de
eletroes sdo convertidos em eletrdes por um diodo de conversdo, originando um sinal
elétrico proporcional ao nimero de ides que incide sobre o detetor, indicando que o ido
foi detetado. A magnitude do sinal elétrico em funcdo da razdo m/z ¢ convertida por um
processador de dados que gera os espectros de massa correspondentes. A divisdo do
cromatograma em diferentes periodos de tempo e usando diferentes massas na SIM
permite a analise de um niimero alargado de xenobiodticos numa Unica andlise (Pragst e

Balikova, 2006).

Tal como a maioria das técnicas analiticas, também a GC-MS apresenta alguns pré-
requisitos. A técnica de GC-MS implica que o composto a analisar seja dotado de uma
volatilidade satisfatoria e que conserve a sua estabilidade a temperaturas elevadas.
Xenobioticos contendo grupos amina livres, grupos hidroxilo ou grupos carboxilo ndo
preenchem os requisitos para que possam ser analisados por este método, pelo que se
torna necessario proceder a uma derivatizagdo prévia destes compostos (Pragst e
Balikova, 2006). Para a andlise simultanea de xenobidticos que apresentem na sua
constituicdo grupos que necessitam ser protegidos, podem ser utilizadas rea¢des mistas
de derivatizagdo. Exemplo de reac¢des de derivatizacdo com compostos como o anidrido
pentafluoropropidnico e pentafluoropropanol encontram-se descritas para a analise

simultanea de canabinodides (Han et al., 2011).
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O aparecimento da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em modo
tandem (GC-MS/MS) possibilitou um aumento de sensibilidade e especificidade da
metodologia analitica, sendo hoje amplamente usada como técnica de confirmacdo na
identificacdo e quantificacdo de xenobidticos (Pragst e Balikova, 2006). Na técnica de
GC-MS/MS, as moléculas apos a primeira separagdo pelo analisador de massas (cujo
objetivo ¢ isolar o 130 de interesse) ficam sujeitas a uma fragmentagdo através de
fendomenos de colisdo provocados por um gas. Os fragmentos obtidos podem entdo ser

separados num segundo separador de massas e detetados (Pragst e Balikova, 2006).

A utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa em modo
tandem adquiriu um caréacter importante na analise do cabelo, ao fornecer uma maior
informagdo estrutural relacionada com o xenobidtico de interesse e assegurando a sua
identificacdo com maior exatiddo relativamente a outras técnicas cromatograficas, cuja
identificacdo assenta nas carateristicas de retencdo dos compostos analisados. Além
disso, para compostos que ndo podem ser totalmente separados através de técnicas
cromatograficas, o emprego da metodologia de GC-MS/MS permite a sua detecdo
individual caso apresentem diferentes massas molares, ou gerem diferentes espectros de
massa. O emprego desta técnica em detrimento de outras permitiu a obten¢ao de baixos
limites de deteg¢@o e quantificagdo, contribuindo para um resultado analitico mais fiavel

(Chiaradia et al., 2008).

4.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa

( HPLC-MS)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa apresenta também um
papel de destaque no que respeita a analise do cabelo. O emprego desta técnica permite
fazer face as desvantagens da CG-MS, sendo que algumas dificuldades associadas ao
método de CG-MS como a volatilidade dos analitos, estabilidade a temperatura elevada
e problemas de derivatizagdo, sdo facilmente ultrapassadas, resultando numa andlise
mais rapida e econdmica (Cruces-Blanco e Garcia-Campana, 2012). Em contraste, a sua
resolucdo ¢ significativamente menor quando comparada a cromatografia gasosa, pelo

que a sua unido a sistemas de massas em modo fandem deve ser efetuada (Pragst e
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Balikova, 2006). Dado o seu custo excessivo, o uso de HPLC-MS encontra-se limitado
a um pequeno numero de amostras (Pragst e Balikova, 2006). Compostos termoléabeis
como as benzodiazepinas, cuja identificacdo e quantificagdo se encontravam
comprometidas pela técnica de cromatografia gasosa, foram eficazmente separados

utilizando esta metodologia analitica (Musshoff e Madea, 2007).

4.4.3. Eletroforese Capilar (EC)

Para além das técnicas cromatograficas, as técnicas de eletroforese capilar conquistaram
o seu espaco na metodologia analitica para separagdo e identificagdo de xenobidticos no
cabelo (de Lima e da Silva, 2007). A técnica de eletroforese capilar opera
principalmente em dois modos: eletroforese capilar de zona (CZE- capillary zone
electrophoresis) (Gottardo et al., 2012) e cromatografia capilar eletrocinética micelar
(MEKC- micellar electrokinetic capillary chromatography) (Gibson et al., 2005),
ambas descritas na andlise de xenobidticos em amostras de cabelo. Um dos problemas
associados a eletroforese capilar reside na sua moderada sensibilidade, no entanto este
problema pode ser contornado submetendo a amostra a métodos de pré-concentragao,

diminuindo os limites de dete¢do e quantificacdo (Gottardo et al., 2007).

Relativamente ao tipo de detetores utilizados, o sistema de dete¢do ultravioleta (UV) é o
mais empregue, apresentando como alternativa a dete¢do por fluorescéncia e por
espectrometria de massa (Cruces-Blanco e Garcia-Campana, 2012). O uso de sistemas
de detecdo por espectrometria de massa acoplados a técnicas de eletroforese capilar
combina as vantagens da eletroforese capilar (eficiéncia, uso de pequenas quantidades
de amostra, rapidez, facilidade de execugdo) com as vantagens da espectrometria de
massa (elevada sensibilidade e seletividade), resultando num método de elevada

sensibilidade, cujo preco € bastante dispendioso (Gottardo et al., 2007).

4.5. Valores de cut-off

Os valores cut-off, termo usado comummente pela comunidade cientifica, sdo:* (...)

valores numéricos determinados no processo de validagdo dos métodos analiticos ou
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sugeridos por sociedades cientificas aos quais sdo comparados os resultados analiticos e
que orientam as conclusdes para a interpretacdo final dos resultados. Quando os
resultados da andlise se encontram abaixo dos valores estabelecidos como sendo os de
cut-off, os mesmos sdo considerados como “Nao detetados” ou “Negativos”, sendo que

valores acima sdo considerados “Detetados” ou “Positivos”. ” (Tsanaclis et al., 2011).

Apesar de atualmente os valores de cut-off na andlise do cabelo ainda ndo estarem
estabelecidos, a SOHT, tendo por base a literatura disponivel referente as concentragdes
de xenobiodticos encontradas no cabelo, recomenda determinados valores para os
xenobidticos mais comummente encontrados no cabelo, permitindo por sua vez a

identificacdo do seu uso cronico (Cooper et al., 2012).

Tabela 1. Valores de cut-off propostos pela SOHT (adaptado de Cooper 2011, SoHT).

Grupo Xenobidticos e metabolitos  Cut-off (ng/mg)

Anfetaminas Anfetamina 0,2
Metanfetamina 0,2
MDA 0,2
MDMA 0,2
Canabindides THC 0,5

THC-COOH 0,0002
Cocaina 0,5
Cocaina BZE, EME, CE, NC 0,05
Morfina 0,2
e Codeina 0,2
Opidides 6-acetilmorfina 0,2
Heroina 0,2
Metadona 0,2
Metadona EDDP 0.05
Buprenorfina 0,01
Buprenorfina Norbuprenorfina 0,01
. ] Etil glucuronido 0,03
tano FAEEs 0,5
Diazepam 0,05
Benzodiazepinas Lorazepam 0,05
Nordiazepam 0,05
Oxazepam 0,05

BZE: Benzoilecgonina; CE: Cocaetileno; EDDP: 2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolideno; EME:
Ester metilico de ecgonina; FAEE’s: Esteres etilicos de acidos gordos; MDA: Metildioxianfetamina;
MDMA: Metilenodioximetanfetamina; NC: Norcocaina, THC: Delta 9 — tetrahidrocanabinol, THC-
COOH: Acido-11-nor-delta-9-tetrahidrocanabinol

De um modo geral, apds exposi¢do Unica a um determinado xenobidtico o individuo ira
apresentar concentragdes na ordem das pg/mg desse mesmo composto no cabelo, pelo

que em casos de crimes facilitados por drogas ou casos resultantes de uma unica
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exposicao devem ser considerados valores de cut-off mais baixos e a sensibilidade dos

métodos analiticos verificada (Cooper et al., 2012).

4.6. Controlo de qualidade da metodologia analitica

Um dos principios fundamentais dos laboratdrios responsaveis pelas analises de cabelo
¢ a implementagdo de sistemas de qualidade que assegurem a eficacia e precisdo do
resultado analitico. Muitas vezes, questdes relacionadas com o método analitico
utilizado e a fiabilidade do resultado analitico sdo questionadas em interrogatorios pelo
tribunal, ou por individuos que submeteram as suas amostras para analise (Cooper ef al.,
2008). Deste modo, encontram-se disponiveis procedimentos internacionais
estandardizados que aferem a qualidade dos resultados (ISO/IEC 17025), fornecendo
aos laboratorios importantes diretrizes. Estas diretrizes incluem certos requisitos que
permitem aos laboratorios aprimorar a pratica da analise, possibilitando, assim, a
validacdo da metodologia analitica empregue através da atribui¢do de competéncias
técnicas com consequente publicacdo de resultados analiticos validos (Cooper et al.,
2012). Dentro dos procedimentos de validagcdo estandardizados estdo incluidos os
parametros de seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo, limites analiticos (limite de
detecdo e limite de quantificagdo) e estabilidade. Laboratorios que pretendam publicar
estudos em revistas cientificas devem submeter o método analitico utilizando os

parametros de validacdo estandardizados (Musshoff e Madea, 2007).

A acreditagdo da metodologia pela norma ISO/IEC 17025 para analise de xenobidticos
na matriz cabelo representa um desafio para os laboratorios responsaveis pela analise,
dada a escassez de material de referéncia certificado, diretrizes limitadas e descrenga
por parte de algumas identidades relativamente a eficicia dessas analises. Num estudo
conduzido pela SOHT em 2008, representando de forma significativa os laboratorios
existentes na Europa (90% dos laboratorios incluidos no estudo), foi possivel verificar
que 83% dos laboratorios tém conhecimento das diretrizes existentes e tencionam
implementar a acreditacdo. No entanto, apenas 9 de 52 laboratorios se encontravam
acreditados, resultado pouco surpreendente visto que por ano um laboratdrio analisa em
média menos de 500 amostras de cabelo, representando uma pequena fragdo quando

comparada a outras andlises toxicoldgicas forenses. Outra contrariedade ¢ o elevado
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compromisso financeiro por parte dos laboratdrios que se comprometem para a
acreditacdo. Apesar destes obstaculos, e segundo a SoHT Proficiency Testing Program,

os resultados qualitativos e quantitativos t€ém progredido (Cooper et al., 2008).

De modo a contornar essa desconfianca e melhorar a pratica na andlise, a SoHT
publicou, além das recomendac¢des que devem ser tidas em conta para a boa pratica da
andlise, varios programas anuais que avaliam a competéncia das varias metodologias
empregues por diferentes laboratorios, de modo a que os resultados obtidos sejam
comparaveis, ou que pelo menos sejam detetados os mesmos compostos (Jurado e
Sachs, 2003). Estes programas adquirem uma grande importancia, pois possibilitam aos
laboratorios avaliar a performance relativamente a outros, no que a analise do cabelo diz
respeito. Para além da SoHT, também a HAIRVEQ e a German Society of Toxicological
and Forensic Chemistry (GTFCh) atuam sobre os mesmos pressupostos. Qualquer que
seja a entidade responsavel na realizagdo deste tipo de programas, as amostras de cabelo
utilizadas como controlos positivos provém de consumidores conhecidos, sendo
portanto amostras auténticas (Cooper et al., 2012). O uso deste tipo de amostras permite
avaliar a eficacia dos procedimentos de extragdo adotados. Estas amostras sdo separadas
de acordo com o seu conteudo em xenobioticos (por exemplo, divisdo das amostras em
opidceos e cocaina), seguindo-se uma homogeneizagao por laboratérios de referéncia, e
em seguida os laboratorios participantes, conforme a sua metodologia analitica,

procedem a andlise das amostras (Sachs, 1997).

Relativamente ao controlo de qualidade interno, este ¢ independente de entidades
externas e engloba as atividades que ocorrem no interior dos laboratorios. A sua fungao
consiste na monitorizacdo de todas as etapas analiticas e na detecdo de alteracdes da
performance durante as andlises rotineiras, tendo como comparagdo a performance
obtida pelo aparelho corretamente calibrado e ajustado. Para que esta comparagdo seja
exequivel tanto as amostras como os controlos devem sofrer o mesmo tipo de

tratamento (Ferrara ef al., 1998).

A elaboragdo de controlos negativos ¢ de facil execugdo. No que concerne a realizagdo
de controlos positivos, a sua preparacdo ¢ mais complexa. Idealmente, o controlo

positivo deve ter a sua origem nos proprios consumidores, o que nem sempre € possivel.
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As alternativas incluem amostras de cabelo embebidas em solugdes aquosas de

xenobidticos seguidas de uma lavagem minuciosa (Pragst e Balikova, 2006).

Como os controlos de qualidade internos apenas sdo capazes de detetar erros
relacionados com fatores variaveis, ao controlo interno devem ser associados programas
inter-laboratoriais no sentido de uma maior credibilidade e uniformidade dos resultados

analiticos obtidos em analises de cabelo (Ferrara ef al., 1998).
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V. Areas de aplicaciio das anilises ao cabelo e interpretacio dos resultados

As circunstancias em que sdo solicitadas analises de drogas ou outros xenobidticos em
matriz cabelo sdo diversas e dependem do quadro legal vigente em cada pais. A
aplicabilidade ¢ decorrente da possibilidade em se obter um registo das exposicdes
repetidas ou crdnicas, tornando possivel o estabelecimento do perfil de consumo de um
individuo a longo termo e a sua evolugdo. Referem-se, de seguida, as situagdes em que

as analises ao cabelo foram mais frequentemente aplicadas.

5.1. Crimes facilitados por drogas

Xenobidticos que sejam rapidamente absorvidos, inodoros, soliveis em alcool, e cujos
efeitos se manifestem em sedagdo e perda de memoria sdo os que se encontram mais
comummente associados a casos de violagao, rapto ou violacdo de menores, sendo que a

violagdo ¢ a que adquire maior notoriedade (Scott, 2009).

A excegdo do alcool e dos canabindides, as benzodiazepinas e os hipndticos sdo os
xenobiodticos mais utilizados em crimes sexuais. A acdo sedativa destas substancias ¢
responsavel pela alteracdo das capacidades cognitivas e de memoria do individuo,
resultando na documentacdo tardia do crime. Dado que a maioria dos compostos ¢é
eliminada no sangue e urina 72 horas apos a administra¢do, o uso de amostras de cabelo
adquire um papel fundamental na pesquisa destes compostos, dada a capacidade em
identificar os xenobidticos nesta amostra meses apds a sua administragdo (Cooper,

2011).

Para crimes que sejam reportados tardiamente, entre cinco dias a um més, ¢
recomendada a colheita de amostras de cabelo um més apos ter ocorrido o alegado
crime, permitindo deste modo que o xenobiodtico incorporado apare¢a no primeiro
centimetro medido desde a base da haste do cabelo. Quando o crime ¢ reportado um
més apoOs a alegada ofensa, as amostras de cabelo devem ser recolhidas o mais

rapidamente possivel (Scott, 2009).
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5.1.1. Benzodiazepinas

A presenga de alprazolam (Xanax®), farmaco com atividade ansiolitica, tem sido

associada a crimes de violagado (Kintz et al., 2005a).

Caso Clinico 1: Uma rapariga de 16 anos foi sequestrada e levada para um quarto num
apartamento onde foi agredida e obrigada a prostituir-se. Foi-lhe administrado vérias
vezes ao jantar um xenobiodtico que lhe provocava sedacdo, sonoléncia e perda de
memoria. Um dia conseguiu fugir e reportou o crime as autoridades policiais. Foram
recolhidas amostras de cabelo que foram depois analisadas pelo laboratério segundo o

principio de analise segmentar (Kintz et al., 2005a).

Resultado: A andlise ao cabelo revelou a presenca de alprazolam nos 4 segmentos
proximais consecutivos (de um centimetro cada), com concentragdes de 3,1, 0,8, 0,4 e
0,4 pg/mg, respetivamente (Kintz et al., 2005a). Desta forma, foi possivel confirmar a
administracdo desta substancia, o que seria impossivel recorrendo as matrizes biologicas

habituais.

Na literatura encontram-se descritas varias outras benzodiazepinas detetadas em
amostras do cabelo de vitimas de crimes sexuais, entre as quais citam-se: flunitrazepam
(Balikova, 2005, Cheze et al., 2005, 2010); bromazepam (Cheéze et al., 2004 ; Villain et
al., 2004a); clonazepam (Cheze et al., 2005, 2010); 7-aminoclonazepam (Xiang et al.,
2011) e lorazepam (Cheze et al., 2010).

5.1.2. Hipnéticos

Para além das benzodiazepinas, também os fArmacos da nova gera¢do como o zolpidem
(Stilnox®), utilizados terapeuticamente no tratamento da insonia, tém sido utilizados
em crimes de violagdo (Cheze et al., 2010 ; Kim et al., 2011) devido a rapidez com que
exercem os seus efeitos hipnéticos, amnésicos, causando também disturbios visuais e

alucinagdes (Villain et al., 2004c).
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Caso Clinico 2: Uma rapariga de 21 anos foi hospitalizada devido a problemas
gastricos. Numa das noites, um enfermeiro ofereceu-lhe um café que a deixou
inconsciente. Apds recuperacdo, ¢ mesmo tendo no¢do que havia sido violada, ndo
reportou de imediato o crime as autoridades policiais, fazendo-o apenas seis dias apds a
violagdo. Nessa altura, as amostras de urina e sangue ja ndo eram apropriadas, pelo que
foram colhidas amostras de cabelo 15 dias apds o alegado crime, tendo sida efetuada

uma andlise segmentar (Villain ef al., 2004c).

Resultado: Os primeiros dois centimetros deram resultado positivo para o zolpidem
numa concentragdo de 4,4 pg/mg, enquanto os segmentos seguintes deram resultado
negativo, evidenciando que no periodo anterior a violagdo o xenobidtico ndo se

encontrava no organismo (Villain et al., 2004c).

Outras substancias hipnoticas tais como a zopiclona (Villain ef al., 2004b ; Cheze et al.,
2010), e a N-desmetil-zopiclona (Irving e Dickson, 2007) foram igualmente

identificadas em amostras de cabelo de vitimas de crimes facilitados por drogas.

5.1.3. Gama-hidroxibutirato (GHB)

O GHB, também conhecido por “droga da violagdo”, ¢ bastante utilizado em crimes
sexuais. O GHB ¢ produzido endogenamente pelo organismo, o que por si s6 ndo
permite afirmar que a exposicao a esta substancia tenha ocorrido fruto de administrag@o
exogena. Diferentes doses de GHB induzem efeitos distintos. O GHB provoca amnésia
na dose de 10 mg/kg, entre 20 e 30 mg/kg induz o sono, e em doses superiores a 50
mg/kg provoca anestesia. Quando administrado exogenamente ¢ rapidamente eliminado
do organismo, tornando a sua identificagdo em amostras de sangue e urina pouco
provavel, dado que doses superiores a 60 mg/kg sao eliminadas em menos de seis horas

no sangue, ¢ entre 10 a 12 horas na urina (Kintz et al., 2003).

A colheita de amostras de cabelo trés a quatro semanas apds o crime revela-se uma
alternativa fidvel para a identificacdo deste composto, visto que um aumento na

concentracdo de GHB consistente com a altura em que se supde que tenha ocorrido a
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administracdo permite a diferenciagdo de concentragdes endogenas e exdgenas (Kintz et

al., 2004).

Caso Clinico 3: Uma rapariga de 19 anos alegou ter sido vitima de violagdo apoés ter
ingerido uma bebida que continha GHB. A rapariga alegou também que ndo tinha
qualquer recordagdo do sucedido e apenas reportou o crime cinco dias apods a violagdo.
O laboratorio recomendou que fossem recolhidas amostras de cabelo, tendo sido, no
entanto, necessario esperar cerca de um més, de modo a que o cabelo fosse dotado do
comprimento necessario para analisar corretamente o intervalo em que supostamente
teria ocorrido a violagdo. Procedeu-se a andlise segmentar do cabelo (Kintz et al.,

2003).

Resultado: Como o xenobidtico ja ndo era passivel de ser identificado em amostras de
sangue ou urina, apds o crescimento do cabelo durante um més, foi possivel detetar a
presenca do composto no segmento de cabelo correspondente a altura em que ocorreu o
crime, na concentracdo de 2,4 ng/mg. Dado que os outros segmentos apresentavam
concentragdes consideradas correspondentes a niveis enddgenos, entre as 0,6 a 0,8

ng/mg, foi possivel confirmar a administragao exégena de GHB (Kintz et al., 2003).

Outra aplicagdo forense possivel baseia-se na distincdo entre o GHB e a gama-
butirolactona (GBL) e o 1,4-butanodiol (1,4-BD). Tanto a GBL como o 1,4-BD sao
rapidamente metabolizados a GHB, sendo excretados intactos em baixa extensdo na
urina (Kintz et al., 2003). Do ponto de vista forense ¢ importante identificar o tipo de
xenobidtico que foi administrado, sendo que a sua distingdo em amostras de urina torna-
se impossivel visto os metabolitos serem comuns. Nestas circunstancias, as amostras de
cabelo, para além de serem capazes de confirmar a exposi¢do, sdo capazes de identificar
a natureza do xenobidtico pai, uma vez que este ¢ o composto incorporado em maior

extensao no cabelo (Kintz, 2010).

Na literatura encontram-se descritos varios outros casos de violagdo em que a andlise ao
cabelo revelou a presenga de GHB (Kintz et al., 2003; Rossi et al., 2009; Scott, 2009;
Goulle et al., 2003).
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5.1.4. Outras drogas

Relativamente ao grupo dos opidceos encontrados em crimes de violagdo, a morfina
adquire alguma notoriedade devido as suas propriedades analgésicas (Rossi et al.,
2009). Para além deste grupo também a buprenorfina (Kintz, 2004), pentobarbital e
tiopental (Frison et al., 2003), glibenclamida, clozapina, escopolamina, codeina,
difenidramina e promazina encontram-se documentados em crimes facilitados por

drogas (Kintz, 2007).

5.2. Controlo de doping

Apesar das andlises de controlo antidoping serem efetuadas preferencialmente em
amostras de urina, quando efetuadas conjuntamente em amostras de cabelo, torna-se
possivel obter informagdo complementar relativa aos periodos que antecederam o
momento da andlise (semanas a meses). Esta informa¢do permite ndo sé averiguar se
foram administrados xenobidticos nas semanas ou meses que antecederam a analise
antidoping mas também se essa exposicao terd ocorrido através de uma administragao

unica ou crénica (Kintz, 1998).

Para além dos fatores acima referidos, a presenca de numerosos resultados falsos
negativos em analises de urina torna a analise do cabelo uma peca chave. O recurso a
esta matriz permite a detecdo de xenobioticos administrados durante o periodo de treino
e no periodo de abstinéncia, ultrapassando os problemas relacionados com a diminui¢ao
da concentragdo dos xenobiodticos em consequéncia de uma elevada ingestao de liquidos

(Kintz, 1998).

5.2.1. Esteroides anabolizantes

O uso de esteroides anabolizantes encontra-se predominantemente associada a atletas de
alta competicdo como forma de aumentar a sua performance. Estes compostos sio
derivados da testosterona, aumentando deste modo ndo s6 o tecido muscular mas

também os niveis proteicos a nivel genital, dsseo e dérmico, acelerando o processo de
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recuperagdo muscular. De modo a evitar o consumo destes esteroides anabolizantes
endogenos (testosterona e desidroepiandrosterona (DHEA)) e exdgenos (nandrolona,
estanazolol) por parte dos atletas, foram criadas a World Anti-Doping Agency (WADA)
a nivel internacional e o Conselho Nacional de Antidopagem a nivel nacional (Van

Eenoo e Delbeke, 2006). Fazem parte dos esteroides anabolizantes:

a) Esteroides sintéticos

Caso Clinico 4: Um atleta apresentou resultados positivos para os metabolitos da
nandrolona (norandrosterona e noretiocolanolona) em amostras de urina. A sua carta de
atleta foi retirada, mesmo depois deste ter alegado que nunca tinha usado nandrolona.
Virias foram as explicagdes propostas como forma de provar a presenga dos
metabolitos na urina, tais como contamina¢dao de comida que envolvesse chocolate ou
até mesmo secre¢do enddgena. Para os esteroides anabolizantes exercerem os seus
efeitos de forma eficiente seria necessario que estes tivessem sido administrados de
forma crénica. Como tal, o atleta requereu uma andlise ao cabelo para que deste modo

fosse provada a sua inocéncia (Kintz, 1998).

Resultado: Usando limites de dete¢do da ordem de 1 pg/mg e um limite de
quantificagdo de 10 pg/mg, as amostras de cabelo apresentaram resultados negativos,
provando deste modo que a administragdo nao tinha sido efetuada de forma cronica,
pelo que os esteroides ndo poderiam ter sido usados para beneficio desportivo (Kintz,

1998).

Tal como no caso do GHB, a nandrolona e outros 19-noresteroides quando
metabolizados originam os mesmos metabolitos. Recorrendo a analise de amostras de
cabelo torna-se possivel a identificagdo do xenobidtico pai (maior concentragdo no
cabelo) (Kintz, 2010). Para além da nandrolona e seus metabolitos, outros esteroides
anabolizantes de origem exogena tém sido identificados no cabelo, tais como o

estazonolol (Kintz et al., 1999; Kintz, 2004).
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b) Esteroides endogenos

Dentro dos principais xenobidticos encontrados em analises antidoping, a testosterona
continua a ser um dos preferidos por parte dos desportistas. A administragdo da
testosterona ocorre sobre a forma de ésteres de testosterona. Com base na sua estrutura
quimica, estes compostos sdo passiveis de serem identificados em amostras de cabelo
dada a facilidade com que s3o incorporados em consequéncia do seu carater lipofilo,
permitindo deste modo a sua distingdo da testosterona produzida endogenamente

(Thieme et al., 2000).

Esteroides similares a testosterona, tais como os seus precursores € metabolitos, podem
ser identificados em amostras no cabelo. No entanto, € necessario ter em conta diversos
fatores capazes de influenciar a andlise o que tornam a interpretacdo dos resultados
bastante complexa. Exemplo disso ¢ a incorporagdo de testosterona endégena como
forma de controlar as diversas fases relativas ao ciclo do cabelo (andgena e telogena)

(Thieme et al., 2000).

5.2.2. Corticosteroides

Derivados sintéticos da cortisona e da hidrocortisona t€ém sido usados pelos desportistas
como forma de aumentar a performance, criando euforia e estimulando a atividade
motora. A analise de amostras de cabelo contendo corticosteroides revela-se til quando
se pretende averiguar se o corticosteroide foi administrado de forma terapéutica, ou de
forma crénica com o objetivo de atingir melhores performances desportivas. Em 2000,
Bévalot e seus colaboradores efetuaram andlises em amostras de cabelo de 19 atletas
tendo sido detetada a presenca de hidrocortisona (0,43 ng/mg), metilprednisolona (1,35
ng/mg), acetonido de triancinolona (0,28 ng/mg) e dexa/betametasona (1,31 ng/mg)
(Bevalot et al., 2000c). Estudos envolvendo o uso cronico de prednisolona também se

encontram associados a praticas de doping (Cirimele et al., 2000).
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5.2.3. Beta-Adrenérgicos

Os beta-adrenérgicos encontram-se banidos da pratica desportiva ndo sé devido as suas
propriedades simpaticominéticas, nomeadamente os seus efeitos estimulantes, mas
também devido a sua atividade anabdlica quando usados em elevadas concentragdes.
Dentro do grupo dos beta-adrenérgicos encontram-se os beta-bloqueadores que
suportam a coordenagdo psicomotora e os beta-agonistas como o salbutamol
responsavel pelo aumento da atividade respiratéria ou o clenbuterol capaz de
incrementar a massa muscular. Contudo, o uso de salbutamol como broncodilatador, na
terapéutica de individuos com asma, deve ser declarado antes da competi¢ao (Villain et

al., 2004d).

Segundo Ventura e colaboradores (cit in Dumestre-Toulet et al., 2000), a analise de
beta-adrenérgicos deve ser efetuada principalmente nas modalidades de tiro ao arco,
mergulho, natacdo sincronizada e tiro. Apesar da literatura referente a pesquisa de beta-
adrenérgicos em amostras de cabelo ser relativamente escassa, Gleixner e colaboradores
detetaram a presenca de clenbuterol em individuos praticantes de culturismo (Gleixner
et al., 1996). Também Kintz relatou um caso de uma nadadora de 24 anos que, apds ter
negado um resultado positivo de salbutamol na urina, apresentou uma concentragdo de
71 pg/mg na andlise do cabelo. A andlise evidenciou também a administragdo cronica

do farmaco (Kintz et al., 2000).

5.3. Toxicologia post mortem

Numa andlise toxicoldgica post mortem ¢ necessario ter em aten¢do os inimeros
processos que ocorrem no cadaver capazes de influenciar o resultado toxicologico. Um
dos fendémenos que mais afeta a andlise ¢ a redistribuicdo post mortem. Este fenomeno
traduz-se na alteracdo da concentracdo de xenobidticos presentes no sangue em
consequéncia da difusio dos mesmos a partir de compartimentos vizinhos,
nomeadamente tecidos e orgdos. As anfetaminas sintéticas, a metadona e outros
opidides potentes vém deste modo a sua concentracdo aumentada no sangue post

mortem (Skopp, 2004).
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Contudo este ndo ¢ o unico fator capaz de influenciar a concentragdo sanguinea dos
xenobidticos post mortem. No caso de cadaveres ndo frescos, estes apresentam
putrefacdo avancada. O metabolismo associado a estes estados, poderd originar a
degradacdo de compostos labeis, fazendo com que a sua presenga nem sempre seja
detetada nas matrizes mais comuns. Dentro dos xenobidticos cujas concentragdes
diminuem em ambiente post mortem destacam-se as benzodiazepinas (nitrazepam,
flunitrazepam), glucoronidos da morfina, aspirina, heroina e cocaina. Também a
producdo enddgena de compostos, tais como o etanol e cianeto, nos momentos que
sucedem a morte estd associada a flutuacdes de concentragdes em consequéncia da
atividade bacteriana existente nos corpos em decomposi¢cdo. Devido as flutuagdes
verificadas nas concentragdes dos xenobidticos em ambiente post mortem e nas
matrizes mais comuns, ¢ preferivel optar por matrizes que possuam tempos de reten¢ao

mais elevados como ¢ o caso de amostras de cabelo (Drummer, 2004).

Caso Clinico 5: Um cadaver foi encontrado na floresta em estado avangado de
decomposicdo, apresentando como material organico remanescente o cabelo, 0ssos e

tecidos putrefatos. Nao foi possivel identificar o cadaver nestas condicdes.

Resultado: As andlises realizadas a amostras de cabelo revelaram a presenca
simultanea de clorpromazina (3,2 ng/mg), fluoxetina (1,4 ng/mg), carbamazepina (12,6
ng/mg) e lorazepam (124 pg/mg). As concentracdes encontradas correspondiam a um
doente em tratamento psiquidtrico que tinha desaparecido de um hospital ha 14
semanas. A identifica¢do final foi obtida através de andlise do ADN. A analise do
cabelo revelou-se deste modo uma 6tima ferramenta na identificacdo da classe dos
xenobidticos (antipsicoticos) o que facilitou a investigacdo da identidade do individuo

(Kintz, 2004).

A andlise de xenobioticos nesta matriz para além de ser util em casos de cadaveres
apresentando elevada putrefagdo, proporciona também uma andlise retrospetiva que
permite averiguar a presenca ou auséncia dos xenobidticos nos momentos que
antecederam a morte em situagdes cuja historial clinico do individuo ¢ desconhecido e
de dificil obtencdo (Balikova, 2005). Quando se procede a este tipo de andlise

retrospetiva torna-se possivel distinguir o tipo de exposi¢ao (Unica ou cronica) a que o
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individuo foi sujeito. A titulo de exemplo, a distingdo entre um consumo Unico ou
frequente adquire especial importdncia quando se pretende interpretar os niveis de
metadona ou outros opidides encontrados no sangue (Balikova, 2005). Um resultado no
sangue periférico de 800 ng/ml de metadona nao podera ser interpretado sem recorrer a
uma andalise de cabelo. De facto, se o individuo for um consumidor crénico a
concentragdo obtida podera ser no maximo considerada ligeiramente toxica. No entanto,
caso esta ndo seja consumida de forma cronica, este valor poderd ser potencialmente
toxico. Apenas uma analise ao cabelo podera distinguir entre uma exposi¢do ocasional

ou cronica (Kintz, 2004).

Caso Clinico 6: Um individuo de 39 anos foi encontrado morto em casa. Nas analises
realizadas ao sangue foi detetado aldicarb (pesticida do grupo dos carbamatos) numa
concentracdo de 4,81 mg/L, evidenciando uma intoxicacdo fatal. Dado os numerosos
ferimentos apresentados pela vitima anteriores a sua morte o juiz requereu uma analise

ao cabelo (Kintz, 2004).

Resultado: As andlises ao cabelo revelaram uma concentracao de aldicarb de 90 pg/mg
e evidenciaram exposigdes repetidas. A mulher da vitima foi acusada de homicidio nao

tendo contestado o resultado (Kintz, 2004).

Para além dos xenobidticos acima citados também a oxcarbazepina (Ktys et al., 2005a),
alcool associado a clomipramina (Ktys et al., 2005b), amitriptilina e seus metabolitos
(Gaillard et al., 2011), metanfetamina (Ago et al., 2009 ; Berankova et al., 2005 ;
Nakahara et al., 1997 ; Saito et al., 2000), nordiazepam (Kintz, 2004), midazolam
(Cirimele et al., 2002), entre outros, foram detetados em andlises de cabelo post

mortem.

5.4. Determinacio da exposicio a xenobioticos durante a gestacio

A identificacdo de recém-nascidos expostos a xenobidticos durante a gravidez pode ser
efetuada pelos seguintes métodos: a) o reconhecimento por parte da mae da
administracdo de certas substincias ao longo da gravidez, b) amostras de urina de

origem materna ou c¢) analise do liquido amniotico, urina ou mecénio do recém-nascido.
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Independentemente dos métodos usados sdo varios os problemas associados, entre os
quais se destacam: (i) A informacdo proveniente da mae ndo ser fidedigna; (ii)) A
obtencdo de resultados falsos-negativos provenientes de amostras de urina de origem
materna fruto do baixo tempo de permanéncia dos xenobidticos no organismo; (iii)
Resultados positivos em amostras de urina de origem materna ndo evidenciarem uma
exposicao cronica, uma vez que estes apenas refletem a exposicdo no maximo nos trés
dias que antecederam a colheita; (iv) As amostras do recém-nascido poderem ocasionar
resultados falsos negativos decorrentes de uma abstinéncia materna nos trés dias

anteriores a colheita (Villain et al., 2004d)

Como alternativa as matrizes acima referidas, tanto as amostras de cabelo do recém-
nascido como as da made permitem aumentar a janela de detecdo possibilitando desta
forma a recolha de informagao relativamente ao(s) xenobidtico(s) utilizado(s) durante a

gravidez e consequente avaliagdo das repercussdes no neonato (Villain et al., 2004d).

5.4.1. Opiodides

Dentre os problemas de saude observados em neonatos expostos a xenobiodticos durante
o periodo de gestacdo, a sindrome de abstinéncia adquire especial relevancia. Esta
sindrome revela-se no recém-nascido apds o seu nascimento fruto da exposi¢do materna
maioritariamente a opidides ou a depressores do Sistema Nervoso Central (SNC), como
barbitiricos e benzodiazepinas, e cuja sintomatologia envolve hiperexcitabilidade do
SNC, disfun¢do gastrointestinal, dificuldade respiratoria e instabilidade autonomica
(Vinner et al., 2003). Apesar de existir tratamento envolvendo morfina e outros
farmacos, a sintomatologia atipica demonstrada pelos neonatos dificulta a identificagao
da sindrome de abstinéncia sendo por vezes dificil assegurar os devidos tratamentos de

modo a evitar complicacdes a curto e longo prazo (Vinner et al., 2003).

5.4.2. Alcool

Os efeitos prejudiciais do alcool durante a gravidez encontram-se bem documentados. O
consumo de alcool durante a gestacdo podera estar na origem da Sindrome Alcodlico

Fetal caraterizada por dismorfia craniofacial, atraso no crescimento do recém-nascido,
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défices cognitivos e neuroldgicos. A identificagdo do consumo de alcool através da
quantidade de etanol ou do seu metabolito acetaldeido ndo fornece informacdes precisas
quanto a exposi¢cdo fetal devido a sua rapida eliminacdo (Chan et al., 2004). Em
alternativa, o uso de biomarcadores como os ésteres etilicos de acidos gordos (FAEE),
metabolitos ndo-oxidativos resultantes da esterificacio do etanol com acidos gordos
enddgenos, foram propostos para a identificagdo de consumo agudo e crénico de alcool
(Chan et al., 2004). Tendo como base esta descoberta, os FAEE foram identificados no
mecoénio (Chan et al., 2004). No entanto, esta matriz apenas se encontra disponivel nos
trés dias seguintes ao nascimento, pelo que o uso de amostras de cabelo do neonato,
dada a sua maior janela de detegdo aliada ao facto dos FAEE serem altamente estaveis
nesta matriz, permite a identificagdo da exposicdo alcodlica até 3 meses apds o
nascimento (Chan et al., 2004). Até a data, a determinacdo de FAEE no cabelo ¢ a
melhor op¢do quando se pretende avaliar o consumo crénico de alcool durante a

gravidez (Joya et al., 2012).

Caso Clinico 7: Foram analisadas amostras de cabelo colhidas a uma mulher que
admitiu o consumo de dlcool durante a gravidez e igualmente amostras do seu bebé

(Klein et al., 2002).

Resultado: As amostras de cabelo da mae e do filho demonstraram uma concentragdo
de FAEE de 2,6 pmol/mg e 0,4 pmol/mg, respetivamente, corroborando deste modo o

relato feito pela mae (Klein et al., 2002).

5.4.3. Tabaco

Tal como o alcool, o consumo de tabaco durante a gravidez ¢ vulgarmente negado pelas
maes devido a sentimento de culpa e embarago. Fetos que tenham sido expostos aos
constituintes do tabaco podem apresentar baixo peso a nascenga, aumento do risco de
parto prematuro, aborto espontaneo, entre outros (Chan ef al., 2004). Com o intuito de
identificar a exposi¢@o do feto ao tabaco sdo utilizados como marcadores a nicotina e o
seu principal metabolito, a cotinina, ambos dotados de baixos tempos de semivida em
matrizes convencionais como o plasma e a urina (Pichini ez al., 1997a). Deste modo o

uso de amostras de cabelo torna-se proveitoso ndo s6 devido a possibilidade de
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realizacdo de uma andlise retrospetiva mas também devido a elevada estabilidade e taxa

de incorporacdo da nicotina e da cotinina neste tipo de matriz (Pichini et al., 1997b).

Caso Clinico 8: Com o intuito de avaliar o nivel de exposicdo gestacional de neonatos a
nicotina e cotinina foram analisadas amostras de cabelo de 182 mulheres ao longo da
gravidez tendo em conta o numero de cigarros consumidos por estas principalmente nos

ultimos 3 meses de gestacdo (tabela 2) (Jacqz-Aigrain ef al., 2002).

Resultado:

Tabela 2. Concentragdes de nicotina e cotinina presentes em amostras de cabelo (adaptado de Jacqz-

Aigrain et al., 2002).

Consumo de cigarros por dia Nicotina (ng/mg de cabelo*) Cotinina (ng/mg de cabelo*)
Maie Filho Mae Filho

0 ( 9 casos) 13,6 £ 10,8 4,75 + 6,69 0,64 £ 0,48 0,62 £ 0,35

1-5 (44 casos) 28,2 +28,8 5,81+ 6,62 1,76 £ 1,76 0,83 £0,59

6-10 (56 casos) 32,4+£228 6,37+7,33 2,27 +£3,20 1,24 £1,32

11-15 (38 casos) 26,0 £ 16,2 4,68 £4,27 1,95+ 1,64 1,32 £ 0,90

>16 (35 casos) 40,6 £22,3 4,32 £4,74 2,79 +£2,08 1,61+1,20

*Média + desvio padrdo

Durante o terceiro trimestre de gravidez as mulheres apresentaram concentragdes
médias de nicotina e cotinina na ordem dos 30,7 £ 23,2 e 2,1 + 2,3 ng/mg,
respectivamente. Os neonatos a nascenca apresentavam uma média de concentragdes de
5,4 + 6,1 para a nicotina e 1,2 £ 1,1 ng/mg de cotinina. As concentracdes encontradas
em amostras de cabelo de origem materna apresentavam concentracdes superiores de
nicotina e cotinina relativamente a amostras de cabelo de neonatos, ndo sendo no
entanto possivel estabelecer uma forte correlagdo entre os niveis de nicotina encontradas
no neonato e na respetiva mae. Por sua vez as concentragdes de cotinina presentes na
mae demonstraram uma significativa correlagdo com os niveis de cotinina encontrados

no neonato (Jacqz-Aigrain et al., 2002).
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Os resultados obtidos tornam evidente a relacdo entre o nimero de cigarros consumidos
por dia durante a gravidez e os niveis de cotinina encontrados no cabelo, tornando a
cotinina um marcador de exposicdo fetal ao consumo do tabaco. A cotinina ao
atravessar a placenta acumula-se em compartimentos fetais nas primeiras sete semanas
de gestacdo podendo deste modo contribuir para uma toxicidade crénica, caraterizada

por danos na placenta e tecidos fetais no inicio da gravidez (Jacqz-Aigrain et al., 2002).

5.4.4. Cetamina

A cetamina, droga psicadélica derivada da fenciclidina, ¢ um poderoso anestésico
dissociativo de agdo rapida, e tem como principais efeitos o elevado estado de sedacao
que proporciona, efeitos analgésicos e amnésicos. Devido aos seus efeitos céleres,
dissociativos e alucinogénios, tornou-se uma popular droga de abuso, principalmente
entre 0s mais jovens, seja em eventos sociais ou mesmo em crimes facilitados por

drogas (Favretto et al., 2013).

Caso Clinico 9: O caso incide sobre um neonato cuja mae ¢ suspeita de ter abusado de
cetamina durante a gravidez. Dentro das informagdes relativas @ mae destacam-se: (i)
deu a luz na 38" semana de gestacdo; (ii) ndo se submeteu a nenhum teste pré-natal até a
29* semana de gestacdo; (iii) fumava cinco cigarros por dia; (iv) admitiu uso de
cetamina, tendo, no entanto, alegado a cessa¢do do consumo da mesma por volta da &8

semana de gestacdo (Su et al., 2010).

Relativamente ao neonato varios foram os pardmetros analisados apds o seu
nascimento, nomeadamente: (i) hipotonia aparente; (ii) baixo peso ao nascimento; e (iii)

disfungao cerebral moderada.

Apesar das amostras de urina serem as mais utilizadas quando se pretende analisar o uso
de cetamina, esta apresenta um tempo de semivida de duas a trés horas, dificultando a
sua detecdo. Foram analisadas amostras de cabelo do neonato com 2 centimetros de

comprimento (Su et al., 2010).

53



O cabelo como amostra biologica em toxicologia forense

Resultado: Apesar da mae ter afirmado que o consumo de cetamina tinha cessado por
volta da 8 semana de gestacdo, os resultados evidenciaram a presenga da mesma e do
seu metabolito, a norcetamina, nas concentragdes de 141 pg/mg e 63 pg/mg,
respectivamente. Tendo em conta os resultados obtidos ¢ possivel concluir que a mae
tera tido contacto com a cetamina pelo menos nos dois ultimos meses de gravidez (Su et

al., 2010).

5.5. Toxicodependentes em programas de substituicio

A analise do cabelo de toxicodependentes inseridos em programas de reabilitacdo tem
como objetivo verificar o consumo de xenobidticos pelos mesmos para além dos
autorizados pelo programa (Pragst e Balikova, 2006). A grande janela de detecdo
fornecida pelo cabelo em relagdo as matrizes mais comuns, fazem desta matriz uma das
mais solicitadas pelos toxicologistas quando se pretende avaliar o consumo substancias

por parte dos individuos presentes em programas de reabilitacdo (Charles et al., 2003).

5.5.1. Programas de reabilitacio de consumidores de heroina

Na Alemanha, os individuos participantes em programas de reabilitagdo de heroina
recebem doses didrias de cloridrato de heroina por via intravenosa sob controle da
equipa médica. Um dos principais problemas associados a estes programas reside no
consumo de heroina ilicita para além da heroina administrada como parte do programa.
A distingdo entre ambas pode ser realizada com o auxilio da acetilcodeina, impureza
sintética da heroina ilicita. A pesquisa da acetilcodeina, presente em 0,25 a 10% da
heroina ilicita funciona entdo como marcador do consumo ilicito de heroina , uma vez
que a heroina administrada em programas de reabilitagdo ndo apresenta este composto.
Um estudo realizado em 46 individuos demonstrou a presenca de acetilcodeina em
amostras de cabelo de 43,5% dos individuos no més que antecedeu a administracao de
heroina como parte do programa de reabilitagdo. Doze meses apds o programa de
reabilitagdo a acetilcodeina foi detetada em 10,9% dos individuos (Musshoff et al.,

2005).
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5.6. Consumo de drogas no local de trabalho

As andlises do consumo de drogas requeridas pelas empresas aos seus trabalhadores t€ém
como objetivo promover a seguranca publica e corporativa das empresas e diminuir as
perdas de produtividade por parte dos seus trabalhadores. Apesar de nos ultimos 40
anos a analise em amostras de urina ser a metodologia mais comummente utilizada com
o intuito de avaliar o consumo de drogas em locais de trabalho, a analise em amostras
de cabelo tem adquirido algum destaque desde o inicio de 1980. No entanto, o seu
emprego ¢ efetuado, preferencialmente, em situagdes que impliquem a contratagdo de

trabalhadores ou na realizagdo de testes aleatorios (Pragst e Balikova, 2006).

Caso Clinico 10: Uma anestesista de 50 anos era considerada suspeita de abuso de
narcoticos. De modo a confirmar essa suspeicdo foram realizadas varias andlises a
amostras de urina. Dado os resultados obtidos em analises a amostras de urina serem
negativos a equipa médica requereu que fossem efetuadas analises a amostras de cabelo.

Realizou-se a colheita de uma amostra de cabelo de trés centimetros (Kintz et al.,

2005b).

Resultado: Os anestesistas trabalham frequentemente isolados em ambientes
stressantes, com elevado nimero de horas de trabalho, aliado a um treino intenso e
arduo inerente a uma carreira competitiva podem ser responsaveis por dificuldades no
trabalho e em casa. Este conjunto de fatores estd muitas vezes na origem do consumo de
anestésicos por parte destes profissionais nos locais de trabalho. As amostras de cabelo
da anestesista revelaram a presenga de fentanilo (analgésico opidide) na concentracio
de 644 pg/mg, sendo a maior concentragdo de fentanilo reportada até a data. A
anestesista foi colocada na lista de dispensas do pessoal médico, tendo cometido
suicidio trés meses depois através da inje¢do simultinea de meperidina (analgésico

opioide) e atractrio (bloqueador neuromuscular) (Kintz et al., 2005b).

5.7. Outras aplicacoes

As aplicagdes mais uteis e relevantes das andlises ao cabelo foram discutidas acima,

mas a literatura refere a sua aplicagdo em algumas outras 4reas. A analise do cabelo
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pode ser importante, por exemplo, para avaliar a responsabilidade penal e a
toxicodependéncia. E um fato bem conhecido que a dependéncia de drogas pode ser
uma circunstancia atenuante para uma pessoa que cometeu um crime. Em alguns casos
¢, inclusive, alegado que o crime foi cometido sob influéncia de drogas. Nesses casos, a
analise do cabelo pode fornecer informagdes extremamente Uteis sobre o historial de
toxicodependéncia do réu, ou mesmo relacionadas com a ocorréncia em si, se as
amostras de cabelo forem devidamente recolhidas. No entanto, esta aplicacdo ndo foi

ainda muito explorada pela comunidade cientifica.

Outra aplica¢do da analise do cabelo ¢ a avaliacdo de aptiddo para obter ou renovar a
carta de condugdo. Vdrios estudos, principalmente por investigadores italianos
(Stramesi et al., 2008 ; Ricossa et al., 2000)), tém sido publicados sobre este assunto, e
isto €, talvez, resultante do estipulado na Lei italiana que impede a emissdo de cartas
condu¢@o ndo s6 a viciados em drogas, mas também a ex-viciados que possam ter uma
recaida. Na Alemanha, a andlise do cabelo faz parte do exame da capacidade de
condug¢do, sendo analisada uma amostra de cabelo de 6 cm (segmento proximal) para

cobrir um periodo de 12 meses (Pragst e Balikova, 2006).

O cabelo também provou a sua utilidade para a monitorizacdo da abstinéncia alcodlica

em motoristas suspeitos de consumo (Liniger ef al., 2010 ; Wurst et al., 2003).
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VI. Conclusdes e perspetivas futuras

A escolha das matrizes bioldgicas que sdo submetidas para andlise em toxicologia
forense representa um desafio importante. Qualquer matriz que tenha tido contacto com
o xenobidtico funciona como uma potencial amostra para analise toxicologica forense.
No entanto, este tipo de analise ¢ efetuada, principalmente, em matrizes que dispdem de
literatura suficiente, para que os resultados obtidos possam ser corretamente
interpretados de acordo com um método previamente validado (Dinis et al., 2010). A
par da literatura disponivel, a escolha das amostras depende, inevitavelmente, da
natureza do caso associado. De um modo geral, o uso de sangue como matriz biolégica
representa o requisito minimo numa anélise toxicoldgica. Além deste, também a urina
demonstrou ser bastante util na realizacdo de testes de rastreio que reflitam o consumo
de determinados xenobioticos em dois ou mais dias precedentes a colheita da amostra
(Drummer, 2000). Contudo, quando se pretende acompanhar a evolugdo de certos
xenobidticos num periodo de tempo mais longo serd vantajoso o uso de matrizes que

registem esse consumo (Mieczkowski, 1996).

O acréscimo de dados proporcionados pela andlise de xenobidticos na matriz cabelo,
comparativamente aos obtidos nas matrizes tradicionalmente usadas, tem estado na base
da sua crescente utilizacdo no ambito da toxicologia. Para além do facto de que a sua
colheita é praticamente ndo-invasiva para o individuo em estudo, o cabelo permite que
os xenobioticos sejam detetados por um tempo muito mais longo (meses ou até mesmo
anos, dependendo do comprimento do cabelo) do que quando usadas as amostras
habituais de sangue e urina. Além disso, o historial de abuso de drogas para cada
individuo pode ser obtido através da analise segmentar. E ainda importante salientar que
o risco de adulteracdo da amostra ou substitui¢do ¢ fortemente reduzida, visto que nao
héa qualquer razdo valida para o individuo manipular a amostra apds a sua recolha. Este
¢ um problema real, normalmente associado a urina, e esta questdo tem sido abordada
em varios trabalhos. Além disso, este fato permite a obtencdo de uma segunda amostra
para analise no caso de reclamacdes ou suspeitas de rutura na cadeia de custodia, uma

vez que, em principio, ele vai refletir uma linha de tempo similar.
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Hoje em dia, os procedimentos de espectrometria de massa constituem o padrao de ouro
para a andlise de drogas no cabelo, uma vez que permitem a identificacdo inequivoca
das drogas, o que ¢ obrigatdrio em toxicologia forense. Esta instrumentagdo permitiu a
dete¢do de drogas em concentragdes que eram impensaveis ha apenas alguns anos, e os
cientistas estdo cada vez mais familiarizados com a tecnologia, como o MS/MS
(acoplado a LC ou GC) ou TOF-MS. A sensibilidade desses instrumentos analiticos
tornou possivel a detecdo de drogas e sua quantificagdo no cabelo apds uma uUnica
exposicao, o que ¢ relevante na identificacdo de situacdes de crimes facilitados por
drogas. Além disso, quanto mais sensivel for a tecnologia empregue, menor serd a
quantidade de amostra necessaria para a andlise, e isso ird permitir que mais testes a

serem realizadas sobre a mesma amostra recolhida (incluindo testes de confirmagao).

Além da sua potencial aplicagdo em andlises de drogas no local de trabalho e na
avaliagdo da aptiddo para a condugdo, a andlise do cabelo também ¢ usada para a
detegdo de exposicdo gestacional a droga, em casos de responsabilidade penal de
viciados em drogas, controlo do doping nos atletas, diagnostico de intoxicacdo cronica e

em toxicologia post mortem.

Embora o nimero de laboratérios que oferecem analises de cabelo continue a aumentar
e as amostras de cabelo sejam, rotineiramente, colhidas durante as investigacdes
criminais (em mortes relacionadas com drogas, agressdo sexual facilitada por droga,
protecdo a crianga) e para a monitorizacdo do abuso de drogas (em programas de
reabilitacdo de toxicodependentes, testes de drogas no local de trabalho), as
metodologias existentes ndo se encontram estandardizadas, resultando numa variagdo

consideravel da qualidade dos servigos oferecidos.

Os desafios frequentemente colocados na andlise de prova pericial em cabelo sdo as
metodologias inadequadas resultantes de uma extracdo ineficiente de xenobidticos a
partir de cabelo, ou de uma fraca validacdo com limites de detecdo do método

inaceitaveis, mas mais comummente a interpretacdo dos resultados analiticos.

Um ponto que pode ser melhorado, e este ¢, talvez, uma area de investigacdo

promissora no futuro previsivel para as analises do cabelo, ¢ o uso de novas abordagens
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para a descontaminacdo da amostra, minimizando desta forma o risco de encontrar um

resultado positivo sem consumo ativo de drogas por parte do individuo testado.

A SoHT reconhece a importancia da implementacdo de padrdes de qualidade para
garantir o futuro das analises de cabelo e a sua aceitagdo nos tribunais e publicou uma
série de guias de orientagdo relativas a andlise de drogas e agentes de dopagem no
cabelo (www.soht.org). Além disso, a SoHT incentiva os laboratdrios que realizam
estas analises a participar nos seus testes anuais de controlo de qualidade, fornecendo

aos laboratorios uma oportunidade para monitorizar o seu desempenho analitico.

A melhoria nas técnicas de extracdo e o desenvolvimento futuro de metodologias
analiticas continuardo a promover o conhecimento, enquanto a introdugdo de diretrizes
e sistemas de qualidade ird apoiar a aceitacdo de cabelo como uma poderosa ferramenta

de investigagdo com aplicacdes a nivel clinico e forense.
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Anexo 1. Informagao constante nos formuldrios relativos a cadeia de custodia (adaptado

de Cooper, 2011).

Kit estandardizado de colheita

Numero de identificagdo da amostra

Nome e contacto da entidade responsavel/empregador

Nome do dador e sua identificag@o (por ex. cartdo unico)

Informagédo do individuo que realizou a colheita (nome, assinatura e data)

Hora e data da colheita

Descrigdo da amostra do cabelo (comprimento, cor, estado em que se

encontra)

Tratamentos cosméticos ¢ medicagdo usada pelo dador

Duragao e frequéncia relativas ao consumo de substancias de abuso

Requerimento para analise

Nome e contacto do laboratério responsavel pela analise

Informagdes relativas aos individuos que receberam e manipularam a

amostra

Teste de drogas em locais de trabalho - requerimentos adicionais

Contacto do médico que segue o caso

Declaragdo do dador validando o processo de colheita e a sua permissiao

para analisar a sua amostra

Copias do formulario podem ser requeridas pelo dador, individuo

responsavel pela colheita ou pela entidade responsavel

Post mortem - requerimentos adicionais

Data do 06bito e circunstancias relacionadas com a morte

Estado do cabelo e avaliagdo do seu estado de decomposi¢io

Crimes facilitados por drogas - requerimentos adicionais

Detalhes relativos ao tempo que decorreu entre o incidente ¢ a data em

que foi reportado

O tratamento do cabelo apos o incidente afeta o cabelo como uso de

matriz




