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INTRODUCCION



Dentro de los tóxicos volátiles, los alcoholes Etanol y Metanol son sustancias de Importancia toxicológica dada su acción farmacológica depresora del sistema nervioso central (SNC) y el abuso creciente del consumo de bebidas alcohólicas. Esto último, presenta importancia médico - social debido a que los individuos alcoholizados pueden ser causa de trastornos y accidentes, de. los cuales son imputables.



Las vías de penetración posibles de los alcoholes son la digestiva, la respiratoria, y la absorción a través de la piel. En el caso c aso del etanol, la intoxicación más frecuente ocurre c uando el individuo ingiere cantidades excesivas de esta sustancia por el consumo de bebidas alcohólicas fermentadas y/o destiladas.



Los tipos de muestras generalmente usados para est as determinaciones son: sangre (alcoholemia) , orina, otros fluidos biológicos, vísceras, alimentos, etc. Las muestras de sangre se obtienen obtiene n por punción venosa, teniendo la precaución de no utilizar alcohol como antiséptico local ni otras soluciones constituidas por sustancias reductoras que puedan interferir en la determinación posterior. Se r ecomienda usar solución jabonosa o solución acuosa de cloruro mercúrico 0.05%. La conservación de las muestras de sangre requiere el empleo de recipientes de plástico con cierre hermético (no usar tapones de goma) conteniendo fluoruro de sodio (anticoagulante y preservador) o bien oxalato y citrato (anticoagulante) y su almacenamiento refrigerado a T = 4ºC. El fluoruro de sodio impide el desarrollo de microorganismos que pueden c onsumir o generar etanol. Los tapones de goma contienen vulcanizantes que son sustancias reductoras capaces de dar falsos positivos en los métodos químicos. El cierre hermético es necesario dado el carácter volátil del etanol y además, es importante que no exista cámara de aire en el e l recipiente de recolección de las muestras dado que el oxígeno presente podría oxidar al etanol y también para minimizar pérdidas por volatilización. En el caso de muestras de orina, o rina, se aplicaría una metodología similar para la recolección y conservación de las mismas, pero cabe considerar que dicho fluido biológico no presenta una correlación apreciable con una intoxicación debida a etanol.



  Para su, determinación, las metodologías basadas en la oxidación bajo c iertas condiciones son útiles para la dosificación de los alcoholes pero no para su identificación ya que no dosifican el alcohol como tal sino a tus productos de oxidación. Por ejemplo, la determinación de ácido acético (CH3COOH), posterior a la oxidación completa del etanol, significaría un error por exceso si un licor a ser analizado tuviera en su composición además acetaldehido.



El alcohol etílico se separa de las vísceras y tejidos mediante la técnica de destilación ácida. A continuación, se procede a la dosificación del alcohol sobre una alícuota del de stilado mediante el método de Nicloux (actualmente en desuso).



METODO DE NICLOUX



Fundamento



Se basa en la dosificación del alcohol sobre una alícuota del producto de la destilación por oxidación con mezcla sulfocrómica en caliente.



3C2H5OH + 2K2Cr2O7 + 8H2SO4 3CH3COOH + 2C r2(S04)3 + 2K2SO4 + 11 H20



Muestras: destilado de sangre, orina, contenido de vísceras



Técnica



En un matraz de destilación de 250 ml se colocan 10 ml de sangre u orina, una pequeña cantidad de ácido pícrico y 65 ml de agua. Si se trata de orina se toman 10 ml de muestra, se agregan 25 ml de solución saturada de ácido pícrico y 40 ml de agua. Se destila recogiendo sobre 5 ml de ácido



 sulfúrico 3 N hasta un volumen de 40 ml. Se toman 5 ml del destilado, se agreg an 6 ml de ácido sulfúrico concentrado y se titula con solución de dicromato de potasio 19 por mil hasta viraje del color verde azulado a verde amarillento, manteniendo la temperatura del tubo de reacción en (90100ºC).



Es Importante que la titulación se realice a (90-100ºC), dado que a temperaturas m enores (60ºC) el etanol se oxida a su correspondiente aldehído (acetaldehído).



Expresión de resultados



Alcoholemia (ml etanol/1000 ml sangre) 4 x Volumen Cr204K2



MICRODIFUSION



La microdifusión se realiza en cámaras de Co nway que poseen en el compartimiento externo muestra y agente liberador (C03K2) y en el interno el agente atrapante Cr207K2 + H2SO4 0.01N. En este caso, se produce la captación y oxidación del etanol hacia ácido acético, forzándose la remoción completa del primer compuesto al cabo de un tiempo y temperatura previamente determinados.



Las muestras sobre las que se utiliza e sta técnica son sangre, orina, saliva y otros fluidos biológicos.



Técnica



 Se colocan en el compartimiento interno de la cámara de Conway 0.5 ml de una solución de dicromato de potasio 0.4 N en ácido sulfúrico 10 N; e n el compartimento externo 0.5 - 1.0 ml de sangre u orina y (0.5 - 1.0 ml) del reactivo liberador (solución saturada de carbonato de potasio). Efectuar paralelamente un blanco con agua. destilada. Se deja difundir 2 horas a 50ºC. Una vez cumplido dicho tiempo, se procede a la microtitulación directamente en el compartimiento interno.



Para ello, se agregan 0.5 ml de la solución de ioduro de potasio 3 N, se agita con varilla y se titula rápidamente al principio y más lentamente luego, con la solución valorada de tiosulfato de sodio, 0.1 N colocada en una microbureta. Al observarse e l comienzo de la aparición del color celeste verdoso del Cr+3 se adiciona una gota de la solución de almidón, continuándose ahora gota a gota la titulación hasta la desaparición del color azul del iodo. Se titula el blanco de manera similar anotando los volúmenes de tiosulfato consumidos en cada uno de los casos.



Expresión de resultados



Etanol (g/l sangre) = N (Vb - VM ) / Vs . 11,51



donde: N = normalidad del tiosulfato Vb ml tiosulfato consumidos en el blanco VM ml tiosulfato consumidos en la muestra Vs ml de sangre u orina colocados en la cámara de Conway 11.51= PM etanol / 4 de acuerdo a la reacción redox



Mediante esta expresión puede evidenciarse la relación de concentrac iones de etanol en sangre y en orina. En la microdifusión interfieren acetaldehído, alcohol metílico, alcohol isopropílico, propanaldehído, alcohol amílico, octanol, éter etílico, etc. No interfieren cloroformo, benceno, tetracloruro de carbono, tricloroetileno, etc.



- Otra alternativa aplicando la técnica de microdifusión sería la siguiente:



 Reactivos



- Solución de Cr207K2 0.106 N en H2SO4 22.08 N ( Pesar 5.2 gr de Cr207K2 en 400 ml de H20 (d) y llevar a 1 L en H2SO4 (c) ) Solución saturada de C03K2



Muestras



-sangre anticoagulada y en recipiente con cierre hermético



Curva de calibración



-soluciones de sangre con concentraciones conocidas de alcohol etílico: 0.25 g/l; 0 .50 g/l, 1. 25 g/l ; 2.50 g/l ; 5. 00 g/l



Procedimiento



Se colocan en el compartimento interno de la cámara de Conway (tamaño pequeño), 0.5 ml de la solución ácida de Cr207K2. En un extremo del compartimento externo, se agregan 0.2 m l de sangre y en el otro extremo del mismo 0.2 ml de la solución saturada de C03K2, Tapar la cámara y hacerla girar cuidadosamente (en forma horizontal) sobre la mesa de trabajo, para poner en contacto los reactivos colocados en el compartimento externo.



Dejar difundir 1 hora a temperatura ambiente. L uego, destapar la cámara y recoger la solución del compartimento interno.



Proceder a la lectura espectrofotométrica a 620 nm.



 En el caso de utilizar cámaras de Conway (tamaño grande) los volúmenes de los reactivos a utilizar serían los siguientes: 3 ml de la solución ácida de Cr207K2, 1 ml de sangre y 1 ml de la solución saturada de C03K2.



Resultados



Valores de alcoholemia a partir de 0.5 g/ l tienen importancia médico legal.



Determinación de etanol en sangre CG/head space



Se trabajará en la identificación y cuantificación de etanol en muestras de sangre mediante cromatografía gaseosa, utilizando la técnica del espacio cabeza “head space” para separar los analitos de la matriz, previo a la inyección e n el cromatógrafo. A continuación, puede observarse un esquema del equipo para la toma de muestra desde espacio cabeza:



PC: control de flujo P: regulador de Presion 0: medidor de presion R: restrictor 8: valvula solenoide V: valvula muestreadora de gas SN: aguja de muestreo SV: vial de muestra



  T: línea de transferencia



Materiales y reactivos



a ) Solución tipo de etanol 1%. b) Sangre libre de etanol. 5.0, 1.0, 2.0 y 3.0 g/l c) Agente liberante: solución saturada de carbonato de potasio. d) Octanol utilizado como patrón interno 0.5 g/l. e) Viales de vidrio de 10 ml de capacidad, cerrados con tapón de goma y arandela de aluminio con sellador manual.



Condiciones del espacio cabeza (HP 7694E)



Incubación a 60ºC durante 10 minutos, presurización carrier N2 14.4 psi, presión en vial 14.0 psi. Tiempo presurización: 0.2 min, tiempo loop: 0.01 min, tiempo inyección: 0.2 min. Temperatura loop: 102ºC, temperatura línea 100ºC.



Condiciones cromatográficas (PE 8000)



Columna de vidrio (1.20 m largo, 114 de pulgada con relleno de Porapak Q), temperatura columna 110ºC, detector de ionización de llama (temperatura = 250ºC), temperatura de inyección = 250ºC. Tiempo de retención etanol: 2.31min, tiempo de retención standard interno: 4.88.



Elaboración de la curva patrón



Se preparan viales con 1 ml de sangre con agregado de la solución tipo de e tanol para alcanzar concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 g/l. Se agregan a cada uno 0.5 ml de solución del patrón interno y 1 ml de la solución del agente liberador. Se tapan herméticamente.



 A partir del cromatograma resultante se obtienen las áreas bajo la curva de l etanol y del patrón interno. Se grafica concentración de et anol en sangre vs. AEtOH/API, en donde AEtOH es el área bajo la curva del pico de etanol y API es el área bajo la curva del patrón interno.



Determinación de la concentración de etanol en la muestra de sangre



Se prepara un vial de 10 ml con 1 ml de sangre a analizar, 1 ml de la solución del standard interno y 1 ml del agente liberador, agregados en ese orden. Se sella rápidamente el vial para su disposición en el equipo.



Los cálculos se realizan por interpolación a partir de los datos obtenidos para la curva patrón, considerando siempre la relación AEtOHAPI. Se expresan los resultados e n gramos de etanol/l de sangre o en mg/100 ml.



Métodos bioquímicos



Los métodos bioquímicos permiten la dosificación del alcohol en la sangre u otros fluidos biológicos a efectos de inferir la impregnación alcohólica del organismo. Entre ellos se e ncuentran los métodos enzimáticos (método de la alcohol deshidrogenasa ADH) y métodos aco plados (enzimático - electroquímicos) (biosensores).



Determinación de etanol en muestras de alimentos. Método Enzimático / UV



Fundamento



El etanol es oxidado a acetaldehído en presencia de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) por nicotinamida / adenina dinucleótido (NAD).



 Etanol + NAD+ acetaldehido+ NADH + H+



El acetaldehido formado puede ser desplazado totalmente hacia la derecha en condiciones alcalinas atrapando el acetaldehído formado.



El acetaldehido es oxidado en presencia de aldehído dehidrogenasa (Al DH)cuantitativamente a ácido acético



Acetaldehído + NAD+ + H20 ácido acético +NADH + H*



NADH es determinado por la medida de su absorbancia a 334, 340 ó 345 nm.



Ensayo



Botella 1: 100 ml de buffer difosfato de potasio pH 9 Botella 2: 30 tabletas , cada tableta contiene NAD 4 mg, aldehido dehidrogenasa aprox. 0.8 W estabilizada. Botella 3: 1.5 ml de suspensión ADH de 7000 U. Etanol estandard: usar sin diluir. Se utiliza para el control del proceso.



Preparación de las soluciones



1. Use el contenido de la botella 1 sin diluir



2. Disuelva 1 tableta en 2 ó 3 ml de solución de la botella 1 en un tubo de centrífuga por cada ensayo (blanco o muestra dependiendo del número de determinaciones). Usar pinzas para tomar las tabletas. Esta es la solución 2*



 3. Use el contenido de la botella sin diluir



Procedimiento



Longitud de onda 340nm ó 365 nm ó 334 nm Cubetas de vidrio: 1 cm paso óptico Temperatura > 20 / 25ºC Volumen final: 3.150 ml. Leer contra aire (sin cubeta en el paso de luz, contra agua o contra blanco (cuando se usa fotómetro de doble haz). Solución de muestra: 0.3 12 µl et anol /cubeta (en 0.100 0.500 ml de volumen de muestra)Pipetear en la cubeta blanco Reaccion mezcla 2*



3.000 ml



3.000 ml



Agua redestilada



0.100 ml



------------



Solucion muestra



------------



0.100 ml



Mezclar aproximadamente 3 minutos y leer la absorbancia de la solución (A1) Solución 3



0.050 ml



0.050 ml



Mezclar, después de completa reacción (5 a 10 minutos) leer la absorbancia de la solución inmediatamente una después de la otra. (A2)



Es absolutamente necesario tapar la cubeta con parafilm durante la me dida



Determinar la diferencia de absorbancia (A2 - A1) para ambos, blanco muestra.



A = (A2 - A1) muestra (A2 - A1) blanco



 La medidas de absorbancia deben arrojar como regla, una diferencia de al menos 0.100 unidades de absorbancia para obtener resultados suficientemente precisos.



Cálculos



De acuerdo a la ecuación general para calcular la concentración en la reacción en la cual la cantidad de NADH formado es estequiométricamente igual a la mitad de la cantidad de sustrato: V . PM A C=



[g/l] E . d . v x 2 . 1000



V: volumen final, 3.150 mI. v: volumen de muestra, 0.100 ml PM: peso molecular del etanol (g/mol). 46.07 d: paso óptico, 1.00 cm E: coeficiente de extinción molar del NADH 340 mn: 6.3 (l.mol-1. cm) 365mm: 3.4 (l.mol-1. cm) 334 nm: 6.18 (l.mol-1. cm)



Si la muestra ha sido diluida considerar aplicar a los resultados el correspondiente factor de dilución



Sí se analiza un sólido y/o muestra semi sólida, la cual es pesada para la preparación, los resultados se expresan por cantidad de muestra pesada. contenido etanol =



(g/100)



[etanol] (g/l sol.muestra) x 100



 peso muestra (g/l sol.muestra)



INTERPRETACION DE RESULTADOS



La relación entre alcoholemia y los efectos farmacológicos producidos presenta variaciones según factores individuales tales como edad, hábito, sexo, etc.



Dada su acción farmacológica depresora del sistema nervioso central (SNC), el etanol produce una parálisis descendente del mismo, luego la depresión continúa sobre los centros subcorticales y el cerebelo, después sobre la médula espinal y finalmente sobre el bulbo, co n depresión de los centros vitales, respiratorio y vasomotor llevando a la muerte al individuo.



La acción farmacológica del etanol comprende 4 períodos, cuyas manifestaciones están en relación con su concentración en sangre (alcoholemia).



Período I: (50 - 150) mg/100 cm3 sangre. Alteraciones funcionales de la corteza cerebral (memoria, atención, asociación de ideas están perturbadas). Liberación del tono emocional, malhumor, exceso de confianza.



Período II: (150 - 250) mg/100 cm3sangre. Ebriedad manifiesta. Trastornos de la palabra, postura y marcha, pérdida de la coordinación, depresión de los centros posturales, incluyendo el cerebelo.



 Período III: (250 - 350) mg/100 cm3 sangre. Sueño profundo, inconsciencia, estupor, coma. S e afectan los centros espinales.



Período IV: (350 - 450) mg/100 cm3 sangre. Depresión de centros bulbares, vasomotor, respiratorio. Existe peligro de muerte. Coma profundo. Piel húmeda y fría, pulso acele rado, pupilas dilatadas y respiracion lenta. La muerte se produce por parálisis respiratoria principalmente con concentraciones mayores a 500 mg/100 cm3 sangre.



El alcohol produce o constituye un caso típico de Toxicomanía (dependencia física, psíquica y tolerancia).



CUESTIONARIO



1) Qué métodos conoce para determinar et anol?. Indique los principios en que se basa cada uno de ellos y sobre qué tipo de muestras se aplica cada uno. Cómo se realiza la expresión e interpretación de los resultados en cada caso?



2) Cuál es el criterio de selección de muestras para la determinación de et anol que permite determinar en forma retrospectiva la alcoholemia? Ventajas y desventajas en cada caso.



3) Respecto a los biosensores: a) Cuál es la ventaja de su empleo?. b)En qué principio se basa?. c) Qué parámetros son importantes considerar para lograr un diseño eficiente?.



4) Respecto a la técnica espacio - cabeza: a) Cuáles son las ventajas que presenta la determinación de etanol por esta técnica?. b) Qué precauciones deben tomarse para procesar las muestras destinadas a tal fin?



 5) Cite los fundamentos de la determinación de etanol por la técnica de microdifusión y mencione sus ventajas.



6) Cómo se realiza el diagnóstico químico de ebriedad?.



7) Qué vinculación ha podido encontrar en función de las experiencias registradas e ntre las ocurrencias de accidentes de tránsito y el consumo de alcohol?. Cuál es su Implicancla?. Cite ejemplos de cómo puede diseñarse una experiencia para su estudio y que Información puede obtenerse de la misma.



8) Al cabo de ocho horas de haberse producido un asesinato se presenta detenido un joven c on manifestaciones de incoordinacíón en la marcha, exageración en la palabra y pérdida de control. El análisis de sangre aportó una concentración de 1,80 g/1. En base el interrogatorío efect uado, declaró haber ingerido, poco antes del hecho, una cantidad considerable de una bebida alcohólica. Siendo su contextura física asténica y su peso de 70 kg, calcular la cantidad de bebida ingerida en el momento del hecho. Sabiendo que r = 0, 85 l/kg y 0 = 0,17 g/l h, en qué período de intoxicación se encontraba y qué sector del SNC estaba afectado en el momento del hecho?. Justifique sus afirmaciones.
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