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RESUMO 

 

SANTOS, F. S. Diagnóstico da exposição fetal ao álcool através de 
biomarcadores em mecônio. 2016. 145 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2016. 
 
A grande prevalência do consumo de álcool por mulheres em idade reprodutiva 
aliada à gravidez não planejada expõe a gestante a um elevado risco de se 
alcoolizar em algum momento da gestação, principalmente no início do período 
gestacional em que a maioria delas ainda não tomou ciência do fato. Assim, torna-se 
extremamente relevante o desenvolvimento de métodos de detecção precoce de 
recém-nascidos em risco de desenvolvimento de problemas do espectro dos 
transtornos relacionados à exposição fetal ao álcool. O objetivo desse estudo foi 
desenvolver, validar e avaliar a eficácia de um método de quantificação de ésteres 
etílicos de ácidos graxos (FAEEs) no mecônio de recém-nascidos para avaliação da 
exposição fetal ao álcool. Os FAEEs avaliados foram: palmitato de etila, estearato de 
etila, oleato de etila e linoleato de etila.O método consistiu no preparo das amostras 
pela extração líquido-líquido utilizando água, acetona e hexano, seguida de extração 
em fase sólida empregando cartuchos de aminopropilsilica. A separação e 
quantificação dos analitos foi realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada 
à espectrometria de massas. Os limites de quantificação (LQ) variaram entre 50-
100ng/g. A curva de calibração foi linear de LQ até 2000ng/g para todos os analitos. 
A recuperação variou de 69,79% a 106,57%. Os analitos demonstraram estabilidade 
no ensaio de pós-processamento e em solução. O método foi aplicado em amostras 
de mecônio de 160 recém-nascidos recrutados em uma maternidade pública de 
Ribeirão Preto-SP. O consumo de álcool materno foi reportado utilizando 
questionários de rastreamento validados T-ACE e AUDIT e relatos retrospectivos da 
quantidade e frequência de álcool consumida ao longo da gestação. A eficácia do 
método analítico em identificar os casos positivos foi determinada pela curva 
Receiver Operating Characteristic (ROC). O consumo alcoólico de risco foi 
identificado pelo T-ACE em 31,3% das participantes e 50% reportaram o uso de 
álcool durante a gestação. 51,3% dos recém-nascidos apresentaram FAEEs em seu 
mecônio, sendo que 33,1% apresentaram altas concentrações para a somatória dos 
FAEEs (maior que 500ng/g), compatível com um consumo abusivo de álcool. O 
oleato de etila foi o biomarcador mais prevalente e o linoleato de etila foi o 
biomarcador que apresentou as maiores concentrações. Houve uma variabilidade no 
perfil de distribuição dos FAEEs entre os indivíduos, e discordâncias entre a 
presença de FAEEs e o consumo reportado pela mãe. A concentração total dos 
FAEEs nos mecônio mostrou-se como melhor indicador da exposição fetal ao álcool 
quando comparado com o uso de um único biomarcador. O ponto de corte para esta 
população foi de aproximadamente 600ng/g para uso tipo binge (três ou mais doses 
por ocasião) com sensibilidade de 71,43% e especificidade de 84,37%. Este estudo 
reforça a importância da utilização de métodos laboratoriais na identificação da 
exposição fetal ao álcool. 
 
Palavras – chave: ésteres etílicos de ácidos graxos, cromatografia em fase gasosa, 
espectrometria de massas, gestação, recém-nascido; exposição fetal ao álcool
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ABSTRACT 

 

SANTOS, F. S. Diagnosis of fetal alcohol exposure through biomarkers in 
meconium. 2016. 145 f. Thesis (Doctoral) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas 
de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 
The high prevalence of alcohol consumption by women of reproductive age 
combined with unplanned pregnancy exposes the mother to a high risk to intoxicate 
at some time during pregnancy, especially in the early gestational period in which 
most of them have not yet became aware of the fact. Therefore, the development of 
methods for early detection it is extremely relevant for the prevention of fetal alcohol 
exposure as well for the early assessment of neonates at risk for development of 
problems of the fetal alcohol spectrum. The aim of this study was to develop, validate 
and evaluate the effectiveness of a method for quantifying fatty acid ethyl esters 
(FAEEs) in meconium from newborns for evaluation of fetal alcohol exposure. The 
evaluated FAEEs were: ethyl palmitate, ethyl stearate, ethyl oleate and linoleate etila. 
The method consists in preparing the samples by liquid-liquid extraction using water, 
acetone and hexane, followed by solid phase extraction employing aminopropyl silica 
cartridges. The separation and quantitation of analytes was performed by gas 
chromatography coupled with mass spectrometer. Limits of quantification (LOQ) 
ranged between 50 and 100 ng/g. The curves calibration were linear from LQ- 
2000ng / g for all analytes. The recovery ranged from 69.79% to 106.57%. The 
analytes demonstrated stability in post-processing assay and in stability assay for 
standard solutions. The method was applied in meconium samples from 160 
newborns recruited in a public maternity hospital of Ribeirão Preto. The maternal 
alcohol consumption was assessed by validated screening questionnaires (T-ACE 
and AUDIT) and by retrospective self-reports about the amount and frequency of 
alcohol consumption during pregnancy. The effectiveness of the analytical method in 
identifying positive cases was determined by receiver operating characteristic curve 
(ROC). The risk drinking was identified by the T-ACE in 31.3% of participants and 
50% of them reported alcohol use during pregnancy. 51.3% of newborns tested 
positive for FAEEs, and 33.1% had high concentrations for sum of FAEEs (greater 
than 500 ng/g), compatible with alcohol abuse. The ethyl oleate was the most 
prevalent biomarker and ethyl linoleate was the biomarker that showed the highest 
concentrations. There was a variability in the distribution profile of FAEEs between 
individuals, and there were disagreements between the results of FAEEs and 
consumption reported by the mother. The cumulative sum of FAEEs was better than 
individual FAEEs for interpretation of positive cases. A positive cutoff of cumulative 
FAEE at 600 ng/g for binge drinking was stablished with 71,43% sensitivity and 
84,37% specificity. This study reinforces the importance of using laboratory methods 
for identifying fetal alcohol exposure. 
 
Keywords: fatty acid ethyl esters, gas chromatography, mass spectrometry, 
pregnancy, fetal alcohol exposure. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

 Esta tese sugere um método de determinação de biomarcadores do álcool no 

mecônio para avaliação da exposição fetal ao álcool e avalia a eficácia do método 

analítico em relação ao uso de questionários validados e relatos maternos referentes 

ao uso de álcool na gestação. 

 Para facilitar a compreensão deste trabalho, o mesmo foi dividido em três 

capítulos. O Capítulo I apresenta uma revisão bibliográfica sobre o tema presente. O 

Capítulo II apresenta as etapas e os resultados do desenvolvimento e validação do 

método para quantificação de FAEEs no mecônio. O Capítulo III é referente à 

aplicação do método em amostras coletadas e à avaliação da eficácia do método 

analítico em relação ao emprego de questionários e entrevista materna.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O consumo de álcool por gestantes é um fato presente no cenário mundial. 

Muitas vezes, esse consumo passa despercebido por profissionais da saúde ou, 

quando questionado, pode ser negado por elas. As consequências dessa exposição 

fetal ao álcool são inúmeras e, se a identificação de crianças expostas fosse 

realizada precocemente, as intervenções no âmbito médico e educacional seriam 

mais eficazes e preveniriam o surgimento de complicações do não 

acompanhamento. 

 Nesse contexto, a determinação de biomarcadores do álcool no mecônio dos 

recém-nascidos para avaliação da exposição fetal ao álcool pode ser uma potencial 

ferramenta para auxiliar a identificação dessas crianças expostas, principalmente 

quando o histórico de consumo materno de álcool não está disponível. 

 Na literatura, apesar de existirem trabalhos sobre desenvolvimento e 

aplicação de métodos das análises dos FAEEs em mecônio, poucos avaliam a 

eficácia de tal método. No Brasil, por exemplo, há apenas um trabalho publicado 

sobre o desenvolvimento e aplicação do método de análise de FAEEs no mecônio 

(ROEHSIG et al., 2010). Porém, ele não avalia a eficácia do método analítico e não 

determina um limite de concentração dos FAEEs acima do qual pode ser 

considerado positivo para a exposição fetal ao álcool. 

 Assim esse trabalho sugere um método de determinação de biomarcadores 

do álcool no mecônio para avaliação da exposição fetal ao álcool e avalia a eficácia 

do método em relação ao uso de questionários validados e relatos maternos 

referentes ao uso de álcool na gestação. 

  

1.1 Prevalência do consumo de álcool por mulheres 

 

 O consumo de álcool em mulheres é um hábito presente nos cinco 

continentes. No relatório da Organização Mundial da Saúde publicado em 2014, a 

prevalência mundial do consumo de álcool por mulheres (com 15 ou mais anos de 

idade) é de 28,9%, sendo que dessas 5,7% apresentaram pelo menos um episódio 

de consumo abusivo denominado de binge (consumo de 60 ou mais gramas de 

álcool puro em uma única ocasião) nos últimos 30 dias. Os dois continentes que 
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detém a maior prevalência de consumo entre as mulheres são o Europeu (59,9%) 

seguido do Americano (52,8%) (WHO, 2014a).  

 No Brasil a prevalência de álcool entre as mulheres é alta e crescente. Ao 

comparar os dados de prevalência em dois levantamentos nacionais domiciliares em 

2001 e 2005, o uso de álcool na vida entre indivíduos do sexo feminino com mais de 

12 anos de idade aumentou de 60,6% para 68,3%, e de dependentes de 5,7% para 

6,9%. Sendo que a maior prevalência é encontrada na faixa etária dos 18 aos 34 

anos (CARLINI et al., 2006).  

 Entre os anos de 2006 e 2012, não houve um aumento significativo da 

prevalência de consumo de álcool entre mulheres, no entanto houve um aumento da 

quantidade e frequência consumida entre as não abstêmias. O uso tipo binge 

(definido, no estudo, pelo consumo de 4 ou mais doses em uma ocasião), por 

exemplo, aumentou de 36% para 49% das mulheres que declararam não 

abstinentes (LARANJEIRA et al., 2014).  

 Assim, a grande prevalência do consumo de álcool por mulheres em idade 

reprodutiva, aliado à gravidez não planejada expõe a gestante a um elevado risco de 

se alcoolizar em algum momento da gestação, principalmente no início do período 

gestacional em que a maioria delas ainda não tomou ciência do fato (FABBRI, 

FURTADO, LAPREGA, 2007). Um estudo brasileiro realizado em uma maternidade 

pública da cidade de São Paulo, entrevistou 445 puérperas e encontrou que 33,7% 

delas relataram o consumo de álcool durante a gestação, sendo que 17,8% 

relataram ter consumido durante toda a gravidez e 15,9% até a confirmação da 

mesma que ocorreu em média com 9,6 semanas (KAUP, MERIGHI, TSUNECHIRO, 

2001)   

 Outros estudos brasileiros utilizaram instrumentos de rastreamento validados 

para identificar prevalência do consumo de álcool de risco na gestação e 

encontraram uma prevalência de 21,9% na cidade do Rio de Janeiro (MORAES, 

REICHENHEIM, 2007), 31,11% na cidade de São Paulo (MESQUITA, SEGRE, 

2009) e 22,1% na cidade de Ribeirão Preto (FABBRI, FURTADO, LAPREGA, 2007)  

 Ao comparar a prevalência do consumo de álcool entre homens e mulheres, 

estas apresentam menor prevalência (WHO, 2014a), porém a maior vulnerabilidade 

do grupo feminino torna esse consumo relevante.  
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 Essa vulnerabilidade pode ser explicada por a mulher apresentar, geralmente, 

menor peso corporal, menor capacidade de metabolizar o álcool e maior proporção 

de gordura corporal em relação ao homem. Juntos, esses fatores contribuem com 

uma maior concentração de álcool no sangue quando comparada com a 

concentração nos homens para uma mesma quantidade de álcool ingerida 

(WILSNACK et al., 2014).  

 Além disso, essa vulnerabilidade se torna mais relevante para o grupo de 

mulheres gestantes, onde a mãe e o feto podem sofrer consequências severas do 

consumo de álcool nesse período. 

 

1.2  Efeitos da exposição fetal ao álcool 

 

 O álcool presente nas bebidas alcoólicas é denominado de etanol que, 

quando ingerido pela gestante, é absorvido no trato gastrointestinal, chega a 

circulação sanguínea, atravessa a placenta por difusão passiva e faz com que o feto 

fique exposto às mesmas concentrações do sangue materno. Porém, a exposição 

fetal é maior, devido a sua menor massa corporal e ao metabolismo e eliminação 

serem mais lentos, fazendo com que o líquido amniótico permaneça impregnado de 

etanol e acetaldeído, um metabólito tóxico do etanol (CHAUDHURI, 2000; CAVALLI, 

BARALDI, CUNHA, 2006). 

 O álcool produz alterações no desenvolvimento fetal, por diversos 

mecanismos, que podem estar relacionados com a ação direta do álcool sobre os 

tecidos fetais, principalmente sobre o sistema nervoso central. Alguns exemplos 

desses mecanismos são: morte celular (por apoptose e necrose); estresse oxidativo; 

danos à mitocôndria; interferência da atividade dos fatores de crescimento que 

regulam a proliferação e sobrevivência de células cerebrais; alteração da migração 

neuronal por afetar as células gliais; interferência na atividade dos 

neurotransmissores glutamato e serotonina; interferência na regulação de genes que 

controlam o desenvolvimento cerebral. Além disso, o álcool apresenta ação indireta 

por interferir com o suporte materno sobre o desenvolvimento fetal, diminuindo o 

transporte placentário de aminoácidos, glicose e oxigênio (GOODLETT, HORN, 

2001). 
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  Em 1973, Jones et al. identificaram um padrão de alterações no crescimento 

e na morfogênese em oito crianças cujas mães eram alcoolistas crônicas durante a 

gestação. Todas essas crianças apresentavam um padrão de alterações 

craniofaciais, de membros, defeitos cardiovasculares, deficiência no crescimento e 

atraso no desenvolvimento. Esses autores nomearam esse quadro clínico de 

Síndrome Fetal do Álcool (do inglês Fetal Alcohol Syndrome- FAS) que representa o 

efeito clínico mais grave ocasionado pelo uso do álcool durante a gestação. Ela 

pode ser manifestada na forma completa, quando todos os sinais estão presentes, 

ou na forma parcial.  

 Além das duas formas de manifestação da síndrome fetal do álcool, há outros 

efeitos ocasionados pelo uso de álcool durante a gestação que são: defeitos 

congênitos relacionados ao álcool (alcohol-related birth defects- ARBD) e transtornos 

de neurodesenvolvimento relacionadas ao álcool (alcohol-related 

neurodevelopmental disorders – ARND). O termo ARBD descreve alterações físicas 

decorrentes da exposição pré-natal ao álcool incluindo malformações cardíacas, 

ósseas, renais, das orelhas e dos olhos; enquanto o termo ARND descreve 

alterações funcionais ou cognitivas como dificuldades de aprendizado escolar, 

controle dos impulsos, memória, atenção e/ou de discernimento (MESQUITA, 

SEGRE, 2009). 

 Há um termo geral utilizado para descrever o grupo de todos os efeitos 

ocasionados pelo uso de álcool na gestação denominado: transtornos do espectro 

alcoólico fetal (do inglês Fetal Alcohol Spectrum Disorders-FASD). (MESQUITA, 

SEGRE, 2009).  

 Tendo em vista as várias repercussões diretas para o feto, o consumo de 

bebidas alcoólicas durante a gestação tem sido amplamente estudado pela 

comunidade científica (WHO, 2014b). Porém, ainda não foram estabelecidos níveis 

seguros para seu consumo durante o período gestacional. Assim, o Ministério da 

Saúde orienta a suspensão do uso de álcool na gestação (BRASIL, 2006). 

 

1.3  Detecção da exposição fetal ao álcool 

 

 A identificação da exposição fetal ao álcool pode ser realizada através do 

relato materno por meio de entrevistas diagnósticas estruturadas ou questionários 
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(instrumentos de rastreamento) e pela análise toxicológica de biomarcadores do 

álcool em diferentes matrizes. 

 As entrevistas diagnósticas estruturadas consomem muito tempo durante o 

atendimento pré-natal ou mesmo no pré-parto. São necessários profissionais 

qualificados para sua aplicação, além de não serem adequadas para avaliação do 

consumo de risco. Por outro lado, os instrumentos de rastreamento, geralmente, são 

mais sensíveis e de fácil aplicação para identificação de casos suspeitos (FABBRI, 

FURTADO, LAPREGA, 2007). 

 O AUDIT (Alcohol Use Disorder Identification Test) é um instrumento de 

rastreamento preconizado pela Organização Mundial da Saúde para rastreamento 

em serviços de saúde, principalmente em serviços de atenção primária. É composto 

por dez questões e, de acordo com a pontuação obtida, classifica o usuário em 

categorias de padrões de consumo de álcool. Para a população em geral as 

categorias são: uso de baixo risco (0 a 7 pontos), uso de risco (8 a 15 pontos), uso 

nocivo (16 a 19 pontos) e provável dependência (20 a 40 pontos) e, geralmente, 

para população em geral, adota-se 8 como ponto de corte para o uso alcoólico de 

risco (BABOR et al. 2001; MORETTI-PIRES, CORRADI-WEBSTER; 2011). Para 

gestantes, por ser recomendado abstinência do uso de bebidas alcoólicas durante a 

gestação, alguns estudos adotaram o ponto de corte para uso de risco como sendo 

maior ou igual a um (SILVA et al., 2010). 

 Outro instrumento de rastreamento de uso de álcool é o T-ACE (acrônimo das 

palavras inglesas: Tolerance, Cut-down, Annoyed, Eye-opener), um questionário 

padronizado desenvolvido por Sokol, Martier e Ager (1989) para a rotina e prática 

dos serviços de ginecologia e obstetrícia com a finalidade de detectar gestantes com 

consumo alcoólico de risco. Ele é composto por quatro questões: a primeira levanta 

informações sobre a tolerância (Tolerance – T); a segunda investiga a existência de 

aborrecimento com relação às críticas de familiares e terceiros sobre o modo de 

beber da gestante (Annoyed – A); a terceira avalia a percepção da necessidade de 

redução do consumo (Cut Down – C); e a quarta informa sobre a persistência do 

consumo e dependência, por meio de forte desejo e compulsão para beber durante 

a manhã (Eye-opener – E). Cada uma das quatro questões possui uma pontuação 

que varia de zero a dois pontos para a primeira questão, e de zero a um ponto da 

segunda à quarta questão e, de acordo com a pontuação total obtida, a gestante é 
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identificada como negativa (zero ou um ponto) ou positiva para o consumo alcoólico 

de risco (dois a cinco pontos) (FABBRI, FURTADO, LAPREGA, 2007). 

 Apesar da existência de questionários e instrumentos de rastreamento, 

existem dificuldades na identificação do consumo de álcool em gestantes. A 

confirmação de seu uso na gestação é subdiagnosticada em virtude do 

constrangimento social da mulher em informá-lo e pela falta de recursos humanos 

hábeis para investigar e intervir adequadamente no quadro (NOBILE et al., 1984; 

LISANSKY-GOMBERG, 1993; FURTADO, FABBRI, 1999). 

 Devido às dificuldades encontradas na identificação da exposição fetal ao 

álcool pelo relato materno, a determinação de biomarcadores pelas análises 

toxicológicas torna-se relevante para esse fim. Assim, essas crianças poderiam ser 

identificadas precocemente e encaminhadas a serviços sociais com ações 

específicas, como, por exemplo, intervenções no plano educacional, sem contar que 

as intervenções médicas e psicossociais poderiam ser mais eficazes devido à 

identificação precoce. Além disso, permitiria uma melhor avaliação dos efeitos dessa 

substância e facilitaria o reconhecimento das mulheres em risco de uso de álcool 

durante sua próxima gestação (HUESTIS, CONE, 1998). 

 

1.4  Mecônio como matriz biológica 

  

 O mecônio constitui-se nas primeiras excreções intestinais eliminadas pela 

criança dentro de 72 horas após o nascimento. Ele consiste em 60 a 80% de água, e 

é formado pela eliminação do epitélio mucoso, bile, cabelo e por células epiteliais 

deglutidas com o líquido amniótico pelo feto. (GARERI, KLEIN, KOREN, 2006) 

Apresenta uma textura viscosa e coloração verde escura, (ver Figura 01). É 

acumulado no intestino do feto a partir da 12ª-16ª semana gestacional (quando o 

líquido amniótico começa a ser deglutido pelo feto) até o nascimento, o que favorece 

um amplo período de detecção da exposição ao álcool (BAKDASH et al., 2010; 

KOREN, HUTSON, GARERI, 2008).  
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Figura 1 - Amostra de mecônio coletado neste estudo 

 

As análises toxicológicas em mecônio de recém-nascidos são de especial 

interesse na avaliação da exposição fetal a substâncias psicoativas. A matriz 

mecônio apresenta como vantagens a facilidade da coleta e o amplo histórico do 

metabolismo pré-natal quando comparado com outras matrizes. O sangue e a urina, 

por exemplo, apresentam menor período de detecção gestacional da exposição fetal 

ao álcool. Além disso, a coleta de sangue é um método invasivo. As unhas e os 

cabelos, por exemplo, nem sempre estão em quantidades suficientes para os testes 

(GARERI, KLEIN, KOREN, 2006; RISTIMAA et al., 2010). 

Assim, alguns estudos têm proposto a utilização do mecônio como matriz 

biológica para avaliação da exposição fetal a drogas lícitas e não lícitas (GARERI, 

KLEIN, KOREN, 2006). E o alvo dessas análises são os biomarcadores de 

exposição, representados pela própria substância exposta ou seus metabólitos. 

 

1.5 Biomarcadores FAEEs em mecônio 

  

 A detecção de altas concentrações de substâncias específicas em mecônio, 

como os biomarcadores denominados ésteres etílicos de ácidos graxos (no inglês 

fatty acid ethyl esters - FAEEs), tem sido proposta como indicativo da exposição fetal 

ao álcool desde 1999 por KLEIN et al. 

Alguns estudos determinaram a prevalência da exposição fetal ao álcool pela 

análise de FAEEs em mecônio, a qual mostrou-se ser maior quando comparada com 

a prevalência determinada pelo histórico do uso de álcool. Gareri et al. (2008) 
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realizou um estudo de prevalência em uma região de Ontário, no Canadá, e 

encontrou uma prevalência de exposição cinco vezes maior utilizando análises de 

FAEEs (2,5%) quando comparada com a prevalência pelo questionário (0,5%). 

Manich et al. (2011) analisou 62 amostras de mecônio de recém-nascidos de uma 

unidade neonatal em Barcelona cujas mães negaram o uso de álcool mediante 

aplicação de um questionário estruturado no final da gestação ou nos dias 

imediatamente após o parto. Como resultado, 10 dos 62 mecônios analisados foram 

positivos para análise dos FAEEs. 

Além da detecção da exposição fetal ao álcool, as análises de FAEEs no 

mecônio podem servir também como uma ferramenta universal de rastreamento 

para detecção de recém-nascidos com risco para transtornos do espectro alcoólico 

fetal. Zelner et al. (2012c) identificou uma criança com altas concentrações de 

FAEEs no mecônio (52 nmol/g) que apresentou atraso nas habilidades motoras e de 

linguagens, abaixo das expectativas para idade de 14 meses. Peterson et al. (2008) 

encontrou uma associação entre aumento nas concentrações dos FAEEs e 

deficiências no desenvolvimento mental e psicomotor em crianças com dois anos de 

idade. Min et al. (2015) encontrou uma associação inversa entre concentrações altas 

de FAEEs no mecônio e baixo desenvolvimento cognitivo durante a infância e 

adolescência. 

 Os FAEEs são metabólitos não oxidativos do álcool (etanol) e são 

provenientes da esterificação do etanol com ácidos graxos livres presentes no 

sangue e na maioria dos tecidos. Os FAEEs presentes no sangue materno não 

atravessam a placenta e, portanto, não chegam ao feto. Assim, os FAEEs 

encontrados no mecônio são provenientes da esterificação do etanol que atravessou 

a placenta, representando a real exposição fetal ao álcool (BAKDASH et al., 2010; 

CHAN et al., 2004a; HUTSON et al., 2010). 

 Os metabólitos FAEEs mais comumente encontrados em humanos são 

laurato de etila (E12:0), miristato de etila (E14:0), palmitato de etila (E16:0), 

palmitoleato de etila (E16:1), estearato de etila (E18:0), oleato de etila (E18:1), 

linoleato de etila (E18:2), linoleneato de etila (E18:3), araquidonato de etila (E20:4) e 

docosahexanoato de etila (E22:6) (BAKDASH et al., 2010). Essa nomenclatura diz 

respeito ao nome trivial desses compostos que remete a fonte de origem dos seus 

ácidos carboxílicos (por exemplo: o palmitato de etila, é derivado do ácido palmítico 
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que vem do latim palma, que significa palmeira, tendo esse vegetal como fonte de 

origem). A designação abreviada, por exemplo E12:0, é representada pela letra “E” e 

dois números separados por dois pontos. A letra “E” representa a abreviação do 

radical etila, proveniente da molécula do etanol, enquanto que o primeiro número 

especifica o número de carbonos da cadeia proveniente do ácido carboxílico e o 

número após os dois pontos representa o número de ligações duplas dessa cadeia 

de carbonos. Assim o E16:0 representa um éster etilíco com 16 carbonos na cadeia 

principal e não apresenta duplas ligações, enquanto o E18:3 representa um éster 

etílico com 18 carbonos na cadeia principal e três ligações duplas (NELSON, COX, 

2011). 

 Alguns FAEEs são encontrados com maior frequência em mecônios de 

recém-nascidos expostos ao álcool durante a gestação. Bearer et al. (2003) verificou 

a presença de E18:2, E16:0 e E18:1 em amostras de mecônio de recém-nascidos 

cujas mães reportaram um consumo pesado de álcool, e a frequência encontrada 

desses biomarcadores nas amotras foram de 100%, 96% e 93%, respectivamente. 

Esses três biomarcadores foram os três mais frequentemente detectados em outros 

estudos (MOORE et al., 20003; CHAN et al., 2004b, BAKDASH et al., 2010)  

 Com relação aos FAEEs mais abundantes em mecônios positivos para 

exposição fetal ao álcool, o E18:2 e o E18:1 foram os FAEEs que apresentaram 

maiores concentrações (BEARER et al., 1999; MOORE et al. 2003; CHAN et al., 

2004b; GOH et al., 2010; ZELNER et al., 2012c).  

 A relação entre as concentrações de cada FAEEs varia muito de indivíduo 

para indivíduo (BAKDASH et al., 2010; HASTED et al., 2012; CHAN et al., 2004b) e 

a causa dessa variabilidade interindivíduos é desconhecida, mas parece estar 

relacionada com diferenças na concentração endógena de ácidos graxos, diferenças 

na dieta materna, diferenças na cinética de síntese dos FAEEs e variabilidade na 

concentração de etanol nesses sítios de síntese (BRIEN et al., 2006). Assim, a 

determinação para vários FAEEs e o uso da somatória de suas concentrações para 

interpretação dos casos positivos (CHAN et al., 2003, 2004b; MOORE, LEWIS, 

2001; MOORE et al., 2003) provou ser mais eficiente do que o uso de um único 

éster, tal como o E18:1 (BEARER et al., 2003) ou E18:2 (BEARER et al., 1999; 

OSTREA et al., 2006).  
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 Os FAEEs de menor cadeia carbônica, como o E12:0 e o E14:0, foram 

frequentemente detectados em baixas concentrações em mecônio de recém-

nascidos de mães que negaram o uso de álcool e, portanto, foram excluídos da 

somatória dos FAEEs para interpretação dos casos expostos em alguns trabalhos 

(CHAN et al., 2003; 2004b; MOORE et al., 2003). As baixas concentrações de 

FAEEs podem ser provenientes da ingestão de alimentos e medicamentos que 

contém traços de álcool em sua composição ou da formação de etanol endógeno. 

Chan et al. (2003) discute a formação de etanol endógeno que pode ser proveniente 

da fermentação anaeróbica de carboidratos via microflora intestinal, de infecções por 

leveduras (por exemplo Cândida) e bactérias fermentadoras anaeróbicas e de 

condições patológicas como diabetes, hepatite e cirrose. Porém, ainda não se sabe 

o porquê esses FAEEs de cadeias carbônicas menores são preferencialmente 

acumulados no mecônio quando os neonatos são expostos a baixas concentrações 

de álcool. 

Já os FAEEs de maior cadeia carbônia, E16:0, E18:0, E18:1, E18:2, parecem 

ser os ésteres mais informativos para exposição fetal ao álcool. Assim, Chan et al. 

(2003) propôs a somatória de E16:0, E18:0, E18:1, E18:2 com ponto de corte de 

2nmol/g (600 ng/g), e obteve uma sensibilidade do teste de 98,4% e especificidade 

de 100%. Outros estudos utilizaram a somatória desses quatros FAEEs para 

determinação da exposição fetal ao álcool (CHAN et al., 2003; HUTSON et al., 2009; 

BAKDASH et al., 2010; MOLLER et al., 2010; GOH et al., 2010; ZELNER et al., 

2010; HUTSON et al., 2011; ZELNER et al.,2012a; ZELNER et al.,2012b; ZELNER 

et al.,2012c; BRYANTON et al., 2014). Então, E16:0, E18:0, E18;1, E18:2 foram os 

quatro FAEEs escolhidos neste estudo para a determinação da exposição fetal ao 

álcool. A Figura 2 ilustra a estrutura química dos quatro FAEEs e do padrão interno 

heptadecanoato de metila utilizados neste estudo. 
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Figura 2 - Estrutura química dos analitos em estudo: (A) Palmitato de etila –E16; (B) 

Estearato de etila – E18; (C) Oleato de etila – E18:1; (D) Linoleato de etila – E18:2; 

(E) Heptadecanoato de metila – M17. (Figura adaptada de ROEHSIG et al., 2010). 

 

O ponto de corte de 600 ng/g para a somatória das concentrações dos 

FAEEs, proposto por Chan et al. (2003) e utilizado em vários estudos, é utilizado 

para identificar os casos de recém-nascidos expostos ao consumo “pesado” de 

álcool durante a gestação. Esse ponto de corte não é capaz de distinguir os recém-

nascidos provenientes de mães abstinentes e de mães que apresentaram um 

consumo leve ou moderado, que também podem ter um desfecho prejudicial para a 

criança (CHAN et al., 2004a). Assim, mais estudos são necessários para estabelecer 

um ponto de corte com maior sensibilidade para identificar qualquer recém-nascido 

exposto ao álcool durante a gestação.  

As concentrações dos FAEEs parecem estar relacionadas com diferentes 

padrões de consumo (uso leve, moderado e pesado e episódios de binge) tempo e 

duração de exposição (primeiro, segundo e terceiro trimestre, durante toda 

gestação) extensão da exposição (número de doses consumidas por ocasião) 

(CHAN et al., 2004a). As melhores correlações entre as concentrações dos FAEEs 

no mecônio e o relato materno de consumo de álcool foram encontradas ao utilizar a 

quantidade de álcool consumido por ocasião (BEARER et al., 2003).  

Porém, não há na literatura um valor limite de quantidade de álcool ingerido 

que produza resultados positivos de FAEEs no mecônio e o consumo de uma 

mesma quantidade de álcool por diferentes indivíduos pode resultar em diferentes 

concentrações dos FAEEs no mecônio. Essa variabilidade entre indivíduos pode ser 

atribuída a diversos fatores que podem afetar a produção de FAEEs como 



Capítulo I – Revisão Bibliográfica  14 

 

 

 

mencionado anteriormente (concentração endógena de ácidos graxos, diferenças na 

dieta materna, diferenças na cinética de síntese dos FAEEs e diferentes 

concentrações de etanol nesses sítios de síntese) (BRIEN et al., 2006). Assim, a 

determinação de valores de referência para uma população específica contribui com 

interpretações mais fidedignas. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento de métodos analíticos para avaliação da exposição fetal 

ao álcool é de grande relevância para identificar os recém-nascidos potencialmente 

expostos e encaminha-los a serviços especializados para que as intervenções sejam 

realizadas. Nesse contexto, a determinação dos biomarcadores FAEEs no mecônio 

tem sido proposta em muitos estudos como método de avaliação dessa exposição.  

 Neste estudo, um método de determinação de FAEEs no mecônio foi 

desenvolvido a partir de métodos descritos na literatura, uma vez que o objetivo 

desse trabalho não é desenvolver um método analítico inovador, mais sim um 

método simples que possa ser utilizado na prática clínica. Para determinar o método 

a ser utilizado, foi realizada uma revisão bibliográfica de trabalhos que empregaram 

análise de FAEEs no mecônio. Na Tabela 1, estão descritos o levantamento 

realizado no banco de dados do PubMed com os descritores “meconium” e “fatty 

acid ethyl ester”.  

 A análise dos FAEEs em mecônio consiste na identificação e quantificação 

dos biomarcadores presentes no mecônio. Para isso, é necessário que a matriz 

mecônio passe, primeiramente, por uma etapa denominada de preparo de amostra, 

a fim de isolar os analitos de interesse (FAEEs) dos interferentes da matriz biológica.  

 O principal método de preparo de amostra empregado em estudos que 

determinaram de FAEEs em mecônio é baseado no método de preparo dos FAEEs 

em soro descrito por Bernhardt et al. (1996), que consiste na utilização de dois 

procedimentos de extração: extração líquido-líquido (LLE – Liquid-Liquid Extraction) 

utilizando hexano, seguida de extração em fase sólida (SPE – Solid Phase 

Extraction) com cartuchos de aminopropilsilica. Na LLE os FAEEs presentes no 

mecônio, por serem compostos apolares, são extraídos pelo hexano por mecanismo 

de partição e submetidos a etapa de limpeza do extrato (clean up) por SPE. Ao 

utilizar cartuchos de extração aminopropilsilica, os interferentes, como 

monoglicerídeos, diglerídeos, triglicerídeos, ácidos graxos livres e foslipídeos, ficam 

retidos na fase estacionária e os FAEEs são eluídos juntamente com o solvente 

apolar (hexano) (KALUZNY et al., 1985).  
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Tabela 1– Estudos que determinaram FAEEs em mecônio, segundo um levantamento no PubMed atualizado em Dezembro de 

2015 

Autor Método de análise Método de extração FAEEs analisados Ponto de corte Padrão interno Meconio (mg)

1. JOYA et al., 2015 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g _ 500

2. MEEYOUNG et al., 2015 GC-FID LLE seguido de SPE E14, E16, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 _ _ _

3. HIMES et al., 2015 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g _ 100

4. CABARCOS, 2014 GC-MS MAE E14, E16, E18 600ng/g D5-FAEEs 500

5 BRYANTON, 2014 GC-MS LLE e HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 500

6. GOECKE, 2014 GC-MS HS-SPME E14, E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 50

7. KWAK, 2014 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2; 10; 20nmol/g E17 500

8. PICHINI, 2014 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 _

9. HIMES, 2014 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 _ D5-FAEEs 100

10. MCGLONE, 20013 LC-MS/MS e GC-MS LLE seguido de SPE - 10000 ng/g _ _

11. MORINI, 2013 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 1000

12. HASTEDT, 2012 GC-MS LLE e HS-SPME E14, E16, E18:1, E18, E18:2, E18,3 0,5  ng/mg D5-FAEEs 50

13. CABARCOS, 2012 GC-MS MAE E14, E16, E18  600ng/g D5-FAEEs 500

14. ZELNER, 2012 a GC-MS LLE e HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 50

15. ZELNER, 2012 b GC-MS LLE e HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 50

16. ZELNER, 2012 c GC-MS HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 50

17. PICHINI, 2011 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2 nmol/g E17 1000

18. MANICH,  2011 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 1000

19. HUTSON,  2011 GC-MS LLE e HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 500

20. KWAK,  2010 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 - E17 500

21. GOH ,  2010 GC-MS HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 50  

LC-MS/MS= cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas; GC-FID= cromatografia gasosa acoplado ao detector de ionização de chamas; GC-MS= cromatografia gasosa acoplada à 
espectrometria de massas; LLE= extração líquido-líquido, SPE= extração em fase sólida; MAE= extração por microondas; HS-SPME= microextração em fase sólida por headspace, E12= laurato de 
etila; E14= miristato de etila; E16= palmitato de etila; E16:1palmitoleato de etila; E17= heptadecanoato de etila; E18= estearato de etila; E18:1= oleto de etila, E18:2= linoleato de etila; E18:3 
linolenato de etila; E20:4= araquidonato de etila; D5-FAEEs= ésteres etílicos de ácidos graxos pentadeuterados. 

Continua na próxima página... 
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Continuação da Tabela 1 

 

Autor Método de análise Método de extração FAEEs analisados Ponto de corte Padrão interno Meconio (mg)

22. ROEHSIG, 2010 GC-MS HS-SPME E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E20:4 600 ng/g D5-FAEEs 100

23. ZELNER,  2010 GC-MS HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 50

24. HUTSON, 2010 GC-FID e GC-MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 500

25. MOLLER, 2010 GC-MS HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 50

26. MORINI, 2010 a LC-MS/MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 1000

27. BAKDASH, 2010 GC-MS HS-SPME E14, E16, E18, E18:1, E18:2 500 ng/g D5-FAEEs 50

28. MORINI, 2010 b LC-MS/MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 1000

29. PICHINI,2009 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 1000

30. HUTSON,  2009 GC-MS HS-SPME E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g D5-FAEEs 50

31. PICHINI,2008 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 1000

32. PETERSON, 2008 GC-FID LLE seguido de SPE E14, E16, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 - E17 1000

33. GARCIA-ALGAR, 2008 LC-MS/MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 1000

34. GARERI, 2008 GC-FID e GC-MS LLE seguido de SPE E16, E16:1 E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 500-1000

35. OSTREA, 2006 GC-MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 - E17 500

36. BEARER, 2005 GC-FID e GC-MS LLE seguido de SPE E14, E16, E16:1, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 - E17 1000

37. CHAN, 2004 GC-FID e GC-MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 2nmol/g E17 500

38. BEARER, 2003 GC-FID e GC-MS/MS - E16, E18:1, E18:2 - - -

39. DERAUF, 2003 GC-MS - - 50 ng/g - 1000

40. CHAN , 2003 GC-FID LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E18, E18:1, E18:2 2nmol/g E17 500

41. MOORE, 2003 GC-MS LLE seguido de SPE E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E20:4 50ng/g E17 500-1000

42. KLEIN,  1999 GC-FID LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:2 - E17 -

43. BEARER, 1999 GC-FID e GC-MS LLE seguido de SPE E12, E14, E16, E16:1, E18, E18:1, E18:2, E18:3, E20:4 - E17 1000

LC-MS/MS= cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas; GC-FID= cromatografia gasosa acoplado ao detector de ionização de chamas; GC-MS= cromatografia gasosa acoplada à 
espectrometria de massas; LLE= extração líquido-líquido, SPE= extração em fase sólida; MAE= extração por microondas; HS-SPME= microextração em fase sólida por headspace, E12= laurato de 
etila; E14= miristato de etila; E16= palmitato de etila; E16:1palmitoleato de etila; E17= heptadecanoato de etila; E18= estearato de etila; E18:1= oleto de etila, E18:2= linoleato de etila; E18:3 
linolenato de etila; E20:4= araquidonato de etila; D5-FAEEs= ésteres etílicos de ácidos graxos pentadeuterados. 
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Após o preparo da amostra, os FAEEs podem ser separados entre si, 

identificados e quantificados.  A técnica mais empregada para esses fins é a 

Cromatografia em Fase Gasosa acoplada à Espectroscopia de Massas (GC-MS – do 

inglês Gas Chromatography-Mass Spectrometry). Na cromatografia em fase gasosa 

a amostra processada é vaporizada e introduzida dentro da coluna cromatográfica, 

por meio de um gás de arraste denominado de fase móvel. Ao passar pela coluna 

cromatográfica, que contém fase estacionária, os analitos separam-se de acordo 

com sua volatidade e afinidade pela fase estacionária, saindo da coluna em 

diferentes tempos (tempo de retenção). Em seguida, os analitos chegam ao 

espectrômetro de massas, no qual a molécula é ionizada e fragmentada. Os 

fragmentos gerados são analisados pela razão de sua massa e carga (m/z). Cada 

analito gera um padrão de fragmentação único, o qual é registrado em um espectro 

(identidade da molécula) através da abundância de cada fragmento gerado. Além do 

espectro, o analisador de massa gera um cromatograma, o qual consiste no registro 

da intensidade do sinal gerado pelos íons em relação ao tempo. Essa informação é 

registrada na forma de picos cuja área é proporcional a quantidade de analito na 

amostra (McNAIR & MILLER; 1997). 

 Assim o método analítico desenvolvido consistiu na utilização de extração-

líquido-líquido, seguida de extração em fase sólida com separação e quantificação 

por cromatografia em fase gasosa acoplado ao detector de massas. 

 Depois de desenvolvido o método analítico, este deve ser validado a fim de 

demonstrar que seus resultados são confiáveis e reprodutíveis. A Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA) é um órgão regulador que estabelece os requisitos 

mínimos para validação de métodos bioanalíticos. A resolução que encontra-se em 

vigor é a RDC Nº27 de 17 de maio de 2012, sendo a resolução seguida para 

validação do método desenvolvido neste trabalho. Os ensaios exigidos nessa 

resolução são: precisão, exatidão, curva de calibração, efeito residual, efeito matriz, 

seletividade e estabilidade, os quais foram definidos na Tabela 2. 
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Tabela 2- Parâmetros da validação de métodos bioanalíticos de acordo com a 

Resolução nº 27/2012 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária. 

Parâmetros Definição Critérios para aprovação

1. Seletividade É capacidade do método de diferenciar e 

quantificar o analito e o padrão interno na 

presença de outros componentes que 

podem estar presentes em uma amostra 

real 

As respostas de picos interferentes devem ser:                                                                                                                                                                                                                                                                          

-inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras processadas do limite 

inferior de quantificação                                                                                                                                                                                  

- inferiores a 5 % da resposta do padrão interno

2. Efeito residual 

(carryover)

É o efeito produzido pela contaminação 

proveniente de amostras analisadas 

previamente gerando o aparecimento ou 

aumento do sinal dos analitos ou do 

padrão interno 

Idem 1.

3. Efeito matriz É o efeito gerado por componentes da 

matriz biológica na resposta do analito ou 

do padrão interno 

O Coeficiente de variação dos Fatores de matriz normalizados pelo padrão 

interno relativos a todas as amostras deve ser inferior a 15%. 

4. Curva de calibração Através da curva de calibração pode-se 

avaliar a relação entre a resposta do 

instrumento e a concentração conhecida 

dos analitos na amostra

Os padrões de calibração devem apresentar:                                                                                                                                                                                                                                                                               

- desvio menor ou igual a 20%  em relação à concentração nominal para os 

padrões do limite inferior de quantificação;                                                                                                                            

- desvio menor ou igual a 15% em relação à concentração nominal para os 

outros padrões de calibração.                                                                                                                                                        

A curva de calibração deve apresentar:                                                                                                                                                                                                                                                                                       

- no mínimo 75% dos padrões de calibração aprovados conforme os critérios 

anteriores;                                                                                                                                                                                                             

- no mínimo 6 padrões de calibração de concentrações diferentes, incluindo o 

limite inferior e superior de quantificação aprovados conforme os critérios 

anteriores.

5. Precisão Avalia a proximidade dos resultados 

obtidos pela repetição de ensaios de 

múltiplas alíquotas de uma única fonte de 

matriz 

O desvio padrão relativo ou coeficiente de variação deve ser menor ou igual a 

15%;                                                                                                                                                                                      

Para o limite inferior de quantificação são admitidos valores menor ou igual a 

20%.

6. Exatidão Avalia o grau de conformidade entre o 

resultado obtido do ensaio e o valor de 

referência 

O erro padrão relativo deve estar dentro da faixa de ± 15% do valor nominal, 

exceto para o limite inferior de quantificação, para o qual deve estar dentro da 

faixa de ± 20% do valor nominal.

7. Estabilidade do 

analito na matriz 

biológica

Avalia a estabilidade do analito na matriz 

biológica, ou seja, verifica, sob condições 

específicas, se a concentração do analito 

permanece dentro de limites 

estabelecidos

A estabilidade é demonstrada quando não se observar desvio superior a 15% 

da média das concentrações obtidas com relação ao valor nominal.

7.1 Estabilidade após 

ciclo de congelamento 

e descongelamento

Avalia a estabilidade do analito em 

condições de congelamento e 

descongelamento que as amostras são 

submetidas

Idem 7.

7.2 Estabilidade de 

curta duração

Avalia a estabilidade do analito durante o 

processamento de todas as amostras em 

temperatura ambiente

Idem 7.

7.3 Estabilidade de 

longa duração

Avalia a estabilidade do analito durante o 

período e condições de armazenamento 

das amostras

Idem 7.

7.4 Estabilidade pós-

processamento

Avalia a estabilidade do anlito durante o 

tempo de análise das amostras

Idem 7.

8. Estabilidade do 

analito e do padrão 

interno em solução

Avalia a estabilidade do analito na 

solução primária e na solução de trabalho 

por um tempo superior ao período de uso 

e armazenamento

As soluções são consideradas estáveis quando não se observar desvio 

superior a 10% de suas respostas em comparação com as respostas das 

soluções recém preparadas.
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2 OBJETIVOS  

 

2.1  Objetivo geral 

 

 Desenvolver e validar um método para quantificação de FAEEs em mecônio. 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 Coletar amostras de mecônio de recém-nascidos não expostos ao álcool 

durante a gestação para desenvolvimento do método; 

 

 Determinar as condições do procedimento de preparo de amostra e da 

análise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de 

massas 

 

 Validar o método de quantificação de FAEEs em mecônio segundo os 

critérios estabelecidos pela Resolução nº 27/2012 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA). 
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3 CONCLUSÕES 

 

 O método desenvolvido consistiu no preparo de amostra por líquido-líquido 

utilizando água, acetona e hexano, seguida de extração em fase sólida 

empregando cartuchos de aminopropilsilica. A separação e quantificação dos 

analitos foi realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada à 

espectrometria de massas; 

  O método analítico atendeu os critérios exigidos pela resolução 27/2012 da 

ANVISA, sendo compatível com a finalidade pretendida: detectar e quantificar 

FAEEs em amostras de mecônio. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As análises de biomarcadores FAEEs no mecônio têm sido propostas como 

ferramentas no diagnóstico da exposição fetal ao álcool, auxiliando na identificação 

e intervenção precoce de crianças expostas e, consequentemente, na prevencão de 

deficiências secundárias.  

 Porém, antes de utilizar as determinações de FAEEs como ferramenta no 

diagnóstico clínico deve-se, primeiramente, avaliar a eficácia desse método em 

relação às informações de consumo materno de álcool. 

 Uma das formas mais utilizadas para avaliar a eficácia do método analítico é 

por meio da construção da curva ROC (do inglês Receiver Operating Characteristic), 

uma ferramenta que avalia quantitativamente o desempenho do teste diagnóstico, 

pelas medidas de sensibilidade, especificidade e valores preditivos negativo e 

positivo. 

 A sensibilidade da análise dos FAEEs consiste na probabilidade do teste ser 

positivo para um indivíduo, quando ele realmente foi exposto ao álcool (verdadeiros 

positivos / expostos). Enquanto a especificidade é a probabilidade de um indivíduo 

ser negativo no teste dos FAEEs, quando ele realmente não foi exposto (verdadeiros 

negativos/ não expostos). Já os valores preditivos são calculados em relação ao 

resultado do teste e não em relação à exposição do consumo. Assim, o valor 

preditivo positivo consiste na proporção de indivíduos verdadeiramente expostos 

entre os positivos para os FAEES (verdadeiros positivo/ teste positivo) e o valor 

preditivo negativo consiste na proporção de indivíduos verdadeiramente não 

expostos entre os negativos para FAEEs (verdadeiros negativo/teste negativo) 

(MARTINEZ, LOUZADA-NETO, PEREIRA, 2003). Para melhor compreender essas 

definições foi construída a Tabela 13, que associa o resultado do teste (análise das 

FAEEs no mecônio) com a presença de exposição ao consumo de álcool na 

gestação. 

 A curva ROC é empregada quando o resultado do teste é expresso em 

valores e necessita-se a determinação de um ponto de corte, ou seja, necessita de 

um valor de concentração de FAEEs que abaixo dele os resultados são 

considerados negativo para exposição e acima dele, como positivo. Cada ponto de 

corte está associado a um valor de sensibilidade e especificidade, sendo que a 
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escolha do ponto de corte pode ser arbitrária, de acordo com a finalidade clínica do 

teste.  Ela é obtida pela plotagem da sensibilidade (verdadeiros positivos) versus 1-

especificidade (falsos positivos) do teste, e pode-se calcular a área sob a curva 

(AUC, do inglês Area Under the Curve) que quanto mais próximo de 1, maior a 

capacidade do teste em discriminar indivíduos entre o grupo exposto e não exposto 

(MARTINEZ, LOUZADA-NETO, PEREIRA, 2003).  

 

Tabela 3- Tabela de associação entre os resultado das análises dos FAEEs no 

mecônio e a presença de consumo de álcool na gestação 

    Consumo de álcool 
TOTAL 

    + - 

Análise dos 
FAEEs no 
mecônio 

+ 
Verdadeiros Positivos 

(VP)  
Falso Positivo              

(FP) 
Teste + 
(VP+FP) 

- 
Falso Negativo                  

(FN) 
Verdadeiros Negativos 

(VN) 
Teste - 

(FN+VN) 

  
TOTAL 

Expostos                       
(VP +FN)  

Não expostos                
(FP + VN) 

  

    

 

 Há poucos estudos que avaliam a eficácia desse método analítico em identificar 

os casos positivos de exposição e mais estudos são necessários para estabelecer 

os pontos de corte para uma população. Assim, esse estudo tem como objetivo 

avaliar a exposição fetal ao álcool mediante comparação do consumo alcoólico 

materno e das análises dos FAEEs no mecônio, e contribuir com valores de 

referência para pontos de corte para esta população. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar a eficácia de um método de quantificação de ésteres etílicos de ácidos 

graxos (FAEEs) no mecônio de recém-nascidos para avaliação da exposição 

fetal ao álcool. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Caracterizar a amostra (mães e recém-nascidos) quanto ao perfil 

sociodemográfico e quanto aos parâmetros antropométricos do recém-

nascido. 

  Avaliar a exposição fetal ao álcool por meio de entrevistas e questionários 

validados (T-ACE e AUDIT); 

 Aplicar um método de determinação de FAEEs em mecônio de recém-

nascidos não expostos e expostos ao álcool durante a gestação; 

 Avaliar comparativamente as concentrações de FAEEs em mecônio de 

recém-nascidos não expostos e expostos ao álcool durante a gestação: e 

verificar se há diferenças nas concentrações de FAEEs nos quatro tipos de 

padrões de consumo determinados pela pontuação no AUDIT; 

 Avaliar o desempenho das medidas de FAEEs como método de identificação 

dos casos positivos para exposição fetal ao álcool, diante do método de 

referência de questionários e entrevistas; 

 Correlacionar dados antropométricos dos recém-nascidos, fatores 

sociodemográficos e consumo de álcool da participante com a concentração 

de FAEEs em mecônio. 
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3 CONCLUSÕES 

 

 O método mostrou ser eficaz na identificação da maioria dos casos positivos, 

levando-se em consideração diferentes critérios de exposição segundo 

questionários validados e relato materno. 

 

 Apesar da variabilidade interindividual dos FAEEs, o oleato de etila e o 

linoleato de etila foram os FAEEs presentes em maiores concentrações e 

mais frequentemente encontrados no mecônio de crianças expostas 

 

 As concentrações de FAEEs apresentaram melhores correlações com os 

critérios de exposição dose por ocasião e com o número de dias em que 

houve consumo tipo de binge, o que sugere maior formação e acúmulo de 

FAEEs no mecônio quando há um consumo alto de álcool em um curto 

período de tempo. Em relação ao período relatado de exposição ao álcool, as 

melhores correlações foram encontradas para o trimestre anterior a gestação 

e no primeiro período gestacional. Isso não diz respeito ao período de maior 

acúmulo de FAEEs no mecônio, mas pode sugerir uma maior facilidade da 

participante em admitir seu consumo no período que não estava grávida ou 

quando não sabia da gestação. 

 

 A concentração total dos FAEEs no mecônio mostrou-se como melhor 

indicador da exposição fetal ao álcool quando comparado com o uso de um 

único biomarcador. O ponto de corte para esta população foi de 

aproximadamente 600ng/g para uso tipo binge (três ou mais doses por 

ocasião) com sensibilidade de 71,43% e especificidade de 84,37%. 

 

 A presença de alguns casos de discordância entre questionários e resultados 

laboratoriais dos FAEEs aliado a algumas lacunas do conhecimento sobre o 

mecanismo de formação e deposição desses biomarcadores dificultaram a 

interpretação clínica dos resultados.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A determinação dos biomarcadores FAEEs em mecônio mostrou ser eficaz na 

identificação da maioria dos casos classificados como expostos ao álcool de acordo 

com a entrevista. Além disso, o emprego das análises dos FAEEs poderia ampliar o 

número de casos identificados como positivos pelos questionários, uma vez que os 

FAEEs estavam presentes em altas concentrações nos mecônios de recém-

nascidos cujas mães negaram consumo de álcool durante a gestação. 

 Assim, o uso concomitante das análises dos FAEEs e de questionários 

validados, como T-ACE e AUDIT, poderia aumentar a sensibilidade na identificação 

dos casos positivos para a exposição fetal ao álcool. Vale ressaltar a importância de 

investigar, retrospectivamente, o consumo de álcool antes da gestação, pois a 

participante poderia admitir mais facilmente seu consumo referente a esse período 

quando comparado com o período gestacional. 

 Outro fato relevante, observado em outros estudos e confirmado nesse, foi a 

variabilidade interindividual dos FAEEs, que reforça mais uma vez a necessidade da 

determinação do perfil de distribuição dos FAEEs e do valor de ponto de corte para 

cada população, a fim de determinar critérios corretos para o diagnóstico clínico dos 

casos expostos. 

 Em relação à proposta inicial deste trabalho em utilizar os biomarcadores 

FAEEs como ferramenta na prática clínica para identificar a exposição fetal ao 

álcool, houve algumas limitações nesse estudo que dificultaram a interpretação 

clínica dos resultados e, consequentemente, adiando a recomendação do uso 

dessas análises. Sendo assim, algumas questões precisam ser elucidadas antes da 

implantação dessas análises na prática clínica, tal como, por exemplo, questões 

relacionadas ao mecanismo de formação e deposição dos FAEEs. 

 As principais contribuições do presente estudo podem ser identificadas no 

fato de, muito provavelmente, constituir o primeiro estudo brasileiro a determinar um 

ponto-de-corte da concentração de FAEEs e avaliar sua eficácia através da 

comparação dos resultados das análises laboratoriais com os resultados obtidos em 

entrevistas.  

As taxas observadas, tanto pelos questionários quanto pela determinação de 

FAEEs no mecônio indicam prevalências elevadas e que justificam nossa 
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preocupação quanto à necessidade de estratégias de intervenção para a redução do 

consumo de álcool na gestação. 
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