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Resumo

Embora o procedimento de ensaio para a quantificacdo do etanol seja um processo
relativamente simples, segundo a literatura existem algumas davidas relativamente a
origem do etanol determinado post mortem, uma vez que ha a possibilidade de formacéo
e eliminacdo post mortem desta substancia, o que pode levar a uma incorreta interpretacédo
dos resultados analiticos. Assim, como referido na literatura, € recomendado analisar para
além do sangue outras matrizes biologicas. O uso de diferentes tipos de matrizes
bioldgicas tem como intuito corroborar os resultados obtidos através da analise no sangue.
O presente estudo propde a anélise simultdnea do humor vitreo e da urina como matrizes
biolégicas complementares na determinacdo e quantificacdo de etanol em casos post
mortem.

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento e a validacdo de uma metodologia
analitica rapida e fiavel para a detecdo, identificacdo e quantificacdo de etanol
simultaneamente em diferentes tipos de matrizes bioldgicas (humor vitreo, sangue e
urina) em situagdes post mortem.

O presente trabalho experimental englobou duas partes distintas. Numa primeira parte,
procedeu-se a otimizacdo de um método cromatogréafico, ja existente no Servico de
Quimica e Toxicologia Forenses da Delegacdo do Centro (SQTF-DC) do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INMLCF, I.P.), para a determinacao
de etanol em amostras de sangue num cromatdgrafo de gases Varian 450-GC com detetor
de ionizacdo de chama, acoplado a um injetor de headspace (HS-GC-FID). Para além da
otimizacdo das condi¢Bes cromatograficas, houve a necessidade de alterar o padrdo
interno usualmente utilizado, o n-propanol, pelo acetonitrilo. A preparacdo dos vials foi
realizada por meio da diluicdo de 100 puL da amostra de interesse em 1 mL de padréo
interno (acetonitrilo a 0,1 g/L). Durante a analise cromatografica foram utilizadas duas
colunas capilares (VF-5ms e VF-624ms) com diferentes polaridades, de forma a garantir
o cumprimento dos critérios de identificagdo recomendados para este tipo de analise, ou
seja, que todas as substancias em estudo fossem devidamente identificadas e distinguidas
das restantes. Na segunda parte, efetuou-se a validacdo da metodologia analitica
desenvolvida para a detecdo, identificacdo e quantificagdo de etanol post mortem nas
diferentes matrizes bioldgicas.

O etanol foi estudado numa gama de trabalho de 0,10-5,00 g/L e foram avaliados os
parametros da seletividade, interferentes, modelo de calibracéo e linearidade, limiares
analiticos, precisdo, exatiddo, arrastamento e estabilidade segundo a norma do Scientific
Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX). A metodologia desenvolvida
apresentou como principal vantagem a reducdo do intervalo de tempo de analise,
permitindo a eluicdo do analito de interesse e do padréo interno em apenas 3 minutos.
Esta metodologia demonstrou ser seletiva e linear na gama de trabalho estudada, com
coeficientes de determinacgdo superiores a 0,99. Relativamente aos limiares analiticos, 0
limite de detecdo foi de 0,01 g/L e o limite de quantificacdo de 0,04 g/L. A metodologia
também apresentou baixos niveis de CV para a precisdo intermédia e para a repetibilidade
e taxas de recuperacdo proximas de 100% o que demonstra ser uma metodologia precisa



e exata. Todos os parametros de validacdo estudados apresentaram resultados
considerados satisfatérios segundo a norma SWGTOX.

Palavras-chave: Etanol, Acetonitrilo, Matrizes bioldgicas, Valida¢io, HS-GC-FID



Abstract

Although the analysis procedure for the quantification of ethanol is a relatively simple
process, according to the literature there are some doubts regarding the origin of the
ethanol determined post mortem, since there is the possibility of formation and post
mortem elimination of this substance, which can lead to an incorrect interpretation of the
analytical results. Thus, as mentioned in the literature, it is recommended to analyze other
biological matrices in addition to blood. The use of different types of alternative
biological matrices is intended to corroborate the results obtained through blood analysis.
The present study proposes the simultaneous analysis of vitreous humor and urine as
complementary biological matrices in the determination and quantification of ethanol in
post mortem cases.

The objective of this study was the development and validation of a fast and reliable
analytical methodology for the detection, identification and quantification of ethanol
simultaneously in different types of biological matrices (vitreous humor, blood and urine)
in post mortem situations.

The present experimental work comprised two distinct parts. In the first part, we
proceeded to the optimization of a chromatographic method, already existing in the
Forensic Chemistry and Toxicology Service of the Center Delegation (SQTF-DC) of the
National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences (INMLCF, I.P.), for the
determination of ethanol in blood samples in a Varian 450-GC gas chromatograph with
flame ionization detector, coupled to a headspace injector (HS-GC-FID). In addition to
the optimization of chromatographic conditions, there was a need to change the internal
standard usually used, n-propanol, by acetonitrile. The preparation of vials was performed
by diluting 100 uL of the sample of interest in 1 mL of internal standard (acetonitrile at
0.1 g/L). During the chromatographic analysis, two capillary columns (VF-5ms and VF-
624ms) with different polarities were used, in order to ensure compliance with the
recommended identification criteria for this type of analysis, that is, that all substances
under study were properly identified and distinguished from the rest. In the second part,
the analytical methodology developed for the detection, identification and quantification
of post mortem ethanol in the different biological matrices was validated.

Ethanol was studied in a working range of 0.10-5.00 g/L and the parameters of
selectivity, interferents, calibration and linearity model, analytical thresholds, precision,
accuracy, entrainment and stability were evaluated according to the Scientific Working
Group for Forensic Toxicology (SWGTOX). The developed methodology presented as
main advantage the reduction of the analysis time interval, allowing the elution of the
analyte of interest and the internal standard in just 3 minutes. This methodology proved
to be selective and linear in the studied work range, with determination coefficients
greater than 0.99. Regarding the analytical thresholds, the detection limit was 0.01 g/L
and the quantification limit was 0.04 g/L. The methodology also showed low levels of
CV for intermediate precision and for repeatability and recovery rates close to 100%,
which proves to be a precise and exact methodology. All validation parameters studied
showed results considered satisfactory according to the SWGTOX standard.

Xi



Keywords: Ethanol, Acetonitrile, Biological matrices, Validation, HS-GC-FID

xii



Indice

AGIAdECTMENTOS ...ttt sttt et e sse e s te et e e reesbeenbesneesreenseenee e vii
INAICE B FIGUIAS ......cvovecvceiceceee ettt XV
INAICE U8 tADRIAS ........ecveececeees ettt st XVii
INAICE U8 BUUAGTES.........oveeeeeeeecieeeeeeee ettt n ettt XiX
ADTEVIBIUIES. ...ttt bbbttt bbbt e bt e et e e XXI
(OF: 1o 11 (U] (o TN IR Vg1 oo [F o= Lo USSR 1
I N (U3 (] 1 oF: o= T o [0 I (=1 1 ¢ - OSSR 3
I O 1 o] 1< £ Y/ o £ S SR 4
Capitulo 11 — ReVis80 da [ITeratura............cceceivieiieiicic e 5
2.1, ERANOL. .ot 7
2.2.  TOXICOCINELICA 0O BTANOL.......cveiiieiiieiicieeee e 8
2.3. Efeitos fisiopatoldgicos e toxicodinamicos do etanol ...........c.ccccceevveveiiieiienens 12
2.4. Interpretacdo dos resultados do etanol post Mortem..........cccccvevvviveiieneciieseenns 13
2.5. Cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama e sistema de injecdo de
headspace (HS-GC-FID) ..ot 18
2.5.1. Cromatografia gasosa (GC).......ccevvveriiieiieeie e 18
2.5.2.  Detetor de ionizacdo de chama (FID) ........cccoveiveiiiiiesieese e 20
2.5.3.  Sistema de headspace (HS)........cccuiiiiiiiiiie e 21
2.6.  Matrizes DIOIOGICAS.......ccviueieieieieiee e 22
2.7.  Processamento das aMOSLIAS........ccuviuerrerirreerieesieaeeseeseeeseesseeseesseesseessesseesseensens 27
2.8. Validacdo da metodologia analitiCa...........ccceierieirinieisiieeee e 29
2.8. 1. INIFOGUGED. ... .ottt 29
2.8.2.1.  Seletividade/ESPeCIfiCidade ...........ccevvereiiieiiiiiieceeese s 30
2.8.2.2.  ldentificacao de INterferentes........ccoveriieieneniseeee e 31
2.8.2.3.  Gamade trabalNo .........cccoeiiiiieii s 31
2.8.2.4.  Modelo de calibragéo e linearidade .............ccoceviiiniiiieieienc s 32
2.8.2.5.  Limiares analitiCOS.........cccvviueiieieiie e 33
2.8.25.1. Limite de deteCaA0.......cicveiiiiiiieeie e s 34
2.8.2.5.2. Limite de quantifiCagao ..........ccooerieiieiiiieseee e 34
2.8.2.6.  PrECISAD ....cueiiiieieeie ittt et 34
2.8.2.7.  EXALUAO ..o 36
2.8.2.8.  Arrastamento (CarryOVEr) ......cccvcieeiiiieiie e 36
2.8.2.9.  EStabilidade.......cccoooiiiiiiiie s 37
Capitulo 111 — Trabalho eXperimental ............ccovvieieieiene i 39



200 111 (0T [1 o T OSSR 41

3.2, Material € MATOUOS .......cuviiiiiieierie bbb 41
3.2.1.  AMOStras DIOIOQICAS .......ccuevueeieiiecieee e 41
3.2.2.  Padrdes, reagentes € Material ...........cccccveiveieiiieiiese e 42

3.2.2. 1. PAOIDES .c.viiiiiesiieieeie ettt bbb 42
3.2.2.2.  REAGENIES ....iiiiiie ittt 42
3.2.2.3.  MALEIIAL ..ot 42
3.2.3.  EQUIPAMENTOS ....eiivieieeie ettt te ettt e e nta e e nne e nneennas 43
3.2.3.1.  Apareln0s de USO COMUM ......cceciuiiieiiieiesie e esie e 43
3.2.3.2.  Pipetas € dOSEAUOIES .......cccvveireerieiieiierieeee e ste e seesre e re e 43
3.2.3.3.  Instrumentos @analitiCos ..........cccviveeeieieie e 43

3.2.4.  Procedimento analitiCo .......cccoeveiiiiircicieece e 44
3.24.1.  PreparaGao das SOIUGOES ..........ccurieieieieiieiesiesieeie e 44
3.2.4.2.  Preparacdo das amostras de eNSAI0...........ccoerererireeiienenese e 47
3.2.4.3.  Preparagéo das retas de calibragdo ..........ccccevevverenienieeieeie e 48
3.2.4.4.  Preparagéo dos Controlos de Qualidade Internos (CQI) ......cccevvevvreennee. 49

Capitulo 1V — ResUItad0s € JISCUSSAD ........ccerveieririiiieieinie e 51

o I [ 011 {0 [F o= (o J RS OSSTO PR PRP TR 53

4.2. Alteracdo da metodologia analitiCa ..........ccceeereiriiiicieneec e 53

4.3. Desenvolvimento/otimizacdo da metodologia cromatografica ...........cccccoeeneee. 54

4.4, Andlise instrumental (HS-GC-FID) ......cccooiiiiiiiiiieeeee s 62

4.5. ldentificacao das SUDSLANCIAS.........cecveiveeiueiieieece e 63

4.6. Validacdo da metodologia analitica desenvolvida..............ccccoevveiiiieiiciccnenee. 64

CapitUlO WV — CONCIUSBES .....evvevieieciec ettt ettt sraere e e sreanee s 85

Capitulo VI — Referéncias bibliograficas ............ccccevieiiive i 89

(OF: 1o 11 (] [ AV L I N 4 1= (o TSRS PSR 101

7.1.  Alteracdo da metodologia cromatografiCa...........ccceeevrieriieiieieiene e 103

7.2.  Validacdo da metodologia analitiCa...........ccoererereieiesieeieieee e 105
7.2.1.  Seletividade/ESpecCificidade ...........ccouevviiiieiiieeiie e 105
7.2.2.  ldentificacdo de INterferentes .........cocvoeiieiinieiie e 106
7.2.3.  Linearidade e modelo de calibragao...........ccceveiiiiineneniene e 109
7.2.4.  Limiares analiticos: limite de detecéo e limite de quantificacdo ............... 111
A T o =011 Lo S SS 113
A T = 1 [ - Lo TSP 116
7.2.7.  Arrastamento (CarrYOVEI) .....cucueiieieeieseesie e e e see e e see e see e 118



Indice de figuras

Figural—  Estrutura quimica do etanol 7

Figura2—  Disposicdo do etanol no corpo, mostrando as quantidades relativas
metabolizadas pela via oxidativa e ndo oxidativas e as excretadas 10
na respiragéo, urina e suor

Figura 3 — Esquema da metabolizacdo e eliminagdo do etanol no organismo 1
humano

Figura 4 — Esquema do sistema de cromatografia gasosa 19

Figura5—  Secdo transversal de um detetor de ionizacdo de chama 21

Figura6 —  A) Coeficientes de particdo liquido/ar do etanol em agua, sangue

total e plasma em temperaturas de equilibrio de 20-40°C e B) o 48
logaritmo do coeficiente de particdo e temperatura

Figura7—  Cromatogramas obtidos usando o primeiro programa de condigdes 55
do headspace apresentado na tabela 6

Figura8 —  Cromatogramas obtidos usando o segundo programa de condicdes 55
do headspace apresentado na tabela 6

Figura9 —  Cromatogramas obtidos usando o terceiro programa de condigdes 56

do headspace apresentado na tabela 6
Figura10 — Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 150°C 57
Figural1l— Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 200°C 57
Figura 12— Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 250°C 57
Figura 13— Cromatogramas obtidos usando a temperatura do forno a 40°C e

com um fluxo das colunas pneumaticas a 2,5 mL/min 60
Figura 14 — Cromatogramas obtidos usando a temperatura do forno a 40°C e 50
com um fluxo das colunas pneumaticas a 3 mL/min
Figura 15— Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a
61
150°C
Figura16 — Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a
61
200°C
Figura 17— Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a
61
250°C
Figura 18 — Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a
62
300°C
Figura1l9 — Cromatogramas representativos de um calibrador a 5,00 g/L 64
Figura20 — Cromatogramas obtidos para uma amostra de sangue nao 68
fortificada
Figura21l— Cromatogramas obtidos para uma amostra de sangue fortificada 69
com etanol a 0,20 g/L
Figura22 —  Reta de calibracédo para a coluna VF-5ms (front) 72
Figura23— Reta de calibracdo para a coluna VF-624ms (middle) 72

Figura24 — Cromatogramas obtidos de um controlo a 0,49 g/L através do
método utilizado na rotina do SQTF-DC para a determinacdo de 104
etanol no sangue

XV



Figura25—  Cromatogramas obtidos para uma amostra de humor vitreo nao

fortificada 105
Figura26 — Cromatogramas obtidos para uma amostra de humor vitreo 105
fortificada
Figura 27— Cromatogramas obtidos para uma amostra de urina ndo fortificada 105
Figura28 — Cromatogramas obtidos para uma amostra de urina fortificada 106
Figura29 — Cromatogramas da analise do Acetaldeido a 5 g/L 106
Figura30 — Cromatogramas da analise do Acetato de etilo a 5 g/L 106
Figura31l— Cromatogramas da analise da Acetona a5 g/L 107
Figura32— Cromatogramas da anélise do Eter dietilico a 5 g/L 107
Figura33— Cromatogramas da anélise do Eter dietilico a 1 g/L 107
Figura 34 — Cromatogramas da anélise do Isopropanol a 5 g/L 108
Figura35—  Cromatogramas da anélise do Metanol a 5 g/L 108
Figura36 — Cromatogramas da analise do n-Butanol a 5 g/L 108
Figura 37 —  Cromatogramas da analise do n-Propanol a 5 g/L 109
Figura 38 — Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada apos
. 118
um calibrador de 2,00 g/L
Figura 39 — Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada apos 118
um calibrador de 4,00 g/L
Figura40— Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada apds 118

um calibrador de 5,00 g/L

XVi



Indice de tabelas

Tabela 1 —

Tabela 2 —
Tabela 3 -
Tabela 4 —
Tabela 5 —
Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —
Tabela 10 —

Tabela 11 —

Tabela 12 —

Tabela 13 —

Tabela 14 —

Tabela 15 —

Tabela 16 —
Tabela 17 —
Tabela 18 —

Tabela 19 —
Tabela 20 —
Tabela 21 —
Tabela 22 —
Tabela 23 -
Tabela 24 —
Tabela 25 -
Tabela 26 —
Tabela 27 —
Tabela 28 —
Tabela 29 —
Tabela 30 —

Efeitos fisioldgicos consequentes das diferentes concentracbes de
alcool no sangue

Parametros de validacao

Principais carateristicas do sistema HS-GC-FID utilizado
Preparagéo dos calibradores para a reta de calibragéo

Preparacao dos controlos de qualidade internos (CQI)

Programas das condi¢cbes do headspace utilizadas no
desenvolvimento da presente metodologia analitica

Resumo dos tr obtidos nas diferentes variagcGes da temperatura do
forno e do fluxo das colunas pneumaticas

Tabela comparativa entre os principais parametros analiticos da
metodologia de rotina do SQTF-DC e os da presente metodologia
otimizada

Tempos de retencdo das substancias em estudo

Informacdo sobre as amostras de humor vitreo utilizadas para
construir as pools

Informacdo sobre as amostras de sangue utilizadas para construir as
pools

Informag&o sobre as amostras de urina utilizadas para construir as
pools

Resultados obtidos na andlise das amostras ndo fortificadas para o
estudo da seletividade

Resultados obtidos na analise das amostras fortificadas para o estudo
da seletividade

Tempos de retencdo relativos (trr), em minutos, do etanol em cada
uma das amostras nas diferentes matrizes bioldgicas

Tempos de retengéo das substancias interferentes

Preparacao dos calibradores para o estudo da linearidade

Resultados obtidos para a homocedasticidade das variancias: Teste
de Fisher

Resultados obtidos no estudo da linearidade

Preparacgdo dos calibradores para o estudo dos limiares analiticos
Resultados obtidos no estudo dos limiares analiticos

Controlos para o estudo da repetibilidade

Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade

Reta de calibracéo para o estudo da precisao intermédia e exatiddo
Controlos para o estudo da precisao intermédia e exatidao

Tabela ANOVA (fator tnico)

Caélculo das estimativas da precisao intermédia

Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisao intermédia
Resumo dos resultados obtidos no estudo da exatidéo

Resultados obtidos no estudo da estabilidade

XVii

12

30
43
49
50

54

59

63

64
65

66

67

68

69



Tabela 31 —

Tabela 32 —
Tabela 33 -
Tabela 34 —
Tabela 35 -
Tabela 36 —
Tabela 37 —
Tabela 38 —
Tabela 39 —

Tabela 40 —

Tabela 41 —

Tabela 42 —

Tabela 43 —

Tabela 44 —

Principais parametros cromatograficos do método utilizado na rotina
do SQTF-DC no equipamento GCFI002

Avaliacdo da homocedasticidade das variancias

Avaliagdo da homocedasticidade das variancias: Teste de Fisher
Estudo dos fatores de ponderagao

Resultados obtidos para o controlo baixo (0,10 g/L) na repetibilidade
Resultados obtidos para o controlo médio (0,50 g/L) na repetibilidade
Resultados obtidos para o controlo alto (1,20 g/L) na repetibilidade
Resultados obtidos referentes a precisdo intermédia

Resultados obtidos referentes a preciséo intermédia para o controlo
de gama baixa (0,10 g/L)

Resultados obtidos referentes a preciséo intermédia para o controlo
de gama média (0,50 g/L)

Resultados obtidos referentes a precisdo intermédia para o controlo
de gama alta (1,20 g/L)

Resultados obtidos referentes a exatiddo para o controlo de gama
baixa (0,10 g/L)

Resultados obtidos referentes a exatiddo para o controlo de gama
média (0,50 g/L)

Resultados obtidos referentes & exatiddo para o controlo de gama alta
(1,20 g/L)

XViii

103

109
109
110
113
113
114
114

114

115

115

116

116

117



Indice de equaces

Equacdo 1 —
Equacédo 2 —
Equacédo 3 —
Equacédo 4 —
Equacdo 5 —
Equacéo 6 —
Equagéo 7 —
Equacéo 8 —
Equacgéo 9 -
Equacdo 10 —
Equacdo 11 —
Equacéo 12 —
Equacéo 13 —
Equacdo 14 —
Equacéo 15 —

Tempo de retencéo relativo (trr)

Teste de Fisher: Fexperimental

Calculo do Feritico

Calculo do declive da reta (b)

Célculo da ordenada na origem (a)

Erro relativo, em percentagem (ER %)

Coeficiente de determinagéo (r?)

Célculo do limite de detecédo (LD)

Célculo do limite de quantificacdo (LQ)

Recuperacao diaria (Ri)

Recuperacgdo média (R)

t de student: texperimental

t de student Uo,g

Célculo de Ug, se R ndo é significativamente diferente de 100%
Célculo de Ug, se R é significativamente diferente de 100%

XiX

63
73
74
74
74
75
75
77
77
81
81
81
81

81






Abreviaturas

Acetil-CoA
AD
AE
ALD
AP
CoA
CK
COVs
CQl
cVv
DP
DPR
e.g.
EEAG
EtG
EtS
FID
GC
HS

HS-GC-FID

INMLCEF, I.P.
IUPAC
LD

LQ

NAD*

NADH

NADPH

NaF

Acetil-coenzima A

Alcool desidrogenase

Amostras de ensaio

Aldeido desidrogenase

Amostras primarias

Coenzima A

Ciclo de Krebs

Compostos organicos volateis

Controlo de qualidade interno

Coeficiente de variacao

Desvio padrédo

Desvio padréo relativo

Por exemplo, do latim exempli gratia

Etil ésteres de acidos gordos

Etilglicuronideo

Etilsulfato

Detetor de ionizagdo de chama, do inglés Flame ionization detector
Cromatografia gasosa, do inglés Gas chromatography

Headspace

Cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama e sistema de
injecdo de headspace

Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.
International Union of Pure and Applied Chemistry

Limite de detegéo

Limite de quantificagcdo

Dinucleétido de nicotinamida e adenina, do inglés Nicotinamide
adenine dinucleotide

Dinuclettido de nicotinamida e adenina reduzido, do inglés
Nicotinamide adenine dinucleotide reduced

Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina reduzido, do inglés
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

Fluoreto de sodio

XXi



PEth

r

r2

rpm

RPM
STARLIMS
SFA

SNC

SOM
SQTF
SQTF-DC
SWGTOX
TE

tr

trr

uv

Fosfatidiletanol

Coeficiente de correlagdo

Coeficiente de determinagéo

Rotacgdes por minuto

Redistribuicdo post mortem

Laboratory Information Management System

Sindrome fetal alcoodlica

Sistema Nervoso Central

Sistema de oxidagdo microssomal

Servigo de Quimica e Toxicologia Forenses

Servigo de Quimica e Toxicologia Forenses da Delegacdo do Centro
Scientific Working standard Group for Forensic Toxicology
Tomas de ensaio

Tempo de retengéo

Tempo de retencéo relativo

Ultravioleta

XXii



Capitulo | — Introducéo







1. Introducéao

1.1. Justificacdo do tema

Atualmente, o etanol é a substancia psicoativa mais consumida em todo o mundo e
tal facto deve-se a sua legalidade, ao baixo custo e a facilidade de acesso na aquisicao. O
consumo desta substancia tanto pode desencadear acidentes de trabalho ou acidentes de
viacdo, como crimes de violéncia doméstica, agressdes sexuais e homicidios, sendo que
da intoxicacdo alcodlica podem ainda resultar o coma ou a morte. Devido aos efeitos
legais decorrentes, a quantificacdo de etanol é a analise mais requerida ao Servico de
Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF) do Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses (INMLCF, I.P.). Por conseguinte, o etanol continua a ser a substancia
psicoativa mais comummente detetada, nomeadamente em analises post mortem.

Geralmente, a analise do etanol é um processo relativamente simples, no entanto
diversos estudos relatam que existem algumas duvidas em relacdo a origem do etanol
determinado post mortem. Isto deve-se ao facto de haver a possibilidade de producéo ou
eliminacdo post mortem desta substancia, o que pode induzir a uma incorreta
interpretacdo dos resultados analiticos. Existem diversos fatores que devem ser tomados
em consideracdo para uma mais correta interpretacdo das concentracdes de etanol post
mortem, incluindo a histéria do caso, o intervalo entre a morte e a andlise, o tipo e a
localizacdo das amostras recolhidas, a sintese e a redistribuicdo post mortem do etanol,
os fatores ambientais em redor do cadaver — fauna e flora, a condi¢do ou decomposicao
do cadaver e a existéncia de trauma ante mortem. Desta forma, é fundamental distinguir
entre o consumo ante mortem e a producdo de etanol post mortem. Para tal, é essencial
analisar diversas matrizes de forma a corroborar os resultados obtidos.

Relativamente as matrizes bioldgicas utilizadas no presente estudo, — humor vitreo,
sangue e urina — estas foram selecionadas segundo a sua relevancia em contexto forense,
a sua representatividade num laboratério de toxicologia forense e a complementaridade
relativamente a analise efetuada. De forma a interpretar inequivocamente a origem do
etanol é recomendada a sua determinacdo em diferentes matrizes bioldgicas. Devido a
determinadas carateristicas especificas como as suas localiza¢cdes anatdmicas e a menor
probabilidade de contamina¢do microbiana, o humor vitreo e a urina, sdo as matrizes
comummente utilizadas para corroborar os valores obtidos no sangue. A importancia da
utilizacdo de diferentes amostras bioldgicas na interpretacdo dos resultados é a
determinacdo da origem do etanol detetado através da sua presenca no sangue e
simultaneamente presenca ou auséncia nas diferentes matrizes bioldgicas analisadas.

O interesse pela otimizac¢do do método cromatogréfico usualmente utilizado no SQTF
da Delegagdo do Centro do INMLCEF, I.P. deve-se ao elevado numero de solicitacfes
submetidas ao mesmo para a realizacao de andlises toxicoldgicas para a quantificacdo de
etanol em casos de amostras post mortem. Tendo em conta a responsabilidade de que se
revestem os resultados destas anélises, é fundamental o desenvolvimento de metodologias
analiticas adaptadas a estes casos.



1.2. Objetivos

O objetivo geral do presente estudo foi a otimizacgéo e a validacdo de uma metodologia
analitica que permitisse a detecdo e a quantificacdo de etanol simultaneamente em
diferentes matrizes bioldgicas (humor vitreo, sangue e urina) em situacdes post mortem.
Para o desenvolvimento da respetiva metodologia utilizou-se um cromatografo de gases
equipado com um detetor de ioniza¢do de chama acoplado a um injetor headspace (HS-
GC-FID). A escolha deste equipamento tem como justificagéo o facto de ser a tecnologia
utilizada no laboratério do Servico de Quimica e Toxicologia Forenses da Delegacéo do
Centro (SQTF-DC) do INMLCEF, I.P. para a realizacdo de andlises de alcoolemia, bem
como por ser um equipamento comummente recomendado na literatura para a analise de
substancias volateis.

Para alcancar o objetivo principal, incidiu-se sobre os seguintes objetivos parciais:
- Alteragédo do padréo interno usualmente utilizado no SQTF-DC para a quantificacdo de
etanol em amostras de sangue;

- Otimizacdo de um método cromatografico, ja existente no SQTF-DC, para a
determinacéo de etanol em amostras de sangue;

- Validacao da metodologia analitica para a determinacdo e quantificacdo post mortem de
etanol nos diferentes tipos de matrizes bioldgicas por HS-GC-FID.
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2. Revisao da literatura
2.1. Etanol

O etanol também designado por alcool etilico ou simplesmente alcool é a substancia
psicoativa mais consumida em todo o mundo, estando presente no quotidiano do Homem
e fazendo parte da Histdria da Humanidade desde a antiguidade (1-8). Atualmente o
elevado consumo de etanol deve-se a sua legalidade, ao seu baixo custo e a facilidade de
acesso na sua aquisicdo. O consumo desta substancia é favorecido por comemoracoes
familiares e sociais, rituais, festividade, eventos culturais para além de ocasides de
refeicdo. O etanol é formado pela fermentacdo do aclcar (glicose) e € o principal
composto de todas as bebidas alcoolicas (1,2,7,9-21).

Relativamente ao etanol, a sua formula quimica é C2HsOH, sendo classificado como
um alcool devido a presenca do grupo hidroxilo (-OH). Existem para além do etanol
outros alcoois com interesse forense como o metanol, o isopropanol, o n-propanol e o n-
butanol. Dentro da classe quimica dos alcoois, o etanol é a substancia mais conhecida e
mais frequentemente encontrada em contexto forense (1,2,7,9,18,21,22).

As propriedades quimicas do etanol sdo essencialmente determinadas pela existéncia
de um grupo hidroxilo numa extremidade e pelo curto comprimento da cadeia alifatica
simples de dois carbonos, figura 1.

O—H

T
—O—=
I—O—=T

Figura 1 - Estrutur.

QD

quimic

QD

do etanol (adaptado de (20))

O etanol é um liquido limpido e incolor com um odor e sabor carateristicos, que ebului
a temperatura de aproximadamente 78°C e funde a -115°C. Esta substancia é totalmente
solavel em agua, alcoois, ésteres e hidrocarbonetos halogenados e apresenta elevada
volatilidade. E uma molécula pequena e de baixo peso molecular (46,07 g/mol),
ligeiramente polar pelo que atravessa facilmente as membranas bioldgicas por difusao
passiva (1,3,6,7,9,18,21-28).

Devido ao elevado numero de solicitagdes para a realizacdo de exames toxicologicos
para o etanol, os laboratorios de toxicologia forense possuem um metodo relativamente
rdpido e fidvel, no entanto a interpretagdo dos resultados & complexa devido a
possibilidade da sua formagdo ou perda post mortem. Estas diminuicdes das
concentragdes de etanol sdo amplamente atribuidas a evaporacao, & oxidagdo quimica ou
a acdo microbiana. Enquanto que os aumentos se devem em grande parte a conversdo
microbiana de substratos em etanol (1,25,27,29-42).



2.2. Toxicocinética do etanol

A toxicocinética de uma substdncia descreve a evolucdo da sua concentracao
sanguinea e tecidual ao longo do tempo, incluindo as fases de absor¢éo, distribuicao,
metabolizacéo e eliminacéo (1,3,22,43).

2.2.1. Absorcéao

A absorcao é o processo pelo qual a substancia passa do local de administracdo para
a corrente sanguinea. Dado que existem diversas vias de administracdo, como a inalacao,
a ingestdo e a injecdo, as taxas de absorcdo e as suas respetivas extensdes sdo diferentes
para uma mesma substancia. Logo, a via de administracdo € um fator relevante na fase da
absorcéo. No caso do etanol, este pode ser administrado por via de inalacdo respiratéria
visto estar presente em muitos produtos do dia-a-dia como produtos de limpeza,
detergentes, produtos de higiene, cosméticos, desinfetantes, tintas, vernizes entre outros,
pode também ser administrado via penetracdo dérmica através da colocacao de perfumes,
no entanto, a via mais comummente utilizada para a administracéo de etanol € a via oral
(1,2,6,9,18,21-23,43).

A absorcdo do etanol pode ocorrer desde as mucosas da cavidade oral até ao reto,
contudo, o principal local de absorcéo do etanol € no intestino delgado. Efetivamente, a
absorcao do etanol ocorre no trato gastrointestinal, onde cerca de 20% da captacdo ocorre
no estbmago e a restante na porcdao proximal do intestino delgado, nomeadamente no
duodeno e no jejuno proximal. A absor¢do no intestino delgado é realizada de forma mais
rapida comparativamente a do estdbmago, devido ao seu elevado peristaltismo, a elevada
area de superficie derivada das suas microvilosidades, ao elevado fluxo sanguineo e ao
seu pH ser ideal para a absorc¢éo deste tipo de substancia (1-3,6-9,17,18,21-24,26,32,43—
46).

Porém, existem diversos fatores que podem reduzir ou acelerar a velocidade de
absorcdo do etanol. O consumo simultaneo de alimentos ou a presenca destes no
estdmago pode afetar a taxa de absorcéo do etanol, uma vez que atrasa o esvaziamento
gastrico e consequentemente diminui a taxa de absorcdo do etanol. Por outro lado, a
ingestdo de bebidas alcodlicas sem alimentos no estbmago, o aumento da motilidade
gastrointestinal e o elevado teor alcodlico da bebida acelerardo a taxa de absorcdo de
etanol (1-4,6,8,9,18,22-24,26,44-46).

2.2.2. Distribuicéo

Apos ter entrado na circulacdo sanguinea durante a fase de absorcdo, o etanol é
distribuido para todos os 6rgéos, fluidos e tecidos corporais. Devido ao facto de ser uma
molécula pequena, com baixo peso molecular e elevada solubilidade em agua, o etanol
atravessa facilmente as membranas biologicas por difuséo passiva (1,2,23-25,32,47).

O etanol sofre metabolismo de primeira passagem, isto é, apds ser absorvido no
sangue venoso 0 etanol chega ao figado através do sistema porta hepatico, e sé
posteriormente entra na circulacdo sistémica. Este efeito de primeira passagem tem como
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objetivo reduzir ou diminuir a concentracdo do etanol antes que este atinja a circulagédo
sistémica, diminuindo consequentemente a biodisponibilidade deste e os efeitos adversos.
Assim, apds esta metabolizacdo apenas uma pequena quantidade de etanol vai ser
transportada a partir do figado para o resto do corpo (1,2,4,9,21,23,24,43).

Ja na circulacéo sistémica, a distribuicdo do etanol é realizada de forma homogénea
de acordo com o teor agua que os diferentes drgdos e tecidos possuem. Assim, 0S 0rgaos
e tecidos mais afetados sdo o figado, o cérebro, os pulmdes, 0s rins, 0 cora¢do e 0s
masculos (2,7,9,23-25,32,40,43,47,48). Ap0s a sua distribuicdo, ocorre o equilibrio entre
a concentracdo de etanol no sangue e nos diferentes 6rgdos e tecidos. Este equilibrio
depende tanto de fatores fisioldgicos como o género, a idade e o peso corporal, como das
propriedades fisico-quimicas da substancia, como o tamanho molecular da substéncia, a
dose ingerida, o coeficiente de particdo da substancia entre o0 sangue e a outra matriz
bioldgica e a extensdo da ligacdo da substancia as proteinas plasmaticas. Nos 6rgéos e
tecidos com elevada taxa de fluxo sanguineo como o figado, o cérebro e o0s rins este
equilibrio ocorre rapidamente, ao contrario do masculo-esquelético onde o equilibrio
demora mais tempo (2-4,7,18,23,43,45,47).

Apesar da maioria das substancias tdxicas se ligarem a proteinas plasmaticas com
afinidade suficiente para que haja a remocao da porcao referente aos efeitos adversos, tal
ndo se verifica com o etanol. A auséncia de ligacdo entre o etanol e estas biomoléculas
facilita a sua passagem através das membranas celulares e possibilita a manifestacéo total
da sua atividade biologica com efeitos adversos. Exemplo disso € a difusdo através da
barreira hematoencefalica, onde o etanol atinge rapidamente o sistema nervoso central
(SNC). Esta sua distribuicdo tecidual faz com que haja uma correlacdo entre os niveis
plasméticos do etanol e o estado comportamental do individuo (1,2,6,7,17,18,21,23—
25,43).

2.2.3. Metabolizacao

A principal via de metabolizacdo do etanol é oxidativa e ocorre principalmente no
figado através da acdo de varios processos bioquimicos e atividade enzimatica. Esta via
leva a formacéo de acetaldeido, &cido acético, didxido de carbono e 4gua. Geralmente, o
etanol € removido do organismo humano através do metabolismo oxidativo sendo o
restante excretado inalterado no suor, urina e ar expirado. No entanto, existem outras vias
menores de metaboliza¢do do etanol, também hepaticas, mas ndo oxidativas. O resultado
dessas vias ndo oxidativas é essencialmente etilglicuronideo (EtG), etilsulfato (EtS),
fosfatidiletanol (PEth) e etil ésteres de acidos gordos (EEAG) (1-3,6,7,9,17,18,21—
23,26,32,43-46,49), como apresentado na figura 2.



Vestigios Urina | 13%

Suor Respiracio| 1-395
ETANOL o
Vestigios
04089 0.1-0,2%
| Metabolismo oxidative | | Bjetabulismu nao-oxidative |
Acetaldeido Etilglicuronideo Etil ésteres de
= acidos gordos
Etilsulfato
Acido acético
\l’ A 4
| Fosfatidiletanol |
cO 2+ H 2O

Figura 2 - Disposi¢éo do etanol no corpo, mostrando as quantidades relativas metabolizadas pela via oxidativa
e ndo oxidativas e as excretadas na respiracdo, urina e suor (adaptado de (23))

O metabolismo oxidativo do etanol pode ser dividido em trés etapas, (1) oxidacdo do
etanol em acetaldeido; (2) oxidacdo do acetaldeido em &cido acético e (3) oxidagdo do
acido acetico em dioxido de carbono e &gua, figura 3.

A primeira etapa, que consiste na conversdo do etanol em acetaldeido, é catalisada
pela enzima alcool desidrogenase (AD). Esta enzima oxida diversos alcoois primarios e
secundarios, provenientes da ingestdo ou da producdo endogena. O AD esta localizado
maioritariamente no citosol hepatico, no entanto pode também ser encontrado noutros
6rgdos. Durante a oxidacdo do etanol pelo AD, a coenzima dinucleétido de nicotinamida
e adenina (NAD") é reduzida a NADH (1-4,6,7,17,18,21-24,32,44,46,49).

Para além da principal via metabdlica oxidativa mencionada, existem outras duas vias
enzimaticas que geralmente ocorrem quando a atividade da AD se encontra saturada
sendo elas o sistema de oxidacdo microssomal (SOM) pelo citocromo P450 e a catalase.
Todas estas vias produzem acetaldeido a partir da oxidacéo do etanol. O SOM é a segunda
via metabolica oxidativa mais relevante e ocorre no reticulo endoplasmatico. Este
processo de oxidacdo do etanol em acetaldeido requer o envolvimento das isoformas do
citocromo P450 e do fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina reduzido
(NADPH) como cofator. A terceira via metabolica oxidativa ocorre por meio da enzima
catalase, uma hemeproteina que se encontra nos corpos celulares designados
peroxissomas. Para que a reacdo de oxidacdo do etanol prossiga através desta via, é
necessaria a presenca de peroxido de hidrogénio (H202). No entanto, a capacidade dos
hepatdcitos produzirem H20. é reduzida, o que torna a atuacdo desta via limitada
(1,2,4,7,18,21-24,32,44).
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Na segunda etapa, apos a formacéo do acetaldeido resultante da primeira etapa de
oxidagdo por meio das trés vias metabolicas descritas segue-se a conversao do acetaldeido
em &cido acético. Dado que o acetaldeido é uma substancia mais toxica que o etanol, ele
é rapidamente oxidado em acido acético pela enzima aldeido desidrogenase (ALD). Tal
como na primeira etapa, a oxidagdo do acetaldeido em acido acético requer a presenca do
cofator coenzima dinucleétido de nicotinamida e adenina (NAD™) na forma oxidada que
sera convertida na sua forma reduzida (NADH). O ALD catalisa estas reacdes nas
mitocondrias das células do figado, apesar de estar presente noutras células e tecidos
(1,3,4,6,7,17,18,21-24,32,44,49).

O é&cido aceético formado é transportado através da corrente sanguinea para 0s 6rgdos
e tecidos periféricos onde sera oxidado. Na mitocdndria desses 6rgaos e tecidos, o &cido
acetico vai-se combinar com a coenzima A (CoA) originando acetilcoenzima A (acetil-
CoA) que posteriormente entrard no ciclo de Krebs (CK) e sera oxidado dando origem a
dioxido de carbono (CO») e &gua (H20) (1,3,4,6,7,9,18,23,24,32,44).

Peroxissomas
Ar expirado HO HO
Urina Lt
Suor
Qutras vias
” \ Mitocondria
_ W Citosol
e i SRS, ALD
. CHCHOH ———p CH,COH p» CH,COOH
0,1-0,2% : , ) il
" A NAD* NADH // NAD* NADH
EtS ’ |
EtG Mitocondria
EEAG CK
\J
CO, + H,0

Reticulo endoplasmatico

Figura 3 - Esquema da metabolizacdo e eliminacéo do etanol no organismo humano (adaptado de (7))

2.2.4. Eliminacgao

Apbs o consumo de bebidas alcodlicas, cerca de 90-98% do etanol é eliminado
segundo o metabolismo oxidativo hepatico descrito anteriormente, uma pequena
percentagem é excretada na forma inalterada essencialmente através da respiracéo, urina
e suor enguanto o restante etanol ingerido sofre reacdes de fase Il no figado. Estas reacdes
de fase Il envolvem reagdes de conjugacdo e originam diversos metabolitos nédo
oxidativos como o EtG, o EtS, o PEth e os EEAG (4,7,9,18,21,23,24,34,43,49).
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Existe uma variabilidade de fatores genéticos e ambientais que alteram a taxa de
eliminacdo do etanol como o sexo, a idade, a raga, o estado nutricional, a préatica de
exercicio fisico, a coadministracdo de droga ou farmacos, entre outros (4,24,45).

2.3. Efeitos fisiopatoldgicos e toxicodindmicos do etanol

A toxicodindmica de uma substancia refere-se a relagdo entre a dose administrada e a
resposta toxicologica observada. No caso do etanol, este atua ndo s6 como um depressor
do SNC como também noutros sistemas fisioldgicos, sendo o grau de afetacdo nos
diferentes sistemas dependente da dose administrada (1,3,4,6,9,10,17,21,34,43,46).

O etanol produz diversos efeitos comportamentais nos seres humanos que variam
entre o efeito sedativo (e.g. diminui¢do da atividade e inducdo do sono) e o efeito
estimulante. Alguns dos possiveis efeitos fisioldgicos consequentes das diferentes
concentracOes de alcool no sangue estdo apresentados na tabela 1 (3,4,20,23,44).

Tabela 1 - Efeitos fisioldgicos consequentes das diferentes concentragdes de alcool no sangue (adaptado de

(44))

Concentracéo de alcool no sangue

Efeitos fisiopatoldgicos
(g/L) patolod

Alteracbes na personalidade, como o
aumento do sentido de humor, aumento da
interacdo social e da capacidade de
0,10-0,50 conversacdo. Alivio da ansiedade, um
estado de euforia leve associado ao
humor, aumento do nivel de confianga,
desinibicbes e maior capacidade de
resposta em situacdes de conflito.

Com o0 aumento da concentracdo, 0S
efeitos anteriormente mencionados

0,80-1,00 . .
tornam-se mais evidentes,
comprometendo as funcgdes cognitivas e
motoras.

Arrastamento da fala, aumento do tempo
de reacdo, incoordenacgdo dos movimentos
musculares e ataxia acentuada. H& um
aumento do comprometimento das
funcOes cognitivas, motoras e sensoriais,
1,50 - 2,00 nomeadamente ao nivel da visdo,
diminuicio da sensacdo de dor,
diminuicdo da concentracdo e da
memoria, podendo ocorrer ‘“apagdes”
onde o individuo pos-intoxicagdo ndo tem
qualquer memoria dos episodios que
ocorreram durante a intoxicacéo.
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Tabela 1- Efeitos fisioldgicos consequentes das diferentes concentracgdes de alcool no sangue (adaptado de
(44)) (continuacéo)

E alcancado o nivel anestésico e s&o
verificados sintomas de intoxicagédo
alcoolica, incontinéncia,  depressao
respiratoria, hipotermia, diminuicdo na
resposta a estimulos, mudancas rapidas de
humor. E neste nivel que pode surgir o
vomito e o estado de coma.

3,00 -4,00

Pode ser atingida a morte através da

> 5,00 paralisia dos centros respiratorios no
tronco cerebral ou pela asfixia por
inalacdo do vémito.

Apesar dos efeitos descritos, todos os individuos reagem de maneira diferente a
mesma concentracdo de etanol devido as varia¢fes de fatores individuais, genéticos e
ambientais (1-4,6,9,10,17,18,20,21,23,44).

Para além dos efeitos referidos, a ingestdo de etanol pode ainda manifestar-se em
diversos 6rgdos e sistemas do individuo. Um dos 6rgdos mais afetado pelo consumo de
etanol ¢é o figado, dado ser o local de metabolizacdo desta substancia. Relativamente aos
sistemas, 0s mais afetados s@o o0 neurolégico, o renal, o gastrointestinal, o dermatolégico,
o cardiovascular, o nutricional, o musculo-esquelético, o hematoldgico, o imunoldgico, o
reprodutivo e o enddcrino. A ingestdo abusiva e por longos periodos de tempo leva a uma
série de problemas de saude em todos estes sistemas (1,2,4,7,24,44,45). O consumo de
etanol também aumenta a probabilidade de um individuo desenvolver neoplasias,
nomeadamente a neoplasia da boca, do eséfago, do figado, do pancreas, do coélon, do reto,
do estdbmago, da prostata, da mama e da tiroide (7,44,45).

Em relacdo a gravidez, os efeitos toxicoldgicos do etanol e dos seus metabolitos néo
se manifestam somente no individuo que ingere a substancia como também nos fetos.
Dado que o etanol tem a capacidade de atravessar a barreira placentéria, atinge o sistema
nervoso fetal e promove a sindrome fetal alcodlica (SFA) em filhos de mées
consumidoras desta substancia (1,2,7,17,18).

2.4. Interpretacdo dos resultados do etanol post mortem

A determinacdo da concentracdo de etanol no sangue é regularmente utilizada como
evidéncia judicial fazendo parte de diversas investigagOes forenses. Assim, a
concentracdo de etanol incluida na investigacdo deve ser devidamente determinada e
interpretada, uma vez que esta pode ser um fator causal ou contributivo do crime. No
entanto, a interpretacdo dos resultados obtidos apresenta-se como uma tarefa dificil
principalmente quando a amostra € precedente de cadaveres. Dado que existem diferentes
origens possiveis para a formacao de etanol detetado post mortem, esta € uma variavel
relevante que deve ser considerada na interpretacéo dos resultados. O etanol detetado post
mortem pode ser resultante do consumo ante mortem, ou seja, da ingestédo de etanol apds
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o consumo de bebidas alcoolicas ou da producdo post mortem no organismo ou in vitro
por fermentacdo microbiana. Em raras situacOes, o etanol detetado post mortem pode ter
origem na producdo enddgena de etanol ante mortem. Nestas situacGes o etanol é
produzido endogenamente in vivo, sob determinadas condigOes, como por exemplo
infecbes ou devido a administracio de uma solucdo intravenosa de glicose
(25,27,30,32,34,39,40,50,51).

De acordo com a literatura, existem vérias formas de distinguir a origem do etanol
como a andlise microbioldgica das amostras, a anélise de outros compostos volateis
produzidos post mortem e a determinacdo de etanol em diferentes matrizes biologicas.
Independentemente da analise realizada, tem sido proposto o estudo simultaneo de
diversos critérios que auxiliam na determinagdo da origem do etanol post mortem
determinado, principalmente nos cadaveres em decomposicdo. Isto porque as
dificuldades na interpretacdo aumentam com o avancar do estado de decomposicdo do
cadaver. Para distinguir entre a ingestdo ante mortem de etanol ou a sua sintese endégena
é necessario avaliar e correlacionar os seguintes critérios: histdria do caso, condicao das
amostras, tipos de micro-organismos presentes, redistribuicdo post mortem de etanol em
diferentes matrizes bioldgicas e a presenca de outros compostos volateis (25,32,52,53).

- Historia do caso

Este critério inclui toda a informacdo credivel da vitima, ou seja, informacdes
pessoais, a rotina diaria, se era consumidora ou ndo de bebidas alcodlicas, informacdes
sobre as a¢Oes da vitima horas antes da sua morte, as circunstancias da morte, os achados
autopticos, o historial clinico (se aplicavel), entre outros. Estes fatores fazem deste critério
0 mais importante na distincdo da origem do etanol, no entanto nem sempre é possivel
obter estas informacoes (39,41,53-56).

- Condicdo das amostras

De forma a obter conclus6es validas acerca dos resultados obtidos na analise do etanol
post mortem, é relevante ter em consideracdo a confiabilidade das amostras, assim como
0 estado do cadaver, por exemplo a indicacdo se estava queimado, imerso ou com
alteracdes da decomposicdo cadavérica (9,50,55,57,58). A decomposicado cadavérica €
um processo que consiste na degradacao de um cadaver nos seus respetivos constituintes
basicos atraves da destruicdo dos tecidos moles pela acdo de diversos seres vivos,
essencialmente micro-organismos e animais. A complexidade inerente a este processo
deve-se ao facto de ndo haver dois individuos iguais nem dois processos de decomposi¢édo
iguais. Sendo por isso este processo um dos maiores inimigos dos peritos forenses, dado
que dificulta a recolha e interpretagéo dos vestigios (1,27,33,35,39,41,50,51,57,59-67).

Apos a recolha das amostras, as condi¢cBes em que estas se encontram e 0 Sseu
armazenamento sdo fatores que devem ser tidos em consideracdo, uma vez que se ndo
forem realizados os procedimentos essenciais & sua preservacdo, estas tendem a
deteriorar-se. Para evitar ou pelo menos prevenir essa deterioracdo, as amostras devem
ser refrigeradas e armazenadas em tubos com conservante, para impedir a sintese
microbiana de etanol post mortem in vitro (9,25,32,35,40,41,48,50,56,67).
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De forma a evitar a sintese enddgena de etanol em amostras post mortem é
aconselhavel a adicdo de fluoreto de sédio (NaF) as mesmas. A concentracdo de NaF
adicionada varia entre 1 a 5% do volume total da amostra, sendo extremamente essencial
na preservacdo de amostras em casos suspeitos de pacientes diabéticos, de elevadas
concentracdes de glicose no sangue peri mortem, de elevadas concentragfes de micro-
organismos, de administracdo de glicose ante mortem ou de infecdes do tipo peritonite
ou septicemia. Para além da adi¢do deste conservante, as amostras post mortem devem
ser armazenadas a baixas temperaturas, comummente entre os 4°C-5°C, a fim de diminuir
a taxa de metabolizacéo microbiana
(7,16,28,29,36,39,40,42,44,47,48,50,54,56,57,67,68).

- Tipos de micro-organismos presentes

Existem diversas espécies de micro-organismos, nomeadamente bactérias, leveduras
e fungos, capazes de sintetizar etanol enddgeno, contudo as suas taxas de producao variam
conforme as condi¢des do meio. Alguns destes micro-organismos encontram-se presentes
no organismo da vitima, existindo, no entanto, outros micro-organismos que habitam no
ambiente circundante do cadaver que também sdo capazes de produzir etanol e outros
compostos volateis (1,7,9,16,32,36,38,40,41,47,48,56,69,70).

In vivo, existem varios micro-organismos invasores com funcdes destrutivas, como
virus, bactérias e parasitas, que sdo eliminados pelos sistemas de defesa do corpo humano,
nomeadamente o sistema imunitéario. Logo apds a morte, alguns desses sistemas de defesa
ainda continuam em funcionamento, mas apenas por um curto periodo de tempo. A partir
do momento em que a temperatura corporal atinge = 5°C, 0s micro-organismos
sobreviventes aos sistemas de defesa comecam a multiplicar-se e ha a possibilidade de se
dissiparem para os varios 6rgdos e tecidos do cadaver. Apds estas invasdes microbianas,
0S micro-organismos aerdbios esgotam o oxigénio presente nos tecidos originando uma
reducdo do oxigénio disponivel, criando-se consequentemente condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento de micro-organismos anaerobios. Assim sendo, a flora bacteriana varia
de acordo com o intervalo post mortem, onde inicialmente estdo presentes micro-
organismos aerébios e apds o consumo do oxigénio, predominam as populac¢@es de micro-
organismos anaerdébios (7,9,16,38,41,50,59,69-71).

Uma vez que a maioria dos micro-organismos € heterotrofica, estes necessitam de
varios substratos e fontes de energia para a sua subsisténcia. Existem diversas substancias
que podem servir como substrato para esses micro-organismos, como o0s hidratos de
carbono, os aminoacidos e os lipidos. Também existem outras substancias, presentes em
menores quantidades, que podem igualmente ser utilizadas como substratos incluindo,
entre outros, galactose, glicerol, glicogénio, glicois, lactato, lactose, maltose, manitol,
piruvato, ribose, sacarose. O etanol post mortem pode ser produzido a partir de diversos
substratos disponiveis post mortem, ainda que com taxas e rendimentos diferentes
(7,9,16,22,23,27,29,31,32,36,38-42,47,50,52,54,69,72).

Relativamente a atividade microbiana esta tanto pode originar aumento da
concentracdo de etanol, através da sua sintese enddégena, como pode diminuir a
concentracdo de etanol, uma vez que existem micro-organismos capazes de utilizar o
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etanol como substrato. Geralmente, quando existem elevadas concentracdes de etanol
ante mortem, ocorre uma subsequente queda post mortem derivada do uso de etanol como
substrato, posteriormente a esta diminuigdo dos niveis de etanol pode haver um novo
aumento relativo a sintese enddgena. Sobretudo nestes casos, a interpretacdo dos
resultados torna-se um obstaculo extremamente desafiante para o toxicologista forense
(16,27,32,33,38-40,47,50,56,69,70).

- Redistribui¢do post mortem de etanol em diferentes matrizes bioldgicas

Na toxicologia forense, a gravidade de uma intoxicacao é determinada com base na
concentracdo sanguinea da substancia em estudo, podendo esta apresentar niveis
terapéuticos, toxicos ou letais. Apesar dessa determinacdo in vivo ser possivel, isto &, as
concentracdes sanguineas permitem a avalia¢do da concentracdo administrada, nos casos
post mortem isso ndo se verifica. Embora a preferéncia da selecdo do sangue para as
andlises toxicologicas, nem sempre as concentra¢fes post mortem obtidas nesta matriz
refletem as concentra¢Ges ante ou peri mortem, devido ao movimento da substancia apés
a morte. Este fendmeno € designado de redistribuicdo post mortem (RPM) e dificulta
imenso a interpretacdo dos resultados post mortem. Esse movimento podera alterar as
concentracdes sanguineas do analito, principal objetivo das analises quantitativas. Uma
vez que os mecanismos envolvidos na RPM sdo complexos e pouco compreendidos,
recomenda-se a analise de amostras com diferentes localizacdes anatdmicas para que
possa ser realizada uma comparacéo e, consequentemente, detetar uma possivel RPM e
evitar erros na interpretacao dos resultados (5,29,32,39,43,47,50,52,58,68,70,73-75).

A RPM de etanol é um motivo causador das variacGes nas concentracdes de etanol
nas diferentes amostras. Esta redistribuicdo pode ser favorecida pela difusdo post mortem
de etanol do estdmago, presenca de lesbes traumaticas, episddios de aspiracao do vomito,
alteracdes posturais, transporte do cadaver ou movimento continuo do sangue dentro dos
vasos sanguineos. Nestes casos o0 sangue recolhido pode originar resultados erréneos dada
a elevada probabilidade de contaminacao (25,29,32,37,41,47,52,58).

O etanol sofre redistribuicdo principalmente a partir do trato gastrointestinal e do
figado. Nestes 6rgdos a RPM pode ocorrer através dois mecanismos distintos: a difuséo
através dos vasos sanguineos ou a difusdo para os 6rgdos vizinhos (47,52,58,75).

A observacdo de uma distribuicdo atipica, isto &, diferencas significativas nas
concentracdes de etanol determinadas em dois ou mais Orgdos ou tecidos pode ser
sugestiva de sintese enddgena de etanol. A aplicacdo deste critério requer a andlise de
diversas matrizes bioldgicas, sendo as preferenciais o sangue, 0 humor vitreo, a urina e a
medula 6ssea. Diversos estudos diferenciam a origem do etanol segundo a sua presenca
no sangue e presenca ou auséncia nas diferentes matrizes alternativas. A sintese endégena
de etanol foi identificada em casos que demonstraram concentracdes positivas de etanol
no sangue e negativas no humor vitreo e urina. Por outro lado, um resultado positivo para
a concentracédo de etanol no humor vitreo e na urina foi assinalado como consumo ante
mortem e ndo sintese endogena (9,25,33,36,39,41,50,53,76).
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- Presenca de outros compostos volateis

Quando o etanol é sintetizado post mortem, geralmente, outros compostos organicos
volateis (COVs) também séo sintetizados. Conclui-se entdo que a presenca simultanea de
etanol e destes compostos possa ser sugestiva da ocorréncia de sintese endogena de etanol
por fermentacdo microbiana, uma vez que esses COVs geralmente ndo sdo constituintes
de bebidas alcodlicas nem existem naturalmente no corpo  humano
(7,9,27,32,36,38,40,41,48,52,53,55,77,78).

Os COVs mais abundantemente detetados durante as analises forenses para a
determinacdo de etanol incluem: acetaldeido, acetona, acido acético, formaldeido,
isobutanol, isopropanol, isomeros do alcool amilico, metanol, n-butanol e n-propanol.
Contudo, juntamente com a producdo de etanol podem também ser produzidos acidos,
alcoois, aldeidos, cetonas, compostos de enxofre, compostos de nitrogénio, compostos
homoaromaticos e ésteres
(5,8,9,25,29,31,32,34,36,38,40,41,47,48,52,54,57,59,67,69,77-79).

Diversos estudos referem que a andlise de outros compostos volateis produzidos
durante o processo de putrefacdo permite evidenciar que o etanol determinado no sangue
post mortem tem origem enddgena. Alguns destes compostos volateis, sobretudo o
acetato, o isobutanol, o isopropanol, o n-butanol e o n-propanol podem ser utilizados
como indicadores de sintese enddégena de etanol (7,9,25,27,31,32,34,36-
40,47,48,51,52,56,58,77,78,80,81).

- Outros

Para além dos critérios descritos anteriormente, existem outros que permitem auxiliar
a interpretacdo dos resultados de etanol post mortem, nomeadamente a pesquisa de
parametros bioquimicos. Apesar da atual complexidade existente na interpretacdo destes
biomarcadores, alguns foram estudados e desenvolvidos com o objetivo de auxiliarem na
interpretacdo dos resultados post mortem. A analise do etilglicuronideo (EtG) e do
etilsulfato (EtS) contribui para a determinacdo da origem do etanol, dado que resultados
positivos indicam o consumo ante mortem de etanol (4,7,9,18,21,23,32,36,37,39).

Apesar da facilidade com que se determina a concentrac¢do de etanol numa amostra
post mortem, a interpretacdo dos respetivos resultados pode ser complicada. No entanto,
através de uma analise meticulosa de todas as informac@es disponiveis é possivel elaborar
uma interpretacdo valida da origem do etanol post mortem determinado (25,50,55).
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2.5. Cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama e
sistema de injecao de headspace (HS-GC-FID)

A metodologia analitica utilizada para a determinacdo qualitativa e quantitativa do
etanol em matrizes bioldgicas €, independentemente de amostras clinicas ou forenses, a
cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama utilizando a técnica de
headspace (HS-GC-FID) (5,11,18,31,38,40,44,52,80,82-84).

2.5.1. Cromatografia gasosa (GC)

Embora existam diversos tipos de sistemas cromatogréaficos, todos eles possuem
fatores comuns como a existéncia de uma fase mével e uma fase estacionéria, onde ocorre
a separacdo cromatografica. Esta separacdo € devida ao facto de diferentes substancias
terem diferentes afinidades tanto para com a fase moével como para com a fase
estacionaria. Assim, a cromatografia é definida como “um método fisico de separac¢éo no
qual os componentes a serem separados sao distribuidos entre duas fases, uma das quais
¢ estacionaria enquanto a outra se move de forma definitiva (fase mével)” (85-89). A
distingdo entre cromatografia gasosa e cromatografia liquida deve-se a diferenca da fase
movel, sendo que na cromatografia gasosa a fase mdvel € um gas enquanto na
cromatografia liquida é um liquido (88).

A cromatografia gasosa € uma técnica com capacidade para separar misturas
extremamente complexas, segundo as diferencas nos pontos de ebulicdo e nas polaridades
das diversas substancias que compdem essas misturas. Desta forma, a cromatografia
gasosa pode ser aplicada a misturas que contenham analitos volateis, preferencialmente
com pontos de ebulicdo até 300°C e que sejam termicamente estaveis sendo que esses
analitos devem dissolver-se, pelo menos parcialmente, no gas de arraste para que assim
seja devidamente transportado durante a analise (32,82,85-88,90).

Para separar os analitos de interesse, a amostra que 0s contém é introduzida no sistema
cromatografico através de um sistema de injecdo e posteriormente sera transportada por
um gas de arraste (fase movel) até a coluna onde ocorre a separacdo cromatogréafica (fase
estacionaria). Este gas atua como fase mével e deve ser quimicamente inerte, para que
ndo reaja com os analitos presentes na amostra nem com a fase estacionéria e puro, isto
é, isento de impurezas que possam degradar a fase estacionaria (82,85-89,91-94). No
interior da coluna cromatogréfica, os analitos séo separados de acordo com as interacfes
efetuadas entre as fases estacionaria e movel. Depois de separados, 0s analitos e o gas de
arraste sdo eluidos juntamente da coluna para o detetor, que responde a determinadas
propriedades fisico-quimicas carateristicas do analito e sera gerada uma resposta do
detetor sob a forma de um sinal eletronico. Este sinal sera amplificado e enviado para o
sistema de dados (e.g. computador, integrador eletronico, gravador) onde o cromatograma
sera construido eletronicamente e sera possivel proceder a quantificacdo do analito
(82,85-87,89,93). Na figura 4 € apresentado o esquema de um sistema de cromatografia
gasosa.
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Figura 4 - Esquema do sistema de cromatografia gasosa (adaptado de (95))

Apds a conclusdo da andlise, € obtido um cromatograma onde sdo apresentados 0s
sinais cromatograficos dos analitos presentes na amostra analisada. Sob determinadas
condi¢cdes cromatograficas, o tempo de retencdo de um sinal cromatografico é
carateristico de um dado analito, o qual fornece uma analise qualitativa, e a altura ou a
area desse mesmo sinal cromatografico é proporcional a quantidade do respetivo analito
(84,85,87,93). No entanto, para a analise quantitativa do analito de interesse é necessario
comparar a area ou a altura do sinal cromatografico do respetivo analito com padrées de
concentracdo conhecida, ou seja, com recurso a uma reta de calibracdo
(84,85,87,93,96,97).

Como mencionado anteriormente, a cromatografia gasosa separa as substancias de
acordo com as diferencas no tempo em que estas sao eluidas, o que se traduz em tempo
de retencdo (tr). Essas diferencas na eluicdo s&o devidas as carateristicas moleculares dos
analitos, como o peso molecular e a afinidade destes com as fases estacionaria e movel.
Devido a estes fatores havera taxas de migracao variaveis, isto é, alguns analitos movem-
se mais lentamente na coluna cromatogréafica e permanecem durante mais tempo na fase
estacionaria originado assim um tempo de retencdo superior aos analitos que passam
rapidamente por essa mesma fase e chegam ao detetor num menor intervalo de tempo,
produzindo um menor tempo de retengdo (82,85,88,89). O tempo de retencdo de uma
determinada substancia expressa o tempo desde a inje¢do da amostra no equipamento até
ao momento em que ela sai da coluna e é detetada. Esta medida ndo é absolutamente
especifica para cada substancia, uma vez que pode haver outras substancias que possam
ter o mesmo tempo de retencdo. Neste caso é aconselhdvel o uso de duas colunas
cromatograficas com polaridades diferentes de forma a garantir que todas as substancias
séo devidamente identificadas (82,85).

Dado que a cromatografia gasosa é uma técnica simples, multifacetada, de rapida
aplicacdo na separacdo de analitos com baixo peso molecular e que se encontra bem
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estabelecida na literatura, ela apresenta diversas vantagens, nomeadamente a rapidez das
andlises, a necessidade de baixo volume de amostra, alta preciséo e resolucédo, e ainda
fornece resultados confidveis e robustos (93). Em relacdo as desvantagens, esta técnica é
limitada & analise de amostras volateis, ndo sendo adequada a amostras que se degradem
a temperaturas elevada nem a analitos altamente polares. Neste Ultimo caso pode ser
necessario derivatizar os analitos para que seja fornecido um grau de volatilidade,
processo este que pode ser complexo e originar erros quantitativos (11,33,87,88,92,96).

A cromatografia gasosa tem diversas aplicagdes, nomeadamente em laboratérios
analiticos industriais, quimicos, petroquimicos, ambientais, farmacéuticos e de
biotecnologia (11,82,84,87,94,98). Em particular, nas ciéncias forenses, a cromatografia
gasosa pode ser aplicada na analise de residuos liquidos inflamaveis, explosivos, residuos
organicos de arma de fogo, substancias medicamentosas, drogas ilicitas, controlo de
doping, pesticidas, petroleo, produtos de decomposicdo cadavérica e estimativa do
intervalo post mortem (98).

2.5.2. Detetor de ionizacdo de chama (FID)

O detetor € um dispositivo que se encontra localizado no final da coluna
cromatografica e tem como fungdes detetar o aparecimento de um analito, apos este sair
da coluna cromatogréfica, e produzir um sinal eletrénico (85-87,89).

O detetor de ionizacdo de chama (FID) é considerado um detetor universal que
responde a compostos que contenham principalmente carbono e hidrogénio, sendo que
também responde a compostos que contenham somente carbono e ndo tenham hidrogénio.
Este detetor responde linearmente a massa de carbono que flui por ele em tempo unitario,
independentemente da estrutura do composto (82,85,87,90,92,97,99). O funcionamento
deste detetor depende exclusivamente da conversdo das substancias eluidas em corrente,
gerando assim uma resposta Unica para cada uma delas. Isto deve-se ao facto de que
quando as substancias sdo eluidas da coluna e entram no FID, estas sdo queimadas numa
chama alimentada a hidrogénio/ar, e ap6s essa combustdo, sdo formados ides que entram
num coletor, figura 5. Este coletor consiste em duas placas as quais é aplicada uma
diferenca de potencial que é alterada a medida que os i6es penetram 0 espaco entre essas
duas placas, gerando uma corrente. Como na auséncia de amostra nao existem
praticamente ides a linha de base é estavel, observando-se facilmente a conversdo da
corrente apds a eluicdo dos analitos, o que culminara num cromatograma (82,85—
87,90,92,97,99).
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Figura 5 - Secéo transversal de um detetor de ionizacao de chama (adaptado de (95))

Dada a sua vasta aplicabilidade e facilidade de operacéo, o FID é um dos detetores
mais comummente utilizado na cromatografia gasosa. E um detetor sensivel, que nio
necessita de grande quantidade de amostra, o seu custo de fabricacao é baixo, é facil de
limpar e ndo requer praticamente manuten¢éo quando opera com colunas capilares, possui
um baixo nivel de ruido e produz uma resposta rapida que ndo varia significativamente
com fatores como a temperatura do detetor e o fluxo dos gases (82,86,90,92,97,99).

No entanto, o FID, por ser um detetor ionizante, requer o uso de gases inflamaveis
como o hidrogénio para alimentar a chama que ira destruir a amostra no final da analise
impossibilitando a recuperacao desta (86,97).

2.5.3. Sistema de headspace (HS)

Dado que a maioria das amostras nao estd preparada para uma introducdo direta nos
equipamentos, sdo necessarios procedimentos de preparacdo de amostras como a
extracdo, limpeza ou derivatizacdo para que a amostra esteja pronta a ser analisada. Este
método de preparacdo é uma etapa crucial no desenvolvimento de uma metodologia
analitica que tem como objetivo converter uma matriz numa amostra com configuragédo
adequada para a analise por separacdo ou por outra técnica analitica
(87,91,94,96,100,101).

O metodo de preparacdo de amostras mais habitualmente utilizado € a extracdo onde
o analito de interesse € separado da matriz da amostra com uma seletividade satisfatéria.
Durante este processo o analito é distribuido entre duas fases através de fendmenos de
difusdo (52,94,101-103). O facto de os analitos volateis poderem ser injetados
diretamente na coluna do cromatégrafo gasoso faz com que a analise de compostos
volateis seja simples, no entanto pode ser dificil extrair os analitos das matrizes,
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nomeadamente amostras biologicas, solo, alimentos, cosméticos, polimeros, entre outras.
Esta questdo pode ser solucionada com recurso a técnica de headspace (91,94,101).

Relativamente ao procedimento de extracdo desta técnica, este inicia-se com a
colocacéo do padréo interno e de uma amostra solida ou liquida num frasco de headspace.
O volume desta mistura deve ser baixo comparativamente a capacidade total do frasco de
headspace, de modo a que haja espaco livre acima da amostra. Apoés isto, o frasco sera
fechado hermeticamente e colocado num forno onde seré termostatizado, ou seja, estard
sob condic¢Bes de temperatura e pressao constantes durante um intervalo de tempo pré-
definido. De seguida, 0s analitos de interesse presentes na amostra sdo difundidos para a
fase gasosa acima da amostra (espago de cabeca). Quando a concentracdo dos analitos na
fase gasosa atingir um nivel de equilibrio termodindmico com a concentragéo presente na
amostra, é retirada uma aliquota do espaco de cabeca com o auxilio de uma seringa, apés
penetracdo do septo pela agulha da seringa. Posteriormente essa aliquota é introduzida no
injetor aquecido do cromatografo gasoso e a partir dai a amostra é transportada pelo gas
de arraste até a coluna cromatogréafica onde os analitos serdo separados e analisados de
acordo com as interacbes efetuadas entre as fases estaciondria e movel
(84,85,91,93,94,96,101-104).

Para o desenvolvimento de uma metodologia que inclua um sistema de extracao por
headspace devem ser otimizados parametros como a temperatura da seringa, a
temperatura e o tempo de incubacéo e a agitacdo do frasco (84).

Esta técnica é relativamente barata e simples, apresentando como principais
vantagens a auséncia de contaminacdo do injetor e da coluna mesmo apds um grande
namero de injecbes, uma vez que a matriz da amostra ndo € injetada, 0 que
consequentemente também é vantajoso a nivel do gasto de consumiveis no equipamento
(5,18,25,84,91,93,96,101,103,105). Além disto, ha baixa possibilidade de formacdo de
artefactos durante a analise o que se traduz num cromatograma limpo, ou seja, contendo
apenas sinais cromatograficos para os analitos de interesse (84,96). A principal
desvantagem que esta técnica apresenta € uma menor sensibilidade quando comparada
com outras técnicas de extracdo. Apesar desta desvantagem, a sua aplicacdo na
toxicologia forense ndo é comprometida (99).

2.6. Matrizes biologicas

Qualquer matriz biologica que tenha estado em contacto com uma substancia toxica
€ uma potencial amostra a ser submetida a exames toxicoldgicos, no minimo para a
realizacdo de analises qualitativas de forma a corroborar a interpretacdo dos resultados
(47,104,106). A selecdo das matrizes depende de diversos fatores como o objetivo da
andlise, o tipo de investigacdo (ante mortem ou post mortem), a disponibilidade, a
integridade da amostra, a facilidade de recolha, as condigdes de conservagdo da matriz,
as carateristicas fisico-quimicas das substancias de interesse e 0s aspetos analiticos como
a técnica utilizada (1,29,46,52,58,67,104).

Para a realizacdo de analises toxicologicas post mortem, 0 sangue e a urina sao as
matrizes convencionais mais relevantes. Contudo, existem outras matrizes bioldgicas que
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tém demonstrado vantagens como a sua disponibilidade, a estabilidade dos analitos e uma
maior janela de detegdo quando comparadas com as matrizes convencionais
(1,35,52,57,67,74,104).

Nos casos in vivo geralmente sdo recolhidas amostras de sangue, urina, vomito,
aspirado gastrico, ar expirado, fluido oral, unhas e cabelo (46,57,66-68,72,104).
Enquanto nos casos post mortem, o sangue (periférico e central), a urina, 0 humor vitreo,
0 contedo géastrico e 6rgdos como o pulméo e o figado sdo as amostras usualmente
recolhidas durante a autopsia (1,11,29,33,36,52,66-68,72,74,104). No entanto, outras
matrizes como baco, bilis, cabelos, cérebro, coagulos sanguineos, coragdo, liquido
cefalorraquidiano, liquido sinovial, medula 6ssea, musculo-esquelético, 0ssos, rim e
unhas podem ser recolhidas com o objetivo de complementar a andlise toxicoldgica
(1,5,11,25,27,29,32,33,39,47,52,58,66-68,72,74).

De acordo com a literatura, a indicacdo da causa de morte pode auxiliar nas escolhas
das matrizes bioldgicas a analisar. Em situacdes especificas, como o afogamento as
matrizes mais adequadas a analise de etanol sdo o sangue, a urina, o cérebro e o liquido
do seio paranasal. Nos casos em que ha uma hemorragia subdural aguda derivada de um
traumatismo craniano, e a vitima sobreviveu por algumas horas, o sangue pode ndo ser a
matriz mais apropriada devido a continuacdo das funcbes vitais, nomeadamente a
metabolizacdo do etanol. Logo, os tecidos cerebrais localizados nas proximidades do
local da hemorragia e os coagulos sanguineos sdo a melhor escolha, porque refletirdo a
concentragdo do etanol no momento da lesdo. Por sua vez, em corpos exumados, a matriz
mais adequada para a andlise de etanol é o musculo-esquelético. Para interpretar
inequivocamente a origem e concentracdo de etanol, principalmente em situacfes de
putrefacdo, é recomendado que diferentes amostras sejam recolhidas e analisadas, sendo
as mais comummente requisitadas sdo o sangue, 0 humor vitreo, a urina, a bilis, o cérebro,
o liquido cefalorraquidiano e a medula 6ssea (5,8,25,27,29,36,39,66,75).

Dado que a glicose € o principal substrato para a producdo de etanol enddgeno, e uma
vez que o corpo humano ndo armazena esta substancia de forma uniforme, é espectavel
que os Orgdos e tecidos que possuam elevada capacidade de armazenamento desta
substancia sejam mais suscetiveis a producdo de etanol endogeno (1,5,9,16,25,38,40—
42,47,53,56). Deste modo, a escolha das matrizes bioldgicas a utilizar nas analises para a
determinacéo da origem do etanol post mortem € crucial. Apesar de 0 sangue ser a amostra
preferencial para as anélises toxicoldgicas, nos casos de determinacdo da origem do etanol
post mortem, a analise desta matriz deve ser corroborada com a andlise de outros 6rgaos
e tecidos para uma correta interpretacdo dos resultados, evitando assim resultados falso
positivos (5,27).

Sendo o coragéo, o figado, 0 musculo-esquelético e os pulmdes os 6rgdos com maior
capacidade de armazenamento de glicose, constituem matrizes inapropriadas para a
determinacdo de etanol post mortem (16,25,41,47). Desta forma, as matrizes bioldgicas
selecionadas para o presente estudo foram o sangue, a urina e 0 humor vitreo, no entanto
existem outras potenciais matrizes como o cérebro e o liquido cefalorraquidiano. A
selecdo destas matrizes deve-se ao facto de estas, em individuos saudaveis, apresentarem
baixa concentracdo de glicose bem como localizagGes anatdmicas isoladas de possiveis
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contaminagdes microbianas. Tais carateristicas sdo fundamentais na distincdo entre a
ingestdo ante mortem e a producdo enddgena de etanol (25,41,53).

Neste caso, as diversas matrizes ndo devem ser utilizadas como substitutas do sangue,
mas sim como matrizes complementares que corroborem o0s seus resultados e fornecam
informac@es adicionais para a investigagao.

2.6.1. Sangue

Apesar da sua complexidade, o sangue é a amostra de elei¢do para detetar, quantificar
e interpretar as concentracfes de substancias toxicas em toxicologia. Isto porque os dados
disponiveis na literatura relativos as concentragdes de substancias tdxicas encontradas
durante 0 monitoramento ante mortem e as concentracfes potencialmente fatais e néo
fatais encontradas em amostras post mortem sdo reportadas no sangue
(5,10,11,16,18,21,27,29,40,57,66,68,72,74,77,79,104).

Se 0 objetivo da analise for a quantificacdo de substancias toxicas, o recomendado é
utilizar uma amostra de sangue total, uma vez que no recurso a amostras de plasma ou
soro as substancias de interesse podem ser perdidas (1,44,47,68,104). Dependendo do
local de recolha da amostra de sangue pode obter-se sangue periférico ou sangue central,
e consequentemente concentragcdes sanguineas post mortem diferentes. A recolha das
amostras de sangue periférico deve ser efetuada nos vasos periféricos como a veia
femoral, subclavia ou iliaca, no entanto em casos de indisponibilidade destas, o sangue
central pode ser recolhido nas cavidades cardiaca ou abdominal
(1,9,11,29,33,36,47,50,52,57,67,68,75,77,104).

O sangue é um fluido complexo, constituido maioritariamente por &gua
(aproximadamente 80%), proteinas solGveis, gorduras, sais e células suspensas
(29,32,67,74,75,104). Esta é a matriz mais adequada para a realizacdo de anélises
quantitativas, sendo por isso aplicada como amostra de rotina nos laboratdrios de
toxicologia (57,72). No entanto, a interpretacdo dos resultados obtidos a partir da analise
do sangue torna-se complicada nos casos em que as substancias sofrem redistribuicdo
post mortem, o que requer a consideracdo destes fendmenos aquando da recolha de
sangue. Nestes casos, é crucial a analise de uma amostra de sangue periférico uma vez
que as concentracBes das substancias tdxicas nesta matriz se mantém constantes
comparativamente ao sangue central onde as concentra¢cdes normalmente séo superiores
devido a RPM. Desta forma, as concentracfes sanguineas post mortem de muitas
substancias variam mediante o local da recolha, essencialmente as substancias suscetiveis
a RPM, sendo de extrema importancia avaliar o local de onde o sangue foi recolhido
(52,68,80,104).

A maior vantagem da utilizacdo do sangue como matriz bioldgica relaciona-se com a
capacidade de correlacdo entre a concentracdo da substancia toxica presente no sangue e
a condicao clinica do individuo. Outra vantagem € a possibilidade de detetar substancias
imediatamente apo0s a sua administracdo, sem que estas tenham sido metabolizadas,
fornecendo uma boa correlagdo entre a dose ingerida ante mortem e a concentracao
determinada (104). Comparativamente a outras matrizes, 0 sangue apresenta uma maior
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aplicabilidade em diversas metodologias analiticas existentes e uma enorme quantidade
de estudos realizados e publicados (29,57,67).

Relativamente ao sangue periférico, este € menos suscetivel a fendmenos de RPM, o
que se traduz numa menor probabilidade de contaminacdo devido ao seu isolamento em
relacdo aos orgaos internos do torax e do abdomen (9,33,36,47,52,70,72,74,104). Dada a
sua localizacéo, a recolha de sangue central pode apresentar maior contaminacéo interna
da amostra em consequéncia do desconhecimento da rutura de 6rgdos, penetracdo da
agulha no trato gastrointestinal ou por infiltracbes de fluidos gastricos ou viscerais
(9,33,47,57,66,67,80,104,107).

O sangue deve ser a amostra selecionada para as analises quantitativas, a excecao de
solicitacOes legais ordenadas pelo tribunal que recorram a outras matrizes biolégicas com
justificacdo de estas terem disponibilidade exclusiva (57,66).

2.6.2. Urina

A urina é, para além do sangue, uma matriz convencionalmente utilizada em analises
toxicoldgicas forenses, e resulta de uma ultrafiltracdo do sangue pelos rins. Esta matriz é
constituida essencialmente por agua, aproximadamente 98%, sendo que a restante
percentagem sdo substancias organicas (ureia, &cido Urico e creatinina) e inorganicas (ibes
de cloreto e sddio). A urina, ao contrario do sangue, € livre de proteinas e lipidos, salvo
em casos patoldgicos onde podem ser detetados niveis significativos destes
macronutrientes. A quantidade média diaria de urina formada por um individuo saudavel
é de aproximadamente 1200 mL. Como principal via de eliminacéo de substancias, a urina
é comummente utilizada para a analise de metabolitos. Dada a sua constituicdo, a urina
pode ser facilmente utilizada como amostra de rastreio para a maioria dos testes de
triagem, nomeadamente imunoensaios, de modo a fornecer informagéo qualitativa sobre
a exposicao a uma determinada substancia. A identificacdo de uma substancia na urina
confirma o seu consumo, mas ndo fornece informagéo sobre a quantidade ingerida nem o
intervalo de ingestdo. A auséncia da substéncia na urina pode indicar que a morte ocorreu
imediatamente apds o consumo, ndo chegando a haver a metabolizacdo da substancia
(9,10,29,33,43,46,52,57,67,68,72,74,75,79,104,106).

A presenca de substancias toxicas e dos seus respetivos metabolitos nesta matriz é
indicativa de um consumo prolongado. No entanto, ha substancias que séo rapidamente
metabolizadas, logo a substancia original ndo sera detetada na urina ou caso seja detetada
sera em concentracdes baixas. Posto isto, a urina tem um elevado potencial para fornecer
informacdes sobre a exposicdo ante mortem. Existem diversos fatores que afetam a
concentragdo das substdncias tdxicas na urina, principalmente o volume de urina
disponivel, a depuracdo glomerular, a taxa de metabolismo e o pH da urina
(16,29,33,67,68,106).

Esta matriz apresenta diversos aspetos positivos como a facilidade de recolha, a
disponibilidade de grandes volumes, uma janela de detecdo superior a outras matrizes,
nomeadamente o sangue e o reduzido ndmero de interferentes enddgenos quando
comparada com outras matrizes biologicas. Para além destas vantagens, a urina

normalmente apresenta alta estabilidade sob congelamento, o que permite um
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armazenamento a longo prazo de amostras positivas. Porém, é uma matriz que nem
sempre estd disponivel nas autdpsias, sendo que por vezes a bexiga encontra-se
aparentemente vazia durante a autdpsia. Outras desvantagens incluem a facilidade de
adulteracdo e de contaminacdo por parte de algumas bactérias ou leveduras que
fermentam hidratos de carbono, nomeadamente a glicose e produzem etanol enddgeno.
No caso de individuos diabéticos ou com infe¢des do trato urinario é necessario a adicao
de um conservante para prevenir a producdo deste tipo de etanol. Esta matriz deve ser
utilizada para analises qualitativas dada a baixa correlacdo entre a concentracdo da
substancia na urina e no sangue, isto porque a urina é recolhida a partir de um reservatorio,
a bexiga, e ndo é um fluido circulante como o sangue, logo néo esta em equilibrio com os
tecidos (5,7,9,10,16,29,33,36,39,41,44,46-48,50,52-54,57,67,72,75,104,106).

2.6.3. Humor vitreo

O humor vitreo é um fluido viscoso, incolor e ndo vascularizado que se encontra
localizado no interior do olho protegido pela estrutura 6ssea do globo ocular. Este fluido
é constituido principalmente por agua, cerca de 99%, proteinas, essencialmente colagénio
e &cido hialurdnico, e outras substancias como sédio, potassio, calcio, cloreto, ureia,
creatinina, glicose e lactato. O volume disponivel desta matriz num recém-nascido é de
aproximadamente 1 mL enquanto num adulto varia entre 2-3 mL em cada globo ocular.
Devido ao seu volume limitado, o fluido de ambos os olhos pode ser combinado no
mesmo recipiente (9,21,29,30,33,52,57,67,68,72,75,104,106,108-111).

Esta matriz tem particular interesse nas analises toxicolégicas post mortem, uma vez
gue exibe grande estabilidade e resisténcia perante fenémenos de putrefacdo e de RPM.
Isto deve-se ao facto de se encontrar no interior da cdmara ocular, sob um meio estéril,
protegido da contaminacdo externa e invasdo de micro-organismos, juntamente com o
distanciamento dos principais 6rgdos das cavidades toracica e abdominal. Assim, a sua
utilizacdo € indicada essencialmente em casos de cadaveres carbonizados, em processo
de decomposicdo ou politraumatizados, ou em que ndo haja outra matriz disponivel,
nomeadamente sangue
(1,7,21,27,29,30,32,33,41,47,50,52,57,67,68,72,104,106,109,112).

Dada a sua localizacdo anatémica, o humor vitreo torna-se menos suscetivel a
contaminacgdes bacterianas e fangicas, sendo por isso utilizado para distinguir entre a
ingestdio ante mortem de etanol e a sua formagdo post mortem
(1,5,9,10,27,29,32,39,41,47,52,53,57,67,68,79,106,113). Apesar da presenca de glicose
no interior do olho, a fermentacdo ndo ocorre dado 0 seu ambiente estéril mesmo em
estagios avancados de decomposic¢éo (10,33,67,104).

As substancias toxicas e os seus metabolitos chegam ao humor vitreo através da
passagem pela barreira hemato-retiniana, por difusdo passiva. A auséncia de esterases,
enzimas responsaveis pela hidrdlise de determinadas substancias, faz com que a presenca
da substancia original seja predominante relativamente aos metabolitos
(7,9,33,68,72,104,106,112).

Nos casos de analise para a determinacdo de etanol post mortem, esta matriz é util

guando o sangue ndo se encontra disponivel, se encontra disponivel mas contaminado ou
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simplesmente para corroborar os resultados obtidos no sangue (1,5,7,27,47,72). Se a
andlise realizada com humor vitreo for positiva, pode-se presumir que houve consumo
ante mortem, descartando-se assim a possibilidade de producédo de etanol post mortem.
Caso a analise ao humor vitreo dé um resultado negativo para o etanol, mas as amostras
de sangue forem positivas, deve-se suspeitar de producdo enddgena de etanol devido a
fendmenos post mortem (8,27,32,47,48,72,74).

A principal vantagem do humor vitreo para a andlise de etanol comparativamente a
outras matrizes bioldgicas é a estabilidade desta matriz perante fendmenos de putrefacéo,
dada a baixa probabilidade que ocorra a sintese post mortem de etanol resultante do seu
isolamento anatémico (5,7,21,29,30,32,33,57,67,68,72,75,104,109). Para além desta
vantagem, esta matriz permanece limpa e estéril apds a recolha, tem a possibilidade de
ser utilizada em diversas metodologias analiticas, é util na determinacdo de diversas
substancias de interesse toxicologico e tem elevada protecdo contra modificacdes post
mortem como a contaminacdo, a putrefacdo e a redistribuicdo post mortem
(27,32,33,57,72,74,75,80,109). As principais desvantagens da utilizacdo do humor vitreo
sdo o volume limitado de amostra, que limita consequentemente o nimero de ensaios e a
dificuldade de interpretacdo dos resultados obtidos através da analise com humor vitreo
dada a reduzida informacéo cientifica presente na literatura (33,104,109).

2.7. Processamento das amostras

A toxicologia forense é uma area da toxicologia que tem como objetivo realizar
analises quimicas para detetar e quantificar a presenca de substancias toxicas e relacionar
a sua concentragdo com a toxicidade da substancia. Pretende assim investigar casos que
possam estar relacionados com intoxicacfes e com as suas respetivas consequéncias,
fatais ou ndo, auxiliando no esclarecimento de questdes judiciarias e judiciais em diversos
dominios do  direito, essencialmente  penal, civil e do trabalho
(25,35,36,50,66,74,106,114).

As analises toxicol6gicas post mortem requerem a juncdo de conhecimentos no
ambito da quimica analitica, toxicologia fundamental e da medicina legal devido as
carateristicas das matrizes biol6gicas, da aplicagdo de tecnologias analiticas e a
dificuldade de interpretacéo dos resultados (52,66,106).

Devido as repercussdes legais, € necessario um registo da cadeia de custédia que
demonstre que as evidéncias associadas a um determinado caso permaneceram intactas
numa area segura descartando possiveis episddios de adulteracdo, manipulacdo e
extraviamento. A cadeia de custddia é a documentacdo existente no laboratorio onde se
registam todas as operacdes realizadas com cada amostra, desde a sua recolha até a sua
destruicdo. A quebra da cadeia de custddia para além de comprometer a credibilidade da
instituicdo que a manipula pode também comprometer a integridade da amostra e
consequentemente invalidar os resultados analiticos. Todos os registos devem especificar
ao maximo a sequéncia dos factos pelos quais a amostra passou sobretudo as datas e a
identificacdo dos profissionais que contactaram com a amostra, principalmente na sua
recolha, transporte e rececdo, analises realizadas e destruicdo para garantir a sua
seguranca e integridade. Este documento deve responder a questdes como quem coletou
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a amostra, de que amostra se trata, quando é que foi recolhida, onde esteve armazenada e
a que condicdes, entre outras. De forma a garantir a cadeia de custddia, a solicitacdo
toxicoldgica deve acompanhar as amostras dentro de um invélucro selado de modo a que
qualquer violagéo seja evidente (1,33,46,52,67,68,106).

O processamento das amostras inicia-se com a rececdo destas, documentando o
registo de entrada e a abertura do invélucro que as contém. Posteriormente as amostras
de tecidos devem ser pesadas e as amostras de fluidos medidas, registando todas as
irregularidades caso existam, como 0 mau acondicionamento, volume inadequado, entre
outras. Apos este procedimento, o toxicologista forense realizard um teste de triagem para
determinar se existem substancias toxicas na amostra. Apés o resultado confirmatorio, é
determinada a quantidade de substancia presente na amostra. A quantificacdo da
substancia é necessaria para indicar se a quantidade especifica é compativel com a
intoxicacdo (29,33,52,68). Geralmente os métodos de triagem sdo efetuados com recurso
a imunoensaios e os métodos de confirmacdo utilizam técnicas de cromatografia
(33,52,74).

O perito deve assegurar que a selecdo e recolha sdo efetuadas de modo adequado
tendo em consideracdo a andlise pretendida. O ideal seria recolher as amostras no menor
tempo apds a morte. Caso ndo seja possivel, deve-se proceder a refrigeracdo do cadaver
de modo a minimizar as alterac6es nas concentracdes das substancias devido a alteracdes
post mortem. Independentemente do tipo de amostra, o tempo decorrido entre a morte e
a recolha da mesma é um fator importante tendo em conta as diferentes janelas de detecéo
(25,32,34,50,68,72).

Apesar das alteracBes post mortem que ocorrem no cadaver serem praticamente
incontornaveis, existem erros na preservacdo, acondicionamento e armazenamento das
amostras que podem influenciar as concentragdes obtidas, interferindo cumulativamente
na analise e na interpretacdo dos resultados obtidos (72). Para minimizar estes erros, a
nivel da recolha das amostras, devem ser utilizados recipientes apropriados ao volume da
respetiva amostra para que o espaco livre seja 0 menor possivel de forma a diminuir a
perda oxidativa e a volatilizacdo do analito, assim como a introducdo de substancias
contaminantes (35,67,68,83).

Para evitar que haja a deterioracdo do analito e/ou da matriz bioldgica antes da analise,
a preservacao das amostras deve ser complementada com o uso de um conservante. Dado
que o0 sangue é a matriz convencional para a quantificacdo de substancias toxicas, a sua
preservacao deve ser efetuada com fluoreto de sodio a 1%, enquanto para as restantes
amostras esta preservacao é facultativa (7,18,25,29,33,35,36,42,46,50,57,66-68,72). O
uso de um conservante tem por objetivo a reducdo ou inibicdo da decomposicdo das
amostras, impedindo a perda de qualquer componente. O fluoreto de sbdio
especificamente atua como inibidor da glicélise. No entanto, é de extrema importancia
que o analista tenha conhecimento se houve a adi¢do de algum conservante a matriz em
estudo e qual, uma vez que pode ser necessario alterar o procedimento analitico
(7,29,35,49,57,68).

O uso de conservantes pode ser combinado com medidas fisicas apropriadas como o
armazenamento das amostras em recipientes hermeticamente fechados e mantidos a
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baixas temperaturas garantindo que nao haja alteracGes significativas no teor do analito
de interesse na amostra. Esse armazenamento deve ser a 4°C se as amostras forem
analisadas num curto espago de tempo ou a -20°C caso sejam analisadas num maior
espaco de tempo e a repeticdo dos ciclos de congelagéo/descongelacdo deve ser evitada.
O armazenamento deve ter lugar num ambiente seguro e adequado, somente acessivel a
pessoal autorizado de forma a garantir a seguranca e integridade das amostras
(7,9,11,25,32-36,40,46,48,50,52,57,66,67,72).

2.8. Validacdo da metodologia analitica

2.8.1. Introducao

Na prética, a metodologia analitica € um processo que envolve a realizacdo de um
conjunto de experiéncias e procedimentos estatisticos que estimam a eficicia dessa
mesma metodologia, no entanto este processo € suscetivel a erros, aleatdrios e/ou
sistematicos, que podem alterar de forma significativa o valor do resultado final da
analise. Logo, € de elevada importancia que num laboratério de toxicologia forense todos
0s métodos sejam devidamente validados. Sendo fundamental que estes laboratdrios
disponham de normas e critérios objetivos e que sejam capazes de demonstrar atraves da
validacao que os métodos internos que executam originam resultados crediveis. Uma vez
que pode ser necessario ir justificar esses resultados em tribunal, a validacéo nesses casos
é um suporte de extrema confianca que os corrobora, sendo por isso uma garantia da
qualidade analitica. Com o objetivo de garantir que a nova metodologia analitica fornece
resultados interpretaveis e fiaveis, a mesma deve ser submetida a um processo de
avaliacdo designado de validacéo (50,100,115).

A validacdo de uma metodologia analitica € efetuada apos a selecéo e a otimizagédo
da mesma e pretende comprovar, através de evidéncias objetivas, que as caracteristicas
de desempenho do procedimento satisfazem os requisitos para as aplica¢cdes analiticas
pretendidas. Assim sendo, o principal objetivo da validacdo de uma metodologia analitica
é demonstrar a sua credibilidade nos resultados analiticos obtidos para a determinacao de
uma concentracdo do analito numa matriz especifica, satisfazendo os requisitos de
qualidade impostos por entidades reguladoras. A validacdo também permite avaliar a
qualidade do desempenho da metodologia analitica, uma vez que possibilita a
identificacdo e a quantificagcdo de erros e incertezas inerentes ao procedimento analitico.
Assim sendo, os resultados obtidos através da validacdo s@o fundamentais para 0s
laboratdrios efetuarem o controlo de qualidade interno das anélises de rotina. A validacao
ndo deve ser somente realizada quando um laboratério cria ou desenvolve uma nova
metodologia, mas sempre que seja necessario verificar se 0s parametros sdo adequados
para a utilizacdo numa determinada analise (29,33,50,77,100,115).

Os pardmetros de validagdo a estudar dependem das carateristicas do ensaio, do tipo

e da complexidade da amostra e do tipo de metodologia em questdo, isto é, analises

qualitativas ou quantitativas. Na maioria dos casos, em toxicologia forense, a analise

qualitativa ndo e suficientemente adequada para a interpretacdo dos resultados, pelo que

é indispensavel a realizacdo de ensaios quantitativos. As realizagfes destes ensaios

quantitativos tém como objetivo distinguir entre concentragdes terapéuticas e toxicas para
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posteriormente formular conclusées médico-legais apropriadas. No entanto, cabe a cada
laboratério analisar quais s@o o0s parametros que deve incluir no seu plano de validacao
(100).

Dado que o objetivo do presente estudo é o desenvolvimento e a validacdo de uma
metodologia analitica para andlises qualitativas e quantitativas, os parametros de
validacao avaliados foram selecionados com base no procedimento operacional em vigor
no SQTF-DC e na norma SWGTOX e, estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Parametros de validacio

Parametro Qualitativo Quantitativo
Seletividade/Especificidade 4 v
Analise de interferentes 4 v
Gama de trabalho v
Linearidade e modelo de v
calibracao
Limite de detegdo v v
Limite de quantificacdo v
Repetibilidade v
Precisdo intermédia v
Exatidao v
Arrastamento (carryover) 4 v
Estabilidade 4 v

2.8.2. Definicdo dos parametros de validacédo

2.8.2.1. Seletividade/Especificidade

A especificidade e a seletividade sdo parametros que indicam a confiabilidade da
analise. Estes dois termos estdo estritamente relacionados entre si, uma vez que refletem
a mesma carateristica, sendo por isso frequentemente utilizados com conceitos
sobreponiveis, 0 que pode causar alguma confusdo. Estes parametros definem a
capacidade que uma metodologia analitica tem para medir inequivocamente e diferenciar
o(s) analito(s) de interesse na presenca de interferéncias especificas que possam estar
presentes na amostra. Exemplos destas interferéncias sdo os componentes da matriz,
impurezas, produtos de degradacdo, metabolitos ou outras substancias de comportamento
similar ao do analito de interesse. Em particular, a especificidade refere-se a metodologias
analiticas que produzem apenas uma resposta para um Unico analito. Por outro lado, a
seletividade refere-se a capacidade que as metodologias tém para separar fisicamente as
substancias de uma mistura, produzindo uma resposta para diversas substancias em
simultaneo, sendo possivel a sua distin¢do (100,115-119).

No ambito do presente estudo, o termo mais adequado sera a seletividade. Neste caso,
se for gerado um sinal analitico, diferenciado de todos os outros sinais, em resposta
exclusivamente a presenca do analito de interesse, considera-se uma metodologia

seletiva. Se a seletividade de uma metodologia analitica ndo estiver assegurada, outros
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parametros como a linearidade, a preciséo e a exatiddo ficardo comprometidos (120-123).
Deste modo, a seletividade deve ser um dos primeiros parametros a avaliar no decorrer
do desenvolvimento de uma metodologia analitica. No entanto, este pardmetro deve ser
reavaliado ao longo do processo de validagéo, visto que podem ocorrer eventos como a
degradacdo das amostras e consequente formacdo de novas substancias que ndo foram
observadas numa fase inicial e que podem ser capazes de gerar problemas ao nivel da
identificacdo e quantificacdo do analito de interesse (120,124,125).

Existem diferentes formas de avaliar a seletividade de uma metodologia analitica.
Uma delas consiste na demonstracdo da falta de resposta em amostras brancas, ou seja,
na comparacao dos resultados obtidos para amostras fortificadas com o analito em estudo
(controlo positivo) e na auséncia deste (controlo negativo). Em cromatografia, analisa-se
0 cromatograma das amostras fortificadas comparando os sinais cromatograficos
adquiridos para o analito de interesse e para o padrdo interno com os de referéncia. Nesta
analise, os tempos de retencdo do analito e do padrédo interno devem coincidir com os
tempos de retencdo das referéncias e a0 mesmo tempo estes devem ser distinguiveis dos
restantes componentes. O estudo deste parametro deve incluir ndo s6 o analito como o
padrdo interno de forma a verificar também a auséncia de interferéncia entre ambos
(124,125).

2.8.2.2. ldentificacéo de interferentes

Déa-se 0 nome de interferente a qualquer substancia, que nao fazendo parte do estudo,
pode, caso esteja presente, comprometer a identificacdo, analise e quantificacdo dos
compostos relevantes. Podem ser distinguidas interferéncias de matriz e interferéncias de
analitos comuns. Na analise das interferéncias de analitos comuns, e de acordo com o tipo
de estudo efetuado, sdo selecionadas substancias, que possam interferir com 0s compostos
em estudo. Assim, as substancias a analisar terdo de ser idénticas aquelas que realmente
participam no estudo (126).

No caso de uma analise de volateis, outros volateis comuns deverdo ser avaliados
através do estudo de amostras provenientes de casos anteriormente analisados ou pela
fortificagdo de amostras brancas. No contexto deste trabalho, os tempos de retencdo dos
possiveis interferentes serdo comparados com os tempos de retencdo das substancias em
estudo nas duas colunas cromatogréaficas utilizadas na presente metodologia. No caso de
algum interferente comprometer, de alguma forma, a correta interpretacéo dos resultados
obtidos, encontramo-nos perante uma inconformidade, o que leva a impossibilidade,
dependendo de diversos fatores (e.g. relevancia da impureza interferente, nivel de
interferéncia), de quantificar o analito de interesse (126).

2.8.2.3. Gama de trabalho

A gama de trabalho de uma metodologia analitica corresponde ao intervalo entre a
concentracdo mais baixa e a concentracdo mais alta para a quantificacdo dos analitos em
estudo, tendo sido selecionada com base na gama de concentragdes esperada segundo um
determinado estudo. Durante o desenvolvimento da metodologia, a gama de trabalho
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selecionada deve fornecer resultados com uma incerteza aceitavel, isto é, com valores de
precisdo, exatiddo e linearidade adequados (117,119).

Relativamente a quantificacdo das sustancias, devem ser evitadas extrapolaces, e caso
ndo se consiga quantificar com exatiddo uma determinada concentragcdo por estar num
nivel demasiado baixo, o resultado deve ser expresso como sendo inferior a concentracao
do calibrador mais baixo ou indicar a expressio “concentragdo vestigial”. E fundamental
confirmar regularmente este parametro no decorrer da validagdo, e para tal é necessario
considerar a linearidade da metodologia e o procedimento de calibragcdo desenvolvido
(127). Deste modo, entre a concentracdo do calibrador mais baixo e a concentracdo do
calibrador mais alto a resposta do método deve obedecer a uma tendéncia linear. Assim,
durante a validacdo deste parametro é necessario confirmar esta relacdo linear,
demostrando que a gama de trabalho do equipamento é compativel com a gama de
trabalho escolhida para a metodologia em estudo e verificar se 0 procedimento de
calibracdo proposto é adequado (117). A gama de trabalho selecionada ndo tem de
coincidir obrigatoriamente com o intervalo de concentracdes dos calibradores utilizados
para a elaboracdo da reta de calibragéo.

2.8.2.4. Modelo de calibragao e linearidade

A selecdo do modelo de calibracdo a usar é de extrema relevancia para a obtencao de
resultados quantitativos confiaveis, sendo que este deve descrever a relacdo entre as
razbes das areas dos sinais cromatograficos do analito e do padrdo interno (y) e a
concentracéo do analito na amostra (x). O analista deve selecionar o modelo de calibragéo
mais simples que descreva adequadamente a relacdo concentragdo-resposta, o fator de
ponderacdo assim como a equagéo da reta (y = a + bx, onde “a” é a ordenada na origem
e “b” é o declive da reta). Quando uma metodologia analitica é capaz de fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito de interesse dentro da

gama de trabalho designa-se de linearidade (33,100,115,118,119).

Para o estudo da linearidade de uma metodologia analitica devem ser avaliados 0s
calculos de regressdo linear, nomeadamente o coeficiente de correlacéo (r), o coeficiente
de determinagao (r?), a intercecéo da reta na origem e o estudo dos residuos de y, ou seja,
a soma dos valores residuais e a sua distribuicdo grafica (100).

Apos a elaboracdo de um grafico que estabeleca a linearidade de forma reprodutivel
entre a razdo das areas do analito e do padrédo interno em funcdo da concentragdo do
analito de interesse, podem ser calculados os coeficientes de regressdo (a e b) e o
coeficiente de correlagdo (r) em que -1 <r <+1. Quando r = -1 indica a presenga de uma
correlagé@o negativa, ou seja, todos os pontos do gréafico estardo em linha reta de declive
negativo; se r = 0 indica total auséncia de correlacdo linear entre X e y; e se r = 1, todos
0s pontos estardo em linha reta de declive positivo, representando uma correlagéo
positiva, que é o pretendido (117).

Relativamente ao coeficiente de determinacgdo, o valor aceite para este parametro
depende dos critérios internos do laboratorio e da metodologia analitica utilizada, no
entanto as retas de calibracdo devem assumir valores de coeficientes de determinagéo
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superiores a 0,995. Isto porque quanto mais préximo de 1 menor é a incerteza associada
e a dispersdo do conjunto de pontos experimentais, 0 que consequentemente evidencia
um ajuste ideal (33).

Quanto aos valores residuais, estes representam as diferencas entre o valor de y real
e o valor de y previsto com base na reta de regressdo, para cada valor de x. Se estes
valores, calculados através de regressdo linear simples, se apresentarem distribuidos
aleatoriamente em torno de zero confirma-se a linearidade do método. Por outro lado, se
os valores residuais apresentarem tendéncias sistematicas indicam n&o linearidade
(100,115).

Efetivamente 0 modelo de calibracdo mais utilizado é o linear onde € obtida uma
relacdo linear entre a razdo dos sinais e a concentracao do analito, que € calculado através
de uma linha de regressdo segundo o método dos minimos quadrados, simples ou
ponderados, dependendo da homocedasticidade da resposta. A homocedasticidade deve
ser verificada atraves de um procedimento estatistico apropriado, como o teste de F: duas
amostras para variancia entre as varia¢des nos niveis de concentragdo mais baixo e mais
alto (100,115).

A avaliacdo do comportamento da variancia é de extrema relevancia para a selecao
do modelo de regresséo a utilizar. No modelo de regressao de minimos quadrados simples
geralmente assume-se que a variancia das diferengas entre os valores teoricos e os valores
experimentais obtidos é constante em toda a gama de trabalho, verificando-se
homocedasticidade. Assim, neste método os diferentes calibradores utilizados na
elaboracdo da reta de calibragéo tém igual contributo para o estudo da regresséo. Contudo,
guando se observa heterocedasticidade, isto é, oscilagcdes na variancia ao longo da gama
de trabalho, significa que hd uma maior contribuicdo por parte dos calibradores mais
concentrados do que os calibradores de menor concentracdo. Nestes casos, pode haver
problemas na exatiddo das quantificacdes efetuadas na gama baixa da reta de calibracao,
sendo por isso necessdria a inclusdo de um fator de ponderacdo que minimize a
contribuicéo dos calibradores mais concentrados. Normalmente, os fatores de ponderagéo
que sdo utilizados para compensar adequadamente a heterocedasticidade sdo 0 1/x e 0
1/x?, isto €, o inverso da concentracdo ou o inverso da concentragdo ao quadrado,
respetivamente. A conveniéncia do modelo de calibracdo selecionado deve ser
confirmada através de testes estatisticos para ajuste do modelo, uma vez que a avaliagédo
do modelo de calibracdo através do seu coeficiente de correlagdo ndo é suficiente. Depois
de definido o modelo de calibracdo, as retas de calibracdo utilizadas para o estudo de
outros parametros podem ser preparadas com um menor nimero de calibradores e com
menos réplicas, eventualmente sem necessidade de qualquer replicagéo (100,115,118).

2.8.2.5. Limiares analiticos

Os limiares analiticos de uma metodologia analitica correspondem ao limite de detecéo
(LD) e ao limite de quantificacdo (LQ). O LD e o LQ estabelecem a concentracéo a partir
da qual é possivel detetar e quantificar, respetivamente, o analito em estudo.
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2.8.2.5.1. Limite de detecao

O limite de detecdo (LD) de uma metodologia analitica corresponde ao ponto em que
um determinado valor medido € maior que a incerteza a ele associada, ou seja, € a menor
concentracdo de analito presente numa amostra que pode ser detetada, mas néo
necessariamente quantificada com um valor exato e preciso (115,117,119). Geralmente o
LD é expresso em concentracao e deriva do menor sinal detetado com razoavel seguranca
e certeza estatistica para um determinado procedimento analitico. O LD corresponde a
menor concentracao que € possivel distinguir do branco, isto €, de uma amostra que nao
contém o analito mas contém a mesma matriz (121).

Em cromatografia, é recomendado que este menor sinal detetado resulte de um sinal
cromatografico com uma altura pelo menos 3 vezes maior que o nivel de ruido da linha
de base (115). Este método apenas € aplicavel a procedimentos analiticos que apresentem
ruido na linha de base, tendo esta relacéo sinal/ruido de ser igual ou superior a 3:1. Para
além deste método de sinal/ruido, existe outro método pelo qual o LD e o limite de
quantificacdo (LQ) podem ser determinados (117): o desvio padrdo da resposta com base
no declive da reta de calibracdo. Neste método é estudada uma reta de calibracdo usando
amostras que contém o analito de interesse numa gama proxima a do LD esperado.

2.8.2.5.2. Limite de quantificacdo

Por outro lado, o limite de quantificacdo (LQ) representa a concentracdo minima
injetada capaz de produzir resultados quantitativos com precisdo e exatidao aceitavel no
ambito da aplicagdo da respetiva metodologia. Em cromatografia, a formula de calculo é
muito similar a do LD, exceto que para o LQ € exigida uma altura de sinal cromatografico
pelo menos 10 vezes superior a do ruido da linha de base, 0 que corresponde a uma relagdo
sinal/ruido de 10:1 (100,115,117,119). Assim sendo, o LQ define aquela concentracdo de
analito que é quantificavel com um coeficiente de variacdo ndo superior a 10% (115,117).
O valor do LQ é sempre superior ao valor do LD (121,127,128).

2.8.2.6. Precisao

A precisdo é um parametro com elevada importancia na validacdo de uma
metodologia analitica, dado que considera todas as variagfes que podem ocorrer em
condigdes operacionais durante o uso rotineiro da metodologia. O objetivo deste
parametro € determinar a variabilidade tipica da aplicabilidade da metodologia e ndo a
variabilidade minima. Como a precisdo de uma metodologia analitica depende da
concentracdo do analito, este parametro deve ser avaliado em toda a gama de trabalho.
Este parametro avalia até que ponto os resultados individuais obtidos pela metodologia
desenvolvida concordam entre uma série de medicdes obtidas (e.g. média) a partir de uma
amostra homogénea, sob condicBes especificas. Estas condigdes especificas sdo um
aspeto importante na avaliacdo da precisdo, uma vez que elas determinam o tipo de
estimativa de preciséo obtida, desta forma devem ser especificadas em cada caso (115-
118).
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A precisdo de uma metodologia pode ser avaliada através de trés estimativas
diferentes: repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade. A precisdo é
geralmente expressa por parametros estatisticos que descrevem a disperséo dos resultados
em relacdo ao valor médio, como o desvio padrdo (DP) e o coeficiente de variagdo (CV)
(100,115-118).

2.8.2.6.1. Repetibilidade

Das trés estimativas existentes para avaliar a preciséo, a repetibilidade € a que requer
menor variacdo nas condicdes operacionais. A repetibilidade, também designada por
precisdo intra-ensaio, corresponde a precisdo obtida sob as mesmas condicGes
experimentais (e. g. mesmo laboratério, condi¢cdes ambientais, analista, procedimento de
medicdo, instrumentacdo de medicdo, o lote de reagentes, equipamentos e as suas
calibragcbes) durante um curto intervalo de tempo (100,115,116,118,119).

2.8.2.6.2. Precisdo intermédia

A precisao intermédia expressa as variacdes que podem ocorrer no mesmo laboratorio,
ou seja, traduz os resultados observados quando um ou mais fatores séo alterados. As
fontes de variagdo podem incluir diferentes dias, analistas, instrumentacao,
equipamentos, reagentes, colunas, entre outros. O estudo da precisdo intermédia deve ser
alargado por um intervalo de tempo superior a repetibilidade, a fim de fornecer uma
variabilidade analitica representativa da rotina laboratorial a longo prazo. Deste modo, a
precisdo intermédia é o parametro mais representativo da variacao dos resultados dentro
do mesmo laboratorio (100,115,116,118,119).

2.8.2.6.3. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade estuda e compara o grau de concordancia dos resultados obtidos
em diferentes laboratdrios para a analise da mesma amostra, como estudos colaborativos,
normalmente aplicados a padronizacdo de metodologias. As condices que podem variar
neste parametro sdo os laboratorios, os analistas e a instrumentacdo de medicao
(100,115,116,118,119). Segundo a IUPAC, s6 devem ser retiradas conclusdes sobre os
resultados obtidos em ensaios interlaboratoriais que tenham a participagdo minima de oito
laboratorios (128). Nestes ensaios interlaboratoriais, 0s resultados s6 devem ser
comparados caso a metodologia analitica e o equipamento utilizado sejam similares. Se
entre os diferentes laboratorios, o objetivo da analise for o mesmo, no entanto haja recurso
a diferentes metodologias, as diferencas nas condicdes utilizadas devem ser especificadas
para que os resultados possam ser comparados. Os resultados obtidos neste parametro
devem ser expressos através do desvio padrdo, do desvio padrdo relativo (DPR) e do
intervalo de confianca (115).
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2.8.2.7. Exatidao

A exatiddo de uma metodologia analitica descreve o grau de concordancia entre os
resultados da concentracdo medida pelo método e um valor aceite como referéncia
convencional, ou seja, é a capacidade que a metodologia analitica possui em proporcionar
resultados o mais proximos possiveis do valor aceite como verdadeiro. Este valor de
referéncia pode ser obtido de varias formas, nomeadamente através do uso de material de
referéncia certificado, participacdo em ensaios interlaboratoriais ou realizacdo de ensaios
de recuperacgdo. Outra alternativa de demonstrar a exatiddo de uma metodologia é atraves
da comparacdo dos resultados obtidos por essa metodologia com os resultados de um
método de referéncia pré-estabelecido cujo erro sistematico seja conhecido e néo
significativo. Uma vez que nem sempre existem métodos pré-estabelecidos nem material
de referéncia certificado, e comparacédo entre laboratdrios requer a aprovacao por parte
dos mesmos para utilizarem a metodologia proposta, a avaliacdo da exatiddo é
normalmente realizada segundo um ensaio de recuperacdo. Este ensaio consiste na
fortificacdo de amostras brancas através da adicdo de uma concentracdo conhecida do
analito de interesse. Posteriormente as amostras séo analisadas conforme o procedimento
selecionado e as respetivas concentrac@es sdo calculadas através da reta de calibracdo
(117-119).

Durante o desenvolvimento da metodologia é essencial que este pardmetro seja
avaliado em toda a gama de trabalho, uma vez que ¢ afetado pelos componentes do erro
sistematico (bias) e do erro aleatério (precisdo) (100,115,116,118). No entanto, a exatiddo
é frequentemente utilizada para avaliar somente o erro sistematico, isto é, o bias (115).

2.8.2.8. Arrastamento (Carryover)

O carryover € um parametro essencial na validacdo de metodologias que incluam
sistemas de autosampler, uma vez que os efeitos deste parametro podem estar diretamente
relacionados com a utilizacdo de um amostrador automatico. Neste caso, 0s residuos
podem resultar de amostras previamente injetadas, retencGes na agulha do amostrador
automatico ou na porta do injetor. O carryover também pode ter origem na coluna, caso
se depositem residuos de uma amostra previamente injetada. Este parametro traduz-se
assim no facto de aparecerem vestigios de analitos numa amostra, provenientes de uma
amostra anteriormente analisada, originando deste modo falso positivos (126,129,130).

O objetivo da avaliagdo deste parametro € demonstrar a auséncia de arrastamento de
analitos antes da aquisi¢do da amostra seguinte. Se se observar arrastamento durante o
desenvolvimento da metodologia, este deve ser eliminado ou pelo menos monitorizado
de modo a avaliar o seu impacto durante a validagcdo da metodologia, principalmente na
quantificacdo das amostras em estudo. Uma possivel medida de monitorizacéo € a injecdo
de amostras brancas entre as amostras em estudo e ap6s a analise dos calibradores e
controlos de altas concentragdes (126,129,130).
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2.8.2.9. Estabilidade

Dado que os laboratdrios de toxicologia sdo obrigados por lei a armazenar as amostras
por um longo periodo de tempo de modo a permitir a reanalise, se solicitada, o
conhecimento deste parametro é fundamental. Assim, a estabilidade pretende demonstrar
que a concentracdo de um analito de interesse presente numa amostra ndo sofre alteracdes
quando sujeito a condicdes especificas por um determinado intervalo de tempo. No
entanto, este parametro pode ser influenciado por muitos fatores como as propriedades
fisico-quimicas da substancia, as carateristicas da amostra, o procedimento de recolha, o
recipiente selecionado e o uso de conservantes ou aditivos (29,50,115,119).

O estudo da estabilidade constitui assim um pré-requisito para a obtengéo de resultados
validos e reprodutiveis, garantindo que as analises sdo realizadas antes de uma possivel
degradacdo das amostras. Deste modo, o principal objetivo da estabilidade é estimar o
intervalo de tempo permitido entre a recolha e a andlise das amostras sem que haja
alteracdo na concentracdo do analito de interesse (115). A estabilidade pode ser avaliada
segundo a influéncia da temperatura de conservacdo (e.g. ciclos de
congelagdo/descongelacédo), a duracdo da conservacao, a resisténcia as temperaturas a que
as substancias ficam sujeitas durante a analise cromatografica, entre outras. No decurso
do estudo deste parametro deve estar assegurado que as amostras estdo sujeitas a
condigdes equivalentes as da rotina do laboratorio (126,129,131,132).
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Capitulo 111 — Trabalho experimental







3. Trabalho experimental

3.1. Introducéo

Para que seja possivel analisar qualitativa e quantitativamente o etanol em diferentes
amostras bioldgicas, é essencial selecionar uma metodologia analitica que forneca
resultados fiaveis e reprodutiveis. Caso contrario, os resultados podem levar a uma
incorreta interpretacdo dos mesmos e a consequéncias legais injustificadas que podem ser
posteriormente contestadas em tribunal. Neste processo continuo de garantia da
qualidade, a validacdo da metodologia é o passo fulcral entre o desenvolvimento da
mesma e o controlo de qualidade interno durante a aplicagdo da metodologia na rotina de
um laboratorio.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Amostras biologicas

Todas as amostras biologicas post mortem (humor vitreo, sangue e urina) necessarias
para a realizacdo deste projeto foram obtidas a partir de recolhas efetuadas em autopsias
realizadas na Unidade Funcional de Patologia Forense do Servigo de Clinica e Patologia
Forenses da Delegacdo do Centro do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias
Forenses ou em Gabinetes Médico-Legais e Forenses dependentes da Delegacdo do
Centro. No total utilizaram-se 53 amostras bioldgicas, recolhidas em 2016, distribuidas
da seguinte forma: 23 de humor vitreo, 10 de sangue e 20 de urina.

No entanto também foram utilizadas 10 amostras de sangue in vivo que foram
recolhidas no &mbito da legislacéo aplicavel a conducéo rodoviaria durante o ano de 2016.
Estas amostras foram obtidas a partir de recolhas em estabelecimentos oficiais de saude
de acordo com a Portaria n.° 902-B/2007, de 13 de agosto, posteriormente enviadas para
analise no INMLCEF, I.P. (133).

Evidencia-se que todas as amostras de humor vitreo, sangue e urina utilizadas no
presente estudo se encontravam fora do prazo legal estipulado para a sua conservagéo no
INMLCEF, I.P.. Relativamente a conservacao das amostras bioldgicas no INMLCF, I.P.,
estas devem ser preservadas até que o tribunal dé ordem de destruicéo ou findo o tempo
legal das mesmas. As amostras biologicas recolhidas no ambito das pericias medico-
legais, depois de serem analisadas permanecem armazenadas no SQTF do INMLCEF, I.P.
durante o periodo de dois anos, apds o qual o servico pode proceder & sua destruicao,
salvo se o tribunal tiver comunicado ordem em contrario. Quanto as amostras bioldgicas
recolhidas no ambito da legislagdo aplicavel a conducéo rodoviaria, o INMLCF, I.P.
garante o armazenamento das mesmas até: a comprovacéo de testes negativos; ou até ao
final do prazo para interposicao de impugnacao contenciosa; ou até ao transito em julgado
da sentenca no caso de acdo judicial. Terminado este periodo, o INMLCF, I.P. pode
proceder a destruicdo das amostras, salvo se existir ordem judicial em contrario (134,135).
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Inicialmente, todas estas amostras biologicas foram seriadas, através do procedimento
de ensaio para a determinacdo de etanol no sangue, em vigor a data no SQTF-DC, de
modo a verificar a presenga ou auséncia de etanol. Esta seriacdo foi realizada no mais
curto prazo apos a rececdo das amostras e, posteriormente, o resultado foi inserido no
software Laboratory Information Management System (STARLIMS) disponivel no
SQTF-DC do INMLCEF, I.P.. Ap6s uma pesquisa no STARLIMS foram selecionados 0s
processos cujo o resultado obtido da analise toxicoldgica no sangue tenha sido negativo.
Depois de selecionadas as amostras de sangue com resultado negativo, procedeu-se a
consulta do respetivo processo, a fim de verificar a existéncia de outras matrizes
bioldgicas (humor vitreo e urina) para posterior utilizacdo destas. Até serem analisadas,
todas estas amostras foram armazenadas numa cadmara frigorifica a uma temperatura de
cerca de -8°C.

3.2.2. Padrdes, reagentes e material

3.2.2.1. Padrodes

= Acetaldeido (Merck, Alemanha)

= Acetato de etilo (Merck, Alemanha)

= Acetona (Merck, Alemanha)

= Acetonitrilo (Merck, Aleamnha)

= Etanol (Merck, Alemanha)

= Eter dietilico (Merck, Alemanha)

= Isopropanol (Merck, Alemanha)

» Metanol (Riedel-de-Haén, Alemanha)
= n-Butanol (VWR Chemicals, EUA)

» n-Propanol (Merck, Alemanha)

3.2.2.2. Reagentes

Agua ultrapura Milli-Q obtida através de um sistema de purificacdo de &gua (com
lampada UV) da Millipore o qual apresentava uma resistividade de 18,2 MQcm™ a
temperatura ambiente.

3.2.2.3. Material

= Baldes volumétricos de 5, 50, 1000 mL

= Capsulas de aluminio para vials (VWR Chemicals)
» Frasco de vidro de 1000 mL

= Gobelés

= Suporte de tubos

= Suporte de vials

» Tubos de plasticos de 10 mL com tampa de rosca

= Vials de 10 mL (VWR Chemicals)
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3.2.3. Equipamentos

3.2.3.1. Aparelhos de uso comum

= Céamaras frigorificas (Liebherr)

= Congelador (Balay)

= Homogeneizador de amostras (GFL)
= Hotte Kottermann AP 800

= Vortex Sotel

3.2.3.2. Pipetas e doseadores

= Doseador de mao Eppendorf Multipette Plus com combitips de 10 mL

= Micropipeta monocanal de volume fixo de 100 puL (Eppendorf Research)

= Micropipeta monocanal de volume variavel de 100, 200, 1000 pL (Eppendorf
Research e Gilson)

= Pipetas graduadas de 5 e 10 mL

3.2.3.3. Instrumentos analiticos

Como instrumento analitico foi utilizado um sistema cromatografico HS-CG-FID da
marca Varian® modelo 450-GC, dotado de um detetor de ionizacdo de chama, acoplado
a um injetor de headspace CTC Combi PAL. Na tabela 3 séo apresentadas as principais
carateristicas do sistema HS-GC-FID utilizado.

Tabela 3 - Principais carateristicas do sistema HS-GC-FID utilizado

Componente Principais carateristicas

Injetor automatico Injecdo de headspace

Coluna analitica 1: VF-624ms 30m x 0,25mm x 1,40um

(Varian CP 910215, ou equivalente)
Cromatografo gasoso
Coluna analitica 2: VF-5ms 30m x 0,25mm x 0,50pm

(\Varian CP 8945, ou equivalente)

Detetor lonizagéo de chama (FID)

O processamento dos dados analiticos foi efetuado com recurso a um software
especifico (Galaxie Chromatography Data System).
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3.2.4. Procedimento analitico
3.2.4.1. Preparacao das solucdes
3.24.1.1.  Soluces precursoras de padrdes de referéncia

3.24.11.1. Solugéo contendo 2,5 g/L de etanol

Dilui-se 158 uL de etanol em agua ultrapura até perfazer um volume de 50 mL. Este
procedimento foi repetido duas vezes, de forma a obter duas solucdes de 2,5 g/L —a) e
b), visto que as solucBes percursoras dos calibradores e dos controlos devem ser
independentes.

3.24.1.1.2. Solugéo contendo 10 g/L de etanol

Dilui-se 633 L de etanol em agua ultrapura até perfazer um volume de 50 mL.

3.24.1.2.  Solucéo de trabalho de padréo interno
3.24.1.2.1. Solucéo contendo 0,10 g/L de acetonitrilo
Dilui-se 127 pL de acetonitrilo em agua ultrapura até perfazer um volume de 1000

mL.

3.2.4.1.3.  Solugdes de trabalho de padrdes de referéncia
(calibradores para a elaboracéo da reta de calibracao)

3.24.1.3.1. Solucéo contendo 0,10 g/L

Dilui-se 200 uL da solucdo descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em &gua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.

3.24.1.3.2. Solucéo contendo 0,25 g/L

Dilui-se 500 pL da solugdo descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em &gua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.

3.2.4.1.3.3. Solucgéo contendo 0,50 g/L

Dilui-se 1 mL da solucéo descritaem 3.2.4.1.1.1. a) em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.

3.2.4.1.3.4. Solucéo contendo 1,00 g/L

Dilui-se 2 mL da solucéo descritaem 3.2.4.1.1.1. a) em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
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3.2.4.1.3.5. Solucéo contendo 2,00 g/L
Dilui-se 4 mL da solucdo descritaem 3.2.4.1.1.1. a) em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.2.4.1.3.6. Solucéo contendo 4,00 g/L
Dilui-se 2 mL da solucdo descrita em 3.2.4.1.1.2. em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.24.1.3.7. Solucéo contendo 5,00 g/L

Dilui-se 2,5 mL da solucéo descrita em 3.2.4.1.1.2. em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.

3.24.1.4.  Solugbes de trabalho de padrdes de referéncia
(calibradores para o estudo da linearidade)

Para o estudo da linearidade foram utilizados 10 calibradores, 7 dos quais eram
coincidentes com os utilizados no estudo da gama de trabalho (3.2.4.1.3.). Desta forma,
apenas foram preparadas as 3 solucdes seguintes para completar os calibradores utilizados
no estudo da linearidade.

3.24.14.1. Solugéo contendo 0,75 g/L

Dilui-se 1,5 mL da solucdo descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em agua ultrapura até perfazer

um volume de 5 mL.
3.24.14.2. Solucéo contendo 3,00 g/L

Dilui-se 1,5 mL da solugdo descrita em 3.2.4.1.1.2. em agua ultrapura até perfazer um

volume de 5 mL.

3.24.1.4.3. Solucéo contendo 4,50 g/L

Dilui-se 2,250 mL da solucdo descrita em 3.2.4.1.1.2. em &gua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.

3.24.1.5. Solucédo de trabalho de padrdes de referéncia
(calibradores para o estudo dos limiares analiticos)

3.24.15.1. Solucéo contendo 0,025 g/L

Dilui-se 50 pL da solucdo descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em agua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.
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3.24.15.2. Solucéo contendo 0,05 g/L
Dilui-se 100 uL da solucéo descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em agua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.
3.2.4.1.5.3. Solucéo contendo 0,15 g/L
Dilui-se 300 pL da solucdo descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em &gua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.
3.24.1.5.4. Solucgéo contendo 0,20 g/L

Dilui-se 400 uL da solugéo descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em agua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.

3.24.15.5. Solucéo contendo 0,30 g/L

Dilui-se 600 uL da solucdo descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em &gua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.

3.24.1.6. Solucbes de trabalho de padrdes de referéncia
(calibradores para a identificacéo de interferentes)

3.24.1.6.1. Solucdo contendo 5 g/L de acetaldeido
Dilui-se 32 pL da solucdo de armazenamento em agua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.2.4.1.6.2. Solucéo contendo 5 g/L de acetato de etilo
Dilui-se 28 pL da solucdo de armazenamento em agua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.2.4.1.6.3. Solucéo contendo 5 g/L de acetona
Dilui-se 32 pL da solucdo de armazenamento em agua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.2.4.1.6.4. Solucéo contendo 5 g/L de eter dietilico
Dilui-se 35 pL da solucdo de armazenamento em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.2.4.1.6.5. Solucéo contendo 1 g/L de eter dietilico

Dilui-se 32 pL da solucdo descrita em 3.2.4.1.6.4 em agua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
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3.2.4.1.6.6. Solucéo contendo 5 g/L de isopropanol
Dilui-se 31 pL da solucdo de armazenamento em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.24.16.7. Solugéo contendo 5 g/L de metanol
Dilui-se 32 pL da solucdo de armazenamento em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.2.4.1.6.8. Solucgéo contendo 5 g/L de n-butanol
Dilui-se 31 pL da solucdo de armazenamento em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.
3.2.4.1.6.9. Solucéo contendo 5 g/L de n-propanol

Dilui-se 31 pL da solucdo de armazenamento em agua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.

3.24.1.7.  Solucgbes de trabalho de referéncia (Controlos de
Qualidade Internos)

3.24.1.7.1. Solucéo contendo 0,10 g/L

Dilui-se 200 pL da solucdo descrita em 3.2.4.1.1.1. b) em &gua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.

3.24.1.7.2. Solugéo contendo 0,50 g/L

Dilui-se 1 mL da solucdo descritaem 3.2.4.1.1.1. b) em &gua ultrapura até perfazer um
volume de 5 mL.

3.24.1.7.3. Solucéo contendo 1,20 g/L

Dilui-se 2,400 mL da solucéo descritaem 3.2.4.1.1.1. b) em &gua ultrapura até perfazer
um volume de 5 mL.

3.2.4.2. Preparacéo das amostras de ensaio

No presente estudo, as amostras primarias (AP) funcionaram como amostras de ensaio
(AE) e, segundo o procedimento em vigor no Servigo de Quimica e Toxicologia Forenses,
a preparacao das amostras de ensaio inicia-se com a homogeneizacao das mesmas através
da sua colocagcdo num homogeneizador sob agitacdo suave durante pelo menos 10
minutos até atingirem uma temperatura proxima da temperatura ambiente.
Posteriormente, identificam-se todas as tomas de ensaio (TE) de forma legivel, para evitar
a ocorréncia de erros.
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De seguida, realiza-se a diluicdo das AE através da adicdo do padréo interno, em vials
de 10 mL pela seguinte ordem: 1 mL da solugéo de padréo interno e 100 pL de solugédo
de trabalho de padrfes de referéncia ou amostra. Tendo em conta as carateristicas das
substancias estudadas, nomeadamente as suas volatilidades, cada um dos vials foi
imediatamente fechado ap6s a preparacdo do calibrador ou controlo a analisar, de modo
a evitar a perda das substancias.

3.2.4.3. Preparagao das retas de calibracao

O recomendado seria preparar os calibradores nas diferentes matrizes biologicas
utilizadas no estudo, no entanto, sempre que tal facto ndo se verifique, o analista deve
justificar devidamente o motivo que levou a substituicdo das matrizes biologicas (136).

No presente estudo, as diferentes matrizes bioldgicas foram substituidas por agua
ultrapura, de forma a garantir a realizacdo do mesmo em tempo Util e a validacdo
simultanea de uma metodologia analitica que permitisse a analise de etanol em diferentes
tipos de matrizes biologicas. Esta substituicdo foi possivel, uma vez que as matrizes
bioldgicas utilizadas sdo maioritariamente constituidas por agua e que 0S Seus
coeficientes de particdo mantém igual tendéncia em agua e nas diferentes matrizes.

Segundo o estudo do Alan Jones (137), no qual foi utilizada a técnica analitica HS-
GC, verificou-se que o coeficiente de parti¢do liquido/ar do etanol no sangue, &gua e urina
ndo apresentou variacdes significativas.

Uma vez que a ligacdo entre o etanol e os diversos constituintes do sangue é
insignificante, este apresenta-se em equilibrio entre a fase aquosa dos fluidos biol6gicos
e a fase gasosa sobrejacente, como se pode observar na figura 6 (138,139).
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Figura 6 - A) Coeficientes de particao liquido/ar do etanol em &gua, sangue total e plasma em temperaturas de
equilibrio de 20-40°C e B) o logaritmo do coeficiente de partigéo e temperatura (adaptado de (138))
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Tendo em consideracdo o supracitado, tanto os calibradores como os controlos de
qualidade internos utilizados para o estudo dos parametros de validagdo foram preparados
em &gua ultrapura, a exce¢do dos utilizados no estudo da seletividade e da estabilidade,
os quais foram preparados nas matrizes biolégicas em estudo, nomeadamente sangue,
humor vitreo e urina.

As retas de calibracdo foram construidas com sete pontos distribuidos ao longo da
gama de trabalho, e os calibradores foram preparados como descrito no ponto 3.2.4.2.,
sendo a fortificacdo apresentada na tabela 4.

Tabela 4 - Preparacéo dos calibradores para a reta de calibragéo

Solucdo de trabalho de Solucdo de Pla 0,1 g/L

padrdes de referéncia (uL) (mL)
Calibrador 1 (0,10 g/L) 100 3.24.1.3.1. 1
Calibrador 2 (0,25 g/L) 100 3.24.1.3.2. 1
Calibrador 3 (0,50 g/L) 100 3.2.4.1.3.3. 1
Calibrador 4 (1,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.4. 1
Calibrador 5 (2,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.5. 1
Calibrador 6 (4,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.6. 1
Calibrador 7 (5,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.7. 1

3.2.4.4. Preparacdo dos Controlos de Qualidade Internos
(cQn

Para o controlo de qualidade interno foram selecionados trés controlos positivos
(0,10; 0,50 e 1,20 g/L), que foram preparados em agua ultrapura, pela mesma razdo que
os calibradores, e um controlo negativo constituido por branco de reagentes. A anélise
dos controlos positivos permite avaliar o desempenho da metodologia analitica. E, por
sua vez, o controlo negativo permite detetar a presenca de substancias interferentes e a
ocorréncia de contaminacdes e arrastamentos. Deste modo, a preparacdo das amostras de
controlo positivas foi efetuada como apresentado na tabela 5, através da adicdo de 1 mL
da solucéo de padrao interno a 100 pL da solucédo de trabalho de padrdes de referéncia.
Na amostra de controlo negativa o volume da solucgéo de trabalho foi substituido por um
volume equivalente de agua ultrapura.
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Tabela 5 - Preparacao dos controlos de qualidade internos (CQI)

Solucdo de trabalho de Solucéo de P1a 0,10 g/L

padrdes de referéncia (uL) (mL)
Controlo positivo (0,10 g/L) 100 3.24.1.7.1. 1
Controlo positivo (0,50 g/L) 100 3.24.1.7.2. 1
Controlo positivo (1,20 g/L) 100 3.2.4.1.7.3. 1
Agua
B 1
ranco de reagentes 100 ultrapura
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Capitulo IV — Resultados e discussio







4. Resultados e discussao
4.1. Introducéo

Este estudo baseou-se no desenvolvimento/otimizacdo do método (analitico e
cromatogréafico) usado para a determinacgdo de etanol em amostras de sangue no SQTF-
DC. Todo o seu desenvolvimento foi efetuado no equipamento analitico utilizado no
SQTF-DC (HS-GC-FID) para a determinacéo desta substancia.

Relativamente a metodologia utilizada na rotina do SQTF-DC (anexo 7.1.),
considerou-se indispensavel a selecdo de um outro padrdo interno, assim como a
otimizacdo da metodologia cromatogréafica. Neste capitulo serdo apresentados os
resultados obtidos da validacdo dos parametros apos estas alteracées.

4.2. Alteracédo da metodologia analitica

Por se tratar de um procedimento analitico cromatografico para a quantificacdo de
uma substancia, é recomendado o desenvolvimento de um método de calibracédo, sendo o
comummente utilizado neste caso, 0 método de padrdo interno. De modo a garantir a
confiabilidade da metodologia, isto é, a precisdo e linearidade da analise quantitativa,
deve ser incluido um padrdo interno em todo o processo de validacdo. Neste tipo de
calibracdo, uma substancia (padréo interno) € adicionada, na mesma concentracéo, a todas
as amostras, pontos da reta de calibragdo e controlos de qualidade internos
(25,33,84,85,90-92).

A adicdo do padrdo interno tem como objetivo normalizar pequenas variacGes do
efeito de matriz. O padrdo interno deve ter a mesma natureza quimica do analito de
interesse para que 0s seus comportamentos sejam semelhantes quando sujeitos as mesmas
condigdes, deve ser detetado simultaneamente com o analito de interesse, no entanto com
sinais distintos e ndo deve estar presente na amostra (84,85,90,92).

Para a selecdo do padrdo interno é necessario ter em consideracdo para além da
semelhanca quimica com o analito, a técnica utlizada, o equipamento e as colunas
cromatograficas. Entre os compostos que ja foram descritos como padrdo interno na
anélise de etanol em laboratorios forenses estdo incluidos o acetonitrilo, a butanona, o n-
butanol, o n-propanol e o t-butanol. No entanto, o n-propanol e o n-butanol ndo devem
ser utilizados como padrdo interno, em amostras forenses, uma vez que podem ser
produzidos post mortem simultaneamente com o etanol. Assim, o acetonitrilo foi o padréo
interno selecionado, dado que néo é de alguma forma um produto da atividade microbiana
nem é um ingrediente de qualquer bebida alcodlica. Além disso, o acetonitrilo preenche
todos os critérios que um padrdo interno deve ter para a analise de etanol
(7,38,41,84,92,105).

O procedimento analitico utilizado para o presente estudo é o que se encontra descrito
no Procedimento de Ensaio utilizado para a determinacgéo de etanol na rotina do SQTF-
DC (140), contudo, houve alteracdo do padrdo interno. Para a quantificacdo de etanol no
SQTF-DC, utiliza-se o n-propanol como padrao interno, porém, na presente metodologia,
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para a quantificacdo de etanol em situacGes post mortem, selecionou-se o acetonitrilo em
substituicdo do n-propanol, pelas razdes supracitadas.

4.3. Desenvolvimento/otimizacdo da metodologia cromatografica

O presente estudo consiste na otimizacdo do método cromatogréafico utilizado no
SQTF-DC, para a analise de etanol em sangue. Um dos pardmetros a otimizar é o tempo
de incubacdo das amostras no headspace, porque nos permite obter um método mais
rpido, no entanto, existem outros fatores que condicionam este parametro como a
temperatura da seringa e a temperatura de incubacdo. Inicialmente foram otimizados os
parametros do headspace onde os controlos (0,10; 0,50 e 1,20 g/L) foram injetados
variando-se a temperatura da seringa (60, 70 e 80°C), a temperatura de incubacéo (50, 60
e 70°C) e o tempo de incubacéo (8,10 e 12 minutos). Efetuaram-se diversas combinacdes
entre a temperatura da seringa, a temperatura de incubagdo e o respetivo tempo.
Inicialmente foi fixada a temperatura da seringa em 60°C bem como a temperatura de
incubacdo em 50°C, realizando analises com variagdo nos tempos de incubacéo, ou seja,
8, 10 e 12 minutos. Posteriormente, a temperatura da seringa manteve-se fixa em 60°C, a
temperatura de incubacdo foi aumentada para os 60°C, e realizaram-se novamente trés
analises distintas com varia¢fes no tempo de incubacao. Este procedimento foi realizado
até que todas as combinacdes possiveis tivessem sido analisadas.

Na tabela 6 estdo representadas, a titulo de exemplo, algumas das combinacGes
analisadas.

Tabela 6 - Programas das condicGes do headspace utilizadas no desenvolvimento da presente metodologia
analitica

Programa Temperaturada  Temperatura de Tempo de
seringa (°C) incubacéo (°C) incubacéo (min)
1° 80 50
20 60 60 8
3° 70 70

Por observacdo da figura 7, é possivel verificar a existéncia de muito ruido na linha
de base, dada a elevada diferenca entre a temperatura da seringa (80°C) e a temperatura
do forno do headspace (50°C). Através da analise das diferentes combinagdes constatou-
se que o ruido na linha de base atenuaria com a diminuicdo na diferenca entre as
temperaturas da seringa e de incubagdo, como é apresentado nas figuras 8 e 9.

De modo a avaliar a variagdo resultante da diferenca entre as temperaturas da seringa
e de incubacéo, analisaram-se os controlos em corridas onde estas duas temperaturas eram
iguais. Todos os cromatogramas apresentados sao referentes a controlos a concentracéo
de 0,50 g/L que estiveram a incubar durante 8 minutos, ndo sendo este um fator variavel
entre eles.

54



Front (FID) Middle (FID)
1680 5 741.25 3
1468 3 647.125 2
12563 ) 552
E 458 875
10443 1
E 364.75
832 3 270.625
5205 1 176.5
] 82.375
408 3 L
3 1175 a L -
1962 -105.875
-16: [. ! 2003 s s s v es e ey s e e R T e
0 075 15 225 3 375 45 525 6 0 075 15 225 3 375 45 525 6

Figura 7 - Cromatogramas obtidos usando o primeiro programa de condi¢des do headspace apresentado na
tabela 6. Sinal cromatogréfico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-Propanol

Assumindo que as condicGes cromatograficas sdo iguais, nas figuras 8 e 9 sédo
apresentados dois cromatogramas obtidos na analise de um controlo a 0,50 g/L sob o 2°
e 3° programa de condicdes, respetivamente. Foram realizadas analises sob as mesmas
condigdes referidas, apenas com variagdo no tempo de incubacdo, sendo que ndo foram
observadas diferencas significativas, optando-se assim pelo menor tempo de incubacgéo
testado, isto é, 8 minutos.

Através da analise dos cromatogramas das restantes concentragdes concluiu-se que 0s
parametros do headspace que forneciam melhores resultados eram: Temperatura de
seringa = 70°C, temperatura do forno do headspace = 70°C e tempo de incubacédo = 8
minutos (3° programa de condi¢des do headspace, apresentado na tabela 6).

Front (FID) Middle (FID)
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.81 bl 2007 e
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Figura 8 - Cromatogramas obtidos usando o segundo programa de condicBes do headspace apresentado na
tabela 6. Sinal cromatografico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-Propanol
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos usando o terceiro programa de condicdes do headspace apresentado na
tabela 6. Sinal cromatografico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-Propanol

Depois de otimizados os parametros do headspace procedeu-se a otimizacdo das
condi¢cdes cromatograficas, onde controlos com as mesmas concentracbes foram
analisados sob variacdes da temperatura do injetor (150, 200 e 250°C), da temperatura do
forno (35 e 40°C), do fluxo das colunas pneumaticas (2,5 e 3 mL/min), da temperatura
dos detetores (150, 200, 250 e 300°C), do fluxo do gés de arraste — hélio (5, 15, 25, 50
mL/min) e dos fluxos dos gases combustores — hidrogénio (30, 35 e 40 mL/min) e ar (300,
350 e 400 mL/min).

A otimizacao das condicdes cromatograficas iniciou-se com o ajuste da temperatura
do injetor. O injetor é o dispositivo necessario para a introducdo da amostra no
cromatografo gasoso, e este localiza-se na extremidade inicial da coluna cromatografica.
O injetor deve estar aquecido a uma temperatura elevada, no minimo cerca de 50°C acima
do ponto de ebuli¢do do analito menos volatil presente na amostra. Esta temperatura deve
ser suficientemente alta para permitir que a amostra seja instantaneamente transportada,
contudo salvaguardando a sua resisténcia ao calor para que a mesma ndo se decomponha
(86,89,94).

Neste caso, como o acetonitrilo € menos volatil que o etanol, e 0 seu ponto de ebulicao
é de aproximadamente 82°C, o injetor deveria operar no minimo a 130°C.

Nas figuras 10, 11 e 12, sdo apresentados os cromatogramas obtidos da analise de um
controlo médio a temperatura de 150, 200 e 250°C, respetivamente. Evidencia-se que
estas analises foram realizadas ja com as condi¢fes do headspace otimizadas.

Tendo em consideracéo as trés diferentes concentracdes analisadas no processo de
otimizacdo das condi¢bes cromatograficas, os cromatogramas obtidos apresentavam
similaridades, pelo que a discussdo seré baseada somente numa concentracao (0,50 g/L).
Apesar de ndo serem observadas diferencas significativas entre os trés cromatogramas
apresentados, na figura 12 é visivel um ligeiro ruido na linha de base, que poderia ter um
impacto relevante no decorrer da otimizagao dos restantes pardmetros. E, uma vez que a
resposta analitica € semelhante entre a figura 10 e 11, optou-se por manter a temperatura
do injetor a 200°C dada a defini¢do dos sinais cromatograficos.
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 150°C.
Sinal cromatogréfico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-Propanol
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 200°C.
Sinal cromatogréfico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-Propanol
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 250°C.
Sinal cromatografico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-Propanol




O forno termostatizado tem como funcdo controlar a temperatura da(s) coluna(s)
durante a realizacdo da andlise. Este pode ser operado por dois métodos distintos:
programacao de temperatura ou programacao isotérmica. No método da programacéo da
temperatura, a temperatura da coluna é aumentada segundo um gradiente & medida que a
andlise decorre. Nestes casos, a andlise inicia com uma temperatura baixa, para que 0s
analitos com menor ponto de ebulicdo eluam, e aumenta para que os analitos menos
volateis, ou seja, com pontos de ebulicdo maiores tambeém eluam. Este método é adequado
para separar misturas complexas que tenham uma extensa faixa de pontos de ebulig&o.
Tendo em consideracdo que a metodologia analitica desenvolvida pretende analisar
somente duas substancias, o analito de interesse — etanol e o padréo interno — acetonitrilo,
ndo foi necessario introduzir um gradiente térmico, operando-se assim numa temperatura
isotérmica, isto €, a temperatura da coluna foi mantida constante durante toda a analise
(85,86).

Dado que um dos objetivos do presente estudo é a reducdo do tempo de analise, o
tempo de corrida € um dos pardmetros cromatograficos a otimizar. Diretamente
relacionado a este parametro estd a temperatura do forno e o fluxo das colunas
pneumaticas.

Na tabela 7 sdo apresentados os tempos de retencdo obtidos para as diferentes
substancias apds realizadas alteracbes na temperatura do forno (35 e 40°C)
simultaneamente com variac¢@es no fluxo das colunas pneumaticas (2,5 e 3 mL/min).

Através da anélise da tabela 7 verifica-se que, quanto menor for a temperatura do
forno, neste caso uma temperatura de 35°C, maior serdo os tempos de retencdo das
substancias em relacdo a temperatura de 40°C. O mesmo se verifica relativamente ao
fluxo das colunas pneumaticas, isto &, quanto menor for o fluxo utilizado, como um fluxo
de 2,5 mL/min, mais tempo demoram os analitos a eluir e consequentemente apresentam
tempos de retencdo superiores em comparacdo as analises realizadas com um fluxo
superior, ou seja, de 3 mL/min.

Desta forma, e com o objetivo de diminuir o tempo de corrida, constata-se que com a
temperatura do forno fixa em 40°C e um fluxo das colunas pneumaticas de 3 mL/min é
evidente uma diminuicdo dos tempos de retencdo comparativamente a todas as restantes
analises realizadas. No entanto é necessario verificar se os cromatogramas obtidos nestas
condicdes apresentam estabilidade na linha de base, boa separacdo cromatografica e uma
boa defini¢do dos sinais cromatograficos.
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Tabela 7 - Resumo dos tr obtidos nas diferentes variagdes da temperatura do forno e do fluxo
das colunas pneumaticas

Temperatura do forno (°C) 35 40

Fluxo das colunas (mL/min) 2,5 3 2,5 3

Front — Tempo de retencéo (min)

Etanol 1,37 1,24 1,34 1,19
Acetonitrilo 1,50 1,37 1,43 1,30
n-propanol 1,97 1,88 1,88 1,65

Middle -Tempo de retencdo (min)

Etanol 2,42 2,19 2,18 1,98
Acetonitrilo 3,23 2,44 2,90 2,60
n-propanol 4,90 4,37 4,20 3,75

Nas figuras 13 e 14 sdo apresentados dois cromatogramas obtidos durante a
otimizacdo simultanea da temperatura do forno e do fluxo das colunas pneumaticas.
Através da analise dos cromatogramas verifica-se que com uma temperatura do forno de
40°C e um fluxo de 2,5 mL/min a linha de base apresenta mais ruido e como espectavel
0S compostos demoram mais tempo a eluir. Em contrapartida, com a mesma temperatura
do forno e um fluxo de 3 mL/min a linha de base mostra-se estavel e 0s compostos eluem
mais rapidamente, apresentando assim tempos de retengdo mais baixos. Para além destas
observacOes, a selecdo de um fluxo de 3 mL/min demonstra uma boa separagédo
cromatografica, sinais cromatograficos bem definidos e consequentemente é possivel
diminuir o tempo de corrida comparativamente ao outro fluxo analisado. As variacdes
selecionadas foram a temperatura do forno isotérmica a 40°C simultaneamente com um
fluxo nas colunas pneumaticas de 3 mL/min.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do forno a 40°C e com um fluxo das colunas
pneumaticas a 2,5 mL/min. Sinal cromatografico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-Propanol
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do forno a 40°C e com um fluxo das colunas
pneumaticas a 3 mL/min. Sinal cromatografico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-Propanol

Por ultimo otimizou-se a temperatura dos detetores (150, 200, 250 e 300°C) e 0s
fluxos dos gases utilizados pelo equipamento: hélio (5, 15, 25, 50 mL/min); hidrogénio
(30, 35 e 40 mL/min) e ar (300, 350 e 400 mL/min). Nas figuras 15, 16, 17 e 18 sdo
apresentados os cromatogramas obtidos da analise de um controlo médio para as
diferentes temperaturas dos detetores. Por comparagéo, as figuras 16 e 17 apresentaram
maior ruido na linha de base, pelo que foram descartadas. Entre as figuras 15 e 18, as que
apresentaram maior estabilidade na linha de base, optou-se por definir a temperatura dos
detetores a 300°C (figura 18), uma vez que, segundo a literatura, a altura do pico cresce
em proporc¢do ao aumento da temperatura do FID (85,141).

Relativamente aos gases utilizados durante a anélise, o hélio foi o gas de arraste,
desempenhando assim um papel importante dado que é ele que transporta a amostra desde
0 injetor até a coluna cromatografica e consequentemente até ao detetor, atuando como
fase mdvel. O fluxo selecionado para este gas foi de 15 mL/min. Quanto aos gases
combustores, o hidrogénio e o ar, estes operaram a 30 e 300 mL/min, respetivamente.
Com estes fluxos de gases os cromatogramas apresentaram uma linha de base estavel e
foram suficientes para destruir totalmente a amostra no final da analise ndo havendo
contaminages nas subsequentes.
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a 150°C.
Sinal cromatografico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-propanol
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Figura 16 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a 200°C.
Sinal cromatogréfico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-propanol
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a 250°C.
Sinal cromatografico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-propanol
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Figura 18 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a 300°C.
Sinal cromatografico: (1) — Etanol; (2) — Acetonitrilo; (3) — n-propanol

Depois de estarem otimizadas todas as condigdes essenciais a analise em estudo fixou-
se 0 tempo de corrida em 3 minutos, por ser suficiente para a eluicdo das duas substancias
de interesse, apresentando uma separacao cromatografica entre a substancia de interesse
e 0 padréo interno suficiente para a sua determinacao.

4.4. Andlise instrumental (HS-GC-FID)

Antes das amostras serem injetadas, os vials foram incubados durante 8 minutos, no
forno do injetor automatico de headspace que se manteve a 70°C. Outras condicgdes
analiticas do headspace foram: temperatura da seringa a 70°C, agitacao 250 rotacdes por
minuto (rpm) com agitacdo ON durante 5 segundos e OFF por 2 segundos. O volume de
injecdo foi de 500 pIL.

As condigdes cromatograficas utilizadas foram as seguintes: A temperatura do injetor
foi mantida a 200°C. A temperatura do forno foi de 40°C mantendo-se isotérmica durante
3 minutos, tempo total de cada ciclo analitico. O hélio foi utilizado como géas de arraste e
o fluxo da coluna pneumatica foi mantido constante a 3 mL/min. Os detetores foram
mantidos a 300°C. Os fluxos para os gases utilizados foram os seguintes: hélio (make-up)
—15 mL/min, hidrogénio — 30 mL/min e ar — 300 mL/min. Na tabela 8 € possivel observar
a comparacao entre os principais parametros analiticos da metodologia utilizada na rotina
do SQTF-DC, para a determinacéo de etanol em amostras de sangue, e 0s otimizados no
presente estudo.
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Tabela 8 - Tabela comparativa entre os principais parametros analiticos da metodologia de rotina do SQTF-
DC e os da metodologia otimizada

Componente Metodologia de rotina  Metodologia otimizada
Padréo interno n-Propanol Acetonitrilo

Condicdes do headspace

Incubacéo 12 min a 55°C 8 mina 70°C
Agitacao 5 sec ON (250 rpm) e 2 sec OFF
Seringa 70°C

Condigdes cromatogréficas

Injetor 200°C
Forno 6 min a 35°C 3 mina40°C
Fluxo dasIC(.)Iunas 2,5 mL/min 3 mL/min
pneumaticas
Detetores 290°C 300°C
He (make-up) 25 mL/min 15 mL/min
H2 30 mL/min
Ar 300 mL/min

4.5. ldentificacdo das substancias

Para a determinacdo por HS-GC-FID do etanol presente nas amostras em estudo foi
utilizado um critério de identificacdo de substancias: o tempo de retencéo relativo (trr).
O trr pode ser calculado através da razéo entre o tempo de retencdo do analito e o tempo
de retencdo do padrdo interno (equacdo 1), visto que o padrdo interno esta sujeito as
mesmas condicBes analiticas que o analito de interesse.

Para que o resultado seja considerado positivo é necessario que ambos 0s critérios
sejam cumpridos, ou seja, é essencial que o cromatograma revele a presenca de um sinal
cromatografico cujo trr seja idéntico ao da substancia de referéncia analisada nas mesmas
condicdes (aceitando-se uma variacdo de + 0,7%) e que esse mesmo sinal apresente uma
concentracdo igual ou superior a 0,10 g/L (142-146).

tr .
tRR — Analito Equacéo 1

Rpadrio Interno

Onde:
tr Analito € 0 tempo de retencdo do analito;
tR Padrao Interno € O tempo de retencéo do padrao interno.

Com o objetivo de garantir que todas as substancias em estudo fossem devidamente
identificadas e distinguidas entre si, foram utilizadas duas colunas cromatograficas com
polaridades diferentes.
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Para a referida analise, todas as amostras foram preparadas a concentracdo de 5 g/L e
analisadas juntamente com o padréo interno. Deste modo foi possivel conhecer o tempo
de retencdo associado a cada uma das substancias.

Na figura 19 encontram-se dois cromatogramas obtidos ap6s a analise de um
calibrador de etanol a 5,00 g/L, a direita a coluna Middle (VF-624ms) que foi a coluna
utilizada para a identificacdo e quantificacdo de todas as substancias em estudo e a
esquerda a coluna Front (VF-5ms) que foi utilizada como coluna de confirmacgao.

Frorg (FID) Middle (FID)
26693 T 23003253 g
23356.75 1 2045753 i
] 17911752
2001853 -
3 15366 2
16680.25 3 12820.252
13342 1027453
3 7728.753 -
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666557 ‘ 2637.25% [l J
3 2153 ]
3327251 3
3 1 2454253
113 . 1
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Figura 19 - Cromatogramas representativos de um calibrador a 5,00 g/L

Com recurso ao software do equipamento cromatogréafico foi possivel determinar os
tempos de retencdo do analito de interesse e do padrdo interno em cada uma das colunas,
0S quais se encontram na tabela 9.

Tabela 9 - Tempos de retengédo das substancias em estudo

Substancia VF-624ms VF-5ms
Middle Front
Etanol Analito de interesse 1,97 1,18
Acetonitrilo Padrdo interno 2,58 1,28

4.6. Validagdo da metodologia analitica desenvolvida

Apesar de ser um processo moroso, a validacdo é indispensavel para conferir
credibilidade a metodologia analitica desenvolvida (100). Para garantir a fiabilidade,
utilidade e reprodutibilidade da metodologia analitica desenvolvida, efetuou-se a
validagdo da mesma de acordo com as normas do SWGTOX (126). Em geral, foram
avaliados os parametros considerados mais significativos e que devem ser estudados num
processo de validacdo de uma metodologia analitica para determinacdes qualitativas e
quantitativas de um ou mais analitos numa determinada matriz bioldgica.

De seguida, s@o apresentados os procedimentos e os resultados obtidos para cada um
dos parametros.
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4.6.1. Seletividade/Especificidade

Para avaliar este parametro utilizou-se um total 63 amostras de matrizes biologicas
distribuidas da seguinte maneira: 23 — humor vitreo (tabela 10), 20 — sangue (tabela 11)
e 20 — urina (tabela 12), todas elas negativas para o etanol apos efetuada a analise de
rotina por HS-GC-FID. Para cada matriz bioldgica, as amostras foram agrupadas de forma
aleatdria, em grupos de quatro (500 uL de cada amostra). Apos a formacéo de 10 misturas
(pools) com 2 mL cada, estas foram homogeneizadas, e posteriormente foram preparadas
2 aliquotas de 100 pL de cada uma das pools, criando-se assim dois grupos com 10
aliquotas cada. As amostras do primeiro grupo foram preparadas através da adi¢éo de 1
mL de padrdo interno a matriz bioldgica. As restantes amostras, referentes ao segundo
grupo, foram fortificadas com a substancia em estudo numa concentracédo de 0,20 g/L e
1 mL de padrdo interno. A positividade/negatividade das amostras foi avaliada com base
na presenca/auséncia de sinais cromatograficos e no critério de identificacdo de
substancias, isto €, o tempo de retencdo relativo.

Tabela 10 - Informag&o sobre as amostras de humor vitreo utilizadas para constituir as pools

Amostra Idade Sexo Informacdo disponivel  Analises solicitadas
1 80 M Acidente de viagdo AM
2 51 F Acidente de viacao A, D M,P
3 47 F - A, D, M,P
4 77 F - A, MC
5 33 M Acidente de viagdo A, DM
6 49 F Morte natural A, D, M, P
7 80 M Morte natural A'M,P
8 55 M Acidente de viacdo A, DA, MD
9 78 F Morte natural A, MD, P, MC
10 68 M - A, MD
11 87 F Suicidio A, MD, P
12 37 F - A, DA, MD, P
13 61 F - A, DA, MD, P
14 62 M Acidente de viacao A, DA
15 45 M - A, DA, MD, P
16 69 M Morte natural A
17 83 M Suicidio A, MD, P
18 49 M Suicidio A, DA, MD
19 62 M - A, DA, MD, P
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Tabela 10 - Informagéo sobre as amostras de humor vitreo utilizadas para constituir as pools
(continuag&o)

20 67 M Morte natural A, P,MC

21 53 M Morte natural A, DA, MD, P, MC
22 22 M Acidente de viacao A, DA

23 33 M - A, DA, MD

Abreviaturas utilizadas nesta tabela: F (Feminino); M (Masculino); A (Alcoolemia); DA (Drogas de
Abuso); MD (Medicamentos); P (Pesticidas); MC (Monoxido de Carbono) - (Informagdo néo disponivel).

Tabela 11 - Informagé&o sobre as amostras de sangue utilizadas para constituir as pools

Amostra Idade Sexo Informacdo disponivel Analises solicitadas

1 82 M Acidente de viagdo A, DA

2 37 F Acidente de viacao A, DA

3 71 M Acidente de viacao A, DA

4 81 M Acidente de viacao A, DA

5 18 M Acidente de viagdo A, DA

6 37 M Acidente de viagdo A, DA

7 45 F Acidente de viacao A, DA

8 20 M Acidente de viacao A, DA

9 32 M Acidente de viacao A, DA

10 65 M Acidente de viacao A, DA

11 35 M - A, DA, MD, P
12 67 M - A, DA, P
13 71 F - A, DA, MD, P
14 80 M Acidente doméstico A, MD

15 72 F - A, MD

16 83 M Suicidio A, DA, MD, P
17 77 M Suicidio A, DA, MD, P
18 75 M Morte natural A, MD

19 50 F - A, DA, MD, P
20 93 F Morte natural A, MD

Abreviaturas utilizadas nesta tabela: F (Feminino); M (Masculino); A (Alcoolemia); DA (Drogas de
Abuso); MD (Medicamentos); P (Pesticidas); - (Informag&o ndo disponivel).
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Tabela 12 - Informacao sobre as amostras de urina utilizadas para constituir as pools

Amostra Idade Sexo Informacdo disponivel  Analises solicitadas
1 42 F - A
2 14 F ﬁgﬁ’(‘?&f@gg A, DA, MD
3 52 M - A
4 35 M - A, DA, MD, P
5 67 M - A, MD, P
6 71 F - A, DA, MD, P
7 50 F - A, DA, MD, P
8 81 F - A, MD, P
9 75 F - A, DA, MD, P
10 90 M - A
11 51 F Suicidio A, DA, MD, P
12 44 M - A, DA, MD, P
13 41 M Acidente de trabalho A, DA
14 74 M Suicidio A, DA, MD, P
15 75 M - A, MD
16 83 M - A, MD, P
17 76 M - A, MD, P
18 47 M - A, DA, MD, P
19 78 M Suicidio A, DA, MD, P
20 67 M - A, DA, MD, P, MC

Abreviaturas utilizadas nesta tabela: F (Feminino); M (Masculino); A (Alcoolemia); DA (Drogas de
Abuso); MD (Medicamentos); P (Pesticidas); MC (Monoxido de Carbono); - (Informag&o nédo disponivel).

Por observagdo dos cromatogramas obtidos da analise de amostras ndo fortificadas
foi possivel verificar a inexisténcia de quaisquer sinais cromatograficos capazes de
interferir na correta determinacgéo e quantificacdo das substancias de interesse. A titulo de
exemplo sdo apresentados na figura 20 os cromatogramas obtidos da analise de uma
amostra aleatoria de sangue néo fortificada. A analise dos resultados confirmou que em
todas as amostras das diferentes matrizes bioldgicas, as quais ndo foi adicionado etanol,
apresentaram resultados negativos, tabela 13.
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Figura 20 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de sangue ndo fortificada - Colunas VF-5ms (&

esquerda) e VF-624ms (a direita)

Tabela 13 - Resultados obtidos na andlise das amostras ndo fortificadas para o estudo da seletividade

Andlise das amostras nao fortificadas

mor

Amostra . Sangue Urina
vitreo

Pool1  Negativo Negativo Negativo
Pool 2  Negativo Negativo Negativo
Pool 3  Negativo Negativo Negativo
Pool 4  Negativo Negativo Negativo
Pool 5 Negativo Negativo Negativo
Pool 6  Negativo Negativo Negativo
Pool 7 Negativo Negativo Negativo
Pool 8  Negativo Negativo Negativo
Pool 9  Negativo Negativo Negativo
Pool 10  Negativo Negativo Negativo

Percentagem de falso positivos: 0%

Por outro lado, a andlise dos cromatogramas obtidos da analise de uma amostra de
sangue fortificada apresentam somente o sinal analitico do analito de interesse e do padréo
interno, verificando-se também a auséncia de outros sinais interferentes, figura 21.
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Os cromatogramas obtidos para as restantes matrizes biologicas (fortificadas e ndo
fortificadas) encontram-se no anexo 7.2.1.. Nas amostras as quais foi adicionado o analito
de interesse (etanol a 0,20 g/L), todas foram consideradas positivas, tabela 14. Esta
positividade foi confirmada através da analise dos tempos de retencéo relativos.

A percentagem de falso positivos e de falso negativos foi de 0%, obedecendo-se assim
aos critérios de aceitacdo em vigor no SQTF-DC, onde para os respetivos parametros a
percentagem de falso positivos deve ser de 0% e inferior a 10% para os falso negativos.
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Figura 21 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de sangue fortificada com etanol a 0,20 g/L - Colunas
VF-5ms (& esquerda) e VF-624ms (a direita)

Tabela 14 - Resultados obtidos na andlise das amostras fortificadas para o estudo da seletividade

Analise das amostras fortificadas
Amostra Hl,JmOI’ Sangue Urina
vitreo
Pool 1 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 2 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 3 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 4 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 5 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 6 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 7 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 8 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 9 Positivo  Positivo  Positivo
Pool 10  Positivo  Positivo  Positivo

Percentagem de falso negativos: 0%

Os resultados referentes aos tempos de retencéo relativos (trr) encontram-se na tabela
15. O critério trr foi cumprido em todas as pools, para as diferentes matrizes bioldgicas,
verificando-se uma variacdo inferior a + 0,7%.
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Tabela 15 - Tempos de retencéo relativos (trr), em minutos, do etanol em cada uma das amostras nas
diferentes matrizes bioldgicas

Matriz biolégica
Amostra

Humor

vitreo
Pool 1 0,764 0,764 0,764
Pool 2 0,764 0,764 0,764
Pool 3 0,763 0,764 0,764
Pool 4 0,767 0,764 0,764
Pool 5 0,763 0,764 0,764
Pool 6 0,763 0,764 0,764
Pool 7 0,760 0,764 0,764
Pool 8 0,764 0,764 0,764
Pool 9 0,763 0,764 0,764
Pool 10 0,763 0,764 0,764

Sangue  Urina

4.6.2. Identificacdo de interferentes

De forma a estudar a possivel existéncia de interferentes que possam condicionar a
correta interpretacdo dos resultados analiticos obtidos, selecionaram-se e analisaram-se,
individualmente, as substancias: acetaldeido, acetato de etilo, acetona, éter dietilico,
isopropanol, metanol, n-butanol e n-propanol. A selecdo destas substancias teve por base
o facto de estas estarem referenciadas na literatura como sendo as mais amplamente
detetadas nas andlises forenses para a determinacdo de etanol post mortem. Para além
deste critério de selecdo, estas substancias também sdo detetadas num procedimento
validado no SQTF-DC para a determinacéo de volateis.

Segundo a norma SWGTOX, as amostras devem ser fortificadas com solucdes
interferentes a altas concentracdes, desta forma foram preparadas solucdes individuais a
5 g/L, exceto o éter dietilico que demonstrou uma elevada resposta em comparagdo aos
sinais cromatogréaficos do etanol e do padréo interno, sendo por isso analisado numa
concentracédo de 1 g/L. Para a preparacgdo de todos os vials foi pipetado 1 mL de padréo
interno, 100 pL de etanol a 5 g/L e 100 pL da solucdo interferente.

A coluna utilizada para a analise das diferentes substancias foi a VF-624ms (middle)
e a coluna VF-5ms (front) foi utilizada com o objetivo de confirmar os resultados obtidos,
devendo esta ser sempre tomada em consideracéo.

Através da andlise dos cromatogramas foi possivel verificar que sé apenas 4 das
substancias analisadas é que eluiram, na coluna VF-624ms, dentro do intervalo de corrida
de 3 minutos, sendo elas o acetaldeido, a acetona, o éter dietilico e 0 metanol. Todas estas
substancias exibiram tempos de retencdo diferentes e distantes das substancias de
interesse (analito e padrdo interno). Como as restantes substancias, o acetato de etilo, o
isopropanol, o n-butanol e o n-propanol ndo eluiram durante este intervalo de corrida na
coluna VF-624ms, ndo interferem com os resultados obtidos.
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Dos 8 interferentes analisados, a exce¢do da acetona, todos eluiram na coluna VF-
5ms (coluna de confirmacdo), sendo que duas substancias, o acetaldeido e metanol,
exibiram o mesmo tempo de retengdo de 1,05 minutos. Apesar de nenhuma substancia se
sobrepor aos sinais do etanol e do acetonitrilo, o sinal cromatografico do éter dietilico é
0 que mais se aproxima do sinal do padrdo interno, mantendo, no entanto, uma boa
separacao cromatografica deste.

Por observagdo da tabela 16, conclui-se que todos os interferentes analisados eluem
pelo menos numa das colunas utilizadas, excetuando o acetaldeido, o éter dietilico e o
metanol, que eluem em ambas. Os respetivos cromatogramas sao apresentados no anexo
7.2.2.

Tabela 16 - Tempos de retencdo das substancias interferentes

Interferente VF-624ms VF-5ms
Acetaldeido 1,43 1,05
Acetato de etilo - 2,10

Acetona 2,33 -

Eter dietilico 2,10 1,35
Isopropanol - 1,60
Metanol 1,45 1,05
n-Butanol - 2,80
n-Propanol - 1,60

4.6.3. Gama de trabalho

Para o estudo da gama de trabalho utilizaram-se 7 concentra¢cdes uniformemente
distribuidas ao longo da gama pretendida. A gama de trabalho foi avaliada segundo a
relacdo entre a concentracdo analisada e a resposta analitica (razdo entre as areas do
analito e do padréo interno), através de célculos estatisticos de regressdo. Com base no
gréafico e na respetiva linha de tendéncia pode-se avaliar se 0 procedimento de calibracéo
desenvolvido é ou ndo apropriado para a analise em estudo.

Com o estudo da gama de trabalho procurou-se avaliar se, num determinado intervalo
de concentracdes, as areas dos sinais cromatograficos eram diretamente proporcionais as
concentragOes utilizadas. O analito de interesse, neste caso o0 etanol, foi estudado numa
gama de concentragdes entre 0,10-5,00 g/L. Para além das gamas de trabalho descritas na
literatura com evidéncias de possivel producdo de etanol post mortem, a selecdo do
intervalo de concentracdes utilizado no presente estudo teve também em consideracdo a
gama de trabalho utilizada na rotina laboratorial do SQTF-DC para a quantificagéo de
etanol no sangue. A compilagdo de toda esta informacédo, juntamente com o facto de a
concentragéo de etanol ser considerada positiva a partir dos 0,10 g/L, originou a gama de
trabalho definida.

E importante fazer uma analise visual antes de qualquer avaliacio estatistica de forma
a observar se os pontos, quando dispostos num grafico, apresentam uma relacéo linear

aparente. Pela anélise das figuras 22 e 23, que apresentam as retas de calibragdo obtidas
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para as colunas VF-5ms e VF-624ms, respetivamente, verifica-se através do valor do
coeficiente de determinacéo, r?, que as areas dos sinais cromatograficos sio diretamente
proporcionais as concentracdes analisadas, dado que as duas retas de calibracdo
apresentam valores de r? superiores a 0,99.
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Figura 22 - Reta de calibracéo para a coluna VF-5ms (front)
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Figura 23 - Reta de calibragdo para a coluna VF-624ms (middle)

4.6.4. Linearidade e modelo de calibracao

Segundo a norma SWGTOX, o nimero de calibradores utilizados na construcdo da
reta deve ser suficiente para definir, adequadamente, a relagdo concentracdo-resposta. A
linearidade foi avaliada através da anéalise de 10 calibradores de concentra¢des conhecidas
e uniformemente distribuidas em fungdo do intervalo de concentracbes da gama de
trabalho pré-definido. Foi preparada uma reta de calibracdo, como descrito na tabela 17,
com soluces de trabalho distribuidas entre 0,10 e 5,00 g/L.
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Dada a associacdo entre 0 modelo de calibracdo e a homocedasticidade do método,
este Gltimo parametro foi estudado juntamente com a linearidade. Foram analisados 0s
calibradores de concentracdo baixa (0,10 g/L) e alta (5,00 g/L) em quintuplicado, de
forma a demonstrar se a variancia dos erros se mantém contante ou ndo. Caso a variancia
se mantenha constante, 0 método demonstra homocedasticidade, caso contrério, isto é, se
se verificar diferencas nos valores das wvariancias, o0 método apresenta
heterocedasticidade.

Tabela 17 - Preparacéo dos calibradores para o estudo da linearidade

Solucdo de trabalho de Solucdo de Pla 0,1 g/L

padrdes de referéncia (uL) (mL)
Calibrador 0,10 g/L 100 3.24.1.3.1. 1
Calibrador 0,25 g/L 100 3.24.1.3.2. 1
Calibrador 0,50 g/L 100 3.24.1.3.3. 1
Calibrador 0,75 g/L 100 3.24.1.4.1. 1
Calibrador 1,00 g/L 100 3.2.4.1.3.4. 1
Calibrador 2,00 g/L 100 3.2.4.1.3.5. 1
Calibrador 3,00 g/L 100 3.24.1.4.2. 1
Calibrador 4,00 g/L 100 3.2.4.1.3.6. 1
Calibrador 4,50 g/L 100 3.24.1.4.3. 1
Calibrador 5,00 g/L 100 3.24.1.3.7. 1

Previamente ao estudo da linearidade, deve-se avaliar a homocedasticidade das
variancias para definir qual o modelo de calibragdo a utilizar. Para tal, recorreu-se a um
teste de Fisher (F), no qual o valor de F experimental (Fexp) é calculado através da equacao
2.

E,., =
exp_§

Equacao 2

Onde:

S;? é a variancia da razdo entre as areas do analito e do padréo interno das aliquotas
fortificadas com concentracéo igual ao calibrador de menor concentragao;

S,? é a variancia da razdo entre as areas do analito e do padréo interno das aliquotas
fortificadas com concentracédo igual ao calibrador de maior concentracéo.
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O valor obtido a partir desta equacdo deve ser comparado com o valor tedrico de F
(Ferit), dado pela equacdo 3. Se Fexp < Ferita hipoOtese nula é verdadeira, ou seja, existe
homocedasticidade e pode-se utilizar o modelo de regressdo linear simples. Por outro
lado, se Fexp > Ferit @ funcdo de calibracéo apresenta heterocedasticidade e deve-se recorrer
a um modelo de regressao linear ponderada.

Ferip = (f1}f2; 0,95) Equacéo 3

Onde:

f1 s&o os graus de liberdade (n-1) correspondentes ao primeiro conjunto de aliquotas
(calibrador de maior concentracéo);

f» sdo os graus de liberdade (n-1) correspondentes ao segundo conjunto de aliquotas
(calibrador de menor concentragéo);

0,95 corresponde a um nivel de confianga de 95%.

Na tabela 18 apresentam-se o valor de Fexp Obtido para o etanol, assim como o valor
tabelado da distribuicdo de Fisher (Fcrit) para n-1 graus de liberdade a um nivel de
confianca de 95%. Através da sua observacdo conclui-se que ha heterocedasticidade,
dado que se verifica que 0 Fexp > Feritt Os resultados obtidos no estudo da
homocedasticidade das variancias podem ser consultados sob forma mais detalhada no
anexo 7.2.3.. Dado que a fungéo de calibracdo evidencia heterocedasticidade e como néo
se pretende diminuir a gama de trabalho, é fundamental introduzir um fator de ponderagédo
(w) que reduza os efeitos da contribui¢éo dos calibradores mais concentrados. Os fatores
de ponderacéo estudados foram w = : 1/x; 1/x%; 1/x¥?; 1ly; 11y?; 11y*2.

Tabela 18 - Resultados obtidos para a homocedasticidade das variancias: Teste de Fisher

Homocedasticidade

Substéancia
Feritico Fexperimental

Etanol 6,39 492 69

Considerando um modelo de regressao linear ponderada (y = bx + a), o declive da
reta (b) e a ordenada na origem (a) sdo calculados através das equacgdes 4 e 5,
respetivamente.

b Y wixYy wixiyi—Y wixix) wiyi E 504
= uacao
Y wixY wixi2—(3 wixi)? quag
Y wixi?xY wiyi—Y wixixy, wixiyi .
= Equagéo 5

Y wix wixi2— (Y wixi)?2
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Para a selecdo do fator de ponderacéo, deve-se analisar simultaneamente o somatorio
dos residuos (X res) em percentagem, que ¢ calculado através da soma dos erros relativos
associados a cada calibrador (equacéo 6) e o coeficiente de determinagéo (r?), segundo a
equacdo 7. Sendo assim, o fator de ponderacdo mais adequado é aquele que apresentar o
menor valor do X res e um r? proximo da unidade, isto porque quanto menor for o valor
do X res melhor serd o ajuste dos valores experimentais relativamente aos teoricos e
quanto maior for o valor de r? mais forte é a correlacio entre as duas variaveis e mais
linear € 0 modelo de regressdo proposto.

ER (%) = w x 100 Equagéo 6

Teor

Onde:

ER é o erro relativo, em percentagem;
Cexp € a concentracdo experimental;
Creor € a CcONcentracao teorica.

Equacéo 7

r2 = ( S WixY wixiyi—Y, wixixY, wiyi )2
- VEWixT wixi2—(E wixi)2x/Y wix¥ wiyiz— (X wiyi)?

O fator de ponderacdo foi determinado através da andlise das retas de calibracdo
obtidas no estudo da precisdo intermédia, isto €, cinco retas de calibracdo com sete pontos
preparadas em cinco dias diferentes. Ap6s a injecdo das amostras, efetuou-se a analise
das retas de calibracdo com aplicacdo dos diferentes fatores de ponderagéo, a partir dos
quais se calcularam o somatdrio dos residuos e o coeficiente de determinacéo para cada
reta. Os resultados obtidos deste estudo encontram-se no anexo 7.2.3..

Com base no estudo efetuado selecionou-se o fator de ponderacdo w = 1/x2, uma vez
que se verificou ser o que minimizava os efeitos da contribuicdo dos calibradores mais
concentrados. Este fator de ponderacéo apresentou o menor valor do X res e um valor de
r? satisfatorio.

Apos terem sido avaliados a homocedasticidade e o fator de ponderacéo, procedeu-se
a avaliacdo da linearidade. Os critérios de aceitagdo referentes a linearidade foram os
seguintes: r? superior a 0,99, a inclus&o do valor zero na intersecio da reta com o eixo das
ordenadas tendo em consideracdo um intervalo de confianca de 95% e a analise do grafico
dos valores residuais.

Na tabela 19 estdo resumidos os resultados obtidos para o estudo da linearidade e no
anexo 7.2.3. sdo apresentados, sob a forma de gréficos e tabelas os restantes dados,
nomeadamente o tratamento estatistico dos resultados.
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Tabela 19 - Resultados obtidos no estudo da linearidade

Intervalo da intersecdo
Equacéo r? Erro padréo (Syx) daordenada na origem
95 % inf. 95 % sup.

y =0,6411x-0,0039 0,9987 0,0445 0,6651 2,4441

Considerando os resultados obtidos no estudo da linearidade pode-se concluir que a
quantificacdo do etanol, considerando um fator de ponderacéo de 1/x?, € linear na gama
de trabalho estudada (0,10-5,00 g/L).

4.6.5. Limiares analiticos: limite de detecdo e limite de
quantificacao

A determinacdo dos limiares analiticos foi efetuada através do
estudo de uma reta de calibracdo. Para estabelecer o limite de detecdo e o limite de
quantificacdo do etanol, foi preparada uma reta de calibracdo com 7 pontos, distribuidos
0 mais uniformemente possivel e proximos do limite de detecdo esperado. A reta de
calibracdo foi construida atraveés da preparacdo de calibradores com concentracfes
crescentes das solucdes de trabalho e o respetivo padréo interno, como apresentado na
tabela 20.

Tabela 20 - Preparacao dos calibradores para o estudo dos limiares analiticos

Solucdo de trabalho de Solucdo de Pla 0,1 g/L

padrdes de referéncia (uL) (mL)
Calibrador 0,025 g/L 100 3.24.15.1. 1
Calibrador 0,05 g/L 100 3.2.15.2. 1
Calibrador 0,10 g/L 100 3.24.1.3.1. 1
Calibrador 0,15 g/L 100 3.24.1.5.3. 1
Calibrador 0,20 g/L 100 3.24.154. 1
Calibrador 0,25 g/L 100 3.24.1.3.2. 1
Calibrador 0,30 g/L 100 3.24.1.5.5. 1

Depois de construida a reta de calibracdo foram determinadas a equagdo da mesma, o
seu coeficiente de determinacéo e o erro padrdo associado. Tais valores demonstraram-se
satisfatorios, dado que se encontravam dentro dos critérios de aceitagdo pretendidos. A
determinacdo do LD e do LQ foi baseada nos parametros da reta de calibracdo, utilizando
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0 desvio padrdo da resposta analitica obtida e o declive da reta de calibracdo. Estes
calculos foram efetuados através das equacdes 8 e 9.

3,3 x Sy
LD = X

Equacéo 8

LQ = Equagéo 9

Onde:
Syix € 0 desvio padrdo residual da reta de calibracao;
b é o declive da reta de calibracgéo.

Ap0s a construcio da reta de calibracéo, utilizando o fator de ponderagdo 1/x?, foram
calculados os LD e LQ através das equacOes referidas anteriormente e os resultados
obtidos estdo resumidos na tabela 21. No anexo 7.2.4. encontram-se 0s resultados
complementares.

Tabela 21 - Resultados obtidos no estudo dos limiares analiticos

Equacéo r? Erro padréo (Syx) LD (g/L) LQ (g/L)

y =0,6254 x—-0,0026  0,9976 0,0024 0,013 0,038

Tendo em consideracdo a gama de trabalho definida para a presente metodologia
(0,10-5,00 g/L) os limiares analiticos calculados sdo adequados, denotando-se ainda um
intervalo relativamente ao calibrador menos concentrado cuja concentracdo é de 0,10 g/L.

4.6.6. Precisao
4.6.6.1. Repetibilidade
A repetibilidade da metodologia foi estudada através da analise de 5 replicados
independentes dos controlos de qualidade internos nos 3 niveis de concentracéo distintos:

baixo (0,10 g/L), médio (0,50 g/L) e alto (1,20 g/L) no mesmo dia. Na tabela 22 estdo
apresentadas as concentracfes dos CQI, bem como os respetivos volumes utilizados.
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Tabela 22 - Controlos para o estudo da repetibilidade

Solucdo de trabalho de Solucéo de P1a 0,10 g/L

padrdes de referéncia (uL) (mL)
Controlo positivo (0,10 g/L) 100 3.24.1.7.1. 1
Controlo positivo (0,50 g/L) 100 3.24.1.7.2. 1
Controlo positivo (1,20 g/L) 100 3.2.4.1.7.3. 1

Uma vez aplicado o procedimento de ensaio, foram obtidos os tempos de retencéo e
as areas dos sinais cromatograficos para o analito e o padrdo interno, em cada replicado.
Para a avaliacdo deste parametro calculou-se a média dos tempos de retencao relativos e
das razdes das areas entre o analito e o padréo interno, os respetivos desvios padrdo e
coeficientes de variagao.

A tabela 23 resume os resultados obtidos para os trés niveis de concentracdo
estudados. No anexo 7.2.5.1. encontram-se os restantes dados e calculos efetuados.

Tabela 23 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade

. trR Areas relativas
Concentragao - Desvio . Desvio
(g/L) Média padréio CV (%) | Média padréo CV (%)
0,10 0,762 0,002 0,2 0,057 0,002 2,7
0,50 0,764 0,000 0,0 0,293 0,004 il 15
1,20 0,762 0,002 0,2 0,729 0,027 3,7

Através dos calculos efetuados verificou-se que as percentagens dos CV referentes ao
trr foram inferiores a 0,7% e os CV das areas relativas foram inferiores a 10% para todos
0s CQI analisados cumprindo-se assim os critérios de aceitacdo da norma SWGTOX.

4.6.6.2. Precisao intermédia

A precisdo intermédia foi estudada ao longo de 5 dias consecutivos através da analise
de diferentes retas de calibracdo. Adicionalmente foram preparadas amostras controlo nas
concentragOes baixa, média e alta da gama de trabalho (0,10 g/L, 0,50 g/L e 1,20 g/L) que
foram analisadas em triplicado com as retas de calibracdo. A preparacao dos calibradores
e controlos encontra-se nas tabelas 24 e 25.
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Tabela 24 - Reta de calibragéo para o estudo da precisao intermédia e exatidao

Solucao de trabalho de Solucdo de Pla 0,1 g/L

padrdes de referéncia (uL) (mL)
Calibrador 1 (0,10 g/L) 100 3.24.1.3.1. 1
Calibrador 2 (0,25 g/L) 100 3.24.1.3.2. 1
Calibrador 3 (0,50 g/L) 100 3.24.1.3.3. 1
Calibrador 4 (1,00 g/L) 100 3.2.4.1.34. 1
Calibrador 5 (2,00 g/L) 100 3.24.1.35. 1
Calibrador 6 (4,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.6. 1
Calibrador 7 (5,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.7. 1

Tabela 25 - Controlos para o estudo da precisdo intermédia e exatidao

Solucdo de trabalho de Solucdo de P1a 0,10 g/L

padrdes de referéncia (uL) (mL)
Controlo positivo (0,10 g/L) 100 3.24.1.7.1. 1
Controlo positivo (0,50 g/L) 100 3.24.1.7.2. 1
Controlo positivo (1,20 g/L) 100 3.24.1.7.3. 1

Os resultados obtidos para o estudo da precisdo intermédia foram tratados com
recurso a ferramenta estatistica ANOVA (fator unico), utilizando as equagdes abaixo
apresentadas nas tabelas 26 e 27. Segundo a norma SWGTOX é recomendado que as
determinacOes do coeficiente de variacdo sejam determinadas de duas formas distintas,
entre execucdes analiticas e dentro das execugfes analiticas.
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Tabela 26 - Tabela ANOVA (fator Gnico)

Fonte Media Quadratica (MQ)

Graus de liberdade

_ n2?=1(7i - 7)2

Entre grupos MS, .y = p—1 p-1
P yn . —x)?
Dentro do MS, = Liz1 2j=1(Xij — %) p (n-1)
grupo p(n—-1)
Total pn-1
Onde:

p € o numero de sequéncias de andlises para cada nivel de concentracdo (uma

sequéncia por cada dia);
n é o nimero de replicados em cada sequéncia;

x;; representa a concentragdo de um replicado individual (replicado j) obtido na

sequéncia i;

x; representa a média da concentracdo de n replicados obtidos na sequéncia i;

x é a média das médias de p sequéncias.

Tabela 27 - Calculo das estimativas da precisdo intermédia

Precisdo

Expressao

Repetibilidade (Sr)

S, = /MS,

Between-run precision (Srun) Sy = \/MSrun — MS,
n
Precisdo intermédia (S1) S =/(5D + (52,

Na tabela 28 encontram-se resumidos 0s resultados obtidos no estudo da precisao

intermédia para as trés concentragdes estudadas (0,10; 0
encontram-se os resultados obtidos, de forma mais deta
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Tabela 28 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da preciséo intermédia

Concentracéo (g/L) Preciséo Desvio

Esperada Obtida St S ntermédia 2 Y padrio
0,10 0,09 0,004 0,007 0,008 3,0 0,003
0,50 0,49 0,013 0,009 0,016 2,5 0,012
1,20 1,17 0,028 0,025 0,038 2,2 0,025

4.6.7. Exatidao

Para avaliar a exatiddo foi estudada a recuperacdo da metodologia, isto é, a razdo entre
0 valor observado e o valor esperado, com o0 objetivo de detetar a existéncia de erros
sistematicos, definir fatores de correlacéo e, se relevante, estimar a incerteza associada a
recuperacdo da metodologia (Ug).

Através dos resultados obtidos para a precisdo intermédia, calculou-se, para cada
nivel de concentracdo, a recuperacdo para cada dia (Ri) (equacdo 10) e a recuperagdo
média (R) (equacdo 11). Posteriormente, para avaliar se a recuperacio média era
significativamente diferente de 100%, aplicou-se, em cada concentracdo, um teste t de
student, no qual o valor experimental (texp) € calculado através das equagdes 12 e 13 e o
valor critico (tcrit) € dado pela distribuicdo bi-caudal para p-1 graus de liberdade num
intervalo de confianca a 95%. Considerando um intervalo de confianca a 95%, o valor de
t de student bilateral tabelado para 4 graus de liberdade é de 2,78.

Foi aplicado o teste estatistico — t de student, para cada nivel de concentracdo, de
forma a verificar se a recuperagdo média era ou ndo significativamente diferente de 100%:
se texp < tcrit entdo R ndo € significativamente diferente de 100% e Ur¢é calculado com
base na equacéo 14; caso contrario, se texp > tcrit R € significativamente diferente 100% e
Ur é calculado através da equacdo 15, de modo a contemplar este fator adicional de
incerteza.

R = Copsi R_z’i"lei _|1-R|

' CFortf B 1% Fxp U %R

Equacao 10 Equacdo 11 Equacao 12

S U 1-R)\’
Ob ] —
Uyr = J—S Up =—=" (U%E)”( K )
p UR— = —
R
Equacao 13 Equacao 14 Equacao 15
Onde:

Sobs € 0 desvio padréo de p valores de R; obtidos em condigdes de preciséo intermédia;
Ri é a recuperagdo media de n replicados obtidos em condi¢des de repetibilidade;
K é o fator de expansdo da incerteza expandida.
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Na tabela 29 encontram-se resumidos os resultados obtidos no estudo da exatidao.
Em anexo (7.2.6.) encontram-se 0s resultados obtidos, de forma mais detalhada.

Tabela 29 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da exatidao

Concentracdo Recuperacgdo oo tori Incerteza
(9/L) (%) de R (%)
0,10 94,43 1,73 3,4
0,50 98,53 1,41 2,78 1,1
1,20 97,75 2,03 1,1

E possivel verificar através da analise da tabela 29 que o valor de tcrit & superior ao texp
calculado para todos os CQI (gama baixa, média e alta). Portanto, o etanol apresenta
recuperacdes médias nao significativamente diferentes de 100% para as trés
concentracdes analisadas, ndo evidenciando a existéncia de erros sistematicos na
metodologia.

4.6.8. Arrastamento (Carryover)

O estudo de eventuais fendmenos de arrastamento pode ser efetuado simultaneamente
com alguns dos parametros de validacdo estudados, nomeadamente gama de trabalho,
linearidade ou precisdo intermédia. Contudo, no presente estudo, a avaliacdo deste
parametro foi analisada, simultaneamente, com o estudo da precisdo intermédia. Deste
modo, preparou-se uma sequéncia analitica onde uma aliquota de branco de reagentes foi
injetada imediatamente a seguir a analise dos calibradores mais concentrados da gama de
trabalho selecionada (2,00; 4,00 e 5,00 g/L). Este procedimento foi realizado com o
objetivo de averiguar a presenca de fenémenos de arrastamento.

Segundo a norma SWGTOX, para que se conclua sobre a auséncia de fenémenos de
arrastamento é necessario que os cromatogramas obtidos na analise das amostras branco
de reagentes, injetadas entre os calibradores mais concentrados, ndo apresentem nenhum
sinal cromatogréafico correspondente ao analito de interesse.

A anélise dos cromatogramas dos brancos de reagentes ndo evidenciou a presenca de
nenhum sinal cromatogréafico suscetivel de contaminacao, pelo que se conclui que nao ha
evidéncias de fendmenos de arrastamento na gama de trabalho utilizada.

A titulo de exemplo, no anexo 7.2.7., sdo apresentados trés cromatogramas de brancos
de reagentes analisados imediatamente apds a analise dos calibradores mais concentrados
(2,00; 4,00 e 5,00 g/L, respetivamente).

4.6.9. Estabilidade

Inicialmente foram criadas duas pools para cada uma das matrizes a analisar (humor
vitreo, urina e sangue) e estas foram posteriormente fortificadas com o analito de interesse

em dois niveis de concentracfes 0,10 e 1,20 g/L, CQI baixo e alto respetivamente. Apds
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a fortificacdo das pools, foram preparadas 3 amostras (como descrito no ponto 3.2.4.2.)
que foram analisadas no préprio dia, sendo as pools imediatamente congeladas. Passadas
24 horas, todas as pools foram deixadas a descongelar a temperatura ambiente, e foram
preparadas e analisadas novamente 3 amostras de ambas as concentragdes para cada
matriz, completando-se assim o primeiro ciclo de congelagéo/descongelacdo. O ciclo de
congelacao/descongelacéo e a respetiva andlise foi repetido mais uma vez, apos 182 dias.

A média dos resultados obtidos (razdo entre a area do analito e a area do padréo
interno) foi comparada com a média das razdes iniciais para ambas as concentragdes de
cada matriz e considerou-se que a amostra era estavel quando a variagdo da concentracdo
se encontrava dentro do erro aceitavel (bias) para a metodologia em estudo, ou seja, +
10% da média das razdes iniciais. Os resultados obtidos neste estudo encontram-se na
tabela 30.

Tabela 30 - Resultados obtidos no estudo da estabilidade

Humor vitreo

[0,10] /L [1,20] g/L
Dial 0,067 0,731
Dia 2 0,066 0,744
Dia 3 0,064 0,719
Sangue
[0,10] g/L [1,20] g/L
Dial 0,059 0,803
Dia 2 0,058 0,760
Dia 3 0,056 0,799
Urina
[0,10] g/L [1,20] g/L
Dial 0,062 0,727
Dia 2 0,061 0,717
Dia 3 0,061 0,707

De acordo com a tabela 30, o etanol manteve-se estavel ao fim de 6 meses em ambas

as concentracgdes nas diferentes matrizes biologicas.
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5. Conclusoes

A determinacdo da origem do etanol post mortem apresenta-se como uma etapa
crucial durante a interpretacdo dos resultados obtidos. Isto deve-se ao facto de existirem
diferentes origens possiveis para a formacdo de etanol detetado post mortem. A
metodologia analitica desenvolvida no presente estudo para a detecdo, identificacdo e
quantificacdo de etanol teve como objetivo considerar esta variavel relevante durante a
interpretagdo dos resultados. Desta forma, o presente estudo pretendeu auxiliar na
distingdo da origem do etanol post mortem atraves da analise em diferentes tipos de
matrizes bioldgicas (humor vitreo, sangue e urina). Para alcancar esse objetivo,
desenvolveu-se uma metodologia analitica onde se selecionou um padrdo interno
adequado a andlise, otimizou-se uma metodologia cromatografica com o proposito de
diminuir o tempo de cada analise e validou-se essa mesma metodologia. Os resultados
obtidos no desenvolvimento e validacdo da metodologia permitem concluir que:

v O acetonitrilo, como padrdo interno, cumpriu todos os requisitos exigidos para o
uso de um padrdo interno na analise de etanol post mortem por HS-GC-FID. A
utilizacdo deste permitiu obter uma boa resposta analitica na metodologia
desenvolvida e corrigir o problema na anélise de amostras em situacdes ja
descritas anteriormente.

v A metodologia analitica desenvolvida demonstrou ser capaz de analisar o etanol
simultaneamente com o padrdo interno selecionado (acetonitrilo), num intervalo
de corrida de 3 minutos, com apenas 8 minutos de incubacdo no forno do
headspace o que traduz numa reducdo de 7 minutos por analise.

v" A metodologia analitica desenvolvida e validada apresentou resultados de
seletividade, precisdo e exatidao satisfatorios.

v Para além destes parametros, a metodologia também mostrou uma resposta
analitica linear para a gama de trabalho estudada, assim como limiares analiticos
apropriados.

Em suma, a presente metodologia foi validada para a determinacdo de etanol post
mortem em trés matrizes bioldgicas diferentes (humor vitreo, sangue e urina) e permitiu
reduzir o tempo de analise comparativamente ao método utilizado na rotina do SQTF-DC
para a determinacgéo de etanol em amostras de sangue.
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7. Anexos

7.1. Alteracdo da metodologia cromatografica

Tabela 31 - Principais parametros cromatograficos do método utilizado na rotina do SQTF-DC no
equipamento GCFI1002 (adaptado de (140))

CTC CombiPAL
Método headspace

Modo de injecao Seringa
Temperatura da seringa 70°C
Tempo de descarga da seringa 155
Incubacéo
Temperatura do forno 55°C
Tempo de incubacéo 12 min
rpm na incubacéo 250 rpm
Agitacdo ON 5s
Agitacdo OFF 2S
Injecéo
Volume de injecéo 500 pL

Injetor — Front (Split/Splitless)

Split state ON
Razao split 1.20
Temperatura 200°C

Injetor — Middle (Split/Splitless)
Split state ON
Raz&o split 1:30

Coluna — VARIAN Front (VF5MS)

Comprimento 30m
Diametro interno 0,25 mm
Espessura da fase 0,50 um
Pressao 1 bar

Fluxo Gas de arraste 2,5 mL/min

Coluna — VARIAN Middle (VF624MS)
Comprimento 30m
Diametro interno 0,25 mm
Espessura da fase 1,40 um
Pressao 1 bar
Fluxo Gas de arraste 1,0 mL/min
Forno

Temperatura 35°C
Tempo 6 min
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Detetor — Front

Temperatura 290°C
Detetor — Middle
Temperatura 290°C

Fluxo de gases

Make-up (Hélio) 25 mL/min
H2 30 mL/min
Ar 300 mL/min
Front {FID) Middle (FID)
96687532 — L s — z -
3 386252 1
8501.875 -
7335 | 2?;;
6168.125 3 ‘ 2194783 . |
5001.253 797 5§ ; |
3834375 % 3 | 1331253 f
255?.5% i 355___.
1500.625 ] 308.753 1
333753 L £T55 ¢ ke
8331257 510753
2 | 10003 5
0 075 15 226 3 375 45 525 O 075 15 225 3 375 45 525 6
Front (FID)
Peak Name Retention time [minute) Peak Area (pV.minute) Peak Quantity {g]
ETANOL 1.3767 539 0.49
Pi 1.9783 2174 0
3.355 271.3 0.49
Middle (FID)
Peak Name Retention time [minute] Peak Area [uV.minute] Peak Quantity [g]
ETANOL 2.4233 50.1 0.52
Pl 4.8967 193.5 0
7.32 2436 0.52

Figura 24 - Cromatogramas obtidos de um controlo a 0,49 g/L através do método utilizado na rotina do SQTF-
DC para a determinacéo de etanol no sangue
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7.2. Validacdo da metodologia analitica

7.2.1. Seletividade/Especificidade

8002

Front (FID)

T&T5625

6749253
5622 875
3370.125

224375 1

1117.375 3

9

Middle (FID)

1}

03

0.75
1.125

1.87%

225 3

2625 0375

075

1125 1875

Figura 25 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de humor vitreo ndo fortificada - Colunas VF-5ms (a

esquerda) e VF-624ms (a direita)

Front (FID) Middle (FID)
£ e -
84807 5456.6252 n
= =
7418753 4778.753
636753 41008753
E 34233
5286253 2745.1282
4235 2067253 |
E 13893763 g
3173783 183 ﬁ
211253 o 336255
E g 644,265
1051.255 {R 13224255
-103 1 I —
0 0.78 15 235 3 0.75 15 228 3
R 1125 1875 2575 U3 1125 1.875 2625

Figura 26 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de humor vitreo fortificada - Colunas VF-5ms (a

esquerda) e VF-624ms (a direita)

Front (FID) Middle (FID)
8784 © 5759.1263 =
768451 5053753
3 43483753
: E|
65853 36432
546553 2037 626
1 2232252
43862 ]
3 152687535
326653 e2152
21873 116.1253 )
589,253
1087.53 | -1284.6255
-12 - -20003
0 0.75 15 225 3 0 075 15 225 3
0375 1125 1875 2625 v.ars 1125 1875 2625

Figura 27 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de urina néo fortificada - Colunas VF-5ms (a

esquerda) e VF-624ms (a direita)
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Front (FID)
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1.8/5
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2,625

Middle (FID)

5695
5053.75
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3771.25
3130
2488.75
18475
1206.25
565

E-=TANOL

PI

-76.25

-T17.5

-1358.75
-2000

0

Figura 28 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de urina fortificada - Colunas VF-5ms (a esquerda) e
VF-624ms (a direita)

7.2.2. Identificacdo de interferentes

Front (FID)

55622
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Figura 29 - Cromatogramas da analise do Acetaldeido a 5 g/L. Sinal cromatografico: (1) — Acetaldeido
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Figura 30 - Cromatogramas da analise do Acetato de etilo a 5 g/L. Sinal cromatografico: (1) — Acetato de etilo
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Determinacgdo post mortem de etanol em diferentes tipos de amostras biolégicas:
Desenvolvimento e validacdo de uma metodologia analitica por HS-GC-FID em contexto forense
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Figura 31 - Cromatogramas da anélise da Acetona a 5 g/L. Sinal cromatografico: (1) — Acetona
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Figura 32 - Cromatogramas da analise do Eter dietilico a 5 g/L. Sinal cromatogréfico: (1) — Eter dietilico
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Figura 33 - Cromatogramas da analise do Eter dietilico a 1 g/L. Sinal cromatogréfico: (1) — Eter dietilico
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Determinacgdo post mortem de etanol em diferentes tipos de amostras biolégicas:
Desenvolvimento e validacdo de uma metodologia analitica por HS-GC-FID em contexto forense
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Figura 34 - Cromatogramas da andlise do Isopropanol a 5 g/L. Sinal cromatografico: (1) — Isopropanol
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Figura 35 - Cromatogramas da anéalise do Metanol a 5 g/L. Sinal cromatogréafico: (1) — Metanol
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Figura 36 - Cromatogramas da andlise do n-Butanol a 5 g/L. Sinal cromatografico: (1) — n-Butanol
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Figura 37 - Cromatogramas da analise do n-Propanol a 5 g/L. Sinal cromatografico: (1) — n-Propanol

7.2.3. Linearidade e modelo de calibracéo

Tabela 32 - Avaliagdo da homocedasticidade das variéncias

0,10 g/L 5,00 g/L
Concentragéo Variancia Concentracéo Variancia Fexp (S29/S12)

(g/L) (S+%) (9/L) (S2%)

0,11 4,93

0,11 4,93

0,10 0,000027 5,00 0,013343 492,69
0,10 515

0,11 5,15

Tabela 33 - Avaliagdo da homocedasticidade das variéncias: Teste de Fisher

0,10g/L 5,00 g/L Teste F: duas amostras para variancias
Replicados Aanalito/ Api Variavel 1 Variavel 2
1 0,066 3,133 Média 0,1039 5,0340
2 0,065 3,133 Variancia 2,7E-05 0,0133
3 0,058 3,176 Observacoes 5 5
4 0,061 3,276 Graus de liberdade 4 4
5 0,064 3,279 P(F<=f) uni-caudal 1,23E-05
F experimental 492,69
F critico uni-caudal 6,39
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Tabela 34 - Estudo dos fatores de ponderagdo

Fatorde .1 Dia2 Dia3 Diad Dia5 Média
ponderacao
1/x 11,06 16,36 8,76 20,74 16,70 14,72
1/x? 10,27 13,19 8,08 16,53 15,44 12,70
resguos 1/xY2 10,22 22,01 906 2204 2025 16,72
(%) 1ly 11,15 16,29 8,84 21,19 16,69 14,83
11y? 10,36 13,29 8,20 16,69 15,53 12,81
1/y2 10,28 21,98 9,14 22,41 20,21 16,80
1/x 0,9998 10,9997 0,9999 0,9993 0,9994  0,9996
1/x? 0,9994 0,9993 0,9996 0,9982 0,9991 0,9991
2 1/x172 0,9999 10,9998 0,9999 0,9995 0,9995 0,9997
1ly 0,9998 10,9997 0,9999 0,9993 0,9994  0,9996
1ly? 0,9994 0,9992 0,9996 0,9980 0,9991 0,9991
1/y2 0,9999 0,9998 0,9999 0,9995 0,9995 0,9997
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada w = 1/x?
Concentracao
AAnalito Ari Aanalito/ Api
(g/L)
0,10 9,6 162,4 0,0591
0,25 26,1 164,8 0,1584
0,50 57,3 170,8 0,3355
0,75 81,8 166,0 0,4928
1,00 100,8 161,4 0,6245
2,00 198,0 160,5 1,2336
3,00 335,1 181,2 1,8493
4,00 438,0 166,4 2,6322
4,50 459,2 162,1 2,8328
5,00 501,0 157,8 3,1749
Estatistica de regressao
R 0,9993
Quadrado de R 0,9987
Erro padréo 0,0445

Observagoes

10

Coeficientes Erro padréo

95 % inferior

95 % superior

Ordenada na origem
Declive

- 0,0039
0,6411

0,3857
0,0120

0,6651
- 0,0452

2,4441
0,0103
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Observagéo Y previsto Residuais
1 0,0607 -0,0016
2 0,1552 0,0032
3 0,3061 0,0294
4 0,4680 0,0248
5 0,6442 -0,0197
6 1,3032 -0,0696
7 1,9586 -0,1093
8 2,5204 0,1118
9 2,9081 -0,0753
10 3,2166 -0,0417
Desenho de residuais
0,150
S 0,000
8 0,00 100 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
-0,150

7.2.4. Limiares analiticos:

guantificacéo

Considerando um modelo de regresséo linear ponderada w = 1/x?

Concentracéo (g/L)

limite de detecdo e limite de

Concentracao AAnalito Ari Aanalito/ Api

(9/L)

0,025 2,2 166,6 0,013
0,05 4.4 163,7 0,027
0,10 10,4 162,0 0,064
0,15 15,1 165,5 0,091
0,20 20,1 165,1 0,122
0,25 25,8 169,7 0,152
0,30 29,4 160,6 0,183
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Estatistica de regressao

R 0,9988

Quadrado de R 0,9976

Erro padrédo 0,0024
Observacoes 7

Coeficientes Erro padrdao 95 % inferior 95 % superior

Ordenada na origem - 0,0026 0,0217 0,0611 0,1727
Declive 0,6254 3,5E-5 1,6E-4 1,4E-5
Observacao Y previsto Residuais

1 0,0129 0,0003
2 0,0297 -0,0028
3 0,0573 0,0069
4 0,0911 0,0001
5 0,1228 -0,0011
6 0,1547 -0,0027
7 0,1862 -0,0031

Desenho de residuais
0,01

0,00
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

Residuais

-0,01
Concentracéo (g/L)
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7.2.5. Precisao

7.2.5.1. Repetibilidade

Considerando um modelo de regressao linear ponderada w = 1/x?

Tabela 35 - Resultados obtidos para o controlo baixo (0,10 g/L) na repetibilidade

Gama baixa — 0,10 g/L

Replicados  TRanalito TRe TRR AAnalito Apri Aanalito/ Api

1 1,97 2,59 0,761 8,7 158,8 0,055
2 1,97 2,59 0,761 9,4 160,4 0,059
3 1,97 2,58 0,764 9,2 158,8 0,058
4 1,97 2,59 0,761 9,1 158,1 0,058
5 1,97 2,58 0,764 9,2 157,0 0,059

Média 0,762 0,057

pesvio 0,002 0,002

Padréao

% CV 0,2 2,7

Tabela 36 - Resultados obtidos para o controlo médio (0,50 g/L) na repetibilidade
Gama média — 0,50 g/L
Replicados TRAnalito TR TRR Aanalito Api Annalito/ Ap

1 1,97 2,58 0,764 45,2 157,2 0,288
2 1,97 2,58 0,764 50,2 168,4 0,298
3 1,97 2,58 0,764 45,8 155,9 0,294
4 1,97 2,58 0,764 45,5 157,6 0,289
) 1,97 2,58 0,764 47,5 161,3 0,294

Média 0,764 0,293

pesvio 0,000 0,004

Padréao

% CV 0,0 15
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Tabela 37 - Resultados obtidos para o controlo alto (1,20 g/L) na repetibilidade

Gama alta - 1,20 g/L

Replicados  TRanalito TRe TRR AAnalito Apri Aanalito/ Apl
1 1,97 2,59 0,761 111,6 159,8 0,698
2 1,97 2,59 0,761 119,2 158,6 0,752
3 1,97 2,58 0,764 120,1 158,8 0,756
4 1,97 2,59 0,761 107,7 153,2 0,703
5 1,97 2,58 0,764 116,5 158,2 0,736
Média 0,762 0,729
Desvi
eSVIO 0,002 0,027
Padréo
% CV 0,2 3,7
7.2.5.2. Preciséo intermédia
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada w = 1/x?
Tabela 38 - Resultados obtidos referentes a precisdo intermédia
Data 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
r 0,9994 0,9993 0,9996 0,9996 0,9974
Declive 0,6444 0,6375 0,6235 0,6421 0,6243
a 0,0023 - 0,0020 - 0,0032 - 0,0020 - 0,0012

Tabela 39 - Resultados obtidos referentes a precisdo intermédia para o controlo de gama baixa (0,10 g/L)

Gama baixa — 0,10 g/L

Replicado 1 0,09 0,10 0,10 0,09 0,10
Replicado 2 0,08 0,09 0,10 0,09 0,10
Replicado 3 0,08 0,10 0,10 0,09 0,10
Media 0,08 0,10 0,10 0,09 0,10
Recuperacao 82,41 98,41 100,18 93,09 98,07
Conce’nt_ragao 0,09
média
Recupferagao 94 43
média
Repetibilidade
0,004
(Sr) ’
Bet_w_een-run 0,007
precision (Srun)
_ PreC|s,ao_ 0,008
intermédia
CV (%) 3,0
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Tabela 40 - Resultados obtidos referentes a precisao intermédia para o controlo de gama média (0,50 g/L)

Gama média — 0,50 g/L

Replicado 1 0,49 0,50 0,51 0,49 0,51
Replicado 2 0,46 0,49 0,49 0,49 0,49
Replicado 3 0,48 0,51 0,48 0,48 0,52
Média 0,48 0,50 0,49 0,49 0,51
Recuperacao 95,33 100,00 98,67 97,33 101,33
Conceptragao 0,49
média
Recugeljagao 98,53
média
Repetibilidade
0,013
(Sr)

Between-run

precision (Srun) 0,009
. Pre(:|s,aq 0.016
intermédia

CV (%) 2,5

Tabela 41 - Resultados obtidos referentes a precisdo intermédia para o controlo de gama alta (1,20 g/L)

Gama Alta- 1,20 g/L

Replicado 1 1,09 1,23 1,19 1,17 1,21
Replicado 2 1,17 1,21 1,14 1,15 1,15
Replicado 3 1,14 1,21 1,21 1,15 1,17
Média 1,14 1,21 1,18 1,16 1,18
Recuperagéo 94,60 101,27 98,18 96,40 98,31
Concept_ragao 117
média
Recur?era(;ao 97.75
média
Repetibilidade
0,028
(Sr)
Bet_w_een-run 0,025
precision (Srun)
_ PreC|s,ao_ 0,038
intermédia
CV (%) 2,2
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7.2.6. Exatidao

Considerando um modelo de regresséo linear ponderada w = 1/x?

Tabela 42 - Resultados obtidos referentes a exatidao para o controlo de gama baixa (0,10 g/L.)

Gama baixa — 0,10 g/L

Data 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
Média 0,08 0,10 0,10 0,09 0,10
R x
ecuperagao g5 41 08,41 100,18 93,09 98,07
(%)
Recur?el.’a(;ao 94.43
média
Desvi 1.2
padrao
CV (%) 7,6
N 5
Texp 1,7251
Terit 2,7764
Incerteza de
R% 3,4
Incerteza
padrao 0,034
relativo
Tabela 43 - Resultados obtidos referentes a exatiddo para o controlo de gama média (0,50 g/L)
Gama media — 0,50 g/L
Data 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
Média 0,48 0,50 0,49 0,49 0,51
Recuperagdo o 44 100,00 98,67 97,33 101,33
(%)
Recugeragao 98,53
média
Desvio 233
padréo
CV (%) 2,4
N 5
Texp 1,4084
Terit 2,7764
Incerteza de
RY% 1,1
Incerteza
padréo 0,011
relativo

116



Tabela 44 - Resultados obtidos referentes a exatidao para o controlo de gama alta (1,20 g/L)

Gama alta - 1,20 g/L

Data 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
Média 1,14 1,22 1,18 1,16 1,18
Recuperagao 4, o9 101,27 98,18 96,40 98,31
(%)
Recuperagao 97.75
média
Desvio 2.8
padrao
CV (%) 2,5
N 5
Texp 2,025
Terit 2,7764
Incerteza de
RU% 1,1
Incerteza
padrao 0,011
relativo
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Determinacgdo post mortem de etanol em diferentes tipos de amostras biolégicas:
Desenvolvimento e validacdo de uma metodologia analitica por HS-GC-FID em contexto forense

7.2.7. Arrastamento (Carryover)
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Figura 38 - Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada apds um calibrador de 2,00 g/L
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Figura 39 - Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada apds um calibrador de 4,00 g/L

Front (FID) Middle (FID)
8682 = 5737.125 &

759555 5033.75
: 4330375
65093 3627
542251 2023 625
3 2220.25

4336; 1516.875 |

324957 8135 |
63 110.125
3 -503.25
1076:5 -1296.625

-104 N L N 11\ | — ———— e T e — |

0 0.75 15 225 3 0 0.75 15 225 3

U375 1.125 1.8/5 2.025 V.35 1.125 1.8/5 2.625

Figura 40 - Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada apds um calibrador de 5,00 g/L
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