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RESUMO

A presente dissertacdo envolveu o estudo e avaliacdo do cabelo como amostra
forense, por se tratar de uma amostra ndo-invasiva, estavel, embora ndo-convencional.
O objectivo foi desenvolver e avaliar uma metodologia analitica de alta resolucéo para a
determinacdo da composicdo quimica de amostras de cabelo, bem como a presenca de
compostos com potencial relevancia forense, em situacdes ndo dirigidas e aquando do
desconhecimento de caracteristicas individuais.

O estudo envolveu 42 voluntéarios com idades compreendidas entre os 14 e 0s 24
anos. Foram testadas as metodologias analiticas ja descritas na literatura. No respeitante
a preparacdo de amostra no presente trabalho procedeu-se a optimizacdo do
procedimento de lavagem da matriz e estudou-se o melhor solvente, temperatura e
tempo de extrac¢do. Relativamente ao método cromatografico utilizado, cromatografia
gasosa associada a espectrometria de massa (GC-MS), foram estabelecidos os melhores
parametros analiticos para a determinacdo da composic¢ao quimica do cabelo.

Para descortinar os resultados obtidos utilizaram-se técnicas de andlise estatistica
de multivariavel: Analise de Componente Principal (PCA), Anélise Discriminante
Linear (LDA) e Analise de Clusters. O estudo mostrou que € possivel, através da
determinacdo dos compostos relevantes, reconhecer para cada amostra, 0 género e o
grupo etario. No entanto, ndo foi possivel a determinacdo de habitos de consumo
associados ao estilo de vida, como o consumo de tabaco e/ou de bebidas alcoolicas.

O composto 4-hidroxi-2-pentanona, aparenta ser um marcador bioldgico do
cabelo para o grupo dos adolescentes. Ja os &cidos hexandico e heptandico sdo
potenciais biomarcadores da faixa etaria dos adultos. Para a condicdo de género, 0s
acidos heptanoico, tridecandico, cis-9-hexadecendico e um &cido insaturado do acido
octadecandico sobressaem para 0 grupo masculino, enquanto o &cido hexandico de
destaca para o feminino.

Trata-se de um trabalho inovador, o qual mostrou que o método tem potencial
para ser utilizado para fins classificativos, na identificacdo de desconhecidos, em
funcdo do género e da idade. Os resultados, sendo exploratorios, requerem agora a

validagdo com recurso a um universo mais amplo de sujeitos.

Palavras-chave: Cabelo, jovens, grupo etario, genero, toxicologia forense.
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ABSTRACT

This work involved the study and evaluation of human hair as a forensic non-
invasiveand stable sample, although non-conventional. The goal was to develop a high
resolution analytical methodology to determine the composition of hair samples and the
presence of compounds with potential forensic relevance in situations not addressed and
when individual characteristics are unknown.

The study involved 42 volunteers aged between 14 and 24 years. Analytical
methodologies already described in the literature were tested. Respecting sample
preparation, in this work the washing procedure was optimized, and the best solvent,
temperature and extraction time were also studied. For the chromatographic
methodology, the best analytical parameters for gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS were stablished, to determine the chemical composition of the
hair.

To unfold the results, multivariate statistical analysis were used: Principal
Component Analysis (PCA), Linear Discriminant Analysis (LDA) and cluster analysis.
The study showed that it is possible, through the use of target compounds, to recognize
gender and age groups. However, due to the small universe of samples and their
characteristics, it was not possible to determine consumption habits linked to lifestyle,
such as tobacco and/or alcoholic beverages.

The compound 4-hydroxy-2-pentanone, seems to be the biological markers for
the group of teenagers. The hexanoic and heptanoic acids appear to be biomarkers of
adults. For the condition of gender, the acids such as heptanoic, tridecanoic, cis-9-
hexadecenoic and one undetermined octadecenoic acid stand for the male group, while
hexanoic acid highlights for females.

This is an innovative work, having the method potential to be used for
classification purposes in the identification of unknown samples, based on gender and

age. A larger universe of subjects must be used in order to validate the results.

Keywords: Hair, young people, age group, gender, forensic toxicology.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o cabelo tem-se demonstrado uma matriz biolégica muito
util na realizacdo de anéalises toxicoldgicas forenses. Pode potencialmente fornecer o
historial dos compostos consumidos por determinado sujeito, num periodo de meses a
anos, possibilitando uma janela de deteccdo superior ao sangue e a urina, em analogia
com outros tipos de pélo e unhas. A possibilidade de realizacéo de testes, recorrendo ao
cabelo como matriz alternativa ou complementar, permitira ampliar o leque de
investigagOes toxicologicas e forenses, envolvendo mortes relacionadas com o consumo
de drogas, crimes facilitados devido ao consumo de drogas, controlo de doping,
determinacdo da exposicdo a xebobidticos durante o periodo de gestacdo e ainda no
controle de proteccdo de criangas, no controlo do abuso de drogas em programas de
desintoxicacdo e no local de trabalho e ainda, na toxicologia post-mortem, mesmo em
cadaveres que se encontrem em avancgado estado de decomposicao.

Nos dias de hoje podemos afirmar que esta matriz, depois da urina e do sangue,
ja é uma amostra importante, no respeitante ao seu uso para deteccdo de consumo de
drogas. E uma matriz ndo-invasiva, de facil recolha, ndo sendo de facil adulteracio, e
podendo ser armazenada e transportada a temperatura ambiente, devido a sua
estabilidade. A principal vantagem da utilizacdo do cabelo recai na possibilidade de
tracar um perfil cronolégico de consumo, dependendo da dimensdo da amostra no
respeitante ao comprimento do cabelo do individuo.

Na presente introducdo é feita uma pequena revisdo historica da andlise do
cabelo, bem como da sua anatomia e incorporacao de drogas e do interesse forense na
utilizacdo desta matriz. Sdo ainda referidas metodologias analiticas, desde que o cabelo
é recolhido até a analise dos resultados.
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CAPITULO 2 - REVISAO DE LITERATURA

Parte | — Os Jovens e 0s seus Habitos

1. Juventude

Existe uma grande controversia no respeitante a definicdo de “juventude”. A
UNESCO define a “juventude” como esta sendo o periodo de transi¢do entre a
dependéncia infantil e a independéncia da vida adulta. Ou seja, é uma definicao dificil
de caracterizar pois cada jovem apresenta um momento diferente, de consciéncia, para a
ingress&o na vida adulta. E uma fase caracterizada pelos esforcos realizados no alcance
de desenvolvimentos fisicos, mentais, emocionais e sociais. Contudo, a idade é o Unico
factor ndo-subjectivo no respeitante ao periodo compreendido entre a escolaridade
obrigatéria e a altura da obtecdo do primeiro emprego. Devido ao elevado nivel de
desemprego este é um factor dificil de determinar, 0 mesmo acontece com o periodo de
dependéncia devido, também, ao aumento do custo de vida (UNESCO).

As Nacbes Unidas, definem a juventude como sendo a idade compreendida
entre 0s 15 e 0s 24 anos (UNESCO), baseando as suas estatisticas neste intervalo etario
bem como nos dados demograficos, educacdo, emprego e salde, facultados pelas
Nacdes Unidas, (WHO, 1986).

Os jovens que apresentam idades compreendidas entre os 11 e os 15 anos
encaram muitas tensdes e desafios, no &mbito escolar, social e familiar. Estes
parametros, quando associados as mudancgas fisicas e emocionais referentes ao
amadurecimento, marcam o periodo de maior influéncia dos habitos de consumo, 0s
quais se podem complicar. Isto €, os comportamentos adoptados nesta faixa etaria
podem continuar até a idade adulta e podem vir a afectar questdes como a satde mental,
o desenvolvimento de problemas a nivel da satude, como o uso de tabaco e alcool,
alteracOes na alimentacdo e a nivel da actividade fisica (WHO, 2012).

A adolescéncia é o periodo de tempo associado ao inicio da puberdade e ao
aparecimento de caracteristicas sexuais secundarias, estando o seu fim menos
clarificado, uma vez que pode variar de cultura para cultura e, de individuo para
individuo (WHO, 1986).
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2. Determinantes Sociais de Saude e Bem-Estar dos Jovens

A analise das determinantes sociais de salude e bem-estar nos jovens € de
elevada importancia. Consiste na analise de um leque de factores externos como a
salde, a educacdo, a insercdo social, a descoberta, ocupacéo e realizacdo, determinantes
que se irdo reflectir na vida adulta.

A World Health Organization (WHQ) publicou um relatério, em 2012, onde
sdo nomeadas as determinantes sociais responsaveis por afectar a satde e o bem-estar,
nos jovens. Este relatorio defende que existem mecanismos de proteccdo e de risco, que
sdo oferecidos no contexto social onde os jovens se inserem. Estes mecanismos, que
muitas vezes se demonstram desiguais, vdo-se reflectir a nivel da sadde, incluido a
pobreza e a privacdo (WHO, 2012).

A familia é o primeiro factor social nomeado por esta organizacdo, como sendo
um mecanismo de proteccdo. Esta defende que é fundamental que haja uma boa
relacdo/comunicacdo entre os pais e o filho. O apoio familiar prepara os jovens na
resposta a situacdes inesperadas, prevenindo-os para determinadas influéncias e/ou
consequéncias negativas, levando-os a uma maior satisfacdo para com a vida e a um
menor nimero de queixas fisicas e psicoldgicas, comparativamente com 0s jovens onde
o0 seio familiar ndo é o melhor. O apoio vindo dos pais, irméos e colegas provoca, nos
jovens, uma ‘“satide mais positiva”. Assim, sugere-se que 0S auxiliares de salde
analisem ndo s6 os problemas de saude, mas também, a influéncia familiar no apoio e
desenvolvimento de comportamentos impulsionadores da salde.

O segundo factor social nomeado pela WHO foram as relacdes pessoais. E
essencial que um jovem desenvolva relacionamentos, tanto a nivel amoroso como de
amizade, para que possa definir uma identidade, fortalecer habilidades sociais e a auto-
estima e tornar-se autbnomo. Os jovens que participam nas redes sociais aparentam um
melhor estado de salde e sensacdo de bem-estar apesar de, a estas, também se
agregarem comportamentos de risco, como é o caso do consumo do alcool e do tabaco.

O ambiente escolar também pode ser um factor determinante no
desenvolvimento da auto-estima, auto percepg¢éo, salde e comportamento de um jovem.
Os jovens que véem a escola como sendo um apoio ao desenvolvimento intelectual,
demonstram-se mais saudaveis, apresentam poucos problemas de salde, mostram-se

mais satisfeitos com a vida e, ndo se integram tdo facilmente no grupo dos fumadores.
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As escolas apresentam um papel muito importante, relativamente ao apoio e bem-estar,
nos jovens, e nas suas reacgoes perante situacOes desafiantes.

A Ultima determinante social de salde e bem-estar nos jovens, anunciada pela
WHO consiste na vizinhanca e no meio em que se inserem. Os bairros que lidam com
niveis de capital superior tendem a proporcionar melhores condicdes relativamente a
salde e bem-estar mental, existe uma maior promo¢do da salde, em si, uma maior
probabilidade da préatica de desporto e uma incidéncia inferior nos comportamentos de
risco. Estes dados podem indicar que existe uma proporcionalidade directa entre o
capital social e o estado de saude dos individuos (WHO, 2012).

A analise das determinantes sociais de salde e de bem-estar nos jovens ajuda
na compreensdo e na percepcdo da importancia do bom desenvolvimento do jovem, um
tema muito debatido nos dias de hoje. Em resposta a muitos conflitos mentais, vém

associados comportamentos de risco, que se poderdo manter até a idade adulta.

3. Comportamentos de Risco/Habitos de Consumo

A expressdo ‘“comportamento de risco” pode definir a participacdo, do
adolescente, em actividades que possam vir a comprometer a sua salde, tanto a nivel
fisico como mental. Muitas das experiéncias derivam da curiosidade do jovem ou do
meio em que se encontram (grupo de amigos e familia). Quanto mais tarde forem
detectadas estas condutas, mais consolidadas serdo e, consequentemente, mais afectados
podem vir a ser os jovens, a nivel individual, familiar e social (Feijo, et al., 2001).

Os riscos séo vistos como acontecimentos ou condi¢Ges que amplificam a
tendéncia a adopcdo de comportamentos menos certos, num determinado grupo de
pessoas (Linley, et al., 2004). Contudo, ndo é facil a interligacdo entre os factores de
risco e a saude pois, cada caso é um caso, e o0s individuos reagem de maneira diferente
perante cada situacdo e meio em que se inserem (Ribeiro, 2007).

O tabagismo, o consumo de alcool e de substancias ilicitas, a utilizacdo de
métodos de emagrecimento perigosos, 0 inicio precoce da actividade sexual e a
recorréncia a agressao fisica sdo alguns dos comportamentos que podem pdr em risco a
saude individual dos jovens ou até levar a morte (Ribeiro, 2007), a curto e a longo
prazo, pelo que tém vindo a ser objecto de estudo de alguns investigadores (Carter, et
al., 2007).
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Parte Il — Substancias em Amostras Biologicas

1. Introducéao

As matrizes bioldgicas de eleicdo para a deteccdo de substancias tém sido o
sangue e a urina. Contudo, ambas tém limitacbes pelo que, matrizes menos

convencionais, tais como o cabelo, pélo e unhas, tém vindo a ser adoptados.
2. O Cabelo como Matriz Biologica

2.1. Histéria da Analise

Foi em 1979 que a analise a cabelo se mostrou interessante para 0S
investigadores, depois de Baumgartner ter conseguido extrair opiaceos, de humanos e
de ratos, utilizando metanol e aquecimento da amostra (Baumgartner, et al., 1979).
Contudo, ja em 1858 tinha sido publicado, por Hoppe, 0 primeiro caso de utilizacdo de
cabelo humano, para determinacdo de arsénio pertencente a um corpo exumado ha 11
anos, no “Guia Pratico de Medicina Legal” (Casper, 1858). Os metais pesados foram
dos primeiros compostos a serem detectados em cabelo, recorrendo-se a espectroscopia
de absorcdo atémica (Balikova, 2005). Em 1954, Goldblum conseguiu determinar
anfetaminas no cabelo pertencente a uma cobaia (Sachs, 1997).

Estudos realizados em poetas do século XIX e mulmias sul-americanas
evidenciaram a estabilidade de drogas a longo prazo, em cabelo, sugerindo a
possibilidade e utilidade de armazenamento das amostras, preservacdo e transporte das
mesmas (Marsh, et al., 1995).

Em 1980, foi publicado um artigo por Klug, "™ Zur Morphinbestimmung in
Kopfhaaren”, onde foram descritas as condi¢fes utilizadas na andlise de cabelo, para a
deteccdo de morfina e codeina. Este autor optou por um tratamento diferente da
amostra, tendo desintegrado completamente o cabelo com hidroxido de sodio; ou seja, 0
cabelo foi transferido para uma solucdo liquida e o extracto analisado como se fosse
uma amostra de urina, recorrendo-se a cromatografia em camada fina usando um
detector de fluorescéncia (Klug, 1980). Nesse mesmo ano, Valente interessou-se,
tambeém, pela deteccdo de morfina e de cocaina. Efectuou a comparacdo de métodos de
extraccdo e fez diferentes tentativas de optimizacdo do método, com o intuito de

diminuir os limites de deteccdo, tendo comparado a utilizacdo de meios aquosos
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alcalinos e acidos com metanol e solugdo tampdo, resultados publicados em “Hair as
the sample in assessing morphine and cocaine addiction” (Valente, et al., 1981).

Ainda em 1980, Wolfgang Arnold falou na deteccdo de morfina no cabelo,
recorrendo a Kits de RIA (radioimunoensaio), numa conferéncia em Heidelberg, onde
apresentou casos fatais de consumidores de heroina e resultados de exames
direccionados para os diferentes habitos de consumo. Ao fim de varios testes a cabelos e
de prestadas varias provas em tribunal, ainda que muito desacreditadas, comparacgdes
realizadas recorrendo-se a GC-MS (Cromatografia Gasosa associada a Espectrometria
de Massa) vieram comprovar que, de facto, o investigador, era dotado de razdo. Em
1985, na reunido anual de Hamburgo, foram apresentados os resultados da analise de
cabelo de pacientes com consumo abusivo de codeina. Os resultados apresentaram
concentracdes elevadas de morfina, os quais o autor (Arnold) atribuiu, erroneamente, ao
consumo abusivo de heroina. No entanto, as declaragdes de Arnold foram muito uteis
para o desfecho de um inquérito policial. Este autor foi considerado um dos grandes
responsaveis pela aceitacdo da andalise a matriz em estudo, por parte da policia. Este
morreu a 1994, com 75 anos de idade, e diz-se que nos Gltimos 14 anos de vida lutou
pela reputacdo da analise do cabelo, por parte dos peritos forenses (Sachs, 1997).

Em 1981, ap6s uma extraccdo com uma solugdo de dodecilsulfato de sodio, foi
detectado fenobarbital recorrendo a RIA e, em 1983, foram detectados barbituricos e
metaqualona (Sachs, 1997).

Foi em 1983, nos Estados Unidos da América, que um grupo de investigadores
detectou, pela primeira vez, nicotina no cabelo de seres humanos (Ishiyama, et al.,
1983). Este estudo tem-se propagado noutros paises, ao longo do tempo. A quantidade
de cigarros fumados tem vindo a ser comparada aos niveis de nicotina encontrados.
Vaérios autores vém afirmando que o eixo do cabelo pode ser visto como um “gravador”,
podendo correlacionar o consumo individual de tabaco com o0s niveis de nicotina
encontrados no cabelo (Mizuno, et al., 1993). Em 1985, foi descrita a utilizacdo de
acetona e banho de ultrassons para a deteccdo e quantificagdo de nicotina e cotinina
através de RIA (Haley, et al., 1985). Em 1994, um estudo com vista & deteccdo de
nicotina, ao longo de um ano, num grupo de 20 individuos (13 fumadores e 7 néo-
fumadores) recorrendo a GC-MS, evidenciou que poderia existir reprodutibilidade na
andlise e que seria possivel a distincdo entre fumador passivo e fumador activo
(Zahlsen, et al., 1994). GC-MS, RIA e HPLC-ECD (Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia com deteccdo Electroquimica) sdo exemplos de técnicas cujos resultados
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foram o espelho das informacdes facultadas pelos individuos em estudo (Al-Delaimy,
2002).

Em 1989 adoptaram-se procedimentos baseados em principios enzimaticos, a pH
alcalino, prevenindo, assim a destruicdo de substancias como opiaceos e
benzoilecognina (Sachs, 1997).

No inicio da década de 90, Nakahara comegou a extrair fA&rmacos recorrendo a
uma solugcdo de metanol com 4&cido cloridrico, em banho de ultrassons, durante uma
hora. Esta fraccdo foi analisada, por GC-MS, e foram detectadas metanfetaminas. Ha
ainda mencdo a utilizacdo de um tampdo na extrac¢do com P-glucuronidase. Esta
referéncia é importante de ser citada, uma vez que foi a grande impulsionadora de
procedimentos de rastreio utilizados até ao presente. A extrac¢do liquido-liquido, ap6s
hidrolise com acido cloridrico, introduzida por Kintz, e a extraccdo de farmacos com
metanol em que o extracto é analisado ap0s derivatizacdo, proposta por Kauert, sdo dois
métodos que foram também estudados (Sachs, 1997).

Em 1992 realizaram-se alguns estudos usando fluidos supercriticos, dioxido de
carbono e acetato de etilo e metanol como modificadores, na extrac¢do de opiaceos, do
cabelo (Sachs, 1997).

Em 1993 foi sugerido que o EtG (etilglucuronido) fosse utilizado como um
marcador em cabelo, do consumo abusivo de alcool (Kijewski, 1997). Contudo, sé por
volta de 2003 e com a utilizacdo de técnicas como GC-MS (Jurado, et al., 2004),
LC/ESI-MS/MS (Cromatografia Liquida de ionizacdo por electrospray associada a
Espectrometria de Massa em tandem), GC-MS/NCI (Cromatografia Gasosa associada a
Espectrometria de Massa com lonizacdo Quimica Negativa), LC-MS/MS
(Cromatografia Liquida associada a Espectrometria de Massa em tandem) (Yegles, et
al., 2004) e, mais recentemente por GC-MS/MS (Cromatografia Gasosa associada a
Espectrometria de Massa) (Agius, et al., 2010), comecaram a surgir mais estudos
realizados a este potencial marcador para o consumo abusivo de alcool. J& em 2001, foi
proposto por varios autores, que alguns esteres etililicos de acidos gordos fossem
utilizados como marcadores do consumo abusivo de alcool. Para tal, foram utilizadas
amostras de cabelo de pessoas alcodlicas em tratamento de desintoxicacdo, de cadaveres
cuja morte foi atribuida ao consumo abusivo de alcool, de consumidores assiduos e de
abstémios de alcool. As amostras sofreram uma lavagem com n-heptano, inseridas em

frascos com uma mistura de n-heptano e dimetilsulféxido, evaporadas, extraidas por
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HS-SPME (Microextracgdo em fase sélida por headspace) e analisadas por GC-MS
(Pragst, et al., 2001).

A partir de 1993 comecaram a surgir publicacGes que debatiam os mecanismos
de contaminacdo das amostras; procedimentos de lavagem, bem como o crescimento do
cabelo e modo de incorporagdo das drogas na matriz foram igualmente questionadas
(Sachs, 1997). Destes trabalhos concluiu-se que parte das drogas pode ser eliminada
devido ao tratamento diario do cabelo e que o cabelo que se encontra muito
contaminado ndo se consegue descontaminar. O mecanismo de incorporacdo das

substancias na matriz cabelo ndo estd ainda completamente.

2.2. Anatomia do Cabelo

O cabelo, apesar da sua aparéncia

Medula —# Cuticula

uniforme é, na realidade, uma matriz muito Cértex

__Estrato
Cérneo

complexa e, ainda pouco conhecida. Sabe-se

Eixo do
~ Epiderme Cabelo

que ndo é uma fibra homogénea, mas sim um

conjunto de células queratinizadas e €

constituido por dois dominios, o externo e 0 B (ocratinosa

Foliculo

interno. O dominio externo € constituido pelas

hastes capilares, que sdo estruturas cilindricas ocianduia

Sebacea Capilares

constituidas por células bastante compactadas, -
que nascem a partir do dominio interno, que €  Figura 1 - Diagrama da estrutura do cabelo -
constituido pelos foliculos localizados a 3-5 adaptado de Boumba, Ziavrou, &
mm abaixo da superficie da pele (Pragst, et al., Vougiouklakis, 2006
2006). Os foliculos sdo pequenos 6rgdos com o formato de um saco, agregados ao
epitélio da epiderme que estdo associados com as glandulas sebaceas (Boumba, et al.,
2006). Este é circundado por um sistema capilar rico, responsavel por fornecer o
material metabdlico necessario para o bom crescimento do cabelo (Pragst, et al., 2006).
Cada fio de cabelo é composto por trés camadas distintas, como ilustrado na
Figura 1: cuticula externa, cortex central e medula interna (Pragst, et al., 2006). A
cuticula é o estrato exterior e tem como principal funcdo a proteccdo das fibras
interiores de factores externos como a luz, calor, produtos quimicos e ac¢do mecanica
(Boumba, et al., 2006) &, ainda, responsavel pelo brilho (Pragst, et al., 2006). O cortex,

por sua vez, é responsavel pela elasticidade do fio de cabelo e pela sua coloragdo
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(Pragst, et al., 2006). Esta segunda camada é constituida por células corticais, as
queratinas e granulos de pigmentos, ricos em melanina. As queratinas formam fibras
longas que se ligam entre si através de ligagdes dissulfureto (-S-S-) e ligages cruzadas
com proteinas. A melanina, por sua vez, € sintetizada em células especializadas, 0s
melandcitos, que se localizam no bulbo. A cor adquirida pelo cabelo depende da
quantidade, densidade e tipo de melanina produzida pelos melandcitos. Na camada
central da haste do cabelo encontramos a medula. O tamanho desta camada varia
consoante o diametro da fibra capilar de cada individuo. A haste do cabelo humano
varia de 15-120 um de didmetro, dependendo do tipo e regido do corpo em que 0
foliculo esté inserido (Boumba, et al., 2006).

O ciclo de crescimento do fio de cabelo é dos mais rapidos do ser humano
(Pragst, et al., 2006). Este cresce acompanhado por um processo denominado
queratinizacdo. Os seus padrbes de crescimento (padrdo, cor, textura e diametro) sdo
previsiveis, de acordo com as diferentes areas do corpo que, por sua vez, dependem do
sexo, da idade e da raca do individuo (Nakahara, 1999).

Ocorrem trés fases no ciclo de crescimento do cabelo: anagénica, catagenica e
telogénica.

Na fase anagénica ocorre um longo periodo de crescimento capilar (2-6 anos),
no qual as células do bulbo sofrem multiplas divisdes. O fio de cabelo é formado a
medida que estas células se multiplicam, diferenciam (em células da medula, cortex ou
cuticula) e sofrem queratinizacdo. E nesta fase que através da corrente sanguinea ocorre
0 transporte de nutrientes e, possivelmente, outras substancias exteriores ao organismo,
como vestigios de metais e medicamentos, entre outros. Estes componentes sdo
incorporados no eixo do cabelo e, com o0 seu crescimento, sdo arrastados (Boumba, et
al., 2006).

De seguida, o foliculo piloso entra numa curta fase de transicdo — fase
catagénica (2-3 semanas), onde a divisdo celular e a queratinizagdo sdo interrompidas
(Boumba, et al., 2006).

Por fim, o foliculo piloso entre num periodo de repouso — fase telogénica (10
semanas) — onde 0 eixo capilar cessa o crescimento por completo e a raiz liberta o
foliculo, facilitando a sua queda. Apés este periodo, forma-se um novo fio nesse
foliculo. Estima-se que, num adulto, 80-90% dos fios de cabelo se encontrem na fase

anageénica, 2% na fase catagénica e 10-18% na fase telogénica (Boumba, et al., 2006).
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O cabelo cresce mais rapido do que os pélos pubicos ou que as axilas
(aproximadamente 0,3 mm por dia) que, por sua vez, crescem mais rapido que os pélos
da barba (aproximadamente 0,27 mm por dia). No entanto, todo o seu crescimento
depende do tamanho com que o fio se encontra. Quando maior o cabelo, maior a sua
fase de crescimento (Boumba, et al., 2006). Em média, a taxa de crescimento do
foliculo piloso, num homem, é de 0,44 mm por dia, enquanto, para uma mulher, é de
0,45 mm, contudo, a localizacdo anatomica, raca, sexo e idade podem ser factores
limitantes (Nakahara, 1999).

O cabelo humano é constituido por proteinas, &gua e lipidos, sendo as proteinas
maioritarias, queratina principalmente, compostas por aminoacidos como a glicina,
treonina, lisina e cisteina e por acidos aspartico e glutdmico. Os lipidos originarios das
glandulas sebaceas sdo constituidos por acidos gordos livres, mono-, di- e triglicéridos,
ésteres de acidos gordos, hidrocarbonetos e alcoois (Boumba, et al., 2006).

Sdo j& vérias as substancias quimicas, entre elas cocaina (Toledo, et al., 2003) e
canabindides (Musshoff, et al., 2003) que foram detectadas em cabelo humano,
resultado do consumo individual e consequente incorporacdo no eixo do cabelo e seu

crescimento.

2.3. Incorporacdo de drogas

A exposic¢do humana aos farmacos pode ocorrer das mais variadas formas, desde
a auto-administracdo, inalacdo passiva ou através da exposicao in utero.

A quantificacdo da distribuicdo fisiol6gica das drogas, no organismo humano,
depende das matrizes analisadas. Isto €, ap6s entrar no sistema circulatério através de
absorcdo ou administracdo intravenosa, o farmaco dispde-se a distribui¢do por todos os
orgdos e tecidos e esta distribuicdo é mediada pelo fluxo sanguineo. Cada substancia
apresenta propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas especificas, tais como a
volatilidade, lipofilicidade, pKa, extenséo da ligacao a proteinas plasmaticas, tamanho e
estrutura molecular. Estas propriedades associadas a outros factores, como a via de
administracdo das substancias, seus processos metabdlicos e frequéncia e duragdo da
exposicéo, vao, certamente, influenciar os teores da droga no organismo (Oliveira, et al.,
2007).

Durante a fase de distribuicdo, a droga atinge varias matrizes corporais, tais

como a saliva, urina, suor, pele, unhas e cabelos. A permanéncia dos farmacos no
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cabelo e nas unhas tem-se demonstrado irreversivel, permanecendo nestas matrizes de
forma definitiva. A sua eliminagdo, da-se apenas devido ao crescimento continuo destas
estruturas (Oliveira, et al., 2007).

Pensa-se que estas substancias se agregam ao cabelo a partir do plasma
sanguineo e/ou do suor ou, exogenamente, atraves do contacto com fumo ou pos/poeiras
presentes no meio ambiente (Nakahara, 1999). Isto é, exintindo alguma droga ou seus
metabolitos no plasma sanguineo, estes irdo ser incorporados na estrutura do cabelo na
fase anagénica, durante o periodo de gueratinizacdo, onde permanecem até a queda do
cabelo (Marsh, et al., 1995). Estas substancias também sdo incorporadas no interior do
cabelo por difusdo do suor ou do sebo. As glandulas sudoriparas contactam a haste da
matriz podendo contribuir para a incorporacdo de drogas hidrofilicas (Pragst, et al.,
2006). Existem, ainda, outros factores capazes de controlar a quantidade de droga que se
liga a proteina do cabelo como a afinidade a melanina, a lipofilicidade, hidrofobicidade
e basicidade da droga (Srogi, 2006).

Quando se pretende utilizar o cabelo como matriz de anélise deve ponderar-se a
possibilidade de contaminacdo da amostra a partir da atmosfera, poeira, sujidade e ainda
preparacdes cosméticas e/ou farmacéuticas. Deve ainda ter-se em conta que a
concentracdo dos compostos depende da localizagdo geogréafica do cabelo, raca, sexo,
idade e alimentacgdo do individuo (Srogi, 2006).

2.4. Interesse Forense

Durante a ultima década, o interesse pelo estudo das matrizes bioldgicas
aumentou consideravelmente no que diz respeito a deteccdo de drogas de abuso
(Oliveira, et al., 2007).

Actualmente, o cabelo é reconhecido como a terceira amostra de eleicéo,
relativamente a deteccdo da droga, metabolito activo, seguindo-se a urina e 0 sangue.
Esta matriz biologica apresenta vantagens sobre as outras: € uma matriz ndo-invasiva,
de facil recolha, ndo é de facil adulteracdo e pode ser armazenada e transportada a
temperatura ambiente, devido a sua estabilidade. A principal vantagem da pratica de
andlises recorrendo-se ao cabelo recai no intervalo de deteccdo das drogas. O cabelo
permite tracar um perfil de consumo cronoldgico, dependendo do comprimento do
cabelo e do seu tempo de vida no individuo (Cooper, et al., 2012). Esta comparagéo
pode variar entre semanas e meses quando, em contrapartida, as analises a urina apenas

13

Mariana Mateus



Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas
de GC-MS.

detectam o consumo de substancias até trés dias, no maximo. Ou seja, através do cabelo
é possivel detectar se o individuo é um consumidor crénico, enquanto na urina ndo é
possivel determinar nem o consumo cronico nem a exposic¢ao unica (Oliveira, et al.,
2007).

A possibilidade da realizagdo de testes recorrendo ao cabelo, como uma matriz
alternativa ou complementar, permitiu ampliar o leque de investigac@es toxicoldgicas e,
consequentemente, a recolha desta amostra durante as investigacGes forenses, como é o
caso das mortes relacionadas com o consumo de drogas e crimes facilitados devido ao
consumo de drogas e também, na proteccdo de criangas, no controlo do abuso de drogas
em programas de desintoxicacdo e, no local de trabalho, (Cooper, et al., 2012) no
controlo de doping, toxicologia post-mortem e determinacdo da exposicdo a
xenobidticos durante a gestacao (Gordo, 2013).

Nas mortes relacionadas com o consumo de drogas, a analise as substancias
existentes no sangue post-mortem fornece, apenas, informagdes quanto ao consumo de
drogas no momento anterior a morte do individuo. Por sua vez, a analise ao cabelo,
fornece informacdo relativa ao antecedente historico, uso de drogas nos meses
anteriores ao Obito, o que permite estabelecer o papel das substancias na morte do
sujeito. Caso se detecte abstinéncia, nas semanas ou meses anteriores ao 6bito, prova-se
que a morte derivou da intolerancia aos farmacos ingeridos. Também se podem recolher
e analisar apenas as raizes do cabelo. Estas fornecem informacGes importantes no
respeitante a intoxicagdes agudas, sendo amostras cruciais nos casos de decomposi¢ao
avancada (Cooper, et al., 2012).

No caso dos crimes facilitados devido ao consumo de drogas, como violacdes e
roubos, as substancias mais detectadas sdo medicamentos, 0s quais podem provocar
sedacdo e amnésia anterdgrada (dificuldades em relembrar os eventos ocorridos durante
o efeito das drogas, mas ndo do passado em geral), como é o exemplo das
benzodiazepinas, hipndticos, neurolépticos e anti-histaminicos (Wells, 2001). As
vitimas que sdo submetidas a actos ndo-voluntarios poderdo ndo denunciar o crime
mesmo havendo passado muitos dias, comprometendo assim os resultados das analises
ao sangue e a urina. O cabelo pode mostrar-se util na deteccdo e identificacdo da(s)
droga(s), mesmo que meses depois. No entanto, esta deteccdo ainda se demonstra um
desafio para os investigadores, devido as quantidades existentes nas matrizes bioldgicas.
S0 necessarias técnicas sensiveis para a andlise e deteccdo de baixos niveis de

farmacos (Cooper, et al., 2012).
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A analise da matriz cabelo pode ser também 0til em casos de proteccdo de
criangas e/ou disputa pela custddia pelos filhos. Os resultados analiticos podem indicar
a exposicdo a drogas de abuso, medicamentos ou &lcool pelas mées, por exemplo,
durante a gravidez. As substancias ingeridas pelas mées sao, também, transferidas para
o leite materno, expondo as criancas no periodo de amamentacdo. Quando as criancgas
comecam a gatinhar e a andar, caso as superficies estejam contaminadas, os farmacos
poderdo ser transferidos através das maos, as quais sdo facilmente levadas a boca. Uma
outra potencial fonte de transmissdo de substancias € a atmosfera poluida devida ao
fumo de algum familiar proximo (Cooper, et al., 2012).

A Society of Hair Testing publicou algumas recomendagdes no que diz respeito
a andlise de cabelo em investigacdes forenses. Estas incluem o registo e procedimentos
de amostragem, descontaminacdo, digestdo e extraccdo dos compostos do cabelo, e a
deteccdo e analise recorrendo a espectrometria de massa (Cooper, et al., 2012).

A colheita da amostra deve ser realizada por uma autoridade responsavel, sendo
que os principios éticos e legais ndo podem ser desrespeitados (Balikova, 2005). No
processo de recolha do cabelo, deve ter-se em conta a localizacdo anatomica, havendo
varios autores que defendem que os cabelos devem ser recolhidos a partir do vértice
posterior do couro cabeludo, zona onde o crescimento dos fios é mais uniforme
(Nakahara, 1999). Deve recolher-se a matriz a uma distancia uniforme do couro
cabeludo e esta deve ser suficiente para o nimero de ensaios que se pretende realizar,
devendo as amostras ser identificadas correctamente, evitando-se a contaminacao.
Normalmente utilizam-se entre 10-100 mg de cabelo, por anélise (Oliveira, et al., 2007).
Durante a recolha da matriz deve ter-se em atencdo a orientacdo do cabelo,
nomeadamente a extremidade da raiz deve ser distinguida da ponta. Deve, ainda,
registar-se 0 peso da amostra, 0 seu comprimento, cor, eventual tratamento quimico ao
qual foi submetido e localizacdo anatomica da recolha (Balikova, 2005). Todo o
procedimento de amostragem deve ser bem organizado e documentado, desde a colheita
até a interpretacdo de resultados, garantindo, assim, a cadeia de custddia da prova.

A andlise a drogas de abuso recorrendo ao cabelo tem vindo a ser usada por
laboratdrios de toxicologia forense. Até a data, foram reportadas varias drogas ilicitas,
farmacos e metabolitos do consumo de alcool (Pragst, et al., 2006).

Aquando da impossibilidade de recolha de cabelo da cabega é possivel a recolha

de outros tipos de cabelo, como pélos pubicos, pélos do braco ou axilas.
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2.4.1. Consumo de Substancias Licitas

As substancias licitas sdo substancias cuja producao e consumo sao permitidos
por lei, ou seja, ndo constam em Decreto-Lei.

O élcool, o tabaco e o café sdo exemplos de substancias licitas que, no dia-a-
dia, sdo consumidas por um elevado numero de individuos e, com grande incidéncia,
pelos jovens. Contudo, 0 seu consumo excessivo podera resultar em problemas que tém
vindo a alertar a sociedade.

O consumo de café ndo sera abordado nesta dissertacao.

O regime juridico aplicado ao trafico e consumo de substancias psicotropicas e
estupefacientes (substancias ilicitas) encontra-se aprovado no Decreto-Lei n° 15/93, de
22 de Janeiro, parte integrante do Codigo Penal Portugués.

Alcool

Quando nos referimos ao “Alcool” referimo-nos ao consumo de bebidas
contendo etanol (alcool etilico). Consumido por um elevado numero de pessoas, na

maioria dos paises.

O Etanol tem a formula quimica
CH3CH,0H, demonstrando possuir dois atomos

Ve

de carbono, seis atomos de hidrogénio e um de

oxigénio, como representado na Figura 2. E
uma molécula pequena, sendo uma substancia

hidrossoluvel, a qual é absorvida rapidamente

no trato gastrointestinal (Katzung, 2007). ) _
Figura 2 - Molécula do Etanol (Rodrigues,

Apresenta-se como uma substancia liquida, 2012)

incolor, produzida a partir da fermentacdo de

hidratos de carbono, como os aglcares encontrados em bagas e uvas, e 0 amido, ou
sinteticamente, a partir de processos industriais (Myers, et al., 2011). E uma substancia
bastante comum, principalmente no mundo dos jovens, e a sua ingestdo deriva de
habitos de consumo dos adultos ou de comportamentos sociais, funcionando como
intensificador de relagdes (WHO, 2012).
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Esta droga actua como um desinibidor de certos comportamentos e emocdes e
como depressor de muitas fungdes do Sistema Nervoso Central (SNC), como é o caso
das capacidades motoras, raciocinio, julgamento, percep¢do e memoria. E um composto
irritante e toxico para os tecidos e 6rgdos do corpo, incluindo o es6fago, estbmago,
figado e pancreas. Quando consumido em elevadas doses pode deprimir as funcgdes
vitais do corpo, como a respiracdo, podendo levar & morte (Myers, et al., 2011).

O Etanol é das drogas de abuso mais consumidas nos dias de hoje devido ao
seu consumo ser legal. A sua ingestdo é um dos principais comportamentos de risco e
estd envolvido em inimeros problemas de salde, incluindo o desenvolvimento cerebral
durante a infancia (WHO, 2012).

Devido ao consumo abusivo de bebidas alcodlicas, a nivel mundial, varios
cientistas tém vindo a focalizar os seus estudos neste produto, tentando encontrar
potenciais marcadores do consumo. A maior parte destes estudos foca-se em matrizes
COMO 0 sangue e a urina, no entanto, ja existem alguns estudos realizados no cabelo.

Para a deteccdo de consumo crénico de alcool tém sido estabelecidas algumas
técnicas de baixo custo, como a analise do volume corpuscular médio das hemécias
(VCM), a determinacdo da glicoproteina GAMA-glutamil-transpeptidase (GGT) e da
transferrina deficiente em hidratos de carbono (CDT) (Pragst, et al., 2006).

Alguns autores defendem que, apesar do etanol ser uma substancia volatil, é de
possivel deteccdo, no cabelo. E afirmam, ainda, ser possivel a diferenciacdo de
consumidores crénicos dos pontuais (Pragst, et al., 2006).

Recentemente um grupo de investigadores definiu o etilglucuronido e alguns
ésteres etilicos de &cidos gordos como sendo biomarcadores especificos do consumo de
etanol (Wada, et al., 2010).

O etilglucuronido (EtG) é um composto ndo volatil, solavel em agua (Jurado,
et al., 2004), e um metabolito formado na fase Il do etanol, no figado, principalmente
(Pragst, et al., 2006), apesar de poder ser detectado em varios tecidos e fluidos corporais
por um longo periodo de tempo apos a eliminagdo completa do alcool, do organismo
(Alt, et al., 2000). Foi detectado pela primeira vez por Sachs (Jurado, et al., 2004), em
1993 e, um ano mais tarde por Aderjan et al. (Aderjan, et al., 1994) e Skopp et al.
(Skopp, et al., 2000). Foi, ainda, detectado em amostras recolhidas post-mortem, de
cabelos de alcodlicos (Alt, et al., 2000). Uma percentagem de 0,02 a 0,06% do alcool

ingerido é eliminado sob a forma de EtG (Pragst, et al., 2006).
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Os ésteres etilicos de &cidos gordos (FAEE) formam-se na presenca de etanol,
a partir de &cidos gordos livres, triglicéridos, lipoproteinas ou fosfolipidos. Isto é, sdo
metabolitos secundarios da presenca de etanol. Estes compostos sdo formados por accao
de enzimas especificas e ndo especificas, presentes no figado, pancreas, coracéo, tecido
adiposo, cérebro e nos leucocitos. Até a data, mais de 20 FAEEs, saturados e
insaturados, lineares e ramificados, foram identificados na matriz cabelo (Pragst, 2007).
Contudo, os compostos escolhidos como marcadores de consumo de alcool séo apenas o
miristato (E14), o palmitato (E16), o oleato (E18:1) e o estearato de etilo (E18). A soma
da concentracdo destes quatro ésteres tem sido utilizada para quantificacdo no cabelo e
na superficie da pele (Oliveira, et al., 2007). Alguns autores efectuaram a detecgdo de
FAEEs, recorrendo a técnica analitica de microextrac¢do em fase sélida por headspace
(HS-SPME) combinada com GC-MS, usando como padrfes internos 0s mesmos

compostos deuterados (Pragst, et al., 2001).

Nicotina

O tabaco € a principal causa de morte evitavel no mundo (WHO, 2012).

Normalmente o acto de comecar a fumar estabelece-se durante a adolescéncia
e, quando este se adquire na idade adulta, o primeiro cigarro foi fumado ainda na
juventude. Apds o inicio do consumo de tabaco, independentemente do nimero de
cigarros ou da duracdo do consumo, é estabelecida uma ligacdo de dependéncia de
nicotina e esta € mais rapida nos jovens do que nos adultos (WHO, 2012).

Apesar de ja haverem estudos reveladores dos maleficios para a salde do uso
do tabaco, existem, ainda, muitos adolescentes que o continuam a consumir. Talvez por
verem 0 acto de fumar como um comportamento adulto e quererem ser reconhecidos
como tal. Muitos factores familiares, como o divércio, a separacdo, conflitos no seio
familiar e o tabagismo por parte dos pais, podem ser desencadeantes do uso do tabaco.
Por sua vez, relagbes positivas com o0s pais podem prevenir o tabagismo na
adolescéncia, contudo, as relagdes de amizade podem vir a incentivar este consumo
(WHO, 2012).

Os efeitos negativos que o fumo do tabaco confere a satde publica estdo cada
vez mais a ser explorados e documentados. Os compostos presentes no fumo do tabaco
prejudicam tanto os fumadores passivos, como os activos (Chetiyanukornkul, et al.,
2004).
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A nicotina é um composto organico, incolor e

oleoso. E um alcaléide liquido a temperatura ambiente, e O
tem a formula quimica CyoH14N>, cuja estrutura podemos "
observar na Figura 3. E uma amina composta por dois N

anéis, uma piridina e uma pirrolidina. Quando exposto ao |

ar ou a luz adquire um tom acastanhado e o odor Figura 3 - Estrutura quimica da
caracteristico do tabaco (Yildiz, 2004). O composto Nicotina

encontra-se em mais de 60 espécies vegetais da familia das Solanaceas (Gorrod, et al.,
1999), principalmente na Nicotiana tabacum — cujas folhas tém utilidade no fabrico de

cigarros e charutos (Oliveira, et al., 2011).

A nicotina e a cotinina (Figura 4), um
metabolito derivado da C-oxidacdo da nicotina através O
da enzima citocromo P450 — cerca de 80% da nicotina
ingerida é metabolizada em cotinina (Al-Delaimy, 2002) N O
—, tém sido compostos bastante utilizados como l

biomarcadores, na determinagdo da ingestdio e da  Figura4 - Estrutura quimica da
exposicao ao fumo do tabaco, durante um longo periodo Cotinina

de tempo (Pichini, et al., 1997). J& foram encontradas em amostras bioldgicas como é o
caso da urina, sangue, saliva e cabelo. Na urina, a analise a cotinina tem-se demonstrado
um marcador mais fidvel que a nicotina, devido ao seu tempo de vida ser superior a
nicotina — 2h (Chetiyanukornkul, et al., 2004).

Os constituintes do fumo dos cigarros entram no organismo por inalacéo e séo
rapidamente absorvidos pela circulacdo sistémica. O facto de a nicotina ser um
composto lipossolavel confere-lhe um grande volume de distribuicdo no corpo (2-
3L/kg) e a penetracdo nas membranas celulares (Al-Delaimy, 2002).

Existem autores que dizem que a cotinina pode ser detectada no cabelo, mas, no
entanto, € detectada em menores concentracGes, comparativamente com a nicotina,
cerca de 10 vezes menos. Apesar das concentragdes de cotinina no plasma serem
superiores as de nicotina, no cabelo (Al-Delaimy, 2002). A determinacdo de
biomarcadores bioldgicos para a inalacdo de cigarros, no cabelo, podera vir a fornecer
uma datacdo cronoldgica do consumo e exposicdo ao fumo do tabaco pois, cada

centimetro representa, aproximadamente, um més de exposi¢do (Chetiyanukornkul, et
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al., 2004). Além disso, as amostras de cabelo sdo largamente mais estaveis que qualquer
outra amostra bioldgica, e podem ser facilmente recolhidas (Pichini, et al., 1997).

Até a data tém sido anunciadas varias técnicas de deteccdo de nicotina e
cotinina em amostras de cabelo. A cromatografia em fase gasosa com deteccdo por
espectrometria de massa (GC-MS) ou de azoto e fosforo, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com detec¢do por luz ultravioleta (UV) ou electroquimicos, e 0s
radioimunoensaios (RIA) sdo métodos que tém sido explorados na analise destes
compostos. Os RIA tém-se demonstrado pouco especificos na analise de cotinina devido
a interacgdo dos anticorpos anti-cotinina com outros metabolitos da nicotina. A MS é a
técnica que apresenta maior precisio, de todas. E uma técnica relativamente rapida e
permite a utilizacdo de analitos deuterados como padrdes internos (Chetiyanukornkul, et
al., 2004).
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CAPITULO 3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1. Introducéao

O principal objectivo desta dissertacdo de Mestrado consistiu na melhoria das
metodologias analiticas usadas com a matriz cabelo, com vista a sua utilizacdo como
amostra forense para a detec¢do do consumo de drogas licitas ou ilicitas. Para tal, foi
necessario testar as metodologias analiticas j& descritas na literatura, tendo-se
optimizado o procedimento de lavagem da matriz, o (melhor) solvente, temperatura e
tempo de extraccdo. Relativamente ao método cromatografico, cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massa (GC-MS), foram estabelecidos os melhores
parametros de analise.

Posteriormente, ficou evidente a necessidade de se estabelecer um perfil
metabolico do cabelo, tendo em conta a idade e 0 género do individuo em estudo, o qual
se mostrou fundamental para a determinacdo da presenca de metabolitos (bioldgicos)
indicadores de habitos de consumo.

Todos os cabelos analisados foram recolhidos de individuos que se
voluntariaram para a realizacdo deste estudo. Porém, o comprimento total do cabelo e o
comprimento da amostra cedida ndo foram tidos em conta, uma vez gque o estudo nédo
residia na determinacdo temporal do consumo das substancias nem na quantidade

ingerida.

2. Recolha e preparacdo da amostra

2.1. Cabelo

As amostras de cabelo foram cedidas por jovens com idades compreendidas
entre 0s 14 e os 24 anos de idade. As dezasseis (16) amostras pertencentes a
adolescentes entre 0os 14 e os 18 anos de idade, foram facultadas por um grupo de
escuteiros da Amadora. O namero total de sujeitos foi limitado pelas caracteristicas
inerentes a disponibilidade de voluntarios, condicionadas ao universo de contacto
directo.

A Tabela 1 referencia as caracteristicas das amostras utilizadas no estudo.
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Tabela 1 - Identificagdo das amostras analisadas (sexo, idade e quantidade de amostra). F — sexo feminino; M — sexo
masculino.

Amostra Sexo Idade Quantidade de
amostra (mg)

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10 M 16 20,3

11

12

13

14 M 17 20,3

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28 F 21 21

29

30

31

32 M 22

33

34

35

36

37

38

39

40 F 24 8,8

41

42
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2.2. Recolha e armazenamento da amostra

Como ja foi mencionado, todas as amostras foram cedidas por jovens que se
voluntariaram para a realizagéo desta investigacéo.

Para a recolha dos cabelos, utilizou-se uma tesoura limpa e os cabelos foram
armazenados em envelopes de papel até a sua anélise.

O cabelo foi recolhido da parte posterior da cabeca. A parte posterior da cabeca
é considerada a &rea que apresenta um padrdo de crescimento mais uniforme (Al-
Delaimy, 2002).

O comprimento total do cabelo dos individuos e o comprimento do cabelo
utilizado como amostra ndo foram tidos em conta, uma vez que o objectivo deste estudo

ndo foca a determinag&o especifica.

2.3. Lavagem da amostra

O cabelo foi utilizado em secgdes entre 0,5 — 2 cm.

Ap0s pesagem das amostras, estas foram submetidas a um processo de lavagem.

Utilizou-se uma solugdo de 5 mL de “extran” ( Sodosil — Sigma), uma solucéo
de lavagem alcalina, durante 5 minutos. Esta solucdo foi, entdo, retirada e
completamente removida através da lavagem repetida com agua destilada. De seguida
utilizaram-se 5 mL de Hexano (durante 5 minutos).

O solvente foi removido e as amostras secas a temperatura ambiente.

2.4. Extracgdo dos compostos

Para a extracgdo dos compostos, adicionou-se 1mL de éter dietilico as amostras
colocadas em vials de derivatizacdo, os quais foram fechados com tampa de rosca e
septo com pelicula de PTFE (Politetrafluoretileno). Foi utilizado banho de ultra-sons,

durante 1 hora.
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2.5. Derivatizacao do extracto

Apbs a extracgdo, a fraccdo etérea foi transferida para um outro vial de
derivatizacdo. O solvente foi evaporado sob corrente de azoto e posteriormente
adicionaram-se 500 pL de uma solucdo etérea de diazometano (CH;Ny).

Apbs eliminagdo do excesso de diazometano (sob corrente de azoto),

analisaram-se 0,02 pL de amostra.

2.6. Instrumentacéo e condicBes cromatograficas
2.6.1. Analise por GC-MS

As andlises foram efectuadas por GC-MS (Agilent Technologies). Os compostos
foram separados numa coluna SLB-5MS (60 mx 0,25 mmx 0,25 um ds) da Supelco. O
gas de arraste foi o hélio, a fluxo constante de ImL/min. A temperatura do injector foi
mantida a 280°C. O programa de temperatura do forno iniciou a 35°C, permaneceu 5
minutos, tendo aumentado gradualmente a 4°C por minuto, até a temperatura final de
270°C.

Utilizou-se 0 modo de injeccdo splitless (2 minutos) com posterior abertura de
valvula com razéo de split de 1/20.

Usou-se 0 modo de impacto electronico positivo de +350 V. A interface foi
mantida a 280°C e a fonte idnica do espectrometro de massa a 150 °C. O varrimento de
massas usado foi de 40 a 460 amu (unidade de massa atomica). O modo de aquisic¢éo foi

o full scan.

3. Reagentes

3.1. Solventes e Padrdes utilizados

Os solventes e padrdes utilizados foram obtidos através de diferentes entidades.

O éter dietilico e o etanol foram obtidos da Panreac, ambos com grau GC
(99,5%). O hexano, o 2-propanol e o diclorometano foram obtidos da Sigma-Aldrich
com graus de pureza diferentes — o hexano grau HPLC (> 97,0%), o 2-propanol e o
diclorometano grau GC (99,8% e >99,9% de pureza, respectivamente). O metanol e o
HCI sdo provenientes da Fluka, o metanol grau GC (99,8%) e o HCI >37,0%, “trace
analysis”. Por sua vez, o NaOH grau PA (>98%) e foi obtido da Pronalab.
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Os padrbes cotinina, acido tetradecandico (&c. Miristico; Ci4) e 4cido
heptadecandico (&c. Margarico; Ci7) foram obtidos da Alfa Aesar. O padrdo do acido
hexandico (&c. Caproico; Cg) foi obtido da Fluka. Por sua vez, os acidos undecandico
(4c. Undecilico; Cy1), cis-9-hexadecendico (4c. Palmitoleico; cis-A®-Cig), cis,cis-9,12-
octadecadiendico (c. Linoleico; cis,cis-A%,A'-Cyg) e 0 cis-9-octadecendico (4c. Oleico;
cis-A%-C1g) da TCI. Enquanto os 4cidos heptandico (4c. Enantico; C;), octandico (Ac.
Caprilico; Cg), nonandico (&c. Pelargonico; Cg), decanbico (&c. Céprio; Cio),
dodecandico (ac. Laurico; Cyy), tridecandico (ac. tridecilico; C;3), pentadecanoico (Ac.
Pentadecilico; C;s), hexadecandico (&c. Palmitico; Cy6) e 0 octadecandico (ac. Estearico;
Cis), a nicotina e o 2,4-pentanodiol foram obtidos da Sigma-Aldrich.

Os padroes foram sujeitos as mesmas condicOes de analise das amostras.

3.2. Preparacao das solucdes padrao

Todas as solugdes padrdo foram preparadas em éter dietilico, metanol, etanol ou
alcool isopropilico, na mesma concentracdo — 1 mg de padrdo em 1 mL de solvente.

3.2.1. Sintese dos ésteres metilicos

Pesou-se 1 mg dos acidos Cg, C7, Cg, Cg, C10, C11, C12, C13, Cy4, Cis, Cis-A®-Cyg,
Ci6, C17, Cis,Cis-A% A'?-Cyg, Cis-A%-Cyg, € Cig para vials de fundo conico. Adicionou-se a
cada vial uma solucdo etérea de diazometano (Furniss, et al., 1989). A solucdo de
diazometano foi adicionada ao padrdo até que a solu¢do permanecesse com uma cor
amarelada (caracteristica da presenca de diazometano). Posteriormente utilizou-se a
corrente de azoto para evaporar 0 excesso de diazometano e simultaneamente
concentrar a amostra. A Figura 5 ilustra o esquema reaccional da metilacdo do &acido

capréico com diazometano, a metil-caproato.

o

+
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N\\)J\DH * H?C"'ﬁ \x“:‘-\"N_
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o

Figura 5 - Esquema reaccional da metilacdo do acido caproico utilizando diazometano.
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3.2.2. Sintese dos ésteres etilicos

Foi pesado 1 mg de cada 4cido: Cig, C11, C12, Ci3, C14, Cis, Cis-A®-Cyg, Cis, Ca7,
cis,Cis-A% A*-Cyg, cis-A%-Cyg, € Cyg, € colocados em baldes de fundo redondo, onde foi
adicionado 1mL de etanol por cada mg de &cido, 1 gota de acido sulfurico e reguladores
de ebulicdo. Os balGes foram submetidos a aquecimento por refluxo durante 1,5h,
procedendo-se a reaccdo de esterificacdo de Fisher. De seguida, as amostras foram
transferidas para vials e foram extraidas 3 vezes com 1mL de éter dietilico. A fracgédo
etérea foi, entdo, transferida para outro vial onde foi adicionado sulfato de sédio anidro.
Apos a eliminagdo da &gua, a amostra foi analisada por GC-MS. A Figura 6 ilustra o

esquema reaccional da etilacdo do acido palmitico a etil-palmitato.

/\/\/‘\/\/\/\/\)J\OH ~OH H, SO,

0

/\/\/\/\/\/\/\)L +HO
0/\ 2

Figura 6 - Esquema reaccional da etilacdo do acido palmitico utilizando etanol.

3.2.3. Sintese dos ésteres isopropilicos

Colocou-se aproximadamente 1 mg dos &cidos Ci,, C14 € C16 em balBes de fundo
redondo e adicionou-se-lhes 1mL de alcool isopropilico e uma gota de acido sulfarico.
Os baldes foram submetidos a aquecimento por refluxo durante 1,5h, efectuando-se a
reac¢do de esterificacdo de Fisher, a temperatura de ebulicdo do solvente. De seguida, as
amostras foram transferidas para vials e extraidas 3 vezes com 1mL de éter dietilico. A
fraccdo etérea foi, entdo, transferida para outros vials onde foi adicionado sulfato de
sodio anidro. Apos decantagdo da solugdo, a amostra foi analisada por GC-MS. A
Figura 7 descreve o esquema reaccional da sintese do acido miristico a miristato de

isopropilo, utilizando o isopropanol.
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Figura 7 - Esquema reaccional da sintese do &cido miristico a miristato de isopropilo.

3.2.4. Sintese da 4-hidroxi-2-pentanona

Num erlenmyer de 5mL adicionaram-se 0,204g de dicromato de potassio
juntamente com 600uL de agua. De seguida acrescentaram-se 200uL de acido sulfarico
e mais 600pL de agua e a solucdo foi colocada num banho de gelo.

Num vial diluiram-se 0,666 de 2,4-pentanodiol em 400uL de éter dietilico.

Juntaram-se as solucdes e, durante 5 minutos, foram misturadas com o auxilio
do vortéx.

A solugio obtida acrescentaram-se 3mL de éter dietilico e 3mL de agua.

Realizaram-se duas extrac¢fes com 1mL de éter dietilico e lavou-se a fraccdo
etérea, duas vezes com 1mL de uma solucdo de 5% de bicarbonato de sédio. De
seguida, usando um funil de Hirsh filtrou-se e concentrou-se a amostra recorrendo-se a
corrente de azoto. A mistura final tem composicao decorrente na Figura 8. Esta ilustra a
sintese de 2,4-pentanodiol a 4-hidroxi-2-pentanona, recorrendo-se ao dicromato de
potassio como agente oxidante. Cada um dos componentes foi identificado pelo seu
espectro de massa e 0s correspondentes tempos de retencdo (RT), consoante 0s

paramentros apresentados na Tabela 2, referéncias utilizadas na analise das amostras.
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Figura 8 — Esquema reaccional da sintese de 4-hidroxi-2-pentanona

Tabela 2 — Tempos de retencdo (RT) dos compostos detectados na mistura sintética da 4-hidroxi-2-

pentanona, e ides dominantes no seu espectro de massa, obtido por GC-MS.

Composto RT 18es
(minuto, segundo) (m/z)
O
Acido acético )_I\ 7'86” 43, M" - 60, 45
OH
o)
3-penten-2-ona )I\/\ 12'12” 69, M+ - 84,39, 41, 43
Z
O O
2,4-Pentanediona )j\)j\ 13’93” 43, M+ - 100, 85
O OH

452:11;%;2_ )-I\/I\ 15'62” 43, M*-102, 58, 69, 84

4. Desenvolvimento de método

O desenvolvimento de um método analitico implica experimentar diferentes
procedimentos a fim de obter os melhores resultados no respeitante a reprodutibilidade e
a técnica, fazendo uso do menor nimero de passos experimentais, 0s quais garantem a
identificacdo e analise dos compostos alvo, ou seja, 0s compostos representativos.

Para tal utilizaram-se por¢des da mesma amostra, as quais foram inicialmente

lavadas e posteriormente extraidas de diferentes modos.
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4.1. Lavagem

A reviséo da literatura mostrou que, de um modo geral, o procedimento de
lavagem é composto por 3 passos. O procedimento de lavagem pode-se iniciar com
solucdo de dodecil sulfato de sodio, seguido de agua destilada e terminar com acetona
(Pragst, et al., 2006); outros autores descreveram que 0 procedimento se pode iniciar
com solugédo de Extran (Nakahara, 1995). No geral, todos mencionam um detergente
para iniciar a descontaminacdo da amostra, seguido da passagem por &gua destilada e,
por fim, um solvente organico.

Neste trabalho o procedimento de lavagem foi optimizado para: amostra (20 mg)
colocada em contacto com 5 mL de Extran durante 5 min, seguido de passagem por
agua destilada (5 mL) e finalmente com 5 mL de hexano (no anexo 1. encontram-se 0s

cromatogramas obtidos durante o procedimento de lavagem).

4.2. Extraccao

A extraccao de substancias a partir do cabelo € um passo sensivel. Os compostos
alvo encontram-se infiltrados na estrutura do cabelo, ligados as proteinas, a melanina, e
lipidos presentes no complexo da membrana celular (Pragst, 2004).

Apesar de estarem descritas varias metodologias de extraccdo, ndo existe uma de
eleicdo. Isto €, ndo existe um método de extraccdo que possibilite a extrac¢do de todos
0s compostos existentes na matriz em estudo, o cabelo. Assim, é necessario ter em conta
a estrutura quimica dos xenobioticos a analisar e conhecer a estabilidade do analito, nas
diferentes solucdes de extraccdo (Pragst, et al., 2006).

A andlise e identificacdo dos compostos determinantes, compostos alvo, €
totalmente dependente das condicgdes de extracc¢ao (incluindo solvente, pH, temperatura
e tempo). Por este motivo, foram testados diferentes procedimentos e comparados 0s
resultados obtidos, ou seja, 0s compostos extraidos. Tendo em atencdo que se trabalhou
em micro-escala (trace analysis), foram sempre controlados os solventes utilizados, ou

seja, efectuados “brancos” da composi¢do quimica dos solventes.

4.2.1. Hidrolises Alcalina e Acida

A hidroélise é uma reaccdo quimica que envolve a quebra de uma molécula por

accédo da molécula da agua.
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Quando se pretende extrair compostos que apresentam uma boa estabilidade em
meio alcalino, recorre-se a solugdes aquosas alcalinas. Pode-se recorrer a este método
de extraccdo quando se pretende o isolamento dos compostos de interesse, através da
desintegracdo da estrutura do cabelo (Pragst, et al., 2006).

A revisdo de literatura mostrou que a morfina, anfetaminas, cananindides e
compostos com um grupo éster sao compostos cuja extraccdo é favorecida pela hidrolise
alcalina, com solucdes aquosas de hidréxido de sédio (Boumba, et al., 2006). Contudo,
as anfetaminas, opidceos, metadona, a cocaina e 0s seus metabolitos também se
demonstraram ser bem extraidos com solugdes aquosas de &cido cloridrico, devido a
protonacao (Pragst, et al., 2006).

Efecturam-se hidrélises com solucBes aquosas de acido cloridrico (HCI) e de
hidroxido de sodio (NaOH).

A 20 mg de cabelo, lavado, colocado num vial de fundo conico adicionaram-se
1,5 mL das respectivas solugfes aquosas.

As hidrolises foram efectuadas em duplicado, uma vez que se testaram dois
solventes de polaridade diferente, hexano (CgHis) e diclorometano (CH.Cl,), para
extraccdo dos compostos. Apds a adicdo das solugBes aquosas ao respectivo vial, estes
foram levados ao ReactiTerm durante 15h, a uma temperatura de 80 °C. Posteriormente
realizou-se a extraccdo com cada um dos solventes (CgHi4 € CH,Cl,) (3x1,5mL) e
concentraram-se as amostras sob corrente de azoto. Estas foram analizadas em natureza
e, também, poés derivatizacdo por sililacdo, com o objectivo de se confirmar a
funcionalidade dos compostos e a sua identificacdo. Analisaram-se todas as amostras
por GC-MS (no anexo 2. encontram-se todos 0s cromatogramas obtidos nas hidrolises

realizadas).

4.2.2. Extracgéo por solvente

No que concerne as técnicas de extraccdo de compostos de interesse do cabelo
descritas na literatura, o metanol é o solvente mais empregue devido as suas
caracteristicas de solubilidade para com a maioria dos compostos até hoje estudados.
Por ser um solvente polar, penetra na matriz do cabelo, dilata-a e provoca a libertacdo
dos compostos, por difusdo. Por ser um solvente organico tem a capacidade de
solubilizar compostos neutros e de natureza lipofilica, presentes no interior do cabelo
(Pragst, et al., 2006).
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Assim, e com o intuito de testar solventes com diferentes polaridades, para a
extraccdo de diferentes compostos, a extracgdo por solventes foi efectuada utilizando
hexano, éter, metanol e diclorometano.

Inicialmente analisaram-se os trés solventes.

Para as extrac¢des com hexano, metanol e diclorometano, inseriram-se as 20 mg
de cabelo num vial de fundo cénico de 1,5 mL com o respectivo solvente. Estes foram
colocados no ReactiTerm durante 15h, a 80 °C, para que a extrac¢do de compostos de
interesse ocorresse. De seguida, retiraram-se o0s solventes para um novo vial, as
amostras foram levadas a secura sob corrente de azoto. Foram entdo redissolvidas com
cerca de 500 pL de solvente, analisadas em natureza, apds metilacdo e apos
metilagdo/sililagcdo. As amostras foram analisadas por GC-MS (no anexo 3, encontram—
se todos os cromatogramas obtidos nas analises decorrentes das extrac¢es por hexano,
diclorometano e metanol).

Para a extraccdo com éter, o procedimento foi ligeiramente diferente. A 20 mg
de cabelo (inseridos num vial de fundo coénico, apds o procedimento de lavagem ja
descrito) foram adicionados 1,5 mL de éter. Este vial foi levado a um banho de
ultrassons durante uma hora. Apds extraccao, o solvente foi transferido para um novo
vial, sendo a amostra analisada em natureza e ap6s metilacdo. Todos 0s passos foram
controlados através da andlise por GC-MS. Os cromatogramas obtidos da amostra
utilizada para o estudo dos melhores méetodos de extrac¢do encontram-se representados

naFigura 9 e na Figura 10.
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Figura 9 - Cromatograma (TIC) obtido na analise (GC-MS) da fraccéo etérea (em natureza).
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Figura 10 - Cromatograma (TIC) obtido na analise (GC-MS) da frac¢do etérea derivatizada por metilagéo.
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Decorrente da extraccdo com éter, foi realizada uma tabela que inclui,

detalhadamente, os compostos identificados e 0s respectivos tempos de retengéo
(Tabela 3).

Tabela 3 — Compostos identificados no extracto etéreo (em natureza) e na fraccéo etérea derivatizada por
metilagdo (O composto n°® 19 é um composto contaminate). RT — tempo de retencdo em minutos; X —
indicacdo da presenca (qualitativa) do composto nas amostras analisadas.

RT

Composto

Em Natureza Apo6s metilacdo

O©CoOoO~NO O WN P

10,55
14,06
15,78
23,13
25,34
27,96
28,19
28,84
32,09

32,6
36,16

38,5

39,5
40,02
41,08
42,27
42,64
44,16
44,78
45,62
46,38
46,56
47,91
48,44
50,38
51,07
51,13
52,37
53,13
53,69
54,44
56,01
56,11

57,5
57,87
58,44

62,9
67,42
70,92

Carbonato de etil metilo

Carbonato de dietilo

4-Hidroxi-2-pentanona

4-Metil-1,3-dioxolanlo -2-ona

Trimetil hidrazina

3-(1,1-dimetil etil)-2,5-Furandiona

Nonanal

Octanoato de metilo (C8 m)

Decanal

Nonanoato de metilo (C9 m)

Decanoato de metilo (C10 m)
6-t-butil-2,4-dimetilfenol

Undecanoato de metilo (C11 m)

2,5-Bis (1,1-dimetil propil)-2,5-ciclohexadiene-1,4-diona
2,6-Bis (1,1-dimetil etil)-2,5-ciclohexadiene-1,4-diona
Di-terc-butil metil fenol

Dodecanoato de metilo (C12 m)

Ramificado do C12 m

Dietilftalato

Tridecanoato de metilo (C13 m)

Benzofenona

Hediona

Insaturado do C14 m

Tetradecanoato de metilo (C14 m)

Ramificado do C14 m

Tetradecanoato de isopropilo

Pentadecanoato de metilo (C15 m)

Ramificado do C13 m

Cis-9-hexadecenoato de metilo (cis-A’-C16 m)
Hexadecanoato de metilo (C16 m)

Ramificado do C16 m

Hexadecanoato de isopropilo

Heptadecanoato de metilo (C17 m)
Ramificado do C18 m

Cis-9-octadecenoato de metilo (cis-A®-C18 m)
Octadecanoato de metilo(C18 m)
3-(4-Metoxifenil)-2-propenoato de 2-etilhexilo
1,2- Benzeno dicarboxilato de diisooctilo
2-Fenil-4-(2-hidroxi-2-metoxi-1-tioxoetil)-quinolina
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A extraccdo com éter demonstrou ser efectiva para os compostos lipidicos e
reprodutivel. Sendo o procedimento mais simples, foi o seleccionado para este estudo e
consequentemente o que foi utilizado com as “amostras-problema”, ou seja, as amostras

reais. Os compostos obtidos nas amostras analisadas estdo compilados na Tabela 4.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Resultados

Tabela 4 - Compostos identificados nas amostras analisadas (1=Presente. 2=Ausente). As amostras estdo distribuidas de acordo com a idade dos individuos.

Amostras

Compostos

Carbonato de etil metilo
Tolueno

Carbonato de dietilo
4-Hidroxi-2-pentanona
Trimetil hidrazina
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
Heptanal

Hexanoato de metilo (C6 m)
Trimetilfosfato

Carbonato de propileno
5-Hepten-6-metil-2-ona
5-Oxo-pentanoato de metilo
Heptanoato de metilo (C7 m)
Etil hidrazina carboxilato
2-Etil- hexanoato de metilo
Benzoato de metilo

3-(1,1-dimetil etil) -2,5-
Furandiona

Octanoato de metilo (C8 m)

Mariana Mateus
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5-Metil-1H-pirazole-3-carboxilato
de etilo

Succinato de sumatriptano
Decanal

Nonanoato de metilo (C9 m)
2-Fenoxietanol

Adipato de dimetilo
Benzotiazole

2-Hidroxi- benzoato de etilo
Decanoato de metilo (C10 m)
Nicotina

4-Metoxi- benzoato de metilo
6-t-butil-2,4-dimetil fenol
Undecanoato de metilo (C11 m)

2,5-Bis (1,1-dimetil propil) - 2,5-
ciclohexadiene-1,4-diona

Adipato de diisopropilo

2,6-Bis (1,1-dimetil etil) - 2,5-
ciclohexadiene-1,4-diona

Ramificado do C11m
Tributilfosfato

Ramificado do C12 m
Dodecanoato de metilo (C12 m)
Ramificado do C12 m

Acido dodecandico (C12)

2,6-Bis(1,1-dimetil etil)-4-etil-
Fenol

Ramificado do C12 m
5-Heptil dihidro-2(3H)-furanona

Dietiltoluamida
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1 2 1 2 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2
I
2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2
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Analise exploratéria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacdo de técnicas de GC-MS.

Ramificado do C12 m
Ramificado do C12 m
Dietilftalato

Tridecanoato de metilo (C13 m)
Benzofenona

Hediona

Ramificado do C13 m
a-Bisabolol

Insaturado do C14 m

Tetradecanoato de metilo (C14
m)

Acido tetradecandico (C14)
Adipato de dibutilo

Ramificado do C12 m
Ramificado do C14 m
Ramificado do C14 m
Tetradecanoato de etilo (C14 e)
Ramificado do C13 m

2-hidroxi- benzoato de 2-
etilhexilo

Tetradecanoato de isopropilo

Pentadecanoato de metilo (C15
m)

Acido pentadecanéico (C15)
Ramificado do C13 m
Ramificado de C15 m
Ramificado de C15 m
Dodecanoato de 3-metilbutilo

Ramificado do C13 m

Mariana Mateus
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Analise exploratéria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacdo de técnicas de GC-MS.

Ramificado de C15 m
Ramificado de C15 m
Insaturado do C16 m
Ramificado de C15 m
Ramificado do C16 m

Cis-9-hexadecenoato de metilo
(cis-A°-C16 m)

Hexadecanoato de metilo (C16 m
Ramificado do C16 m

Acido hexadecandico (C16)
Ramificado do C16 m

Ramificado do C16 m
Hexadecanoato de etilo (C16 e)
Ramificado do C16 m
Hexadecanoato de isopropilo

Heptadecanoato de metilo (C17
m)

Ramificado do C16 m
Esqualeno

Insaturado do C18 m
Insaturado do C18 m

Cis,cis-9,12-octadecadienoato de
metilo (cis,cis-Ag’u-C18 m)

Dodecaoato de isooctilo

Cis-9-octadecenoato de metilo
(cis-Ag-C18 m)

Insaturado do C18 m
Octadecanoato de metilo(C18 m)
Acido octadecandico (C18)

3-(4-Metoxifenil) -2-propenoato
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Analise exploratéria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacdo de técnicas de GC-MS.

1-(Fenilmetoxi) -naftalina 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 1 2 2 2

Ramificado do C18 m 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Insaturado do C20 m 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

2-Etil-hexanoato de hexadecilo 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
IRy

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2

Docosanoato de metilo (C22 m)

1,2- Benzeno dicarboxilato de
diisooctilo

2-Fenil-4-(2-hidroxi-2-metoxi-1-
tioxoetil)- quinolina

Tetracosanoato de metilo (C24m) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
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Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas
de GC-MS.

A Tabela 4 demonstra a presenca de ésteres metilicos de &cidos gordos de cadeia
normal nas amostras analisadas, bem como de ésteres metilicos ramificados e
insaturados. No entanto, a presenca de potenciais marcadores para o consumo de alcool,
ésteres etilicos de acidos gordos, entre 0os quais 0 miristato, o palmitato, o oleato e o
estereato de etilo ndo foi detectada. A nicotina e cotinina, j& descritos na literatura como
compostos indicadores da ingestdo de tabaco, também ndo foram detectadas. Tendo em
consideracdo o intuito do presente trabalho, o de se estudar habitos de consumo que 0s
jovens adoptam nos dias de hoje, principalmente durante o periodo de vida de estudante
do ensino superior, era suposto detectar-se a presenca destes compostos, mas tal néo
aconteceu. Contudo, evidenciou-se a necessidade de outro estudo. Tornou-se visivel a
presenca de compostos Unicos nos individuos até aos 19 anos (primeiros individuos da
Tabela 4) ou seja, na populacdo mais nova, como € o caso da 4-hidroxi-2-pentanona,
por exemplo. Assim, e com o intuito de se descortinar estes resultados, procedeu-se ao
estudo de multivaridvel, ndo sé para facilitar a leitura (quimica) da Tabela 4, mas

também para estudar e entender as tendéncias dos compostos identificados.
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Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas
de GC-MS.

2. Desconvolucéo de dados

2.1. Métodos

As amostras de cabelo obtidas a partir de dadores voluntarios foram tratadas e
analisadas conforme descrito na parte experimental.

O Universo de amostragem foi distribuido por 42 voluntérios, de idades ente o0s
14 e o0s 24 anos, dos quais 18 adolescentes (idade inferior a 20 anos, 11 do sexo
feminino e 7 do sexo masculino) e 24 adultos (idades iguais ou superiores a 20 anos, 16
do sexo feminino e 8 do sexo masculino) — Tabela 5.

Os compostos foram identificados por GC-MS, de acordo com a parte
experimental, no total de 104 (Tabela 4).

Tabela 5 - Matriz de amostragem (A diviséo entre adultos e adolescentes foi arbitrariamente estabelecida

a partir dos 19 anos)

Masculino (M) Feminino (F) Composto analisados
Adolescentes (T) 7 11 Total de 104 compostos
Adultos (A) 8 16 conforme Tabela 4

2.2. Metodologia

As analises estatisticas de multivariavel foram realizadas com o programa The
Unscramble® (CAMO Software AS, Oslo, Noruega), v.10.3, versdo de avaliacdo.
Analises complementares e visualizagbes graficas foram obtidas com o programa
imDEV amavelmente disponibilizado por Dmitry Grapov (Grapov, et al., 2012) e com
Multibase 2013 ®, Numerical Dymamics, Hiroshima, Japéo.

Embora a complexidade da ndo permita conclusdes imediatas quanto a natureza
dos dados e suas relagcbes com os sujeitos individuais ou categorizados, da sua
observacdo ressalta que um elevado nimero de compostos aparentam uma distribui¢éo
aleatdria no universo da amostragem por estarem presentes apenas em algumas das
amostras de forma néo estruturada. A tabela mostra tambeém que alguns dos compostos
(variaveis) sdo apenas ocasionalmente detectados em alguns sujeitos (casos) individuais.
Embora ndo se possa teoricamente excluir qualquer significado potencial ao nivel
individual, € razoavel concluir que tais compostos em nada contribuem para o

reconhecimento de padrdes significativos no universo da amostragem.
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Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas
de GC-MS.

De acordo com este critério empirico, a matriz inicial foi reduzida a 26 variaveis
mais significativas. O conjunto esta representado na Tabela 6.

Mantém-se as abreviaturas anglo-saxonicas mais usadas em analise de
multivariavel por trés ordens de razfes: a) Sdo mais facilmente apreendidas pelos
leitores, habituados que estdo & literatura inglesa, j& que a portuguesa € praticamente
insignificante; b) Se nacionalizadas, as abreviaturas tornam-se idénticas a outras mais
comuns na linguagem coloquial (p.e. CP, ADL, ACP); c) A consisténcia entre texto e

gréficos obtidos pelos programas de célculo.

2.2.1. Técnicas

2.2.1.1. Andlise de Componente Principal (PCA)
As anélises foram conduzidas com todas as variaveis estandardizadas, centradas,

com 0 mesmo peso, sem rotacédo, utilizando o algoritmo NIPALS.

2.2.1.2. Analise Discriminante Linear (LDA)
As analises foram conduzidas com todas as variaveis estandardizadas, com o
mesmo peso, pelo método linear, com probabilidades a priori calculadas a partir do

conjunto de treino.

2.2.1.3. Aglomerados (Clusters)
A construcdo de aglomerados foi obtida pelo método de Ward usando os

quadrados das distancias euclidianas.
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Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas de GC-MS.

Tabela 6 - Matriz de composicao reduzida empiricamente as variaveis mais significativas.

Amost | Carbon | Carbon | 4- C6m C7m 2-Etil- C8m Decan | C9m Tributil | C12m Ramific | C13m | Insatur | C14m | Ramific | Mirista | C15m | cis-A%- | C16 m | C17 m | Insatur | cis,cis | cis-A°- | C18 m | 1,2-
ras ato de ato de Hidroxi hexano al fosfato ado do ado do ado do to de Cl6m ado do -A%12- | C18 m Benzeno
etilo dietilo | -2- ato de CiZm C14m C14m isopro C18 m C18m dicarboxi
metilo pentan metilo pilo lato de
ona diisooctil
o
1) 2) 3) 4 (5) (6) (7 (8) 9 (10) 1) az) (13) (€5))] (15) (16) a7 (18) 19 (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26)
14_1 F | 6.77076 | 1.05945 | 0.65735 0.1689 | 0.0941 0.669377 0.3599 | 0.1676 | 0.58489 | 0.01338 | 0.9611 | 4.7787 | 5.7901 4.9374 | 1.3106 | 0.156361
9 1 34 46 39 8 12 92 92 5 81
14_2 F | 11.9113 | 0.03699 | 0.48855 0.08773 | 0.3706 0.0596 1.709861 | 0.70188 | 0.5544 | 4.97986 | 7.1166 | 0.97037 4.3969 | 9.6535 | 13.441 | 0.5891 | 1.15744 | 1.3667 | 13.518 | 0.5851 | 0.010002
4 4 1 4 16 14 4 61 3 06 5 41 39 59 75 2 15 99 08
15_1 F | 89.6176 | 1.67809 | 1.94908 0.1030 0.3858 0.1453 1.1570 0.9683 | 0.610036
2 1 74 99 15 17 74
152 | 10.9645 | 0.87747 | 0.11143 0.81872 | 0.39046 | 0.3919 | 0.84494 | 8.8013 | 0.74646 0.1785 | 6.4419 | 0.6693 | 0.8195 | 0.88733 | 1.4568 | 1.5338 | 1.7533 | 0.394547
M 4 6 4 88 9 48 43 4 72 78 7 35 35 45
15_3_ 0.04857 0.0755 0.880965 | 0.35375 | 0.4640 | 0.56390 | 9.5419 | 1.47799 6.0509 | 7.1304 | 3.1658 | 1.1403 | 1.84857 | 0.9178 | 18.155 | 0.4644 | 0.477546
M 1 52 68 5 85 9 96 31 36 9 48 5 49
15_4 F | 50.4968 | 1.33857 | 0.70845 0.0339 0.803806 0.47005 | 0.4547 | 0.43566 1.3060 6.9157 1.5755 | 14.376 | 0.8539 | 1.339772
7 1 16 5 07 1 01 81 97 15 73
15_5_F | 55.9809 | 1.08063 | 0.77605 0.646898 0.1094 | 0.39943 | 3.4388 | 0.45711 0.1743 10.998 8.6065 | 1.4309 | 1.867915
5 5 38 7 79 8 39 06 74 58
15_6_ | 58.0669 | 0.63691 | 0.40471 0.0919 0.310718 | 0.09668 | 0.0750 | 0.64905 | 3.3164 | 0.57356 1.6594 6.5330 6.3015 | 0.4177 | 0.465418
M 8 1 95 6 96 6 33 4 68 52 68 68
16_1 F [ 39.3065 | 0.51759 | 0.34044 0.0341 0.877606 | 0.18394 | 0.1510 | 0.97595 | 4.3111 | 0.73899 | 0.03193 | 1.9141 | 15.555 | 11.988 0.5598 | 15.447 | 1.3075 | 0.694408
6 7 9 88 4 45 8 58 7 8 3 45 9 47 84 03
16_2_ | 3.03846 | 0.39668 | 0.33877 1.557155 | 0.33117 | 0.1834 | 1.85814 | 4.0456 | 0.76381 | 0.03918 | 1.8613 | 7.7459 | 4.8748 0.60945 11.116 | 0.6510 | 0.579946
M 2 4 4 07 4 45 2 1 84 85 6 1 18 14
16_3_F | 47.6453 | 0.67865 | 0.35515 0.5519 0.410004 | 0.44358 | 0.1818 | 1.13445 | 3.7076 | 0.86539 | 0.01006 | 1.8969 5.8791 84133 | 0.3756 | 0.649784
7 6 43 09 9 12 4 3 48 96 5 87
17_1_ | 30.6658 | 0.61008 | 0.30170 0.681716 | 0.90884 | 0.5756 | 0.87986 | 7.1740 | 0.78136 | 0.00447 | 4.4933 | 0.8597 | 17.705 | 0.6576 | 0.53431 8.0038 | 1.4487 | 0.370631
M 9 7 7 7 55 9 45 1 8 94 65 97 56 8 34 86
17_2 F | 56.9134 | 1.00149 | 0.77173 0.8168 0.538887 | 0.13163 | 0.0839 | 0.81494 | 0.7808 | 0.19555 | 0.56110 | 0.5503 | 4.3664 | 1.4088 10.537 | 0.5116 | 0.901764
9 5 4 87 6 48 39 5 3 16 3 47 91 35
17_3_ | 39.8599 | 0.87016 | 0.50836 0.1760 | 0.0517 0.495372 | 0.18445 | 0.1698 | 1.41096 | 3.6079 | 0.67674 | 0.15116 | 1.6398 | 18.303 | 7.5668 0.54347 | 0.5900 | 1.9711 | 1.0161 1.8111
M 5 2 6 01 92 2 84 2 71 5 54 38 75 8 54 33
17_4_ | 45.7874 | 1.05199 | 0.33917 0.580134 | 0.75694 | 0.4709 | 1.56356 | 3.8575 | 0.87816 | 0.06791 | 0.3858 8.7609 | 0.4413 | 0.59691 9.9131 | 1.8159
M 7 9 4 95 4 08 4 9 08 9 7 1 95
18_1 F | 66.5030 | 0.88193 0.5054 | 0.7171 | 0.4759 0.381685 3.1055 0.09131 | 1.3311 6.7060 4.07360 0.7768
9 5 61 59 66 11 5 53 45 6 2
19_1 F | 35.4806 | 0.50335 0.1850 0.704961 | 0.18131 | 0.3879 | 1.66383 | 6.7074 | 1.08840 3.9099 | 19.364 | 14.547 | 0.3389 | 0.40769 11.455 | 1.1680 | 0.576567
6 44 8 77 8 1 92 82 99 94 5 34 43
19_2 F | 6.95075 0.4773 | 1.0065 | 0.6078 | 0.38374 | 3.134301 | 0.37600 | 0.3559 | 1.78644 | 9.7413 | 0.19647 | 0.19166 | 3.5351 | 16.637 | 3.0641 | 0.4697 11.478 | 0.8649 0.40884
7 04 65 59 8 6 09 34 19 86 15 79 78 77
20_1 F | 0.45510 0.3880 | 0.0449 | 0.09949 | 0.5303 | 1.5949 | 0.6183 | 0.33338 | 1.17337 0.4951 | 1.44805 | 7.6190 | 0.19491 | 0.98141 | 0.3395 | 4.7646 | 18.710 13.675 | 3.8479 | 3.318377
1 78 36 9 1 59 88 9 6 1 12 9 6 46 83 66 93 09
20_2_ | 0.78889 0.0387 | 0.3886 | 0.0980 | 0.45368 | 0.055452 [ 0.59856 | 0.5716 | 0.30497 | 9.3479 | 1.67893 4.7914 | 34.573 | 13.940 | 0.5531 | 0.71043 16.793 | 1.1439 | 0.778737
M 2 39 75 33 2 9 63 7 96 9 96 8 84 1 8 99 14
20_3_ | 0.18891 0.1536 | 0.0868 | 0.03664 | 0.1870 | 0.0558 | 0.1850 | 0.71836 | 0.353048 | 1.55677 | 0.9301 | 4.70346 | 9.8969 | 3.05731 4.5061 | 38.737 | 9.4007 | 0.3145 | 1.14675 | 0.8111 | 1.9154 | 0.8011 | 0.341674
M 56 7 2 41 74 4 6 1 11 8 7 9 39 08 73 49 1 85 84 5
20_4_ | 0.89736 0.0065 | 0.0317 | 0.01108 | 0.1108 | 0.3788 | 0.1466 | 0.30084 | 0.460185 | 0.39397 | 0.3764 | 1.43836 | 8.8166 | 3.00861 6.3468 | 3.5195 | 16.604 | 0.6053 | 0.74550 | 0.4757 | 17.765 | 1.3198 | 0.901656
M 67 8 75 94 58 8 6 5 6 91 46 2 18 38 5 34 04 14
43
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Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacdo de técnicas de GC-MS.

20_5_ | 3.05594 0.3516 | 0.1446 | 0.05439 | 0.1307 | 0.1060 | 0.0797 | 0.84460 | 0.76106 | 0.50514 | 0.4473 | 1.93635 | 8.7391 | 1.85603 43044 | 34.668 | 14.086 0.69419 | 1.4546 | 18.978 | 1.3730 | 0.678936

M 1 15 37 5 32 94 74 1 6 6 7 83 1 4 7 94 5 81 64 5

21_1_F | 1.83178 | 0.00485 0.0807 0.1460 0.779754 | 0.39031 | 0.3803 | 0.56809 | 11.749 0.06900 | 6.1159 0.1155 | 1.1704 | 0.47318 0.8148
2 8 17 56 9 1 4 74 4 79 86 37 4 11

212 F | 007177 0.1614 | 0.0413 | 0.04184 | 0.1051 | 0.8653 | 0.0663 | 0.18654 | 4.573785 | 0.75119 | 0.5831 | 3.18044 | 9.9941 | 0.01417 3.5636 | 37573 | 11.178 0.68446 16.044 | 1.6631 | 0.656861
6 81 4 6 45 4 94 4 9 75 8 53 6 94 49 49 8 99 12

21_3_ | 0.18069 0.0565 | 0.0159 | 0.00586 | 0.0455 | 0.0674 | 0.0733 1.63585 | 0.80760 | 0.7673 | 3.99378 | 1.5496 | 0.59138 6.1880 | 3.9445 | 17.814 | 0.6946 | 0.94950 | 0.8544 | 11.059 | 1.3335 | 0.01489

M 5 75 54 9 43 47 03 6 01 1 91 7 2 57 32 88 6 7 44 08

21_4_F | 007706 0.0736 | 0.0346 | 0.01518 | 0.1094 | 0.0935 | 0.0893 | 0.11578 | 1.083331 | 0.48540 | 0.3688 | 0.90316 | 5.3448 | 1.85483 | 0.01030 | 0.6608 | 9.7341 | 8.9888 | 0.3057 | 1.96051 | 0.9966 | 0.9364 | 0.4869 | 0.71461
8 74 35 3 65 17 43 5 2 77 2 06 6 7 05 52 87 46 4 77 39 12

21 5 F | 59.559 0.3677 | 0.5590 | 0.60144 | 1.1481 0.7907 1.9786 13319 1.7865 1.8335 | 7.694763
6 69 51 9 07 03 46 66 65 58

22_1 F | 041144 0.0648 | 0.0338 0.1081 | 0.6406 | 0.9491 | 0.46816 | 4997544 | 0.35755 | 0.4578 | 1.6308 | 1.5068 | 1.77952 | 0.01493 | 5.4855 | 8.3973 | 0.3169 | 0.7008 10.813 | 1.5989 | 0.459068
9 96 97 07 76 57 2 45 82 4 81 52 57 8 11 79

22_2_F | 0.86480 | 0.10586 0.0895 0.6665 | 0.1068 | 0.91307 | 3.069364 | 0.90533 | 0.3797 | 1.63609 | 11.061 | 0.31641 | 0.18903 | 5.1784 | 0.3744 | 6.0310 | 0.7569 | 0.15371 9.1644 | 3.9475 | 3.167631
2 6 92 65 87 1 9 86 57 6 5 16 83 12 41 4 98 78

22_3_ | 086751 0.0339 | 0.0068 | 0.01468 | 0.0508 | 0.0607 | 0.0309 | 0.09544 | 0.03181 | 1.15336 | 1.0776 | 4.77937 | 10.848 | 0.73107 7.0565 | 8.7535 | 14.765 | 1.0910 | 1.79014 | 0.6049 | 15.736 | 0.1144 | 0.477956

M 5 77 5 8 88 89 46 8 8 37 3 31 19 78 49 4 1 69 71 83

22_4_ | 0.87835 0.0540 | 0.0557 | 0.03087 | 0.1690 | 0.0630 | 0.4485 | 0.18004 | 1.14305 | 0.49583 | 0.9549 | 0.67056 | 15.334 | 0.07804 | 0.00740 | 8.6653 | 3.4474 | 3.1933 | 0.8364 | 0.80497 93764 | 1.1193 | 0.138703

M 5 97 11 4 57 81 01 4 67 9 64 7 3 36 09 51 48 9 31 03

22_5_F | 045846 0.3119 | 0.1514 | 0.06340 | 0.3099 | 0.8039 | 0.3515 | 0.61456 | 0.450494 54134 | 1.09005 | 0.45140 | 0.4741 | 8.7987 | 53170 3.4001 | 1.664418
4 86 98 5 4 73 55 9 19 5 8 84 07 38 31

23_1_F | 38.9019 | 1.05991 | 0.08558 | 0.1305 0.0100 0.671079 | 0.36639 | 0.3718 | 1.17001 | 8.8013 | 0.84417 | 0.03937 | 5.0377 | 17.487 | 13.846 | 7.0046 0.6831 0.593469
6 7 6 5 44 9 69 9 45 2 6 07 8 35 34 66

232 F | 115335 0.8634 0.14319 | 0505715 55894 | 0.58144 | 0.19706 | 1.6080 14.493 1.6431

67 6 94 5 1 43 93 98

23_3_F | 13.4004 | 0.61158 | 0.35641 | 0.8401 | 0.3579 | 0.18476 | 0.7860 | 0.5768 | 0.9861 0.158604 | 0.30981 | 0.7799 | 1.97781 | 6.7155 | 0.99055 | 0.15089 | 1.8636 | 18.096 | 17.615 9.7667 | 0.3548 | 1954431
7 2 9 73 51 9 49 18 32 4 61 9 11 4 3 54 09 06 68 98

23_4_F | 455556 0.0361 0.3767 1190041 | 0.34371 | 0.4841 | 1.40483 | 4.8149 | 1.50737 | 0.11388 | 1.7315 | 7.4834 | 0.3487 0.68736 | 0.4309 | 13.414 | 0.6007 | 0.05055
6 4 75 5 98 1 69 5 4 75 65 67 2 5 11 87

24_1_ | 0.06540 0.0047 | 0.00639 | 0.0175 0.0479 | 0.18631 | 0.438744 | 050648 | 0.3376 | 3.11851 | 7.4485 | 4.60896 6.5756 | 1.9996 | 0.6784 | 1.3793 | 0.79508 | 0.4680 | 13.405 | 0.5969 | 0.915047

M 4 57 5 9 18 7 6 74 4 16 42 33 91 66 7 99 66 57

24 2_F | 013819 0.0940 | 0.0489 | 0.01968 | 0.1069 | 0.1866 | 0.1465 0.889848 | 0.3357 | 0.1756 | 0.40038 | 6.8195 | 1.58481 | 0.55467 | 0.8040 | 31.807 | 15.468 | 0.4636 | 0.85490 | 0.6707 | 0.7639 | 0.4097 | 0.974907
2 79 78 08 69 56 51 2 19 9 2 38 18 36 76 6 88 95 63

24_3_F | 0.08777 | 0.00783 0.0651 | 0.0476 0.177334 | 0.03111 | 0.0418 | 0.33804 | 1.1199 | 0.19168 | 0.10374 | 0.6014 3.6353 | 0.0459 | 0.11616 | 0.0870 | 4.7085 | 0.7070 | 0.414614
6 7 2 98 5 39 9 01 3 6 13 49 44 7 65 89 72

24_4_F | 015193 0.0618 | 0.0601 | 0.06760 | 0.0657 0.1014 | 0.14816 | 0.337413 | 0.34838 0.35018 | 5.7857 | 3.65749 | 0.00933 | 5.1531 | 7.7397 | 1.8117 | 1.5535 | 0.97138 | 0.7983 | 17.063 | 3.6046 | 1.197487
7 97 11 4 45 68 2 4 3 97 7 6 58 76 47 61 32 14 87

24 5_F | 043606 3.5015 0.61516 | 1.6311 | 3.3938 | 1.4460 0.549468 4.7800 0.43340 | 0.1181 0.4084
4 17 9 35 07 51 78 6 91 97
44
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Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas
de GC-MS.

A Tabela 6 contém um numero elevado de valores em falta para muitas das
variaveis. Frequentemente, célculos de multivariavel ndo se ddo bem com um nimero
excessivo de valores em falta. Estes foram substituidos pelo valor -999 (Saar-
Tsechansky, et al., 2007). Esta operacdo tem por fim permitir que todos os pontos
aparecam num grafico de dispersao 2 -D ou 3 -D; permitir o uso de transformacdes que
exigem que ndo existam valores em falta (por exemplo, derivadas); permitir o uso de
métodos de analise que requerem a inexisténcia de valores ausentes como por exemplo
MLR ou Analise de Efeitos. O elevado valor de -999 leva a que este, embora presente,
seja ignorado nos calculos a0 mesmo tempo que torna a matriz independente dos
métodos de imputacdo de valores em falta utilizados, tornando-a manejavel por
operadores independentes (Schafer, et al., 2002). A matriz é posteriormente modificada
no sentido da estandardizacdo e centragem de valores.

Da observacdo da Tabela 6 ressalta de imediato que alguns compostos séo
exclusivamente detectados em amostras provenientes de adolescente (variaveis 2 e 3)

enquanto outras sdo caracteristicas de adultos (5, 6, 7, 10).

2.2.2. Reducéo de variaveis

Ainda assim, o numero total de variveis € ainda elevado, e torna-se interessante
saber quais delas tém de facto importancia significativa na caracterizacdo de casos ou
no estabelecimento de padrdes. Para tal, recorreu-se a analise de componente principal
(PCA).

A andlise de componentes principais € uma técnica matemaética que visa
descrever os dados contidos numa matriz de m varidveis medidas para um conjunto de n
objectos (casos). Possibilita investigar quais as medicdes responsaveis pelas maiores
variacdes entre os casos observados sem perda de informacdo. O método transforma um
conjunto original de varidveis num outro conjunto de varidveis de dimensdes
equivalentes — componentes principais — obtidas por combinacéo linear das variaveis
iniciais. A tecnica permite igualmente aceder a informagdo sobre a relevancia das
variaveis em cada componente. O objectivo é explicar a maior variancia possivel por
um menor numero de componentes possivel, idealmente 2 ou 3, pois tal permite a
interpretacéo grafica com base nos seguintes parametros:

e Valores préprios (eigenvalues) — correspondem a variancia total que pode ser

explicada por cada componente. Avaliam a contribui¢cdo da componente no modelo.
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e Contagens (Scores) — Representam a medida assumida pelos objectos estudados em
cada uma das novas variaveis.

e Cargas (Loadings) — Representam a proporcdo da variacdo da varidvel explicada
por cada componente, ou seja, a dimensdo da contriubuicdo de cada variavel para a
formagéo de cada componente.

Aplicada ao caso presente, a analise de componente principal permitiu chegar as

conclusdes seguintes:

2.2.2.1. Variabilidade entre os casos.

Os dois primeiros componentes principais apenas explicam 52% da variabilidade
na curva de calibragdo. A curva de validacdo afasta-se significativamente deste valor:
apenas 39,7% da variabilidade é explicada pelos dois primeiros componentes (Figura
11). Apenas ao oitavo componente o modelo atinge uma variabilidade explicada de 80%

para a curva de calibracdo mas ai, o afastamento da curva de validacao é ainda superior.

Explained Variance
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Figura 11 - Variabilidade explicada por anélise de componente principal (PCA) da matriz constante da
Tabela 4. Azul- Calibracdo; Vermelho — Validacéo

O modelo néo é claramente adequado a estrutura dos dados.

2.2.2.2. Modelo de distribuicao (“Scores”)
Tal é patente na projeccdo bidimensional do primeiro componente (PC-1) sobre

0 segundo (PC-2) onde néo € perceptivel qualquer estruturacdo atil dos casos, ilustrada

pela sua elevada disperséo (Figura 12).
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2.2.2.3. Peso das Variaveis (“Loadings”)
Quando uma analise PCA é realizada e uma projec¢do bidimensional de X

cargas € obtida pode usar-se a projeccdo de Pesos Correlacdo (“loadings™) para
descobrir a estrutura dos dados de forma mais clara.

Os pesos de correlacdo sdo calculados para cada variavel para os componentes
principais apresentados. A projeccdo nos planos PC-1 e PC-2 onde deve estar contido o
peso significativo da variancia explicada (p.e. >70-80%) contém duas elipses que
indicam a quantidade de variancia tomada em consideracdo. A elipse exterior é o circulo
unitario que indica 100% de variancia explicada. A elipse interna indica 50% da
variancia explicada (Figura 13).

A anélise do peso das variaveis no modelo mostra que apenas as variaveis 2, 3,
4,5,6,7,10, 12, 13, 14 e 19 (Tabela 6) possuem um significado diferenciador entre 0s

50 e 0s 100% de Variancia explicada para o conjunto dos casos.
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Correlation Loadings ()
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Figura 13 - Pesos de correlacgdo (“Loadings”) das variavies da Tabela 4 ao longo PC-1 e PC-2. Circulo

exterior- 100% de variabilidade explicada. Circulo interior — 50% de variabilidade explicada.

Estes resultados mostram a conveniéncia de eliminar da matriz variaveis de
pouca contribuicdo para a variabilidade inter-casos, produtoras de ruido. Pde-se a
hipétese de o modelo poder ser convenientemente descrito por apenas 11 variaveis
(Tabela 7).

A utilizacdo destas 11 varidveis como descritores do universo dos sujeitos
conduz aos resultados graficamente representados na Figura 14. Os dois primeiros
componentes PC1 e PC2, explicam agora 68% da variabilidade. E agora visivel uma
clara estrutura no conjunto. A diferenciacdo de idade (adultos e adolescentes) ocorre ao
longo do primeiro componente principal (PC1). A diferencia¢do de género (Masculino e
Feminino) ocorre ao longo do segundo componente principal (PC2). Existe, porém, um
conjunto de sujeitos que perturbam a distribuicdo levando a que as amostras de
validacdo ndo ocupem a mesma regido que as amostras de calibracdo, constituindo
amostras de validagdo muito peculiares. S&o os casos dos sujeitos 19 2 F, 21 1 F,
22 1 F, 23 1 F e 24 3 F. A andlise mais detalhada dos dados numéricos, indicou
também que os sujeitos 15 1 F e 15 3 F apresentavam valores de variancia residual

elevados.
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Estas indicacGes sugerem uma simplificacdo da matriz de modo a tornar o
conjunto mais estavel, tornando-se mais clara a estrutura escondida nos dados, com
reducdo significativa de variaveis. Como se vera no seguimento do trabalho, estas

simplificacBes ndo alteram significativamente a tendéncia do modelo.
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Figura 14 - Projeccdo bidimensional dos valores “Scores” relativos aos dois primeiros componentes
principais (PC-1 e PC-2) apds reducéo de variaveis, contendo 68 % de variancia acumulada. Existem

amostras que constituem casos individuais peculiares, responsaveis.
2.2.3. Adaptacdo da matriz de dados

Com base nestas conclusdes, decidi proceder & reconstrucdo da tabela de dados
eliminando as varidveis assinaladas como ndo informativas e produtoras de ruido no
conjunto, bem como os casos individuais peculiares. A nova matriz esta descrita na
Tabela 7.

Tabela 7 - Matriz de dados reduzida em funcéo dos resultados de PCA preliminares. A variavel 14 foi
substituida pela 22 apés conducdo de analises subsequentes e consideracdo de valores discrepantes

("outliers”). Os valores em falta foram substituidos por -999 (Saar-Tsechansky, et al., 2007).

Amostras | Carbonato | 4-Hidroxi- C6m C7m 2-Etil- C8m Tributilfosfato | Ramificado | C13m cis-A%- | Insaturado

de dietilo 2- hexanoato doC12m C16m doC18 m

pentanona de metilo
2) (3) 4) (5) (6) (U] (10) (12) (13) 19) (22)

14_1F 1.059459 0.657351 -999 -999 -999 -999 -999 -999 -999 4.778792 | -999
14_2_F 0.036994 0.488551 -999 -999 0.087734 0.370616 | -999 0.701884 0.554461 | 9.653539 | 1.157442
15.2.M 0.87747 0.111436 -999 -999 -999 -999 -999 0.390464 0.391989 | 6.44194 0.887337
15 4F 1.33857 0.708451 -999 -999 -999 0.033916 | -999 -999 -999 -999 -999
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15.5_F 1.08063 0.776055 -999 -999 -999 -999 -999 -999 0.109438 | -999 -999
15.6_. M 0.636911 0.40471 -999 -999 -999 -999 -999 0.096686 0.075096 | -999 -999
16_1_F 0.517597 0.340449 -999 -999 -999 -999 -999 0.183944 0.151045 | 15.55545 | -999
16_2.M 0.396682 0.338774 -999 -999 -999 -999 -999 0.331174 0.183407 | 7.745985 | 0.609451
16_3_F 0.678656 0.355151 -999 -999 -999 -999 -999 0.44358 0.181809 | -999 -999
17_1.M 0.610087 0.301707 -999 -999 -999 -999 -999 0.908847 0.575655 | 0.859765 | 0.534318
17_2_F 1.001495 0.771734 -999 -999 -999 -999 -999 0.131636 0.083948 | 4.36643 | -999
17.3.M 0.870162 0.508366 -999 -999 -999 -999 -999 0.184452 0.169884 | 18.30338 | 0.54347
17_4.M 1.051999 0.33917 -999 -999 -999 -999 -999 0.756944 0.470995 | -999 0.596911
18_1F 0.881935 -999 -999 -999 -999 0.505461 | -999 -999 -999 -999 4.073606
19_1F 0.50335 -999 -999 -999 -999 -999 -999 0.181318 0.387977 | 19.36482 | 0.407695
20_1_F -999 -999 0.388078 | 0.044936 | 0.099499 0.53031 0.333389 -999 0.49516 | 4.764683 | -999
20_2.M -999 -999 -999 -999 -999 0.038739 | 0.453682 0.598569 0.571663 | 34.5738 | 0.710438
203 M -999 -999 0.153656 | 0.08687 | 0.036642 0.187041 | 0.718366 1.556771 0.930111 | 38.73708 | 1.146752
20_4M -999 -999 0.006567 | 0.0317 0.011088 0.110875 | 0.300848 0.393976 0.37645 | 3.51952 | 0.745505
20_5.M -999 -999 0.351615 | 0.144637 | 0.054395 0.130732 | 0.844601 0.505146 0.44736 | 34.6687 | 0.694195
212 F -999 -999 0.161482 | 0.04134 | 0.041846 0.105145 | 0.186544 0.751199 0.583175 | 37.57349 | 0.684468
213 M -999 -999 0.056575 | 0.015954 | 0.005869 0.045543 | -999 0.807606 0.767301 | 3.944557 | 0.949506
21.4F -999 -999 0.073674 | 0.034635 | 0.015183 0.109465 | 0.115785 0.485402 0.368877 | 9.734152 | 1.960514
21.5_F -999 -999 0.367769 | 0.559051 | 0.601449 1.148107 | -999 -999 -999 -999 -999
22_1F -999 -999 0.064896 | 0.033897 | -999 0.108107 | 0.46816 0.357552 0.457845 | 8.397352 | -999
223 M -999 -999 0.033977 | 0.00685 | 0.014688 0.050888 | 0.095448 1.153368 1.077637 | 8.753577 | 1.790141
224 M -999 -999 0.054097 | 0.055711 | 0.030874 0.169057 | 0.18004 0.495834 0.954967 | 3.447409 | 0.804979
22.5_F -999 -999 0.311986 | 0.151498 | 0.063405 0.30994 | 0.614569 -999 -999 8.798707 | -999
232 F -999 -999 0.863467 | -999 -999 -999 0.143196 -999 -999 -999 -999
23_3_F 0.611582 0.356419 0.840173 | 0.357951 | 0.18477 0.786049 | -999 0.309814 0.779961 | 18.09609 | -999
23.4F -999 -999 -999 -999 -999 0.03614 | -999 0.343715 0.484198 | 7.483465 | 0.687362
24_1M -999 -999 -999 0.004757 | 0.006395 0.01759 | 0.186317 0.506486 0.337674 | 1.999633 | 0.795087
242 F -999 -999 0.094079 | 0.048978 | 0.01968 0.106908 | -999 0.3357 0.175651 | 31.80718 | 0.854906
24 4 F -999 -999 0.061897 | 0.060111 | 0.067604 0.065745 | 0.148162 0.348385 -999 7.739776 | 0.97138
245 F -999 -999 3.501518 | -999 0.615169 1.631135 | -999 -999 -999 -999 -999

2.2.4. Analise exploratoria da matriz da Tabela 7

A Figura 15 visualiza graficamente os resultados da analise de componente

principal sobre a matriz reduzida da Tabela 7. Todas as variaveis s&o relevantes para o
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modelo com valores muito elevados de variancia explicada ao longo de ambos 0s

componentes PC-1 e PC-2 (B). Contudo, alguns casos ajustam mal ao modelo no qual

tém peso excessivamente elevado (C).

A variancia explicada pelos dois primeiros componentes principais (PCs) é

agora de 74% para a curva de calibracdo. Porém a variancia explicada pela curva de

validagdo (vermelha) é bastante inferior (61%) indicando baixa estabilidade do modelo,

que se mostra pouco fiavel para fins classificativos. Tal ndo é demasiado surpreendente

se tivermos em consideracdo a natureza dos objectos de estudo. Tratam-se de amostras

de cabelo humano onde nédo € possivel dissimular os numerosos factores que podem

contribuir, e seguramente contribuem, para altas variabilidades individuais. Uma outra

limitacdo € o baixo numero de observagdes muito inferior ao desejado para garantir

distribui¢bes normais.
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Figura 15 - Analise de componentes principais dos dados da Tabela 7 (11 variaveis). A- Distribuigdo dos casos em

projeccéo bidimensional ao longo de PC-1 e PC-2. Os dois componentes explicam 74 % da variancia (D). B- Pesos de

correlacdo das variaveis ao longo de PC-1 e PC2.Todas as variaveis se encontram agora acima dos 50% de variancia

explicada. C- Grafico de influéncia a 100% de variancia explicada (PC-7). Alguns casos tém demasiada influéncia no

modelo. D- Variancia explicada. Os dois primeiros componentes sdo agora responsaveis por 74% da variancia de

calibracdo (curva azul). A variancia de validag8o ainda se afasta (61%).
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O modelo, porém mostra-se bastante adequado para mostrar tendéncias e tornar
evidente informacdo ndo facilmente acessivel a partir dos resultados analiticos iniciais.

A distribuicdo dos casos ao longo de PC-1 e PC-2 (Figura 15A) mostra agora
alguma estrutura, da qual se podem tirar conclusoes.

O campo de projeccdo estd dividido em 4 quadrantes. Os dois quadrantes
superior e inferior do lado esquerdo sdo ocupados pelos casos referentes a adolescentes,
enquanto os dois quadrantes do lado direito sdo ocupados pelos casos referentes a
adultos. Pode, pois, concluir-se que estes dois grupos etarios possuem caracteristicas
capilares bem diferenciadas.

Os dois quadrantes inferiores sdo ocupados por casos de origem feminina,
enquanto que os dois quadrantes superiores sdo dominados pelos casos de origem
masculina. Contudo, os casos 19 1 F, 14 2 F, 23 4 F encontram-se claramente
deslocados para o lado masculino, anomalia que resulta da sua ma adaptagdo ao modelo
ja anteriormente detectada.

Uma mais detalhada observacdo da Figura 15 permite ainda retirar conclusfes
quanto a influéncia das variaveis nesta distribuicéo.

Assim, o grupo etario adolescente est4 fortemente correlacionado positivamente
com as variaveis 2 e 3 que correlacionam negativamente com o grupo de adultos. Esta
observacao ja havia sido retirada da analise a matriz inicial, onde estas variaveis se
mostram ausentes nos adultos.

As variaveis 4, 5, 6, 7 e 10 correlacionam fortemente com os adultos.

A discriminacdo entre género masculino e feminino, mais ténue, é determinada
pelas variaveis 11, 12, 19 e 22.

A estrutura dos dados € mais facilmente apreensivel pelas representacfes

ilustradas nas Figura 16, 17 e 18.
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Figura 16 - Analise de componentes principais (Tabela 7). Distribuicdo dos casos em funcéo da idade.

Area vermelha= Adultos; Area verde= Adolescentes.

Os casos correspondentes a adolescentes encontram-se bem separados dos casos
correspondentes a adultos, nomeadamente ocupando o lado esquerdo e o lado direito ou
seja, a diferenciacdo por idades ocorre ao longo do primeiro componente principal PC-
1. E claramente perceptivel a influéncia positiva das variaveis 2 e 3 na definicdo do
grupo de adolescentes como anteriormente observado. Todos 0s casos se encontram
mais dispersos ao longo do eixo PC-2. Esta dispersdo tem a ver com a condi¢do de
género (Figura 18). De notar igualmente a maior dispersdo de casos para 0 género
feminino onde a variabilidade individual parece ser bem mais superior.

A Figura 17 ilustra a separacao de casos em funcdo do grupo etario ao longo dos
3 primeiros componentes principais PC-1, PC-2 e PC-3 que contém 81% do total de
variancia explicada. Este valor é suficientemente elevado para dar credibilidade ao
modelo quanto & caracterizagdo dos grupos etéarios. E patente a dispersdo também ao
longo do eixo PC-3 (8% da variancia explicada). Esta disperséo tem origem no facto de
estarmos em presenca de dois vectores que influenciam os casos em duas direc¢Oes
guase ortogonais: 0 género e a idade.

De facto, como ja se sugeriu anteriormente, a dispersdo ao longo do eixo PC-2

parece ser dominada pela condi¢éo de genero. A Figura 18 ilustra esta situacao.
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Figura 17 - Analise de componentes principais. Distribuicéo tridimensional de casos ao longo de PC-1,
PC-2 e PC-3 (81% de variancia explicada). Area vermelha= Adolescentes; Area Verde= Adultos.
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Figura 18 - Analise de componentes principais (Tabela 7). Distribuicdo dos casos em funcédo do género.

Area vermelha= Masculino; Area Verde= Feminino.

A analise da Figura 18 sugere que a condicdo de género € caracterizada por dois
grupos de variaveis: as variaveis 5, 12, 13, 19 e 22 pesam na definicdo do género
masculino, enquanto que as variaveis 4, 6 e 7 pesam na caracterizacdo do género

feminino.

No entanto, existe uma significativa zona de ambiguidade em que as duas areas

se interpenetram (Figura 19). Esta ambiguidade deve-se a grande dispersdo do vector
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género. Esta disperséo esta associada a principalmente 4 casos,19 1 F, 14 2 Fe 23 4-
F.

SCORES PC 152 %] \ /

Figura 19 - Andlise de componentes principais (Tabela 7). Distribui¢do tridimensional dos casos em
funcdo do género, ao longo dos PC-1, PC-2 e PC-3 .Area vermelha= masculino; Area verde= Feminino.

A interpenetracéo deve-se a maior dispersdo dos casos do género feminino.

2.3. Visao Global

A matriz inicial de 104 compostos resultantes da analise de cabelos provenientes
de voluntarios masculinos e femininos de idades ente os 14 e os 24 anos foi reduzida a
11 compostos contendo informacdo quanto ao grupo etario e ao género. O facto de
algumas variaveis apresentarem pesos equivalentes sugere que a matriz poderia ainda
ser mais reduzida. Porém, independente de investigacdes mais intensivas, as tentativas
de reduzir o nimero de variaveis conduziu invariavelmente a perda de informacdo de
género. A matriz utilizada na caracterizacdo da populacdo em estudo mostra que elas
contém informacdo quanto ao grupo etario e ao genero. A combinagdo destes dois
vectores influencia a distribuicdo dos casos em sentidos diferentes levando a uma
distribuicdo do espago tridimensional, definido pelos PC-1, PC-2 e PC-3, responsaveis
por 81 % da variacdo total explicavel, em quatro quadrantes, resultantes das quatro
combinag0es possiveis: adultos masculinos, adultos femininos, adolescentes masculinos

e adolescentes femininos, tal como ilustrado na Figura 20. E interessante verificar que
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0s centrdides referentes a cada genero estdo bem definidos, sendo no género feminino

onde se verifica uma maior variabilidade individual.

Scores T

PC 2[24 %]

1 | ‘
SCORES PC 1[52%] 72

PC1[52%] 3

PC2[24%]

| PCILTH

2

Figura 20 - Distribuicdo dos casos em funcdo de género e grupo etario. A esquerda: Projeccdo
bidimensional (PC-1 — PC2) com os quatro quadrantes definidos — A- Adultos masculinos; B -
Adolescentes masculinos; C- Adultos femininos; D —Adolescentes femininos. A direita Projeccdo
tridimensional (PC-1 — PC-2 — PC3). Vermelho — casos masculinos; verde — casos femininos.

2.3.1. Analise de aglomerados (Cluster analysis)

A Anélise de agrupamentos € uma técnica de analise de multivaridvel que
engloba um numero de técnicas e algoritmos. O objectivo é encontrar, numa populacédo
descrita por um nimero de caracteristicas, similaridades ou dissimilaridades em funcédo
de um determinado nimero de grupos em que exista homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade fora do grupo. A analise de agrupamentos permite localizar com
facilidade os casos deslocados que perturbam o modelo. Estes casos discrepantes
poderiam ter sido tratados com tal (“outliers”) ndo fora o cuidado extremo a ter nestas
situagdes. De facto a condigdo de “outlier” ndo implica que o caso seja descartado ja
que pode constituir um desvio aleatério ocasional, ou conter informacao relevante sobre
0 sujeito. Nas actuais circunstancias ha que redobrar cuidados dado o universo
relativamente pequeno de amostragem (42) bem como ao desequilibrio entre os

nameros de casos femininos e masculinos. Tal ndo se deve a menor cuidado na
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amostragem, mas antes a dificuldade em recrutar voluntarios. Existe uma resisténcia
natural em ceder amostras de cabelo, em geral, e em particular por parte de elementos
masculinos ja que estes tendem a aceitar mal a eventual visibilidade da colheita, dado o

menor volume de cabelo.

Viard's method using Squared Excdesn detace

Figura 21 - Dendograma de andlise de aglomerado segundo o método de Ward usando distancias

euclidianas.

A Figura 21 mostra o dendograma de aglomeracdo para a populacdo de
amostras segundo o método de Ward usando distancias euclidianas. E visivel a boa
ordenacdo de adultos e adolescentes. Na ordem hierarquica alguns casos adultos tendem
a ser mais proximos do grupo de adolescentes (elipse), provavelmente sob influéncia
das variaveis que influenciam a condicéo de género. Note-se a tendéncia de similaridade
entre géneros dentro de cada um dos grupos.

2.3.2. Analise discriminante Linear (LDA)

Anélise Discriminante Linear (LDA) é um método de classificacdo que
proporciona uma transformagéo linear dos vectores caracteristicos n-dimensional (ou
amostras) para um espaco m-dimensional (m<n) , de modo a que as amostras que
pertencem a mesma classe sdo juntas, mas amostras a partir de diferentes classes séo

afastadas umas das outras. LDA é um método de classificacdo supervisionada, dado que
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as categorias segundo as quais 0s objectos devem ser classificados sdo conhecidas antes
de o modelo ser criado. O objectivo de LDA é determinar os melhores parametros de
ajuste para a classificacdo das amostras por um modelo desenvolvido. O modelo pode,

em seguida, ser utilizado para classificar as amostras desconhecidas.

Fundamentalmente, a LDA maximiza as diferencas enquanto a PCA maximiza
as semelhancas.

Os resultados obtidos na analise de componente principal para escala etéria,
levam a pensar que pode ser possivel utilizar os dados da Tabela 7 para desenvolver um
modelo classificativo baseado nessa mesma escala etéria.

Assim, desenvolvi experiéncias com modelos de analise discriminante linear. Os
resultados mostraram uma capacidade de previsdo de 100% e uma capacidade de
classificacdo de 100%.

A Figura 22 ilustra 0 modelo discriminante linear (LDA) aplicado ao universo

dos casos com os dados da Tabela 7 em funcédo da escala etaria.

Dis crminaion

Figura 22 - Analise discriminante linear (LDA) para classificagdo por escala etaria .- Adolescentes

(vermelho) vs. Adultos (azul).

Os resultados mostram também uma elevada homogeneidade no grupo dos
adolescentes mas uma maior dispersdo no grupo dos adultos, entre 0s quais se

distinguem os casos 22 1 F e 23 3 F muito afastados do centroide da funcdo. A

58
2014



Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas
de GC-MS.

eficiéncia da funcdo discriminante torna-a adequada a classificacdo de desconhecidos. A
aplicacdo a ciéncias forenses é forte candidata a utilizagdo destes principios.

Ja no que se refere a classificagdo em funcdo da condicao de género, a situacao,
alids esperada, ndo é tdo favoravel. A capacidade classificativa da funcdo desce para
91,5%. Quatro casos femininos sdo erradamente classificados como masculinos
(21.2 F, 21 4 F, 24 2 Fe 24 4 F). Dos casos masculinos apenas um é erradamente
classificado como feminino (15 6 M). A Figura 23 ilustra as capacidades
classificativas da funcdo. Estes resultados devem ser encarados com cuidado pois estdo

limitados pelo baixo nimero de amostras em geral.

‘Dis crimination

e ma
-

Figura 23 - Andlise discriminante linear (LDA) para classificacdo em funcéo da condigéo de género .-
Feminino (azul) vs. Masculino (vermelho). Quatro casos femininos e um masculino sdo classificados

erroneamente.
2.3.3. Desagregacao da estrutura de dados

No grupo dos adultos é possivel diferenciar entre condi¢do de género como
ilustra a Figura 24. Porém a dispersdo é elevada e existe um numero significativo de
casos femininos fora do modelo. O baixo nimero de casos disponiveis e a despropor¢do
entre 0 numero de casos e 0 numero de variaveis leva a olhar estes resultados com sérias

reservas e a abstencdo de mais comentérios.
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Figura 24 - Condicéo de género entre a populagdo adulta.

Observacdes idénticas aplicam-se ao grupo dos adolescentes. Aqui todos o0s
casos se encontram dentro do modelo e a dispersdo é menor em cada um dos géneros.

As reservas sao as mesmas das ja referidas para a populacdo adulta (Figura 25).

Feminino
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Masculino
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Figura 25 - Condicdo de género entre a populacdo adolescente.

Pode postular-se que a condicdo de genero € influenciada pela idade. Parece

haver uma maior diferenciacdo na adolescéncia que tende a tornar-se menos nitida na

idade adulta.
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Esta tendéncia torna-se mais visivel quando se modificam os valores da matriz,

substituindo os valores quantitativos por um cddigo apenas representativo da presenca

(1) ou auséncia (2) de cada uma das variaveis em cada sujeito, utilizando o universo

total em vez de subgrupos. Este artificio tem a vantagem de contornar as dificuldades

em lidar com valores em falta, por um lado, e reduzir variacdes particulares individuais,

por outro. A distribuicdo resultante estd representada na Figura 26 e mostra mais

claramente a diferenciacio de género em cada um dos grupos etarios. E interessante

verificar que o modelo de distribuicdo ao longo de cada um dos PC1l e PC2 néo

apresenta alteracOes significativas. Continua a observar-se a distribuicdo em quatro

quadrantes. A diferenciacdo etaria tem lugar ao longo do PC1 e a diferenciacdo de

género, ao longo do PC2.
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Figura 26 - Distribuicdo dos sujeitos por condicao de género e condi¢do etaria utilizando como valores

das variaveis apenas a condicdo de presente (1) ou ausente (2). TM- Adolescentes masculinos. TF-

adolescentes femininos. AM- adultos masculinos. AF- Adultos Femininos.

A Figura 27 recorre a apresentacdo das linhas de tendéncia em cada conjunto

tornando mais visivel a tendéncia da evolucéo de género em funcédo da idade.
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I
oe-l <

Figura 27 - Separacédo de género em fung¢éo da idade ilustrada pelas correspondentes linhas de tendéncia.

Vermelho — Feminino (F); Azul — Masculino (M).

Esta tendéncia pode ser apenas aparente. O recélculo com base em analise
factorial com extraccdo de factores pelo método “principal axis factoring” mostra que
em ambos 0s grupos etarios existe diferenciacdo entre os géneros bem clara na posicéo
dos respectivos centroides. Porém, a diferenciacdo é prejudicada pela grande disperséo
observada para o género feminino em geral, com particular expressdo no grupo dos

adultos (Figura 28), como ja anteriormente observado.
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Figura 28 - Distribuic&o etaria por condicdo de género (método da semelhanga méaxima), explicitando a
posicédo dos centroides para cada grupo. TM- Adolescentes masculinos. TF- adolescentes femininos. AM-

adultos masculinos. AF- Adultos femininos.
2.3.4. Simplificacdo da Matriz

A observacdo dos resultados descritos mostra que existem variaveis com pesos

muito idénticos contendo informacao redundante.

e Variaveis 2 e 3.
e Varidveis 12 e 13.
e Variaveis 4,5, 6,7 e 10.

Assim, a eliminacdo de variaveis, se efectivamente redundantes, nédo deveria ter
influencia no modelo. A remocdo das variaveis 2, 6, 7, 10 e 12, conduziu aos resultados

seguintes, abaixo ilustrados graficamente.
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2.3.4.1. PCA (Principal Componente Analysis - Andlise de Componente
Principal)

Mantem-se a distribui¢do por género e grupo etario, tal como atras ja& mostrado.
A variancia explicada pelos PC-1 e PC-2 continua elevada- 77% do total. A dispersao
dentro do grupo masculino em cada género é agora reduzida, mantendo-se a elevada
dispersdo dentro do género feminino. O padrdo geral de distribuicdo mantem-se (Figura
29).
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Figura 29 - Analise PCA (77% de variancia) apds remocao das variaveis 2, 6, 7, 10 e 12. N&o existe

alteracdo do modelo.

2.3.4.1. LDA (Linear Discriminant Analysis — Analise Discriminante Linear)
A capacidade de classificagdo e previsdo entre adultos e adolescentes continua

elevada (100%), como podemos observar na Figura 30.
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Figura 30 - Anélise discriminante em funcéo do grupo etario ap6s eliminacao das variaveis 2, 6, 7, 10, e

12. Vermelho=Adolescentes. Azul= Adultos.

As caracteristicas discriminantes quanto a condi¢do de género mantém-se como

anteriormente (Figura 31).
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Figura 31 - Andlise discriminante em fungdo da condicao de género apos eliminagdo das variaveis 2, 6, 7,

10 e 12. Néo existe alteracdo do modelo.

O significado pratico destas observagdes ndo é de menor importancia ja que

reduz a descri¢do do universo de observacOes seis variaveis : 3, 4, 5, 13, 19 e 22 das 11

iniciais. O impacto é ainda maior se se recordar que nas determinacdes iniciais foram
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identificados 105 compostos nos extractos de cabelo analisados. A simplificacdo
analitica introduzida na caracterizagcdo diferencial de extractos de cabelo €, assim,
enorme. Trata-se de um exemplo significativo da importancia das técnicas de reducgéo
de dados no reconhecimento de perfis caracteristicos dentro de um universo de

observagdes complexo.

2.4. Concluséao

A andlise estatistica de multivaridvel oferece um conjunto de técnicas de célculo
estatistico que permitem desconvolucionar estruturas de dados complexas de modo a
permitir uma reducdo de varidveis, descortinar informacdo escondida em matrizes
complexas, reconhecer padrfes e desenvolver métodos de classificacdo de amostras e
classificacdo de desconhecidos em grupos relevantes para o universo de amostras.

As técnicas de multivaridvel disponiveis (Componentes Principais, Analise
Factorial, Analise Discriminante Linear) foram aplicadas a um conjunto complexo de
variaveis, constituidas pelos compostos identificados em amostras de cabelo humano
recolhidas de 42 voluntarios de ambos os sexos com idades entre 14 e 24 anos,
provenientes de condi¢gdes ambientais e socias e étnicas heterogéneas.

A andlise de componente principal permitiu, numa fase inicial, reduzir o nimero
de vardveis significativas simplificando, deste modo, o trabalho analitico necessario a
caracterizacdo das amostras em funcdo da condicdo de género e do grupo etario. E
possivel, através da determinacdo dos compostos relevantes, reconhecer para cada
amostra, o género masculino ou feminino e o grupo etario, adolescentes ou adultos, com
elevado grau de probabilidade. Esta capacidade de reconhecimento de género é menor
nos adultos, mas esta observagdo estd fortemente condicionada pelo universo limitado
de observacOes, nesta fase, e podera apenas ser aparente devido a elevada dispersédo
intragrupos.

Os resultados obtidos permitiram ainda reduzir com seguranca 0 numero de
variaveis descritivas a seis, dentro das 105 iniciais.

O método pode ser utilizado para fins classificativos na identificacdo de
desconhecidos em funcdo do grupo etario com probabilidade elevada e, com menor
probabilidade, em fungdo da condicdo de género. O composto 4-hidroxi-2-pentanona,
aparenta ser um marcador biologico do cabelo para o grupo dos adolescentes. Ja 0s
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acidos hexandico e heptandico sdo potenciais biomarcadores da faixa etaria dos adultos.
Para a condicdo de género, os acidos heptandico, tridecanoico, cis-9-hexadecenoico e
um 4&cido insaturado do &cido octadecandico sobressaem para o grupo masculino,
enguanto o acido hexanoico de destaca para o feminino.

Os resultados encontram-se limitados pelo ndmero relativamente baixo de
individuos/amostras, o qual condiciona o pressuposto de distribuicdo normal em cada
subgrupo (etério e de género). Esta limitacdo deveu-se a dificuldade em obter

voluntarios com adesdo ao projecto, nesta fase.
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CAPITULO 5— CONCLUSOES

O cabelo tem vindo a demonstrar ser uma amostra biolégica de grande potencial
na &rea da toxicologia forense, devido a sua estabilidade como matriz, pela facilidade de
recolha e armazenamento e também por se tratar de uma matriz de recolha ndo-invasiva
para 0s humanos.

Com o intuito de aumentar a fiabilidade dos resultados da anélise do cabelo e
conhecer os mecanismos de incorporacdo das substancias nesta matriz, tornou-se
evidente a necessidade de desenvolvimento de métodos de deteccdo e quantificacdo
sensiveis e selectivos.

Para a determinacdo dos habitos de consumo dos seres humanos mostrou-se
interessante a utilizacdo de cabelo porque, para além de ndo-invasiva, trata-se de uma
matriz duradoura e estavel no tempo. Contudo, ha necessidade de usar procedimentos
padronizados e de ser também conhecida a influéncia de diferentes parametros tais
como a cor, a textura capilar e ainda os efeitos dos diferentes tratamentos capilares aos
quais muitas vezes sdo sujeitos (alisamentos, permanentes, ondulacao, entre outros). Ha
também a necessidade de conhecer o eventual efeito da incorporacdo dos poluentes
ambientais. O objectivo é haver o maior conhecimento da composi¢do quimica do
cabelo para esta ser utilizada como referencial em analises e estudos.

O estudo realizado no ambito desta dissertacdo de mestrado pretendia averiguar
os habitos de consumo dos jovens universitarios nos dias de hoje. Contudo, esta anélise
ndo se demonstrou possivel. Talvez porque o estudo ndo foi direccionado
especificamente aos (potenciais) marcadores quimicos, mas sim, por se haver estudado
todos 0s compostos presentes nas amostras. Se 0 modo de aquisigéo tivesse sido 0 SIM
(monitorizacdo de ido selectivo) em vez do estudo alargado usando TIC (corrente idnica
total), talvez se obtivesse outra informacdo, mais especifica.

Ndo tendo sido detectados compostos tidos como eventuais/potenciais
marcadores de consumo de alcool e/ou de tabaco, mostrou-se entdo importante a
realizacdo do estudo de multivariavel. Este permitiu a desconvul¢do da composigédo de
uma matriz que se mostrou complexa, de modo a reduzir as 104 variaveis iniciais
(compostos) para 6, proporcionando a leitura/racionalizacdo da informacéo obtida. Este
estudo mostrou potencial para ser utilizado como ferramenta para fins classificativos,

na identificacdo de desconhecidos (populagdo) em funcdo do grupo etario (com
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probabilidade elevada) e, com menor probabilidade, em funcdo da condigdo de género.
No entanto, pode e deve ser aperfeicoado/alargado para que sejam reunidas as
condicbes de amostragem cientificamente aceites no respeitante ao numero de
individuos, sendo estesresultados considerados como exploratérios.

Os resultados obtidos sdo promissores quanto a sua aplicagdo, nomeadamente
em ciéncia forense.Tal devera vir a ser a continuacdo natural do presente trabalho, tendo
em conta a necessidade de o reavaliar num universo populacional muito mais alargado,
idealmente devera ser superior a 100, para que os resultados possam ter um valor

definitivamente conclusivo.
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de GC-MS.

1. CROMATOGRAMAS DA LAVAGEM.
O resultado obtido nos procedimentos de lavagem estd apresentado nas figuras
1, 2 e 3. Como podemos observar, esta ndo demonstra a presenca de nenhum composto.

Nem apds a concentracdo da amostra, recorrendo-se a uma corrente de azoto.

\ibundanice

200000
150000
100000

S000 \. MM
. o A J M PO N— i

!
Time-> 15100 200 2500 3000 3500 0l 4570 500 5500

Figura 1 — TIC: Solvente_ Hexano.
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Figura 2 — TIC: Hexano utilizado na lavagem da amostra, antes concentrado.

Isbundance
800000

£00000:
400000

200000

P " e, " ;Mw o S i

Tirne--> 1500 2000 2500 3000 3500 4000 45100 5000

Figura 3 — TIC: Hexano utilizado na lavagem da amostra, depois de concentrado.

Maioritariamente, encontramos picos de coluna e os compostos encontrados néo
sdo de interesse, para o estudo. O cromatograma da lavagem é muito semelhante ao
cromatograma do solvente (hexano).

Todos estes compostos foram identificados por comparacdo com os da
biblioteca NIST05a (MS Library).
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2. CROMATOGRAMAS DA HIDROLISE
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Figura 4 — TIC: HCL _extraccdo com diclorometano.
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Figura 5 — TIC: HCL _extraccdo com diclorometano (ap6s sililacéo).

{bundance|

3000000

2000000

1000000:
. e N

b L1 o ‘ | |
35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

20100 2500 000

0 T
Time-> 15.00

Figura 6 — TIC: HCL _extracgdo com hexano.
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Figura 7 — TIC: HCL_extraccdo com hexano (apds sililagdo).

Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos nos cromatogramas

através do GC-MS foi realizada uma compilacdo, como podemos observar na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados obtidos das analises efectuadas apos a extraccéo por acido cloridrico com diclorometano e

hexano.
Ext. com Ext. c/ Ext. Ext. com
RT Composto L diclorometano com hexano
diclorometano . .
(sililado) hexano  (sililado)
24.,1| 2-Etoxietil dietilamina X
26,52| Octano, 1-cloro X
Vv
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de GC-MS.
27,82| Benzenamina, N,N-dimetil- X X
29,91| 3,4-Dimetil fenol, X
30,3| Acido benzoico X
32,74| 2-Fenoxi etanol, X
33,36| Benzotiazole X X
36,23]| 1,2- Benzeno dicarboxilato X
38,81| Tetradecano X
44,99( Hexadecano X

Na hidrdlise basica obtiveram-se os resultados apresentados nas amostras 8, 9,

10 e 11.
400000
300000
200000
100000 M
A.HA | JI.MHu I f lAnL . (I
1500 200 2500 3000 3500 'm0 500 5000 5500 B0
Figura 8 — TIC: NaOH_extrac¢do com diclorometano.
Tesl
fes07
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15.00 2000 2500 3000 3500 a0 500 5000 5500 B0 6500 7000
Figura 9 — TIC: NaOH_extraccdo com diclorometano (ap6s sililagdo).
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Figura 10 — TIC: NaOH_extracgdo com hexano.
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Figura 11 — TIC: NaOH_extraccdo com hexano (apos sililagéo).

Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos na hidrélise bésica, nos

cromatogramas através do GC-MS, foi realizada uma compilagcdo, como podemos

observar na tabela 2.

Tabela 2 - Resultados obtidos na hidrélise por hidrdxido de sédio com diclorometano e hexano.

Ext com .. Ext. ¢/ Ext. Ext.com
RT Composto Oliclorome,[anod|clo_r(_)metano com h_e?(ano
(sililado) hexano (sililado)
10,46 | Heptano X
12,30 | Dimetil dissulfeto X
13,28 | Piridina X X
13,32 | Tolueno X X
16,76 | Acetato de manganés (1) X
17,67 | Etilbenzeno X
18,08 | o-Xileno X
19,16 | p-Xileno X
19,38 | Nonanal X
21,93 | Propil benzeno X
22,27 | 1-Etil-2-metil- benzeno, X
23,75 | 1,2,3-trimetil-Benzeno X
24,09 [ 2-Etoxietil, dietilamina X X
25,09 | 2-Octeno, (E)- X
25,09 | 2-Etil hexanol X
25,47 | Fenilpropanolamina X
27,63 | N-metil octadecanamina X
27,79 [ N,N-dimetil benzenamina, X
27,97 | Undecano X
32,09 [ Octodrina X
35,20 | N-metil- 2-amino propanamida, X
38,80 | 4-Enilamina metilpentano X
3. EXTRACCAO POR SOLVENTE
3.1. Metanol
Vil
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de GC-MS.

& bundarce]
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Figura 12 — TIC: do Metanol (solvente).
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Figura — TIC: Tic do Metanol (ap6s extraccéo).
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Figura — TIC: Tic do Metanol (ap6s metilagéo).
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Figura 14 — TIC: do Metanol (apo6s sililagdo).

A tabela 3 apresenta, detalhadamente, os compostos presentes na extrac¢do com

metanol, nos respectivos tempos de retencao.

Tabela 3 - Lista de compostos encontrados na extrac¢gdo com metanol, com o respectivo RT.

RT Composto Extraccdo Metilado Sililado
10,62 |Carbonato de etil metilo X
12,39 |Piridina X

VI
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16,43 |1,2-Dietoxi etanol X
17,02 |4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona X
17,65 |Etilbenzeno X
24,05 |N,N-dietilcarbamato etil
27,78 |N,N-dimetil-benzenamina, X
27,97 |Benzoato de hidrazida X
28 |Benzoato de metilo
28,89 |C8 m X
32,09 |Decanal X
32,64 |C9m X
33,77 |Metenamina X
36,17 [C10 m
39,7 |Etil pentametil-benzeno
40,56 |1-Etoximetil-4-tert-butil-benzeno X
40,69 [2-Hidroxi-, benzoato de hidrazida
42,32 (2,4-Bis(1,1-dimetil etil)-fenol
42,67 [C12 m
42,85 |Etilparabeno
44,19 [Ramificado do C12 m
44,81 |Ramificado do C12 m
45,66 [C13 m
46,41 |Benzofenona
47,93 [Insaturado do C14 m
48,46 |C14 m
50,41 |Ramificado do C14 m
51,14 [C16 m
51,19 |C15 m X
51,67 |Tetradecanoato de trimetilsililo
52,41 |Ramificado do C13 m
53,16 |cis-A’-C16 m X
53,16 |Ramificado do C16 m
53,17 |Insaturado do C16 m X
53,73 [C16 m X X
54,14 |Pentadecanoato de trimetilsililo
56,05 |Hexadecanoato de isopropilo X
56,16 [C17 m X X
56,51 |Hexadecanoato de trimetilsililo
56,84 |Esqualeno
57,78 |Insaturado do C18 m X
5778 cis,cis-9,12-octadecadienoato de metilo
2 (AY2-C18 m)
57,91 |Insaturado do C18 m X
57.03 Crirs159_ octadecenoato de metilo (cis-A’-C18
57,93 |Insaturado do C18 m X
58,49 |C18 m
3-(4-metoxifenil), 2-propanoato de 2-
59,5 [T\ .
etilhexilo
60,43 |Benzoato de undecil
60,71 |Ramificado do C18 m

X

x

X X
x

X X X X X X X X X X X X

X
X X X

x

X X X X X

X X X X
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61,94 |Insaturado do C19
62,3 [Insaturado do C20
62,66 |Benzoato de undecil
62,85 [C20 m
62.93 3-(_4-me_t0xifeni|)-, 2- propanoaro de 2-
etilhexilo
64,36 |C21 m
67,47 |1,2- Benzeno dicarboxilato de diisooctilo
73 |1C24 m

X X X X X X X X

Pela andlise da Tabela 3, podemos observar que a sililagio ndo revelou
compostos de interesse, para alem dos compostos ja encontrados, mas sililados. Com a
metilacdo encontramos bastantes compostos, como ésteres metilicos, bem como alguns
ésteres metilicos ramificados e insaturados. Contudo, podemos ainda observar que,
apenas com a extracgao, conseguimos identificar compostos metilados. Este facto pode
sugerir que o metanol, metila os compostos. Assim, realizou-se um estudo, consoante o
tempo a que as amostras estdo sujeitas a temperatura - 1h, 2h e 15h — como podemos
observar nas figuras 15, 16 e 17. Todos estes resultados foram previstos pela biblioteca
do GC-MS, NISTO05a.
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Figura 15 — TIC: do Metanol (apds 1 hora de extrac¢do).
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Figura 16 — TIC: do Metanol (apds 2 horas de extraccédo).
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Figura 17 — TIC: do Metanol (ap6s 15 horas de extracgao).
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A Tabela 4, apresentada, em baixo, compila 0s 0s compostos presentes na

extraccdo com metanol, durante tempos diferentes, e 0s respectivos tempos de retencgéo.

Tabela 4 - Lista de compostos encontrados nas diferentes horas extraccdo com metanol (1, 2 e 15 horas), com o

respectivo RT.

RT Identificacdo lh 2h 15h
27,97| Benzoato de metilo X X X
28,19| Nonanal X X X
30,48 Acido octandico X
32,07| Decanal X X X
33,32| Benzotiazole X
35,02| 7-Hidroxi-3,7-dimetil-octanal X
36,17| Decanoato de metilo (C10 m) X
37,46 n-Acido decandico X
39,15| Dodecanal X
39,55| Insaturado do C18 m X
39,64| Benzeno, etil pentametil X X
40,40| 5,9-Undecadieno-2-one, 6,10-dimetil X X X
40,56| Benzeno, 1-etoximetil-4-tert-butil- X
42,31| 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- fenol X X X
42,66| Dodecanoato de metilo X X X
42,73| 3-hidroxi-, octadecanoato de metilo X
42,83| 4-Etoxi acido benzoico X X
42,92| 9-Tetradecenal, (2)- X

43,1| Lilial X X X
43,73| Acido dodecandico X X X
44,17| 4-Metil-dodecanoato de metilo, X
44,36( a-metil, 1,3-Benzodioxole-5-propanal X
44,75| 1-Hexadecanol X
45,64| Tridecanoato de metilo (C13 m) X

46,4| Benzofenona X X X
46,56| Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo-2-pentyl-, methyl ester X X X
47,54 Salicilato de n-hexilo X
47,74] 3-hidroxi-, Octadecanoato de metilo X
47,91| Z-11-tetradecenoato de metilo X
48,46| Tetradecanoato de metilo (C14 m) X X X
49,41| 2-(Fenilmetileno)- Octanal X X
49,44| Acido tetradecan6ico X
50,17| Benzoato de benzilo X
50,39| 12-metil Tetradecanoato de metilo X
51,09| Tetradecanoato de isopropilo X X X
51,15| Pentadecanoato de metilo (C15 m) X X X
52,06| Acido pentadecandico X X
52,23| bis(2-metilpropil) 1,2-Benzeno dicarboxilato X
52,31| 7-Acetil-6-etil-1,1,4,4-tetrametil tetralina X X X

Xl
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52,39| 4,8,12-trimetil, tridecanoato de metilo X
52,67| 1-Hexadecanol X X
52,93| 3-Benziloxi-2-fluoro-4-methoxi-benzaldeido X
53,14| 7-Hexadecanoato de metilo X
53,14| 9- Hexadecanoato de metilo X X
53,70| Hexadecanoato de metilo (C16 m) X X X
54,00( 3,5-bis(1,1-dimetil etil)-4-hidroxi benzenepropanoato de metilo X X
54,09| 9-Acido hexadecandico X
54,57| n- Acido hexadecanoico X X X
55,46| 14-metil- hexadecanoato de metilo X
56,03| Hexadecanoato de isopropilo X X X
56,14| 14-metil- hexadecanoato de metilo X
56,44| Brassilato de etileno X
56,64| Esqualeno X

57,9| 10-Octadecenoato de metilo X
57,90| 9-Octadecenoato de metilo X
58,46| 16-Metil-heptadecanoato de metilo X
58,46| Octadecanoato de metilo X
58,47| 16-Metil-heptadecanoato de metilo X

59,5| 3-(4-metoxifenil), 2- propanoato de 2-etilhexilo X X X
60,41| Benzoato de undecilo X X
62,64| Benzoato de undecilo X X
62,91| 3-(4-metoxifenil)-, 2-propanoato de 2-etilhexilo X X X
64,82| Benzoato de undecilo X
67,45| 1,2- Benzeno dicarboxilato de diisooctilo X X X

Pela andlise da tabela 4, podemos observar que os compostos sdo metilados logo
apos a primeira hora da amostra, no ReactiTerm. Pelo que este método ndo devera ser o

melhor, na extrac¢do de compostos de interesse.

3.2. Diclorometano

Para a extraccdo com Diclorometano, o procedimento foi 0 mesmo e 0s

resultados encontram-se apresentados nas figuras 18, 19 e 20.
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Figura 18 — TIC: do Diclorometano (apés extracgao).
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Figura 19 — TIC: do Diclorometano (ap6s metilagéo).
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Figura 20 — TIC: do Diclorometano (apos sililagdo).

A semelhanca do estudo realizado a extracgdo com metanol, também para o
diclorometano foi realizada uma tabela que contempla, detalhadamente, os compostos
presentes na extrac¢do com o solvente em questdo, nos respectivos tempos de retencéo
(Tabela 5).

Tabela 5 - Lista de compostos encontrados na extrac¢do com diclorometano, com o respectivo RT.

RT Composto Extraccdo Metilado Sililado
10,68 | Carbonato de etil metilo X
12,46 | Piridina X
27,79 | N,N-dimetil- benzenamina X
29,52 | 3-trimetilsiloxi piridina X
32,11 | Decanal X
32,7|1Cl12m X
36,2 [C10 m X
36,24 | Acido ftalamico X
39,53 |C11lm X
41,06 | 3-(4-1sopropil fenil)-2-metil propionaldeido X
42,7 |C12 m X
43,79 [ C12 X
44,19 | Ramificado do C12 m X X
44,82 | Ramificado do C12 m X
44,83 | Dietilftalato X
45,66 | C13m X X
46,41 | Benzofenona X
47,94 | Insaturado do C14 m X
X1
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Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas
de GC-MS.

48,48 |Cl4 m X X

49,51 | C14 X

50,42 | Ramificado do C14 m X X

51,11 | Tetradecanoato de isopropilo X

51,19 | C15m X X

52,13 | C15 X

52,41 | Ramificado do C13 m X

53,19 | cis-A>-C16 m X X

53,73 | Ramificado do C15 X

53,73 [ C16 m X X

54,19 | Z-11- hexadecenoato de metilo X

54,48 | Ramificado do C16 m X

54,68 | C16 X

55,37 | Cl6 e X

56,06 | Hexadecanoato de isopropilo X X

56,17 [ C17 m X X

56,48 | Brassilato de etileno X

56,86 | Esqualeno X

57,92 | cis-A®-C18 m X
58,5(C18 m X X
59,3 | C18 X

59 52 2-Acido propandico, 3-(4-metoxifenil)-, 2-

' etilhexil ester
60,14 | Colesterol
62.94 3-_(4-m_etoxifeni|)-, 2-propanoato de 2-
etilhexilo

64,84 | Benzoato de octilo

67,21 | Benzoato de undecilo

67,45 | 1,2- Benzeno dicarboxilato de diisooctilo

x

X X X X

3.3. Hexano
Para a extracgdo com Hexano, o procedimento foi 0 mesmo e os resultados

encontram-se apresentados nas figuras 21, 22 e 23.
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Figura 21 — TIC: do Hexano (apds extracgao).
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Figura 22 — TIC: do Hexano (apds metilagdo).
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Figura 23 — TIC: do Hexano (apds sililagao).

Também para a extraccdo com hexano, foi realizada uma tabela que contempla,

detalhadamente, os compostos presentes na extrac¢cdo com o solvente em questdo, nos

respectivos tempos de retencédo (Tabela 6).

Tabela 6 - Lista de compostos encontrados na extrac¢do com hexano, com o respectivo RT.

RT Composto Extraccdo Metilado Sililado
10,42 [Heptano X

10,67 | Carbonato de etil metilo X

12,38 [Piridina X
13,3 | Tolueno X

16,84 | 4-metil-4-hidroxi-2-pentanona X

17,59 | Etil benzeno

17,66 [ m-Fenetil-benzonitrilo

18,08 | 1,3-dimetil-Benzeno

18,08 |p-Xileno X

20,38 |1,1,2,2-Tetracloro-etano X

21,77 [1-Metilpentil hidro peréxido

22,39 | Benzaldeido X

23,21 | 2-metil-1-Hepteno-6-one X

24,03 | Octanal X

24,05 | 2-Etoxietil,dietil amina X
25,09 | 2-etil-1-Hexanol X

25,23 | 3-Trimetilsiloxi-piridina X
27,8 |N,N-dimetl-benzenamina X
31,83 | Tetradecano

32,1 | Decanal X X

32,75 | 2-fenoxi-Etanol X

Mariana Mateus
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Analise exploratoria das potencialidades forenses do cabelo, com aplicacéo de técnicas

de GC-MS.

33,34
33,76
34,86

36,2
37,34
42,69

44,2
44,83
45,67
46,36
46,42
46,59
47,94

48,5
50,18

50,2
50,43
51,11
51,17
51,67
52,24
52,36
52,42
53,17
53,17
53,73
54,48

55,5
56,06
56,16
56,51
57,55
57,91
58,49

Benzotiazole X
Metenamina

3-fenil-2-Propenal

Cl0m X
Nonanoato de trimetilsililo

Cl2m

Ramificado do C12 m

Ramificado do C12 m

Cl3m

Dodecanoato de trimetilsililo

Benzofenona X
Hediona

Insaturado do C14 m

Cldm

Benzoato de benzilo X
Ramificado do C14 m

Ramificado do C14 m

Tetradecanoato de isopropilo X
Cl5m

Tetradecanoato de trimetilsililo

Ramificado do C15m

Ramificado do C15m

Ramificado do C13m

cis-A*-C16 m

Insaturado do C16 m

Clem

2-metil-hexadecanoato de metilo

Ramificado do C16m

Hexadecanoato de isopropilo X
Cl7m

Hexadecanoato de trimetilsililo

Insaturado do C18m

cis-A°-C18 m

Cl8m

x

X X X X

x

X X X X X X X X X x

X X

X X X X X X

X X

x
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