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RESUMO

As bebidas alcodlicas sdo produzidas e consumidas pelos seres humanos desde a
antiguidade. H4 uma importante relacdo entre 0 abuso das bebidas alcodlicas e a
ocorréncia de problemas sociais, como violéncia domeéstica, suicidios, homicidios,
estupros e acidentes de transito. O exame de dosagem alcodlica, ou simplesmente
exame de alcoolemia, é uma importante ferramenta forense, pois viabiliza a
elucidacao de crimes, como a direcdo de veiculos sob a influéncia de alcool, até a
comprovacédo da causa mortis, em um possivel coma alcoodlico. O sangue utilizado no
exame de alcoolemia sofre a perda de etanol durante o periodo de armazenamento,
e por este motivo, faz-se necessério o estudo dos fatores envolvidos neste fenémeno.
Com o sangue de trés voluntarios foram construidas trés solucbes de etanol nas
concentracGes de 10, 20 e 40 dg L. As solugcdes foram distribuidas em tubos de
coleta a vacuo de sangue nos volumes de 4, 2 e 1 mL, e metade dos frascos foram
abertos antes do armazenamento a 4°C, sendo entdo analisados por cromatografia
gasosa acoplada a um espectrdbmetro de massas e injecdo por headspace. As
amostras foram analisadas semanalmente até 150 dias de armazenamento. Nenhuma
amostra da solucdo de 40 dg L teve perda percentual superior a 5% durante o
experimento, entretanto, nas solu¢des de 10 e 20 dg L foram observadas perdas
superiores e 5%. A analise fatorial revelou que os fatores concentracéo inicial, volume
de amostra e abertura prévia dos frascos néo influenciaram significativamente na
perda de etanol durante o periodo de armazenamento.

Palavras chave: Exame de alcoolemia. Perda de etanol. Periodo de armazenamento.
Espectrometria de massas. Forense.



ABSTRACT

Alcoholic beverages are produced and consumed by humans since antiquity. There is
an important relationship between the abuse of alcoholic beverages and the
occurrence of social problems, such as domestic violence, suicides, homicides, rapes
and traffic accidents. Alcohol dosage examination or alcohol analysis, it's an important
forensic tool, once it supports crimes elucidation such as driving vehicles under alcohol
influence as to determine the mortis causa in a likely alcoholic coma. The blood
samples used in the alcohol test has loss of ethanol during the storage period and, for
this reason, it is necessary to study the factors involved in this phenomenon. From
blood sample of three volunteers, three ethanol solutions were developed in
concentrations of 10, 20 and 40 dg L. The solutions were distributed in blood vacuum
tubes in the volumes of 4, 2 and 1 mL and, half of them, were opened before storage
at 4°C, and then analyzed by gas chromatography with mass spectrometry and
headspace injection for up to 150 days of storage. None of the 40 dg L solution
samples had alcohol loss greater than 5% during the experiment, however, in the
solutions of 10 e 20 dg L1, losses higher than 5% were observed. The factorial analysis
revealed that the initial concentration factors, sample volume and pre-opening the vials
did not have significantly influence in the loss of ethanol during the storage period.

Keywords: Ethanol analysis. Loss of ethanol. Storage period. Mass Spectrometry.

Forensic.
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1. INTRODUCAO

Antes mesmo da idade moderna as bebidas alcodlicas fermentadas ja eram
produzidas por diversas sociedades tribais, exceto na Australia, Oceania e América
do Norte (WHO, 2014). A producao de bebidas alcodlicas fermentadas era realizada
em escala artesanal nas comunidades onde os excedentes agricolas estavam
disponiveis (WHO, 2014).

Acredita-se, entretanto, que antigas civilizacbes ja consumiam bebidas
alcodlicas milhares de anos antes de Cristo. Conforme as tecnologias analiticas vao
evoluindo, novos métodos e técnicas estdo possibilitando realizar analises mais
precisas nos artefatos provenientes das descobertas arqueoldgicas. No campo da
genética, por exemplo, a deteccdo, amplificacdo e sequenciamento do material
genético encontrado no interior de um dos antigos jarros egipcios que se tem
conhecimento, revelou a presenca de DNA ribossomal de Saccharomyces cerevisiae,
um fungo (levedura) fermentador com importante papel nos processos de panificacao
e producédo de cervejas e vinhos (CAVALIERI et al., 2003).

Andlises gquimicas realizadas em artefatos egipcios, como vasos e anforas,
datados de mais de 3.500 a.C., detectaram a presenca de acido tartarico/tartarato de
calcio e de resinas de arvores, indicando que esta antiga civilizacdo provavelmente ja
produzia e consumia vinho com ervas e resina vegetais (vinhos herbais) em sua
medicina tradicional (MCGOVERN et al., 2008).

O consumo de bebidas alcodlicas faz parte de muitas culturas e o seu abuso
estd comprovadamente relacionado a problemas de saude e desordens sociais, que
atingem ndo somente o dependente, mas todas as pessoas ao seu redor (WHO,
2014).

Segundo o Primeiro Levantamento Nacional Sobre os Padrées do Consumo
de Alcool na Populagéo Brasileira, o0 consumo de alcool nas menores faixas etarias é
cada vez mais precoce, sendo que entre 0s jovens ja pode ser considerado um
problema de saude publica (BRASIL, 2007).

De acordo com Wasfi et al., (2004) e Kocak et al., (2015), ha uma relacéo
direta entre a quantidade de &lcool ingerido e a ocorréncia de acidentes. O governo

brasileiro estima que anualmente ocorram mais de 350 mil acidentes com vitimas nas
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estradas brasileiras, destes, aproximadamente trinta e cinco mil com vitimas fatais e
315 mil com pessoas feridas (BRASIL, 2007). Por outro lado, o pequeno namero de
pesquisas e a falta de dados estatisticos atualizados sobre o tema, ndo permite saber
com exatiddo o numero de acidentes de transito relacionados ao consumo de bebidas
alcodlicas.

Uma pesquisa realizada no Brasil, entretanto, obteve resultados
preocupantes: 46,5% dos homens e 13,6% das mulheres informaram ter consumido
bebida alcodlica e dirigido ao menos uma vez no ultimo ano, sendo que entre 0s
homens, 8,2% informaram quase sempre dirigir apos consumir bebida alcodlica
(BRASIL, 2007).

Por ser uma das substancias mais consumidas ao redor do mundo, razao pela
qual é frequente a sua detecc¢édo nas analises toxicolégicas (ENGELHART; JENKINS,
2001; LEVINE; CAPLAN, 2006).

O exame de quantificacdo da concentracdo de etanol no sangue, chamado de
exame de dosagem alcodlica ou simplesmente exame de alcoolemia, é utilizado para
esclarecer fatos de extrema importancia nos casos forenses, que vao desde a
comprovacao da causa mortis (p. ex. coma alcodlico), até a constatacéo de infracbes
administrativas e penais, como a direcdo de veiculos sob a influéncia de &lcool
(KOCAK et al., 2015).

A Cromatografia Gasosa (CG) acoplada ao detector por ionizagdo de chamas
(DIC), ou do inglés FID (Flame lonization Detector), € considerada a técnica “gold
standard” para o exame de alcoolemia e de outros solventes volateis em amostras
bioldgicas. O uso do detector por espectrometria de massas (EM), por sua vez,
garante bons resultados, com a vantagem de possibilitar a identificacdo inequivoca
das substancias (WASFI et al., 2004).

A cromatografia gasosa € uma técnica que possibilita analisar misturas com
dezenas de substancias, mesmo que estejam em concentracdes muito baixas
(COLLINS et al., 2014). Quando utilizada a extracéo por headspace (HS), sistema de
injecdo que promove a extracdo das substancias mais volateis por aguecimento
controlado da amostra, a cromatografia gasosa permite a analise do etanol e outros
compostos volateis com rapidez e simplicidade (BORDIN et al., 2015).

Na rotina forense as amostras periciadas devem ser armazenadas como
contraprova (BRASIL, 1941). Nas pericias laboratoriais em amostras biologicas,

restricdes decorrentes dos procedimentos de coleta, assim como a prépria condigdo
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do periciado, sejam em cadaver ou vivo, por vezes impdem limitacdes que resultam
na obtencéo de pequeno volume de sangue e outras matrizes bioldgicas.

Entretanto, mesmo quando o volume disponivel de amostra € pequeno e nao
h& disponibilidade exclusiva para a contraprova, o analista deve realizar os exames e
em seguida armazenar o material periciado. Em teoria, caso seja solicitada a reanalise
do material, este deve estar em condi¢Bes para que os resultados obtidos inicialmente
possam ser confirmados.

As matrizes bioldgicas (sangue, urina e fluidos corporais), por se tratarem de
compostos pereciveis, estao sujeitos a diversos fendmenos naturais que resultam em
sua degradacéo, e por consequéncia, podem prejudicar o exame de contraprova.

Estudos sobre o tempo e temperatura de armazenamento das amostras
biolégicas demonstraram que as varidveis pré-analiticas exercem influéncia
significativa na diminuicdo da concentracdo de etanol com o passar do tempo.
(OLSEN; HEARN, 2003; PETKOVIC et al., 2008; KOCAK et al., 2015).

A maioria dos pesquisadores, entretanto, avaliou a perda de etanol em
amostras bioldégicas armazenadas em longo ou curto periodo de tempo, sem
considerar de maneira controlada a influéncia de varidveis comuns observadas na
rotina forense, a citar, o volume de amostra armazenada e a concentracdo inicial de
etanol.

No estado do Acre, assim como em diversos estados brasileiros, a realizacéo
do exame de alcoolemia é um procedimento operacional padrdo em todos os
cadaveres, independentemente da causa da morte. Vitimas de estupro, pessoas
envolvidas em acidentes de transito e outros, também realizam o exame de alcoolemia
quando h& a solicitagdo judicial e o consentimento do periciado. Ainda que a
legislacdo brasileira determine a guarda de amostra para o exame de contraprova,
nao existe regulamentacéao oficial quanto ao periodo de estocagem destas amostras.

O desconhecimento da influéncia que algumas variaveis exercem sobre a
perda de etanol durante o periodo de armazenamento, tem forcado alguns
laboratdrios forenses a armazenar as amostras do exame de dosagem alcoolica por
longos periodos de tempo, mesmo apds ndo estarem mais viaveis analiticamente.

Em razdo do exposto, torna-se importante a realizagdo de uma pesquisa que
possibilite determinar o periodo de viabilidade das amostras de sangue armazenadas
como contraprova para o exame de alcoolemia. Para tanto, neste estudo seréo

consideradas as influéncias de variaveis comuns observadas no Instituto de Analises
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Forenses — IAF do Departamento Técnico Cientifico da Policia Civil do Estado do Acre,
além de outras ainda pouco estudadas, como a concentracado inicial de etanol e o

volume de amostra, sobre a perda de 4&lcool etilico durante o periodo de

armazenamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consumo de Etanol: Aspectos Gerais e Sociais

O etanol ou alcool etilico € uma substéancia utilizada ao redor do mundo para
as mais diversas finalidades. De producéao relativamente simples, o etanol pode ser
obtido por meio da fermentacéo do mosto da cana de acucar, milho, beterraba, batata
e outros produtos de origem vegetal ricos em carboidratos. Com o0 avanco da
biotecnologia também se demonstrou ser possivel produzir etanol até mesmo a partir
da celulose (YANASE et al., 2010).

O uso do etanol como combustivel é de grande importancia comercial e
ecologica, mercado no qual o Brasil se destaca como um dos maiores produtores
mundiais. Visando reduzir o gasto com a producdo de gasolina, em meados da
década de 1970 o governo brasileiro langou o Programa Nacional do Alcool, ou
Prodlcool, que atraiu investimentos do setor privado e viabilizou a producéo de alcool
em escala comercial. A motiva¢do do governo para lancar o Proalcool foi o alto custo
do petréleo, cuja importacdo na época representava mais de 80% do petroleo
consumido (LEITE; LEAL, 2007).

A producéo das bebidas alcodlicas mais tradicionais também é um processo
qgue envolve a fermentacdo de carboidratos. A etapa de fermentacdo é um
procedimento realizado com o uso de microrganismos fermentadores, normalmente
cepas selecionadas de uma das leveduras mais estudadas no mundo, 0
Saccharomyces cerevisiae. No processo de fermentacdo, as células da levedura
metabolizam acucares, como glicose e maltose, e produzem dioxido de carbono e
alcool etilico (PALMER, 2006).

Inimeros tipos de bebidas classificadas como bebidas alcodlicas, destiladas
e ndo destiladas, possuem &lcool etilico em sua composi¢cdo, em percentuais que
podem variar, segundo a legislacéo brasileira, de 0,5% até mais de 54% de etanol
(BRASIL, 2009).

As bebidas alcodlicas de maior concentragdo passam por processo de
destilacdo apds o processo fermentativo, cujo objetivo € separar o etanol da agua
para se obter um produto com a concentragcdo adequada do alcool. Em geral as
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cervejas apresentam concentracdo alcoolica entre 4% e 6%, os vinhos entre 10% e
15% e as bebidas destiladas em torno de 40% (GOODMAN; GILMAN, 2010).

A producdo de bebidas no Brasil apresenta numeros expressivos,
representando um importante setor na economia do pais. A producao de cerveja é o
segundo maior do segmento, ficando atrds somente dos refrigerantes (CERVIERI
JUNIOR et al., 2014).

Um fator que contribuiu com a expansao da industria de bebidas no Brasil foi
a grande disponibilidade de 4gua, importante matéria prima na producao das bebidas.
Este fato permitiu a fabricacdo destes produtos em todas as regides do territorio
nacional (Tabela 1), viabilizando a construcdo das fabricas proximas de seus
principais mercados consumidores (CERVIERI JUNIOR et al., 2014).

Tabela 1 - Producdo de bebidas alcodlicas no Brasil de acordo com o tipo de bebida, percentual de
producéo e regido do pais

~ . 0
Segmentos Producé&o Regional (%) Total

Norte | Nordeste | Sudeste | sul | CENtro- (%)

Oeste

Fabricacdo de aguardentes

e outras bebidas destiladas 0 54 38 6 1 99
Fabricac&o de vinho 2 13 25 60 0 100
Fabricacdo de malte,

cervejas e chopes 5 23 48 10 14 100
Fabricacdo de aguas

envasadas 6 36 37 12 9 100
Fabricacéo de refrigerantes

e de outras bebidas nao 8 24 44 12 11 99

alcodlicas
Fonte: (adaptacdo de CERVIERI JUNIOR et al., 2014).

No Brasil o consumo e comércio de bebidas alcdolicas sao permitidos por lei,
e em razao disso, as bebidas estdo amplamente disponiveis para todos os cidadaos
maiores de 18 anos de idade.

Embora o etanol tenha inameras aplicagcbes, com destaqgue como
combustivel, principalmente para o uso em veiculos automotores, seu uso como
alimento, na forma de bebidas alcodlicas, talvez seja 0 mais conhecido e a0 mesmo
tempo controverso, em raz&o dos problemas sociais relacionados ao uso abusivo das

bebidas alcodlicas.
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Garcia e Freitas (2015) realizaram um estudo com a populacédo brasileira
adulta onde avaliaram a prevaléncia do consumo abusivo de alcool (consumo
abusivo: = 30 gramas/dia para os homens e = 24 gramas/dias para as mulheres). Os
autores constataram que 13,7% dos entrevistados se classificavam na faixa de
consumo abusivo, com prevaléncia mais elevada entre os adultos jovens,
afrodescendentes ou indigenas, fumantes, e, curiosamente, pessoas que avaliaram
sua propria satde como boa ou muito boa. Quando avaliado o perfil do consumo por
regides, as unidades da federagdo com maior prevaléncia de consumo foram: Bahia,

Mato Grosso do Sul e Amapa (Gréfico 1).

Gréfico 1 — Prevaléncia de consumo de etanol por regido geografica do Brasil
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Fonte: (GARCIA; FREITAS, 2015).

Estudos indicam que a taxa de mortalidade relacionada ao abuso de alcool
entre os homens é muito superior ao das mulheres. No Brasil, entre os anos de 2006
a 2009, se considerados somente os Obitos decorrentes de doenca alcoolica do
figado, a taxa de mortalidade média entre os homens foi de 4,2 para cada 100.000
habitantes, enquanto que entre as mulheres a taxa foi de 0,6/100.000 (ACSELRAD
et al., 2012). Em numeros absolutos, conforme Acselrad et al., (2012), no mesmo
periodo, a média de Obitos decorrente de doenca alcéolica hepatica foi de 7.833+506
homens e 1.104+64 mulheres (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Nimero de 6bitos absolutos nos sexos masculino e feminino no periodo de 2006-2009

por doenga alcodlica do figado
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Fonte: (ACSELRAD et al., 2012).

O abuso de alcool também estéa associado com a ocorréncia de centenas de
doencas, além de outros problemas, dos quais podemos citar lesdes nao intencionais
e intencionais, incluindo-se aquelas decorrentes de acidentes de transito, violéncias
e suicidios (GARCIA; FREITAS, 2015).

A influéncia do alcool sobre o risco de leses varia de acordo com o sexo,
quantidade consumida, idade e até mesmo com o tipo de injaria. O risco das lesdes
aumenta com o aumento da idade, visto que entre os mais velhos, as lesdes mais
comuns associadas ao consumo de alcool, sdo os acidentes de transito e quedas
(CLAUSEN et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2006), o consumo de &lcool em
grandes concentracfes € o principal motivador de violéncia entre parceiros intimos.
As mulheres vitimas de violéncia doméstica sofrem sérios problemas de saude além
do proéprio dano fisico, podendo levar a complicacfes na gravidez e até abortos, mas
também, problemas emocionais, como depressédo e até mesmo a inducao do suicidio
(WHO, 2006).

O consumo abusivo de alcool e outras drogas estdo comprovadamente
relacionados com o comportamento suicida. Pesquisas realizadas no Brasil e em
diversos outros paises estimaram que aproximadamente 1/3 dos suicidas
apresentaram resultados positivos no exame de alcoolemia (JONES et al., 2013;
GONCALVES et al.,, 2015). Em estudo retrospectivo de 10 anos (2001 a 2010),



20

realizado por Jones et al., (2013), a presenca de alcool no sangue dos suicidas foi
positivo em 30% dos casos de suicidio por enforcamento e 36% dos casos de suicidio
por envenenamento.

Campos et al., (2013) realizaram um estudo com 4.182 motoristas da regido
Sudeste do Brasil, onde destes, mais de um terco dos entrevistados relatou ja ter se
envolvido em um acidente de transito. Curiosamente, a mesma proporcdo dos
entrevistados, ou seja, um terco deles, também relatou ter consumido bebida
alcodlica no dia da entrevista. No mesmo estudo, aproximadamente metade dos
motoristas informou beber semanalmente ou diariamente. A tabela 2 resume o
comportamento dos motoristas entrevistados em relacdo ao consumo de bebidas

alcodlicas.
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Tabela 2 - Comportamento dos motoristas entrevistados, em relagdo ao consumo de etanol e fatores
relacionados ao perfil como condutor

- N =4.182 Individuos
Variavel e | N (%) 95% IC?
Bebeu no dia da Sim 1232 (29,5) 28,5-31,7
entrevista N&o 2921 (70,4) 59,0-71,8
Acidente de transito  Sim 1404 (33,7) 32,3-35,1
Nao 2757 (55,3) 54,9-57,7
Bebe com que Nunca 1081 (25,7) 0,3-0,3
frequéncia Diariamente 121 (3,0) 2,5-3,5
Toda semana 1848 (45,5) 44,1-47,1
Todo més 252 (5,2) 5,5-5,9
Esporadicamente 747 (18,4) 17,2-19,5
Bebidas Cerveja 2259 (54,3) 52,8-55,8
Vinho 429 (10,3) 9,4-11,2
Destilados 215 (5,2) 4,5-5,9
Cachaca 98 (2,3) 1,8-2,8
Drinks (batidas) 4,8 (1,1) 0,8-1,4
Infracdes de transito  Avancar sinal vermelho 409 (9,9) 9,0-10,8
Acima do limite de
velocidade 488 (11,8) 10,8-12,8
Influéncia de alcool 2809 (57,9) 55,5-59,3
Sem equipamento de
seguranca 58 (1,5) 1,2-2,0
Manobra perigosa 170 (4,1) 3,5-4,7
Dirigir no acostamento 1,9 (0,5) 0,3-0,7
Veiculo em mas condicdes 5,7 (1,5) 1,2-2,0
Outras 108 (2,5) 2,1-31
Dirigir ap0s beber Dirijo apés beber um café 151 (4,5) 3,9-5,1
Dirigir apdés beber ndo € um
problema 314 (8,9) 8,0-9,8
Dirijo melhor ap6s beber
alcool 55 (1,5) 1,2-2,0
Nao dirijo 739 (20,9) 19,7-22,1
Peco para outra pessoa
dirigir 1448 (40,9) 39,4-42,4
Dirijo devagar 183 (5,2) 4,5-5,9
Nunca bebo muito 572 (15,1) 15,0-17,2
Outras 71 (2,0) 1,5-2,4
Atitude diante do Favoravel 3809 (91,8) 91,0-92,5
teste do bafobmetro  N&o favoravel 339 (8,2) 7,4-9,0
Avaliacéo do Normal 3455 (85,1) 84,0-85,2
entrevistador quanto Sob influéncia de alcool,
a condicao do mas nao bébado 415 (10,2) 9,3-11,1
entrevistado Bébado 191 (4,7) 4,1-5;3

1IC — Intervalo de confianca

Fonte: (adaptacdo de CAMPOS et al., (2013).
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O consumo de etanol entre as criancas e adolescentes também € motivo de

preocupacao no Brasil. Conforme Moreira et al., (2008) verificaram, por meio de uma

pesquisa realizada em escolas publicas da regido de Porto Alegre, o alcool era

utilizado por mais de 50% dos adolescentes com faixa etaria entre 14 e 19 anos e por

guase 20% dos adolescentes com faixa etaria entre 10 a 13 anos (Tabela 3).

Tabela 3 - Prevaléncia de alcool no més da entrevista entre os estudantes da rede publica de ensino

de Porto Alegre

Geral

Caracteristica (n = 1830)

Meninas
(n=968)

Meninos
(n=862)

Faixa etaria dos adolescentes
10 a 13 anos

14 a 19 anos

Escolaridade

Ensino fundamental

Ensino médio

Infraestrutura do bairro

818 (45%)
1.012 (55%)

1.314 (72%)
516 (28%)

Boa 826 (45%)
Ruim 1.004 (55%)
Vitimizacdo moderada'?

Sim 712 (43%)
N&o 951 (57%)
Vitimizacdo grave'?

Sim 168 (10%)
N&o 1.459 (90%)
Uso de alcool no més?

Sim 705 (39%)
N&o 1.094 (61%)
Embriaguez no més?

Sim 214 (12%)
N&o 1.598 (88%)

451 (47%)
517 (53%)

685 (71%)
283 (29%)

425 (44%)
543 (56%)

327 (37%)
564 (63%)

74 (8%)
807 (91%)

379 (40%)
572 (60%)

114 (12%)
850 (88%)

367 (43%)
495 (57%)

629 (73%)
233 (27%)

401 (47%)
461 (54%)

385 (50%)
387 (50%)

94 (11%)
652 (76%)

326 (38%)
522 (61%)

100 (12%)
748 (88%)

IAlguns entrevistados n3o responderam as questdes referentes as varidveis vitimizacdo moderada

e grave, uso de alcool e embriaguez no més.

2Vitimizacdo moderada refere-se a “eu estava em casa quando alguém a invadiu; eu fui apanhado,
detido ou levado pela policia; eu fui ameagado com dano fisico grave por alguém; eu apanhei ou

fui assaltado”.

SVitimizacdo grave refere-se a “eu fui sexualmente atacado ou molestado; eu fui atacado ou
apunhalado com uma faca ou machucado em incidente de violéncia; eu recebi um tiro de revélver”.

Fonte: (MOREIRA et al., 2008).

Entre o grupo de estudantes que relataram consumir bebida alcodlica,

constataram-se duas vezes mais chances de vitimizagao grave quando comparado



23

ao grupo gue relatou ndo consumir bebida alcodlica. Considerou-se vitimizagcao grave
0s episodios de violéncia sexual e violéncia fisica com o uso de arma de fogo e arma
branca. Os dados apresentados foram coletados no ano de 2003, durante o V
Levantamento Nacional Sobre Uso de Drogas Psicotrépicas.

2.2 Farmacologia e toxicologia do etanol

O etanol, ou alcool etilico, € um liquido miscivel em agua, limpido, incolor,
higroscopico, altamente inflamavel, com ponto de ebulicio em torno de 78°C
(CLARKE'S, 2005). Apresenta estrutura quimica formada por grupo polar (hidroxila -
OH) na regiao terminal e um grupo apolar formado de dois atomos de carbono, sendo,
portanto, um alcool primario.

O uso crbnico de bebidas alcodlicas estd relacionado com diversos
problemas de saude, muitos deles irreversiveis mesmo com a interrupcédo do
consumo. Os efeitos farmacolégicos mais importantes do etanol sdo observados
sobre os sistemas nervoso central, cardiovascular e gastrintestinal, e ndo por acaso,
sdo nesses sistemas onde ocorre a maioria das doencas (GOODMAN; GILMAN,
2010).

Apébs o consumo, o etanol é prontamente absorvido pelo estbmago e intestino
delgado, sendo a concentracdo maxima sanguinea obtida aproximadamente meia
hora apds a ingestdo (GOODMAN; GILMAN, 2010).

A presenca de alimentos no estbmago reduz a velocidade de absorcdo do
etanol. Neste aspecto, € necesséaria a ingestdo de grandes quantidades para a
producdo de efeitos fisiolégicos, fazendo com que as bebidas alcodlicas sejam
consumidas mais como alimento que como droga (GOODMAN; GILMAN, 2010).

De maneira geral o etanol é consumido como estimulante, e embora exerca
efeito em diversos sistemas do organismo, seu efeito principal € de depressor do
sistema nervoso central (GOODMAN; GILMAN, 2010; RANG et al., 2012).

Os primeiros efeitos da ingestdo de etanol podem ser observados com
concentracdo plasmatica de apenas 0,46 dg L, mas pode ser fatal em concentracéo
10 vezes superior (RANG et al., 2012). Talvez a maior problematica dos efeitos do

etanol sobre o corpo humano seja a alteragcdo dos controles motor e cognitivo,
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entretanto, os individuos alcoolizados geralmente ndo percebem o comprometimento
dos sentidos (RANG et al., 2012).

Apesar de apresentar acdo menor e menos consistente que o dos
benzodiazepinicos, o etanol apresenta efeito semelhante, pois potencializa o efeito
do neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) sobre os receptores GABAAa
(RANG et al., 2012).

Os efeitos da intoxicacéo aguda por etanol sdo bem conhecidos (Quadro 1),
caracterizando-se por alteracdes comportamentais e fisicas, que variam de individuo
para individuo. Com o0 aumento da concentracdo sanguinea, o0s efeitos
comportamentais vao da euforia e extroversdo, a melancolia, submisséao,
agressividade, etc. (GOODMAN; GILMAN, 2010; RANG et al., 2012). A intoxicagao
aguda por etanol apresenta grande potencial letal por parada respiratoria quando a

concentracdo plasmatica atinge em torno de 50 dg L* (RANG et al., 2012).
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Quadro 1 — Sinais e sintomas normalmente observados em relacdo a concentracdo de etanol no

sangue

DOSAGEM
ALCOOLICA (dg L)

SINAIS E SINTOMAS

1,0-5,0

6,0-15,0

16,0-30,0

31,0-45,0

Comprometimento leve da fala, memoria, atencéo e
coordenacao;

Sonoléncia leve;

Sensacéo de relaxamento.

Aumento da sensacao de relaxamento;
Aumento do risco de agressividade;

Alteracdo na fala, memoria, coordenacao, e equilibrio
moderadamente prejudicados;

Perda significante da habilidade de dirigir;

Aumento do risco de se machucar ou machucar a outras
pessoas.

Comprometimento severo da memoria, coordenagéo,
atencéo, tempo de reacédo e equilibrio;

Perda severa da habilidade de dirigir;

Capacidade de julgamento e tomada de decisdes
severamente prejudicadas;

Amnésia;
Vémitos e outros sinais de intoxicag¢ao por etanol;

Perda da consciéncia.

Perda da consciéncia,
Risco de intoxicacéo fatal;
Risco de parada respiratéria;

Coma e morte.

Fonte: (adaptacdo de NIAAA, 2015).
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2.2 Exame de Alcoolemia: Técnicas e Matrizes Bioldgicas

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica analitica aplicavel a um enorme
ndamero de substancias na industria farmacéutica, na toxicologia, quimica, em
analises ambientais, entre outras areas (CLARKE’S, 2006). Trata-se de uma técnica
com alto poder de resolucéo e alta sensibilidade, que em alguns casos, possibilita a
separacéo e andlise de misturas com dezenas de substancias (COLLINS et al., 2014).

A separacdo das misturas € realizada em uma coluna cromatografica, que
contém em seu interior uma fase estacionaria, por onde flui continuamente a fase
movel, normalmente um gas inerte como o hélio ou hidrogénio (POOLE, 2003;
CLAKE’S, 2006; COLLINS et al., 2014). O esquema apresentado na Figura 1
demonstra simplificadamente o processo de separagao por cromatografia gasosa em

trés etapas (1- injecdo; 2- separacao das substancias; 3- substancias separadas).

Figura 1 - Representacdo da separagdo em trés etapas de uma mistura de trés substéncias no interior

da coluna de uma cromatdgrafo gasoso

Fonte: (http://chemsite.Isrhs.net/Intro/chromatography.html).

Quando uma mistura de substancias € analisada por CG, cada componente,
devido as interacdes quimicas, “divide-se” entre a fase estacionaria e a fase movel,
engquanto é arrastada para o detector. Substancias que tém maior afinidade quimica
com a fase estacionaria passam mais tempo retidas no interior da coluna, e,
consequentemente, levam mais tempo para chegar ao detector (CLARKE’S, 2006).

O tempo que uma substédncia consome para percorrer a coluna

cromatografica e chegar ao detector é denominado de “Tempo de Retencédo” (RT —
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do inglés Retention Time). O detector produz um sinal proporcional a quantidade de
substancia que passa atraves dele, e este sinal € processado e apresentado na forma
de um gréafico, denominado cromatograma (CLARKE’S, 2006). E importante ressaltar
gue o tempo de retengcdo de uma substancia, ainda que repetidamente injetada em
um mesmo sistema, sofre a influéncia de inGmeras variaveis, especialmente do tipo
de injecéo, presséao ou fluxo do gas de arraste, temperatura, entre outras.

Na Figura 2 é possivel visualizar o cromatograma do etanol e isopropanol no

exame de dosagem alcdolica.

Figura 2 - Cromatograma do etanol e isopropanol com os respectivos tempos de retengéo
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Fonte: (produgéo propria).

Quando a CG est& acoplada ao detector por ionizacdo de chamas (FID), é
considerada a técnica de escolha para o exame de alcoolemia, pois apresenta
excelente sensibilidade e repetibilidade dos resultados (WASFI et al.,, 2004). A
utilizacao do detector por Espectrometria de Massas (EM) acoplada a cromatografia
gasosa (Figura 3), apesar de ainda pouco utilizado para esta finalidade, em razéo do
alto custo de aquisicdo e manutencdao do equipamento, apresenta excelentes
resultados com algumas vantagens sobre o FID.

Normalmente os espectrometros de massas de baixa resolugcdo promovem a
ionizacdo das moléculas por dois processos: reagdo quimica ou por impacto de

elétrons, este também conhecido por ionizacao eletrénica (IE). A IE ocorre por meio
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de um filamento de tungsténio ou rénio aquecido, geralmente fornecendo energia na
ordem de 70 eV (Figura 3) (COLLINS, 2014).

Figura 3 - Representacédo simplificada de um equipamento de cromatografia gasosa com

espectrometria de massas de ionizagéo eletrénica
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Fonte: (adaptagéo de http://chemsite.lsrhs.net/Intro/chromatography.html)

Ao final do processo de ionizacdo, os ions sdo identificados e quantificados
no detector utilizando a relagéo carga/massa (m/z) que sao registrados em um gréfico
de TIC (total ion current, total ion count ou total ion chromatogram). O software
transforma o gréfico TIC em outro, denominado de espectro de massa, expressando
no eixo X a razdo massa/carga (m/z) dos ions e no eixo Y as respectivas abundancias,

como mostra a figura 4 do espectro de massas do etanol.

Figura 4 — Espectro de massa do etanol: razdo massa/carga (m/z) no eixo X e suas respectivas
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Fonte: (produgéo propria).
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ApoOs a obtencédo do grafico TIC, é possivel fazer a comparacdo com uma ou
mais bibliotecas de espectros de massas. As bibliotecas estdo disponibilizadas na
forma de bancos de dados, e permitem a comparacdo dos resultados das analises
com os arquivos da biblioteca, com o intuito de realizar a identificacdo das
substancias analisadas. A figura 5 mostra o resultado da comparacao do grafico TIC

do etanol com algumas bibliotecas, utilizando o software NIST MS Search 2.0.

Figura 5 - Resultado de comparacéo entre 0 espectro de massa do etanol registrado conforme TIC e

os registrados nas bibliotecas de espectros com o uso do software NIST MS Search 2.0

gE] NIST MS Search 20 - [Ident, Presearch Default - Inkib = 265, 27 s

‘ﬂ File Search View Tools Options Window Help

RS RAEEE " - ®

v@lblb" | &3] [1. Scan 24 (1.652 min): ET-20.Ddata.n | ()| % ® @|&]|

Painlib; replib; 2011enfsi hp; caymanspectrallibrary-nist.hp; e-ocad 2013; mpw2011; nist_msms; nist_msms2; nist_ni; opcw;
Sn11; 1245066 total spectra
# Lib. Match | R.Match | Prob.(%) | Name
@1 w9 937 939 500  Ehanol (CAS)
2 w3 844 888 744 5 5-Dimethylimidazolidin-2 4-dimine
@3 w3 746 746 057  Ethyl hydroxyacetate
m4 w9 731 732 0.34  2-Propanal {CAS)
@5 w9 723 723 025  Ethanol, 2-methaxy- (CAS)
m6 w9 722 722 0.24 Propanoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester (CAS)
7 w3 716 720 019  Hydrazine, methyl-, hydrochloride (CAS)
8 w9 716 716 015  Fommic acid, ethyl ester (CAS)

Fonte: (produgéo propria).

As bibliotecas sé@o produzidas por instituicbes que visam gerar padrdes
analiticos de espectros de massas, como a National Institute of Standards and
Technology (NIST) e a Cayman Chemical. A comparagdo com as bibliotecas de
espectros possibilita que o analista identifique, mesmo que preliminarmente, boa
parte das substancias analisadas. Levando-se em conta somente o exame de
alcoolemia, isso significa que outras substancias volateis de interesse forense (além
do proprio etanol) podem ser detectadas simultaneamente, sem a necessidade de

analises complementares.
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Wasfi et al., (2004) desenvolveram um método de analise quantitativa de
etanol e identificacdo de inalantes organicos em amostras biolégicas por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas. O método
desenvolvido com injecao por headspace (HS) obteve coeficiente correlagéo de 0,99
na curva padréo (pontos de 5, 50, 100 e 150 mg dL™) e néo sofreu qualquer tipo de
interferéncia com metabdlitos enddgenos presentes no sangue. Além disso,
apresentou excelente resolugcao de separacao do etanol e outros solventes organicos
volateis, como acetaldeido, metanol, acetona e n-propanol, demonstrando ser um
meétodo robusto e muito eficiente para o propésito.

Tiscione (2011) desenvolveu outro método de analise quantitativa de etanol
em amostras de sangue utilizando cromatografia gasosa e dois tipos de detectores,
FID (Flame lonization Detector ou Detector por lonizagdo de Chama) e EM (Detector
de Massa) simultaneamente. O método desenvolvido trouxe a vantagem da
identificacdo inequivoca do alcool etilico em apenas uma etapa, visto que apos a
injecdo por headspace a amostra foi dividida em duas aliquotas, que seguiram
separadas por duas colunas cromatogréficas de polaridade diferentes, uma acoplada
ao FID e outra ao EM.

O exame de dosagem alcodlica pode ser realizado em diversas matrizes
biolégicas (PAPIERZ et al., 2004). Na rotina forense, determinadas situacdes
requerem a analise em diferentes fluidos corpdéreos, seja pela indisponibilidade ou
inviabilidade da andlise em sangue, ou para comparacao dos resultados. Em andlises
de matrizes bioldgicas coletadas post mortem, por exemplo, a presenca de putrefacéo
ou mesmo a indisponibilidade de sangue no cadaver, obrigam o analista a realizar as
analises em matrizes alternativas, como humor vitreo, liquor, urina (analise
qualitativa), entre outras.

Gubala e Zuba (2002) realizaram a analise comparativa da alcoolemia na
saliva, sangue e ar pulmonar por CG/FID, verificando boa correlacdo entre a
concentragéo de etanol na saliva e sangue arterial.

Estudos prévios realizados por Engelhart e Jenkins (2001), entretanto,
encontraram baixa correlacdo entre os resultados obtidos por cromatografia gasosa
e o dispositivo QED®! em saliva, sangue e humor vitreo. Talvez a descoberta mais

importante da pesquisa ndo tenha sido a baixa correlagéo entre as diferentes técnicas

1 QED é um dispositivo de andlise quantitativa de etanol na saliva de baixa resolucdo, de metodologia
baseada na atividade da enzima alcool desidrogenase.
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avaliadas, mas sim a impossibilidade da realizacdo da analise na saliva de 23 dos 50
cadaveres utilizados no estudo, visto que em raz&o do alto grau de desidratacdo da
mucosa oral, ndo havia amostra suficiente para as analises.

A urina é uma matriz importante na toxicologia forense, normalmente utilizada
para pesquisa de venenos e drogas. Em razdo da baixa correlacdo entre a
concentracdo de etanol no sangue e urina, o resultado da analise nesta matriz ndo
deve ser utilizado como substituto ao exame de alcoolemia sanguinea (JONES;
ERICSSON, 2016). Por este motivo, normalmente o exame de alcoolemia na urina
tem carater apenas qualitativo. Trata-se, entretanto, de uma matriz de dificil
contaminagcdo, com menor possibilidade de formac&o de etanol post mortem, mas
devida a baixa correlacdo com a alcoolemia sanguinea, a analise nesta matriz serve
apenas como indicativo do consumo e da fase de metabolizacdo do alcool ante
mortem.

A andlise de alcoolemia em humor vitreo € a mais estudada depois do
sangue. O humor vitreo € uma matriz periférica presente no olho, de facil obtencéo e
pouco susceptivel a contaminacdo, entretanto, por razdes obvias, tem importancia
somente em analises post mortem: ndo ha maneira segura de coletar essa matriz em
individuos vivos sem o comprometimento dos olhos.

Papierz (2004) realizou estudos comparativos da concentracdo de alcool
etilico em humor vitreo, sangue e urina. As amostras de humor vitreo, sangue e urina
foram coletadas de cadaveres durante o procedimento da autOpsia e entédo
analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados obtidos neste estudo reforcaram
estudos anteriores, demonstrando haver grande relacdo entre a concentracdo de
alcool etilico no humor vitreo e sangue. Na segunda fase do estudo, as andlises em
urina serviram para descobrir em que momento da metabolizacao do &lcool se deu a
morte da vitima, se na fase de absorcéo, final da fase de absorcao e inicio da fase de
excrecdo ou na fase de excrecdo. Uma nova andlise estatistica foi realizada,
separando os resultados em dois grupos, em funcédo da fase de metabolizacdo do
alcool no momento da morte da vitima, sendo n=55 da fase de absor¢cédo e n=435 da
fase de excrecdo. 10 amostras ndo fizeram parte desta andlise pois a concentragédo
de alcool no sangue era a mesma da urina. A correlacdo na fase de absorgéo entre
humor vitreo/sangue foi de R=0,91 e na fase de excrecdo R=0,94.

Honey (2005), também realizou a analise comparativa da concentracao de

etanol em amostras de sangue e humor vitreo, encontrando a relacdo de
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concentracdo de 1,24 para amostras de sangue coletadas da veia femoral (n=203),
1,19 para amostras de sangue coletadas do coracao (n=5) e 1,18 para a amostra de
sangue coletada da cavidade pleural (n=1) com coeficiente de regresséao linear R? =
0,958.

Respeitadas as particularidades de cada tipo de amostra, ainda que a técnica
do exame de alcoolemia permita a utilizacdo de diferentes matrizes biolégicas, para
fins legais a andlise realizada em sangue é a mais aceita nos tribunais, e a Unica
prevista legalmente para as analises laboratoriais. A exemplo do Brasil, o limite da
concentracdo de etanol no sangue e ar pulmonar dos condutores de veiculos
automotores esta legalmente regulamentado, tanto para as infracdes administrativas
quanto criminais (BRASIL, 2013). Segundo o Coddigo de Transito Brasileiro,
condutores de veiculos automotores que apresentarem resultado de alcoolemia
sanguinea superior a 6 dg L? respondem criminalmente pela infracdo (BRASIL,
2013).

2.3 Exame de Alcoolemia: Estabilidade das Amostras

ApOs a coleta da amostra, o etanol presente no sangue pode ser perdido por
evaporacao, oxidacao e/ou por atividade microbiana (GARRIOTT, 1996). A fase pré-
analitica do exame de dosagem alcoolica é critica, especialmente as etapas de coleta,
transporte e armazenamento do sangue, pois exercem influéncia direta na qualidade
das amostras, e por consequéncia, na confiabilidade e qualidade dos resultados
(KOCAK et al., 2015, SHAN et al., 2011).

Olsen e Hearn (2003) estudaram a perda de etanol em amostras forenses
post mortem, utilizando a relacdo da concentracdo de etanol no sangue e humor
vitreo em fung&o do tempo de armazenamento. As amostras foram armazenadas sob
refrigeracao e reanalisadas ap6s 5-6 anos, revelando que o humor vitreo armazenado
em fracos de 10 mL apresentou menor perda de etanol quando comparado as
amostras de sangue armazenadas em frascos de 50 mL. Os autores concluiram que
a perdas de etanol parecem estar relacionadas ao volume de ar (headspace) presente
no interior dos frascos.

Ferrari et al., (2006) realizaram um estudo fatorial com amostras de sangue

post mortem, onde avaliaram a perda de etanol em tubos com diferentes volumes de
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ar (0, 5, 20, 35 e 65%), armazenadas em diferentes temperaturas (25, 4 e -10°C). A
concentracdo de etanol nas amostras estudadas variou entre 0,5 e 4,30 g/L. O estudo
sugeriu que a perda de etanol em amostras post mortem € fortemente pronunciada
qguanto maior for o volume de ar nos tubos e a temperatura de armazenamento.

Petkovic et al., (2008) realizaram analises em amostras de sangue ante
mortem para descobrir se as amostras armazenadas em curto periodo de tempo, com
e sem inibidor enzimatico fluoreto de sédio (NaF), sofriam acréscimo na concentracao
de etanol por agcédo fermentativa dos microrganismos. As amostras foram coletadas
em frascos com e sem NaF e submetidas a diferentes temperaturas de
armazenamento (4°C e 20°C), em diferentes tempos de armazenamento (12, 24 e 48
horas), de maneira que amostras com e sem NaF fossem experimentadas em ambas
as temperaturas e em todos os periodos de armazenamento. Quando comparados
os resultados com as aliguotas analisadas imediatamente apds a coleta, ndo houve
aumento na concentracdo de etanol em funcdo do tempo e temperatura de
armazenamento.

Anderson et al., (2010) realizaram estudos a partir de uma Unica amostra de
sangue total, onde adicionou alcool e preparou aliquotas de 8,5 mL na concentracao
de 0,135 g dL! (etanol/sangue) e comparou com aliquotas de 8,5 mL sem a adic¢éo
de etanol, que foram armazenadas a 4°C e 25°C, e entdo analisadas com 1, 2, 4, 8
ou 42 dias de armazenamento. Nao houve perda significativa de etanol nas amostras
armazenadas a 4°C até 42° dia, entretanto, nas amostras armazenadas a 25°C, a
partir do 8° dia de armazenamento foi verificada perda sutil.

Shan et al., (2011) analisaram 32 amostras de sangue coletadas de
motoristas que estavam dirigindo sob influéncia de alcool e compararam o resultado
original, obtido logo apds a coleta do sangue, com o resultado da reanalise, obtido
apos periodos de armazenamento que variaram de 13 a 39 meses a 4°C. De cada
voluntario foram coletados dois tubos de sangue contendo anticoagulante e inibidor
NaF, sendo que um frasco foi analisado imediatamente e o outro frasco mantido
lacrado durante todo o tempo de armazenamento que antecedeu a reanalise. Para
avaliar o efeito do rompimento do lacre na perda de etanol, as amostras analisadas
no momento da coleta também foram armazenadas para serem reanalisadas com as
amostras lacradas. Os resultados demonstraram que os frascos armazenados
violados sofreram maior perda de etanol quando comparados aos frascos

armazenados lacrados, entretanto, houve perda significativa de etanol mesmo nos
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frascos armazenados lacrados. Os resultados demonstraram ainda que o percentual
de perda de etanol parecia ndo estar relacionado com a concentracao inicial.

Sutlovic et al., (2014) analisaram amostras provenientes de cadaveres,
armazenadas em frascos estéreis com adicdo de NaF. As amostras foram analisadas
incialmente no prazo de 1 a 4 dias apds a coleta, ficando neste periodo armazenadas
a 4°C. Posteriormente a analise inicial, as amostras foram acondicionadas a 20°C e
entdo reanalisadas em diferentes periodos de armazenamento, que variaram de 191
a 468 dias. A média de perda na concentracéo de etanol foi de 9,56%, entretanto, em
55 amostras das 79 analisadas, as perdas observadas variaram entre 0,3% e 60,5%.
Em 12 amostras as concentracbes aumentaram entre 0,45% e 56,98%. Em 12
amostras nao foi observada diferengca na concentragédo inicial e final, mas em 11
dessas amostras, a concentracao inicial foi de 0 g kg*. Mudancas na concentracédo
etanol superiores a 10% foram observadas em 39% das amostras, consideradas
diferencas ndo aceitaveis em se tratando de amostras forenses.

Kocak, et al., (2015) avaliaram o efeito do tempo de armazenamento em
amostras de plasma na temperatura de -20°C. Neste estudo apenas amostras ideais
foram avaliadas, sendo desprezadas as coaguladas, hemolisadas, coletadas em
frascos inadequados ou com maior ou menor volume de sangue em relacdo ao
indicado para o frasco de coleta. As amostras (n=80) foram separadas em 4 grupos,
entdo analisadas em 2, 3, 4, ou 5 meses de armazenamento. Todos 0S grupos
sofreram perda significativa de etanol de maneira tempo dependente.

Tiscione et al., (2015) analisaram 110 amostras forenses de sangue total ante
mortem de tubos violados (amostras A) e lacrados (amostras B), respectivamente
apos 5,4-10,3 e 5,6-10,5 anos de armazenamento. As amostras A foram reanalisadas
pelo mesmo laboratério e nas mesmas condi¢des da andlise inicial, ja as amostras B
foram analisadas por outro laboratério por CG-FID-EM e injecdo por headspace, e
entdo os resultados comparados com as analises iniciais. Todas as amostras
sofreram perda de etanol em funcdo do tempo de armazenamento, entretanto, as
maiores perdas foram observadas nas amostras A (armazenadas violadas), com
perda média de 34%. Em relacdo as amostras B (armazenadas lacradas), a perda
média de etanol foi 24%, entretanto, mesmo apos 6 anos de armazenamento, uma
das amostras sofreu perda de apenas 1%.

Jones e Ericsson (2016) estudaram o efeito da concentracao inicial e do

material de confecgdo dos tubos de coleta (plastico e vidro) na perda etanol em
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amostras produzidas a partir de uma Unica matriz de sangue total ante mortem. Foram
produzidas solucdes de etanol de 0,2 g/L, 1,0 g/L, 2,0 g/L e 3,0 g/L, que foram
armazenadas a 4°C e analisadas com 7, 14, 28, 91, 182 e 364 dias de
armazenamento. Neste estudo os autores utilizaram um equipamento automatizado
de aliquotagem das amostras, possibilitando a obtencdo de pequeno desvio padréo
entre as analises e, consequentemente, verificar a perda significativa de etanol com
2,9%, 1,4%, 1,2% e 1,1% de perda para as solucdes de 0,2 g/L, 1,0 g/L, 2,0 g/L e 3,0
g/L respectivamente. Os autores concluiram que a perda etanol ocorreu de maneira
tempo dependente, entretanto, a concentracdo inicial ndo influenciou a perda
absoluta de etanol. Nao houve diferenca significativa na perda de etanol das amostras

armazenadas em frascos de plastico e de vidro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica (CEP) do Hospital das
Clinicas do Acre (HCA/FUNDHACRE), pelo parecer de n° 1560684.

3.2 Coleta das amostras

As amostras de sangue periférico foram coletadas de trés voluntarios adultos
que declararam néo ter consumido bebida alcodlica nas 24 horas anteriores a coleta.
Os voluntarios declararam consentir com a doacao da amostra e autorizaram 0 uso
do material biologico para a realizacdo do presente estudo.

De cada um dos voluntarios foi coletado aproximadamente 500 mililitros de
sangue periférico por puncdo venosa da regido antecubital. Os sangues foram
coletados em bolsa de coleta estéril, contendo anticoagulante citrato de sddio a 0,5%
(m/v) (NasCeHsO7), onde foi adicionado o conservante fluoreto de sédio (NaF), até se
obter a concentracdo de 1%. A adicdo de NaF em amostras de sangue ante mortem
destinadas ao exame de alcoolemia inibe a formacao de éalcool in vitro (CHANG et
al.,1984, WINEK; PAUL, 1996; SHAN et al., 2011).

Os procedimentos de coleta foram realizados no Hemocentro da cidade de

Rio Branco (HEMOACRE), de acordo com o procedimento padrdo da instituicao.

3.3 Preparacéo das Soluc¢des de Etanol e Aliquotagem das Amostras

Com as amostras de sangue coletadas foram construidas trés solu¢cdes com
etanol, com objetivo se obter as concentracées de 10, 20 e 40 dg L. Logo que as
solucbes de etanol foram construidas, trés amostras de cada solucdo foram

imediatamente submetidas ao exame de alcoolemia, sendo a média dos resultados
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das triplicatas utilizada como referéncia da concentracao inicial. A concentracéo inicial
de cada solucéo foi identificada nos resultados deste estudo como “dia 0”.

A escolha das concentragfes das solugdes de etanol utilizadas no presente
trabalho se baseou na pesquisa realizada por Baginski (2016), onde foi constatado
gue a concentracdo meédia de etanol nas amostras forenses submetidas ao exame de
alcoolemia no Instituto de Analises Forenses (IAF) da Policia Civil do Estado do Acre
é de aproximadamente 20 dg L. As outras solucdes, nas concentracdes de 10 e 40
dg L%, foram produzidas de modo a se obter, respectivamente, amostras com a
metade e o dobro da concentracdo média das amostras analisadas na rotina do IAF.
A construcado dessas solugdes visou estudar a influéncia da concentracédo inicial na
perda de etanol ocorrida durante o periodo de armazenamento das amostras.

As trés solugdes (10, 20 e 40 dg L) foram distribuidas (aliquotadas) em tubos
de coleta de sangue a vacuo de 13x75 mm e 4 mL, de modo a se obter tubos
preenchidos com 1, 2 ou 4 mL de amostra. O enchimento com volumes variados
objetivou a obtencao de tubos preenchidos com aproximadamente 25, 50 ou 100% do
seu volume util, e desta maneira, avaliar a influéncia do volume de amostra na perda
de etanol ocorrida durante o periodo de armazenamento.

O enchimento (aliguotagem) dos tubos foi realizado por acédo do vacuo (vacuo
presente originalmente no interior dos tubos), com o uso de seringa estéril de 20 mL
com agulha de 0,7x25 milimetros. Para tanto, a seringa foi preenchida com a solucao
de etanol e entdo as aliquotas foram transferidas para o interior dos tubos furando-se
a rolha de borracha e aguardando o enchimento. O procedimento de enchimento
seguiu a recomendacéao do fabricante, sendo que nenhum tubo teve sua rolha retirada
para a transferéncia da solugéo de etanol.

Ao final do procedimento de aliquotagem foi obtido 48 tubos de cada uma das
concentracdes de etanol nas amostras (10, 20 e 40 dg L) e volume de sangue (1, 2

e 4 mL), conforme esquematizado na Figura 6.
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Figura 6 — Divisao dos tubos de acordo com a concentracéo e volume apds o processo de
aliquotagem das amostras

Solugéo de 10dg L™ Solugdo de 20dg L Solugao de 40dg L™

8 4 4 8 a8 4 48 43 48
unid.  unid.  unid. unid.  unid. unid. unid. unid.  unid.

Fonte: (produgéo propria).

Para simular a influéncia da integridade do tubo na perda de etanol durante o
periodo de armazenamento, metade dos tubos foram violados e mantidos sem as
rolhas por aproximadamente 20 segundos, e entdo tampados e identificados como
“violado”. Este procedimento objetivou simular as situacfes em que ndo é possivel a
coleta de amostra exclusiva para a contraprova, € 0 mesmo tubo de amostra utilizado
para a realizacdo do exame de alcoolemia de rotina foi armazenado apds ser violado.
Os demais frascos, que néo tiveram suas rolhas abertas, foram armazenados e
identificados como “lacrado”.

Durante os procedimentos normais da rotina do Instituto de Anéalises Forenses
da Policia Civil do Estado do Acre, segundo as cronometragens realizadas para efeito
desse estudo, 20 segundos foi 0 tempo médio em que um tubo de sangue permaneceu
aberto durante a aliquotagem (pipetagem da amostra) para a realizagdo do exame de
alcoolemia.

Ao final do processo de abertura, foram obtidos 24 tubos de sangue de cada
concentracéo de etanol, volume de amostra, e situacao do lacre (violado ou lacrado)
(Figura 7).
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Figura 7 — Divisao dos tubos de acordo com a concentracao e volume apés o processo de
aliquotagem das amostras.

Solugido de 10dg L Solugédo de 20dg L' Solugéo de 40dg L
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
unid. unid.  unid. unid.  unid. unid.J unid. unid.  unid. unid.  unid. unid.} unid. unid.  unid. unid.  unid. unid.,
lacrado violado lacrado violado lacrado violado

Fonte: (produgéo propria).

Nos dias das analises, as amostras (tubos), controle interno (solucdes padréo
de etanol de 10, 20 e 40 dg L) e padrdo analitico interno (solucdo de isopropanol 8
dg L), foram retirados do refrigerador previamente as andlises para que atingissem
a temperatura ambiente. Todas as amostras foram criteriosamente homogeneizadas
previamente aos procedimentos de pipetagem.

Trés tubos de cada amostra foram utilizados em cada dia de analise, sendo
considerado o resultado das andlises a média das triplicatas. Para a realizacdo das
andlises, 500 pL de amostra e 500 puL de padréo interno (isopropanol 8 dg L) foram

pipetados em vial de vidro para headspace de 20 mL e imediatamente lacrados.

3.4 Controle negativo

Parte do sangue coletado dos voluntéarios foi distribuido (aliquotado) em tubos
de coleta de sangue a vacuo de 13x75 mm e 4 mL. Os frascos foram armazenados
em refrigerador (4°C) e analisados, também em triplicata, nos dias dos experimentos,
com o objetivo de observar a formacao de etanol in vitro. A formacgé&o de alcool in vitro
€ um indicativo da contaminacdo do sangue por microrganismos que realizam a

fermentacao alcodlica de carboidratos.
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3.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massa (CG/EM)

As medidas da concentracdo de alcool foram realizadas pela técnica de
Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massas e Injecdo por Headspace
(CG/EM - HS), utilizando hélio padrédo 5.0 como gas de arraste, no equipamento da
marca Agilent (Wilmington, EUA) modelo 7890A e 5975C com pipetador automatico
de amostras GC Sampler 120. A utilizacdo de um sistema automatizado de injecao
permitiu uniformizar o tratamento das amostras, eliminando variagdes referentes ao
tempo e temperatura de incubacdo entre as amostras. A utilizacdo do pipetador
automatico garantiu também a uniformidade do volume de amostra injetada no
cromatografo gasoso.

O cromatégrafo gasoso estava equipado com uma coluna capilar de
cromatografia, modelo HP-5MS (5%-fenil-dimetilpolisoloxano), nas especificacdes: 30
metros de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura do
filme. O método utilizado foi o recomendado pelo manual de andlises forenses Agilent
(modificado), previamente validado no Laboratdrio de Analises Forenses da Policia
Civil do Estado do Acre para o exame de alcoolemia. As amostras foram incubadas a
70°C sob agitacédo constante pelo tempo de 900 segundos. O volume de injecéo da
amostra foi de 250 pL, com programacdo de temperatura iniciando a rampa de
aquecimento em 40°C (3 minutos), em seguida aquecendo 20°C por minuto até atingir
100°C, ficando neste patamar por 1 minuto. O modo de inje¢éo foi split na razédo 1:25.
O espectrémetro de massas foi configurado no modo scan, com selecédo de unidade
de massas de 15-120 m/z. A temperatura do injetor estava configurada em 200°C, a

linha de transferéncia a 250°C, fonte 230°C e o quadrupolo a 150°C.

3.6 Curva de calibracao

A curva de calibracdo do método foi construida com solu¢des padréao de etanol
nas concentracdes de 2, 5, 10, 20, 40 e 60 dg L%, com uso de etanol grau analitico
Labsynth (Diadema, SP, Brasil) utilizando como controle interno de corrida o alcool
isopropilico grau biotecnologia Amresco (Solon, Ohio, USA) na concentracéo de 8 dg
L-1. Para a construcdo da curva, foi pipetado 500 pL de solucédo padrdo de etanol e
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500 pL de controle interno em tubos de headspace de 20 mililitros com tampa de rosca

e septo de teflon. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.7 Analise Estatistica

Variagbes na concentracdo de etanol superiores a 5% foram consideradas
significativas.

A influéncia dos fatores na perda de etanol foi analisada por estatistica fatorial
3x3x2: trés concentracdes de etanol (40, 20 e 10 dg L1), trés volumes de amostra (4,
2 e 1 mL) e duas condi¢des do tubo (violado ou lacrado). Valores de p<0,05 foram
considerados significativos. Todas as analises foram realizadas com auxilio do

software Sisvar®.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controle Negativo

As andlises realizadas nas amostras de controle permaneceram negativas
durante todo o periodo de armazenamento, revelando néo ter ocorrido formacéo de
etanol in vitro. Os resultados demonstraram que as amostras nao sofreram
fermentacdo por microrganismos, e, portanto, ndo houve interferéncia na
concentragdo de etanol em razdo deste fendmeno durante o tempo de
armazenamento. Os resultados dos controles negativos ndo estdo demonstrados em
tabelas ou graficos.

Os resultados obtidos estéo de acordo com os estudos realizados por Chang
et al., (1984), Winek e Paul (1996) e Shan et al., (2011), onde foi demonstrado n&o
haver formacdo de etanol em amostras de sangue armazenadas por curto ou longo
periodo, quando conservadas com fluoreto de sédio (NaF). Vance et al., (2015)
também observaram nao ocorrer formacao de alcool in vitro em amostras conservadas
com fluoreto de sédio, mesmo quando acondicionadas em temperatura ambiente por
até 60 dias. Em adicdo aos dados da literatura, os resultados do presente estudo
comprovaram gue o fluoreto de sddio, na concentragédo de 1%, foi eficaz em impedir

a formacéao de etanol in vitro nas amostras.

4.2 Andalise das amostras

Na solucdo de concentracdo de 40 dg L%, tanto nos tubos lacrados quanto
violados, as perdas maximas de etanol ocorreram no periodo de 120 a 150 dias de
armazenamento. As analises revelaram tendéncia de perda desde a primeira semana
(Gréfico 3, pagina 43), entretanto, mesmo com 150 dias de armazenamento nao

houve perda superior a 5% em nenhuma amostra.
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Gréfico 3 - Concentracdo de etanol em funcédo do tempo de armazenamento - solucdo de 40 dg L nos
volumes de 4 mL (A), 2 mL (B) e 1 mL (C)
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As perdas percentuais maximas acumuladas nas amostras lacradas foram de
4,26%, 4,38% e 4,03% para os volumes de 4, 2 e 1 mL respectivamente, enquanto
nas amostras violadas, foram de 3,70% ,4,28% e 3,48%, para os volumes de 4,2 e 1
mL respectivamente. Os resultados das andlises, perdas acumuladas em dg L e

perda acumulada percentual estdo presentes na Tabela 4 (pagina 44).
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Tabela 4 — Solucdo de 40 dg L: resultados das analises, perdas acumuladas em dg L e percentuais
nos tubos lacrados e nao lacrados, nos volumes de 4, 2 e 1 mL, durante o periodo de armazenamento.

Dia Média dos resultados (dg L) Diferenga (dg L) Diferenga %

LACRADA VIOLADA LACRADA VIOLADA LACRADA VIOLADA

4mL  2mL  ImL 4mL  2mL  ImL 4mL 2mL  1mL 4mL 2mL  1mL 4mL  2mL  1mL 4mL 2mL  1mL

0 39,71 N/A N/A

7 39,84 39,58 39,88 39,83 39,47 39,65 013 013 0,17 0,12 -0,24 -0,06 033 -034 043 0,30 -0,60 -0,15
15 39,59 39,53 39,70 39,50 39,41 39,68 012 -0,18 -0,01 0,21 -0,30 -0,03 -0,30 -0,46 -0,03 0,53 -0,76 -0,08
30 39,42 3938 39,71 39,37 3921 39,47 029 -0,33 0,00 0,34 -050 -024 0,73 -0,83 0,00 086 -126 -0,60
45 39,21 39,44 39,56 39,31 3935 3938 050 -0,27 -0,15 040 -0,36 -0,33 -1,26 -0,67 -0,38 -1,01 -091 -0,83
60 39,13 39,27 39,40 39,27 39,14 39,31 0,58 -044 -031 0,44 -057 -0,40 -1,46 -111 -0,78 -1,11 -144 -101
90 38,74 3887 3912 38,97 3884 3913 0,97 -0,84 -0,59 0,74 -0,87 -0,58 2,44 212 -1,49 -186 -2,19 -146
120 3855 3840 3877 38,71 3848 38,62 -116 -131 -0,94 -1,00 -1,23 -1,09 2,92 -330 -2,37 252 -310 -2,74
150 38,02 37,97 3811 38,24 38,01 3833 -1,69 -1,74 -1,60 -147 -1,70 -1,38 -4,26 -438 -4,03 3,70 -428 -3,48

Na solucdo de concentracdo de 20 dg L%, tanto nos tubos lacrados quanto
violados, as perdas maximas de etanol também ocorreram entre 120-150 dias de
armazenamento. As analises revelaram tendéncia de perda desde a primeira semana
em todas amostras (Grafico 4, pagina 45), e em todas as amostras, com excec¢ao dos
tubos armazenados lacrados com 4 mL, houve perda superior a 5% entre 120-150
dias de armazenamento. Nas amostras armazenadas violadas com volume de 2mL,

a perda superior a 5% ocorreu a partir do periodo de 90-120 dias.

Nas amostras lacradas da solucdo de concentragéo de 20 dg L%, as perdas
acumuladas percentuais maximas foram de 3,25%, 5,59% e 5,23 % para 0s volumes
de 4, 2 e 1mL respectivamente, enquanto nas amostras violadas as perdas
acumuladas percentuais maximas foram de 5,18%, 6,40% e 5,54%, para os volumes

de 4, 2 e 1 mL respectivamente.

As andlises realizadas demonstraram ainda, que apesar da tendéncia de
perda de etanol desde a primeira semana, os tubos armazenados de maneira ideal (4
mL e néo abertos), foram capazes de conferir maior estabilidade nas amostras, que

sofreram perda de 3,25% durante os 150 dias de armazenamento.
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Gréfico 4 - Concentracdo de etanol em funcdo do tempo de armazenamento - solucdo de 20 dg L nos

volumes de 4 mL (A), 2 mL (B) e 1mL (C)
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Os resultados das andlises, perdas acumuladas em dg L e perda acumulada

percentual podem ser verificadas na Tabela 5 (pagina 46).
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Tabela 5 - Solucéo de 20 dg L resultados das andlises, perdas acumuladas em dg L1 e percentuais
nos tubos lacrados e ndo lacrados, nos volumes de 4, 2 e 1 mL, durante o periodo de armazenamento.

Dia

15
30
45
60
90
120

150

Média dos resultados (dg L) Diferenca (dg L) Diferenca %
LACRADA VIOLADA LACRADA VIOLADA LACRADA VIOLADA
4mL 2mL 1mL 4mL 2mL imL 4mL  2mL  1mL 4mL  2mL  1mL 4mL 2mL  1mL 4mL  2mL  1mL
19,69 N/IA N/A
19,71 19,61 19,55 19,74 19,87 19,61 0,02 -0,08 -014 005 018 -0,08 00 -041 -071 025 091 -041
19,65 19,29 19,61 1955 19,62 19,51 -0,04 -040 -0,08 0,14 0,07 -0,18 0,20 -2,03 -041 0,71 036 -0,91
1950 19,11 1942 19,64 1951 19,44 0,19 -058 -0,27 0,05 -0,18 -0,25 096 -295 -1,37 025 -091 -1,27
19,39 19,14 19,40 1942 19,39 19,39 0,30 -0,55 -0,29 0,27 0,30 -0,30 1,52 2,79 -1,47 -1,37  -152 -1,52
19,35 19,01 19,27 19,30 19,11 19,27 0,34 -068 -042 0,39 -058 -042 -1,73 -345 2,13 -1,98  -295 -2,13
19,22 1894 19,14 19,09 18,84 19,04 0,47 -0,75 -0,55 -0,60 -0,85 -0,65 2,39 381 2,79 3,06 -432 -3,30
19,14 18,84 18,97 18,94 18,70 18,72 055 -0,85 -0,72 0,75 -0,99 -097 2,79 -432 -3,66 -3,81 503 -4,93
19,05 1859 18,66 18,67 18,43 18,60 0,64 -1,10 -1,03 -,02 -1,26  -1,09 325 559 523 5,18 -640 -554

Assim como foi observado nas solucdes de 40 e 20 dg L, na solucédo de 10

dg L%, tanto nos tubos lacrados quanto violados, as perdas maximas de etanol

ocorreram no periodo de 120 a 150 dias de armazenamento. Em todas as amostras

houve tendéncia de perda de etanol desde a primeira semana (Grafico 5, pagina 47).

Com excecdo dos tubos armazenados violados com 4 e 1 mL, todas as outras

amostras (tubos violados de 2 mL e tubos lacrados de 1, 2 e 4 mL) sofreram perda

superior a 5%.

Na solucdo de concentracdo de 10 dg L, as perdas percentuais maximas

acumuladas nas amostras lacradas foram de 5,04%; 5,76% e 5,24% para 0s volumes

de 4, 2 e 1 mL respectivamente, enquanto nas amostras violadas, as perdas foram de

4,93%; 5,55% e 4,52% para os volumes de 4, 2 e 1 mL, respectivamente (Tabela 6,

pagina 47).
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Gréfico 5 - Concentracao de etanol em funcdo do tempo de armazenamento - solucdo de 10 dg L nos
volumes de 4 mL (A), 2 mL (B) e 1mL (C)
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Tabela 6 — Solugéo de 10 dg L resultados das analises, perdas acumuladas em dg L e percentuais
nos tubos lacrados e nao lacrados, nos volumes de 4, 2 e 1 mL, durante o periodo de armazenamento.

Dia

15
30
45
60
90

120

150

Média dos resultados (dg L*?) Diferenga (dg L) Diferenca %
LACRADA VIOLADA LACRADA VIOLADA LACRADA VIOLADA
4mL  2mL 1mL 4mL  2mL imL 4mL  2mL  ImL 4mL  2mL  1mL 4mL 2mL  ImL 4mL  2mL  ImL
9,73 N/A N/A
969 978 9,77 977 968 971 004 005 0,04 0,04 -0,05 -0,02 041 051 041 041 -051 -021
9,61 9,60 9,74 9,64 9,66 9,68 0,12 -0,13 0,01 0,09 -0,07 -0,05 -123 -1,34 0,10 092 0,72 -051
951 955 9,78 965 954 9,65 022 -0,18 0,05 008 -019 -0,08 2,26 -1,85 051 082 -1,95 -082
9,47 9,41 9,65 9,41 9,42 9,60 0,26 -0,32 -0,08 032 031 -0,13 2,67 -329 -0,82 329 319 1,34
949 932 9,60 937 939 947 024 -041 013 036 -0,34 -0,26 247 421 134 3,70 -3,49 -2,67
9,38 9,34 9,55 9,45 9,31 9,44 035 -0,39 -0,18 0,28 -042 -0,29 -360 -401 -1,85 2,88 -432 -2,98
931 926 9,40 934 927 936 042 -047 033 039 -046 -0,37 432 -483 -339 44,01 473 -380
9,24 9,17 9,22 9,25 9,19 9,29 049 -056 -0,51 0,48 054 -044 5,04 576 524 -493 555 -452
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Analisando os resultados das quantificacfes presentes nas tabelas € possivel
verificar que em alguns casos, mesmo apoés o periodo de estocagem, houve um sutil
aumento na concentragcdo de etanol. Tal constatacdo pode ser observado, por
exemplo, na solucdo de 20 dg L, onde o resultado do dia O foi de 19,69 dg L'e o
resultado da analise da amostra violada no dia 7, tubos com 1 mL, foi de 19,87 dg L
(Tabela 5, pagina 46) Apesar do resultado da analise do dia 7 ser matematicamente
superior ao do dia 0 em 0,91%, tal fato ndo indica 0 aumento real na concentracdo de
etanol, mas somente a variagdes experimentais esperadas e aceitaveis, inferiores ao
limite de significancia de 5%.

Caso o fenbmeno da formacéo de alcool in vitro fosse o responsavel pelo
aumento da concentracdo, tal fato seria verificado nas andlises posteriores, onde
possivelmente ao final do tempo de armazenamento, ao invés de perda, seria
observado aumento na concentracao de etanol quando comparada a analise inicial

Quanto a relacéo de perda de etanol em funcao do tempo de armazenamento,
os resultados obtidos neste estudo concordam, ao menos em parte, com os resultados
obtidos por Jones e Ericsson (2016). Os autores observaram perda significativa de
etanol entre 14-28 dias nas amostras de sangue armazenadas a 4°C, mas em razéo
do pequeno desvio padrdao do método utilizado nas andlises, foram consideradas
significativas variacdes superiores a 2,9%; 1,4%; 1,2%; e 1,1% para as solucdes de
0,2; 1; 2 e 3 g L%, respectivamente. Entretanto, assim como o verificado na solugdo
de 20 dg L! deste estudo, variacdes superiores a 5% foram visualizadas somente apés
91 dias de armazenamento.

A analise estatistica demonstrou que a concentracdo prévia das solucées
utilizadas neste estudo (40, 20 e 10 dg L) ndo interferiram significativamente na perda
de etanol durante os 150 dias de armazenamento. Brown e Neylan (1973) assim como
Jones e Ericsson (2016) concluiram em seus trabalhos, que a concentracao inicial de
etanol ndo exerceu influéncia na perda durante o periodo de armazenamento.
Tiscione et al. (2015), ao reanalisaram 117 amostras de sangue armazenadas por 5,4
a 10,3 anos, também concluiram que a concentragcao previa de etanol ndo contribui
para maiores perdas percentuais.

Alguns autores afirmaram que os tubos armazenados abertos e com grande
volume de ar sofrem maior perda de etanol quando comparados aos fechados e com
menor volume de ar (FERRATI et al., 2006; TISCIONE et al., 2015). Tal fato néo foi

observado neste estudo durante os 150 dias de armazenando. A andlise estatistica
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indicou que os fatores volume de amostra e situacao do lacre dos tubos (lacrados ou
violados) néo influenciou significativamente a perda de etanol durante os 150 dias de
armazenamento. Por outro lado, no estudo de Tiscione et al. (2015), a influéncia do
volume da amostra (ou do ar no interior do frasco) se mostrou mais significativo em
longos periodos de armazenamento (5,4 a 10,3 anos).

Assim como verificado neste estudo, os dados presentes na literatura indicam
que a perda de etanol em amostras de sangue ante e post mortem est4, de maneira
geral, comprovadamente relacionada com o tempo de armazenamento. Observa-se,
entretanto, que em algumas situacfes, enquanto a maioria das amostras
armazenadas por longo periodo de tempo sofre perdas significativas, outras sofrem
pouca ou nenhuma perda de etanol.

Olsen e Hearn (2003) reanalisaram amostras de sangue e humor vitreo post
mortem apos 5 ou 6 anos de armazenamento, acondicionadas em frascos de 50 mL
e 10 mL respectivamente. Observou-se que a variacdo na perda de etanol nas
amostras de sangue foi de 4% a 100%. Considerando os resultados da reanalise de
trés amostras que apresentavam a mesma concentracao inicial (0,27g/dL), a perda de
etanol variou entre 15% a 59%. Neste mesmo estudo 05 amostras de sangue
armazenadas em frascos de 10 mL também foram reanalisadas. Apesar de uma das
amostras ter perdido 11%, outras 3 amostras nao tiveram perda de etanol, indicando
que é possivel a conservacdo de amostras de sangue por longo periodo de tempo
com pouca ou nenhuma perda de etanol. Os autores concluiram que o tempo de
armazenamento e o maior volume headspace contribuiram para as maiores perdas
de etanol.

Shan et al. (2011) reanalisaram amostras de sangue ante mortem apés 13 a 39
meses de armazenamento. Foi verificado que a perda de etanol variou de 0,97% (21
meses) a 47,22% (27 meses) para amostras armazenadas néo lacradas e 2,37% (28
meses) a 38,89% (27 meses) para amostras lacradas. No grupo das amostras nao
lacradas enquanto um tubo armazenado por 19 meses apresentou perda de 43,21%,
outro armazenado por 21 meses apresentou perda 0,97%. Nas amostras lacradas,
enquanto um tubo armazenado por 27 meses apresentou perda de 38,89%, outro
armazenado por 32 meses apresentou perda de 5,90%.

Os estudos realizados em sangue de diferentes individuos (amostras post
mortem ou de motoristas dirigindo sob a influéncia de etanol) indicam que as

caracteristicas individuais da amostra (p. ex. presenca de hemolise e eritrcitos)
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também exercem importante influéncia na maior ou menor perda de etanol durante o
periodo de armazenamento. Ao incluir fatores bioldgicos relacionados a matriz em seu
estudo fatorial, Kristoffersen et al., (2006) demonstraram que amostras hemolisadas
ou com eritrocitos tendem a perder mais etanol quando comparadas a amostras de
plasma submetidas as mesmas condi¢cbes experimentais. Este estudo foi um bom
exemplo da influéncia das caracteristicas bioldégicas das amostras na perda de etanol,
e explica em parte o motivo pelo qual em um mesmo estudo, amostras de sangue de
origens diferentes submetidas as mesmas condi¢cdes experimentais, apresentam
perdas diferentes de etanol.

Por outro lado, os estudos realizados em amostras de um mesmo individuo
(ou pool de amostras), tornam possivel o entendimento dos fatores nao bioldgicos
envolvidos na perda de etanol, visto que todas as amostras, por serem do mesmo
individuo (ou pool de amostras), contam com 0s mesmos fatores bioldgicos.

Ao que parece, as pesquisas sobre a perda de etanol em amostras de sangue
de individuos diferentes estdo sempre sujeitas a varidveis relacionadas as
caracteristicas da prépria amostra. Amostras de individuos diferentes apresentam
caracteristicas bioldgicas distintas, com diferentes indices hematdécrito, concentragcéao
de hemoglobina eritrocitaria, indices lipidicos e etc.

As caracteristicas biolégicas das amostras pode ser uma explicagéo plausivel,
e parcialmente ja comprovada por alguns estudos, para o0s resultados nao
concordantes dos trabalhos publicados sobre a perda de etanol em amostras de

sangue total.
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5. CONCLUSOES

Na solucéo de 40 dg L, tanto nas amostras violadas quanto nas lacradas, em
todos os volumes de amostra (4, 2 e 1 mL), ndo foram observadas perdas de etanol
superiores a 5% até os 150 dias de armazenamento;

Todas as amostras da solucéo 20 dg L, exceto as armazenadas lacradas e
com 4 mL, apresentaram perda de etanol superior a 5% entre 120-150 dias de
armazenamento. As amostras violadas e com 2 mL sofreram perda superior a 5% a
partir do periodo 90-120 dias de armazenamento;

Todas as amostras da solugdo de 10 dg L, com excecdo das amostras
violadas com 4 e 1 mL, sofreram perda superior a 5% entre 120-150 dias de
armazenamento;

Os fatores: concentracao inicial, volume de amostra e abertura prévia dos
frascos nao influenciaram de maneira significativa na perda de etanol durante 150 dias
de armazenamento;

Os resultados da pesquisa sé&o de grande importancia na rotina forense, visto
gue, embora o sangue seja uma matriz seja relativamente perecivel, mantém-se

analiticamente viavel em média 5 meses para o exame de alcoolemia,;

As andlises realizadas para desenvolvimento deste trabalho ndo esgotam ou
explica todos os fatores envolvidos da perda de etanol, em amostra de sangue

armazenadas;

Para o melhor entendimento da influéncia dos fatores biol6gicos amostrais na
perda de etanol durante o periodo de armazenamento, € prudente que cada
laboratoério desenvolva estudos de acordo com a propria realidade, incluindo em seus
protocolos experimentais os fatores relativos as variaveis normalmente observadas

em sua rotina.



52

6. REFERENCIAS

ANDERSON, S. G.; ALLENDER, W.; MOYNHAM, A. F.; PERL, J.; JENNINGS, S. R;;
STARMER, G. A.; LEWIS, K.; BROCKLESBY, C. The effects of storage on the
accuracy of blood alcohol readings. Sydney (AU): Clinical Forensic Medicine Unit,
Sydney Police Center, 2010.

BAGINSKI, L. J.; Andlise de alcoolemia em amostras biolégicas post mortem
para uso forense no estado do acre. 2016. 45 f. Tese (Doutorado da Rede de
Biodiversidade e Biotecnologia da Amazonia Legal) — Universidade Federal do Acre,
Rio Branco, 2016.

BORDIN, D. C. M.; MONEDEIRO, F. F. S. S.; CAMPOS, E. G.; ALVES, M. N. R;;
BUENO, L. H. P.; MARTINIS, B. S. Técnicas de preparo de amostras biol6gicas com
interesse forense. Scientia Chromatographica, v. 7, p.125-143, 2015.

BRASIL. Codigo de processo penal: decreto lei n® 3.689 de 1941. Rio de Janeiro:
Presidéncia da Republica, 1941.

BRASIL. Cédigo de transito brasileiro: Resolugdo n° 432 de 23 de janeiro de 2013.
Brasilia: Conselho Nacional de Transito, 2013.

BRASIL. | Levantamento Nacional dos Padrdes de Consumo de Alcool na
Populacéo Brasileira. 1. ed. Brasilia: Secretaria Nacional Antidrogas, 2007.

BRASIL. Medida provisoria n°® 1.569-9 de 11 de dezembro de 1997. Diario oficial
da Republica Federativa do Brasil. Brasilia, 1997.

BROWN C. A, NEYLAN D. The stability of ethanol in stored blood. Part 1. Important
variables and interpretation of results. Analytica Quimica Acta. v. 66, p. 271-283,
1973.

CAMPOS, V. R.; SILVA, R. S.; DUAILIBI, S.; LARANJEIRA, R.; PALACIOS, E. N;
GRUBE, J. W.; PINSKY, G. I. Drinking and driving in southeastern Brazil: Results from
a roadside survey study. Addictive Behaviors, v.38, p. 1442-47, 2013.

CAVALIERI, D.; McGOVERN, P. E.; HARTI, E. D.; MORTIMER, R.; POLSINELLI, M.
Evidence for S. cerevisiae fermentation in ancient wine. Journal of Molecular
Evolution, v. 57, sup. 1, p. 226-232, 2003.


http://link.springer.com/journal/239
http://link.springer.com/journal/239

53

CERVIERI JUNIOR, O.; TEIXEIRA JUNIOR, J. R.; GALINARI, R.; RAWET, E. L,
SILVEIRA, C. T. J. O setor de bebidas no Brasil. BNDES Setorial, n. 40, p. 93-129,
2014. Disponivel em: <https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS
%2040%200%20setor%20de%20bebidas%20n0%20Brasil_P.pdf>. Acessado em 20
jan. 2017.

CHANG, R. B.; SMITH, W. A.; WALKIN, E.; REYNOLDS, P. C. The stability of ethyl
alcohol in forensic blood specimens. Journal of Analytical Toxicology, v. 8, p. 66-7,
1984.

CLAUSEN, T.; MARTINEZ, P.; TOWERS, A.; GREENFIELD, T.; KOWAL, P. Alcohol
consumption at any level increases risk of injury caused by others: data from the study
on global ageing and adult health. Substance Abuse: Research and Treatment, v.
9, p. 125-132, 2015.

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L.; BONATO, P. S. Fundamentos de Cromatografia. 1
ed. Campinas: Editora da Unicamp, 2014. 203-270 p.

ENGELHART, D. A.; JENKINS, A. J. Evaluation of an onsite alcohol testing device for
use in postmortem forensic toxicology. Journal of Analytical Toxicology, v. 25, p.
612-615, 2001.

FLACSO - FACULDADE LATINO AMERICANA DE CIENCIAS SOCIAIS - CONSUMO
DE BEBIDAS ALCOOLICAS NO BRASIL - Estudo com base em fontes secundarias.
Disponivel em: <http://flacso.org.br/files/2015/02/RelatorioConsumodoAlcoolnoBrasil
Flacso05082012.pdf>. Acessado em 12 fev. 2017.

GARCIA, L. P.; FREITAS, L. R. S. Consumo abusivo de alcool no Brasil: Resultados
da pesquisa nacional de satude 2013. Epidemiologia Servi¢o e Saude, v. 24, n. 2, p.
227-237, 2015.

GARRIOTT, J. C. editor. Analysis for alcohol in postmortem specimens. In:
Medicolegal aspects of alcohol. 3 ed. Tucson: AZ: Lawyers and Judges Co, p. 151-
63, 1996.

GUBALA, W.; ZUBA, D. Gender differences in the pharmacokinetics of ethanol in
saliva and blood after oral ingestion. Polish Journal of Pharmacology, v. 55, p. 639-
44, 2003.

HONEY, D. et al. Comparative alcohol concentrations in blood and vitreous fluid with
illustrative case studies. Journal of Analytical Toxicology, v. 29, p. 365-9, 2005.


https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS%20%2040%20O%20setor%20de%20bebidas%20no%20Brasil_P.pdf
https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS%20%2040%20O%20setor%20de%20bebidas%20no%20Brasil_P.pdf
http://flacso.org.br/files/2015/02/RelatorioConsumodoAlcoolnoBrasil%20Flacso05082012.pdf
http://flacso.org.br/files/2015/02/RelatorioConsumodoAlcoolnoBrasil%20Flacso05082012.pdf

54

JONES, A. W.; ERICSSON, E. Decreases in blood ethanol concentrations during
storage at 4 °C for 12 months were the same for specimens kept in glass or plastic
tubes. Practical Laboratory Medicine, v. 4, p 76-81, 2016.

JONES, A. W.; HOLMGREN, A.; AHLNER, J. Toxicology findings in suicides:
Concentrations of ethanol and other drugs in femoral blood in victims of hanging and
poisoning in relation to age and gender of the deceased. Journal of forensic and
legal medicine, v. 20, n. 7, p. 842-47, 2013.

KRISTOFFERSEN, L.; STORMYHR L. E.; SMITH-KIELLAND A. Headspace gas
chromatographic determination of ethanol: The use of factorial design to study effects
of blood storage and headspace conditions oh ethanol stability and acetaldehyde
formation in whole blood and plasma. Forensic Science International. v. 161, p. 151-
7, 2006.

KOCAK, F. E.; ISIKLAR, O. O.; KOCAK, H. MERAL, A. A comparison of blood ethanol
stabilities in different storage periods. Biochemia Medica, v. 25, n.1, p. 57-63, 2015.

LEITE, R. C. C.; LEAL, M. R. O bicombustivel no Brasil. Novos Estudos CEBRAP, n.
78, p. 15-21, 2006.

LEVINE, B.; CAPLAN, Y. H. Alcohol. In: Principles of Forensic Toxicology. 2. ed.
Washington, AACC Press, p.169-184, 2006.

MCGOVERN, P. E.; MIRZOIANB, A.; HALLA, G. R. Ancient egyptian herbal wines.
PNAS, v. 106, n. 18, p. 7361-66, 2009.

NATIONAL INSTITUTE ON ALCOHOL ABUSE AND ALCOHOLISM - NIAAA. Alcohol
overdose: The dangers of drinking too much. Disponivel em
<https://pubs.niaaa.nih.gov/publications/alcoholoverdosefactsheet/overdosefact.htm>
Acessado em 16 nov. 2016.

OLSEN, T.; HEARN, W. L. Stability of ethanol in postmortem blood and vitreous humor
in long-term refrigerated storage. Journal of Analytical Toxicology, v. 27, p. 517-9,
2003.

PAPIERZ, P. A. comparative study of the ethyl alcohol concentration in vitreous humor
in relation to ethyl alcohol concentration in blood and urine. Problems of Forensic
Sciences, v. 58, p. 34-44, 2004.



55

PETKOVIC, S.; SAVIC, S.; ZGONJANIN D.; SAMOJLIK, I. Ethanol concentrations in
antemortem blood samples under controlled conditions. Alcohol & Alcoholism, v. 43,
n. 6, p. 658-60, 2008.

POOLE, C.F. The essence of chromatography. 1 ed. Amsterdan: Elsevier Science,
2003.

SHAN, X.; TISCIONE, N. B; ALFORD, I.; YEATMAN, D. T. A study of blood alcohol
stability in forensic antemortem blood samples. Forensic Science International, v.
211, p. 47-50, 2011.

SUTLOVIC, D.; VERSIC-BRATINCEVIC, M.; M, DEFINIS-GOJANOVIC, M. Blood
alcohol stability in postmortem blood samples. American Journal of Forensic
Medical Pathology, v. 35, n.1, p. 55-8, 2014.

TISCIONE, N. B.; VACHA, R. E.; ALFORD, I.; YEATMAN, D. T.; SHAN, X. Long-Term
blood alcohol stability in forensic antemortem whole blood samples. Journal of
Analytical Toxicology Advance Access, p. 1-7, 2015.

TISCIONE, N. B. Ethanol analysis by headspace gas chromatography with
simultaneous flame-ionization and mass spectrometry detection. Journal of
Analytical Toxicology, v. 35, p. 501-11, 2011.

VANCE, C. S.; CARTER, C. R.; CARTER, R. J.: DEL VALLE, M. M.; PENA, J. R.
Comparison of Immediate and Delayed Blood Alcohol Concentration Testing. Journal
of Analytical Toxicology, v. 39, p. 538-544, 2015.

WASFI, I. A.; AL-AWADHI A. H.; AL-HATALI, Z. N.; AL-RAYAMI, J. F.; AL KATHEERI,
N. A. Rapid and sensitive static headspace gas chromatography-mass spectrometry
method for the analysis of ethanol and abuse inhalants in blood. Journal of
Chromatography B, v. 799, p. 331-336, 2004.

WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO. Intimate partner violence and alcohol
2006. Disponivel em <http://www.who.int/violence_injury_prevention/violence/
world_report/factsheets/fs_intimate.pdf>. Acessado em 08 fev. 2017.

WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO. Global Status Report on Alcohol and
Health, 2014. Disponivel em <http://www.who.int/substance abuse/publications/
global_alcohol_report/en/>. Acessado em 08 fev. 2017.


http://www.who.int/violence_injury_prevention/violence/%20world_report/factsheets/fs_intimate.pdf
http://www.who.int/violence_injury_prevention/violence/%20world_report/factsheets/fs_intimate.pdf
http://www.who.int/substance_abuse/

56

WINEK, C. L.; PAUL, L. J. Effect of short-term storage conditions on alcohol
concentrations in blood from living human subjects. Clinical Chemistry, v. 29, n. 11,
p. 1959-1960, 1983.



