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RESUMO

Nas Gltimas décadas o alcool se tornou a mais problematica das drogas. E a mais
utilizada de forma abusiva em todo o mundo. O uso excessivo desta substancia
pode provocar varias disfuncdes, como danos a saude, acidentes de transito,
dependéncia quimica, entre outros. Estudos indicam um problema crescente em
todo o mundo. A quimica forense tem sido uma das areas mais privilegiadas pelo
avanco cientifico e tecnoldgico. Existem diversas técnicas analiticas que envolvem
manipulagdo e andlise de amostras, dentre elas a cromatografia gasosa, adotada
neste trabalho. A cromatografia gasosa € um método fisico de separacao,
identificacdo e determinacdo extremamente valioso na rotina analitica dos
laboratédrios forenses. O presente trabalho teve como objetivo descrever as
principais caracteristicas da metodologia analitica cromatografia gasosa utilizado
para a determinagdo de etanol em sangue.

Palavras-chaves: Alcool, Sangue, Cromatografia gasosa.



ABSTRACT

In recent decades the alcohol became more problematic drugs. It is the most
misused worldwide. Excessive use of this substance can cause various disorders,
such as health hazards, traffic accidents, drug addiction, among others. Studies
indicate an increasing problem throughout the world. The forensic chemistry has
been one of the most prestigious scientific and technological advancement. There
are several analytical techniques that involve manipulation and analysis of samples,
among them gas chromatography, adopted in this work. Gas chromatography is a
physical method of separation, identification and determination extremely valuable in
routine analytical forensic laboratories. The present study aimed to describe the main
features of the analytical methodology used gas chromatography for the
determination of ethanol in blood.

Keywords: Alcohol, Blood, Gas chromatography.
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1 INTRODUCAO

Segundo Moraes, Sznelwar e Fernicola (1991) a toxicologia € a ciéncia que
trata do efeito nocivo das substancias quimicas que interagem com o organismo,
como o alcool.

O élcool é uma das substéncias mais consumidas pela sociedade desde a
antiguidade com os primeiros relatos datados de cerca de 6.000 anos atras, no Egito
antigo e na Babilénia. Em paises produtores de bebidas alcodlicas, ficam entre 4 e
9% dos individuos com idade superior a 14 anos que bebem em excesso, que é
equivalente a uma média de 150 mL de etanol, podendo provocar varios danos a
saude, como lesBes hepaticas, as quais podem desencadear processos
inflamatorios agudos ou cronicos e desta forma alterando o estado fisiolégico normal
deste 6rgéo. (LARINI, 1997).

Dentre os diversos tipos de estudos toxicoldégicos e areas de pesquisas
correlacionados, a quimica forense representa uma parcela que atualmente
apresentam-se em crescimento freqlente. Segundo Zarzuela (1995) € a quimica
que estuda a investigacao forense, ramo da medicina legal que usa as tecnologias
mais avancadas para transformar pistas em provas, a fim de atender aspectos de
interesse judiciario; onde atende basicamente as areas de estudos criminalisticos e
da medicina forense.

Este ramo da quimica esta diretamente ligado ao abuso de drogas como o
alcool, maconha e cocaina, os quais continuam sendo um dos grandes problemas
nos dias de hoje. A avaliagdo do uso dessas drogas € aplicada em diversos
segmentos da sociedade, tais como: ambiente de trabalho, esporte e também com
finalidade forense.

O etanol é considerado um dos solventes industriais mais importantes, com
aplicagcbes em vérios segmentos, entretanto o seu uso de forma indiscriminada
associado aos habitos sociais de um individuo representam um dos principais
problemas de saude publica dos dias de hoje.

Sendo assim, podemos considerar que seu consumo € uma das principais
causas automobilisticas pelas mortes ocorridas no mundo, seja pelas doencas
hepaticas ou por acidentes automobilisticos. Segundo Passagli (2007) no Brasil o

seu consumo exagerado esta associado ao alto indice de mortes no transito.
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Segundo Moreau e Siqueira (2008) o teor alcodlico das bebidas pode variar
de 4 a 6% na cerveja, 10 a 15% no vinho e 40% em bebidas destiladas. Em altas
concentragdes no sangue apresenta efeito depressor do SNC (Sistema Nervoso
Central) induzindo sensagbes de euforia, comprometimento das fungdes mentais e
motoras, e outros efeitos, podendo modificar o comportamento dos individuos que
dela fazem uso. (Batistuzzo; Camargo; Oga, 2008).

Na éarea toxicologica, a determinagdo da concentracdo alcodlica no sangue
representa um dos procedimentos mais utilizados nas rotinas laboratoriais. Diversos
métodos qualitativos e quantitativos podem ser utilizados na avaliacdo do uso de
alcool por um individuo sendo que sua escolha esta associada aos objetivos finais
da realizagdo da andlise. Um dos equipamentos que pode ser utilizado € o
bafémetro, um aparelho que permite determinar a concentragéo de bebida alcodlica
analisando o ar exalado dos pulmdes de uma pessoa.

Outros métodos tais como eletroforese e espectrofotometria podem ser
utilizadas dependendo do tipo de amostra e objetivo final da analise. Atualmente,
nos laboratérios de toxicologia forense, as técnicas cromatograficas tem
apresentado ampla expanséo principalmente devido aos aspectos de seletividade e
sensibilidade das analises. Para a determinagé@o do alcool em amostras de sangue,
a cromatografia gasosa representa o método de escolha devido as suas
caracteristicas particulares em andlise de qualquer substancia volatil, tendo a matriz
sélida ou liquida. (QUIMICA NOVA, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Descrever as principais caracteristicas da metodologia analitica cromatografia

gasosa utilizada para a determinacéo de etanol no sangue

2.2 Objetivos especificos

¢ Descrever as principais caracteristicas toxicocinéticas do etanol.

e Descrever as principais caracteristicas toxicodinamicas do etanol.

e Descrever as principais caracteristicas de toxicidade do etanol.

e Descrever os principais métodos analiticos utilizados para determinacdo de
alcool em fluidos bioldgicos.

o Descrever os aspectos legais dos casos de intoxicagao por etanol.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 TOXOCINETICA DO ETANOL

3.1.1 Absorgéo e distribuicéo

Segundo Batistuzzo; Camargo; Oga (2008) o alcool etilico também conhecido
como etanol (Figura 1), € um liquido incolor, com odor caracteristico, de baixo peso
molecular, hidrossollvel, sendo rapidamente absorvido no estdmago (20%) e
intestino (80%). Entre 30 a 90 minutos apds a sua ingestdo, atinge a concentra¢ao
plasmética. Podendo também ser absorvido também através da aspiracdo do seu

vapor.

OH
/
HyC—CH,

etanol
ou alcool etilico

branco = hidrogénio
verde = carbone
vermelha = oxigénio

Figura 1: Estrutura molecular do etanol
Fonte: NAEQ, 2004.1

A absorcado do élcool tem efeito rapido e se declina posteriormente. Por ser
hidrossolavel, o etanol se distribui praticamente em todos os tecidos, intra ou
extracelular, podendo variar conforme a composicdo hidrica dos tecidos, como
verificado na Tabela 1.

O etanol se difunde rapidamente através da barreira hematoencefélica,
atingindo o sistema nervoso central. Sendo possivel comparar uma relagdo entre os
niveis plasméaticos e efeitos comportamentais.

Segundo Passagli (2007) estudos indicam que o efeito do &lcool varia entre
os géneros. As mulheres desenvolvem concentragfes sanguineas mais elevadas de
alcool que o homem, devido a gordura e a menor concentracdo de agua do corpo.

Esta variacdo entre os diferentes géneros se da a acdo de neuroesterdides, drogas

1 Figura disponivel em:
<http://hermes.ucs.br/ccet/defg/naeg/material_didatico/textos_interativos_06.htm.> Acessado em 05

de outubro de 2012.
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que estimulam o funcionamento dos neurdnios, deixam o organismo feminino mais
fragil. Entre as principais consequéncias estd a interrup¢cdo da menstruagéo,
problemas de fertilidades.

O uso do etanol ocorre através da via oral em forma de bebidas alcodlicas,
cujos teores alcodlicos variam entre aproximadamente 4 a 6% nas cervejas, 10 a
15% em vinhos, e 38 a 54% nas aguardentes.

Segundo Larini (1997) no estdmago, a absor¢céo do etanol € influenciada por
diversos fatores fisiologicos individuais, como: tipo de bebida alcodlica, pH do meio,

entre outros.

Tabela 1: Distribuicdo do alcool etilico no organismo humano*.

Liquido
Caso | Sangue | Urina Cérebro | Figado | Rins | pyimao
Cef. Raq.
1 145 140 160 190 180 160 145
2 180 155 145 235 220 175 320
3 195 330 280 350 135 180 230
4 220 260 240 300 240 120 260
5 225 490 300 335 305 280 470
6 240 170 150 130 90 80 55
7 260 315 365 445 240 365 340
8 305 290 242 170 180 190 160
9 330 290 505 490 400 700 700
10 360 200 360 285 175 275 235
11 370 190 290 310 260 340 350
12 410 385 435 620 550 570 650
13 600 590 590 220 300 308 250

*Valores em mg/100 mL nos fluidos e mg/100 g nos 6rgdos (amostras post mortem).
Fonte: Larini (1997, p. 74).

3.1.2 Biotransformacéo e excregao

Segundo Batistuzzo; Camargo; Oga (2008) ao contrario de lipidios,
carboidratos e proteinas, o alcool ndo é armazenado nos 6rgaos, portanto sendo
imediatamente metabolizado. Entre 90 a 98% do etanol ingerido é biotransformados
no figado através da oxidacdo. Diferente de outras substancias que séo
basicamente constantes ao longo do tempo e n&do depende das concentragdes

plasméticas. A quantidade de etanol oxidada em um determinado intervalo de tempo
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€ proporcional ao peso corpéreo do individuo, ao peso do figado. O que acaba
interferindo de uma pessoa para a outra.

Segundo Larini (1997) os efeitos toxicos do alcool estdo diretamente
relacionados com o seu metabolismo, sendo, portanto, importante compreender as
vérias etapas do mesmo, como verificado na Figura 2.

‘
/———-ACETATO /——-—ACIDOS GRAXOS LIVRES

ciTOosOL ACETIL Co A ACIDOS GRAXOS

2 COLESTEROL
~=[ aLpEIDO  AcETiICO jT )

L|
( H0 i » /r
Hy NADP i = N\ g

:
:

CATALASE

%
NADPH-oxidase

NADPH 02

S .

Fe
1]
i

2
g

<
- '3
ETANOL l’— g t‘ gz§
s
= 25
s oz } ® 28 g
H " Bfs

DIHIDROX1ACE~
TONA-P
H NADH  NAD

:ETBDOHA‘CULQSMICO LACTATO 4—4 PIRUVATO J U ALFA-GLICERO-P ———/

L—'" LACTATO ——= HIPERLACTATOCIDEMIA ——>=HIPERURICEMIA

Figura 2: Biotransformacéo do etanal.
Fonte: Larini (1997)

Segundo Larini (1997) a primeira fase, a mais importante da biotransformacao
do etanol é a oxidacao a aldeido acético. Essa oxidagdo é feita através de 3 vias
possiveis.

1) Via da alcool-desidrogenase (ADH), que se localiza no interior do citosol,

liquido que preenche o citoplasma, espaco entre a membrana plasmatica e
0 nudcleo, que contém bolsas, canais e organelas citoplasmaticas. E
constituido por agua, proteinas, sais minerais e acucares. A alcool-
desidrogenase pode ser encontrada também nos rins e na mucosa
intestinal. E catalisada pela enzima cujo cofator é a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD), e em condi¢des normais, permite a oxidacdo de 7 a 8

g de etanol por hora, ou seja, 100 mg por Kg de peso corporal por hora.
Esta reagao ocorre na seguinte maneira:
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CH3sCH20H + NAD+ — CH3sCHO + NADH + H+ (Equacio 1)

“A oxidacdo do etanol determina, uma quantidade consideravel de NADH e
um aumento do steady state (estado estacionario) de NADH livre” (LARINI,
1997, p.75).

A alteracdo deste sistema redox é responsavel por diversas modificacdes
metabdlicas que ocorrem com o consumo do etanol, como por exemplo, um
aumento da a-glicerofosfato hepatica e estimulo na sintese de &cidos graxos,
conforme Figura 2.

2) Sistema de oxidagdo microssomal (SOM), que é localizado no reticulo

endoplasmatico promove a oxidacdo do etanol através do sistema SOM

ocorre conforme a reagéo abaixo:

CH3sCH20H + NADPH + H* +O2 — CHsCHO + NADP* + 2H20 (Equac&o 2)

Este sistema (SOM) € pouco especifico, permitindo o metabolismo de
numerosas substancias, tais como medicamentos ou compostos toxicos industriais.

3) A via catalase, localizada nos peroxissomas (microcorpos). Pouco

intervém em individuos normais, aderindo maior importancia no alcoolismo

cronico, devido a uma adaptacdo enzimdtica induzida pelo etanol.

Primeiramente ocorre a oxidacdo do NADPH através da NADPH-oxidase

com formacéo de agua oxigenada, sob influéncia da catalase promove a

oxidacao do etanol. A reacéo pode ser representada da seguinte forma:

NADPH + H* + O2 NADPH-oxidase NADP" + H202 (Equacéo 3)

H202 + CH3CH20H CATALASE 2H20 + CH3CHO (Equacéo 4)
—_

A biotransformacao hepética peroxidativa do etanol € limitada pela producdo
endégena de agua oxigenada. A producédo fisiologica normal de agua
oxigenada € estimada como sendo de 3,6 mmol/hr/grama de figado e,
atualmente, a assertiva de que 2% do etanol seja oxidado pelo sistema
catalase-agua oxigenada e é considerada como sendo uma taxa muito alta,
principalmente porque nem toda agua oxigenada produzida no figado é
utilizada na oxidacdo do etanol via catalase. Assim sendo, sob condi¢cbes
fisiolégicas, o sistema catalase-agua oxigenada deve ser considerado como
secundario no processo de biotransformacdo do etanol. Entretanto, o
consumo do etanol provoca uma inducédo na atividade hepatica da NADPH-
oxidase, essencial na formagcdo enddgena da agua oxigenada, sendo
concebivel que este mecanismo contribui para uma maior biotransformacao
do etanol com o fornecimento necessario da agua oxigenada. (LARINI,
1997, p. 76).




19

As principais caracteristicas destes sistemas enzimaticos estao representadas
na Tabela 2.

Na segunda fase o acetaldeido produzido na oxidag&o do alcool é em seguida
oxidado, transformando-se em acido acético que se encontra sob a forma de Acetil-

CoA. A reacdo necessita da presenca de ADH e NAD" (LARINI, 1997).

CHsCHO + NADP* + 2H20 — CH3sCOOH + NADH + H* (Equacso 5)

Tabela 2: Caracteristicas principais dos sistemas enzimaticos hepaticos responsaveis pela

oxidacédo do etanol.

ADH CATALASE SOM

Localizagao Citosol Peroxissomas Reticulo Endoplasmético

pH 6timo 11 5,5 6,9-7,5
Cofator NAD+ H202 NADPH
Km 05-2mM 0,6—-10mM 7 —10 mM

Fonte: Larini (1997).

Segundo Larini (1997) os niveis médios de acetaldeido sdo mais altos em
consumidores de etanol do que ndo consumidores. Na terceira fase ocorre a
degradacgéo do acido acético, que se encontra sob forma de Acetil-CoA, que pode
seqguir duas vias:

I) Degradado no ciclo de Krebs com a formagé&o de 4gua e dioxido de carbono;
II) Utilizado na sintese de colesterol e &cidos gordos.
CHsCOOH + ATP, COoA — > AMP, Ppi + CHsCoA

/ (Acetil-CoA)

Ciclo de Krebs

CO2 + H20 Sintese de Acidos gordos e colesterol
Figura 3: Degradacéo do acido acético

Fonte: Viva ciéncia, c2009

%Figura disponivel em:
<http:/Mww.siteglimpse.com/vivaciencia.planetaclix.pt> Acessado em 20 de outubro de 2012.
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Segundo Batistuzzo; Camargo; Oga (2008), normalmente 2% do etanol

z

ingerido ndo sédo oxidados. Quando grande quantidade é consumida, a taxa de
etanol ndo oxidado pode atingir 10%. A maior parte é excretada pelos rins e
pulmdes, sendo uma pequena proporgédo encontrada em secregdes. A eliminacdo se
produz pela urina (naturalmente e metabolizado), e ar expirado. Pouco € eliminado

pelo suor e saliva (BRITO, 1988).

3.2 TOXICODINAMICA DO ETANOL

3.2.1 Locais de ag&do no organismo

O uso prolongado do alcool pode causar varios danos ao organismo humano,
como mostra a Figura 4.

Quando o alcool chega ao sangue, as moléculas de etanol séo transportadas
para todos os tecidos que tém células com alta concentracdo de agua, que sao

orgéos como cérebro, figado, coracao e rins.

> Cérebro
@ Abuso prolongado de dlcool pode acelerar
a degeneragio de células do cérebro e
comprometer as fungdes nervosas e cerebrais.
O cérebro fregiientemente apresenta, nesses casos,
estruturas anormais como, por exem plo, estrias largas

e profundas.

Esofago

Céncer de esdfago é uma possivel conseqliéncia
de abuso prolongado de dlcool. O etanol é
t6xico para as células da parede esofdgica,
aumentando a probabilidade de tumores.

Coragdo
Altas doses de bebidas alcodlicas
produzem aumento da pressao
sangtifnea, 0 que acarreta
deposicdo de gordura e aumento
de tamanho do 6rgdo. Ataques
cardfacos e morte podem ocorrer.
Figado
O figado é o principal
orgio responsavel pela
metabolizagdo do dlcool. A ingestao
prolongada de dlcool pode conduzir a

cirrose hepética, que leva a falha no
funcionamento do figado e @ morte.

|

Estdmago e pancreas
O etanol é toxico para as células

) do estémago e pode conduzir a
inflamagao desse 6rgdo (gastrite),
com dor e hemorragia. Abuso de
&lcool também conduz a inflamagao
do pancreas, que pode evoluir para
falha pancredtica e até morte.

— R —

Ascite
O fluido produzido
pelo figado lesado
preenche o abdome.

|

Figura 4: Acdo do alcool no organismo®

Fonte: Quimica sem Segredos, c2010

® Figura disponivel em:

<http://quimicasemsegredos.com/o-alcool-no-organismo.php.> Acessado em 22 de outubro de 2012.
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3.2.2 Mecanismos da ac&o do etanol nos Sistemas Fisiol6gicos

3.2.2.1 Sistema Nervoso Central

Segundo Batistuzzo; Camargo; Oga (2008) a principal manifestacdo da
intoxicacéo pelo etanol é a depresséo do sistema nervoso central.

Quando o alcool carregado pelo sangue chega ao cérebro, ele estimula os
neurdnios a liberar uma quantidade extra de serotonina. Esse neurotransmissor
serve para regular o prazer, humor e a ansiedade. O etanol inibe a liberagdo do
glutamato, que por sua vez regula o GABA, substancia que faz os neurdnios
trabalharem menos. Sem o controle do glutamato, mais GABA é liberado no cérebro,
0 que faz que ocorra perda da concentragdo e do autocontrole.

O élcool atua em diversos sistemas de neurotransmissores e neuroreceptores
(O neurotransmissor sai de um neurdnio e acopla-se no neuroreceptor de outro),
como:

Sistema adrenérgico: 0 uso cronico aumenta a sintese e liberagdo de

noradrenalina, que é um neurotransmissor utilizado para a transmisséo de estimulos
entre neurdnios, induz a excitacdo fisica e mental e bom humor.

Acido Gama-Aminobutirico — GABA: no uso crdnico, indicam uma reducédo do

GABA no cérebro, j4 na ingestdo aguda indica a elevagéo, diminuigdo e auséncia de
alteracdes no sistema GABA.

Sistema opidide: o uso agudo diminui a ligacdo das encefalinas aos

receptores, e aumenta o0s niveis beta-endorfinas. J& no uso crénico, 0s niveis de
beta-endorfinas tendem a diminuir.

Dopamina: o aumento da dopamina extracelular estaria relacionado com o
desejo de repetir 0 uso.

Acetilcolina: no uso agudo, diminui a atividade colinérgica, e no uso crdnico
produz tolerancia.

Célcio: tem importancia na funcdo de neurotransmissdo e também no efeito

hipnético do alcool (o tempo entre a perda e recuperacéo do reflexo postural).

3.2.2.2 Sistema Gastrointestinal
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O etanol irrita @ mucosa do estdbmago, o que dificulta a digestdo e aumenta a
producdo de 4cido géstrico. Isso gera a sensagao de enjoo e mal-estar.

O vomito funciona como um mecanismo de autodefesa, comandado pelo
cérebro, contra a agdo agressiva do &lcool no estbmago. Apos vomitar, obtém-se a

sensacao de alivio, porque termina a irritagdo da mucosa pelas moléculas do etanol.

3.2.2.3 Sistema Renal

O etanol age na hipdfise, que é uma glandula do cérebro, inibindo a produgéo
de um hormdnio chamado vasopressina ou hormdnio antidiurético, que controla a
absorgéo de agua pelos rins. Com menos liquido absorvido, mais urina é eliminada.
O alcool suprime a produgcdo do horménio antidiurético, aumentando a diurese

(eliminac&o de muita urina aquosa, pouco concentrada).

3.2.2.4 Sistema Cardiaco

Um efeito colateral deste excesso de urina acaba atingindo o coracéo, pois,
junto com ela, sdo eliminados minerais importantes como o magnésio e 0 potassio

gue ajudam a manter o batimento cardiaco.

3.2.2.5 Sistema hepatico

O élcool é um dos principais causadores de cirrose hepética que pode ser
definida como um processo difuso de fibrose e formacao de nodulos, ocorrendo a
necrose, podendo destruir o figado lentamente. A cirrose é considerada uma doenca
terminal do figado, levando a complicagbes decorrentes da destruicdo de suas
células (RIM VIVER).

3.3 TOXICIDADE DO ETANOL

O entendimento de todas as etapas toxicocinéticas é importante para a area
de toxicologia, visto que tais conhecimentos de interacdo entre concentragdo em
fluidos biolégicos, dose ingerida e sinais e sintomas sdo sempre requeridos na
avaliacdo de casos clinicos (CORREA, 1997).
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3.3.1 Intoxicagao aguda (embriaguez)

Segundo Passagli (1997) a intoxicagdo aguda pode ser subdividida em trés
fases que sucedem quando a absor¢ao € gradual.
1) Fase da Excitacdo: periodo de euforia, perda da autocritica, auséncia de
inibicdes psiquicas;
2) Fase da incoordenagdo: diminuicdo das faculdades mentais, falta de
coordenagao motora, falta de autocontrole;
3) Fase de coma: comeca com arrefecia, reflexos desaparecem, pulso lento,
hipotenséo, hipotermia, exaltacdo das fungdes digestivas, podendo ocorrer a

morte por parada respiratoria.

3.3.2 Intoxicagao cronica (alcoolismo)

Segundo Fabre; Truhaut (1971) a intoxicagao cronica (alcoolismo) provocado
pela ingestdo repetida de quantidades excessivas de bebidas alcodlicas, apresenta-
se mais discreto que o agudo. Possui 3 caracteristicas essenciais:

1) Acostuméancia: os individuos toleram doses de &lcool progressivamente
crescentes;
2) Estado de caréncia: conhecido como dependéncia;

3) Efeitos nocivos que se manifestam a lentamente.

3.4 TOXICOLOGIA ANALITICA

A determinagdo do alcool etilico é uma das andlises mais solicitadas em
laboratdrios de toxicologia. Seus interesses estéo ligados a determinacdo do estado
de embriagués de condutores, cuja taxa de alcoolemia seja superior a 0,5 g/L. Para
empresas, a andlise de rotina ocorre dentro do ambiente de trabalho em caso de

disturbios ou acidentes de trabalho.

3.4.1 CROMATOGRAFIA GASOSA

3.4.1.1 Principios do método cromatografico
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A palavra cromatografia vem do grego chroma, que significa cor, e graphe,

escrever.

E definida como um método fisico-quimico de separacdo, identificacdo e
determinacdo, no qual os componentes de uma amostra podem ser
separados quando esta € injetada no interior de uma coluna, e entra em
contato com duas fases, classificadas como fase moével e fase estacionaria.
A fase moével é constituida por um gas de alta pureza, e a fase estacionaria
formada por material sélido ou liquido, na qual ocorre a separagdo dos
componentes da amostra, através dos processos de adsorcao ou particao.
Através destes processos, cada componente presente na amostra
desenvolve afinidade diferente pela fase estacionaria. Como existe uma
pressdo exercida pelo gas (fase moével) no interior da coluna, os
componentes presentes na amostra que apresentam menor forca de
atracdo pela fase estacionaria passam a ser conduzidos com maior
facilidade pelo gas, ocorrendo, assim, a separacdo dos componentes da
amostra. Os componentes que apresentam maior afinidade pela fase
estacionaria serdo transportados posteriormente, completando, assim, o
processo separativo. Cada um dos componentes, ao chegarem no final da
coluna, passaram por um sistema de deteccdo, que emitira um sinal
traduzindo a informacao sobre o componente e enviando-a ao sistema de
aquisicdo de dados. Neste sistema, o sinal é traduzido e registrado, sendo
este registro chamado cromatograma, que revela as informagbes de
identificacdo de cada componente da amostra. (BRANCO, 2006, p. 1).

Na técnica de head space, a concentracdo do alcool na fase gasosa esta
correlacionada com a concentragdo do mesmo no sangue, segundo a Lei de Henry
(defende que a solubilidade de um gas em um liquido a determinada temperatura, é
diretamente proporcional & pressao parcial que o gas exerce sobre o liquido). Depois
de conhecida a concentracdo de &lcool no sangue na fase gasosa e sabendo o
coeficiente de partilha, facilmente se calcula a concentragédo do mesmo no sangue
(BRANCO, 2006).

3.4.1.2 Componentes do Cromatografo a Gas

Segundo Branco (2006) suprimento a gas sdo dispositivos formados por
cilindros, onde se encontram gases de alta pressédo e reguladores de pressédo, que
podem ser identificados como controle de pressdo primério (CP1) e secundario
(CP2). A funcao do gas é servir como elemento de arraste no interior da coluna e
alimentar os detectores que necessitam de gases para 0 seu funcionamento como
mostra a Figura 4.

- Sistema cromatogréafico € composto por:
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Injetor: sua funcao € introduzir a amostra no interior da coluna, com o uso de
seringas ou microsseringas através de amostradores automaticos ou do tipo Head
Space, valvulas de injecéo e sistema manual.

Forno: sua fungéo é estabelecer a temperatura.

Coluna: sua fungéo é a separa¢do dos componentes da amostra.

Detector: sua funcéo é detectar cada componente da amostra, produzindo um
sinal para o sistema de aquisi¢cdo de dados que gerara o cromatograma.

Sistema de aquisi¢cdo de dados: sua funcdo é processar sinais enviados pelo

detector aos equipamentos (registradores, integrados e computadores).

Detector

e CcP-2
| e, OICIELC

Fonte de gas

I <1l

Isigéo de dados

.

Figura 5: Componentes basicos de um cromatografo a gas
Fonte: Branco (2006, p. 3).

Dentre as diversas metodologias analiticas utilizadas na quimica forense, o
método cromatografico apresenta grande importancia devido a sua elevada
eficiéncia em separar, identificar e quantificar componentes de uma amostra, mesmo
presente em matrizes complexas como o sangue, material resultante de combust&o,
dentre outros.

3.4.2 DETERMINACAO DE ALCOOL NO SANGUE

Atualmente existem inUmeras finalidades da andlise para a determinagéo de
etanol, dentre as quais se destacam: aspecto forense, programas de controle e
prevencdo do uso de &lcool e drogas no ambiente de trabalho, centros de

reabilitag@o de alcoolistas e urgéncia toxicoloégica (CORREA, 2008).
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Em todos os tipos de determinagdo acima citados, a amostra preferencial
deve ser o sangue total, coletado com o auxilio de seringas descartaveis ou outros
tipos de dispositivos adequados. Apdos a amostragem, o material deve ser
armazenado em frascos contendo fluoreto de s6dio na concentracdo de 1x (agente
anticoagulante e conservante) (CHANG et al, 1984).

A amostra coletada deve ser mantida em geladeira a temperatura controlada
de 4°C por um periodo méaximo de 5 dias (CORREA, 2008).

Outro tipo de amostra é a urina, a qual deve ser armazenada em frascos de
polietileno com fluoreto de sédio como conservante. Neste caso 0 armazenamento
deve ser feito a -20°C por periodo maximo de 30 dias (CORREA; PEDROSO, 1997).

Segundo Passagli (2008) no sangue se obtém uma precisdo na dosagem do
alcool que é feito por um exame detalhado descobrindo se a pessoa estava
embriagada horas antes.

O alcool é biotransformado no organismo numa velocidade em torno de 0,2
gramas por quilo peso por hora e a sua absorcdo apé6s a ingestdo é rapida,
provocando a irritagcdo da mucosa gastrica. A passagem do alcool para a corrente
sanguinea € iniciada em média 5 minutos depois de ingerida, obtendo um pico de
concentracdo em 30 a 90 minutos. O éalcool é absorvido no estbmago, e em seguida
no intestino delgado.

A determinagdo de etanol no sangue, (Tabela 3), € uma das analises mais
procuradas e realizadas em laboratorios de toxicologia e clinica forense, com nivel
maximo aceitavel em sangue de 0,2 g/L, determinado pela legislacdo brasileira para
a conduc&o de veiculos (QUIMICA NOVA, 2012).

A concentragdo do alcool que chega ao sangue depende de diversos fatores
como: quantidade de &lcool consumida por um determinado tempo, massa corporal
e metabolismo. A presenca ou auséncia de alimentos é um fator que também pode
influenciar na rapidez com que o &lcool seré absorvido no corpo. A rapidez com que
seu estbmago se esvazia no intestino é o que determina o tempo de absor¢édo do
alcool. Quanto maior a concentracdo de gordura ingerida, mais devagar sera o
processo de esvaziamento do estdbmago e maior serd o processo de absorcao.
Quando o alcool ja estd no sangue, ndo h4 comida ou bebida que interfira em seus
efeitos (QUIMICA NOVA, 2009).
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Tabela 3: Estagios da intoxicacdo alcodlica aguda

Etanol no Sangue

(gramasl/litro)

Estagio

Sinais Clinicos/Sintomas

0,1a0,5

0,3al2

09a25

1,8a3,0

2,7a4,0

3,5a5,0

Sobriedade

Euforia

Excitacdo

Confusao

Estupor

Coma

Nenhuma influéncia aparente. Testes especiais revelam pequenos

transtornos subclinicos.

Suave euforia, sociabilidade; decréscimo das inibigBes. Diminuicdo
da atencdo, julgamento e controle. Perda da eficiéncia em testes

especiais.

Instabilidade emocional, decréscimo das inibicbes. Perda do
julgamento critico. Enfraquecimento da memaria e da compreensao.

Decréscimo da resposta sensitiva. Alguma incoordenacdo muscular.

Desorientagdo, confusdo mental e vertigens. Estado emocional
exagerado (medo. Aborrecimentos, aflicdo, etc.). Distarbios da
sensacdo (diplopia, etc.) e da percepcao as cores, formas,
movimentos e dimens@es. Debilidade no equilibrio, incoordenagéo

muscular; vacilagao no modo de andar e dificuldade na fala.

Apatia, inércia geral. Diminuicdo marcada das respostas aos
estimulos. Marcada incoordenagdo muscular com instabilidade para
suportar o andar. Vémitos. Incontinéncia da urina e fezes. Debilidade

da consciéncia.

Completa inconsciéncia; coma; anestesia. Debilidade e abolicdo dos
reflexos. Incontinéncia de urina e fezes. Dificuldades circulatérias e

respiratérias. Morte possivel.

Acima de 4,5

Morte

Parada respiratoria.

Fonte: LARINI, (1997).

3.4.2.1 Exemplo do método analitico: Coleta da amostra de &lcool no sangue

Segundo Branco (2006), a coleta da amostra do sangue pode ser feito

conforme o exemplo abaixo:

e Picos identificados na ordem de saida: acetaldeido, metanol, etanol,

acetona, padrdo interno;

e Padrdo interno: n-propanol;
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Técnica: GC-capilar (usada na maioria das vezes em analises, em sua
maioria sdo constituidas de silica fundida, revestidas com poliamida.
Geralmente o diametro esta compreendido entre 0,10 a 0,53 mm e o
comprimento mais usado € de 15 a 50m).

Especificacdo da coluna: CP-SIL 19 CB silica fundida Wcot, 25m x
0,53mm x df= 2.0mm;

Temperatura de coluna: 50°C isotérmica;

Gas de arraste: Nitrogénio, 35 Kpa (0,35 bar, 5psi);

Injetor: split/splitless fluxo 26 mL/minuto, com temperatura 220°C;
Detector: FID, com temperatura 220°C

Volume de injecao: 0,5 uL;

Preparacdo da amostra: sangue coletado com anticoagulante,
centrifugado a 3.000 RPM, retirar 100uL de plasma, misturar com 100uL
de padrédo interno (propanol 0,25¢g/L), em um frasco. Aspirar 5uL e em
seguida desprezar a retirada do ar da agulha da seringa. Aferir 0,5 uL 3

injetar.

A Figura 6 mostra o perfil cromatografico de uma amostra de sangue

adicionada a tais substancias volateis, onde em condi¢des padronizadas o etanol foi

separado do acetaldeido, acetona, metanol , t-butanol e isopropanol.

%

- L

2% 1) s A1)
i

Figura 6: Perfil cromatografico de vapores de uma amostra de sangue

adicionada de (1) acetaldeido, (2) acetona, (3) metanol, (4) t-butanol, (5)

isopropanol e (6) etanol.

Fonte: Universidade Federal do Rio Grande do Norte Centro de Ciéncias da
Saude, 2008.

3.5 ETANOL E O CODIGO PENAL
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A combinacéo alcool e direcdo € extremamente perigosa. Segundo a Lei
11705 teve como finalidade estabelecer a alcoolemia zero, impondo penalidades
mais severas para o condutor que dirigir sob a influéncia do &lcool. E também a Lei
n° 9.294 de 15 de julho de 1996, que restringe ao uso e a propaganda de produtos
fumigeros, bebidas alcodlicas e medicamentos, para obrigar os estabelecimentos
comercias em que vendem ou oferecem bebidas alcodlicas, sobre o aviso que dirigir

sob influéncia de alcool é crime.

“A Lei 11705 alterou, basicamente, os artigos 165, 276 e 277 do Cdédigo de
Transito Brasileiro, que passaram a ficar com a seguinte redacgao:

Art. 165. Dirigir sob a influéncia de alcool ou de qualquer outra substancia
psicoativa que determine dependéncia: Infragao - gravissima;

Art. 276. Qualquer concentracao de alcool por litro de sangue sujeita o
condutor as penalidades previstas no art. 165 deste Cdédigo.

Paragrafo unico. Orgdo do Poder Executivo federal disciplinara as margens
de tolerancia para casos especificos.”

Art. 277. Todo condutor de veiculo automotor, envolvido em acidente de
transito ou que for alvo de fiscalizacdo de transito, sob suspeita de dirigir
sob a influéncia de alcool serd submetido a testes de alcoolemia, exames
clinicos, pericia ou outro exame que, por meios técnicos ou cientificos, em
aparelhos homologados pelo CONTRAN, permitam certificar seu estado.
(Redacéao dada pela Lei ne 11.275, de 2006)".
(http://lwww.dprf.gov.br/Portalinternet/leiSeca.faces#faqgll Acesso em 12
nov. 2012).

As conseqiéncias penais referentes a contravengdo de diregdo perigosa sao

bem mais amenas do que as do crime de dirigir sob efeito de alcool.



30

4 CONCLUSAO

A absor¢cdo do etanol tem efeito rapido no organismo, atingindo
principalmente o sistema nervoso central onde atua em diversos sistemas de
neurotransmissores e neurorreceptores.

A determinacdo de etanol no sangue é uma das analises mais procuradas e
realizadas em laboratérios de toxicologia e clinica forense.

O método cromatogréafico é uma técnica que apresenta grande eficiéncia em
quantificar determinada amostra, como por exemplo, o sangue. Sendo, este, muito
importante em andlises forenses.

A cromatografia gasosa é um método fisico-quimico de separacao,
identificacdo e determinacdo que entra em contato com duas fases, a movel e a
estacionaria, sendo este utilizado em qualquer andlise de substancias volateis.

Portanto, foi o método de escolha devido as suas caracteristicas particulares.
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