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RESUMO

Analise toxicoldgica de substéancias psicoativas em cabelo: desenvolvimento de
método e aplicacdao na investigacao de tentativas de suicidio atendidas em

unidade de emergéncia de hospital universitario

O cabelo é um importante amostra biol6gica para evidenciar exposi¢ao pregressa as
substancias e pode ser utilizada como uma matriz alternativa ou complementar nas
analises toxicoldgicas. O suicidio é um dos principais problemas de saude publica,
somando aproximadamente oitocentas mil mortes ao ano no mundo. Além disso, a
cada suicidio consumado, outros vinte individuos estariam tentando cometé-lo. No
presente trabalho, um método analitico foi desenvolvido, validado e aplicado na
analise de amostras de cabelo coletadas de pacientes que tentaram suicidio e
receberam atendimento no Hospital de Clinicas da UNICAMP, entre os anos de 2017
e 2018. O método desenvolvido permitiu a andlise de morfina, codeina, 6-
acetilmorfina, anfetamina, metanfetamina, femproporex, dietilpropiona, mazindol,
MDA, MDMA, benzoilecgonina, cocaina, cocaetileno, éster metilecgonina, eéster
metilanidroecgonina (AEME) e THC. As amostras de cabelo foram extraidas utilizando
pulverizagdo, metanol como solvente extrator e sonicacdo sob aquecimento, sendo
posteriormente analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas sequencial. Durante a validacdo, o método atendeu aos critérios
recomendados internacionalmente para analise de drogas em cabelo, apresentando
limites de deteccao entre 2,5 e 50 pg/mg e linearidade entre 25 e 10.000 pg/mg. O
método apresentou boa especificidade quando desafiado na presenca de outras 41
substancias (possiveis interferentes exégenos), e seletivo quando amostras de cabelo
de diferentes doadores ndo usuarios de substancias psicoativas foram analisadas. A
imprecisao foi melhor que 17,5%, inexatiddo melhor que 7,5% e efeito matriz melhor
que -16,7% para todos os analitos. Nao foi observada contaminagcdo cruzada
(carryover). Das substancias investigadas, apenas a AEME nao atingiu valores
aceitaveis de imprecisao e inexatiddo, sendo investigada apenas de forma qualitativa.
Foram analisadas 109 amostras de cabelo, sendo cada amostra seccionada em até
cinco segmentos de 1,5 centimetros, totalizando 404 segmentos. Do total de amostras
analisadas, 30,3% apresentaram resultado positivo para pelo menos uma substancia
psicoativa (SPA, n=33), dentre elas: cocaina (90,9%), codeina (12,1%), morfina



(3,0%), MDMA (3,0%) e THC (3,0%). Na analise segmentar das amostras positivas
para cocaina (n=30), 76,7% das amostras indicaram exposi¢ao recente a substancia
(aproximadamente 1 més), uma vez que foi detectada a presenca do analito no
segmento proximal. Esse mesmo comportamento foi observado quando as amostras
positivas para codeina (n=4) e morfina (n=1) foram analisadas. Para THC e MDMA, a
analise segmentar foi positiva para segmentos menos recentes, indicando uso ha 4 e
3 meses, respectivamente. Em concluséo, o método foi validado seguindo parametros
recomendados internacionalmente para doze das principais substancias psicoativas
consumidas no pais, aléem de dois metabdlitos mais comumente encontrados. O
método foi ainda aplicado para andlise de amostras de cabelo de pacientes que
tentaram suicidio, no qual demonstrou positividade em 30,3 % do total de amostras
analisadas para pelo menos uma SPA, com maior frequéncia para cocaina. Na analise
segmental das amostras positivas pdde-se observar uma maior frequéncia na

exposicao recente a substancia (aproximadamente 1 més).

Palavras-chave: Cabelo; Tentativa de Suicidio; Transtornos Relacionados ao Uso de
Substéncias; Deteccdo do Abuso de Substancias; Cromatografia Liquida;
Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

Toxicological analysis of psychoactive substances in hair: development method
and application in the investigation suicide attempts of attended at university
hospital emergency units

Hair is an important biological sample to reveal chronic exposure to substances and
can be used as an alternative or complementary matrix in toxicological analyzes.
Suicide is one of the major public health problems accounting approximately eight
hundred thousand worldwide deaths per year. In addition, for each consummated
suicide, twenty other individuals are trying to commit it. In the present work, an
analytical method was developed, validated and applied in hair samples collected from
patients who attempted suicide and attended at University of Campinas Hospital
(2017-2018). The method was developed for the following analytes: morphine,
codeine, 6-acetylmorphine, amphetamine, methamphetamine, fenproporex,
diethylpropion, mazindol, MDA, MDMA, benzoylecgonine, cocaine, cocaethylene,
ecgonine methyl ester, anhydroecgonine methyl ester (AEME) and THC. Hair samples
were extracted using methanol and sonicated under heating, and then analyzed using
liquid chromatography tandem mass spectrometry. During validation, the method
attended to international recommended criteria, with limits of detection between 2.5
and 50 pg/mg and linearity between 25 and 10,000 pg/mg. The method showed good
specificity in the presence of 41 other substances (possible exogenous interferents)
and selectivity when analyzed in different matrices. Imprecision was better than 17.5%,
bias was better than 7.5% and matrix effect was better than -16.7% for all analytes. No
carryover was observed. Among all investigated substances, only AEME did not reach
acceptable values of imprecision and bias, which was validated only qualitatively. A
total of 109 hair samples were analyzed, each segment had up to five parts of 1.5 cm,
involving 404 segments. Between all samples analyzed, 30.3% were positive for at
least one psychoactive substance (PSA, n = 33), such as: cocaine (90.9%), codeine
(12.1%), morphine (3.0%), MDMA (3.0%) and THC (3.0%). In segmental analysis of
cocaine positive samples (n = 30), 76.7% of the samples indicated recent exposure to
cocaine (about 1 month), considering the substance was detected in the proximal
segment. This same behavior was observed when analyzing codeine (n = 4) and



morphine (n = 1) positive samples. For THC and MDMA, the segmented analysis was
positive for less recent segments, indicating that drug use happened 4 and 3 months
ago, respectively. In conclusion, the method was validated following international
recommendations for twelve of the main psychoactive substances consumed in the
country, as well as two of most common found metabolites. Then, the method was also
applied to hair analysis of patients who attempted suicide, which demonstrated
positivity in 30.3% of the total samples analyzed for at least one PSA, with a higher
frequency of cocaine. In the segmented analysis of the positive samples, it was
possible to observe a greater frequency in the recent exposure of the substance
(approximately 1 month).

Keywords: Hair; Suicide, Attempted; Substance-Related Disorders; Substance Abuse

Detection; Chromatography, Liquid; Mass Spectrometry.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cabelo

O cabelo é uma matriz biol6gica complexa, quimicamente composta por
proteinas (65 - 95 %, essencialmente queratina), agua (15 - 35 %), lipideos (1 - 9 %,
sebo e secrecao das glandulas sebaceas e sudoriparas) e minerais (0,25 - 0,95 %)
(1—4), dividido em trés principais camadas: cuticula (camada externa), cortex
(composto por queratina e outras proteinas) e medula (camada interna do foliculo) (5).
O cabelo é composto por um fio queratinizado que cresce a partir de uma cavidade
da pele chamada foliculo, na qual se estende através das camadas da pele (derme e
epiderme) até sua superficie cercado de musculos, glandulas sebaceas e
sudoriparas, cobrindo grande parte da extensédo do corpo humano (1,5). O cabelo tem
como finalidade proteger a cabec¢a dos raios solares através da presenca da melanina,
a qual também da coloracéo ao cabelo e é sintetizada pelos melandcitos localizados
na papila dermal e depois transferidas por migracdo celular para o bulbo folicular (5).
A estrutura capilar esta representada na Figura 1.

Figura 1 - Representacao da estrutura capilar. Fonte: Adaptado de (6).
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Fases de crescimento do cabelo

Cada fio cresce individualmente em trés fases de desenvolvimento (Figura
2). O ciclo comega com a fase anagena considerada um periodo de desenvolvimento
e crescimento com duracdo de 7 a 94 semanas, dependendo da regido anatdémica.
Acredita-se que aproximadamente 85 % dos fios se encontram nesta fase. A fase
catagena € um periodo de transicdo que dura apenas algumas semanas e abrange
apenas 1 % dos fios. Nesta fase, o bulbo folicular se encontra inativo e a papila dermal
se contrai conforme o foliculo se aproxima da fase telégena, a dultima fase,
considerada a fase de inatividade do fio. Logo apéds a fase telégena, um novo ciclo se
inicia (1,3-5). A taxa de crescimento dos cabelos depende da duracao de suas fases
de desenvolvimento, do tipo de cabelo e da localizacao anatémica (1,4). O cabelo da
cabeca é produzido por cerca de 4 a 8 anos com uma taxa de aproximadamente 0,6
a 1,4 cm por més, e os pelos corporais demoram menos de 6 meses para serem

produzidos, possuindo uma taxa de crescimento de 0,22 a 0,52 mm por més (3,4).

Figura 2 - Representacéo das fases de desenvolvimento do cabelo. Fonte: Adaptado
de (6).

Anagena Catagena Telégena Anagena

Meios de incorporagdo de substancias exégenas no cabelo

O mecanismo de incorporacao das substancias no cabelo ndo é muito bem
elucidado na literatura (7). Entretanto, quando uma substancia deposita-se no cabelo,
nao existe metabolismo e excrecao para remové-la (1,3-5,8). Acredita-se que a
incorporacdo aconteca na fase anagena de crescimento, onde ha um aumento da

atividade metabdlica e uma rapida divisdo celular (9).
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Diferentes hipbéteses tém surgido para tentar explicar o perfil das
substancias observadas no cabelo. A proposta mais simplificada envolve a difusdo
passiva das substancias no sangue para o foliculo capilar. Com a difusdo passiva, é
esperado que no momento da sintese do cabelo haja uma correlacao entre a
concentragao das substancias no cabelo e no sangue. Entretanto, isso ndo explica a
diferenga do perfil das substéncias e seus metabolitos encontrados nestas duas
matrizes.

Outra hipo6tese sugere que a incorporacao aconteca pela transferéncia das
substancias do corpo para o cabelo durante as fases do ciclo de crescimento capilar.
Neste modelo, a incorporacao pode ocorrer por difusdo passiva ou ativa através da
corrente sanguinea durante a sintese do cabelo, por difusdo de secrecdes (sebacea
e sudoripara) ap6s a formacado do cabelo e/ou contaminacado externa apds seu
desenvolvimento (6,7,9). Os meios de incorporagao estao representados na Figura 3.

Alguns fatores que podem influenciar a incorpora¢cdo no cabelo estao
ligados a substancia, dentre eles: a propriedade fisico-quimica, lipofilicidade, pKa,
estrutura, tamanho, capacidade de ligacdo a proteinas e afinidade com a melanina

(9).

Figura 3 - Representagcdo dos meios de incorporacdo de substancias no cabelo,
através da passagem pela corrente sanguinea (1), pelas glandulas sudoriparas e
sebaceas (2) e pela contaminacao externa (3). Fonte: Adaptado de (6).
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A incorporacao pela corrente sanguinea ocorre através da deposicao das
substancias e seus produtos de biotransformacao livres no cabelo por meio da difusao
passiva das artérias capilares para as células da base do foliculo capilar. Isso
aconteceria devido a vasta irrigagdo do foliculo por uma densa rede de capilares,
consequente de uma rapida divisdo celular na formacao capilar. A taxa de difuséo das
substancias esta relacionada a solubilidade lipidica da molécula e pode ser afetada
pelo gradiente de pH entre o plasma e a célula (9,10).

Outra teoria para incorporagdo pela corrente sanguinea, estaria na
passagem por difusdo das substancias (com propriedade de base fraca) da corrente
sanguinea para dentro dos queratindcitos e melandcitos. Essa passagem, favorecida
pelo gradiente de pH (plasma — pH 7,3, queratinécitos e melanécitos - pH 3,0 - 6,0),
tornaria as moléculas, predominantemente, em suas formas ionizadas, dificultando
sua difusao de volta para o sangue (9,10).

A incorporacao pode ocorrer ainda através de secrecoes de glandulas pois,
a medida que crescem, o foliculo e o fio capilar sdo banhados por secrecoes
produzidas por glandulas sudoriparas e sebaceas contendo em sua composi¢ao
substancias excretadas pelo corpo. O fato de essas substancias entrarem em contato
com cabelo desde a fase anagena, favorece a incorporagcado dessas substancias no
fio (9,10).

A contaminagdo externa do cabelo é possivel por duas vias: exposicao
passiva ou direta. Em ambas, o individuo n&o fez uso da substancia, mas esteve em
um ambiente onde outros individuos o fizeram. A exposi¢ao direta acontece através
do manuseamento de alguma substancia (ou contato fisico com uma superficie
contaminada) seguido de contato com o cabelo. E na exposi¢cédo de forma passiva, o
usudrio se encontra em um ambiente onde as substancias sdo consumidas proximas
a ele, por exemplo estar em um local onde outras pessoas fumam maconha (9).

Para reducéo de erros na interpretacao de resultados, a monitorizagéo de
produtos de biotransformacéao e dos valores de corte sdo muito Uteis, embora ndo os
elimine totalmente (10,11).

Analise toxicolégica em cabelo
A primeira analise toxicol6gica realizada em amostras de cabelo foi
reportada por Goldblum, em 1954, que determinou concentracdes de barbituricos em
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pelos de porquinho-da-india (7). Em 1979, Baumgartner detectou opiaceos no cabelo
de usuarios de heroina, através de extracdo com metanol e uso de radioimunoensaio
(6). Desde entdo, a analise nesta matriz auxilia varios campos da toxicologia, pois
além de detectar xenobidticos (drogas de abuso, medicamentos, contaminacao do
meio ambiente, etc.), pode ser utilizada como uma matriz alternativa ou complementar
para confirmacgao de exposicao a substancias nas areas da ciéncia forense, medicina
ocupacional, medicina do transito, toxicologia clinica e avaliacdo do consumo de
drogas em centros de reabilitacao (1,2,4,5,12,13).

Quando comparado a amostras bioldgicas mais utilizadas (urina e sangue),
o cabelo possui varias vantagens, dentre elas: grande janela de detec¢ao, fornecendo
evidéncia de exposicao crdnica (semanas a meses); coleta facil, ndo invasiva (sem
necessidade de agulhas, traumas ou dor) e que pode ser supervisionada sem
constrangimentos (diferentemente da urina); menor risco de adulteragcéo; facil
armazenamento e transporte, sem necessidade de refrigeracdo, congelamento ou
adicdo de preservantes, além de garantir a estabilidade das substancias
(1,2,4,5,8,14). Por essas razbes, o cabelo € a matriz de escolha e a principal
empregada para monitorar uso indevido de drogas, para investigagdes criminais
(como crime facilitado por drogas e de protecdo a crianca) e para casos de morte
relacionada com uso prévio de drogas (2).

Entretanto, o cabelo também possui desvantagens, sendo a principal delas
a susceptibilidade dos analitos incorporados aos efeitos dos tratamentos cosméticos
capilares como permanente, coloragdo, descoloragéo e alisamentos (8).

Para diferenciar a exposigao involuntaria (ou contaminagdo externa) do uso
de drogas, € recomentado a adocao de valores de corte(em inglés, cut offs) como os
propostos por entidades especializadas, como por exemplo a Sociedade Brasileira de
Toxicologia (SBTOx), a Sociedade de Testagem em Cabelo (em inglés, Society of
Hair Testing — SOHT), a Sociedade Europeia de Testagem de Drogas no Ambiente
de Trabalho (em inglés, European Workplace Drug Testing Society - EWDTS), dentre
outras (8,15). Recomenda-se que a interpretacdo dos resultados ocorra pela
identificagdo dos seus respectivos metabdlitos:

e Para confirmacdo do consumo de cocaina é recomendado a
identificagdo de pelo menos dois de seus metabolitos
(benzoilecgonina e/ou cocaetileno e/ou AEME);
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e Para confirmacgéo do consumo de heroina, 6- acetilmorfina e morfina
devem ser identificados;

e Para confirmacdo do consumo de metanfetamina, a anfetamina
deve ser identificada;

e Para confirmacéo do consumo de ecstasy (MDMA), o MDA deve ser
identificado (15).

Em seguida, para complementar o resultado, frequentemente, é realizada
a razao entre o produto de biotranformacéao e o analito original, para determinacao do
consumo de cocaina, a razao da benzoilecgonina/cocaina deve ser superior a 0,05.
Para determinacdo do consumo de heroina, raramente detectada no cabelo, é
sugerido uma razao de 6-MAM/morfina maior que 1,3 (1). Para determinacdo do
consumo de metanfetamina e MDMA, a razdao da anfetamina/metanfetamina e
MDA/MDMA devem estar entre 0,004 - 1,16 e 0,01 - 1,10, respectivamente (16).

Na analise toxicolégica em cabelo, a primeira parte do processo consiste
na lavagem da amostra para descontaminacéo, na qual recomenda-se a combinagao
de detergentes em solucdo aquosa e/ou solventes organicos. Nesta etapa, os
residuos externos nas superficies do cabelo (produtos capilares, suor, sebo e sujeira)
e possiveis contaminagdes externas de drogas presentes no meio ambiente que se
depositam no cabelo (incluindo a possibilidade da contaminagdo da amostra dentro
do laboratério) sdo removidas para melhorar a recuperacao da extracao (1,3,14).

Para analisar as drogas no cabelo, técnicas analiticas sensiveis séo
necessarias devido as baixas concentragdes na qual as substancias sdo encontradas
(frequentemente na ordem de picogramas por miligrama) e por dependerem,
principalmente, da quantidade de substancia consumida, do metabolismo do analito,
da cor do cabelo, posi¢cdo ao longo do cabelo (distancia da raiz), porcentagem de
cabelo na fase anagena e telégena, e polaridade da droga (15). As técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas sao as principais ferramentas
instrumentais utilizadas para a identificagcao e quantificagdo de substancias no cabelo,
por aliarem alta sensibilidade e especificidade (2,4).

1.2. Suicidio e o uso de substancias psicoativas
Suicidio
O suicidio € um dos principais problemas de saude publica mundial,

considerada a segunda maior causa de morte entre individuos de 15 a 29 anos. A
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cada ano, cerca de 800.000 pessoas morrem desta forma, e ha indicagbes de que
para cada suicidio consumado, mais de 20 pessoas estariam tentando cometé-lo (17).
Geralmente, a prevaléncia da tentativa de suicidio é maior entre as mulheres
comparada aos homens. Isso se da pelo fato de que os métodos mais letais de
suicidios s&o mais comuns entre 0 sexo masculino, gerando um aumento da taxa de
mortalidade deste grupo (18).

A escolha do meio de suicidio varia dentre diferentes grupos demograficos
e conforme a disponibilidade e acessibilidade do método. Por exemplo, em paises
com grande populacao rural, a intoxicagcao por ingestao de praguicidas € o método
mais comum devido ao facil acesso a estas substancias, somando cerca de um quinto
dos suicidios no mundo. Em grandes areas urbanizadas, € mais comum se atirar de
prédios como meio de suicidio (17,18).

Segundo o Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo (SINAN),
foram notificados 1.173.418 casos de tentativas de suicidio por violéncias
interpessoais ou autoprovocadas no Brasil entre 2011 e 2016, com predominancia em
mulheres de 10 a 39 anos e centralizados na regidao Sudeste (19).

Outro estudo realizado no municipio de Campinas investigou a quantidade
de pessoas que ao longo da vida possuiam ideagcdo suicida, planejamento para
cometé-lo e quantas consumaram o suicidio. Apurou-se entdo que, ao longo da vida,
17 % das pessoas pensaram em cometer suicidio, 5 % chegaram a elaborar um plano,
e 3 % efetivamente tentaram o suicidio. Dos 3 % que tentaram suicidio, apenas 1 %
foi atendido em um pronto-socorro logo apés a tentativa (20).

Estes numeros sdo uma expressdo da interagdo de fatores bioldgicos,
psicoldgicos, sociais, ambientais e culturais que aumentam a vulnerabilidade do
individuo ao comportamento suicida. Tais fatores de risco estdo ligados a
comunidade, como: guerras e desastres, tensdes de aculturagdo, discriminacao,
sensagéao de isolamento, abuso, violéncia e relacdes conflituosas. Outros fatores, de
reacao a nivel individual, sdo tentativas anteriores, transtornos mentais, uso abusivo
de etanol, perdas, dor cronica e histérico familiar de suicidio (17).

O uso de substancias psicoativas (SPA) (incluindo alcool, cannabis,
heroina ou nicotina) é considerado um fator de risco e esta ligado ao comportamento
suicida. Isso ocorre uma vez que as SPA geram alteracdes a nivel de sistema nervoso
central e estas podem causar um aumento na impulsividade suicida bem como no

namero de tentativas de suicidio mais agressivas (21). O uso de SPA, crénico ou nao,
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se apresenta como um importante fator de risco frente ao numero de tentativas de
suicidio. Usuarios cronicos ou dependentes de drogas de abuso apresentam maior
frequéncia nas tentativas de suicidio e maior intensidade na ideagédo suicida em

relacdo a pessoas que nao fazem uso de substancias (22-25).

Substancias psicoativas

Em 2017, uma a cada 18 pessoas da populacdo mundial entre 15 e 64 anos
utilizaram alguma SPA pelo menos uma vez no ultimo ano, o que equivale a
aproximadamente 271 milhdes de pessoas ou 5,5 % da populagdo mundial (26). Os
dados da Escritério das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime (do inglés, United
Nations Office on Drugs and Crime - UNODC) (2019) demonstram uma maior
prevaléncia do uso de opioides na Africa, América do Norte, Asia e Europa e do uso
de cannabis na América do Norte, América do Sul e Asia (26-28).

Segundo um estudo da organizagao da carga global de doenga (do inglés,
Global Burden of Disease), foram identificadas duas causas de morte por uso de SPA.
A primeira causa esta relacionada diretamente com transtornos relacionados ao uso
da substancia, caraterizado como “dependéncia de drogas” por atender aos critérios
da Classificagao Internacional de Doengas da Organizagdo Mundial da Saude (CID-
10), na qual a dependéncia de éalcool ou drogas ilicitas (como opidides, cocaina,
anfetaminas e cannabis) estéo inclusas (29).

A segunda causa de morte esta relacionada indiretamente com o uso de
SPA, por aumentar o risco prematuro de fatores associados com o uso dessas
substancias. Por exemplo, o usuario de alcool e drogas ilicitas tem um risco de morte
prematura maior por doencas e lesdes, incluindo suicidio, doencga hepatica, hepatite
e HIV (do inglés, Human Immunodeficiency Virus). Em 2017, esta causa foi
responsavel por 11,8 milhdes de mortes no mundo, representando uma a cada cinco

mortes (29).

Principais substancias psicoativas consumidas no Brasil

A Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) realizou um estudo levantando
informacgdes sobre o consumo de drogas da populagao brasileira na faixa etaria de 12
a 65 anos. O levantamento continha dados da utilizacdo de medicamentos nao
prescritos ou de forma diferente da prescrita (incluindo benzodiazepinicos,

estimulantes anfetaminicos, sedativos barbitiricos e esteroides anabolizantes),
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substancias psicoativas licitas e ilicitas (incluindo maconha, haxixe ou skank, cocaina,
crack e similares, solventes, ecstasy/ MDMA, ayahuasca, LSD, cetamina e heroina)
com prevaléncia do uso na vida, nos ultimos 12 meses e nos ultimos 30 dias (30).

Considerando a prevaléncia do uso na vida, os benzodiazepinicos (3,9 %)
séo a classe de medicamentos mais utilizada de forma néo prescrita ou diferente da
prescrita, seguida de opiaceos (2,9 %) e estimulantes anfetaminicos (1,4 %).
Ponderando as estatisticas de consumo dos ultimos 12 meses e nos ultimos 30 dias,
0 uso dessa classe de farmacos foi reportado com mais frequéncia entre as mulheres
(4,0 % e 1,5 %, respectivamente) (30).

Os adultos mais jovens (25-34 anos) sao considerados o grupo de
individuos que mais consome substancias ilicitas na vida, nos ultimos 12 meses e nos
ultimos 30 dias. A maconha tem a maior prevaléncia no consumo em relacao as outras
substancias estudadas (pelo menos cinco vezes maior), seguida da cocaina, na forma
de pé e fumada, o crack (30). Estimou-se que aproximadamente 0,75 % da populacao
brasileira de 15 a 64 anos, consumiu maconha nos ultimos 12 meses, sendo 3 %

deles, adultos e 4 % adolescentes (31).

Cannabis

A Cannabis é umas das plantas mais antigas (32-35) e a substancia
psicoativa ilicita mais utilizada no mundo, principalmente entre os jovens (26,36), com
um numero estimado de 188 milhdes de usuarios no ano de 2018, o que representa
3,8 % da populagdo mundial entre 15 a 64 anos (27). E controlada sob a Convencgéo
Unica de Entorpecentes de 1961 e possui uma prevaléncia de uso mais alta na
Ameérica do Norte (13,8 %), Oceania (10,9 %) e Africa Ocidental e Central (10,0 %)
(27), embora seu consumo permaneceu estavel em nivel global por uma década (26).

O termo “Cannabis” é usado para a preparacdo psicoativa da planta
pertencente a familia Cannabaceae (12), tendo como as principais espécies a
Cannabis sativa, Cannabis indica e a Cannabis ruderalis. As espécies da planta sao
representadas por uma ou mais espécies e/ou subespécies, ou seja, variam de acordo
com a existéncia de cepas distintas com diferentes morfologias e perfis quimicos, e
principalmente pela existéncia de variedades hibridas (32,38). O principal composto
ativo responsavel pelos efeitos psicoativos da planta é o tetrahidrocanabinol (A%-THC)

representado na Figura 4 logo abaixo (39).
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Figura 4 - Representacéo estrutural do tetrahidrocanabinol (A°-THC).

O AS-THC é comumente consumido por duas vias: pulmonar (fumo) e oral
(alimentos). Dentre elas, a via pulmonar tem absor¢do mais rapida, garantindo uma
biodisponibilidade de 8 a 24 % em poucos minutos, mesmo que cerca de 30 % do A®-
THC seja destruido na pirdlise (decomposicao térmica). A via oral possui absorcao
muito baixa, lenta e irregular, devido a degradagédo do A%-THC em meio acido do

estbmago, apesar de ser bem absorvido no intestino (90-95 %) (40).

Depois da absorgéo, o A%-THC é rapidamente distribuido para os tecidos
mais vascularizados (cérebro, figado, pulmdes e rins) e em seguida biotransformado
pela CYP-450 em compostos ativos, como o 11-hidroxi-(OH)-A°-THC e 8-beta-hidroxi-
(OH)-A®%-THC. Logo depois, o 11-OH-A°-THC é oxidado em um composto polar e
inativo, 11-nor-9-carboxi-A%-THC (ou THC-COOH) (40).

Em 1988, foi identificado os sitios especificos de ligacdo dos
canabinoides no sistema nervoso, os receptores canabinoides (33,41-43), levando a
um crescimento dos estudos relacionados a planta. Alguns anos depois, 0s primeiros
canabinoides enddgenos foram isolados (como anandamida (N-araquidonoil
etanolamina, EAE) (33,35,42,44) e 2-araquidonoilglicerol (2AG)) (35,37,45) e foi
criado o termo “sistema endocanabinoide”, designando o sistema composto por

ligantes enddgenos, receptores, sintese e degradacao enzimatica (35,44).

Até o momento, foram descobertos dois tipos de receptores
endocanabinoides, o CB1 e CB2 (33,35,45,46). O receptor CB1 foi encontrado,
principalmente, em varias partes do cérebro (cértex cerebral, cerebelo, ganglios da

base, sistema limbico, hipotalamo, hipocampo) e o CB2 esta presente exclusivamente
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em tecidos periféricos (sistema imunolégico, medula 6ssea, pulmao, pancreas e
musculo liso) (33,45).

A presenca do sistema endocanabinoide no cérebro e nos tecidos
periféricos sugere que a Cannabis produz efeitos de euforia, relaxamento, diminuicao
da ansiedade, sedacao, alteragéo da percepgao sensorial, perda da memoria recente,
deficits de atencdo e concentracdo, perda de discriminagdo de tempo e espaco,
coordenacdo motora diminuida e além de causar taquicardia, hiperemia das

conjuntivas, hipersalivagao e aumento do apetite (40).

Cocaina

A cocaina é o alcaloide mais importante presentes nas folhas de plantas do
género Erytroxylum (E. novogranatense e E. coca). Possui propriedade de anestesia
local, bloqueando os canais de sédio e produz efeitos estimulantes no SNC através
do bloqueio da recaptagdo de catecolaminas (norepinefrina e, principalmente,
dopamina) nas fendas sinapticas. O acumulo destas na fenda sinaptica resulta no
estado de euforia carateristico do usuario da substancia (47).

As vias de administracao mais frequentes séo: intranasal (aspiragéo), oral
(degluticdo), intravenosa (injetada) e respiratéria (fumada). As trés primeiras vias sao
consumidas na forma de cloridrato de cocaina, enquanto a ultima € consumida na

forma de base livre (crack) obtido através de esterificagdao da cocaina.

Quando utilizada pela via respiratéria possui uma biodisponibilidade de
aproximadamente 70 %, produzindo efeitos mais rapidos e com maior intensidade
dentre todas as vias, porém de baixa duracdo (segundos). Quando fumada, o
individuo absorve ndao s6 a cocaina, mas também um produto de combustao da
cocaina, o éster metilanidroecgonina.

Pela via intranasal, a cocaina possui uma biodisponibilidade de cerca de
26 %, proporcionando a absor¢éo de baixa velocidade através das membranas naso-
orofaringeas e garantindo efeitos prolongados devido as propriedades
vasoconstritoras da substancia. Na via oral ha um retardo da absorcao em relagao a
via respiratéria devido a ionizacao da cocaina no meio acido do estdbmago e a demora
em atingir pH alcalino do intestino, onde a velocidade de absor¢do € maior pela
prevaléncia da forma nao-ionizada (47).
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ApoOs absorvida, a cocaina € rapidamente biotransformada em éster
metilecgonina (EME) resultado da hidrélise do grupo benzoato da cocaina através da
acdo de colinesterases plasmaticas (pseudocolinesterase) e da acdo hepatica. E
também rapidamente biotransformada em benzoilecgonina (BZE) por meio da

hidrélise esponténea ou por reacao catalisada pelas carboxilesterases (47).

Outra via de biotransformagcdo € mediada pelo sistema citocromo P450.
Nela, a cocaina €& N-desmetilada diretamente ou oxidada pelo sistema de
monoxigenases FAD-dependente, resultando em um metabdlito ativo denominado
norcocaina (NCOC). A NCOC é entao biotransformada através de enzimas em N-
hidroxinorcocaina. Quando a cocaina é administrada pela via pulmonar outro
metabdlito € formado pela degradacao térmica a éster metilanidroecgonina (AEME) e
é considerado um biomarcador para esta forma de uso.

O etanol € uma SPA comumente utilizada concomitantemente a cocaina,
resultando em um importante metabdlito produto de transesterificagdo mais apolar e
ativo que apresenta efeitos mais duradouros da cocaina, o cocaetileno (COE). O
AEME é transformado em anidroecgonina por hidrélise enzimatica e ndo enzimatica
seguida de transesterificacdo na presenca de etanol, se transformando em éster
etilanidroecgonina (47). A biotransformacao da cocaina estad esquematizada na Figura

5 abaixo.
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Figura 5 - Biotransformagéao da cocaina. Fonte: (47).
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Aproximadamente, 0,4 % da populacdo mundial entre 15 a 64 anos utilizou
cocaina em 2017, correspondendo a cerca de 18,1 milhdes de pessoas. O seu uso é
predominantemente superior na Oceania, América do Norte, Europa (Ocidental e
Central) e América do Sul, representando 2,2 %, 2,1 %, 1,3 % e 1,0 % do consumo
mundial, respectivamente. Em 2017, cerca de 90 % da cocaina foi apreendida na
Colémbia (38 % do total global), Equador (7 %), Brasil (4 %) e Venezuela (3 %) (27).

Além de também ser o maior consumidor de crack do mundo, o Brasil é o
principal usuario de cocaina na América do Sul (possuindo aproximadamente um terco
dos usuarios), com prevaléncia de 2,2 % da populacao brasileira entre 15 a 64 anos
(31).

Anfetaminas

Entende-se como “estimulantes-tipo anfetamina” substancias compostas
por estimulantes sintéticos do grupo dos anfetaminicos, composto por anfetamina,
metanfetamina, metilenodioximetanfetamina (MDMA) e seus analogos (3,4-



31

metilenodioxietilanfetamina (MDEA), 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) e outros),
dietilpropiona, efedrina e femproporex, apresentados na Figura 6. Os anfetaminicos
apresentam o esqueleto quimico basico da B-fenetilamina (Figura 7). O mazindol é
classificado como anorexigeno e erroneamente classificado como medicamento

anfetaminico (47).

Figura 6 - Representacdo estrutural da anfetamina, metanfetamina, 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA), metilenodioximetanfetamina (MDMA), mazindol,
dietilpropiona e femproporex.
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Figura 7 — Representagdo do esqueleto quimico basico da B-fenetilamina e seus

derivados.
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Em 2017, estimou-se que 0,6 % da populagdo mundial entre 15 e 64 anos
fez uso de anfetaminas (aproximadamente 28,9 milhdes de pessoas) com maior
prevaléncia na América do Norte (2,1 %) e na Oceania (1,3 %). Seu uso varia
conforme a regido, mas & predominantemente utilizado na forma de metanfetamina
na América do Norte, metanfetamina cristalina na Asia e Oceania e na forma de
anfetamina na Europa (27,28).
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O ecstasy é o termo utilizado para descrever comprimidos compostos por
MDMA e/ou algum de seus analogos (incluindo MDA, MDEA, PMA ou PMMA), seu
consumo esta associado ao publico jovem, principalmente, em ambientes noturnos
recreativos. Dados de 2017 apontam que cerca de 21,3 milhdes de pessoas em todo
o mundo entre 15 a 64 anos (aproximadamente 0,4 % da popula¢cdo mundial) fizeram
uso de ecstasy aquele ano, predominantemente na Oceania, Europa Ocidental e
Central e América do Norte (27,28).

As principais anfetaminas usadas na América do Sul e Central sdo produtos
farmacéuticos utilizados de forma abusiva. Em 2017, a prevaléncia geral destes
usudrios permaneceu baixa entre individuos de 15 a 64 anos, com aproximadamente
0,2 % da populacdo mundial (28).

Os anfetaminicos agem nos receptores adrenérgicos acoplados a proteina
G como aminas simpatomiméticas de acordo com suas diferencas estruturais,
conferindo poténcias varidveis. Produzem principalmente acédo estimulante,
aumentando a capacidade da comunicacao, empatia e auto-conhecimento e em
alguns casos, agao alucinégena. Sao substancias com multiplos efeitos bioldgicos e
que possuem estruturas simples facilitando modificacao estrutural a fim de ampliar
alguns efeitos como: ampliacdo do estado de euforia e percepgdo do aumento da
capacidade fisica e mental devido a estimulagéo do sistema nervoso central (SNC).
Entretanto, estas modificacbes também podem causar aumento da frequéncia
cardiaca, aumento da demanda de oxigénio pelo miocardio e aumento da pressao

arterial, podendo causar hipdxia e consequente necrose de células do coracao (47).

A B-fenetilamina é importante devido as suas propriedades farmacol6gicas
e bioguimicas. Para determinar se as substancias terdo acao direta ou indireta nos
receptores, substituicbes nas posicoes m e p do anel benzénico e no carbono 8 da

cadeia lateral sdo necessarios (47).

Os anfetaminicos de acao indireta sdo substancias que possuem uma ou
nenhuma substituicdo no esqueleto quimico basico da B-fenetilamina (Figura 10) e
nao atuam diretamente sobre os receptores adrenérgicos. Entretanto, sdo capazes de
liberar a noradrenalina de vesiculas nos neurénios pré-sinapticos adrenérgicos
produzindo efeitos simpéticos, bem como inibir da recaptagdo da noradrenalina e
dopamina e de inibir da enzima responsavel pela oxidagcdo da noradrenalina e
serotonina, a monoamina oxidase (MAQO) (47).
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Os anfetaminicos de acdo direta sdo substancias, normalmente,
possuidoras do grupo metoxi, dimetoxi e trimetdxi na estrutura basica da [-
fenetilamina e com substituicbes em pelo menos duas posi¢cées (Rs, Rs ou Rs) na
tentativa de diminuir os efeitos indesejaveis. Os grupos metoxi, dimetdxi e trimetoxi
quando substituidos na posicdo Rs ou Res do anel aromatico atribui propriedades
alucinbgenas aos compostos (p. ex. MDMA, MDA, 3-metoxi-4,5-
metilenodioxianfetamina (MMDA), 2,5-dimetoxianfetamina (DMA), 4-
metoxianfetamina (PMA), 4-bromo-2,5-dimetoxianfetamina (DOB), 2,5-dimetéxi-4-
etilanfetamina (DOET) e 2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina (DOM) e 3,4,5-
trimetoxianfetamina (TMA) e por este motivo, ndo exercem a capacidade de agir
indiretamente (liberacdo e inibicdo da recaptacdo de noradrenalina na fenda

sinaptica), porém possuem interacao direta com o receptor adrenérgico (47).

Em geral, os anfetaminicos sdo absorvidos pelo trato gastrintestinal e
biotransformados no figado, principalmente. Como consequéncia da existéncia de
estruturas diferentes de anfetaminicos, apresentam diversas vias de
biotransformacado, as principais sao: hidroxilacdo aromatica, N-desalquilacdo, B-

hidroxilacao, desaminagéo oxidativa e entre outros (47).

Opioides

O termo “opioide” refere-se aos produtos encontrados no épio, resina
provinda da papoula do 6pio, Papaver somniferum e P. album. Os opioides incluem
tanto os alcaloides ou opiaceos naturais (p. ex. morfina, codeina e tebaina), como
também seus derivados semissintéticos (p. ex. heroina, hidrocodona, oxicodona e
buprenorfina) e sintéticos (p. ex. fentanil, metadona), responsaveis pela acao
analgeésica. Alguns destes sdo indicados para uso médico no tratamento de dor,
principalmente para alivio da dor no trauma, cirurgia e cancer (48,49).

Essa classe representa uma grande preocupacao em diversos paises por
serem 0s maiores causadores de danos a saude associados ao seu uso. Em 2017,
seu uso representou cerca de 66 % das mortes relacionadas ao uso de drogas
envolvia algum opioide. Em 2017, aproximadamente 53,4 milhbes de pessoas no
mundo utilizaram opioides pelo menos uma vez, numero 56 % maior do que foi

estimado para este ano e que corresponde a aproximadamente 1,1 % da populacéo
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mundial entre individuos de 15 a 64 anos. Dentre essas pessoas, 29,2 milhées usaram
opiaceos usaram opiaceos (heroina e 6pio), correspondendo a 0,6 % (26,27).

A Ameérica do Norte possui a maior prevaléncia anual, com cerca de 4 %
da populacéao (entre 15 e 64 anos) usuaria de opioides (26), representando um quarto
dos usuarios dessa SPA no mundo. A média do uso de opiaceos na América do Norte
(0,7 %) esta acima da média do uso mundial (0,6 %). Nessa regido, os opioides
(principalmente hidrocodona, oxicodona, codeina e tramadol) e o0s opiaceos
(principalmente a heroina) sao utilizadas para fins ndo médicos. As mortes por
overdose ligadas ao seu uso ainda continuam altas e crescentes, principalmente nos
Estados Unidos e Canada, com aumento de 10 % e 33 % entre 2016 e 2017,
respectivamente. As mortes ligadas ao uso de opioides estdo relacionadas
principalmente com overdoses acidentais (93 %) e suicidios (5 %) (27).

Na Europa, estima-se que 0,7 % da populacdo fez uso de opioides,
principalmente heroina, no ano de 2017. Dados recentes demonstraram um
crescimento no numero de mortes (principalmente por overdose) associados ao uso
de heroina. Em 2017, a Irlanda do Norte e o Reino Unido da Gra-Bretanha
representaram um ter¢o de todas as mortes por overdose na Europa (27).

Em 2016 na Australia, o uso de opioides (principalmente morfina, codeina,
oxicodona e heroina), causou a morte de muitas pessoas. A Austrdlia e a Nova
Zelandia estao acima da média mundial, correspondendo a 3,3 % da populacao adulta
que apresenta uso abusivo de opioides (27).

O efeito analgésico dos opioides se da por meio da acado de peptideos
enddgenos com propriedades farmacologicas em receptores presentes no sistema
nervoso central (SNC) e na medula espinal envolvidas na transmissdo e modulagéao
da dor. Apds a descoberta dos principais receptores opioides (MOP — receptor pu, DOP
— receptor & e KOP — receptor k), diversas proteinas precursoras dos principais
peptideos enddgenos (endorfina, encefalinas, dinorfinas) foram encontradas
distribuidas pelo SNC. Sao alguns exemplos: a pré-promelanocortina, proteina
precursora da endorfina, a pré-proencefalina, precursora da encefalina e a pré-
prodinorfina, precursora das dinorfinas (50).

Os opioides podem ser classificados como agonistas totais ou parciais de
acao analgésica. Agem através de receptores acoplados a proteinas G do tipo
inibitério gerando uma sequéncia de acgdes: reducao da transmissdo dos canais de
célcio voltagem dependentes nas terminacdes nervosas pré-sinapticas, seguida da
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estimulacao do efluxo de potassio e, consequente, hiperpolarizagdo. A maioria dos
opioides disponiveis atuam nos receptores de opioides |, que geram efeitos como

analgesia, sedacéo, euforia e depressao respiratéria (50).

1.2.1.1.  Morfina

A morfina (Figura 8) é o principal constituinte do épio e € classificado como
agonista total do receptor p. E utilizado como analgésico potente com boas
propriedades sedativas e ansioliticas, podendo até causar disforia, alucinacgéo,
euforia, depressao respiratdria e supressao da tosse. Apresenta boa absorgéo pelas
mucosas e quando aplicada endovenosamente. Setenta por cento da morfina
absorvida € metabolizada em morfina-3-glucuronideo, principalmente pelo figado
através de enzimas. Apenas 10 %, se biotransforma em morfina-6 glucuronideo,

sendo este metabdlito de 13 a 200 vezes mais potente que a morfina (49,50).

Figura 8 - Representacao estrutural da morfina.
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1.2.1.2. Codeina

A codeina (Figura 9) é utilizada a mais de 150 anos no tratamento de tosse
e dores (49), podendo ser classificada como agonista parcial nos receptores p. Cerca
de 10 % da dose é metabolizado em morfina. E um analgésico que causa poucos
efeitos de euforia, de sedagdo e possui menor propensdo de causar depressao

respiratéria quando comparado com a morfina (50).
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Figura 9 - Representacao estrutural da codeina.
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1.2.1.3. Heroina

A heroina (diamorfina, diacetilmorfina) € um analogo diacetilado da morfina.
Esta substancia é biotransformada por esterases presentes no figado, plasma e no
sistema nervoso central em compostos ativos (6-acetiimorfina e morfina -
representados na Figura 10). Devido sua alta lipossolubilidade, € bem absorvido por
todas as vias (nasal, retal, pulmonar e mucosas), e passa com facilidade pela barreira
hematoencefélica, onde é convertido em morfina. Seu inicio de acdo € mais rapido se
comparado com a morfina, sendo até duas vezes mais potente. Compartilha efeitos
semelhantes aos opioides comuns, entretanto tem uma tendéncia maior de causar

euforia, dependéncia e até edema pulmonar (49,50).

Figura 10 - Representacao estrutural da heroina (A) e seu principal metabdlito, 6-

acetilmorfina (B).

Y

2. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento e validacdo de
método analitico para detectar e quantificar substancias psicoativas em amostras de
cabelo, aplicando o método desenvolvido e validado na anéalise de amostras coletadas
de pacientes que tentaram suicidio e receberam atendimento de urgéncia no Hospital
de Clinicas da UNICAMP.
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A partir do objetivo geral, foram delineados o0s seguintes objetivos
especificos:

e Desenvolver e validar um método analitico baseado em cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (em inglés, liquid
chromatography tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) para analise de morfina,
codeina, 6-acetilmorfina, anfetamina, metanfetamina, femproporex, dietilpropiona,
mazindol, 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA), benzoilecgonina, cocaina, cocaetileno, éster metilanidroecgonina (AEME) e
delta-9-tetrahidrocanabinol (THC) em amostras de cabelo;

e Analisar amostras de cabelo coletadas de pacientes que foram
atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP ap0és tentativa de suicidio.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Padrées, produtos quimicos e reagentes

Material certificado de referéncia de morfina, codeina, 6-acetilmorfina,
anfetamina, metanfetamina, femproporex, dietilpropiona, mazindol, 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA), 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA),
benzoilecgonina, cocaina, cocaetileno, éster metilanidroecgonina (AEME) e
tetrahidrocanabinol (THC), morfina-d3, anfetamina-d5, benzoilecgonina-d8, cocaina-
d3, THC-d3, metanfetamina-d5, MDMA-d5 e codeine-d3 foram adquiridos da Cerilliant
(Round Rock, Texas, USA). Metanol, diclorometano, formiato de aménio e acido
férmico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A &gua ultrapura
deionizada foi purificada pelo sistema Milli-Q da Millipore (Billerica, Massachusetts,
USA). Todos os solventes empregados no procedimento de extracdo eram grau
HPLC.

Preparacéo das solugbes padréao

As solucdes estoque das substancias foram preparadas pela diluicao do
material certificado de referéncia em metanol. A partir das solugdes estoque, foram
preparados solucdes calibradoras (solugdes metandlicas de trabalho) a 100, 400, 800,
1.600, 2.000 e 4.000 ng/mL para metanfetamina, MDMA, morfina, anfetamina, 6-
acetilmorfina, MDA, femproporex, dietilpropiona, codeina; 25, 100, 200, 400, 500,
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1.000 ng/mL para THC, AEME, benzoilecgonina e cocaetileno; e 250, 1.000, 2.000,
3.000, 5.000, 10.000 ng/mL para cocaina e mazindol.

A partir das solucbes estoque, as solugdes de controle de qualidade no
nivel baixo (CQB) foram preparadas em metanol nas concentracées 200 ng/mL para
metanfetamina, MDMA morfina, anfetamina, 6-acetilmorfina, MDA, femproporex,
dietilpropiona, codeina; 50 ng/mL para THC, AEME, benzoilecgonina e cecaetileno e
500 ng/mL para cocaina e mazindol. As solu¢des de controle de qualidade no nivel
alto (CQA) foram preparadas nas concentracdes 3.000 ng/mL metanfetamina, MDMA
morfina, anfetamina, 6-acetilmorfina, MDA, femproporex, dietilpropiona, codeina; 750
ng/mL THC, AEME, benzoilecgonina e cocaetileno; e 7.500 ng/mL cocaina e
mazindol, sempre utilizando metanol como diluente.

Com o intuito de amenizar as variagdes analiticas (instrumentais, injecao e
pipetagem) foi utilizado o método de padronizag¢ao interna. Este método consiste na
preparagdo de solugdes padronizadas de substancias conhecidas denominadas
padréo interno. Para a escolha do padrao interno deve-se considerar a similaridade
estrutural, ter concentracdo e tempo de retencdo proximos a substancias a ser
quantificada. Apds andlise das solugdes, foi construido um grafico correlacionando a
razdo entre areas (area da substancia a ser quantificada e area do padréo interno) e
a concentracdo da substancia (51,52). Neste presente trabalho, os padrdes internos
foram feitos a partir de diluicbes das solucdes estoque de anfetamina-d5 (para
quantificacao da anfetamina), metanfetamina-d5 (para quantificacdo da mazindol,
metanfetamina, femproporex e dietilpropiona), morfina-d3 (para quantificacdo da
morfina, AEME e 6-acetilmorfina), codeina-d3 (para quantificacdo da codeina),
benzoilecgonina-d8 (para quantificacdo da benzoilecgonina), cocaina-d3 (para
quantificacdo da cocaina e cocaetileno), MDMA-d5 (para quantificacdo da MDMA,
MDA) e THC-d3 (para quantificacdo do THC), produzindo solugdo unica de trabalho
de padrao interno (Pl) na concentracdo de 500 ng/mL de cada analito, em metanol.
Todas as solucdes foram armazenadas em frasco ambar a -20 °C.

A partir de 20 mg de amostras de cabelo (coletadas de individuos que nao
fizeram uso das SPA investigadas neste estudo) foram adicionadas solucdes
calibradoras (cal) e controles de qualidade para atingir as concentracées finais em

matriz que estao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentragdes finais (em ng/mg) dos analitos nos calibradores (Cal 1 a 6)

e dos controles baixo (CQB) e alto (CQA) no cabelo.

ng/m Cal1 Cal2 Cal3 Cal4 Cal5 Cal6 CQB CQA
Analito

Metanfetamina 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
MDMA 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
MDA 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
Anfetamina 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
Fenproporex 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
Dietilpropiona 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
6-Acetilmorfina 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
Morfina 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
Codeina 0,100 0,400 0,800 1,600 2,000 4,000 0,200 3,000
Mazindol 0,250 1,000 2,000 4,000 5,000 10,000 0,500 7,500
Cocaina 0,250 1,000 2,000 4,000 5,000 10,000 0,500 7,500
Cocaetileno 0,025 0,100 0,200 0,400 0,500 1,000 0,050 0,750
Benzoilecgonina 0,025 0,100 0,200 0,400 0,500 1,000 0,050 0,750
AEME 0,025 0,100 0,200 0,400 0,500 1,000 0,050 0,750
THC 0,025 0,100 0,200 0,400 0,500 1,000 0,050 0,750

Amostras

As amostras de cabelo utilizadas para realizacdo dos testes de otimizacao

e desenvolvimento dos métodos foram recebidas de voluntarios que néo fizeram uso

de nenhuma das SPA deste trabalho.

Foram analisadas amostras de cabelo coletadas de individuos maiores de

18 anos que tentaram suicidio e foram atendidos na unidade de emergéncia
referenciada do Hospital de Clinicas da UNICAMP no periodo de um ano (2017-2018).
Este projeto é parte do estudo “Suicidio na Emergéncia: estudo de relagcbes entre uso

de substancias psicoativas e tentativas de suicidio em unidade de emergéncia

referenciada da cidade de Campinas - SP”, coordenado pela Profa. Dra. Karina Diniz

Oliveira, Departamento de Psicologia Médica e Psiquiatria, Faculdade de Ciéncias
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Médicas, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa UNICAMP (CAAE n°
58187816.6.0000.5404) (Anexo 1).

Assim que os pacientes com clinica de intoxicacao exdégena ou traumas
foram atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP, também foram acionadas
equipes do Centro de Informacgéao e Assisténcia Toxicolégica (CIATox) e da psiquiatria.
Os fluidos biolégicos (urina e sangue) foram encaminhadas ao CIATox e submetidos
a exame toxicoldgico de triagem por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) usando procedimentos publicados (53,54) e a concentracédo de
etanol sanguineo foi determinada por cromatografia gasosa com deteccdo por
ionizagcao de chamas (CG-DIC). A tentativa de suicidio é confirmada apenas apo6s
avaliacao psiquiatrica e aplicacao do questionario contendo dados sociodemografico,
além de informacgdes sobre a classificagdo do risco e intensidade de suicidio (Anexo
3-5). Somente apdés o preenchimento do questiondrio e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) as amostras de cabelo eram coletadas.
Essas amostras eram coletadas da regido do vértice posterior da cabeca, o mais
préximo possivel do couro cabeludo, uma vez que é a regido com menor variacao na
taxa de crescimento (1,15).

No total, foram coletadas 160 amostras de sangue e urina de pacientes que
aceitaram participar do projeto. Destes, 109 pacientes aceitaram a realizacdo da
coleta de cabelo. Apds a coleta, cada amostra foi seccionada em até cinco segmentos
de 1,5 centimetros, totalizando 404 segmentos.

3.2. Métodos

Desenvolvimento do método

3.2.1.1.  Estudo de diferentes condicbes na pulverizacdo do cabelo

A fim de aumentar a homogeneidade e a superficie de contato com o
solvente extrator de forma mais branda, foram realizados testes em diferentes
condicoes de pulverizacao utilizando 6 esferas de aco (diametro = 2,8 mm) em cada
tubo de plastico conico e o0 homogeneizador mecanico BeadBlaster™ 24 Microtubo.

As amostras “b” e “c” foram avaliadas e comparadas com a amostra

a’, nas seguintes

condicoes:

a) Amostra cortada com a tesoura
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b) Amostra pulverizada nas seguintes condigdes: 5 Ciclos de 40 segundos e
intervalo de 120 segundos

c) Amostra pulverizada nas seguintes condi¢des: 10 Ciclos de 25 segundos e
intervalo de 60 segundos.

3.2.1.2. Estudo da influéncia do tempo de incubacao

O teste foi realizado em amostras reais, em duplicata (positivas para
tetrahidrocanabinol — THC; cocaina — COC; benzoilecgonina — BZE e cocaetileno —
COE). As amostras foram submetidas a incubacdo a 45 °C no termobloco com
agitacdo mecanica (Multi-Therm Heating & Cooling Shaker™ - Benchmark Scientific,
Sayreville, EUA) e analisadas a cada uma hora durante doze horas. Os dados foram
avaliados com uma analise estatistica de variancia one-way (ANOVA) de significancia
na variabilidade p < 0,05 e foi aplicado o teste de Tukey para comparagdes multiplas
(p < 0,05), representado em grafico de dispersao (Figura 11). As analises de variagao
foram realizadas utilizando o programa de software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Scientific, San Diego, EUA).

3.2.1.3. Estudo da influéncia do tipo de agitacao

O teste foi realizado em quadruplicata de amostras reais positivas para
THC, COC e seus metabdlitos (benzoilecgonina e cocaetileno). Dois tipos de agitacao
foram comparados no tempo de duas horas a 45 °C: o termobloco com agitacao

mecanica e o banho ultrassoénico.

Preparo de amostra

As amostras foram submetidas duas vezes a descontaminagdo com
solvente organico (diclorometano e metanol, 1 mL com agitacéo por 3 minutos seguida
do descarte de cada solvente) e os solventes evaporados sob fluxo de nitrogénio a 40
°C utilizando um sistema de evaporagado TurboVap (Biotage, Uppsala, Suécia). Em
seguida, 20 mg da amostra foi pesada em tubo de plastico cénico contendo 6 esferas
de aco (diametro = 2,8 mm) e foi pulverizada mecanicamente usando homogeneizador
BeadBlaster™ 24 Microtubo (Benchmark Scientific, Sayreville, EUA) nas seguintes

condigdes: 5 ciclos de 40 segundos com 7 m/s de velocidade e intervalo de 120
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segundos. Entédo, foram adicionados 380 uL do metanol e 20 uL da solugéao PI. As
amostras foram submetidas a agitagdo por 10 segundos e centrifugagéo a 13.000 rpm
por 2 minutos com o objetivo de levar toda a amostra de cabelo para o fundo do tubo.
Apds 2 horas de incubagao a 45 °C em banho ultrass6nico, a mistura foi centrifugada
a 13.000 rpm por 5 minutos e 50 uL do sobrenadante foi transferido para uma
microplaca de 96 pogos, previamente preenchida com 150 uL de uma solugdo aquosa
de &cido férmico 0,1 % (v/v) e formiato de amédnio 2 mmol/L. E entédo, 1 uL foi injetado
no sistema LC-MS/MS.

3.3. Instrumentacéao

A analise por LC-MS/MS foi realizada em cromatdgrafo liquido Nexera X2
acoplado a espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo modelo LCMS8060
(Shimadzu, Kyoto, Japao).

A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna com fase
estacionaria bifenil, modelo Raptor (100 mm x 2,1 mm x 2,7 um; Restek, Pensilvania,
EUA), mantida a 40 °C. A fase movel foi composta por dgua ultrapura (A) e metanol
(B), ambas contendo acido férmico (0,1 %, v/v) e formiato de aménio (2 mmol/L). O
gradiente de eluicao foi estabelecido como a seguir: 10 % B por 0,5 min seguido por
aumento linear até 100 % B em 4,0 min, mantido nesta propor¢cdo por 2 min e
retornando para a condic¢édo inicial em 0,1 min (tempo de reequilibrio de 1,4 min), com
um tempo de corrida total de 7,5 min. A vazao da fase moével foi de 0,4 mL/min e
injecdo de 1 uL no sistema LC-MS/MS.

O espectrdmetro de massas foi equipado com uma fonte de ionizagao por
electrospray (ESI) operando em modo de ionizacao positivo. Os parametros da fonte
foram: vazao do gas de nebulizagéo (N2) a 3 L/min; vazdo do gas de aquecimento (N2)
a 10 L/min; temperatura da interface a 300 °C; temperatura da linha de dessolvatagéao
a 250 °C; temperatura de dessolvatacdao a 526 °C; temperatura do bloco de calor a
400 °C; vazao do gas de secagem (N2) a 10 L/min; e a pressao do gas (Ar) de colisao
induzido por dissociacdo a 250 kPa. As analises foram feitas em modo de
monitorizacdo de reagdes multiplas (MRM), na qual duas transicdes MRM foram
escolhidas, uma para quantificagdo e a outra para qualificagéo. A Tabela 2 apresenta
as condicOes otimizadas do método, contendo as transicdes de MRM (transicoes
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utilizadas para quantificagdo foram sublinhadas). Os dados foram adquiridos e

processados pelo Labsolution 5.97 software (Shimadzu, Kyoto, Jap&o).

Tabela 2 - Condi¢des otimizadas das transi¢cdes para analise de 15 substancias (e 8

padrdes internos, PlI) em amostras de cabelo usando cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Tempo de o Tempo
] B Transicoes . Q1 Pre CE* Q3 Pre
Analito retencao leitura . .
] MRM (m/z) Bias (V) (V) Bias (V)
(min) (msec

289,2—152,0 10 -21 -55 -28
Morfina-d3 (PI) 2,072

289,2—201,2 10 -21 -26 -28

286,2—152,2 10 -20 -55 -30
Morfina 2,076

286,2—201,2 10 -20 -25 -12

182,1—91,1 20 -13 -26 -10
AEME 2,126

182,1—118,1 20 -21 -21 -13
Anfetamina-d5 2 459 141,1—-96,1 10 -17 -21 -16
(PI) ’ 141,1—124,2 10 -16 -14 -24

136,1—91.1 10 -15 -17 -10
Anfetamina 2,479

136,1—119,1 10 -28 -14 -12
Metanfetamina-d5 - 155,0—92,0 10 -30 -23 -16
(PI ’ 155,0—121,0 10 -11 -14 -21

303,0—-215,3 10 -29 -27 -21
Codeina-d3 (PI) 2,689

303,0—225,1 10 -16 -29 -23

300,0—-165,1 10 -21 -44 -30
Codeina 2,698

300,0—215,1 10 -11 -25 -12

150,1—-91.1 10 -10 -19 -18
Metanfetamina 2,699

150,1—119,1 10 -10 -10 -24

189,2—-91,0 10 -22 -22 -10
Femproporex 2,704

189,2—118,9 10 -20 -12 -30

180,0—-105,1 10 -14 -21 -21
MDA 2,719

180,0—-135,0 10 -14 -21 -12

328,2—211,0 20 -20 -28 -25
6-Acetilmorfina 2,730

328,2—165,2 20 -21 -52 -20

199,2—165,1 10 -20 -15 -20
MDMA-d5 (PI) 2,871

199,2—107,1 10 -20 -25 -20
MDMA 2,881 194,0-163,0 10 -14 -14 -10
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194,0—105,0 10 -14 -25 -18

206,2—105,0 10 -20 -20 -20
Dietilpropiona 2,958

206,2—100,1 10 -20 -20 -20
Benzoilecgonina- 3,050 298,2—-171,1 10 -20 -19 -19
ds (PI) ’ 298,2—110,2 10 -20 -30 19

290,2—168,1 10 -20 -19 -19
Benzoilecgonina 3,269

290,2—105,2 10 -20 -28 -21

307,4—185,1 10 -24 -20 -30
Cocaina-d3 (PI) 3,403

307,4—85,2 10 -24 -30 -30

304,0-182,0 10 -20 -18 -18
Cocaina 3,407

304,0—-82,0 10 -20 -31 -14

285,0-44,0 10 -15 -24 -18
Mazindol 3,539

287,0—-44,0 10 -15 -24 -18

318,0-82,0 10 -21 -33 -14
Cocaetileno 3,584

318,0—~196,0 10 -21 -21 -19

318,1—123,1 10 -29 -32 -20
THC-d3 (PI) 4,869

318,1—-262,2 10 -16 -22 -27

315,0-193,3 250 -16 -23 -19
THC 4,876

315,0—123,1 250 -16 -34 -12

*CE: energia de colisdo. As transicbes de monitorizagdo de reagdes miltiplas sublinhadas foram
usadas para quantificacao das substancias.

3.4. Validacdo do método

O método por LC-MS/MS foi validado de acordo com os parametros e
recomendagdes da Sociedade Europeia de Testagem de Drogas no Ambiente de
Trabalho (do inglés, European Workplace Drug Testing Society - EWDTS) (15). Os
parametros avaliados foram: sensibilidade, linearidade, verificacdo do valor de corte
(cutt-off), estudo de interferentes (especificidade, efeito matriz e seletividade)
exatidao, imprecisdo, contaminacao cruzada no injetor (carryover), limite de detecgao,
limite de quantificacdo e estabilidade. Também foram utilizadas as recomendacdes do
Grupo de Trabalho Cientifico para Toxicologia Forense (do inglés, Scientific Working
Group for Forensic Toxicology (SWGTOX) quando detalhes sobre parametros para

realizacdo da validagdo ndo eram especificados pela EWDTS.
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Critérios de identificacao

Para a identificacdo dos analitos, os critérios de positividade adotados
foram: (i) a presenca de pico cromatografico simétrico com tempo de retencéo
condizente com o observado nos calibradores (variagdo aceitavel de £2 %); (ii) relacao
sinal/ruido maior do que 3 para ambos MRM e (ii) razdo entre os MRM de
quantificacéao e qualificador condizente com o observado nos calibradores, com faixa
de variacao aceitavel de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - Variagédo aceitavel em fungéo da intensidade relativa dos ions (quantificador
e qualificador) para cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
Fonte: (55).

Intensidade relativa ao ion oL L
o Variacao aceitavel (%)
quantificador

> 50 % 20 %
20 - 50 % 25 %
10 - 20 % 30 %
<10 % 50 %

Limite de quantificagcdo e deteccao

Para determinar a concentragcao do limite de quantificacéo, foi considerado
um namero inferior ao valor de cut-offs recomendado pelo EWDTS. Foram avaliados
ao longo de cinco dias em triplicata através do limite inferior de quantificacédo da curva
analitica.

Os valores de limite de deteccdao foram determinados utilizando a
concentragdo mais baixa dos analitos, sendo os mesmos diferentes de zero e avaliado
durante trés dias em triplicata, segundo o SWGTOX.

Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir de cinco replicatas de seis concentracdes
variando de 100 a 4.000 pg/mg para metanfetamina, MDMA, morfina, anfetamina,
femproporex, dietilpropiona, codeina, 6-acetiimorfina e MDA; de 25 a 1.000 pg/mg
para benzoilecgonina, cocaetileno e THC; e de 250 a 10.000 pg/mg para cocaina e
mazindol. A curva de analitica foi construida relacionando a razao entre as areas

obtidas (area do padrao interno e a area da substancia) com suas respectivas
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concentragbes previamente conhecidas. A heterocedasticidade foi verificada
empregando o Teste-F (a =0,05) e em seguida, modelos de calibracao foram testados
em varios fatores de ponderagéo e avaliados utilizando a porcentagem da somatéria
do erro percentual relativo (X% ER) e o coeficiente de determinacdo (r?). Apds a
deteccéo e eliminacéo dos outliers realizado através do teste de Grubbs (a = 0,05), o
modelo matematico escolhido foi visualmente elucidado em grafico residual.

Verificacao do cut-off
Os cut-offs, séo valores de corte recomendados pelo guia da EWDTS
(Tabela 4), que foram avaliados e determinados como o controle baixo neste método.

Tabela 4 - Recomendacéao de valores de corte da Sociedade Europeia de Testagem
de Drogas no Ambiente de Trabalho (European Workplace Drug Testing Society -
EWDTS) na andlise de confirmacao para testagem em cabelo.

Analito Andlise de
confirmacao (ng/mg)
Anfetaminas 0,20
Metanfetaminas 0,20
MDMA 0,20
MDEA 0,20
MDA 0,20
Cocaina 0,50
Benzoilecgonina 0,05
Cocaetileno 0,05
AEME 0,05
THC 0,05
Morfina 0,20
Codeina 0,20

6-Acetilmorfina 0,20
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Estudo de interferentes

3.41.1. Seletividade

Para isso, foram avaliadas seis amostras de fontes diferentes sem os
analitos de interesse (“em branco”), além de duas amostras “em branco” nas quais

somente o padrao interno foi adicionado (negativo), como é recomendado no EWDTS.

3.4.1.2. Especificidade

Para garantir a auséncia de interferentes de outros analitos, uma duplicata
de amostras “em branco” foi avaliada, na qual medicamentos usualmente utilizados
foram adicionados e alguns de seus metabdlitos, dentre eles: desmetilvenlafaxina,
bupropiona, venlafaxina, amitriptilina, clomipramina, fluoxetina, nortriptilina,
mirtazapina, escitalopram nafazolina, salbutamol, ranitidina, domperidona,
metoclorpramida, ondansterona, paracetamol, meloxicam, prednisolona, celecoxibe,
prednisona, betametasona, dexametasona, furosemida, hidroclorotiazida,
fenobarbital, fenitoina, carbamazepina, acido valprdico, haloperidol, risperidona,
quetiapina, hidroxizine, prometazina, loratadina, desloratadina, propranolol, captopril,
diltiazem, atenolol, atorvastatina e glibenclamida a 10 ng/mg.

Exatiddo

Segundo o EWDTS, é recomendada a avaliagdo de dois controles de
qualidade internos: controle alto e baixo. Os controles (alto e baixo) foram avaliados
em triplicata, segundo SWGTOX, exigindo que esta variacdo seja menor do que +20
% da concentracao estabelecida, como recomendado pelo EWDTS. O valor calculado

€ expresso em porcentagem de desvio do valor real, como na férmula a seguir:

Média da Conc. Teérica) 00

i3 0, =
Inexatidao (%) (100 X Média da Conc. Real

Imprecisao

Seguindo as recomendacdes do SWGTOX, as imprecisdes intra-ensaio e
inter-ensaio foram avaliadas com uma triplicata das concentragdes dos controles (alto
e baixo) durante cinco dias (ninter= 15). Os controles sdo avaliados com uma anélise

estatistica de variancia one-way (ANOVA) realizado em cada concentracdo dos
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controles para avaliar significancia na variabilidade (p < 0,05) e devem ter até +20 %
de variagdo do DPR, como recomendado pelo EWDTS. As formulas para calcular

imprecisao intra-ensaio e inter-ensaio estao expressas abaixo.

Desvio padriao de um unico dia

Imprecisdo intra — ensaio (%) = ( ) x 100

Média calculado de um unico dia

Desvio padrao da média geral para cada controle

Imprecisdo inter — ensaio (%) = ( ) X 100

Média geral para cada controle

Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado pela adicao das concentragdes do controle alto
e baixo (item ‘Preparacéo das solugdes padrdo’ no item 3.1) em dois grupos de
amostras - com matriz (A) e sem a matriz (B). No grupo A, seis amostras “em branco”
foram fortificadas com solugbes de cada concentracdo dos controles e com os
padrdes internos. No grupo B, o solvente extrator foi fortificado com solugdes padrao
para cada concentracdo do controle e o padrdo interno em suas amostras “em
branco”. O efeito matriz € obtido com média das concentragdes dos dois grupos (A e
B), subtraido de 100 e expresso em porcentagem, como na férmula abaixo:

Média do Grupo A
Média do Grupo B

EM (%) = (100 x ) - 100
Um resultado negativo indica que os componentes da matriz causam
interferéncia gerando supressao do sinal do analito e um resultado positivo geram

uma ampliagéo do sinal do analito.

Carryover

Apoés a injecao no equipamento de uma amostra “em branco” fortificada
(com todos os analitos) na concentracdo mais alta da curva de calibracdo, uma
amostra “em branco” foi extraida e injetada. Se nenhum pico analitico atender aos

critérios de limite de deteccao, o parametro carryover foi considerado ausente.
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Estabilidade

Apds a extracado e analise dos controles alto e baixo, os mesmos foram
armazenados no autosampler a 10 °C por 24 horas. Apds este periodo, os controles
(alto e baixo) foram reinjetados empregando a curva de calibracao do dia vigente. Os
analitos foram considerados estaveis caso a concentracao estivesse dentro de +20%

da concentragéo inicial.

4. RESULTADOS

4.1. Desenvolvimento do método

Estudo de diferentes condigbes na pulverizacdo da amostra

A Figura 11 mostra o resultado da pulverizacdo de amostra de cabelo
realizada em diferentes condi¢des. Foi comparado o uso de tesoura frente ao uso de
homogeneizador automatizado (BeadBlaster™), utilizando seis esferas de ago
(didmetro = 2,8 mm) por microtubo com velocidade de 7,0 rpm em diferentes ciclos te
tempo. Apesar do maior grau de pulverizagdo, ndao foi escolhida as condicbes
descritas na Figura 11 C, pois o atrito provocado na agitagao resultava no aumento
da temperatura no tubo, o que poderia resultar na degradacgao de analitos termolabeis,
como os derivados anfetaminicos. Por este motivo, foi escolhido as condi¢des da
Figura 11 B.

Figura 11 - Fotografia de amostras de cabelo pulverizada em condigbes
diferentes utilizando 6 esferas de aco (diametro = 2,8 mm) em cada tubo de plastico
cbnico e o homogeneizador mecanico BeadBlaster™ 24 Microtubo. A: amostra
cortada com a tesoura; B: amostra pulverizada nas seguintes condigcbes: 5 Ciclos de
40 segundos e intervalo de 120 segundos; e C: amostra pulverizada nas seguintes
condicoes: 10 Ciclos de 25 segundos e intervalo de 60 segundos.
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Estudo da influéncia do tempo de extracdo

Nao houve aumento significativo na area relativa quando amostras de
cabelo positivas para THC foram extraidas em diferentes tempos de incubacgao (1-12
h). Porém, quando amostras de cabelo positivas para cocaina foram submetidas ao
mesmo teste, observou-se aumento significativo de 30% na area relativa nas amostras
positivas para cocaina e benzoilecgonina no tempo de duas horas de incubacao da
extragdo, comparando com a primeira hora, o que justifica sua escolha para
continuacao do estudo. Os resultados deste experimento sdo apresentados na Figura
12.

Figura 12 - Avaliagdo da influéncia do tempo de extracdo sobre a area relativa de
THC, cocaina e benzoilecgonina. Condigédo do teste: 20 mg amostras reais positivas
para THC e cocaina, submetidas a incubagdo com 380 pL de metanol, a 45 °C no
termobloco sob agitacdo mecanica (750 rpm) e analisadas por até doze horas (média
da analise de duas réplicas).
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Estudo influéncia do tipo de agitacao

Quando amostras positivas para THC e cocaina foram submetidas a
diferentes tipos de agitagao durante a etapa de extracao, observou-se que a agitacao
em banho ultrassénico (33 kHz) apresentou aumento na média das areas relativas de
38 % de COE, 32 % de BZE, 28 % de COC e 20 % de THC, quando comparado a
incubacao do termobloco com agitacdo mecanica. Além disso, foi observado que a
agitagcdo em banho ultrassdénico melhorou repetibilidade entre as réplicas analisadas
(medido pelo desvio padrdo das replicatas). A representacao grafica deste encontra-
se na Figura 13.
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Figura 13 - Avaliacado da influéncia do tipo de agitacdo sobre a extracdo de THC,
cocaina e seus produtos de biotransformacédo. Condicao do teste: incubacdo em
termobloco com agitador mecanico (750 rpm) e banho ultrassénico (33 kHz), durante
duas horas a 45 °C (n = 4) em amostras reais positivas para THC, COC e seus

metabolitos (benzoilecgonina e cocaetileno).
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4.2. Validacdo do método

Os limites de deteccao (LD) e inferior de quantificacao (LQ) dos analitos
estdo apresentados na Tabela 5 e o cromatograma obtido da fortificacao de amostras
“‘em branco” no limite de quantificacdo, ou seja, de amostras que ndo possuem 0s
analitos de interesse, consta na Figura 14. Das substancias investigadas, apenas a
AEME nao atingiu valores aceitaveis de imprecisado e inexatiddo, sendo investigada

apenas de forma qualitativa com o limite de deteccédo de 2,5 pg/mg.

Tabela 5 - Limite de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ).
Analito LD (ng/mg) LQ (ng/mg)




Morfina
Anfetamina
Codeina
Metanfetamina
Femproporex
MDA
6-Acetilmorfina
MDMA
Dietilpropiona
Benzoilecgonina
Cocaina
Mazindol
AEME
Cocaetileno

THC

0,0100
0,0100
0,0250
0,0100
0,0100
0,0500
0,0500
0,0100
0,0100
0,0025
0,0250
0,0250
0,0025
0,0025

0,0250

0,1000
0,1000
0,1000
0,1000
0,1000
0,1000
0,1000
0,1000
0,1000
0,0250
0,2500

0,2500

0,0250

0,0250
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Figura 14 - Cromatograma de ions extraidos de amostra de cabelo negativo (de

individuo néo usuario de SPA) adicionado de padrées na concentracao do limite de

quantificacao e submetido ao método desenvolvido. Condi¢des analiticas, vide item

3.
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No estudo de linearidade, foram analisadas cinco replicatas de cada nivel
de concentracdo estudado, em intervalos de 100 a 4.000 pg/mg para metanfetamina,
MDMA, morfina, anfetamina, 6-acetilmorfina, MDA, femproporex, dietilpropiona,
codeina; 25 a 1.000 pg/mg para THC, AEME, benzoilecgonina e cocaetileno; e 250 a
10.000 pg/mg para cocaina e mazindol.

A linearidade foi verificada utilizando o Teste-F (a = 0,05). Apés verificagao,
constatou-se que todos os analitos possuem variacao nao-constante entre os limites
(inferior e superior), ou seja, possuem distribuicdo com estrutura heteroscedastica. Os
fatores de ponderacdo e a distribuicao estrutural dos respectivos analitos estao
apresentadas na Tabela 6. O teste de Grubbs foi aplicado nos resultados reportados
para deteccao e eliminacao dos outliers (a = 0,05). Com base nesses resultados,
foram excluidos do estudo: uma replicata de cocaina, uma de dietilpropiona, uma de
morfina, uma de mazindol e uma de THC. Em seguida, o método se mostrou linear
pela curva de analitica (1/x2, r> > 0,997) para todos os analitos e foi visualmente

elucidada em gréfico residual apresentados no Anexo 6.

Tabela 6 - Resultados referentes a linearidade do método, apresentacao dos fatores

de ponderacgao e a distribuicao estrutural de cada analito.

Substancia Fator de ponderacdao Distribuicao Estrutural r2
Mazindol 1/x2 Heteroscedastico 1,000
Metanfetamina 1/x2 Heteroscedastico 0,999

MDMA 1/x Heteroscedastico 0,999
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MDA 1/x Heteroscedastico 0,998
Femproporex 1/x Heteroscedastico 0,998
Dietilpropiona 1/x2 Heteroscedastico 0,997
Codeina 1/x2 Heteroscedastico 0,999
Cocaetileno 1/x Heteroscedastico 0,999
Benzoilecgonina 1/x2 Heteroscedastico 0,999
Anfetamina 1/x? Heteroscedastico 0,999
6-Acetilmorfina 1/x? Heteroscedastico 0,999
Cocaina 1/x2 Heteroscedastico 1,000
Morfina 1/x Heteroscedastico 0,999
THC 1/x? Heteroscedastico 0,997

No estudo de possiveis interferentes, ndo foi observada presenca de
interferentes da matriz (seletividade), quando seis amostras de fontes diferentes sem
os analitos de interesse (“em branco”), além de duas amostras “em branco” nas quais
somente o padrao interno foi adicionado (negativo), foram analisadas. Também nao
foi observado interferéncia de compostos exdgenos (especificidade) quando uma
duplicata de amostras “em branco” foi analisada na presenca de 41 substancias
(desmetilvenlafaxina, bupropiona, venlafaxina, amitriptilina, clomipramina, fluoxetina,
nortriptilina,  mirtazapina, escitalopram nafazolina, salbutamol, ranitidina,
domperidona,  metoclorpramida, = ondansetrona, paracetamol, = meloxicam,
prednisolona, celecoxibe, prednisona, betametasona, dexametasona, furosemida,
hidroclorotiazida, fenobarbital, fenitoina, carbamazepina, acido valproéico, haloperidol,
risperidona, quetiapina, hidroxizina, prometazina, loratadina, desloratadina,
propranolol, captopril, diltiazem, atenolol, atorvastatina e glibenclamida) na
concentragéo de 10 ng/mg.

Os dados do teste de exatiddo das andlises nos dois niveis de
concentracao investigados para cada analito sdo apresentados na Tabela 7. Foram
obtidos resultados melhores do que -7,5 % de desvio do valor real, sendo seu limite
aceitavel de até +20 %. J& os valores de imprecisao intra e inter-dia para os dois niveis
de concentragdes estudados foram analisadas e avaliadas com uma andlise de
variancia one-way (ANOVA) de significancia na variabilidade p < 0,05, e os resultados
expressados como desvio padrao relativo (DPR), sendo sempre inferiores a 17,5 %,
sendo seu limite aceitavel de até +20 %.
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Durante o estudo de efeito matriz, foi observado supressdo de sinal
(representado por valores negativos) para maioria dos analitos, com resultados
sempre melhores do que 16,7 % de efeito matriz absoluto. Os resultados completos
de imprecisao, exatidao e efeito matriz sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados da validagdo do método (impreciséo intra e inter-dia, inexatidao

e efeito matriz), avaliados em dois niveis de concentragao*.

Imprecisao Imprecisao . Estabilidade
Inexatidao Efeito matriz
intra-dia inter-dia autosampler
Analitos (%) (%)
(%DPR) (%DPR) 24 horas
CQB CQA CQ@B CQA cCcQB CQA caB CQA CcQB CQA
Morfina 10,85 7,28 9,35 6,94 -560 1,31 -6,52 -6,52 0,62 -3,69
Anfetamina 8,77 4,41 7,37 395 -500 0,82 -7,04 -1,08 -8,49 -1,45
Codeina 6,17 9,33 6,00 791 -390 0,17 -4,64 519  -11,17  -9,59

Metanfetamina 10,38 4,90 8,66 434 -6,00 -0,10 -4,43 -446  -11,41 -8,54
Femproporex 10,52 2,76 8,82 3,03 -3,13 0,87 -8,49 -4,25 -6,55 -2,98

MDA 17,49 269 1496 294 -340 -190 7,19 -3,92 0,48 0,86
6-Acetiimorfina 12,24 2,21 10,68 3,05 -460 -1,73 254 -3,67 -6,10 -8,98
MDMA 9,11 2,85 7,90 293 -557 -0,63 -223 -6,21 -3,68 -2,91

Dietilpropiona 16,18 7,72 1353 680 -747 -2,06 -868 -10,24 -6,59 -3,19

Benzoilecgoni-
12,08 365 10,08 3,76 -293 022 -12,09 -551 -6,70 -1,13

na

Cocaina 13,0 3,00 11,010 391 -340 -109 -1286 -9,11 -17,05 -13,50
Mazindol 17,03 457 14141 456 -357 1,06 -16,70 -13,85 -10,98 -9,01

Cocaetileno 7,69 2,58 7,00 361 -240 -098 -11,63 -699 -1485 -8,85
THC 12,72 1,48 11,01 362 -2,00 -1,18 -1577 -13,56 -7,73 4,32

*CQB: controle baixo (0,2 ng/mg para metanfetamina, MDMA, morfina, anfetamina, 6-acetilmorfina,
MDA, femproporex, dietilpropiona, codeina; 0,05 ng/mg para THC, benzoilecgonina e cocaetileno e 0,5
ng/mg para cocaina e mazindol); CQA: controle alto (3 ng/mg metanfetamina, MDMA, morfina,
anfetamina, 6-acetylmorfina, MDA, femproporex, dietilpropiona, codeina; 0,75 ng/mg THC,
benzoilecgonina e cocaetileno; e 7,5 ng/mg cocaina e mazindol).

Nenhum carryover foi observado quando a amostra branca foi analisada na
sequéncia do limite superior de quantificacdo da curva de calibracao dos analitos. Os
analitos se mostraram estaveis nas condi¢des propostas no teste de estabilidade.
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4.3. Aplicacdo do método desenvolvido na analise de amostras reais

O grupo de pacientes estudados apresentou predominancia do sexo
feminino (66,9 %) em relacdo ao masculino (33,1 %). O meio mais comum de tentativa
de suicidio foi a ingestao de medicamentos (48,8 %), meio mais comum no sexo
feminino (82,0 %) do que no sexo masculino (18,0 %). Comportamentos auto lesivos
compreendem o segundo método mais comum (11,3 %) praticado com a mesma
frequéncia entre os sexos. O perfil detalhado do grupo estudado é apresentado na
Tabela 8.

Tabela 8 - Representagdo do comparativo entre os meios utilizados na tentativa de

suicidio e o género.

Feminino Masculino Total

Meios utilizados
N (%) N (%) N (%)

Afogamento 0 (0,0) 1(0,6) 1(0,6)
Colisao Automobilistica 0 (0,0) 1 (0,6) 1(0,6)
Comportamentos auto lesivos 9 (5,6) 9 (5,6) 18 (11,3)
Enforcamento 2 (1,3) 9 (5,6) 11 (6,9)
Gas de Cozinha 1(0,6) 0 (0,0) 1(0,6)
Ingestao alcodlica 0 (0,0) 1(0,6) 1(0,6)
Ingestao alcodlica e intoxicagéo por 0 (0,0) 1(0,6) 1(0,6)
praguicidas
Ingestado de solventes 0 (0,0) 2 (1,3) 2(1,3)
Ingestdo medicamentosa 64 (40,0) 14 (8,8) 78 (48,8)
Ingestdo medicamentosa e alcodlica 1(0,6) 2 (1,3) 3(1,9)
Ingestdo medicamentosa e 0 (0,0) 1(0,6) 1(0,6)
comportamento autolesivo
Ingestdo medicamentosa e 1(0,6) 0 (0,0) 1(0,6)
intoxicagao por praguicida
Intoxicagéo (sem informacéo) 0 (0,0) 1(0,6) 1(0,6)
Intoxicagéo por praguicida 6 (3,8) 3 (1,9) 9 (5,6)
Intoxicagao por praguicida e 1(0,6) 0 (0,0) 1(0,6)

afogamento
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Intoxicagao por praguicida e uso de 1(0,6) 0 (0,0) 1(0,6)

drogas

Intoxicagéo por praguicidas e 0 (0,0) 1(0,6) 1(0,6)

enforcamento

Jogar-se de altura 3 (1,9) 2 (1,3) 5(3,1)

Uso de drogas 2(1,3) 0 (0,0) 2(1,3)

Uso de drogas, intoxicagao de 0 (0,0) 1(0,6) 1(0,6)

praguicidas, ingestao medicamentosa

Sem informagéo 16 (10,0) 4 (2,5) 20 (12,5)
Total 107 (66,9) 53 (33,1) 160 (100,0)

Dos 160 pacientes, apenas 109 autorizaram a coleta de amostras de
cabelo. Para avaliar o uso crénico de SPA, cada uma seccionada em até cinco
segmentos de 1,5 centimetros, representando uma exposi¢ao de aproximadamente 5
meses (6,0-7,5 cm distante da raiz), 4 meses (4,5-6,0 cm distante da raiz), 3 meses
(3,0-4,5 cm distante da raiz), 2 meses (1,5-3,0 cm distante da raiz) e 1 més (0-1,5 cm
distante da raiz), sendo no total analisados 404 segmentos.

Do total de amostras analisadas, 30,3 % apresentaram resultado positivo
para pelo menos uma SPA (n = 33), sendo elas a cocaina (90,9 %), codeina (12,1 %),
morfina (3,0 %), MDMA (3,0 %) e THC (3,0 %).

Quando observado o percentual entre os sexos dos pacientes que tiveram
amostras positivas para cocaina, apurou-se que foi mais frequente entre o sexo
feminino (62,1 %) do que no sexo masculino (37,9 %). Para codeina, o percentual
entre os sexos foi equivalente (50 % para cada sexo). A amostra que apresentou
resultado positivo para THC era do sexo feminino, e de MDMA e morfina ambas do

sexo masculino.

Na andlise segmentar, do numero total de segmentos (n = 404), 21,3 %
foram positivos, sendo a cocaina a SPA mais encontrada (89,5 % dos segmentos, n
=77, Tabela 9) dentre elas, seguida pela codeina com 7,0 % dos segmentos positivos
(n=6), THC, MDMA e morfina com apenas um segmento foi positivo em cada caso

(1,2 % cada), apresentados na Tabela 9.



58

Tabela 9 — Resultados das amostras de cabelo dos pacientes investigados que

apresentaram resultado positivo para cocaina quando analisadas com o método

proposto.
Segmento Concentracao em ng/mg
Amostra A (proximal)
coc* BZE*™ COE*** AEME - Qualitativo
- E (distal)

2 A 0,77 0,17 0,08 <LD

A 0,44 0,27 <LD <LD

B 0,81 0,49 <LD <LD
5 C 0,50 0,43 0,04 <LD

D 0,55 0,52 0,04 <LD

E 0,58 0,46 0,04 <LD

A 39,60 23,30 0,08 <LD

B 1,90 0,50 0,07 <LD
7 C 44,00 35,90 0,10 <LD

D 55,50 36,20 0,14 <LD

E 55,40 43,90 0,15 <LD
11 A 26,06 7,94 0,12 <LD

A 6,25 2,69 0,05 <LD

B 9,10 3,89 0,04 <LD
13 C 23,68 10,03 0,08 <LD

D 14,43 6,23 0,04 <LD

E 11,48 4,74 0,04 <LD

A 2,02 2,24 0,01 <LD
15 B 2,26 2,19 0,02 <LD
22 A 0,61 0,29 <LD <LD

A 0,65 0,61 < LD Detectado

B 0,55 0,81 < LD Detectado
29 C 0,80 1,29 <LD Detectado

D 0,72 1,37 <LD Detectado

E 1,42 1,72 < LD Detectado
33 A 20,93 6,15 0,41 Detectado
34 A 5,98 2,48 0,05 Detectado
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35
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4,21
7,22
9,51
1,58
0,55
1,27
3,41
4,09
2,28
3,77
26,27
8,41
8,10
16,13
12,77
12,27
15,72
32,30
1,41
1,76
2,16
4,03
15,91
9,15
5,89
4,10
5,54
4,86
4,18
3,82
5,19
0,30
0,26

2,10
2,22
5,57
2,52
0,17
0,34
0,90
2,43
1,56
2,60
11,17
5,49
4,77
5,92
4,52
4,59
6,17
10,45
0,39
0,83
0,94
1,57
5,10
5,08
4,55
3,04
3,92
4,19
4,31
1,55
2,25
0,28
0,06

0,03
0,05
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
0,22
0,04
0,03
0,10
0,03
0,05
0,40
0,33
0,27
0,34
0,71
0,16
0,24
0,30
0,35
0,71
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
0,74
0,85
<LD
<LD

Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
Detectado
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64 E 0,29 0,13 <LD Detectado
71 E 0,34 0,15 <LD <LD
A 2,19 2,68 <LD Detectado
B 1,74 2,35 <LD Detectado
80 C 1,54 2,05 <LD Detectado
D 2,54 3,30 <LD Detectado
E 4,53 3,97 <LD Detectado
D 0,30 0,08 <LD Detectado
85 E 0,41 0,10 <LD Detectado
86 E 0,25 0,14 <LD Detectado
A 0,49 0,42 <LD Detectado
B 0,27 0,30 <LD Detectado
87 C 0,53 0,60 <LD Detectado
D 1,20 1,57 <LD Detectado
E 1,49 1,39 <LD Detectado
98 E 0,28 0,13 <LD Detectado
101 A 2,11 0,82 0,67 Detectado

*COC: cocaina. **BZE: benzoilecgonina. ***COE: cocaetileno.

Em uma andlise qualitativa, foi possivel detectar a presenca de éster
metilanidroecgonina (AEME) em 79 segmentos de 21 amostras, sendo que a mesma
quantidade foi observada junto da presenca de benzoilecgonina. Em 56 segmentos,
totalizando 16 amostras (ou 70,9 % dos segmentos) observou-se a presenca do
AEME juntamente com a cocaina. Em 23 segmentos (ou 8 amostras) foi observada
presencga concomitante do AEME e cocaetileno.

Como ja dito anteriormente, a diferenciagcdo entre 0 uso de drogas e
contaminacao externa € um dos desafios para andalise de cabelo. Nesta etapa é
recomendado que na interpretacdo dos resultados os metabdlitos dos respectivos
analitos sejam identificados considerando a razdo entre o metabdlito e o analito
original. Desta forma, na tabela abaixo (Tabela 10) estdo as razdes encontradas das

amostras positivas para cocaina.
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Tabela 10 - Interpretacéo dos resultados de amostras positivos para cocaina utilizando

a razdo metabolito/analito original.

Segmento Confirmacao de cocaina
Amostra A (proximal) - E
(distal)

2 A 0,22
0,60
0,61
0,86
0,94
0,79
0,59
0,26
0,82
0,65
0,79
0,30
0,43
0,43
0,42
0,43
0,41
1,11
0,97
0,48
0,93
1,46
1,61
1,91
1,21
0,29
0,41
0,50

(BZE/COC > 0,05)

11

13

15

22

29

33

34

o >» »>» mMm 0 O ® >» >» @ >» M OO ®>» > M OO > mMmOO0C T >
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39

40
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43

48

50
51
64
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0,31
0,59
1,60
0,31
0,27
0,26
0,59
0,69
0,69
0,43
0,65
0,59
0,37
0,35
0,37
0,39
0,32
0,28
0,47
0,43
0,39
0,32
0,56
0,77
0,74
0,71
0,86
1,03
0,41
0,43
0,93
0,22
0,43

62
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71 E 0,44
A 1,22
B 1,35
80 C 1,34
D 1,30
E 0,88
85 D 0,26
E 0,25
86 E 0,56
A 0,87
B 1,11
87 C 1,13
D 1,31
E 0,93
98 E 0,49
101 A 0,39

Das amostras positivas para cocaina (n = 30), 76,7 % indicaram exposi¢ao
recente a substancia (aproximadamente 1 més) quando o segmento proximal foi
considerado. Dos segmentos positivos para cocaina, 29,9 % tiveram a presenca da
cocaina e todos seus metabdlitos (AEME, benzoilecgonina e cocaetileno (n=23). Um
dos segmentos positivos para cocaina e seus metabdlitos esta representado na Figura
15. Esse mesmo comportamento foi observado quando as amostras positivas para
codeina (n = 4) e morfina (n = 1) foram analisadas, sendo 75 % e 100 %
respectivamente. Para THC (Figura 16) e MDMA, a andlise segmentar foi positiva para
segmentos menos recentes indicando uso ha 4 e 3 meses, respectivamente (Tabela
11). No entanto, para determinacao do consumo de MDMA, seu metabdélito (MDA) nao
foi detectado, ndo sendo possivel a confirmar da positividade desta amostra.
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Figura 15 - Cromatograma obtido do resultado positivo para cocaina e seus

metabdlitos (AEME, cocaetileno e benzoilecgonina) do segmento 40 D.
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Figura 16 - Cromatograma obtido do resultado positivo para A®-tetrahidrocanabinol

(A%-THC) do segmento 13 D.
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Tabela 11 - Resultados das amostras de cabelo dos pacientes investigados que

apresentaram resultado positivo para THC, codeina, MDMA ou morfina quando

analisadas com o método proposto.

Segmento Concentracao (ng/mg)
Amostra A (proximal) -
THC Codeina MDMA Morfina
E (distal)
13 D 0,04 <LD <LD <LD
A <LD 0,14 <LD <LD
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B <LD 0,24 <LD <LD
22 A <LD 0,38 <LD <LD

A <LD 0,78 <LD <LD
%8 B <LD 0,15 <LD <LD
105 E <LD 0,13 <LD <LD
17 C 0,10 <LD 0,10 <LD
85 A <LD <LD <LD 0,10

5. DISCUSSAO

A andlise de cabelo baseia-se em um procedimento trabalhoso composto
por etapas de grande e igual importancia. A descontaminagéo do cabelo constitui a
primeira delas. Neste processo, a lavagem do cabelo acontece visando melhorar a
recuperacdo da extracdo eliminando residuos externos nas superficies do cabelo
como produtos capilares, suor, sebo e sujeira. Além da retirada de possiveis
contaminacgdes externas de drogas presentes no meio ambiente que se depositam no
cabelo (1,3,14). Ciclos utilizando solucao aquosa e/ou solventes organicos com ou
sem detergentes sdo procedimentos recomendados para esta etapa. Dentre estes, 0
emprego concomitante de diclorometano e o metanol se mostrou eficaz, como citado

na literatura (1).

A descontaminacao é geralmente seguida da pulverizacdo, que visa
aumentar a superficie de contato do cabelo com o solvente extrator de forma néo
agressiva se comparada a extracdo empregando acidos e bases. Consequentemente,
€ capaz de aumentar a homogeneidade da amostra fazendo com que a recuperacao
do analito seja melhor e 0 método mais preciso (58,59). Esta etapa pode ser
considerada de grande importancia para métodos de extracdo em anélise de cabelo
(60).

Dentre os procedimentos de extragdo mais comuns, estdo: incubagéo com
metanol, incubacdo com solucdo acida, incubacao com solucdo alcalina, incubacao
em solucdo tampao, incubacéao enzimatica (1,15,60) e pulverizacao (8,60), a grande
maioria dos métodos analiticos para diferentes analitos (cocaina, opioides,
anfetaminicos e THC) propostos pela UNODC apresentou uma incubacgao a 45 °C (1).
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A extragdo com metanol tem a capacidade de penetrar nos cabelos,
produzindo um inchago e consequentemente, dissolucao e liberacdo da maioria das
substancias (principalmente compostos neutros, hidrofilicos e lipofilicos), além de ser
considerado um procedimento leve para compostos instaveis que sofrem hidrélise
facilmente (p. ex. heroina e cocaina). Nesta condicao a recuperagao de substancias
ionizaveis pode ser incompleta e menor comparada a outros processos de extracao.
Para reverter esta desvantagem o metanol pode ser misturado com um &cido organico
aquoso, por sonicagdo em um banho ultrassénico que aumenta a eficiéncia de
extracao (1,61,62).

Outro procedimento utilizado € por acidos aquosos ou por solucoes
tamponadas no qual produzem um extrato mais limpo comparado ao metanol e as
substancias basicas sdo extraidas com mais eficiéncia. Porém, convertem
parcialmente a cocaina em benzoilecgonina e a heroina em 6-acetilmorfina (6-MAM)
e hidrolisam a 6-MAM em morfina. A incubagdo com solucdo alcalina é muito eficaz
para compostos como anfetaminas e metabdlitos dos canabinoides, entretanto ndo é
um procedimento adequado para substancias instaveis nesta condi¢ao (p. ex. cocaina

e benzodiazepinicos) (1,63).

Ap6s a determinacdo do procedimento de extragdo e das condi¢des
cromatograficas, pode-se iniciar a validagcado do método seguida de sua aplicagdo. Os
parametros analisados foram: linearidade, verificacdo do valor de corte (representado
pelo controle baixo), estudo de interferentes (especificidade, efeito matriz e
seletividade) exatiddo, imprecisdo, carryover, limite de deteccédo, limite de
quantificacao e estabilidade.

A linearidade foi verificada utilizando o Teste-F (a = 0,05) que compara a
variancia entre dois conjuntos de dados distintos (limites inferior e superior da curva
de calibracao para determinar se a variagao € constante (homoscedasticidade) ou nao
(heteroscedasticidade) no intervalo estudado (57). Apés verificacédo, constatou-se que
todos os analitos possuem variagao ndo-constante entre os limites (inferior e superior),
ou seja, possuem distribuicdo com estrutura heteroscedastica.

O limite de quantificacao (LQ) é determinado como a menor concentracao
quantificavel da curva de calibracao que preenche a todos os critérios de identificacao
com coeficiente de variacdo de 20% de cada concentracao a ser quantificada. Ja o
limite de deteccao (LD) é definido como a concentragdo mais baixa detectavel que
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obedece a todos os critérios de identificagdo, possuindo um valor qualitativo ou semi
quantitativo.

A seletividade é a capacidade do método de distinguir os analitos na
presenca de compostos presentes na matriz (p. ex. metabdlitos, impurezas e
componentes da matriz) garantindo a auséncia destes interferentes endégenos da
matriz na analise. Ja a especificidade é o estudo da interferéncia de outros analitos
usualmente utilizados pela populagéo (56).

O método foi validado seguindo parametros recomendados
internacionalmente e todos critérios de validacdo foram aceitos pela recomendacao
de diretrizes, apresentando imprecisao melhor do que 17,5 %, inexatidao melhor que
7,5 % e efeito matriz melhor que -16,7 % para todos os analitos.

Outra etapa do presente trabalho foi a aplicacao deste método em amostras
de pessoas que tentaram suicidio e deram entrada no Hospital de Clinicas da
UNICAMP no periodo de 2017-2018. Na analise de cabelo, um resultado positivo pode
ser usado para confirmar se uma pessoa fez uso frequente ou foi exposta a droga. O
EWDTS utiliza a recomendacao especifica de valores de corte para testagem de
cabelo em casos forenses da SOHT (2).

A contaminagéo externa € um dos desafios para analise de cabelo. Para
sua exclusdo a EWTDS recomenda a identificacdo dos seus respectivos metabdlitos.
Por exemplo, para confirmagdo do consumo de cocaina é recomendado a
identificacdo de pelo menos dois de seus metabdlitos (benzoilecgonina e/ou
cocaetileno e/ou AEME); para confirmagao do consumo de heroina, 6- acetilmorfina e
morfina devem ser identificados; para confirmacao do consumo de metanfetamina,
devem ser identificado a anfetamina; e para confirmacdo do consumo de ecstasy
(MDMA), o MDA deve ser identificado.

Complementando a interpretacédo para diferenciacao entre uso de drogas
e contaminacgao externa, a UNODC (2014) sugere realizar a razdo entre o metabdlito
e o analito original. Para determinacdo do consumo de cocaina, a razao da
benzoilecgonina/cocaina deve ser superior a 0,05. Para determinacao do consumo de
heroina, raramente detectada no cabelo, € sugerido uma razdo de 6-MAM/morfina
maior que 1,3 (1). Para determinacdo do consumo de metanfetamina e MDMA, a
razao da anfetamina/metanfetamina e MDA/MDMA devem estar entre 0,004 - 1,16 e
0,01 - 1,10, respectivamente (16).
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Apesar da Cannabis ser a droga mais consumida no Brasil (FIOCRUZ) e
no mundo (UNODC), foi detectado THC em apenas um segmento de uma amostra
com concentracao de 36,0 pg/mg. O numero de amostras positivas para THC pode
ser explicado com base do estudo realizado por Huestis et al. (2007), onde as doses
controladas de THC foram administradas por via respiratoria e por via oral. Pela
primeira via, os individuos fumaram dois cigarros de aproximadamente 24 mg de THC
em um intervalo de sete dias cada. Ja pela via oral, os individuos ingeriram 6leos de
canhamo com diferentes concentracées (0, 0,39, 0,47, 7,5 e 14,8 mg) de THC e
dronabinol (THC sintético). As concentracbes das doses diarias variaram a cada
semana de forma crescente durante cinco dias consecutivos, totalizando 116 mg de
THC administrada. As amostras de cabelo foram coletadas no final do periodo de 10
semanas, cerca de 7 a 10 dias ap6s a ultima dose ter sido administrada. Como
resultado, 36 % dos segmentos analisados (n = 56) ndo detectaram THC e seu
metabdlito (THC-COOH) considerando um LQ de 1,0 e 0,1 pg/mg, respectivamente.
Além disso, as concentracdes das amostras positivas variaram de 3,4 a >100 pg/mg
de THC (64).

Uma vez que a taxa de incorporacao de THC via corrente sanguinea para
o cabelo seja quase irrelevante, para alcangar concentragdes do valores de corte de
THC recomendados pelos guias (50 pg/mg) como EWDTS e SOHT, seria necessario
o consumo de THC em quantidades elevadas, o que pode estar associado a uma
quantidade maior de THC incorporado através de contaminacdo externa, como

exposicado a fumaca e/ou contato cabelo com mao contaminada (65).

Por esta razdo, sugere-se que a concentracao no cabelo dos usuarios de
Cannabis do presente trabalho, pode estar em menor concentragdo comparado ao
cut-off recomendado nos guias (50 pg/mg) e menor do que o LQ do THC deste estudo
(25 pg/mg). O uso de protocolo de extracdo especifico para THC talvez resulte em
melhor sensibilidade e permita a investigacdo em em menores valores de LQ.

A populagao brasileira € o principal usuéario de cocaina na América do Sul
(31) na populacao entre 12 e 64 anos (30), sendo a SPA detectada com maior
frequéncia entre as amostras positivas (90,9 %) deste estudo. O mesmo pode ser
observado no estudo de Huang et al. (2009) que detectou cocaina e benzoilecgonina
em 53 das 79 amostras analisadas de usuario de drogas com LQ de 10 pg/mg
utilizando LC-MS/MS (66).
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Por formar um complexo estavel com o cabelo, a cocaina requer extragcoes
mais prolongadas (67). Alves et al. (2013) determinaram cocaina e seus metabdlitos
(benzoilecgonina e cocaetilno) utilizando apenas 5 mg de cabelo. A extracdo foi
realizada por incubacao em meio acido por pernoite a 45 °C, injetando 10 pL no
LC/MS-MS (LQ de 50 pg/mg, 50 pg/mg e 12 pg/mg para cocaina e cocaetileno e
benzoilecgonina, respectivamente) (68). Neste estudo foi possivel quantificar os
mesmos analitos por 2 h por incubacdo em metanol a 45 °C em menores
concentragdes das recomendadas pelos guias (LQ de 250 pg/mg, 25 pg/mg e 25
pg/mg para cocaina e cocaetileno e benzoilecgonina, respectivamente), utilizando 20
mg de cabelo porém injetando 1 pL no LC/MS-MS.

Apesar dos resultados positivos para morfina e codeina (12,1 % e 3,0 % do
namero total de amostras, respetivamente) ndo foi possivel o acesso a dados
indicando se o consumo dessas substancias foi prescrito por algum profissional da
saude ou se estas substéancias foram utilizadas de forma diferente da prescrita.

Nao foi possivel a deteccao de 7 dos analitos validados em amostras reais,
incluindo 6-acetilmorfina, anfetamina, metanfetamina, femproporex, dietilpropiona,
mazindol e MDA. Alguns métodos analiticos pra anfetaminicos requerem um longo
periodo de incubacdo (maiores que 5 horas) (69-72). Lendoiro et al (2016) por
exemplo, desenvolveram um método por LC-MS/MS com incubagéo por uma hora a
60 °C em metanol para determinacdo de anfetaminas em cabelos, incluindo
anfetamina, metanfetamina, MDMA, MDA, metilona, metedrona, mefedrona, mCPP,
MDPV, TFMPP e trazodona. Do total de amostras analisadas (n = 16) foram
encontrados anfetamina, metanfetamina, MDA e MDMA em 7, 3, 2 e 7 amostras,
respectivamente (73).

Fernandez et al. (2014) desenvolveram um método por LC/MS-MS para 33
analitos em cabelo (anfetaminas, cocaina, opidceos, opidides e seus metabdlitos). As
amostras foram analisadas depois da incubacdo em metanol a 45 °C por 4 h em
banho-maria sob sonicagcdo de amostras pulverizadas, seguida da extracdo por
extragcao de fase soélida (do inglés solid phase extraction, SPE) (74).

A quantidade de anfetaminicos encontrada neste trabalho pode ser
explicada pelo fato da baixa prevaléncia de consumo destes analitos na populacédo
brasileira (1,4 %, segundo levantamento nacional sobre o uso de drogas pela
populacao brasileira realizado pela fundacao Oswaldo Cruz (30)).
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6. CONCLUSAO

Foi desenvolvido um método analitico para a quantificacdo de morfina,
codeina, 6-acetilmorfina, anfetamina, metanfetamina, femproporex, dietilpropiona,
mazindol, MDA, MDMA, benzoilecgonina, cocaina, cocaetileno, AEME e THC no
cabelo utilizando a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS).

Entdo, o método foi validado seguindo parametros recomendados
internacionalmente e todos critérios de validagcdo foram aceitos pelas diretrizes
recomendadas. Por fim, o método foi aplicado para anélise de amostras de cabelo de
pacientes que tentaram suicidio e deram entrada no Hospital de Clinicas da
UNICAMP.

Apés a aplicacdao do método, os resultados demonstraram positividade em
30,3 % do total de amostras analisadas para pelo menos uma SPA. Das amostras
positivas, 90,9% foram positivas para cocaina com uma maior frequéncia entre 0 sexo
feminino, seguida de codeina, morfina, MDMA e THC.

Na analise segmental das amostras positivas pode-se observar uma maior
frequéncia na exposicdo recente a substancia (aproximadamente 1 més) nas
amostras de cocaina, codeina e morfina (76,7%, 75% e 100%, respectivamente),
quando o segmento proximal foi considerado.
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8. ANEXO
ANEXO 1 — Parecer consubstanciado do Cémite de Etica em Pesquisa
(CEP)

B UNICAMP - CAMPUS ~~ Plataforma
E=" CAMPINAS %“"

L=l T

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Suicidio na Emergéncia: estudo de relagies entre uso de substancias psicoativas,
tentativas de suicidio em unidade de emengéncia referenciada e suicidios consumados
em Instituto Médico Legal da cidade de Campinas -SP

Pesquisador: Kanna Diniz Oliveira

Area Tem3fica:

Versao: B

CAAE: 58187816.0.0000.5404

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADDS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3457 248

Apresentagao do Projeto:

Esta wersio trata-se de uma emenda que visa inserir as alunas Marilia Santoro e Mariana Cristina da Sitva
como membros da equipe de pesguisa.

Objetivo da Pesquisa:

Mantidos em relagio a0 projeto original

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Mantidos em relagio a0 projete orginal

Comentanos e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Segundo as informagdes da pesquisadora responsavel contempladas no documento anexado
*PE_INFORMACOES_BASICAS 1368083_E3. pdf 21/06/2019 12:53:128 *,a justificativa para a inclusio das
alunas €: "As alunas Marilia Santoro e Maniana Cristina da Silva participario do projeto auxiliando a
realizagdo das analises laboratorigis das amostras coletadas.”

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoniac

Ma avaliagao desta emenda Fai analisado o documento
anexado:"PB_INFOR MA{J(-}ES_BAEICAS_'IBBBDB:!_ E3.pdf 21/08/2018 12:53:18".
Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

Emenda aprovada.

Endersfo; Rua Tessalla Vieira oe Camanga, 126

Balrra: Bardo Gerakdo CEP. 13.083-887
UF: 5P Municipio: CAMPINAS
Telefona. {19)3521-8935 Fax  {19)3521-T157 E+mall: cepdifom unicamp. br

Pl 01 8 03
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ao Paciente

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de um estudo. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar
seus direitos e deveres como participante e € elaborado em duas vias, uma que
devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas
duvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera
esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar para casa e consultar seus
familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé nao quiser participar
ou retirar sua autorizacdo, a qualguer momento, ndao havera nenhum tipo de
penalizagdo ou prejuizo.

~Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa denominada
SUICIDIO NA EMERGENCIA: ESTUDO DE RELAGOES ENTRE USO DE
SUBSTANCIAS PSICOATIVAS (SPA) TENTATIVAS DE SUICIDIO EM UNIDADE DE
EMERGENCIA REFERENCIADA (UER) E SUICIDIOS CONSUMADOS DO
INSTITUTO MEDICO LEGAL DA CIDADE DE CAMPINAS -SP, que visa a avaliar a
relacdo existente entre o consumo de drogas e eventos relacionados a vontade de
acabar com a propria vida entre os pacientes atendidos na Unidade de Emergéncia
Referenciada do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas.

1- Justificativa e objetivos

O suicidio € uma das principais causas de morte na populacao brasileira,
principalmente entre jovens, e pode ser prevenido se algumas de suas causas forem
conhecidas. Um desses fatores € o uso de drogas, que esta associado a maiores
taxas de suicidio tanto em adultos quanto em adolescentes.

Um dos objetivos desse estudo € pesquisar fatores que possam levar o
individuo a tentar ou cometer suicidio, para que as medidas de prevencao sejam
adequadas.

2- Procedimentos

Ao participar do estudo vocé sera convidado a responder um questionario, o
que levara de 5 a 15 minutos em média. Além disso, precisamos que vocé autorize a
coleta de amostras de cabelo, sangue e urina para que seja realizada uma analise
visando a procurar vestigios de alcool, cocaina/crack e THC (maconha), além de
outras substancias ou eventuais fatores de risco. E importante salientar que a coleta
de sangue e urina e a avaliagao de risco sao procedimentos que séo parte da rotina
do atendimento a vitimas de tentativa de suicidio. O que ira diferir nesse estudo sera
um questionario aplicado a quem concordar com a participacéo, além de coleta de
amostras de cabelo para analise. Além disso, apo6s a alta, apenas os participantes
receberdo telefonemas, para verificagdo de adesédo ao tratamento, eventual uso de
drogas e vontade de acabar com a prépria vida. A participacdo € voluntaria e é
importante ressaltar que durante a resposta ao questionario existe o risco de vocé
ficar desconfortavel com as perguntas. Caso haja algum desconforto ou duvida nao
solucionada a respeito da pesquisa, ou por qualquer outro motivo, vocé podera
manifestar isso ao pesquisador e podera retirar-se da pesquisa a qualquer momento
enquanto o questionario é realizado. Para melhorar o diagndstico sua amostra podera
ser enviada a outro servigo e redirecionada ao biorrepositorio da Unicamp.

( ) concordo com a utilizagdo da analise de amostra de sangue
( ) concordo com a utilizagdo da analise de amostra de urina
( )concordo com a coleta e andlise de amostra do cabelo
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A participagdo é voluntaria e a recusa nao interferird no tratamento. O sigilo
sera mantido para a posterior analise dos dados.

Vocé tera acesso a todos os exames que forem relevantes ao seu tratamento
e seguimento. Os resultados referentes a esse estudo serdo fornecidos pelos
pesquisadores, que fazem parte da equipe de emergéncia psiquiatrica que fara o seu
atendimento.

Caso nado haja autorizacdo, suas respostas ndo serdo analisadas, o
questionario ndo sera aplicado, as amostras coletadas nao serdo analisadas, e vocé
néo recebera telefonema, mas os demais procedimentos serdo mantidos, pois fazem
parte da rotina a vitimas de tentativa de suicidio.

3- Dosriscos

Caso a resposta ao questionario ou a coleta de amostra de cabelo sejam
desagradaveis para vocé, ou causem algum desconforto, salientamos que sera
possivel interromper a resposta ao questionario ou a coleta do cabelo, bem como a
participacdo no estudo de uma maneira geral.

4- Dos beneficios

Ao participar do estudo vocé sera mais detalhadamente avaliado acerca da
histéria de uso de drogas, bem como recebera um maior acolhimento, através do
telefonema, o que aumentara as chances de vocé realizar o tratamento.

Socialmente, a avaliagdo de suas respostas e a analise de suas amostras serao
benéficas para o desenvolvimento de avaliagdo de risco e estabelecimento da relagéo
entre uso de SPA e suicidio, bem como de investigacdo de outras eventuais causas
do problema, melhorando as medidas de prevencao do problema.

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma
informacdo serd dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de
pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados desse estudo, seu nome nao sera
citado.

Independente de participar do estudo, vocé tera acesso aos resultados de
exames coletados, pois isso & um direito do paciente. Os resultados poderao ser
fornecidos por um dos pesquisadores ou pelo médico assistente que o atenda na
Unidade de Emergéncia Referenciada.

5- Ressarcimento e indenizacao

Vocé nao sera ressarcido pois toda coleta de dados sera feita durante a rotina

de atendimento na UER.

by

Vocé tera garantia ao direito a indenizagdo diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa.

6- Armazenamento de material
O armazenamento do material coletado sera realizado para que possa ser
objeto de eventuais novas pesquisas de elementos que possam ser associados a
maior risco de suicidio.

Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado sera
submetida para aprovagédo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e, quando for
o caso, da Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP);

( ) concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do material biolégico, devendo o mesmo ser descartado ao
final desta pesquisa.

( ) concordo em participar do do presente estudo e AUTORIZO o
armazenamento do material biolégico, sendo necessario meu consentimento a
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cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for
o caso, pela CONEP.

O descarte do material armazenado sera autorizado caso o paciente manifeste
sua vontade nesse sentido.

Em caso de falecimento ou condicao incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverao ser dados a:

Ap6s a avaliacdo dos dados, havera sigilo em relagdo a identidade dos
participantes. Os resultados da pesquisa poderao ser apresentados e publicados em
congressos e revistas cientificas da area, mantendo-se o sigilo sobre os participantes.
Em caso de duvida, contatar a responsavel pela pesquisa, Dra. Karina Diniz Oliveira,
na Unidade de Emergéncia Referenciada do Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas, pelo telefone (019) 3521-8773. Rua Tessdlia Vieira de
Camargo, 126, CEP 13083887, Campinas, SP, e-mail karina.dinizoliveira@gmail.com.

Os pesquisadores se comprometem a cumprir todos os preceitos éticos e a
fornecer todas as informacdes necessarias acerca do estudo, bem como de eventuais
duvidas e procedimentos, a qualquer momento em que solicitado.

Ao assinar esse termo de consentimento livre e esclarecido, em duas vias de
igual teor, vocé declara que leu, compreendeu, tirou suas duvidas e concordou em
responder o questionario e ter as amostras de sangue, cabelo e urina analisadas. Uma
das vias sera fornecida a vocé pelo pesquisador.

Participante

Nome:

RG: CPF:

Assinatura:

Responsavel pela aplicacao

Nome:

RG: CPF:

Assinatura: )

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Unicamp,
conforme decisdo. Em caso de duvidas, reclamagbes ou eventuais informagdes
complementares: Telefone do CEP: (019) 3521-8936 Fax: (019) 3521-7187 Rua
Tessdlia Vieira de Camargo, 126, CEP 13083887, Campinas, SP.

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma
cépia deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP
perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste
documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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ANEXO 3 - Questionario socio demografico

1.ldentificacao

1.1 |dade:

1.2 Género 1.2.1masc () 1.2.2fem () 1.2.3 nsa()

1.3 Religido:

Pratica religiosa: 1.3.1 ndo () 1.3.2 semanal () 1.3.3 mensal () 1.3.4nsa ()

1.4 Escolaridade:

1.4.1 ndo () 1.4.2 alfabetizado () 1.4.3 até 4 anos ()

1.444a8anos()1.4.5-8a11anos () 1.4.6 maisde 11 anos ()
1.4.7 p6s graduacao () 1.4.8 nsa ()

1.5 Atividade laborativa
Exerce 1.5.1()ndo 1.5.2()sim1.5.3 nsa ()
Se nao, qual a situacao: 1.5.4 afastado () 1.5.5 desempregado ()
1.5.6 Aposentado () 1.5.7 Outra ocupacéo ()
1.5.8 Vinculo Informal ( ) 1.5.9. Vinculo Formal ( ) 1.5.10.nsa ()

1.6 Renda per capta familiar: 1.6.1

1.7 Estado Civil 1.7.1 () casado 1.7.2 () solteiro 1.7.3 () unido estavel
1.7.4 () separado/divorciado 1.7.5 () vitbvo 1.7.6 () nsa

1.8 Filhos: 1.8.1 ndo () 1.8.2sim () 1.8.3 Quantos?

1.9 Moradia
1.9.1 S6 ()1.9.2 Com parentes () Quais?

1.9.2.1 pais ()

1.9.2.2 companheiro ()

1.9.2.3 irmaos ()

1.9.2.4 filhos ()

1.9.2.5 pais e irméos ()

1.9.2.6 companheiro e filhos ()

1.9.2.7 amigos ()

1.9.2.8 outros ( ) 1.9.2.9.nsa ()

Moradia

1.9.3 Prépria () 1.9.4 Alugada () 1.9.4.1 nsa ()

Uso de SPA
Fez uso de alguma SPA até 3 dias antes da entrada no UER? QUAL? Ha quanto
tempo?

2.1 Alcool: 2.1.1. ndo () 2.1.2sim () 2.1.3nsa ()

2.1.3 Idade de inicio: 2.1.3.1 até 12 anos ()
2.1.32de12a15()

2.1.3.3de15a18 ()
2.1.3.4 acima de 18 anos () 2.1.3.5nsa ()



83

2.1.4 Frequéncia de uso: 2.1.4.1 diaria ()
2.1.4.2 dias alternados ()

2.1.4.3 trés vezes por semana ()
2.1.4.4 semanal ()
2.1.4.5 quinzenal ()

2.1.4.6 mensal ()
2.1.4.7 menos que mensal ()
2.1.4.8 abstinente ha mais de 12 meses () 2.1.49nsa ()
2.1.5 Quantidade quando usa: 2.1.5.1 até 2 u.a. ()
2152de2a10u.a. ()

2.1.5.3 maisde 10 u.a. () 2154 nsa ()

2.1.6. Tratamento 2.1.6.1Sim() 2.1.6.2Nao () 2.1.6.3 nsa()

2.1.7. Contexto de uso 2.1.7.1 Sozinho () 2.1.7.2 em grupo ( )
21.7.3nsa ()

J. DEPENDENCIA / ABUSO DE ALCOOL

J1

J2

Nos ultimos 12 meses, por mais de trés vezes vocé )

bebeu, em menos de trés horas, mais do que cinco NAO  SIM
latas de cerveja ou uma garrafa de vinho ou trés doses

de uma bebida alcodlica forte (pinga, caipirinha,

conhaque, vodka, whisky...)?

Durante os ultimos 12 meses:

Constatou que precisava de quantidades cada vez
maiores de alcool para obter o mesmo efeito? NAO SIM

Quando bebia menos, as suas maos tremiam,

transpirava ou sentia-se agitado (a)?

Alguma vez bebeu uma dose para evitar esses NAO SIM
problemas ou evitar uma ressaca?

COTAR “SIM”, sSe RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO
OUTRO

Quando comecava a beber, com frequéncia bebia mais NAO  SIM
do que pretendia?

Tentou, mas ndo conseguiu diminuir seu consumo de NAO  SIM
alcool ou parar de beber?

Nos dias em que bebia, passava muito tempo
procurando bebida, bebendo ou se recuperando dos NAO  SIM
efeitos do &lcool?



J3

Reduziu suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas) ou }
passou menos tempo com os outros por causa da NAO  SIM
bebida?

Continuou a beber mesmo sabendo que isso lhe
causava problemas de saude ou problemas NAO SIM
psicolégicos?

O(A) ENTREVISTADO(A) APRESENTA  UMA NAO SIM
DEPENDENCIA DE ALCOOL?

Durante os ultimos 12 meses:

Ficou embriagado ou de “ressaca” varias vezes,
quando tinha coisas para fazer no trabalho (/ na escola) NAO  SIM
ou em casa? Isso Ihe causou problemas?

CoTAR "SIM" SOMENTE SE A EMBRIAGUEZ / RESSACA
CAUSOU PROBLEMAS

Alguma vez esteve sob o efeito do alcool em situagbes
em que isso era fisicamente arriscado como dirigir, NAO SIM
utilizar uma maquina ou um instrumento perigoso...?

Teve problemas legais como uma interpelagdo ouuma
condenagao ou uma detencao porque tinha bebido? NAO SIM

Continuou a beber mesmo sabendo que a bebida lhe
causava problemas com seus familiares ou com outras NAO  SIM
pessoas?

NAO

O entrevistado apresenta abuso de alcool?

2.2 Canabidides: 22.1ndo () 222sim () 2.2.3nsa()

2.2.3 ldade de inicio 2.2.3.1 até 12 anos ()
2232de12a15()
2233de15a18()
2.2.3.4acimade 18 anos () 2.2.3.5nsa()

2.2.4 Freqiénciade uso 2.2.4.1 diaria () 2.2.4.2 dias alternados ()
2.2.4.3 trés vezes por semana ()

2.2.4.4 semanal ()

2.2.4.5 quinzenal ()
2.2.4.6 mensal ()

2.2.4.7 menos que mensal ()

2.2.4.8 abstinente ha mais de 12 meses () 2.2.4.9nsa ()
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2.2.5 Quantidade 2.2.5.1 até 2 gramas ()
2.252de2ab5gramas ()
2.2.5.3 mais de 5 gramas ()
2.254nsa()

2.2.6 Via2.2.6.1 ingerida () 2.2.6.2inalada() 2.2.6.3nsa()
2.2.7 Tratamento 2.2.7.1 Sim () 2.2.7.2 Nao () 2.2.7.3nsa()
2.2.8 Contexto deuso  2.2.8.1 Sozinho 2.2.8.2 Em grupo () 2.2.8.3 nsa ()

K Considerando o seu consumo durante os ultimos 12
2 meses:

A Constatou que precisava de quantidades cada vez
maiores para obter o mesmo efeito?

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,
diarreia, nauseas, suores, aceleracdo do coracgéao,
dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),
irritdvel ou deprimido (a)?

Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses
problemas ou para se sentir melhor?

CoTAR “SIM”, se RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO
OUTRO

C Quando comecava a usar, frequentemente consumia
mais do que pretendia?

D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?

E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas
coisas?

F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas)
OU passou menos tempo com 0s outros por causa da
droga?

G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicoldgicos?

O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA
SUBSTANCIA?

W X

Durante os ultimos 12 meses:

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
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a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabeca feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso lhe causou problemas? NAO
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICAGAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situagbes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.? NAO

¢ Teve problemas legais como uma intimagdo ou uma
condenacao ou uma detengao porque tinha usado? NAO

d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas? NAO

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA?
2.3Cocaina: 2.3.1 ndo () 2.3.2sim ()

2.3.3 ldade de inicio: 2.3.3.1 até 12 anos ()
2.3.3.2de12a15()
2.3.3.3de 15218 ()
2.3.3.4 acima de 18 anos ()

2.3.4 FreqUéncia de uso: 2.3.4.1 diaria ()
2.3.4.2 dias alternados ()
2.3.4.3 trés vezes por semana ()
2.3.4.4 semanal ()
2.3.4.5 quinzenal ()
2.3.4.6 mensal ()
2.3.4.7 menos que mensal ()
2.3.4.8 abstinente ha mais de 12 meses ()
2.3.49nsa ()
2.3.5 Via: 2.3.5.1 Inalada ()
2.3.5.2 Endovenosa ()
2.3.5.3oral ()
2.354retal () 2.355.nsa()

2.3.6 Quantidade 2.3.6.1 até 2 gramas ()

2.3.6.2de2a5gramas ()
2.3.6.3 maisde 5gramas () 2.3.6.4nsa ()

2.3.7. Tratamento 2.3.7.1 Sim () 2.3.7.2 Nao ()
nsa( )

()

2.3.8 Contexto de uso  2.3.8.1 Sozinho 2.3.8.2 Em grupo ()
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Considerando o seu consumo durante os ultimos 12
K meses:
2
* Constatou que precisava de quantidades cada vez
A maiores para obter o mesmo efeito?

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,
diarréia, nauseas, suores, aceleragdo do coracao,
dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),
irritavel ou deprimido (a)?

Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses
problemas ou para se sentir melhor?

CoTAR “SIM”, s RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO
OUTRO

C Quando comecgava a usar, frequentemente consumia
mais do que pretendia?

D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?

E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas
coisas?

F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas)
OU passou menos tempo com 0s outros por causa da
droga?

G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicolégicos?

O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA
SUBSTANCIA?

W X

Durante os ultimos 12 meses:

a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabeca feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso lhe causou problemas?
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICACAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situacbes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.?

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
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¢ Teve problemas legais como uma intimagdo ou uma
condenacao ou uma detengao porque tinha usado?

d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas?

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA?
24Crack:2.4.1ndo () 2.4.2sim()

2.4.3 Idade de inicio: 2.4.3.1 até 12 anos ()
2432de12a15()
2433de15a18()
2.4.3.4 acima de 18 anos ()

2.4.4 FreqUéncia de uso 2.4.4.1 diaria ()
2.4.4.2 dias alternados ()
2.4.4.3 trés vezes por semana ()
2.4.4.4 semanal ()
2.4.4.5 quinzenal ()
2.4.4.6 mensal ()
2.4.4.7 menos que mensal ()
2.4.4.8 abstinente ha mais de 2 meses ()
2.4.4.9 abstinente ha mais de 2 anos ()

2.4.5 Quantidade: 2.4.5.1 até 2 gramas ()
2452de2ab5gramas ()
2.4.5.3 mais de 5 gramas ()

NAO

NAO
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SIM

SIM

NAO SIM

2.4.6. Tratamento 2.6.6.1 Sim () 2.6.6.2Nao () 2.6.6.3 nsa
2.4.7 Contexto de uso 2.4.7.1 Sozinho() 2.4.7.2 Em grupo( ) 2.4.7.3 nsa( )

K
2 Considerando o seu consumo durante os ultimos 12
meses:

A Constatou que precisava de quantidades cada vez
maiores para obter o mesmo efeito?

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,
diarréia, nauseas, suores, aceleracdo do coracéo,
dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),
irritavel ou deprimido (a)?

Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses
problemas ou para se sentir melhor?

CoTAR “SIM”, s RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO
OUTRO

NAO

NAO

SIM

SIM



C Quando comecgava a usar, frequentemente consumia
mais do que pretendia?

D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?

E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas
coisas?

F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas)
OU passou menos tempo com 0s outros por causa da
droga?

G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicol6gicos?

O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA
SUBSTANCIA?

w X

Durante os ultimos 12 meses:

a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabega feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso lhe causou problemas?
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICAGAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situacdes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.?

c Teve problemas legais como uma intimacdo ou uma
condenacdo ou uma detengao porque tinha usado?

d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas?

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA?

SIM
2.5 Qpidides: 2.5.1 ndo () 2.5.2sim ()
2.5.3 Idade de inicio: 2.5.3.1 até 12 anos ()

25.32de12a15()
2.533de15a18()

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
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2.5.3.4 acima de 18 anos ()

2.5.4 FreqUéncia de uso: 2.5.4.1 diaria ()
2.5.4.2 dias alternados ()
2.5.4.3 trés vezes por semana ()
2.5.4.4 semanal ()
2.5.4.5 quinzenal ()
2.5.4.6 mensal ()
2.5.4.7 menos que mensal ()
2.5.4.8 abstinente ha mais de 2 meses ()
2.5.4.9 abstinente ha mais de 2 anos ()

2.5.5 Via: 2.5.5.1 Inalada ()
2.5.5.2 Endovenosa ()
2.5.5.3 cutanea ()
2.5.5.4 oral ()
2.5.5.5 retal ()

2.5.6 Quantidade 2.5.6.1 até 2 gramas ()
2.5.6.2de2ab5gramas ()
2.5.6.2de2ab5gramas ()
2.5.6.3 mais de 5 gramas ()

2.5.7. Tratamento

2.5.7.1Sim () 2.5.7.2N&o () 2.5.7.3 nsa()

2.5.8 Contexto de uso

2.5.8.1 Sozinho 2.5.8.2 Em grupo () 2.5.8.3 nsa ()

K Considerando o seu consumo durante os ultimos 12
2 meses:

A Constatou que precisava de quantidades cada vez
maiores para obter o mesmo efeito?

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,
diarréia, nauseas, suores, aceleracdo do coracéo,
dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),
irritavel ou deprimido (a)?

Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses
problemas ou para se sentir melhor?

CoTAR “SIM”, s RESPOSTA “SIM” Num CASO ouU NO
OUTRO

C Quando comecgava a usar, frequentemente consumia
mais do que pretendia?

NAO

NAO

NAO

SIM

SIM

SIM
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D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?

E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas
coisas?

F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas)
OU passou menos tempo com 0s outros por causa da
droga?

G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicolégicos?

O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA
SUBSTANCIA?

w X

Durante os ultimos 12 meses:

a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabecga feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso lhe causou problemas?
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICAGAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situagdes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.?

c Teve problemas legais como uma intimagdo ou uma
condenagao ou uma detencao porque tinha usado?

d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas?

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA?

2.6 Club drugs e anfetaminas

2.6.1ndo () 2.6.2sim()

2.6.3 ldade de inicio: 2.6.3.1 até 12 anos ()
2.6.3.2de12a15()
2.6.3.3de15a18()
2.6.3.4 acima de 18 anos ()

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

NAO
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2.6.4 FreqUéncia de uso:

92

2.6.4.1 diaria ()

2.6.4.2 dias alternados ()

2.6.4.3 trés vezes por semana ()

2.6.4.4 semanal ()

2.6.4.5 quinzenal ()

2.6.4.6 mensal ()

2.6.4.7 menos que mensal ()

2.6.4.8 abstinente ha mais de 2 meses ()
2.6.4.9 abstinente ha mais de 2 anos ()

2.6.5 Via: 2.6.5.1 Inalada ()
2.6.5.2 Endovenosa ()

2.6.5.3 cutanea ()
2.6.5.4 oral ()
2.6.5.5retal ()

2.6.6 Quantidade 2.6.6.1 até 2 gramas ()
2.6.6.2de 2 a5gramas ()
2.6.6.3 mais de 5 gramas ()

2.6.7. Tratamento

2.6.8 Contexto de uso

2.6.7.1Sim () 2.6.7.2N&o () 2.6.7.3 nsa()

2.6.8.1 Sozinho 2.6.8.2 Em grupo () 2.6.8.3 nsa ()

K Considerando o seu consumo durante os ultimos 12

2 meses:

A Constatou que precisava de quantidades cada vez ;
maiores para obter o mesmo efeito? NAO SIM

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,

diarréia, nauseas,

suores, aceleracdo do coragéo,

dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),

irritavel ou deprimido (a)? )

Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses NAO  SIM
problemas ou para se sentir melhor?

CoTAR “SIM”, S RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO

OUTRO

C Quando comecava a usar, frequentemente consumia )
mais do que pretendia? NAO SIM

D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?

NAO SIM



E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas
coisas?

F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas)
OU passou menos tempo com 0s outros por causa da
droga?

G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicolégicos?

O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA
SUBSTANCIA?

w X

Durante os ultimos 12 meses:

a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabecga feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso lhe causou problemas?
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICAGAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situagcbes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.?

c Teve problemas legais como uma intimagdo ou uma
condenagao ou uma detencao porque tinha usado?

d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas?

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA?

2.7 Benzodiazepinicos:
2.7.1ndo () 2.7.2sim()
2.7.3 ldade de inicio:

2.7.3.1 até 12 anos ()
2.7.32de12a15()
2.7.3.3de15a18 ()
2.7.3.4 acima de 18 anos ()

2.7.4 FreqUéncia de uso: 2.7.4.1 diaria ()
2.7.4.2 dias alternados ()
2.7.4.3 trés vezes por semana ()
2.7.4.4 semanal ()

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

NAO
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2.7.5 Via:

94

2.7.4.5 quinzenal ()

2.7.4.6 mensal ()

2.7.4.7 menos que mensal ()

2.7.4.8 abstinente ha mais de 2 meses ()
2.7.4.9 abstinente ha mais de 2 anos ()

2.7.5.1 Inalada ()

2.7.5.2 Endovenosa ()

2.7.5.3oral ()
2.7.5.4 retal ()

2.7.6 Quantidade

2.7.7. Tratamento

2.7.6.1 até 2 comprimidos ()
2.7.6.2 de 2 a 5 comprimidos ()
2.7.6.3 mais de 5 comprimidos ()

2.7.71S8im () 2.7.7.2Nao () 2.7.7.3 nsa()

2.7.8 Contexto de uso

2.7.8.1 Sozinho 2.7.8.2 Em grupo () 2.7.8.3 nsa (

K Considerando o seu consumo durante os ultimos 12

2 meses:

A Constatou que precisava de quantidades cada vez ;
maiores para obter o mesmo efeito? NAO SIM

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,

diarréia,

suores, aceleracdo do coragéo,

dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),

irritdvel ou deprimido (a)? )

Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses NAO  SIM
problemas ou para se sentir melhor?

CoTAR “SIM”, s RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO

OUTRO

C Quando comecava a usar, frequentemente consumia

D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?

mais do que pretendia? NAO SIM
NAO SIM
E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se )
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas NAO SIM

coisas?



F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas)
OU passou menos tempo com 0s outros por causa da
droga?

G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicol6gicos?

O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA
SUBSTANCIA?

W X

Durante os ultimos 12 meses:

a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabega feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso lhe causou problemas?
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICAGAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situagbes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.?

c Teve problemas legais como uma intimagdo ou uma
condenacao ou uma detengao porque tinha usado?

d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas?

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA?
2.8 Solventes:
2.8.1nao () 2.8.2sim()
2.8.3 Idade de inicio: 2.8.3.1 até 12 anos ()
2.8.32de12a15()

2.8.3.3de 15a18 ()
2.8.3.4 acima de 18 anos ()

2.8.4 FreqUéncia de uso: 2.8.4.1 diaria ()
2.8.4.2 dias alternados ()
2.8.4.3 trés vezes por semana ()
2.8.4.4 semanal ()
2.8.4.5 quinzenal ()
2.8.4.6 mensal ()
2.8.4.7 menos que mensal ()

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

NAO

95

SIM



2.8.4.8 abstinente ha mais de 2 meses ()
2.8.4.9 abstinente ha mais de 2 anos ()

2.8.5 Via: 2.8.5.1 Inalada ()
2.8.5.2 Endovenosa ()
2.8.5.3 cutanea ()
2.8.5.4 oral ()
2.8.5.5 Retal ()

2.8.6 Quantidade 2.8.6.1 até 2 gramas ()
2.8.6.2de2ab5gramas ()
2.8.6.3 mais de 5 gramas ()

2.8.7. Tratamento
28.71Sim() 2.8.7.2Nao () 2.8.7.3nsa()

2.8.8 Contexto de uso
2.8.8.1 Sozinho 2.8.8.2 Em grupo () 2.8.8.3 nsa ()

K Considerando o seu consumo durante os ultimos 12
2 meses:

A Constatou que precisava de quantidades cada vez ;
maiores para obter o mesmo efeito? NAO SIM

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,
diarréia, nauseas, suores, aceleracdo do coracéo,
dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),
irritavel ou deprimido (a)? ;
Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses NAO  SIM
problemas ou para se sentir melhor?
COTAR “SIM”, se RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO
OUTRO

C Quando comecava a usar, frequentemente consumia )
mais do que pretendia? NAO SIM

D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?
NAO SIM
E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se ;
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas NAO SIM
coisas”?

F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas) ;
Ou passou menos tempo com os outros por causa da NAO  SIM
droga?
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G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicolégicos? ;
NAO

O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA NAO
SUBSTANCIA?

W X

Durante os ultimos 12 meses:

a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabeca feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso lhe causou problemas? NAO
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICAGAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situagbes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.? NAO

¢ Teve problemas legais como uma intimagdo ou uma
condenacao ou uma detengao porque tinha usado? NAO

d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas? NAO

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA?

2.9 Anticolinérgicos

29.1ndo () 2.9.2sim()

2.9.3 |dade de inicio: 2.9.3.1 até 12 anos ()
29.32de12a15()
2.9.3.3de 15218 ()

2.9.3.4 acima de 18 anos ()

2.9.4 FreqUéncia de uso: 2.9.4.1 diaria ()
2.9.4.2 dias alternados ()
2.9.4.3 trés vezes por semana ()
2.9.4.4 semanal ()
2.9.4.5 quinzenal ()
2.9.4.6 mensal ()
2.9.4.7 menos que mensal ()
2.9.4.8 abstinente ha mais de 2 meses ()
2.9.4.9 abstinente ha mais de 2 anos ()

2.9.5 Via: 2.9.5.1 Inalada ()
2.9.5.2 Endovenosa ()

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

NAO
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2.9.5.3 cutanea ()
2.9.54 oral ()
2.9.5.5 retal ()

2.9.6 Quantidade 2.9.6.1 até 2 gramas ()
2.9.6.2de2a5gramas ()
2.9.6.3 mais de 5 gramas ()

2.9.7. Tratamento
29.71S8im() 2.9.7.2Nao () 2.9.7.3 nsa()

2.9.8 Contexto de uso
2.9.8.1 Sozinho 2.9.8.2 Em grupo () 2.9.8.3 nsa (

K Considerando o seu consumo durante os ultimos 12
2 meses:

A Constatou que precisava de quantidades cada vez
maiores para obter o mesmo efeito? NAO SIM

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,
diarréia, nauseas, suores, aceleracdo do coragéo,
dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),
irritdvel ou deprimido (a)?
Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses NAO  SIM
problemas ou para se sentir melhor?
CoTAR “SIM”, s RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO
OUTRO

C Quando comecava a usar, frequentemente consumia
mais do que pretendia? NAO SIM

D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?
NAO SIM
E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas NAO SIM
coisas”?

F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas) ;
Ou passou menos tempo com os outros por causa da NAO  SIM
droga?



G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicolégicos? ;
NAO

O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA NAO
SUBSTANCIA?

W X

Durante os ultimos 12 meses:

a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabeca feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso lhe causou problemas? NAO
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICAGAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situagbes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.? NAO

¢ Teve problemas legais como uma intimagdo ou uma
condenacao ou uma detengao porque tinha usado? NAO

d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas? NAO

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA?

2.10 Qutros
2.10.1 ndo () 2.10.2sim ()

2.10.3 Idade de inicio: 2.10.3.1 até 12 anos ()
2.10.3.2de 12a 15 ()
2.10.3.3de 15218 ()

2.10.3.4 acima de 18 anos ()

2.10.4 FreqUéncia de uso: 2.10.4.1 diaria ()
2.10.4.2 dias alternados ()
2.10.4.3 trés vezes por semana ()
2.10.4.4 semanal ()
2.10.4.5 quinzenal ()
2.10.4.6 mensal ()
2.10.4.7 menos que mensal ()
2.10.4.8 abstinente ha mais de 2 meses ()
2.10.4.9 abstinente ha mais de 2 anos ()

2.10.5 Via: 2.10.5.1 Inalada ()
2.10.5.2 Endovenosa ()

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

NAO
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2.10.5.3 cutanea ()
2.10.5.4 oral ()
2.10.5.5 retal ()

2.10.6 Quantidade 2.10.6.1 até 2 gramas ()
2.10.6.2de 2a 5 gramas ()
2.10.6.3 mais de 5 gramas ()
2.10.7. Tratamento
2.10.71Sim () 2.10.7.2Néao () 2.10.7.3 nsa()

2.10.8 Contexto de uso
2.10.8.1 Sozinho 2.10.8.2 Em grupo () 2.10.8.3 nsa ()

K Considerando o seu consumo durante os ultimos 12
2 meses:

A Constatou que precisava de quantidades cada vez )
maiores para obter o mesmo efeito? NAO SIM

B Quando usava menos ou parava de consumir, tinha
problemas como dores, tremores, febre, fraqueza,
diarréia, nauseas, suores, aceleracdo do coracgéo,
dificuldade de dormir ou sentir-se agitado(a), ansioso (a),
irritdvel ou deprimido (a)? )
Ou vocé tomava qualquer outra coisa para evitar esses NAO  SIM
problemas ou para se sentir melhor?
CoTAR “SIM”, s RESPOSTA “SIM” Num CASO ou NO
OUTRO

C Quando comecava a usar, frequentemente consumia )
mais do que pretendia? NAO SIM

D Tentou, sem conseguir, diminuir ou parar de usar?
NAO SIM
E Nos dias em que usava, passava mais de 2 horas
tentando conseguir a droga, se drogando, ou se )
recuperando dos efeitos, ou ainda pensando nessas NAO SIM
coisas?

F Reduziu as suas atividades (lazer, trabalho, cotidianas) )
OuU passou menos tempo com os outros por causa da NAO  SIM
droga?

G Continuou a usar mesmo sabendo que esta Ihe causava
problemas de saude ou problemas psicoldgicos? )
NAO SIM
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O ENTREVISTADO APRESENTA DEPENDENCIA DA NAO SIM
SUBSTANCIA?

w X

Durante os ultimos 12 meses:

a Por varias vezes ficou intoxicado ou “de cabeca feita /
chapado” quando tinha coisas para fazer no trabalho (/
na escola) ou em casa? Isso Ihe causou problemas? NAO SIM
COTAR "SIM" SOMENTE SE A INTOXICAGAO CAUSOU
PROBLEMAS

b Alguma vez esteve sob o efeito em situacbes em que
isso era fisicamente arriscado como dirigir, utilizar uma
maquina ou um instrumento perigoso, etc.? NAO SIM

¢ Teve problemas legais como uma intimagao ou uma
condenacao ou uma detengao porque tinha usado? NAO SIM
d Continuou a usar mesmo sabendo que esta droga lhe
causava problemas com os seus familiares ou com
outras pessoas? NAO SIM

O ENTREVISTADO APRESENTA ABUSO DE SUBSTANCIA? NAO SIM

2. TENTATIVA DE SUICIDIO ATUAL
2.1 Data da tentativa de suicidio (___ Dia___ Més __ Ano)
2.2 Dia da semana:

2.3 Hora: __Horas ___ Minutos
24 \lwgar:
2.5 MétododaTS: (de acordo com os codigos do CID-10, a seguir):

X60 _ Auto - envenenamento e exposi¢do intencionais a analgésicos ndo opiaceos,
antipiréticos e anti-reumaticos.

X61 _ Auto - envenenamento e exposi¢ao intencionais a drogas anti-epilépticas, sedativo
-hipnéticas, antiparkinsonianas e psicotropicas, néo classificadas em outros locais. Inclui:
antidepressivos, barbituricos, neurolépticos, psicoestimulantes.

X62 _ Auto - envenenamento e exposicao intencionais a narcéticos e psicodislépticos
(alucinégenos), ndo classificados em outros locais. Inclui: cannabis (derivados), cocaina,
codeina, heroina, acido lisérgico (LSD), mescalina, metadona, morfina, 6pio (alcaloides).
X63 _ Auto - envenenamento e exposicao intencionais a outras drogas que atuam no
sistema nervoso auténomo.

X64 _ Auto - envenenamento e exposicao intencionais a outras drogas e substancias
biol6gicas nao especificadas.

X65 _ Auto - envenenamento e exposi¢ao intencionais ao alcool.

X66 _ Auto — envenenamento e exposicdo intencionais a solventes organicos e
hidrocarbonos halogenados e seus vapores.

X67 _ Auto - envenenamento e exposicao intencionais a outros gases e vapores. Inclui:
mondxido de carbono; gas utilitario.

X68 _ Auto - envenenamento e exposicao intencionais a praguicidas.
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X69 _ Auto - envenenamento e exposigcao intencionais a outras substancias quimicas e
nocivas.

X70 _ Auto leséo intencional por enforcamento, estrangulamento e sufocagéo

X71 _ Auto lesao intencional por afogamento e submersao

X72 _ Auto lesdo intencional por descarga de arma de méo

X73 _ Auto lesao intencional por descarga de rifle, espingarda ou arma de fogo maior
X74 _ Auto leséo intencional por descarga de outra arma de fogo e de arma de Fogo néo
especificada

X75 _ Auto lesao intencional por material explosivo

X76 _ Auto lesao intencional por fogo e chamas

X77 _ Auto leséo intencional por vapor, vapores quentes e objetos quentes

X78 _ Auto lesao intencional por objeto cortante

X79 _ Auto lesao intencional por objeto contundente

X80 _ Auto lesao intencional por pular de um lugar alto

X81 _ Auto lesdo intencional por pular ou deitar-se ante um objeto mével

X82 _ Auto lesao intencional por batida de veiculo motor

X83 _ Auto leséo intencional por outros meios especificados. Inclui: batida de aeronave,
eletrocussao, substancias causticas (exceto envenenamento)

X84 _ Auto lesdo intencional por meios ndo especificados

2.6 A respeito das consequéncias fisicas e do perigo da tentativa de suicidio a vida:
0 _ nenhum dano fisico significativo, nenhum tratamento médico requerido

1 _ atenc&o médica/cirurgicos requeridos, mas sem perigo de vida

2 _atencao médica/cirargica requerida, houve/ha perigo de vida

2.7 A respeito do tipo de cuidado médico recebido:

0 _ depois do tratamento de emergéncia o paciente foi liberado.

1 _ O paciente permaneceu sob observagao/tratamento na emergéncia e foi liberado.

2 _ Da emergéncia o paciente foi transferido a unidade de cuidados intensivos ou para
outras clinicas ou unidades cirurgicas/enfermarias.

3 _ Da unidade de emergéncia o paciente foi diretamente transferido a instituicao
psiquiatrica.

2.8 (Se for aplicavel:) Paciente foi encaminhado para:
RESPOSTA:

0 _ ndo foi encaminhado a nenhum servigo profissional

1 _ foi encaminhado a centro de saude geral (ou saude primaria)

2 _ foi encaminhado a psiquiatria clinica particular

3 _ foi encaminhado a servico profissional particular

Relacao entre uso de alcool/drogas e a tentativa de suicidio atual:

0 _ ingestao de nenhuma/alguma mas sem relacdo com a tentativa de suicidio
1 _ suficiente para a deterioragdo da capacidade de juizo e da responsabilidade
2 _ uso intencional para facilitar e executar a tentativa de suicidio

(Especificar alcool ou qualdroga: ~ )
Na sua opinido por que motivo, vocé fez o que fez?

4. HISTORIA DE TENTATIVAS DE SUICIDIO ANTERIORES
4.1 Vocé tentou o suicidio anteriormente? 1 Nao 2 Sim
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4.1.1 Se afirmativo, quantas vezes? _

4.1.2 Quando foi a ultima? _ _Dia_ _Més __ Ano

4.2 Se afirmativo, método da tentativa de suicidio: ~

4.5 Algum familiar seu (familia biolégica) morreu por suicidio ou tentou o suicidio?
Quem?



ANEXO 4 - Escala de Beck de intencionalidade suicida
| - Caracteristicas de Atitude em Relagéo a Viver/Morrer

1.Desejo de viver

1) Moderado a forte.
2) Fraco.
3) Nenhum.

2. Desejo de morrer. ()
0. Nenhum
1. Fraco
2. Moderado a forte

3. Razées para viver/morrer. ( )
0. Para viver superam para morrer.
1. Aproximadamente igual.
2. Para morrer superam para viver.

4. Desejo de fazer tentativa ativa de suicidio. ( )
0. Nenhum.
1. Fraco.
2. Moderado a forte.

5. Tentativa suicida passiva. ()
0. Tomaria precaugdes para salvar a vida.
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1. Deixaria a vida/morte para o acaso (por exemplo, atravessar descuidadamente

uma rua em movimento).

2. Evitaria medidas necessarias para salvar ou manter a vida (por exemplo,

diabético deixando de tomar insulina).

Se os codigos para os itens 4 e 5 for “0”, pule as secées II, Il e IV e insira “8” - “Ndo aplicavel”

em cada um dos espagcos em branco destinados a indicagdo do cédigo.

Il - Caracteristicas de ldeacao/Desejo Suicida

6. Duracgdo. ( )
0. Periodos breves
1. Periodos mais longos
2. Continuo (cronico) ou quase continuo

7. Freqiiéncia. ( )
0. Rara, ocasional
1. Intermitente
2. Persistente ou continua

8. Atitude Face a Ideagdo/Desejo. ( )
0. Rejeicao
1. Ambivalente, indiferente



2. Aceitacao

9. Controle sobre a agdo Suicida/Desejo de Agir. ( )
0. Tem senso de controle
1. Inseguro de controle
2. Nao tem senso de controle
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10. Impedimentos a tentativa ativa (por exemplo, familia, religido, ferimento sério,

embora mal sucedido, irreversivel). ()
0. Nao se suicidaria devido a um impedimento.
1. Alguma preocupagao com os impedimentos.
2. Preocupacdao minima ou nenhuma com os impedimentos.

11. Razdo para tentativa ponderada. ( )
0. Manipular o ambiente, obter atengao, vingar-se.
1. Combinacdo de “0” e “2”.
2. Escape, por um fim, resolver problemas.

III - Caracteristicas da Tentativa Ponderada

12. Método: Especificidade/Planejamento. ( )
0. N3o considerado.
1. Considerado, mas detalhes ndo trabalhados.
2. Detalhes trabalhados/bem formulados.

13. Método: Disponibilidade/Oportunidade. ( )
0. Método nao disponivel; nenhuma oportunidade.
1. Método requereria tempo/esforco; oportunidade nao realmente disponivel.
2a. Método e oportunidade disponiveis.
2b. Oportunidade ou disponibilidade futuras ou do método antecipadas.

14. Senso de “capacidade” para realizar a tentativa. ( )
0. Nenhum, fraco demais, com medo incompetente.
1. Inseguro da coragem e competéncia.
2. Seguro da competéncia, coragem.

16. Expectativa/previsdo da tentativa real. ( )
0. Nenhuma.
1. Incerto, nao seguro.
2. Sim.

IV - Atualizag&o da Tentativa Ponderada
18. Preparoreal.( )

0. Nenhum.
1. Parcial (por exemplo, comecar a juntar comprimidos).

2. Completo (por exemplo, tinha pilulas, laminas de barbear, revolver carregado).

19. Bilhete suicida. ( )
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0. Nenhum.
1. Comegou mas ndo terminou ou deixou no lugar; apenas pensou acerca disso.
2. Completou, deixou no lugar.

20. Atos finais em antecipacdo a morte (seguro, testamento, presentes, etc.). ( )
0. Nenhuma.
1. Pensou arespeito e tomou algumas providéncias.
2. Fez planos definidos ou completou providéncias.

21. Disfarce/ocultagdo da tentativa ponderada. ( )
0. Revelou idéias abertamente.
1. Deteve-se de revelar.
2. Tentou enganar-se, ocultar, mentir.

V - Fatores Historicos

22. Tentativas de suicidio anteriores. ( )
0. Nenhuma.
1. Uma.
2. Mais de uma

23. Intengdo de morrer associada a ultima tentativa. ( )
(se N/A insira “8”)
0. Baixa.
1. Moderada, ambivalente, insegura.
2. Alta.



ANEXO 5 - indice de bem-estar da OMS

“0” = Em tempo algum

“1” = Algumas vezes

“2” = Menos do que a metade do tempo
“3” = Mais do que a metade do tempo
“4” = Na maioria do tempo

“5” = Todo o tempo

6.1 Eu tenho me sentido satisfeito e de bom humor
0 _ 1 2 3 4 5

6.2 Eu tenho me sentido calmo e relaxado
0 _ 1 2 3 4 5

6.3 Eu tenho me sentido ativo e vigoroso
0_ i 2_ 3_ 4_ 5_

6.4 Eu tenho me sentido saudavel e descansado
0 _ 1 2 3 4 5

6.5 Tenho me interessado pelas coisas de minha vida diaria

0_ 1 2_ 3_ 4_ 5_

107
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ANEXO 6 - Representacao grafica residual da linearidade, apés a escolha
do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 > 0,997) e eliminacao de outliers pelo
teste de Grubbs

Representacdo grafica residual da linearidade na analise de mazindol em
quintuplicata para cada concentragdo da curva de calibragcdo (250, 1.000, 2.000,
4.000, 5.000, 10.000 pg/mg), apds a escolha do modelo heteroscedastico (1/x3, r2 =
1,000) e eliminacao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacado grafica residual da linearidade na analise de metanfetamina em
quintuplicata para cada concentracdo da curva de calibragao (100, 400, 800, 1.600,
2.000 e 4.000 pg/mg), apds a escolha do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,999) e
eliminagao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacédo grafica residual da linearidade na analise de MDMA em quintuplicata
para cada concentrag&o da curva de calibracdo (100, 400, 800, 1.600, 2.000 e 4.000
pg/mg), apods a escolha do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,999) e eliminacao de

outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacao grafica residual da linearidade na anéalise de MDA em quintuplicata
para cada concentragcdo da curva de calibragédo (100, 400, 800, 1.600, 2.000 e 4.000
pg/mg), apods a escolha do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,998) e eliminacao de

outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacdo grafica residual da linearidade na analise de femproporex em
quintuplicata para cada concentragdo da curva de calibragdo (100, 400, 800, 1.600,
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2.000 e 4.000 pg/mg), apds a escolha do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,998) e
eliminagao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacdo grafica residual da linearidade na analise de dietilpropiona em
quintuplicata para cada concentracdo da curva de calibracado (100, 400, 800, 1.600,
2.000 e 4.000 pg/mg), apds a escolha do modelo heteroscedastico (1/x3, r2 = 0,997) e

eliminacao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacao grafica residual da linearidade na analise de codeina em quintuplicata
para cada concentracdo da curva de calibracdo (100, 400, 800, 1.600, 2.000 e 4.000
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pg/mg), apos a escolha do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,999) e eliminacao de

outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacédo gréfica residual da linearidade na analise de cocaetileno em
quintuplicata para cada concentracao da curva de calibracéo (25, 100, 200, 400, 500,
1.000 pg/mg), apés a escolha do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,999) e

eliminacao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacdo grafica residual da linearidade na andlise de benzoilecgonina em
quintuplicata para cada concentracao da curva de calibragéo (25, 100, 200, 400, 500,
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1.000 pg/mg), apés a escolha do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,999) e

eliminagao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacdo gréafica residual da linearidade na analise de anfetamina em
quintuplicata para cada concentracdo da curva de calibracado (100, 400, 800, 1.600,
2.000 e 4.000 pg/mg), apds a escolha do modelo heteroscedastico (1/x3, r2 = 0,999) e

eliminacao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacdo grafica residual da linearidade na andlise de 6-acetiimorfina em
quintuplicata para cada concentracdo da curva de calibragéo (100, 400, 800, 1.600,
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2.000 e 4.000 pg/mg), apods a escolha do modelo heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,999) e
eliminagao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacéo grafica residual da linearidade na andlise de cocaina em quintuplicata
para 250, 1.000, 2.000, 3.000, 5.000, 10.000 pg/mg), ap6s a escolha do modelo
heteroscedastico (1/x3, r2 = 1,000) e eliminacao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacéo gréfica residual da linearidade na andlise de morfina em quintuplicata
para 100, 400, 800, 1.600, 2.000 e 4.000 pg/mg), apds a escolha do modelo
heteroscedastico (1/x3, r2 = 0,999) e eliminacao de outliers pelo teste de Grubbs.
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Representacao grafica residual da linearidade na anéalise de THC em quintuplicata
para 25, 100, 200, 400, 500, 1.000 pg/mg), apdés a escolha do modelo

heteroscedastico (1/x2, r2 = 0,997) e eliminacao de outliers pelo teste de Grubbs.
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