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Resumo: Para o adequado diagndéstico e tratamento no pronto-socorro, muitas vezes é
necessario saber se a condicdo de um paciente pode ser elucidada pela intoxicacdo com
algum agente exdgeno. Assim, a analise toxicolégica é normalmente conduzida quando o
paciente apresenta-se sintomatico, com histérico de ingestao de determinada substancia ou
guando a equipe médica necessitar de diagnostico diferencial. Geralmente, o sangue
representa a matriz de escolha para essas analises, pois os efeitos farmacoldgicos e tdxicos
podem ser, na maioria das vezes, correlacionados com a concentracdo do analito no
organismo. O objetivo deste estudo foi a determinagdo de etanol e metanol em amostras
provenientes de pacientes atendidos pelo Centro de Controle de Intoxica¢des da cidade de
Sé&o Paulo. Do total de amostras analisadas (n = 151), 31 apresentaram resultados positivos
para etanol, sendo 25 com concentragdo superior a 0,5 g.L™*. Conclui-se que a técnica de
preparo de amostra utilizada é relativamente barata, facil e rapida, o que reitera a
aplicabilidade do método nas analises toxicoldgicas de emergéncia.

Palavras-chave: Analises toxicoldgicas de emergéncia; Etanol; Sangue; GC-FID.

http://dx.doi.org/10.17063/bjfs6(1)y201661


http://dx.doi.org/10.17063/bjfs6(1)y201661

62 Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics 6(1):61-71 (2016)

Abstract: For proper diagnosis and treatment in the emergency department, it is often
necessary to know if the condition of the patient can be elucidated by intoxication with any
exogenous agent. Thus, the toxicological analysis is conducted when the patient presents with
a history of symptomatic, ingestion of substance or when medical staff need a differential
diagnosis Generally, blood is the matrix of choice for these analyzes because of the
pharmacological and toxic effects may be, in most cases, correlated with the analyte
concentration in the body. The objective of this study was the determination of ethanol and
methanol in samples from patients seen by the Poison Control Center of the city of Sdo Paulo.
Of the total samples analyzed (n = 151), 31 showed positive results for ethanol, 25 of these
with alcohol level exceeding 0.5 g L™*. Concluded that the sample preparation technique used
is relatively cheap, quick and easy, which confirms the applicability of the method in the
toxicological analysis of emergency.

Keywords: Emergency toxicological analysis; Ethanol; Blood; HS/GC-FID.

1. Introducéo

Segundo o ultimo relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2012, cerca
de 3,3 milhbes de mortes foram associadas ao consumo de etanol. Este numero
corresponde a 5,9% de todas as mortes ou uma em cada vinte mortes ho mundo no
respectivo ano. Esse valor é superior, por exemplo, a proporcdo de mortes por
HIV/AIDS (2,8%), mortes por causas violentas (0,9%) ou tuberculose (1,7%). O
consumo cronico de etanol também tem sido relacionado com o suicidio e a violéncia
e € um fator causal identificado em mais de 200 formas distintas de patologias e
injarias, incluindo manifestacbes neuropsiquiatricas, doencas cardiovasculares,
acidente vascular cerebral isquémico, doenca isquémica do coracao, doencas do
aparelho digestivo e diabetes, além de ser considerado um fator de risco em certos
tipos de cancer. Estima-se que no ano de 2012, 5% da carga global de doencas e
lesdes (139 milhBes de anos de vida ajustados por incapacidade) sdo atribuiveis ao
consumo de etanol*,

A intoxicacdo aguda por etanol promove diminui¢cdo da consciéncia, cognicao,
percepcdo do comportamento e coordenacdo motora, sendo a mais frequente
ocorréncia atendida em servicos de emergéncia. As manifestacdes clinicas e a
intensidade dos sintomas apresentam forte correlacdo com a concentracédo de etanol
no sangue; contudo, outros elementos como a condi¢do genética do individuo e sua
associacdo com outras substancias podem influenciar a suscetibilidade do paciente

intoxicado, sendo a contaminagdo com metanol (proveniente de bebidas adulteradas)
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um bom exemplo. A intoxica¢éo por metanol geralmente ocorre devido a ingestédo de
bebidas adulteradas contendo concentracdes elevadas dessa susbtancia®. Os
principais sintomas decorrentes do consumo de metanol incluem cefaleia, vertigem,
dor abdominal, diarreia, nduseas e vomitos até cegueira parcial ou total e morte®.

Assim, considera-se fundamental o diagndstico laboratorial para a constatacéo
da intoxicacdo por etanol e metanol, representando importante ferramenta para a
equipe médica no que se refere ao tratamento do paciente bem como no
acompanhamento da sua evolucéo clinica*”8.

Métodos para a identificacdo e correta quantificacdo de 4&lcoois por
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (GC-FID) ja estdo bem
estabelecidos na literatura e devido a sua sensibilidade, precisdo e relativa
especificidade, esta metodologia foi selecionada para a realizacdo das analises de
alcoois descritas neste trabalho®'2. A implementacdo da técnica analitica e a sua
utilizac&o na rotina das analises de emergéncia exige um processo de validacao para
garantir a confiabilidade do método. Desta maneira, objetivou-se validar um método
para a determinacdo de etanol e metanol em amostras de sangue empregando a
técnica de extracéo por headspace e analise por GC-FID (HS/GC-FID). Apés validado,
0 meétodo foi aplicado com sucesso em amostras de pacientes atendidos pelo Centro

de Controle de Intoxicacdes da cidade de Sdo Paulo (CCI — SP).

2. Material e métodos

2.1 Reagentes e materiais

Todas as substancias empregadas neste trabalho foram de alta pureza. Etanol e
metanol foram obtidos da empresa Merck (>99.9%; Darmstadt, Alemanha), padréo
interno n-propanol da empresa Sigma-Aldrich (>99%; St. Louis, EUA). A agua utilizada

foi deionizada em um sistema Milli-Q da empresa Millipore (Bedford, EUA).

2.2 Analise instrumental e aquisicdo de dados

As andlises foram realizadas em equipamento de cromatografia gasosa série 6890
(Hewlett Packard, EUA), com detector de ionizacdo em chama (GC-FID). A seguinte
condicao cromatogréfica foi utilizada para as analises: coluna Poraplot-Q (10m x 0,32
mm x 5um); gas de arraste: hidrogénio, a um fluxo de 1,5 mL.min"; temperatura do
injetor: 250 °C; temperatura do detector: 280 °C; temperatura do forno: 120 °C (modo

de operacédo isotérmica). Tempo total de corrida: 15 minutos. As injecdes foram
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realizadas manualmente com uma seringa “gas-tight” de 500 yL (Hamilton, EUA). Os
dados foram processados utilizando o software HPCHEM (Hewlett Packard, EUA).
Para a obtencdo dos cromatogramas, os dados brutos foram extraidos dos softwares
de cada equipamento e plotados no programa Microsoft Excel® 2010.

2.3 Amostras

Amostras de sangue negativas (branco) foram obtidas de voluntarios que declararam
a ndo ingestao de etanol e metanol. Para verificar a auséncia desses compostos, uma
aliquota de cada amostra foi analisada de acordo com o método proposto. Este
trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Bioética em Medicina do Hospital
participante (protocolo n°® 018/CEM/HMARS-2014) e também pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP (protocolo n° 902.088). As
amostras biolégicas (sangue) foram coletadas de pacientes com suspeita de
intoxicagéo, passiveis de analises toxicoldgicas, atendidos pelo CCl — SP, alocado no
Hospital Municipal Dr. Arthur Ribeiro de Saboya. Durante o atendimento foi aplicado
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e, somente ap0s a autorizacao
do paciente, as amostras foram incluidas no estudo. Pacientes com idade inferior a
18 anos e/ou em estado inconsciente somente foram incluidos no estudo mediante a
autorizacdo de um responsavel legal. Apés a coleta, as amostras de sangue
(aproximadamente 3 mL, em tubos Vacutainer® com EDTA) foram encaminhadas ao
Laboratério de Analises Toxicologicas da Universidade de S&o Paulo e armazenadas

em freezer a — 20 °C.

2.4 Preparo da amostra

Uma aliquota de 500 pL da amostra de sangue total foi transferida para um frasco de
“headspace” de 10 mL, onde foram adicionados 500 uL de agua deionizada e 1000
UL de n-propanol 0,6 g.L"t como padréo interno. O frasco foi lacrado utilizando tampa
de aluminio com septo de borracha e colocado na estufa a 70 °C durante 30 minutos.
Apoés esse periodo recolheu-se, com o auxilio de uma seringa gas-tight, 500 uL do
vapor e injetou-se diretamente no equipamento GC-FID, descrito anteriormente. O
método descrito para determinacéo de etanol e metanol em sangue esté ilustrado na

Figura 1.
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Figura 1. Método de extracdo de etanol e metanol em sangue por headspace com analise por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (HS/GC-FID). PI, padréo interno (n-

propanol).

2.5 Validacédo do método

O método foi validado, estabelecendo-se os parédmetros de limite de deteccao (LOD),
limite de quantificagdo (LOQ), linearidade, exatiddo e precisdo intra e inter-dia de
acordo com guias nacionais e internacionais®'’. Foi calculada ainda a incerteza de

medicdo do método proposto.

3. Resultados e discusséo
3.1 Validac&o do método
Os valores de LOD e LOQ encontrados no método para determinacéo de etanol em
sangue foram de 0,005 g.L* e 0,1 g.L* respectivamente. Para o metanol, o LOD e
LOQ encontrados foram 0,01 e 0,1 g.L. Os limites foram determinados pelo método
empirico, que consiste em analisar uma série de amostras fortificadas com
concentragcfes decrescentes dos analitos estudados e os resultados avaliados em
relacéo ao coeficiente de variacdo entre as replicatas. A linearidade foi determinada
utilizando amostras de sangue negativo (isento dos analitos de interesse) adicionadas
de padrdes analiticos em seis diferentes concentracfes, dentro da faixa de trabalho
de 0,1 a 5 g.L? para os dois analitos estudados. A andlise foi realizada em seis
replicatas para cada concentracdo. Foi obtido um valor de coeficiente de determinacéo
(r?) maior que 0,99, para os dois analitos estudados.

Na faixa de concentracédo estipulada para a curva de calibrac&o do etanol e do

metanol, o método foi considerado linear e os parametros avaliados estavam de
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acordo com os critérios de aceitacdo da ANVISA4, que estipula desvio menor ou igual
a 20% em relacdo a concentracdo para o LOQ, desvio menor ou igual a 15% em
relacdo as outras concentracdes da curva de calibracéo e o coeficiente de correlacao
linear igual ou superior a 0,98.

Na faixa de concentragdo da curva de calibracdo (0,1 a 5 g.L™?), foi apresentado
o fendbmeno de heteroscedasticidade. Usando os minimos quadrados ponderados de
regressao linear, a soma do percentual de erro relativo ao longo de todo o intervalo
indicado de "melhor ajuste", na avaliacdo da eficacia do fator de ponderacédo utilizada
foi 1/y? para o etanol e 1/y para o metanol; assim as equacgfes da regresséo linear
encontradas para os dois analitos, etanol e metanol, foram respectivamente: y =
0,3914x - 0,0013, r2=0,9938 e y = 0,1684x - 0,0008, r? = 9979. A precisdo do método
foi avaliada por meio da determinagcéo do coeficiente de variacdo (CV%) das areas
relativas (razéo entre area absoluta do analito e a area absoluta do padréo interno)
exibido entre as replicatas (n = 6) preparadas em trés diferentes concentracoes e em
trés dias consecutivos para cada analito estudado. A precisdo intradia e a precisao
inter-dia foram calculadas pela andlise de variancia (ANOVA) usando “dia” como
variavel agrupadora.

O ensaio de exatidao foi realizado utilizando trés diferentes concentracfes, com
seis replicatas por concentracdo. Os valores encontrados estdo de acordo com as
normas adotadas para validacdo de métodos onde a exatiddo do método deve estar
entre £ 20% para a concentracao baixa e + 15% para as concentracfes média e alta.

Os resultados dos parametros avaliados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Preciséo e exatiddo do método para determinacdo de etanol e metanol em
amostras de sangue.

- Resultados
Parametros
Etanol Metanol
L C1 2,3 6.5
Prems(gc\)/ :;)t)ra-dla C2 7.3 10,7
C3 6,6 3,2
A . C1 5,6 12,8
rems(gc\)/ :;)t)er— ia C2 13,5 12,9
c3 11,9 7,4
C1 110,0 80,6
Exatiddo (%) C2 93,0 88,6
c3 99,0 95,6

CV% coeficiente de variagdo, C1 0,1 g.L*, C22g.Lt, C34¢g.L™
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A estimativa da incerteza de medicao foi realizada de acordo com o Guia
EURACHEM/CITAC®® e o "Guia para a expressdo da incerteza de medicdo"®.
Resumidamente, para calcular a incerteza expandida, possiveis fontes de incerteza
(volume de amostra, concentracdo do analito na amostra, precisdo do método e
incerteza do equipamento) foram identificadas utilizando o diagrama de Ishikawa,
também conhecido como diagrama causa e efeito. A incerteza padrao (uc) de cada
estimativa de entrada foi determinada e, em seguida, calculou-se a incerteza
combinada, que consiste na soma quadratica das diversas incertezas padrédo
apresentadas. Finalmente, a incerteza expandida foi determinada pela multiplicacéo
da incerteza combinada por um fator de abrangéncia apropriado obtido a partir da
tabela de distribuicdo t-Student. Em ordem de importancia, os fatores mais cruciais
para o calculo de incerteza do método foram: concentracdo de analito, precisdo do
método, incerteza do equipamento e volume da amostra (Figura 2). Valores médios
para a incerteza combinada das amostras analisadas mantiveram-se em cerca de
6,0%. Este valor de incerteza de medicao esta de acordo com as normas e referéncias
internacionais o que confirma que o método é aplicavel e os resultados gerados

possuem confiabilidade e qualidade.

Influéncia das fontes de entrada
naincerteza combinada

0.054

Incerteza

Figura 2. Contribuic&o de diferentes fontes de entrada no calculo da incerteza padrao
combinada para o método de detec¢do de etanol em sangue. Co, concentracao.

Na Figura 3 é apresentado o cromatograma obtido com a analise por HS/GC-
FID de uma amostra de sangue negativo adicionada com metanol e etanol na

concentracédo de 2 g.L2.
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Figura 3. Cromatograma obtido com a analise por headspace e GC-FID de sangue
adicionado de metanol (1,59 min) e etanol (2,36 min) na concentracédo de 2 g.L . IS, padrdo
interno n-propanol (6,20 min).

Apoés a validacdo do método, o mesmo foi aplicado em amostras (n = 151)
provenientes do CCl — SP. Do total de amostras analisadas, 31 apresentaram
resultados positivos para etanol, sendo que 25 dessas apresentaram concentracdes
superiores a 0,5 g.L!, concentracdo sanguinea onde sdo observadas alteracdes
iniciais da intoxicacdo por etanol?°. Em 13 amostras a intoxicacdo foi considerada leve,
8 amostras com intoxicacdo moderada e 4 com intoxicacdo grave, sendo a maior
concentracéo de etanol encontrada de 4,8 g.L1 2%, Nao foram encontrados resultados
positivos para metanol, considerando o LOD de 0,01 g.Lt. Os resultados podem ser
visualizados na Tabela 2.

Avaliando os dados obtidos a partir da ficha de atendimento hospitalar e
correlacionando-os com as amostras positivas, € possivel tracar um perfil preliminar
das intoxicacdes por etanol registradas durante o periodo estudado nos pacientes do
CCI — SP. As intoxicacfes foram predominantes nas faixas etarias de 20 — 29 anos
(46,6%) e 30 — 39 anos (33,3%). Do total de casos avaliados, foi observada uma
diferenca significativa entre os géneros (homens 86% e mulheres 14%). Considerando
a circunstancia da exposicao, foi verificado que 58% dos casos ocorreram por abuso
de etanol e 14% em tentativa de suicidio. Através de procedimentos de triagem e
empregando métodos imunoenzimaticos realizados pelo laboratério do CCI — SP, foi
constatado que 86% dos casos positivos de intoxicacdo por etanol apresentaram
associacdo com outras drogas de abuso, sendo a cocaina a de maior prevaléncia

(40% das amostras).
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Tabela 2. Concentragbes das amostras positivas e grau de intoxicagao.

Concentracéao de etanol

intoxicacs
Grau de intoxicagao detectada (gL

0,5
0,5
0,5
0,6
0,6
0,6
0,7
0,9
1,0
11
1,2
13
15
1,6
2,0
2,0
2,1
2,3
2,6
2,9
3,3
3,4
3,9
4,8

Leve

Moderada

Grave

4. Concluséo

Nesse estudo foi aplicado um método para determinacdo de etanol e metanol em
amostras de sangue e o método foi validado considerando parametros de linearidade,
precisdo, exatidao e incerteza de medi¢do. Todos os valores obtidos estdo de acordo
com os critérios de aceitacdo predefinidos pelos guias nacionais e internacionais de

validacdo de métodos. Assim, conclui-se que a técnica de preparo de amostras
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utilizada é relativamente barata, facil e rapida, o que confirma a aplicabilidade do

meétodo nas analises toxicoldgicas de emergéncia.
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