HUMOR VÍTREO EM TOXICOLOGIA FORENSE

· determinação de álcool etílico em cadáveres de morte traumática e em estado de putrefação.

Cerca de 70% do número de solicitações de dosagem alcoólica recebidos pelo STTF são positivos para etanol.

Assim, o etanol é o fármaco mais comumente detectado em espécimes obtidos de cadáveres com as mais variadas causas mortis, predominando nas de mortes violentas. 

Qualquer que seja a situação enfocada, a escolha da amostra biológica a ser utilizada na análise é importante no sentido de facilitar a interpretação do resultado obtido.

Há a possibilidade de o sangue coletado de cadáveres de morte traumática estar contaminado com conteúdo estomacal, ou com fluido da cavidade pleural em decorrência de ruptura de órgãos internos. O sangue pode também estar ausente ou disponível em pequena quantidade no sistema vascular ou na cavidade cardíaca pelo mesmo motivo apontado acima, ou o local selecionado para a coleta pode não conter sangue homogêneo. Em qualquer dessas possibilidades, a concentração exata de etanol não pode ser avaliada quando se utiliza apenas o sangue como espécime para análise.

Em decomposição, a interpretação dos resultados de alcoolemia está sujeita a controvérsias em virtude do potencial de formação post mortem de etanol através da atividade de uma variedade de microorganismos sobre substratos endógenos, principalmente a glicose e, em menor extensão sobre lactato, aminoácidos ou ácidos graxos através da via de Emdben-Meyerhof, entre outras vias bioquímicas.

Determinar se o etanol presente no sangue de um cadáver foi ingerido ou produzido post mortem, tem enorme importância por causa das implicações sociais e legais.

A maneira de se determinar se o resultado positivo para o etanol foi devido à ingestão ou formação post mortem seria analisar múltiplos fluidos coletados da vítima, incluindo aqueles que são mais resistentes à formação de etanol post mortem, como é o caso do humor vítreo e da urina.

Destarte, o etanol identificado nesses fluidos teria grandes probabilidades de ser exógeno.

· Exposição Humana ao Etanol.

A exposição humana do etanol é, provavelmente, maior do que a correspondente a qualquer outro solvente, à exceção, naturalmente, da água.

O risco da exposição ocupacional ao álcool etílico é negligenciável frente àquele apresentado pelo consumo voluntário de bebidas alcoólicas pelo indivíduo no seu ambiente de trabalho.

· Disposição Cinética

Widmark observou que, após ter sido antiga a concentração sanguínea máxima do fármaco, ocorria uma fase de decaimento que parecia seguir um curso linear. Entretanto, a inclinação da curva, que ele designou com a letra grega B, variava entre os indivíduos, apresentando um valor médio de 16 mg/dL/h em organismos adultos, hígidos e com hábitos moderados de ingestão de álcool. O menor valor foi encontrado foi de 10 e o mais elevado de 25mg/dL/h. As etapas bioquímicas da oxidação do etanol eram, nessa época, conhecidas.

Bem como especificidade para substratos que podem explicar as diferenças na velocidade de eliminação do etanol entre ops indivíduos usuários de bebidas alcoólicas.

· Absorção

Na exposição através da via oral o etanol é rápida e completamente absorvido no estômago e nas primeiras porções do intestino delgado, adentrando a circulação porta. Nos primeiros estágios desse processo (eliminação pré-sistêmica), o sangue portal contém concentração mais elevada de etanol.

O tempo requerido para absorção completa (ou paras atingir a máxima concentração sanguínea) normalmente varia entre 30 a 90 minutos, dependendo da ingestão concomitante de alimentos.

· Deslocamento e Redistribuição.

À medida que vai sendo absorvido, o etanol desloca-se para todos os tecidos, proporcionalmente ao seu conteúdo aquoso, presente em todos os compartimentos líquidos. O etanol, devido a sua natureza hidrossolúvel, distribui-se de acordo com a água do organismo.

Concluem que amostras de sangue post mortem coletadas de um local periférico (como a veia femoral por exemplo) ou da área central (coração) não apresentam diferenças estaticamente significativas na concentração de etanol.

MARRACINI e cols. Analisando amostras de sangue coletadas de vários locais do sistema vascular de cadáveres que tiveram mortes orgânicas, demonstraram que a aspiração de vômito nesses casos parece estar associada a um aumento na concentração do etanol na aorta ascendente pela possibilidade de entrada do xenobiótico na circulação pulmonar venosa  através do sistema respiratório.

BRIGILIA e cols. Determinando etanol em sangue coletado de diferentes locais do organismo (coração direito e esquerdo, veia femoral, mfluido pericárdico etc) em 61 cadáveres, não observaram diferenças estatisticamente significativas entre os vários espécimes coletados. Porém, quando os resultados foram analisados individualmente, observaram-se grandes variações na concentração do álcool entre as várias amostras de sangue coletadas de vários locais de um mesmo cadáver; alguns deles mostraram diferenças maiores do que 50%. Segundo PROUTY & ANDERSON,  alguns pesquisadores acreditam que haja uma difusão post mortem de etanol. Para tal, delinearam um modelo no qual o fármaco se difundiria do estômago para dentro da câmara cardíaca, no espaço de tempo decorrido entre o óbito e a coleta do fluido.

PLUECKHAHN e cols. Entretanto refutam essa idéia. Absorção da não existência de um local específico de coleta de sangue, que mostre a mais elevada concentração de etanol de maneira consistente, vem de encontro à noção de alteração nos padrões de circulação sanguínea post mortem, talvez como resultado de formação de coágulos ou outros fenômenos físicos.

Com relação ao cérebro, várias de suas áreas diferem quanto aos teores de etanol. Quanto ao fígado, a concentração de etanol mostra-se consistentemente mais baixa do que em outros órgãos.

Pequena porção do etanol ingerido (5%) é oxidada no estômago, enquanto a maior parte (em torno de 80%) é biotransformada no fígado. Uma pequena porção (10%) é removida inalterada pelo ar expirado e pela urina de 5 a 10% podem ser biotransformados e muitos outros locais do organismo. 

80% do etanol são biotransformados pela alcooldesidrogenase (E.C.1.1.1.1.), enzima localizada principalmente no citoplasma do hepatócito. A reação (A) envolve o cofator NAD+ que é reduzido a NADH, enquanto o etanol é oxidado e acetaldeído.

A segunda via de biotransformação do etanol (B) ocorre no retículo endoplasmático liso. O sistema, representado pela sigla MEOS (microsomal ethanol oxidizing system), apresenta reações mediadas pelo citocromo P450 2.E1 (CYP2E1). Contribui com cerca de atividade deste sistema poderá estar aumentada de duas a tres vezes em indivíduos que consomem regularmente bebidas alcoólicas e, por isso, biotransformam o fármaco numa velocidade superior àquela apresentada pelos usuários ocasionais.

A via envolvendo a enzima catalase (E.C.1.11. 1.6.) (C), encontra-se em pequenas organelas subcelulares denominadas de peroxissomas, tem um papel menor na oxidação do etanol (em torno de 5%), haja vista existir, via de regra, pouco peróxido disponível para viabilizar a reação do hepatócito.

 O acetaldeído, produto potencialmente tóxico, intermediário nos processos de biotransformação do etanol, é posteriormente oxidado a acetato pela aldeidodesidrogenase.(E.C.)

O acetato resultante é convertido à acetilco A que é, então oxidada no ciclo do ácido cítrico a Co2 e H2O ou ultilizadas em reações envolvidas na síntese de colesterol, ácidos graxos etc.

A velocidade de biotransformação do etanol no homem é, via de regra, constante (aproximadamente 16mg/dL/hora) e segue a sinética de ordem zero, isto é, é independente dos seus níveis sanguíneos.

A cinética de ordem zero é sugestiva de um insuficiente suprimento de NAD+ e cuja velocidade de regeneração a partir de NADH é lenta. Quando substratos que estimulam esta conversão são administrados, como por exemplo o piruvato ou compostos como frutose, glicose etc (que produzem piruvato), a velocidade de biotransformação do etanol pode ser acelerada.

BOGUSZ e cols. concluem, através de seus experimentos, que a biotransformação do etanol, em concentrações elevadas, está sujeita à cinética de 1ªordem, ou seja, sua velocidade de oxidação é proporcional à concentração sangínea do mesmo. Essa afirmativa é suportada pela descoberta do MEOS com propriedades catalíticas diferentes daquelas do sistema ADH/NADH e que teoricamente pode ter um papel importante na oxidação de altas concentrações do etanol . Estes Autores compararam a velocidade de eliminação do etanol do sangue em indivíduos com concentrações elevadas do fármaco (acima de 3,0 g/L) e nos mesmos indivíduos, após administração de pequena dose (0,5 g/L de etanol). Oas Autores verificaram que a velocidade de eliminação variou de 6 a 36 mg/dL/hora (média de 17,9mg/dL/h), tendo a análise estatística demonstrado uma forte correlação positiva entre concentração sanguínea do etanol e sua velocidade de eliminação, o que sugeriria um modelo de eliminação de primeira ordem.

JONES, em experimentos controlados com indivíduos hígidos e do sexo masculino, investigando fatores que influenciam a velocidade de eliminação do etanol do organismo (quantidade do álcool  ingerida, hábitos do indivíduo, ingestão de alimento concomitante com bebida alcoólica ou antes dela), mostrou uma grande variação na velocidade de eliminação do etanol num intervalo compreendido entre 9 e 36mh/dL/h.

A eliminação do etanol no sangue e dos outros fluidos do organismo é a somatória da oxidação epática, da remoção respiratória e da excreção urinária. É possível que, em altas concentrações, a excreção de forma inalterada do fármaco aumente por modificar a distribuição de água no organismo.

O curso não linear e o grau de variabilidade individual na velocidade de eliminação do etanol em concentrações elevadas indicam que extremas precauções devem ser tomadas no uso de cálculo retrospectivo para estimar a concentração sanguínea do etanol perievento, prática muito requisitada nos meios forenses. Deve-se considerar um intervalo de valores quando se deseja estimar a concentração sanguínea ao tempo do delito, utilizando-se como base aquela obtida algumas horas após o ocorrido, isto é, ao tempo da coleta.

De 2 a 10% que escapam à oxidação são removidos na forma inalterada pela via respiratória ou excretados pela urina. Quantidades muito pequenas podem ser secretadas no suor, saliva, leite e lágrimas.

· Produção post mortem de etanol

Inúmeros são os microorganismos produtores de etanol encontrados em cadáveres humanos e que adentram o organismo morto principalmente via intestinos, pela mucosa alterada, seguindo as vias sanguíneas e linfáticas.

Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Proteus vulgaris e outras; Clostridium perfingens e outros; micrococos como Staphlococus spp e Streptococus spp; fungos como Cândida albicans entre outros, já foram isoladosde sangue e tecido de cadáveres humanos e mostram ser capazes de produzir etanol através da utilização da glicose e de outros substratos endógenos (glicerol, ácidos graxos, ribose, lactato e aminoácidos), através da via de Embden-Meyerhof (conversão da glicose em lactato ou piruvato e subseqüente produção de etanol, via piruvato) e de outras vias bioquímicas como a de hexose monofosfato (conversão de hexose em gliceraldeído que é posteriormente reduzido a etanol) e da fermentação mista, entre outras.

Através da utilização da via Embden-Meyerhof ou da hexose monosfato e tendo a glicose como substrato, a quantidade máxima teórica que pode ser produzida é de 2 moléculas de etanol para cada molécula de glicose utilizada. Na fermentação mista, 2 moléculas de glicose produzem 4 de piruvato; destas, duas são reduzidas a lactato e, finalmente, uma molécula de acetato é reduzida a etanol. A quantidade máxima teórica de etanol que pode ser produzida por este processo é de uma molécula de etanol para duas de glicose utilizadas.

A máxima concentração de etanol estimada de culturas de microorganismo (Cândida allbicans) foi de 2,2 g/L para níveis de substrato (glicose) da ordem de 0,5%.

ZUMWALT cols., num estudo envolvendo 130 cadáveres em estado de decomposição, concluíram que havia produção endógena de etanol quando a concentração era igual ou superior a 0,1 gL, detectado no sangue ou no fluido da cavidade toráxica e não detectado em outros fluidos (humor vítreo ou na urina). Vinte e tres casos foram classificados como sendo devido à produção endógena por este critério. A maior concentração de etanol detectada nesse estudo foi de 2,2 g/L.

GILILILAND e cols., em um estudo retrospectivo de 186 casos de cadáveres em vários estágios de decomposição, concluíram ter havido produção endógena de etanol em cinqüenta e cinco deles, baseando-se em um  ou mais dos seguintes critérios: - presença de etanol no sangue ou no fluido da cavidade toráxica e ausência em outros fluidos; - presença de uma distribuição atípica entre os vários fluidos disponíveis; - avaliação de dados referentes a levantamento do local do óbito ou de informações circunstanciais relativas ao mesmo  e – presença de álcoois com 3 carbonos (2-propanol, isopropanol) nos espécimes.

Em catorze dos casos, o sangue foi o único fluido em que o etanol foi detectado. As concentrações mais elevadas encontradas foram de 0,7 g/L em sangue e de 1,4 g/L em fluido da cavidade toráxica. 

Classificando 34 casos como sendo de produção endógena pelo critério de correlação atípica entre um outro fluido e o sangue ou fluido da cavidade toráxica. A concentração mais elevada obtida neste grupo foi de 1,6 g/L (com humor vítreo com 0,2g/L).

Do estudo das 47 vítimas de um acidente ocorrido no Estado de Iowa-USA, em 1989, ficou evidenciada a presença de etanol em 23 delas (no sangue e em outro fluido ou tecido). A maior concentração sanguínea foi de 1,9 g/L, com resultado negativo para humor vítreo e urina. Neste episódio, não havia qualquer evidência de ingestão de bebidas alcoólicas pelas vítimas antes do acidente. Tratava-se de uma explosão numa torre naval de treinamento militar.

KUHLMAN e cols., num estudo envolvendo 377 vítimas de acidentes aéreos fatais, concluíram pela produção endógena de etanol em apenas 8,5% dos casos analisados.

Estudos mostraram que o encontro de pequenos teores de etanol em fluidos de cadáveres não necessariamente indicam produção endógena. Um total de 381 casos com concentração sanguínea de etanol entre 0,1 e 0,4 g/L foi estudado por LEVIVE e cols., no sentido de avaliar qual a probabilidade de um resultado dentro desta faixa ser devido ao consumo ou produção post mortem.

Esses autores afirmam que, na ausência de informações adicionais, uma concentração sanguínea de 0,4 g/L ou maior, provavelmente, resulta consumo de etanol.

CANFIELD e cols., num estudo envolvendo 975 cadáveres vítimas de acidentes aéreos fatais entre os anos de 1989 e 1990, concluem que a presença ou ausência de outros voláteis nos fluidos analisados não é evidência de produção ou ingestão de etanol em amostras post mortem. Um valor de 1,8 g/L em sangue foi encontrado pelo Autor, associado a etanol negativo ao humor vítreo.

Assim, muitos são critérios, complexos e confiantes, que tem sido propostos para se diferenciar a origem do etanol detectado nos fluidos de um cadáver, principalmente naqueles em decomposiçã:

· a correlação entre concentração de etanol em outros fluidos e concentração sanguínea tem sido proposta como uma maneira de se diferenciar entre etanol exógeno daquele produzido.

· presença de substâncias voláteis outras que não o etanol tem sido sugerida como um indicador de etanol post mortem.

· níveis de etanol acima de certas concentrações tem sido utilizados por alguns para inferir sobre etanol exógeno.

· a presença de etanol em urina e/ou humor vítreo geralmente indicaria ingestão, uma vez que esses fluidos não tem possibilidade de produzir etanol em quantidades significativas.

· quando há somente um fluido para executar a análise, fica difícil determinar-se a origem do etanol se esse espécime foi coletado de cadáveres putrefatos.

· quando múltiplos fluidos da mesma vítima são analisados e o etanol é identificado em apenas um deles, este achado é atribuído à produção post mortem.

· quando múltiplos fluidos do mesmo cadáver são analisados e o etanol é identificado em algum deles numa distribuição atípica, ou seja, quando a concentração do etanol em um fluido é mais elevada ou mais baixa do que os valores esperados decorrentes da relação de participação fluido/sangue, diz-se que há produção post mortem de etanol.

· a presença de etanol no sangue e ausência na urina e/ou humor vítreo indicam etanol produzido.

O HUMOR VÍTREO NAS ANÁLISES FORENSES

Em virtude de sua posição anatomicamente isolada e de pouco contato com material passível de autólise, o humor vítreo ocular é biológico menos sujeito as alterações químicas dentre os comumente  obtidos para análise post mortem. Tem sido objetivo de estudo por inúmeros pesquisadores, na tentativa de se verificar alterações bioquímicas existentes ante mortem e correlaciona-las com diversas patologias na determinação da causa mortis, bem como determinar o tempo de morte da vítima, entre outras situações.

· Constituição fisiológica do humor vítreo

Ao contrário de outros fluidos biológicos, não há valores normais disponíveis na literatura dos componentes fisiológicos para humor vítreo através dos estudos clínicos.

Valores entre 28 e 89 mg%, mostrou valor um inicial de aproximadamente 85% do nível sérico, ocorrendo em seguida uma diminuição desses valores, como resultado de glicose anaeróbica.

Ácido lático – a concentração inicial de ácido láctico logo após o óbito se situa numa faixa de 80-160 mg%, elevando-se para 210-260 mg% após um intervalo de 20 horas.

Ácido pirúvico – a concentração inicial de 2-3 mg% diminui rapidamente para níveis de 0,1-0,2 mg% num intervalo de 10 horas.

Ácido ascórbico – a concentração inicial de 19-39 mg% na primeira hora diminuiu dentro das 20 horas subseqüentes. O humor vítreo contém a mais elevada concentração de ácido ascórbico no organismo.

· COMPOSTOS NITROGENADOS

Uréia – Valores entre 5-29 mg% foram determinados, parece se o estável dos constituintes post mortem estudados.

Creatinina – Uma faixa de concentração entre 0,3 e 1,05 mg% foi determinada.

· ELETRÓLITOS

Sódio – Valores entre 128-158 mEg/L foram observadores por LEAHY & FABER com grande estabilidade num intervalo de até 30 h.

Cloreto – valores de 108-142 mEq/L foram obtidos por LEAHY & FABER em indivíduos com valores séricos ante mortem normais. Como ocorre com sódio, as concentrações de cloreto permanecerem estáveis por um período médio de 18 horas post mortem.

Potássio – Jafre foi o primeiro a observar um aumento na concentração de potássio no humor vítreo associado com intervalo post mortem. LEAHY & FABER,  analisando um total de 52 cadáveres, encontraram uma faixa de 4,4 – 16,6 mEq/L, enquanto SILVA, entre nós, encontrou uma faixa entre 4,42 e 4,64 mEq/L em suas determinações.

· Xenobióticos no humor vítreo

O humor vítreo, fluido que se encontra na cavidade posterior do olho preenchendo o espaço entre o cristalino e a retina em quantidade de 2,0-2,5mL, tem uma matriz sumamente simples e estável. Trata-se  de um fluido gelatinoso, transparente e incolor, mantido coeso por uma delicada rede de fibrilas e cuja viscosidade é devida à presença de ácido hialurônico.

Por conter alta porcentagem de água (90-98%), propicia a troca de determinadas substâncias com o sangue.

Os primeiros pesquisadores a se utilizarem do humor vítreo em análises toxocológicas com finalidade forense foram STURNER & COUMBIS, cujo trabalho teve a finalidade de comparar níveis de etanol em sangue e humor vítreo em 40 cadáveres humanos.

O uso do humor vítreo em análise toxicológicas post mortem oferece uma série de vantagens: a) facilidade de obtenção. b) a condição de o globo ocular estar em local anatomicamente isolado e protegido tem como conseqüência a preservação desse espécime a despeito de traumas cranianos, estando muito menos sujeito  à contaminação ou putrefação comparativamente ao sangue e fluido cerebroespinal. c) apresenta boa estabilidade química. d) facilidade no manuseio, ou seja, adere-se pouco ao vidro ou a material plástico. e) é matriz bem menos complexa que o sangue total.

A infiltração bacteriana para a cavidade que o contém não ocorre de maneira apreciável até bem mais tarde no processo putrefativo, o que faz desse fluido amostra privilegiada em relação as outras, sendo, de inquestionável utilidade nas investigações post mortem, mormente nos casos onde os processos putrefativos  já são significantes.

· A correlação humor vítreo/sangue relativa a teores de etanol

Como o humor vítreo contém teores mais elevados de água comparativamente ao sangue, é de se esperar que os níveis de etanol nesse fluido sejam mais elevados.

O primeiro trabalho correlacionando concentração de etanol em humor vítreo e sangue data de 1966. os autores obtiveram um índice de correlação médio de 0,99 e uma faixa que variou de 0,46 a 1,40.

PRINCIPAIS FLUIDOS E TECIDOS UTILIZADOS PARA DETERMINAÇÃO DO ETANOL COM FINALIDADE FORENSE

· Sangue

A variável que indica o volume de plasma em relação a células é o hematócrito, parâmetro hematológico de importância nas análise de etanol em sangue e seus derivados.

No caso de indivíduos vivos, o sangue é o espécime mais comumente utilizado na determinação de etanol para fins forenses. No caso de cadáveres, via de regra, muitos tipos de amostras estão disponíveis, inclusive o tecido nervoso. E tendo em vista que, nas investigações de violação das leis de trânsito, a interpretação de resultados de dosagem alcoólica é universalmente baseada nos níveis obtidos ou extrapolados para sangue total.

Como o sangue está em equilíbrio com o cérebro, a dosagem de álcool no sangue é a que melhor reflete os efeitos do etanol no sistema nervoso central. O ideal seria usar sangue arterial, pois a concentração do etanol neste espécime se correlaciona melhor com seus efeitos naquele sistema. Entretanto, a obtenção de sangue arterial requer técnica especializada de coleta, que apresenta riscos para o paciente. Assim, o sangue venoso é normalmente usado para dosagem alcoólica em indivíduos vivos devido à facilidade de obtenção e é coletado, via de regra, de uma veia de antebraço.

Em casos post mortem, inúmeras são as possibilidades de escolha de locais para coleta de sangue (seja da área central ou periférica). É importante que a amostra não esteja contaminada com outros fluidos. Sangue da cavidade toráxica (CT) ou cavidade abdominal (CA) somente devem ser coletados quando houver impossibilidade de obtenção de outro local.

· Soro/plasma

A análise de etanol pode, também, ser efetuada em componentes do sangue total. Como o etanol se distribui de acordo com o conteúdo aquoso do tecido ou fluido do organismo, estima-se que o soro e/ou plasma contenha uma concentração de etanol maior do que aquela encontrada no sangue total, haja vista existir de 10 a 12% mais água num volume de plasma e/ou soro do que no correspondente volume de sangue total. Um dos primeiros neste assunto, que encontraram uma média de 1,18 (faixa entre 1,10-1,35). 1,4 num intervalo entre 1,04-1,26. RAINEY observou um valor médio de 1,5 para um intervalo entre 0,88 e 1,59 enquanto WINEK obteve um índice de correlação médio para soro/sangue de 1,12 (intervalo de 0,98-1,04).

· Urina

Urina é o produto final da fisiologia renal. A cada minuto, os rins recebem 1.200 mL de sangue, que correspondem a aproximadamente ¼ do débito cardíaco. Este volume sanguíneo corresponde a um fluxo plasmático renal de aproximadamente 650 mL/min. Cerca de 20% são convertidos em filtrado glomerular (são produzidos 130 mL/min). Dos 180 litros gerados a cada dia, somente 1,5 L são excretados como urina. A velocidade de produção está compreendida entre 0,55 e 1,5 mL/min.

Urina é uma amostra alternativa para dosagem de etanol e, através da concentração obtida, estimar-se os teores desse fármaco em indivíduos com suspeição de estar dirigindo sob influência do mesmo, entre outras finalidades, desde que o espécime seja coletado adequadamente.

· a concentração de etanol presente na urina está relacionada com o teor aquaso relativo sangue/urina;

· um aumento diurese não altera a concentração relativa do etanol na fase aquosa do sangue ou da urina; os rins humanos não podem produzir urina com uma concentração de etanol mais elevada do que aquela contida na fase aquosa do sangue e, conseqüentemente, não concentram etanol na urina;

· a eliminação de etanol através da urina é dependente da velocidade de filtração glomerular e da concentração sanguínea;

· o índice de correlação médio urina/sangue de 1,3 utilizado para estimar o equivalente em álcool etílico no sangue através da análise de amostras de urina, tem maior concordância durante a fase de pós-absorção do etanol e pode ser usado rotineiramente, desde que seja coletada uma segunda amostra para a análise num intervalo entre 20-26 minutos, após o esvaziamento completo da bexiga.

· Simplesmente coletar a urina para dosagem alcoólica dentro de um pool contido na bexiga num certo tempo pode fornecer um resultado super ou subestimado para a concentração sanguínea. Os níveis de etanol no sangue, estimados através da determinação do fármaco em uma segunda amostra de urina, após intervalo de tempo, refletem com maior fidedignidadea concentração sanguínea naquele momento.

O consumo de bebidas alcoólicas aumenta a produção de urina de 1 para 7-12 mL/min.

Algumas condições patológicas alteram a produção de urina. Poliúria está associada com diabetis mellitus e algumas patologias do sistema nervoso central. Oligúria está associada a edema, ascite e choque entre outras.

a) pode ser obtida facilmente sem agressão ao organismo; b) não é necessário equipamento ou pessoal especializado para coleta; c) também pode ser utilizada para análise de outros fármacos com a vantagem de constituir matriz menos complexa. Por isso, muitos estudos tem tentado correlacionar concentração urinária de etanol com sua concentração sanguínea e a maioria deles sugere um índice de correlação médio de 1,3. uma correspondente à absorção quando o índice de correlação era menor do que a unidade e uma fase de pós-absorção quando este índice era maior do que 1,3 (podendo exercer a 2,0). Um índice de correlação inferior a 1,0 significa que pouco tempo decorreu entre o início da exposição e a coleta das amostras (a absorção ainda está processando). Um índice de correlação elevado implica absorção completa, estando o indivíduo na fase de eliminação. 

Em estudo envolvendo 148 cadáveres de onde foram coletados sangue e urina para dosagens alcoólicas, encontraram um índice de correlação médio de 1,28 (intervalo de 0,21 a 2,66). Utilizando o valor médio obtido, eles calcularam a concentração do etanol no sangue e compararam com a obtida experimentalmente. Verificaram que, em 21% dos casos, a concentração excedia o valor obtido e, em 34% dos casos, os valores estavam subestimados. BAKER encontrou um intervalo de índice de correlação entre 0,53 e 2,17 e média de 1,16 em amostra post mortem.

· Ar exalado

Estados Unidos com relação ao uso de álcool e direção de veículos.

Esses procedimentos analíticos de medição de etanol no ar expirado se fundamentam na Lei Henry dos gases, ou seja, a concentração de etanol no ar exalado é proporcional à concentração sanguínea do fármaco. Através de estudos in vitro, foi determinado um índice de correlação médio ar alveolar/sangue para etanol como sendo de 2.100 à temperatura de 34ºC, ou seja, a quantidade de etanol presente em 2.100 de ar alveolar é igual àquela contida em 1,0 mL de sangue capilar pulmonar na fase de equilíbrio.

As fontes de variação são inúmeras, podendo-se citar os fatores fisiológicos envolvidos na eliminação do etanol pela via pulmonar e retenção do fármaco nas próteses dentárias e no espaço periodontal.

A formação deste fluido é uma função especializada do fígado e é essencial para a absorção de nutrientes lipídicos do intestino delgado e excreção de compostos endógenos e de xenobióticos.

Um índice de correlação de 1,08 relativo ao sangue foi obtido num estudo no qual se analisaram 15 amostras coletadas de indivíduos e um intervalo entre 0,93 e 1,40 foi observado em um outro estudo envolvendo 22 indivíduos. Mais recentemente, BUDD, num estudo de vários fluidos coletados de cadáveres, obteve um índice de correlação médio para fluido cerebrospinal/sangue de 0,9 (intervalo: 0,5-1,3).

A coleta desse espécime é trabalhosa, requer profissionais qualificados e é difícil obtê-lo livre ou de contaminantes.

· Cérebro

Em casos post mortem, naturalmente uma grande variedade de espécimes estão disponíveis para serem coletados e submetidos à análise de etanol. O cérebro seria a amostra de escolha. O índice de correlação cérebro/sangue obtido por vários pesquisadores, entretanto, tem mostrado grande variabilidade numa faixa de 0,31 a 8,00, pelo fato de diferentes partes do cérebro apresentarem diferentes teores de água e, conseqüentemente, diferirem quanto aos teores de etanol e o reportado na literatura refletir a média de todas as partes.

OBJETIVO E PLANO DE TRABALHO

Essas solicitações são responsáveis por cerca de 50% de toda a rotina do Laboratório, sendo o etanol o fármaco identificado com maior freqüência.

Verificamos que há possibilidade contaminação de sangue coletado de vítimas de morte traumática e que existe o potetncial de produção de etanol post mortem em cadáveres em estado de putrefação. Concluímos, portanto, que podemos produzir resultados de dosagem alcoólica que reflitam, inclusive o etanol oriundo de processos outros que não a ingestão. A ocorrência desta possível interpretação inadequada pode acontecer em inúmeras situações em que somente o sangue é coletado para análise ou é coletado de local inadequado.

· Otimização das condições cromatográficas 

Alíquotas de sangue, humor vítreo, bile e urina “brancos de referência”, adicionados de 0,2 mL de solução de estoque de etanol foram submetidas à técnica de head space (6.2.1.) e injetadas no cromatógrafo após o condicionamento das colunas.

· Calibração do Integrador/Processador

Foram escolhidas as melhores atenuações, estipulado o tempo de corrida e a área mínima a ser integrada dos picos cromatográficos.

DISCUSSÃO

Para a determinação do etanol e demais voláteis foi utilizada a cromatografia em fase gasosa, com detector de ionização de chama (DIC), o mais utilizado de acordo com os trabalhos consultados. Fase estacionária Porapak Q com 1,8 m de comprimento, permitiu separação dos fármacos voláteis de interesse à temperatura de 200ºC, exceção feita à acetona e isoprapanol que iluiram com tempos de retenção muito próximos. Isso exigiu a utilização de uma segunda coluna empacotada, 15% Halcomid sobre Chomossorb WHW que, à temperatura de 100ºC, possibilitou a separação dos mesmos. Essa diferenciação torna-se importante nas análises de fluidos putrefatos pela possibilidade da presença desses fármacos que, juntamente com o etanol, podem ser formados pela ação de microorganismos.

A técnica de head space é mais utilizada do que da injeção direita do sangue no sistema.

A técnica head space baseia-se na análise do vapor contido no espaço compreendido entre a superfície de determinada matriz biológica e a tampa de vedação do frasco de análise, o qual deverá estar hermeticamente fechado e mantido aquecido numa temperatura padronizada. Assim, a uma dada temperatura, o etanol se distribui entre as duas fases, de acordo com o coeficiente de partição ar/fluido, sendo a concentração do etanol presente na zona de vapor proporcional àquela do fluido, possibilitando a sua análise por esta técnica. O uso da técnica de separação por head space, além de prolongar a vida útil da coluna cromatográfica, permite ao analista evitar problemas decorrentes da presença de coágulos em amostras de sangue de cadáveres que, se presentes, podem obstruir a seringa de injeção. Dependendo do tempo de morte, o sangue coletado pode apresentar coágulos conseqüentes à sedimentação de hemácias.

A resposta do detector foi linear no intervalo compreendido entre 0,048 a 3,9 g/L. esse intervalo dinâmico constitui faixa de eleição na análise em apreço, dada a alta freqüência de casos que se encontram com estas concentrações.

O limite de detecção, definido como a mais baixa concentração de um analito que pode ser estaticamente distinguida de um branco, foi verificado através de análises de amostras negativas para etanol e outros voláteis e submetidas à técnica de head space e que resultou em picos com altura até duas vezes maior do que aqueles correspondentes ao ruído da linha de base, com o integrador padronizado para área mínima igual a zero. Obtivemos um valor aproximado de 10 mg/L para todas as matrizes.

Obtivemos um valor de 50 mg/L para os quatro fluidos.

A máxima concentração de etanol permitida em sangue de condutor de veículo difere entre países e mesmo dentre os Estados num mesmo país. Na Suécia, é de 0,21 g/L; e na Grã Bretanha, de 0,8 g/L. no Brasil, a Resolução nº 737, de 12/09/1989, que disciplina as ações e os meios para a comprovação de embriaguez de condutor de veículo, do Conselho Nacional de Trânsito do Ministério da Justiça, estabelece que “a concentração de oito decigramos de álcool por litro de sangue ou de 0,4 mg/L de ar expelido pelos pulmões comprovam que o condutor de veículo se acha sob influência de etanol. A meta para a maioria dos países da Europa é de 0,5 g/L até o ano 2000. no Brasil, há proposições para a diminuição dos valores ora vigentes.

O limite de quantificação estabelecido para a metodologia foi de 50 mg/L (0,05 g/L), portanto, bem baixo do considerado valor de corte no que concerne à infração penal.

Segundo CHRISTMORE, agentes salting out (cloreto de sódio, cloreto de amônio, sulfato de amônio, etc) tem sido usados na análise de etanol pela técnica de head space, desde a sua introdução nos meios laboratoriais. Esses agentes agem reduzindo a solubilidade do álcool na fase líquida, facilitando sua penetração na zona de vapor. O cloreto de sódio, foi por nós utilizado no início do trabalho e não observamos diferenças nos resultados obtidos com e sem o uso do sal. Talvez a não utilização de qualquer tipo de conservante nos epécimes que pudesse interferir na passagem do álcool a zona de vapor tenha sido decisiva; o fato de que a temperatura por nós utilizada no head space possibilitou que todo o álcool presente na amostra ocupasse a zona de vapor seria outra explicação ou, ainda, que o desvio padrão permitido nesse tipo de análise mascarou possíveis diferenças nos resultados.

O segundo escolhido compreendeu cadáveres em dói estágios de putrefação: em fase cromática e em fase gasosa. Já é bem conhecido que níveis artificialmente elevados de etanol em sangue post mortem podem ser encontrados decorrentes de processos bioquímicos e microbiológicos.

Do total de casos analisados pertencentes ao grupo I, 94% eram de sexo masculino e apenas 6% pertenciam ao sexo feminino.

A idade dos cadáveres variou de 16 a 76 anos sendo, para alguns representantes deste grupo, calculada de modo aproximado.

O volume do humor vítreo coletados dos cadáveres ao Grupo I variou de 0,5 mL a 5,0 mL (média de 2,28 mL); para os casos putrefatos (Grupo II) o volume coletado variou de 0,25 a 3,0 mL (média de 1,08 mL). Mesmo para os casos adiantado estado de putrefação, foi possível a coleta de humor vítreo, muito embora em volume reduzido e com coloração acizentada. Se o cadáver não foi exposto a condições excessivas de desidratação, é possível a coleta do humor vítreo mesmo naqueles casos de adiantamento estado de putrefação.

As amostras de humor vítreo coletadas do Grupo II apresentaram-se límpidas quando os cadáveres se encontravam na fase cromática e levemente acinzentadas quando os mesmos encontravam-se em fase gasosa.

Pelo exposto , há possibilidade de se encontrar algum volume de urina na bexiga de cadáveres passadas muitas horas da morte.

A bile esteve presente em 92% dos casos de cadáveres de morte traumática e em 50%, dos cadáveres putrefatos.

Como já mencionado, a dificuldade de obtenção de fluidos nos cadáveres putrefatos decorre do fenômeno de transudação dos mesmos através das paredes celulares permeabilizadas.

O humor vítreo esteve presente em 100% dos casos; 

Os espécimes coletados foram refrigerados e analisados por um período de, no máximo, 24 horas. Na impossibilidade, os mesmos foram congelados como recomendam vários autores. Os espécimes não foram adicionados de qualquer de qualquer conservante, embora seja recomendada a adição de fluoreto de sódio, entre outros, em fluidos coletados post mortem. Isso se deveu ao fato de que a grande maioria das análises ter sido realizada no mesmo dia da coleta.

São bem conhecidos os mecanismos de aumento ou de diminuição dos níveis de etanol em amostras biológicas estocadas. BROWN e cols., descreveram 3 processos que resultaram em perda de etanol em espécimes de sangue armazenados. O primeiro é a perda devido ao crescimento de microorganismos que utilizam o etanol como fonte de energia. Este problema pode ser evitado pela adição de fluoreto de sódio numa concentração de 5 mg/mL ou maior. O segundo mecanismo é a perda de evaporação do álcool em frascos coletores inconvenientemente fechados. O terceiro é a perda por oxidação química, processo que requer hemoglobina (não ocorrendo portanto em soro ou plasma), cuja magnitude é diretamente proporcional ao espaço vazio presente no frasco coletor. Os autores acreditam que a oxidação do etanol a acetaldeído esteja acoplada à conversão da oxiemoglobina em hemoglobina reduzida entre os agentes que previnem esse processo está o ditionito de sódio.

Esses mecanismos são evitados pela análise imediata dos fluidos coletados ou pelo congelamento dos mesmos.

Os níveis sanguíneos do etanol são os que melhor refletem os efeitos do álcool etílico no sistema nervoso central, em virtude do rápido equilíbrio estabelecido e o fato de serem as leis de trânsito baseadas universalmente nos níveis de etanol em sangue total faz com que este fluido seja o mais comumente coletado e enviado para dosagem alcoólica com finalidade forense em todos os casos post mortem, muito embora vários tecidos e fluidos estejam disponíveis numa necropsia.

Entretanto se o sangue não for coletado de local apropriado conforme recomendam vários autores, podem ser produzidos resultados de dosagem alcoólica que não reflitam aqueles presentes no momento do óbito principalmente nos casos de morte traumática com perfuração de órgãos, onde o sangue, que se encontra na cavidade toráxica ou abdominal decorrente dos traumatismos internos, poderá estar contaminado com fluidos procedentes daqueles.

Das 51 amostras a este grupo, 26 puderam ser comparadas com relação aos teores de etanol em um e outro local; 12 estavam com níveis a maior (46,15%) e 2, com níveis a menor (7,69%) na cavidade toráxica; as demais não apresentaram diferenças significativas quanto aos teores do fármaco nos dois locais estudados.

Das amostras que apresentaram níveis de etanol a maior, em 4 o intervalo de variação percentual esteve compreendido entre 12,5 e 20%; 5 amostras apresentaram variações entre 20 e 30%. Entretanto, variações tão elevadas quanto 80% (1 caso), 95% (1 caso) e 110% (1caso) puderam ser observadas (casos de números 28,33 e 48 respectivamente).

Esses achados, entretanto, vêm corroborar os de outros pesquisadores que referem ser o sangue da cavidade toráxica uma amostra não fidedigna para análise de etanol.

Para cadáveres, isto se torna impossível. Acrescente-se o potencial de produção de etanol em urina em condições apropriadas (presença de carboidratos e microorganismos produtores), como demonstrado por SAADY e cols., em um estudo envolvendo 14 amostras de urina de um laboratório de Uroanálise. Esses autores evidenciaram a produção de etanol em níveis de 2,8 g/L em uma amostra em teores de glicose acima de 2000 mg/dL, após um período de 48 horas à temperatura ambiente. 

Em vista do exposto, muita precaução deve-se tornar na interpretação de dosagem alcoólica urinária isoladamente, em especial quando não se tem conhecimento da presença de determinadas patologias ante mortem, como infecções do trato urinário e alterações no padrão de excreção de glicose, presentes no diabetis mellitius, hipertireoidismo, infarto do miocárdio etc.

Assim nos casos de mortes traumáticas, onde há maciça hemorragia interna, o humor vítreo constitui espécime alternativo onde, na ausência de uma amostra fidedigna de sangue, se presta à determinação de níveis de etanol com posterior comparação aos do sangue, possivelmente contaminado. No caso de ausência total de sangue, o humor vítreo se presta para esta mesma finalidade e posterior extrapolação para o sangue dentro de um intervalo de valores.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, tivemos a oportunidade de analisar alguns casos nessas condições.

Os níveis sanguíneos obtidos através da extrapolação de outros fluidos nem sempre refletem os níveis esperados de acordo com a correlação comumente relatada.

Um resultado de origem alcoólica em “sangue” coletado da cavidade toráxica (CT) de cadáveres em estado de putrefação está sujeito à discussão pelo já bem conhecido fenômeno de produção post mortem de etanol por microorganismos, já comentado no item 2.2 deste trabalho. Alguns autores estabelecem valores máximos para a produção de etanol em corpos em decomposição. Segundo CANFIELD e cols., valores tão distintos quanto 0,2 g/L, 1,5 g/L e 2,0 g/L são registrados na literatura e estipulados como máximo nível de etanol referente à produção endógena. E foram considerados como sendo de origem endógena, através de estudos sobre produção post mortem de etanol, os seguintes valores: 2,2 g/L; 1,9 g/L; 1,8 g/L; 1,6 g/L etc.

O número de variáveis desconhecidas na produção de etanol post mortem é muito grande e fica difícil estabelecer inequivocamente que um certo nível de etanol num determinado espécime esteja acima daquele esperado ser devido à produção.

O humor vítreo, entretanto, contempla vantagens que nenhum outro espécime possui:disponibilidade, menor chance de contaminação, boa estabilidade química, facilidade de coleta, facilidade de manuseio, entre outras, o que faz deste fluido amostra orgânica privilegiada, mormente para análises toxocológicas forenses.

· CONCLUSÕES

1- Para a interpretação correta de dosagem alcoólica post mortem, com finalidade forense, é necessário que se conheça o estado de integridade física do cadáver;

2- Amostras de sangue coletadas da cavidade toráxica (CT) não são fidedignas para dosagem alcoólica; a amostra ideal deverá ser coletada da cavidade cardíaca;

3- Resultado de dosagem alcoólica em “sangue” coletado da cavidade toráxica (CT) não deve ser prova material de delito;

4- Em cadáveres de morte traumática recente, o humor vítreo é um fluido complementar na determinação dos teores sanguíneos de etanol quando, por impossibilidade, o sangue for coletado da cavidade toráxica (CT) por já não se encontrar presente no sistema cardiovascular;

5- A bile é um fluido útil para análise de etanol em cadáveres de morte recente;

6- Urina de cadáveres, isoladamente, não se presta para análise de etanol e posterior extrapolação para o sangue; todavia, pode ser de valia como um fluido complementar;

7- Em cadáveres em estado de putrefação, o humor vítreo é de extrema importância na determinação da etiologia do etanol;

8- A detecção de outros voláteis não é critério isolado para diferenciação entre álcool endógeno e exógeno, pois nem sempre são detectados em fluidos putrefatos;
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