SERVICO DE QUIMICA E TOXICOLOGIA FORENSES

DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA A QUANTIFICAGAO DE BIOMARCADORES DE ETANOL POR LC-MS/MS

Paula Melo'-2:3, Pedro Costa3#5, Maria José Quintas', Lara Sousa', Jodo Miguel Franco'

'Servico de Quimica e Toxicologia Forenses do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.
2Escola de Direito da Universidade do Minho; 3REQUIMTE, Trace Elements Analysis Unit
4Gabinete de Estudos e Projetos do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses
SEquipa de Gestores da Qualidade do INMLCF

INTRODUCAO

O etil-glucuronideo (EtG) e o etil-sulfato (EtS) sdo biomarcadores do consumo
de etanol. Estes compostos sdo metabolitos especificos do etanol resultantes da
sua conjugagdo com uridina-5 difosfo acido glucurénico e com a 3-
fosfoadenosina 5-fosfosulfato, respetivamente. A sua determinagdo analitica
revela-se uma mais-valia em contexto forense, uma vez que estes compostos
permanecem detetaveis, em amostras bioldgicas, durante um periodo de tempo
mais alargado do que o etanol.

Desta forma, a sua analise podera ver vantajosa em casos de alcoolismo, em
situagdes em que é necessario verificar a abstinéncia do consumo de etanol,
em contextos laborais e, em situagGes post-mortem, auxiliando na distingdo
entre a ingestdo e a formagdo post-mortem de etanol.

Neste trabalho foi desenvolvido um método para a detegdo e quantificagdo
dos biomarcadores etil-glucuronideo e etil-sulfato, em amostras de sangue e
de urina.
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Figura 1- Estrutura quimica do Etil-glucuronideo

Figura 2— Estrutura quimica do Etil-sulfato

MATERIAL E METODOS

0O método apresentado foi desenvolvido num equipamento de LC-MS/MS (UPLC) da Waters, tendo as amostras sido previamente submetidas a procedimento de
precipitagdo proteica com acetonitrilo. A separagdo cromatografica foi efetuada recorrendo a uma coluna Acquity UPLC HSS T3 (2,1x 100 mm; 1,8 um de tamanho
de particula), usando como fase mével uma mistura de acido férmico 0,1% e acetonitrilo, em gradiente. A dete¢do dos compostos foi efetuada por MRM, tendo a
ionizacgdo sido feita por electrospray, em modo negativo.

Tabela 1 - Condigdes analiticas do sistema UPLC-MS/MS Tabela 2 — Gradiente da Fase Mével (UPLC-MS/MS)

/
cs Acquity UPLC HSS T3 (2,1 mm i.d. x 100 1 B ™ , Ac. Férmico 0,1%:Acetonitrilo
Coluna cromatografica mm; 1,8 um) - : Fase Mével (gradiente)
t".-
Temperatura de operagao 40 °C A @ |
P N p_ ¢ \3 "“Wi Fluxo 0,3 ml/min
Volume Injecéo 10 pL 100 amostra + Pl ABOI0  Cantfugasio 10 taporacio Reconstiido
|0nizag50 Electrospray Negativo ul mina pm {corrente de azoto) 100l fase mével
. . . . Figura 3— Preparagdo da amostra por Precipitagdo Proteica % %
Modo de aquisigdo MRM (multiple reaction monitoring) Tempo (min) Acido Férmico Acetonitrilo
Capilar 1,5 KV 0,1% 100%
Cone 55V 0 9 !
Temperatura Fonte 150°C 2,80 29 1
Temperatura Dessolvatacéo 350°C 2,81 5 95
Fluxo Gas Dessolvatagdo 900 L/h 3,00 5 95
ETG: 221 > 84,9 (35V; 15 ev);
<~ 221 > 74,9 (35V; 18 ev) 3,01 99 1
ansicaesiRM ETS: 124,9 > 96,9 (26V; 26 eV)
124,9 > 80,1 (26V; 18 eV) Figura 4 Sistema de UPLC-MS/MS 6,00 99 1

RESULTADOS
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Foram selecionadas duas transi¢des para cada um dos
compostos (Etil-glucuronideo: 221>74,9; 221>84,9; Etil-
Sulfato; 124,9>80,1; 129,9>96,9) e
correspondente composto deuterado.
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O método revelou-se rapido, com apenas 6 minutos de
andlise cromatografica e de facil preparagdo da amostra,

permitindo detetar concentragdes na ordem dos 100 s T
ng/mL, para ambos os compostos, em amostras de sangue
e de urina. As curvas de calibragdo foram efetuadas com

concentragBes entre 100 e 10.000 ng/mL, com coeficientes
Figura 5- Cromatograma em modo MRM do ETS (100 ng/mL)
e do padrao interno (ETS-Ds) em amostra de sangue

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Foi desenvolvido um método rdpido para andlise dos biomarcadores, EtG e
ETS em amostras de sangue e de urina. Apds a necessaria validagdo e
participa¢do adequada em ensaios interlaboratoriais, este método poderd
ser utilizado como resposta a questdes médico-legais relacionadas com o
consumo de etanol.

Figura 6- Cromatograma em modo MRM do ETG (100

de correlacdo superiores a 0,99. ng/mL) e do padrao interno (ETG-D5) em amostra de sangue

A detegdo de etanol é das andlises mais importantes em termos forenses. Uma
vez que o etanol é rapidamente eliminado do organismo, revela-se vantajosa a
criagdo de metodologia para a dete¢do dos seus biomarcadores. Os
biomarcadores de etanol sdo indicadores fisioldgicos de exposi¢do ou ingestdao
de alcool etilico e podem indiciar consumo de alcool a nivel crénico e/ou agudo.
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