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REVISAO DE ~METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACAO DO CONSUMO AGUDO DE
ALCOOL EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

RESUMO

O uso de bebidas alcodlicas comegou ha muitos anos, e desde entdo o consumo de &lcool é admitido
pela sociedade e hoje é uma das drogas mais utilizada pelo homem. O etanol é um composto capaz
de provocar surtos psicéticos, alucinagbes e delirios, por ser um depressor do sistema nervoso
central e exercer uma agéo toxica principalmente nos sistemas hepatico e nervoso central. As princi-
pais manifestagdes clinicas apresentadas ap6s o consumo do etanol s&o perda de inibigo, prolon-
gamento do tempo de reagéo, nistagmo, diplopia, disatria e ataxia. O etanol é absorvido principalmen-
te através da via digestiva, por difus@o simples, e a sua distribuicdo é rapida para os tecidos; o nivel
de etanol no sangue depende principalmente de alguns fatores como a dose ingerida, a velocidade
de absorg&o no trato digestivo, a ingestéo ou ndo de alimentos antes da ingestéo da bebida, altera-
¢bes enzimaticas em diferentes etnias e a capacidade de eliminagdo do organismo através da bio-
transformagéo e excregéo, determinando assim a biodisponibilidade do etanol. Nos casos de intoxica-
¢d0 aguda, as alteragbes psicolégicas e neuroldgicas véo aumentando conforme o aumento da
ingestdo da substéancia levando, por fim, a depresséo respiratoria. Ainda ndo séo completamente
elucidados os mecanismos moleculares atuantes na intoxicagdo aguda por etanol, mas discute-se
que um dos seus efeitos é a interagéo com o receptor GABAérgico, ativando um canal de cloro que
acarreta em hiperpolarizagdo neuronal. As dosagens do etanol podem ser realizadas de varias
formas, sendo feita a pesquisa do proprio alcool ou de outros marcadores, através dos testes de
triagem, que podem ser bafémetro, colorimétricos e cromatografia em camada delgada ou os testes
de confirmagdo que podem ser cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os principais biomarcadores do consu-
mo agudo, ou seja, de consumo de alcool a curto prazo, podem ser etil glicuronideo (EtG), etil sulfato
(EtS), e ainda uma proporcéo entre os metabélitos da serotonina 5-HTP/5-HIAA, sendo 5-HIAA o
4cido 5-hidroxi-indolacético e 5-HTP o 5-hidroxitriptofol.

Palavras-Chave: [Alcool, Dosagem, Etanol, Marcadores, Toxicologia.

ABSTRACT

The use of alcoholic beverages began many years ago, and since then the consumption of alcohol is
admitted by society and today it is the most used drug by man. The ethanol is a compound capable of
causing psychotic episodes, hallucinations and delusions, as a central nervous system depressant
and exerts a toxic action mainly in the liver and central nervous systems. The main clinical manifesta-
tions after consumption of ethanol are loss of inhibition, prolonged reaction time, nystagmus, diplopia,
disatria and ataxia. Ethanol is primarily absorbed through the digestive tract by simple diffusion and its
distribution to tissues is rapid, the ethanol level in the blood mainly depends on such factors as the
ingested dose, the rate of absorption in the digestive tract, the food ingestion or not, prior to drink
ingestion and the capacity of elimination from the body via the biotransformation and excretion,
enzymatic changes in different ethnicities, thereby determining the bioavailability of ethanol. In cases
of acute intoxication, neurological and psychological changes keep increasing with the substance
intake increasing, leading ultimately to respiratory depression. The molecular mechanisms in acute
intoxication by ethanol are still not completely elucidated, but it is argued that one of its effects is the
interaction with the GABA receptor, activating a chloride channel that leads to neuronal hyperpolariza-
tion. Dosages of ethanol can be performed in many ways, making the research of alcohol itself or
other markers, through the screening tests, which can be breathalyzer, colorimetric and thin layer
chromatography or confirmation tests, which can be gas chromatography, liquid high performance
chromatography and gas chromatography coupled to mass spectrometry. Biomarkers of acute and
chronic consumption of alcohol may be useful in monitoring alcohol consumption. The main bi-
omarkers of acute consumption, or short term consumption, may be ethyl glucuronide (EtG), ethyl
sulfate (EtS), and also a ratio between serotonin metabolites 5-HTP/5-HIAA, being 5-HIAA the
5-hydroxy-indoleacetic acid and 5-HTP the 5-hidroxitriptofol.
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INTRODUGAO

Ha indicios do uso de bebidas alcodlicas desde 6000 a.C. Acredita-se que o seu inicio foi na india, poste-
riormente chegando ao Egito e Grécia, expandindo até a civilizagdo mediterranea e atingindo todo o Império Romano; e
desde entdo o consumo de alcool é admitido e até mesmo incentivado pela sociedade (Carvalho & Sousa, 2010).

O etanol, alcool etilico, é a droga mais utilizada pelo homem e o seu consumo quando moderado é aceito
pela sociedade. E um composto dito psicodisléptico, ou seja, modifica a atividade mental normal, sendo capaz de pro-
vocar surtos psicéticos, alucinagdes e delirios. As principais manifestagdes clinicas apresentadas apds o consumo do
etanol sdo perda de inibi¢do, prolongamento do tempo de reagéo, nistagmo, diplopia, disatria e ataxia (Bogliolo, 2011).

Dentre as substancias depressoras do SNC, as principais sao etanol, barbituricos, metaqualona, gluteti-
mida, anestésicos e solventes; os seus graus de dependéncia variam de moderada a forte. O consumo de alcool, sendo
ele regular ou ndo, é prevalente na populagéo urbana brasileira (Bastos et al, 2008).

Em termos legais, no Brasil, atualmente estd em vigor a Lei N° 12.760/2012 também conhecida como
nova Lei Seca. Esta lei diz que dirigir sob a influéncia de alcool ou de qualquer outra substancia psicoativa é uma infra-
¢ao gravissima, que terd como penalidade uma multa e como medidas administrativas a suspenséo do direito de dirigir
e a retencdo do veiculo (Brasil. Lei n. 12.760 de 20 de dez. de 2012).

Alguns estudos que mostram que o risco relativo de se envolver em acidente de transito fatal entre moto-
ristas com alcoolemia de 0,5-0,79 gramas de alcool por litro de sangue € no minimo sete vezes maior do que entre
motoristas que n&o possuem alcool no organismo (Fell & Voas, 2013).

Existem questionamentos quanto ao consumo de alimentos ou medicamentos que tenham alcool na sua
composicdo e também quanto ao uso de antissépticos bucais que contenham a substancia. Se o teste para a detecgao
do teor alcodlico no organismo de uma pessoa for realizado através do etildmetro, a presenca da substancia pode pro-
vocar um resultado positivo, desde que o teste seja realizado imediatamente apds o consumo (DPRF, 2013).

De acordo com relatérios da Organizacdo Mundial de Sadde de 2011, o uso prejudicial do alcool resulta
em cerca de 2.5 milhdes de mortes todos os anos. Aproximadamente 320.000 jovens entre 15 e 29 anos morrem de
causas relacionadas com o alcool, resultando em 9% das mortes neste grupo. O alcool é o terceiro maior causador de
doengas no mundo, o primeiro no Pacifico Ocidental e nas Américas e o segundo maior na Europa (OMS, 2011).

O alcool contribui fortemente na etiologia e manutengao de varios problemas sociais, econdmicos e de
saude enfrentados em nosso pais (Galduréz & Caetano, 2004).
De acordo com o relatorio mais recente da Organizagdo Mundial de Salde em relagdo ao consumo de

alcool ao redor do mundo, o consumo adulto (acima de 15 anos) geral de alcool, registrado ou néo, per capita de alcool
puro no Brasil é de 9,16 litros (OMS, 2011).

Alcool, cetamina, tabaco e solventes foram classificadas como mais prejudiciais do que LSD, ecstasy, e
sua variante 4-MTA (todas as drogas de classe A), sendo o alcool considerado umas das drogas que mais causam
prejuizos fisicos, dependéncia e danos sociais (Nutt et al, 2007).

TEOR ALCOOLICO

O teor alcodlico expresso em porcentagem por volume (% vol) é um dos pardmetros mais utilizados.
Criado por Gay-Lussac, foi instituido na Franga em 1884. A tabela 1 mostra a quantidade de alcool em alguns tipos de
bebida (Lachenmeieret al., 2010).
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Tabela 1 - Quantidade de &lcool (em porcentagem) de alguns tipos de bebidas.

Tipos de bebidas Porcentagem de alcool (%)
Cerveja 3,2-40
Licor 32-7,0
Saqué 14,0 - 16,0
Vinho de mesa 71-14,0
Vinho frisante 8,0-14,0
Vinhos fortificados 14,0-24,0
Vinhos aromatizados 15,5-20,0
Brandies 40,0 -43,0
Whiskies 40,0-75,0
Pinga 40,0 - 50,0
Vodkas 40,0 - 50,0
Gim 40,0-48,5
Rum 40,0 - 95,0
Tequila 45,0 - 50,5

Fonte: Adaptado de Carvalho & Sousa, 2010.

ANALISE TOXICOLOGICA

A investigagéo toxicologica geralmente é realizada em casos de morte violenta que podem ser acidentes,
homicidios, suicidios ou averiguacdo para diagndstico médico-legal de intoxicagdo exdgena. No diagnéstico médico-
legal s&o realizados exames em individuos vivos, vitimas de acidentes de transito e de trabalho, agressoes, e naqueles
que sdo acusados de praticar algum tipo de delito (Chasin, 2008).

0O alcool esta no topo da lista de substancias toxicas encontradas na toxicologia forense pela simples
razéo de que individuos que ingerem alcool e estdo embriagados estdo envolvidos em muitos acidentes fatais, mortes
traumaticas, suicidios, crimes violentos e comportamento antissocial em geral. (Kassasbeh et al, 2011).

O nivel de etanol no sangue depende principalmente de trés fatores, a dose ingerida, a velocidade de
absorgéo no trato digestivo e a capacidade de eliminag&o do organismo através da biotransformagéo e excregao; de-
terminando assim a biodisponibilidade do etanol (Chasin, 2008).

A velocidade de absorgdo também depende de alguns fatores, e podem influenciar esta absorgéo, a
quantidade de alcool ingerido, a ingestao ou néo de alimentos antes da ingestao da bebida, a massa corporal, entre
outros (Franga, 2008).

No Brasil, a realizagdo das analises toxicoldgicas com fins forenses em fluidos bioldgicos, é feita em labo-
ratorios que pertencem as Secretarias de Seguranga Publica e nos Institutos Médico-Legais (IML) dos respectivos esta-
dos. E importante levar em consideragdo ndo s¢ a toxicocinética (absorcao, distribuigao, biotransformacéo e excrecao)
e a toxicodindmica (mecanismo de ac¢do) da substancia a ser analisada, mas também o histérico, para que a escolha do
material seja adequada, e sejam feitas as pesquisas de xenobidticos (compostos quimicos estranhos ao organismo) ou
dos produtos originados da sua biotransformagéo (Chasin, 2008; Oga, 2008).

O etanol é absorvido principalmente através da via digestiva (20%) e intestino delgado (80%), por difuséo
simples, e a sua distribui¢do é rapida para os tecidos. Tanto a absor¢do quanto a metabolizagdo do alcool dependem
de diversos fatores, como sexo, peso corporal, diferenga étnica e ingestao de alimentos (Corréa, 2008; Bogliolo, 2011;
DPRF, 2013).
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A concentracdo plasmatica chega ao méximo apds 30 a 90 minutos ap6s a ingestéo. Esta janela no tem-
po e velocidade de absorgéo € devido a varios fatores como tempo de esvaziamento gastrico e inicio da absorgao intes-
tinal (Corréa, 2008).

Cerca de 2% do etanol ingerido, geralmente é excretado inalterado, através principalmente dos rins e
pulmdes. Em caso de consumo de doses mais altas, esse valor pode se elevar para até 10% (Braathen, 1997; Corréa,
2008).

A sua metabolizagao ¢ feita principalmente no figado e no tubo gastrintestinal. A metabolizagdo hepatica
¢ descrita por duas vias:

- 12 pela agdo da enzima alcool desidrogenase presente no citosol, essa enzima vai oxidar o alcool e
formar acetaldeido, que ira ser oxidado por outra enzima chamada aldeido desidrogenase e formar acetato;

- 2% através de um sistema microssdmico onde havera a oxidag¢do do etanol (MEOS - Sistema Microsso-
mal Oxidante de Etanol), que utiliza o citocromo P450IIEI (cit P 450 induzivel pelo etanol), em ambas as reagdes serao
consumidos NAD e gerados NADH. (Corréa, 2008; Franga, 2008; Bogliolo, 2011).

O processo de eliminagao, tanto pelos pulmdes, quanto pelo sistema urinario, é responsavel por eliminar
aproximadamente 10% do alcool ingerido. J& o processo de metabolizagéo, é responsavel pela oxidagdo dos outros
90%. Essa oxidacao realizada é considerada lenta, o produto desta oxidagao vai ser catalisado por algumas enzimas
especificas (Braathen, 1997).

Quanto a toxicodinamica, o alcool etilico € um depressor do sistema nervoso central. Na intoxicagéo agu-
da, as alteracbes psicolégicas e neuroldgicas vao aumentando conforme o aumento da ingestao da substéancia, levando
por fim, a depressao respiratoria, que ocorre com concentragdes plasmaticas proximas a 500 mg/dL, sendo assim, fatal
(Neres, 2004; Souza et al, 2013).

AMOSTRAS UTILIZADAS

Em individuos vivos, os fluidos biolégicos mais utilizados sdo sangue e urina, mas ndo s&o os Unicos,
também podem ser utilizados suor, saliva, cabelo e etc (Moreau &Siqueira, 2008).

E dada a prioridade para a amostra que seja obtida de um método menos invasivo possivel, portanto a
mais utilizada é a urina na verificagdo de uso recente, porém, em alguns casos s80 necessarios 0s teores sanguineos
para determinar a relagdo entre a substancia a ser analisada e a causa de intoxicagdo. (Moreau & Siqueira, 2008).

Em casos de analise post mortem, onde € conhecido o histérico da intoxicagao, é obtida a amostra de
acordo com a disposigao (distribuicdo e armazenamento) da substéncia pesquisada no organismo. Ja nos casos onde
ndo é conhecido o histdrico, sao feitas coletas de varias amostras para que seja possivel encontrar, quando presente,
praticamente todos os xenobidticos conhecidos envolvidos em intoxicagdes agudas. (Chasin, 2008).

A SOFT (Society of Forensic Toxicologists ou Sociedade de Toxicologistas Forenses) sugeriu quais 0s
tipos de materiais e a sua respectiva quantidade que devem ser coletadas nestes casos sem historico. Sugerem que
sejam coletados 50g do cérebro, 50g do figado, 50g do rim, 25mL de sangue cardiaco, 10mL de sangue periférico e
todo o contetdo disponivel de humor vitreo, bile, urina e contetido gastrico (SOFT & AAFS, 2006).

METODOS ANALITICOS
ETILOMETRO (“BAFOMETRO”)

O consumo de bebidas alcodlicas por motoristas & uma das principais causas de acidentes nas estradas
brasileiras. Isso fez com que o poder publico buscasse iniciativas para prevenir 0 consumo desta substancia, colocando
em pratica o uso do etildmetro, popularmente chamado de ‘bafémetro’ (Braathen, 1997; DPRF, 2013).

O etilometro identifica, através de uma analise répida e adequada do ar expelido pelos pulmdes, a pre-
senca e quantidade de alcool no organismo, fornecendo resultados equivalentes aos valores encontrados no ar alveo-
lar. A maioria destes equipamentos chegam bem préximos da precisdo e da exatiddo, podendo ser utilizados como
testes de triagem ou confirmatorio da intoxicagéo (Braathen, 1997; Carvalho & Leyton, 2000).

Este tipo de aparelho possui um sistema medidor/detector eletroquimico, onde o etanol é oxidado na
presenca de um catalisador. A concentragdo de alcool presente no ar expirado sera proporcional a corrente elétrica que
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sera produzida, e assim, sera lida em uma escala proporcional ao teor alcoélico no sangue (Braathen, 1997; Carvalho &
Leyton, 2000).

A intoxicagdo gerada pelo consumo de bebidas alcodlicas pode levar desde uma leve euforia até estados
mais graves. Sendo assim, o individuo terd sua coordenag@o motora e reflexos afetados, comprometendo a sua capa-
cidade de conduzir um veiculo (Braathen, 1997).

Existem questionamentos quanto ao consumo de alimentos ou medicamentos que tenham alcool na sua
composicao e também quanto ao uso de antissépticos bucais que contenham a substancia. Se o teste para a deteccao
do teor alcodlico no organismo de uma pessoa for realizado através do etildmetro, a presenca da substancia pode pro-
vocar um resultado positivo, desde que o teste seja realizado imediatamente apds o consumo (DPRF, 2013).

A concentragdo de alcool no sangue (CAS) representa a quantidade de etanol em uma determinada
quantidade de sangue é conhecida como ‘peso por volume’. A tabela abaixo lista a CAS méaxima em alguns paises para
condugao de acordo com sua respectiva legislagao, expresso em miligramas de etanol por milimetro de sangue (mg/ml)
(ICAP, 2013).

Os etilometros descartaveis sdo mais simples, e a sua estrutura € formada de um pequeno tubo que
contém uma mistura solida de solu¢do aquosa de dicromato de potassio e silica, umedecida com &cido sulfurico. Ocorre
entdo a oxidag&o do alcool que vai ser transformado em aldeido e a redugéo do dicromato a cromo (11) ou (lll), sendo
que o (Ill) é mais estavel. Inicialmente aparece uma coloracdo amarelo-alaranjada, devido a presenga do dicromato, e
apds a reacdo, aparece uma coloragéo verde-azulada, devido a presenga de cromo (1) que possui coloragéo verde, e o
cromo (II) que possui coloracdo azul (Braathen, 1997).

Nas Figuras 1 e 2 seguem a reag&o do etildmetro descartavel e a imagem do tubo, respectivamente.

Figura 1 - Reagdes do etilometro descartavel.

Equagao Completa
K,Cr,0,(aq) + 4H,S0O,(aq) + 3CH;CH,0H(g)

Cr,(S0O,);(aq) + 7H,0(l) + 3CH;CHO(g) + K,SO,(aq)

Equagdoldnica
Cr,0,%(aq) + 8H*(aq) + 3CH;CH,OH(g)

2Cr3*(aq) + 3CH;CHO(g) +7H,0(l)

Fonte: Braathen, 1997.

Figura 2 - Etilometro descartavel: a foto A mostra o tubo apds o teste de uma pessoa que nao ingeriu alcool. A foto B
mostra o tubo apos o teste de uma pessoa intoxicada e, consequentemente, sem condi¢des para conduzir um veiculo.
Os etildmetros descartaveis ilustrados pela foto sao fabricados pela companhia americana AKERS BIOSCIENCES
(antiga WNCK, Inc.), mas outras empresas fabricam dispositivos similares.
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Fonte: Braathen, 1997.
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Entretanto os instrumentos utilizados pela policia ao redor do mundo, incluindo o Brasil, sdo mais sofisti-
cados; o individuo sopra através de um tubo descartavel, que leva o ar expelido até o aparelho, que basicamente oxida
o etanol a etanal, também denominado acetaldeido (Braathen, 1997).

Essa oxidagao ocorre sobre um disco plastico poroso umedecido com acido sulfirico. Este disco é cober-
to com uma camada de p6 de platina, o qual serve de catalisador na reagao. Dois eletrodos conectados ao disco produ-
zirdo uma corrente elétrica que sera traduzida em escala proporcional ao teor alcodlico no sangue. Esta reagdo esta
esquematizada na Figura 3 (Braathen, 1997).

Figura 3 - Funcionamento do etilometro baseado no sistema de disco.

Megro de platina +

Disco poroso com eletralito

Megro de platina

Entrada de slcool
Fonte: Braathen, 1997.

Quimicamente o sistema funciona da seguinte maneira: no anodo (eletrodo negativo) ocorre a oxidag&o,
catalisada pela platina, conforme a semi-reagdo a baixo:

CH3CH20H(g) — CH3CHO(g) + 2H* (aq) + 2¢-

No cétodo (eletrodo positivo), ocorre a redug@o do oxigénio, presente no ar, como demonstra a semi-
reagao:

%0,(g) + 2H*(aq) + 2¢— H,O(l)
Portanto, representando uma combustéo incompleta do etanol, a equacdo completa do sistema sera:
CH3CH20H(g) + 7202(g) — CH3CHO(g) + H20(1)

A quantidade de acetaldeido gera uma corrente elétrica que sera traduzida em teor alcodlico pelo apare-
lho (Braathen, 1997).

COLORIMETRICOS

A determinag&o quantitativa do alcool tem aplicagdes na investigagéo basica, descoberta de medicamen-
tos, estudos clinicos e na industria alcodlica. Procedimentos simples, diretos e automatizados para medir a concentra-
céo de etanol séo muito desejaveis (Bioassay Systems, 2007).

Atualmente no mercado, existe o kit de ensaio enzimatico colorimétrico EnzyChromTM, este é baseado
na oxidagdo catalisada do etanol pela enzima alcool desidrogenase, em que o NADH formado é acoplado ao cromoge-
no formazan (MTT). A intensidade da cor do produto, medida a 565 nm, é proporcional a concentragéo de etanol na
amostra. As amostras utilizadas podem ser soro, plasma, urina e saliva, € um teste sensivel e preciso. O limite de de-
teccdo é de 0,0008% vol (140 uM ou 8ppm), linearidade até 0,1% de etanol em 96 pogos da placa de ensaio (Bioassay
Systems, 2007).
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CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)

Ao contrério dos outros métodos que analisam a reagéo da enzima alcool desidrogenase ou seu produto
acetaldeido, este método quantifica diretamente o etanol na amostra. E obtida a dosagem de etanol a partir da separa-
¢ao do alcool da matriz biolégica, pelo processo chamado headspace (Figura 4). O principio da técnica € pelo aumento
de temperatura, tempo e um compartimento fechado, onde as substancias volateis vao se deslocar da matriz para o
espaco de gas disponivel. E utilizado sulfato de sédio para aumentar o coeficiente de volateis dos compostos em solu-
¢ao e consequentemente a concentragao na fase de vapor, chamada de salting-out (Yonamine, 2003; Corréa, 2008).

A substancia padréo-interna que € analisada é o n-propanol. Utilizamos este solvente por pertencer ao
mesmo grupo quimico da substancia em questdo, ndo esta originalmente presente na amostra e ter o tempo de reten-
¢ao préximo do pico de interesse (Corréa, 2008).

Figura 4 - Esquema do sistema headspace.

DOVTMWQYLD®IT

espécies
volateis

>O-HNOZ>

S~ !
amostra diluida + PI

Fonte: Adaptado de LABHUT, 2014.

Apobs ser realizado este procedimento, 0 gas obtido sera injetado em um cromatdgrafo, onde 0 mesmo
realizara a separagdo das substancias volateis presentes na amostra. E realizada a quantificagdo do alcool através de
uma curva-padrao de etanol, onde sera comparada a concentracdo de etanol (g/L) com a relagéo de éarea do

etanol/padrao interno (n-propanol) (Corréa, 2008). As figuras 5 e 6 mostram dois cromatogramas exemplificando esta
quantificacdo (gentilmente cedidos pelo perito criminal Dr. Erasmo Silva, Policia Técnico Cientifica — SP).
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Figura 5 - Cromatograma de quantificagéo de etanol em amostra de sangue periférico, com resultado de 3,193 g/L.
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Fonte: Silva, 2012.

Figura 6 - Cromatograma de quantificacdo de etanol em amostra de sangue periférico, com resultado de 1,051 g/L.
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Fonte: Silva, 2012.

Preferencialmente é utilizada amostra de sangue total coletado a vacuo em um tubo contendo fluoreto de

sodio a 1% (tubo fluoretado) visando suas propriedades anticoagulante e conservante. Ndo se deve realizar a assepsia

do local com alcool 70%, para evitar a contaminagao da amostra; a assepsia deve ser feita com agua e sab&o (Corréa,

2008).

A amostra deve ser armazenada em uma geladeira com uma temperatura de 4°C, por no maximo 5 dias.
O transporte deve ter a temperatura controlada, geralmente € utilizado gelo reciclavel, mas o mesmo n&o pode entrar

em contato direto com o tubo, pois pode ocorrer hemdlise da amostra (Corréa, 2008).

Quando utilizada a urina como amostra, a coleta deve ser feita em frascos de polietileno com fluoreto de
sodio a 1%, que servird como conservante. O transporte deve ser feito da mesma forma da amostra sanguinea e o

armazenamento em um freezer a -20°C, por no maximo 30 dias (Corréa, 2008).
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METABOLITOS DO ETANOL

Existem varias situagdes onde o monitoramento do consumo de &lcool de uma pessoa é desejével. Para
este proposito, biomarcadores de consumo agudo e crdnico de alcool podem ser Uteis. Os biomarcadores do alcool
podem ser divididos em dois principais grupos: aqueles usados para a detecgdo de consumo cronico (marcadores de
longo prazo) e aqueles usados para detectar ingestao recente (marcadores de curto prazo) (Heisethet al, 2008).

Os marcadores de curto prazo podem revelar até uma Unica ingestao de alcool, que pode ser relevante
em pacientes alcool-dependentes em tratamento de abstinéncia (detec¢éo de recaida), testes em ambientes de traba-
lho, ou em programas de controle de bebida entre mulheres gravidas. A forma padrdo para detectar a ingestéo do alco-
ol ou monitoramento de abstinéncia é pela detecgéo da quantidade de alcool na expiragao, sangue ou urina. Como o
etanol é excretado de forma rapida do organismo, esse método € limitado para detectar apenas o consumo recente, e
tem uma necessidade para biomarcadores de curto prazo sensiveis com maior tempo de detecgé@o, como Etilglicuroni-
deo (EtG) e Etilsulfato (EtS) (Figura 7) (Heisethet al, 2008).

Etilglicuronideo (EtG) é o menor metabolito ndo ativo do etanol formado pela glucuronidagéo, catalisado
pela UDP-glucuronosil-transferase. Numerosos estudos tém indicado que a presenga do EtG em uma amostra urinaria
€ um indicador especifico e sensivel de ingestéo recente de alcool, com um tempo de detec¢éo abrangente até varios
dias apds ingerir grandes quantidades (Sarkola et al, 2003; Hgiseth et al, 2008).

Outro metabdlito ndo oxidativo pequeno do etanol, Etilsulfato (EtS), que é formado pela conjugagao do
sulfato através da agao da sulfotransferase citosélica. EtS parece ter potencial similar ao EtG como um marcador de
recaida (Heisethet al, 2008).

Figura 7 - Vias enzimaticas para a conjugacéo de etanol com &cido UDP-glucurdnico (UDPGA) para formar
etilglicuronideo (EtG) e com 3'-fosfoadenosina5'-fospfosulfato (PAPS) para formar etilsulfato (EtS).
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Fonte: Helander, 2008.

Como terceiro biomarcador de consumo de alcool a curto prazo utilizamos um calculo de proporcéo entre
os metabdlitos da serotonina. Durante o metabolismo do etanol, 0 metabolismo da serotonina é deslocado da formagao
de &cido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) em diregéo a 5-hidroxitriptofol (5-HTOL); assim a razdo 5-HTOL/5-HIAA aumen-
ta consideravelmente. Pode também ser determinado na urina um metabdlito do 5-HTOL, o glicuronideo de 5-HTOL
(GTOL), com resultados similares a determinag&o direta de 5-HTOL (Sarkola et al, 2003; Haisethet al, 2008).

Até o momento apenas um experimento controlado comparando os trés biomarcadores do alcool foi pu-
blicado na Noruega. O objetivo deste estudo controlado foi comparar a sensibilidade e os tempos de deteccédo do eta-
nol, EtG, EtS e GTOL/5-HIAA na urina apds a ingestdo de uma Unica dose de alcool, e para determinar o quanto da
dose administrada é excretada como EtG e EtS (Sarkola et al, 2003; Hgisethet al, 2008).

Este estudo demonstrou alta sensibilidade dos marcadores de curto prazo EtG, EtS e GTOL/5-HIAA. Em
relacdo ao tempo de deteccao, foi possivel detectar GTOL/5-HIAA em aproximadamente 5 horas, enquanto os marca-
dores EtG e EtS com tempos maiores a 25 horas (Figura 8) (Hgisethet al, 2008).
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Figura 8 - O tempo médio de detecgdo de etanol, EtG, EtS e GTOL/5-HIAA (n=10) nas amostras de urina apds a inges-
tdo de 0.5g/kg de etanol em jejum. As barras de erro representam um desvio padréo de 95%.
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Fonte: Haisethet al., 2008.
DISCUSSAO

O etanol, por ser uma substancia lipossoluvel, pode causar lesdes no sistema nervoso central. S&o pro-
duzidas varias toxinas com a metabolizagao do etanol, como o acetaldeido, sendo eliminado através da sua quebra
(pela enzima aldeido desidrogenase) e posterior eliminagao na forma de CO2 e H20.

De acordo com as literaturas revisadas, os marcadores EtG (Etilglicuronideo), EtS (Etilsulfato) e 5-
HTOL/5-HIAA (5-hidroxitriptofol e acido 5-hidroxi-indolacético respectivamente) séo os mais utilizados como marcadores
de consumo a curto prazo. A presenca destes marcadores foi relatada positiva em até 48 horas, principalmente EtG e
EtS, apds o consumo de uma Unica dose; e apés um consumo macico foi descrita uma detecgdo dos mesmos marcado-
res apds 8 dias (Haisethet al, 2008).

Atualmente néo existe uma metodologia de analise padrédo exigida pelo poder judiciario para a verificagéo
ou determinagéo dos niveis de alcool nos fluidos bioldgicos, porém a mais utilizada, por ser de facil utilizagéo e baixo
custo, & o etildmetro. E um método eficiente, onde os poucos casos de resultados duvidosos constam no uso de antis-
sépticos bucais e de alguns alimentos ou medicamentos que contenham na sua composi¢do o etanol, porém somente
acusam se o teste for realizado imediatamente apds o consumo. Existem equipamentos mais simples que néo determi-
nam a quantidade de etanol, mas apenas determinam a presenga ou ndo do mesmo, sendo assim ndo sao muito utili-
zados. Quando s&o necessarias dosagens mais precisas, principalmente na toxicologia forense, séo utilizados métodos
mais complexos, como os colorimétricos e cromatogréficos, podendo ser aplicados em uma gama de amostras, como ja
citado neste trabalho (SOFT, 2006).

CONCLUSAO

Podemos concluir que, atualmente, a determinagao de etanol e seus metabdélitos em amostras bioldgicas
é bem precisa e sensivel.

Varios autores continuam na busca de novos marcadores, metabdlitos e aplicagdes; entretanto todos
corroboram o fato da importancia de sua quantificagdo. Quando o consumo ou mesmo a intoxicagdo € comprovada
pelos testes rapidos ou laboratoriais, sérias consequéncias sdo geradas ao usuario.
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Como o objetivo principal era realizar um levantamento sobre as metodologias disponiveis atualmente,
ressaltamos a importancia da aplicagdo cada vez maior dos testes, evitando assim consequéncias catastréficas.
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