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RESUMO
Bueno, L.H.P. Saliva como matriz alternativa na determinacéo de etanol com aplicacéo
forense. 2014. 47 f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2014.
Na tentativa de reduzir o nimero de ocorréncia de acidentes de transito, o Brasil adotou leis

para restringir o consumo de alcool por motoristas e para garantir que as mesmas sejam
cumpridas, o contingente policial conta com teste de etilometro. Ao realizar o teste, se 0
resultado for positivo para o uso de etanol, o motorista pode ser encaminhado para uma
unidade de salde para que a coleta de sangue seja realizada, para confirmar a presenca de
etanol ou de outras drogas caso necessario. Porém, pode haver um longo tempo entre a
abordagem do motorista e a realizacdo da coleta de sangue, fazendo com que a concentracao
de etanol no organismo do motorista se altere, além disso, a coleta de sangue € um método
invasivo e é necessaria a presenca de um profissional especializado para que seja realizada. O
presente estudo propde a utilizacdo da saliva como matriz bioldgica alternativa para dosagem
de etanol em motoristas, uma vez que essa matriz permite a dosagem de etanol e de outras
drogas, além de permitir que a analise seja repetida, diferentemente do teste do etilémetro,
desde que a cadeia de custddia for preservada. Além disso, a coleta dessa amostra ndo é
invasiva, podendo ser realizada no local da abordagem e sob supervisdo (coleta vigiada), sem
necessitar de profissional especializado. Para verificar se a variacdo de etanol ao longo do
tempo na saliva é semelhante a do ar exalado e da urina, matrizes ja utilizadas na dosagem de
etanol em motoristas, foi realizado um experimento de ingestdo controlada de bebidas
alcodlicas por voluntéarios sadios de maneira controlada, coletando-se amostras de saliva,
urina e ar exalado nos tempos de 10, 30, 60 e 90 min apo6s a ingestdo. Na segunda etapa do
estudo, foi verificado um possivel interferente no teste de Etilémetro e na analise de saliva,
uma vez que o limite de etanol permitido por lei atual € muito baixo, fazendo-nos questionar
se 0 uso de produtos comuns ao dia a dia e que contém alcool em sua composicdo, como o
enxaguatorio bucal, seria capaz de gerar um resultado falso positivo para a ingestdo de
bebidas alcodlicas. No experimento de interferéncia, foram testados o0s seguintes
enxaguatorios bucais: Anapyon®, Listerine Cool Mint®, Listerine Cuidado Total®,
Cepacol®, Oral B®, Oral B complete®, e ar exalado e saliva foram coletados nos tempos de
5, 10, 15 e 20 minutos. O etanol em amostras de saliva e urina foi determinado por
cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de ionizacdo por chama (GC-FID) e as
amostras de ar exalado foram analisadas no Etilometro Alcotest 7410 da Dréager.

Palavras-chave: Etanol, Saliva, Ar Exalado, Urina, Etildmetro, Cromatografia em Fase
Gasosa, Enxaguatdrios Bucais.



ABSTRACT
Bueno, L.H.P. Saliva as an alternative matrix to determine ethanol for forensic purposes.

2014. 47 f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2014.

In an attempt to reduce the number of traffic accidents, Brazil has adopted laws to restrict
ethanol consumption among drivers, and to guarantee the effectiveness of this law, police
officers make use of breathalyzers. When the breathalyzer test is performed, the results can
indicate alcohol intake, in this case the driver can be routed to a health unit to collect blood,
and then ethanol dosage can be made as well as other drugs if necessary. Therefore, a long
time can occur between drivers approach and the blood collection, and the concentration of
ethanol in blood can be altered. In addition this sample collection is invasive and needs an
specialized personnel to be done. The present study proposes the use of saliva as an
alternative biological matrix to ethanol dosage in drivers, once this matrix permits not only
the dosage of alcohol but as well as other drugs, and this analysis can be repeated, if the chain
of custody has been preserved. Besides, saliva has a non invasive way of collection and can
be done under supervision and does require specialized personnel. To verify if the range of
ethanol concentration in saliva is the same found in urine and breath, matrixes already used to
monitor drivers in traffic, an experiment of alcohol intake in a controlled manner was
performed, and urine, saliva and breath were collected in 10, 30, 60 and 90 minutes after
alcohol intake. In a second stage of this study, a possible interfering in the breathalyzer test
and in saliva analysis was investigated, since the limit if ethanol permitted for drivers in now
very low, making us wonder whether the use of products like mouthwashes, that contain
ethanol in its composition is capable of generate an false positive result for alcohol intake. It
was tested the following mouthwashes: Anapyon™, Listerine Cool Mint™, Listerine Cuidado
Total™, Cepacol™, Oral B™, Oral B complete™. Breath and saliva were collected in 5, 10,
15 and 20 minutes after the mouthwashes use. The ethanol in saliva and urine was determined
using Gas Chromatography with Flame lonization Detector (GC-FID), and the ethanol in
breath was analyzed using Alcotest 7410 breathalyzer by Dréger.

Keywords: Ethanol, Saliva, Breath, Urine, Breathalyzer, Gas Chromatography, Mouthwash.
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1 INTRODUCAO

Segundo relatério publicado em 2014 pela Organiza¢do Mundial da Satude (OMS), o
consumo medio mundial de etanol per capita em 2010 foi equivalente a 6,2 L de etanol por
pessoa com idade superior a quinze anos. O Brasil esta entre os consumidores que estdo acima
dessa média mundial, juntamente com Estados Unidos e praticamente todos o0s paises da
America latina, com um consumo per capita de etanolvariando de 7,5 a 9,9 L (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014).

O etanol atua no Sistema Nervoso Central (SNC) causando efeitos adversos
prejudiciais a coordenacdo motora, a visdo e ao tempo de reacdo, diminuindo a eficiéncia do
motorista na conduc¢do do veiculo (BASELT, 1996; DE MARTINIS E OLIVEIRA, 2012).
Beber e dirigir ndo s6 aumenta o risco de envolvimento em acidentes, mas também a
gravidade dos ferimentos resultantes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013) e sdo
inimeros os estudos que demonstram esta relacdo causal (DEL RIO; ALVAREZ, 1999;
HOLMGREN; HOLMGREN; AHLNER, 2005; PEREIRA et al., 2011; PONCE et al., 2011;
POULSEN; MOAR; TRONCOSO, 2012)

Na tentativa de reduzir o nimero de ocorréncia de acidentes de transito, muitos
paises adotaram leis para restringir o consumo de etanol entre pessoas que irdo conduzir
veiculos automotores (SCHUCKIT, 2012). Em 2013, foi registrado que oitenta e nove paises
possuem leis que determinam que a concentracdo de etanol no sangue, permitida a motoristas
seja igual ou abaixo de 0,05 g dL™, o que é muito adequado, ja que a aplicagdo desse limite
gera significantes reducdes dos acidentes de transito devido ao consumo excessivo de etanol
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

Em 1997 foi instituido no Brasil o C6digo de Transito Brasileiro. Dentre os objetivos
desse codigo € possivel citar: “estabelecer diretrizes da Politica Nacional de Transito, com
vistas a seguranca, a fluidez, ao conforto, a defesa ambiental e a educacdo para o transito, e
fiscalizar seu cumprimento” (BRASIL, 1997). No capitulo XV deste cddigo, estdo descritas as
infragOes e os artigos 165, 276, 277 e 306, que tratam especificamente do consumo de alcool e
drogas ilicitas pelos motoristas. Esses artigos determinam como infracdo dirigir com
concentracdo de etanol no sangue superior a 6 dg L™, sendo que o motorista com essa
concentracdo de etanol no sangue é impedido de conduzir um veiculo automotor. O motorista
também pode ser submetido a testes de alcoolemia, exames clinicos, pericia, ou outros

procedimentos que permitam verificar o seu estado. (BRASIL, 1997).
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Em 2012, alguns artigos da lei de 1997 foram alterados pela lei n® 12.760, de 20 de
dezembro de 2012, para tornd-la mais restrita e o transito mais seguro. Esta lei ficou
conhecida como “Lei Seca”, por ndo tolerar qualquer consumo de etanol por motoristas,
reduzindo a concentracdo de etanol permitida no sangue a zero (BRASIL, 2012). Essa lei
também prevé penalidades mais severas para o descumprimento de suas determinagcfes, como
multas, suspensdo do direito de dirigir, recolhimento de habilitacéo e retencéo do veiculo.

Os limites de concentracdo de etanol no ar exalado e no sangue permitidos por lei,
bem como os procedimentos a serem adotados na fiscalizacdo séo estabelecidos pelo
Conselho Nacional de Transito (CONTRAN), através da Resolucéo n° 432 de 23 de janeiro
de 2013. De acordo com esta resolugdo, constitui Infragdo administrativa a conducéo de
automoveis sob a influéncia de qualquer concentracdo de etanol no sangue (Tabela 1). Se o
condutor for pego dirigindo com concentragdes sanguineas iguais ou acima de 6 dg L™ o ato é
considerado crime. (BRASIL, 2013). Para garantir que a lei seja cumprida, o contingente
policial conta com etildmetros, popularmente conhecidos como bafémetros. A analise de
etanol no ar exalado consiste em uma técnica simples que pode ser realizada no local de
abordagem, uma vez que ndo necessita de profissional especializado para a coleta e anélise
dos resultados. O limite de etanol no ar exalado também é determinado pela Resolucdo de
2013: a concentracdo de etanol igual ou superior a 0,05 mg L™ de ar exalado é caracterizado
como infracdo administrativa e, se o condutor for pego dirigindo com concentracdo superior a
0,34 mg L™, o ato é considerado crime (BRASIL, 2013).

Tabela 1 — Limites de concentracdo de etanol permitidos para o sangue e ar exalado
e a caracterizagéo do ato de acordo com a Resolucéo n° 432 de 23 de janeiro de 2013.

Matriz biologica Concentracao de etanol Caracterizacao do ato

Sangue Acima_de 0dg L™ . Infracdo Ad_ministrativa
Igual ou acima de 6 dg L Crime

Ar exalado Igual ou acima de 0,05 mg L™  Infracdo Administrativa
Igual ou acima de 0,34 mg L™ Crime

Para que os motoristas respeitem o limite do etanol no transito, a fiscalizacdo deve
ser constante. Estudos mostram que o respeito a lei é mais efetivo quando o teste do
bafémetro é realizado em todos os motoristas, e ndo somente nos que apresentam sinais de
terem ingerido bebidas alcoolicas, e também quando € realizado em locais onde a ingestdo de
bebidas ¢ mais provavel, como em locais proximos a bares e casas noturnas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2013).
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No local da abordagem, o policial necessita de métodos rapidos e praticos para
estimar a concentracdo de etanol no sangue do motorista, uma vez que a realizacdo do exame
de sangue necessita deslocar o motorista até um posto do IML, para que a coleta e analise do
sangue seja feita por um profissional especializado (JONES et al, 1992; DE MARTINIS;
OLIVEIRA, 2012). Portanto, é de grande valia dispor de métodos alternativos que permitam a
coleta de amostra bioldgica no local.

Um aspecto importante que deve ser considerado na dosagem do etanol no ar exalado
é a interferéncia de etanol bucal, resultante do uso de produtos que contém etanol em sua
composic¢do, tais como enxaguatérios bucais, medicamentos para asma e sprays. Em todos
estes casos, o individuo ndo ingeriu bebidas alcodlicas, mas o conteudo etandlico desses
produtos é capaz de gerar um resultado positivo para o etanol no teste do etildmetro
(GARCIA et al, 2005; MODEL; TAYLOR; LEE, 1993;).

1.1 Etanol

O etanol é uma substancia volatil, hidrossoluvel, de baixa massa molecular e baixo
ponto de ebulicdo (78,29°C) (LIDE, 2009; KALANT, 1996). E o alcool encontrado em
bebidas alcoodlicas. Bebidas fermentadas como vinho e cerveja possuem etanol gracas ao
processo de fermentacdo do acucar oriundo de, por exemplo, frutas, mel, grdos ou cereais. A
reacdo de fermentacdo, que converte glicose em etanol € a seguinte (MCANALLEY, 1996):

CeH1206 = 2 CH3CH,0H + 2 CO;,

Em teoria, todo o acUcar seria convertido em etanol e gas carb6nico, com um
rendimento de 51,1%. No entanto, as leveduras (micro-organismos que realizam o processo
de fermentacdo) acabam por utilizar parte da energia para converter a glicose em outros
compostos, como os acetaldeidos e os ésteres, além de produzirem novas células de levedura,
fazendo com que o rendimento caia a 48% (McANALLEY, 1996).

Bebidas com teor etandlico superior a 14 % sdo obtidas por destilacdo do etanol das
bebidas fermentadas. Tais bebidas sdo aquecidas até atingirem o ponto de ebuli¢do do etanol
que entdo evapora e é coletado e condensado, formando as bebidas destiladas. O produto
formado com a destilagdo varia de acordo com a bebida de origem, por exemplo, o conhaque
é originério da destilacdo do vinho e o whisky do malte .(SCIVOLETTO, 1996).
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1.1.1 Aspectos toxicoldgicos

O etanol é uma droga psicotropica comparavel a drogas terapéuticas como
tranquilizantes, narcoticos, sedativos e hipnéticos. Assim como 0s narcoticos, atuam no SNC,
induzindo a tolerancia e a dependéncia fisica (GARRIOTT, 1996).

A intensidade dos efeitos da droga no SNC depende da concentracdo de etanol no
sangue (ECKARDT, 1996). Esse sistema é o mais afetado e é a fonte de alteracéo
comportamental, fato de grande importancia para estudos médico-legais. Na Tabela 2 séo
apresentados os sintomas clinicos do etanol de acordo com a concentracdo sanguinea, muitos
dos sintomas causados pela ingestdo de etanol prejudicam a habilidade de conduzir um
veiculo automotor (GARRIOTT, 1996).

Tabela 2 - Sintomas clinicos do etanol em funcdo na concentracdo de etanol no sangue

Concentracao de etanol

1 Efeito Causado Sintomas Clinicos
no sangue (g L™)

0,1-0,5 Subclinico Efeitos pouco aparentes,
comportamento préximo do normal.

0,3-1,2 Euforia Euforia Contida, sociabilidade,
aumento da confianca. Desinibicéo,
diminuicdo na velocidade de
processamento de informagéo.

09-25 Excitacdo Instabilidade emocional, perda do
julgamento critico, dificuldade de
percepcao, memdria e

compreensdo, reducdo da acuidade
visual, visdo periférica. Descontrole
motor e tonturas.

1,8-3,0 Confuséo Desorientacdo, confusdo mental,
tonturas, disturbios da visdo e na
percepcdo de cores, formas e
movimentos. Aumento do limiar de
dor. Aumento da descoordenagéo
muscular. Apatia, letargia.

25-4,0 Estupor Inércia geral, perda da funcdo
motora. Diminuicdo da resposta a
estimulo, incapacidade de ficar em
pé, vomito, incontinéncia urinaria e
fecal. Sonoléncia.
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3,5-50 Coma Completa falta de consciéncia,
coma, anestesia. Depressao,
temperatura subnormal, prejuizos
na circulagio e  respiracéo.
Possibilidade de morte.

4,5+ Morte Morte por depressdo respiratoria.

1.1.2 Absorcao

Uma vez ingerido, o0 etanol entra em contato com o trato gastrointestinal (TGI),
podendo ser absorvido por toda a mucosa. A quantidade de etanol absorvido por uma dada
regido dependera de sua concentracdo em contato com a membrana, do tempo de duracdo do
contato, do fluxo sanguineo do local e da superficie disponivel para que ocorra a absor¢ao
(KALANT, 1996). A concentracdo plasmatica maxima ocorre, geralmente, entre 30 a 90
minutos apds a ingestao da bebida alcodlica (SCIVOLETTO, 1996).

Regides do TGI como boca e esdfago, tem pouco tempo de contato com o etanol e,
portanto menor absor¢do da substancia. Estbmago e intestino, devido a digestdo, dispdem de
maior tempo de contato com o alcool, sendo as regides que tem a maior capacidade de
absorcdo. Ambas tém um alto suprimento sanguineo, mas o intestino tem uma maior
eficiéncia de absorcdo devido a sua area de contato, que é superior a do estdmago (BASELT,
1996).

Um fator importante que altera a absorcdo de etanol pelo TGl é a presenca de
alimentos. Segundo Scivoletto (1996),

[...] Vérios fatores podem influenciar a absorcéo, sendo que o tempo de
esvaziamento gastrico e o inicio da absorgcdo intestinal podem ser
considerados os principais fatores determinantes das taxas variaveis de
absorcdo encontradas em diferentes individuos ou circunstancias. Se o tempo
de esvaziamento géastrico é retardado, por exemplo, pela presenca de
alimentos, a absorcdo intestinal também o serd. Uma vez no intestino
delgado, o etanol é absorvido rapida e completamente, independente da
presenca de alimentos no intestino e no estdmago.

Alguns estudos mostram que individuos que ingeriram etanol em jejum, exibiram
picos de concentra¢do sanguinea entre 30 min a 2 h; ja os que estavam alimentados antes da
ingestdo apresentaram picos sanguineos entre 1 e 6 h (BASELT, 1996).
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1.1.3 Distribuicéo

Por apresentar uma alta solubilidade em &gua, o etanol estara presente em todos 0s
tecidos, com niveis semelhantes aos niveis plasmaticos, variando sua concentracdo de acordo
com a composicao hidrica. No sangue, tem-se uma alta proporcdo de agua, estara presente a
maior quantidade do etanol, enquanto que no tecido adiposo estard a menor quantidade
(SCIVOLETTO, 1996).

A saliva é composta principalmente de agua (99%), sendo 0s outros componentes
basicamente proteinas e eletrolitos (KIDWELL; HOLLAND; ATHANASELIS, 1998). A
concentracdo de etanol encontrada na saliva é ligeiramente maior que a do sangue. Segundo
Jones (1993), foi encontrada uma razéo saliva/plasma de 1,094 em um intervalo de 40 a 400
min apds a ingestao do etanol, sendo essa razdo constante nas fases de absorcdo, distribuicdo e
eliminacdo de etanol no organismo.

Os alvéolos pulmonares possuem intensa irrigacdo sanguinea, o que possibilita trocas
gasosas com o sangue. Por essa razdo, o nivel de etanol no ar expirado é bem consistente com
0 nivel encontrado no sangue, e pode-se facilmente estimar o nivel de etanol sanguineo pelo

ar exalado atraves no coeficiente de parti¢cdo 2000:1 (sangue/ar exalado) (SCHUCKIT, 2012).
1.1.4 Excrecgado

O etanol e eliminado do organismo através de sua metabolizacdo no figado. A
principal via responsavel pela excre¢do de 90 a 98%, é a transformacdo em acetaldeido pela
enzima alcool-desidrogenase (ADH), que é transformado em acido acético pela aldeido-
desidrogenase (ALDH) (SCHUCKIT, 2012). O etanol também pode ser excretado em sua
forma inalterada na urina, saliva e ar expirado (BASELT, 1996).

A concentracdo de etanol na urina € menor que a do sangue na fase de absorcéo do
etanol, e adquire valores maiores na fase de eliminacdo A razdo urina-sangue foi estimada
como sendo em média 1,3, mas os dados variam entre os estudos, encontrando valores que
vao de 0,94 a 2,44 (BASELT, 1996; DUNNET; KIMBER, 1968; PAYNE; FOSTER; HILL,
1967).

1.2 Saliva como matriz bioldgica alternativa para a determinacéo de etanol

A determinagdo de etanol é uma analise muito requisitada em Toxicologia Forense.

A analise pode ser feita em individuos vivos, para determinar o uso da substancia em casos de
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acidentes de transito ou de fiscalizagdo policial de rotina, ou post mortem, para avaliar se a
causa da morte pode ter sido causada pelo consumo do etanol (CAPLAN, 1996).

O sangue € a matriz biologica que melhor representa a concentracdo de etanol no
sistema nervoso central, uma vez que se encontra em equilibrio direto com o local de acéo do
etanol (ECKARDT et al, 1998; CAPLAN, 1996). Devido a facilidade de difusdo do etanol
através das membranas celulares, a sua concentragdo nos tecidos e fluidos corporais entra em
equilibrio rapidamente com a concentracdo de etanol no sangue, fazendo com que matrizes
como saliva, urina e ar exalado sejam fontes adequadas para estimar a concentracdo de etanol
no organismo (KALANT, 1996).

Além do sangue, o ar exalado é outra matriz biologica muito utilizada por policiais
para determinar o nivel de embriaguez de um motorista. O teste do Etildmetro permite ao
policial uma rapida avaliacdo do nivel de etanol no organismo do individuo no local da
abordagem. Isso por que é necessario apenas que o motorista assopre no Etildmetro para que a
determinacdo alcoodlica seja realizada. Ja a coleta de sangue, além de requerer um profissional
especializado para a coleta, ainda exige o deslocamento do motorista até um posto do IML
(DE MARTINIS; OLIVEIRA, 2012).

A saliva constitui uma matriz bioldgica alternativa ao sangue e ao ar exalado em
razao de ser de facil coleta e de permitir analise de outras drogas de abuso (YONAMINE et
al, 2003). O método de coleta de saliva ndo é invasivo, podendo ser feita depositando-se a
matriz diretamente em um tubo coletor ou utilizando-se um estimulante para aumentar a
salivacdo como acido citrico, algoddo ou parafiim® (CONE; JENKINS, 1997). O
procedimento pode ser vigiado, para evitar adulteragdo da amostra, sem causar invasdo de
privacidade, como no caso da coleta vigiada de urina (SCHRAMM; SMITH; CRAIG, 1991;
CAMPIGLIA; VO-DINH, 1998). Além disso, a coleta pode ser feita por profissional ndo
especializado, no local da abordagem do motorista, necessitando somente de correto
armazenamento, a baixa temperatura, para evitar a evaporacao do etanol. Além da anéalise de
etanol, na saliva podem ser dosadas outras drogas, cujo uso € proibido por lei, como cocaina,
maconha e ecstasy, desde que um método especifico para estas substancias seja utilizado.
Diferentemente do teste realizado no etildmetro, a analise de etanol e outras drogas na saliva
pode ser repetida, caso necessario, se a amostra tiver sido corretamente armazenada.
(YONAMINE et al, 2003; KIDWELL; HOLLAND; ATHANASELIS, 1998).
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1.3 Andlise de etanol em matrizes bioldgicas por CG-FID utilizando a técnica de
Headspace

A técnica de Headspace € muito utilizada para analise de analitos volateis como o
etanol. O método consiste em aquecer a amostra, inserida em um frasco de vidro com tampa
de aluminio e septo, a uma temperatura suficientemente alta para que a substancia de interesse
e 0 padrdo interno sejam evaporados; a vedagdo do frasco impede que esses vapores saiam de
seu interior. Apos um periodo de aguecimento, é possivel perfurar o septo com a agulha de
uma seringa, apropriada para a coleta de vapores e coletar os analitos evaporados no interior
do frasco (Figura 1). Apds a coleta, é feita a introducdo das substancias de interesse no injetor
de um cromatografo em fase gasosa, sem a presenca de interferentes da matriz de origem
(KOLB; ETTRE, 2006; SNOW, 2002). Esta técnica pode ser utilizada, por exemplo, para
analise de analitos volateis em sangue, urina, saliva e humor vitreo (DE MARTINIS;
RUZZENE; MARTIN, 2004; PLA et al, 1991; LARSSON, 1965).
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Seringa

Septo

Headspace

Analito em solucio

» Analito

Figura 1 — Representacdo da coleta do analito na fase vapor utilizando uma seringa,
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ap0s aguecimento da amostra.
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2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Atendendo a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, este projeto foi
encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP — CEP/FFCLRP numero 559/2010-2010.1.2664.59.5
e pelo comité de ética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — CEP/FMRP numero
7712/99.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a possibilidade do uso de saliva como matriz bioldgica alternativa para

analise de etanol no monitoramento da ingestéo do etanol por motoristas.

3.2 Objetivos especificos

i. Validar o método de anélise de etanol em saliva e urina por cromatografia em fase
gasosa com detector de ionizagao por chama (FID).
ii.  Avaliar a curva de concentracdo de etanol no ar exalado, urina e na saliva pelo tempo
apos a ingestdo de bebidas alcodlicas por voluntarios sadios de ambos os géneros.
iii.  Avaliar a interferéncia de etanol presente em produtos de higiene oral (enxaguat6rios
bucais) no ar exalado por exame feito com etildémetro e na anélise de saliva por

cromatografia em fase gasosa

Objetivos
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4 MATERIAL

Etanol (J.T. Baker, México), grau HPLC, foi utilizado no preparo das solucgdes de
calibracéo; Isobutanol (Merck, Alemanha), grau analitico, foi utilizado como padréao interno;
NaCl (Synth, Sdo Paulo), reagente analitico. Frascos para Headspace de 20 mL foram
adquiridos da Sun Sri (Espanha); os dispositivos de coleta de saliva, Salivette®, da Sarstedt
AG & Co (Alemanha). Para coleta de urina, foram utilizados frascos de plasticos de 80 mL e

bocais descartaveis para a realizacdo da analise de etanol no etildmetro.
4.1 Solugbes-Padrao

Foram utilizadas solucgdes de etanol para calibragdo nas concentracgdes 0,1, 0,2; 0,5;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 g L™ preparadas em saliva e urina, a partir de solugdes concentradas de

etanol preparadas em agua, de acordo com a Tabela 3:

Tabela 3 - Procedimento de preparacdo das solucBes padrdo de etanol em saliva ou urina.

Preparo das solucGes padrao de etanol em urina ou saliva

Concentracéo de Volume de solucao Volume de saliva Volume
Etanol (g L™) estoque de 100 g L™ ou urina Total
4,0 40 pL 960 pL 1mL
3,0 30 pL 970 pL 1mL
2,0 20 pL 980 pL 1mL
1,0 10 pL 990 pL 1mL
Concentracédo de Volume de solugao Volume de saliva Volume
Etanol (g L™ estoque de 10g L™ ou urina Total
0,5 50 pL 950 uL 1mL
0,2 20 pL 980 pL 1mL
0,1 10 pL 990 uL 1mL

A solucdo estoque de 10 g L™ foi preparada com 125 pL de etanol completando-se o
volume com agua deionizada em um baldo de 10 mL. A de 100 g L™ foi preparada com 629
uL de etanol completando-se o volume com agua deionizada em um baldo de 5 mL.

O padréo interno foi preparado transferindo-se 150 pL de Isobutanol e 1,0 g de NaCl
para um baldo de 500 mL, completando-se o volume com &gua deionizada. O NaCl foi

utilizado para aumentar a concentrag@o do analito na fase vapor por efeito salting-out.
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4.2 Amostras de saliva e urina

As amostras “branco” de saliva e urina foram coletadas do proprio pesquisador e dos
colegas de laboratorio, que nao haviam feito ingestdo de bebidas alcodlicas por no minimo
doze horas, e que apresentaram nivel zero de concentracdo de etanol no ar exalado (saliva) e
resultado negativo na analise cromatografica (urina). As amostras de saliva e urina positivas
para etanol foram coletadas de individuos sadios e maiores de dezoito anos, que aceitaram
participar da pesquisa, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e apresentaram

nivel zero de etanol no teste do etildmetro antes do inicio do experimento.

As amostras de saliva e urina foram armazenadas nos tubos Salivettes e coletor

universal, respectivamente, a — 20°C até o momento da analise.

4.3 Bebidas alcodlicas e enxaguatorios bucais

A bebida alcodlica utilizada nos experimentos foi cerveja de teor alcodlico 4,7%. Os
enxaguatdrios bucais utilizados estdo descritos na Tabela 4:

Tabela 4 - Enxaguatorios bucais utilizados nos experimentos e sua composi¢do (dados

informados no rétulo).

Enxaguatorio Composicao

Anapyon® Tirotricina, tintura de aroeira (equivale a 15 mg de acido tanico)
0,77 mL e veiculo g.s.p. 1,00 mL, tintura diluida de Guacatunga,
esséncia de menta, mentol, metilparabeno e alcool etilico.

Periogard® Gluconato de clorexidina 0,12%, agua, alcool, glicerina, peg-40,
diisostearato de sorbitan, aroma, sacarina de sodio, FD&C azul n°
1.

Listerine Cool Mint®  Timol (0,064%), eucaliptol (0,092%), salicilato de metila
(0,060%), mentol (0,042%), &gua purificada, solucdo de sorbitol,
alcool, poloxamer 407, &cido benzoico, aroma de horteld, sacarina
sddica, benzoato de sddio, n-propanol, corante verde n° 3.

Listerine Cuidado Timol, eucaliptol, salicilato de metila, mentol, agua purificada,

Total® alcool, poloxamer 407, &cido benzoico, benzoato de sédio, aroma
de caramelo.

Cepacol® Cloreto de certilpiridineo 0,5 mg, EDTA disddico, sacarina

sadica, polisorbato 80, glicerina, fostato de sodio, eucaliptol,
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mentol, metilsalicilato, aroma, perfume, cl 19140, alcool, agua.

Oral B Complete® Cloreto de certilpiridineo 0,053%, fluoreto de sddio 0,050%,
agua, glicerina, peg-40, metilparabeno, aroma, sacarina sodica,
benzoato de sodio, propil parabeno, ci 42090.

4.4 Equipamentos e acessorios

Uma centrifuga D-78532 Tuttligen (Hettich, Alemanha), balanca analitica BL 1500S
(Sartorius, EUA) e deionizador de agua (Simplicity, Millipore, EUA) foram utilizados.

As analises de etanol em saliva e urina foram feitas no Cromatografo em fase gasosa
modelo CP 3380 (Varian) acoplado a detector de ionizagdo por chama (FID), com amostrador
automatico modelo CombiPAL (CTC Analytics AG) operando no modo Headspace. A

quantificacdo de etanol em ar exalado foi feita em um Etilémetro 7410 (Drager, Alemanha).

5 METODO

5.1 Validacédo do método

A validacdo da metodologia foi baseada nas recomendacdes da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apresentados nas resolu¢cdes RE n° 899 de 29 de maio de
2003 e RE n° 27 de 17 de maio de 2012. Os calculos foram realizados utilizando o programa
Microsoft® Excel® 2007. (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003,
2012).

5.1.1 Efeito residual (Carry over)

E a verificacdo da contaminacio proveniente da amostra mais concentrada analisada
anteriormente. O efeito residual foi avaliado com a injecao de trés amostras branco, uma antes
da injecdo da solugdo padrdo de menor concentracéo (0,1 g L™), as outras duas, ap6s a injecio
da solucdo padrdo de maior concentracdo (4,0 g L™). As amostras branco foram preparadas
diretamente no frasco para Headspace adicionando-se 500 pL de agua deionizada e 100 pL

de saliva ou urina isenta de etanol.
5.1.2 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Limite de deteccdo é a menor concentracdo de um analito capaz de gerar um

resultado positivo e que um método consegue diferenciar do ruido de fundo de forma
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confidvel. Para a determinacdo desse limite, foi utilizada a relagdo 3:1 do sinal em relacdo ao
ruido.

Limite de quantificacdo é a menor concentracdo do analito que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo aceitaveis. Para esta determinacdo foram aceitas concentracdes que

com valores de precisdo abaixo de 20 % e de exatidao dentro da faixa de + 20%.
5.1.3 Linearidade

Caracteristica do método de gerar resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo de concentracdo pré-determinado.
Foi verificada pela analise de solugdes padrdao em saliva e urina nas seguintes concentracoes
de etanol 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g L. A curva de calibracéo foi construida e foram
calculados desvio padréo e equacdo da reta. O coeficiente de determinagdo (r’) também foi

estimado, sendo aceitos valores acima de 0,99.

5.1.4 Precisao

E a capacidade do método em gerar resultados de grande proximidade quando
amostras de mesma concentracéo do analito sdo analisadas multiplas vezes.

Foram utilizados quatro controles de qualidade (CQ) em saliva e urina, nas
concentracdes 0,5 (CQB), 2,0 (CQM), 3,0 (CQA) e 10,0 g L™ (CQD) analisados em
quintuplicata. Os CQs foram analisados no mesmo dia (intraensaio), e em trés dias diferentes
(interensaios) com o mesmo analista e instrumentacéo.

A preciséo foi estimada pelo Desvio Padrédo Relativo (DPR) utilizando-se a seguinte

férmula:

DPR = DbP x 100
" CME

Onde:
DPR: Desvio padréo relativo
DP: Desvio padrédo

CME: Concentracdo média experimental

Né&o foram aceitos DPRs acima de 15% do valor nominal, exceto para o LQ no qual

se admitiu valores até 20%.
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5.1.5 Exatidao

Um método analitico é considerado preciso quando os resultados obtidos sdo muito
préximos ao valor verdadeiro.

Foram utilizados quatro controles de qualidade (CQ) em saliva e urina, nas
concentracdes 0,5 (CQB), 2,0 (CQM), 3,0 (CQA) e 10,0 g L™ (CQD) analisados em
quintuplicata. Os CQs foram analisados no mesmo dia (intraensaio), e em trés dias diferentes
(interensaios) com 0 mesmo analista e instrumentacao.

A exatiddo foi estimada pelo Erro Percentual Relativo (EPR) utilizando-se a seguinte

formula:

CME — VN
( ),

EPR = 100

Onde:
CME: Concentragdo media experimental
VN: Valor nominal

Foram aceitos EPRs dentro da faixa de + 15% do valor nominal, exceto para o LQ no

qual se admitiu valores na faixa de = 20%.
5.1.6 Estabilidade

Ensaio que visa determinar se um analito em determinada amostra, sob condi¢6es
especificas e em determinado periodo de tempo, se mantém inalterado, ndo sofrendo
mudancas em sua estrutura quimica ou em sua concentracao.

No caso do etanol, que é um analito volatil, foi verificada a sua volatilizacdo na
amostra quando armazenada a temperatura e condi¢des diferentes em um determinado periodo
de tempo. Foram consideradas estaveis as amostras que apresentaram desvio padrdo na faixa

de £ 15% em relacao as recém-preparadas.

5.1.6.1 Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

Neste ensaio, foi avaliada a estabilidade do etanol, quando a amostra é descongelada
e 100 pL da amostra sdo retirados para analise repetidas vezes.

Amostras de saliva e urina, de concentracdo 0,5 g L™ (CQB) e 3,0 g L (CQA) foram
armazenadas nos seus respectivos dispositivos de coleta, (Salivette®) e frasco coletor de urina
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de 80 mL), congeladas e mantidas no freezer por 24 horas. Apds esse periodo, as amostras
foram descongeladas & temperatura ambiente (22°C). Quando completamente descongeladas,
foram analisadas em triplicata e os resultados foram comparados ao de amostras recém-
preparadas de mesma concentracdo. As amostras foram entdo congeladas novamente e
mantidas pelo mesmo periodo, descongeladas e analisadas. O ciclo de congelamento,
descongelamento e analise foi repetido até completar trés ciclos.

5.1.6.2 Estabilidade de curta duracéo

Verifica a estabilidade do analito, apds certo periodo de armazenamento a
temperatura ambiente, antes de serem processadas analisadas.

Amostras de saliva e urina, nas concentracdes 0,5 g L™* (CQB) e 3,0 g L™ (CQA),
foram armazenadas nos seus respectivos dispositivos de coleta, (Salivette® e frasco coletor de
urina de 80 mL), e mantidas a temperatura ambiente por 12 horas. Apos esse periodo, as
amostras foram analisadas em triplicata e os resultados foram comparados ao de CQB e CQA

recém-preparados.
5.1.6.3 Estabilidade pds-processamento

O processo de preparo de amostra para injecdo por Headspace envolve a adicdo de
padrdo interno (500 pL) e amostra (100 pL) a um frasco apropriado para a técnica que €
vedado. Quando o processo é automatizado, as amostras sdo posicionadas no injetor
automatico, onde permanecem até as andlises. No injetor automatico, podem ser armazenados
64 frascos. Com um tempo de injecdo entre uma amostra e outra de aproximadamente 11 min,
a Ultima amostra é analisada em aproximadamente 11,7 h ap0s ter sido posicionada no injetor
automatico. Sendo assim, 0 ensaio visa determinar a estabilidade de amostras processadas que
permanecem no injetor automatico por 12 e 24 h até a anéalise.

Foram preparadas amostras de saliva e urina com etanol na concentracdo 0,5 g L™
(COB) e 3,0 g L (CQA). Uma aliquota de 100 pL de CQ e 500 pL de padrdo interno
(Isobutanol) foram adicionadas ao frasco para Headspace, que foi vedado com tampa com
septo, foram preparadas trés amostras de cada CQ para analise em triplicata. As amostras
permaneceram no injetor automatico por 12 e 24 h. Apds esse periodo, as amostras foram

analisadas e os resultados foram comparados ao de amostras recém-preparadas.
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5.1.6.4 Estabilidade de longa duragéo

Estudo da estabilidade do analito em amostras armazenadas por um longo periodo de
tempo.

Amostras de saliva e urina, de concentragdo 0,5 g L™ (CQB) e 3,0 g L™ (CQA) foram
armazenadas nos seus respectivos dispositivos de coleta, (Salivette® e frasco coletor de urina
de 80 mL) e mantidas em freezer a -5°C por 1, 2, 3, 7 e 30 dias. Ap6s esse periodo as
amostras foram descongeladas e analisadas em triplicada. O resultado foi comparado com o0s

de CQs recém-preparados.
5.2 Voluntérios

O namero de voluntarios participantes dos experimentos esta discriminado abaixo:
5.2.1 Ingestao controlada de bebidas alcodlicas

Dez voluntarios de ambos os géneros (cinco homens e cinco mulheres), na faixa
etaria de 20 a 31 anos e peso entre 53 a 95 kg, participaram do experimento. Para a seguranca
dos envolvidos, s6 foi permitida a saida do local do experimento apds a confirmacgéo pelo

teste do etildbmetro de concentracdo de etanol zero no ar exalado.
5.2.2 Uso de produtos de higiene oral

Para a realizagdo do experimento de verificagdo da interferéncia de etanol presente
em produtos de higiene oral no teste do bafémetro, foram formados trés grupos sendo: Grupo
Controle A (bochecho com agua) no qual foram utilizados quatro individuos (dois homens e
duas mulheres), Grupo Controle B (bochecho com enxaguatério bucal sem etanol — Oral B
Complete®) no qual foram utilizados vinte individuos (dez homens e dez mulheres) e, Grupo
Experimental (bochecho com enxaguatdrio bucal contendo etanol). No Grupo Experimental
foram utilizados vinte individuos (dez homens e dez mulheres) para cada enxaguatorio, sendo
Grupo Experimental 1 (Listerine Cuidado Total®), Grupo Experimental 2 (Listerine Cool
Mint®), Grupo Experimental 3 (Periogard®), Grupo Experimental 4 (Cepacol®), Grupo
Experimental 5 (Anapyon®).

No estudo da interferéncia do etanol oriundo de enxaguatérios bucais na dosagem do

etanol na saliva, foi utilizado somente Listerine Cool Mint®. Essa escolha foi feita mediante a
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disponibilidade desse produto na maioria dos estabelecimentos comerciais. Foram

selecionados quinze voluntérios para participarem desse experimento.
5.3 Procedimento experimental

5.3.1 Coleta de amostras

Os procedimentos de coleta adotados e os dispositivos utilizados estdo descritos nos

itens a seguir

5.3.1.1 Ar exalado

As amostras de ar exalado de cada individuo foram coletadas diretamente no
Etildmetro, através de um sopro continuo por alguns segundos (até que o aparelho indicasse o
término da coleta). Nesse caso, a coleta da amostra e a analise da concentracdo de etanol séo

feitas simultaneamente.
5.3.1.2 Saliva

Foi utilizado o dispositivo Salivette® (Figura 2) para a coleta das amostras de saliva.
Esse dispositivo contém um algoddo em seu interior, que estimula a secrecdo de saliva através
da sua mastigacdo. Os voluntarios mastigaram o algoddo por 1 min e transferiram o mesmo,
embebido em saliva de volta ao dispositivo, que foi centrifugado a 2500 rpm por 5 min,

transferindo assim a saliva do algodéao para o tubo.

E Salivette ®
~ ] ]
|

com saliva — ———

Coleta de Saliva Coleta de Amostra —
_

Saliva

VAN

—— ——

Tampa

Algodio

Orificio

Figura 2 - Representacdo do dispositivo utilizado na coleta de saliva (Salivette®)
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5.3.1.3 Urina

As amostras de urina foram coletadas em coletor de plastico universal de 80 mL
(Figura 3).

Figura 3 - Urina no frasco coletor universal

5.3.2 Ingestao controlada de bebidas alcodlicas

A quantidade que cada voluntario ingeriu se restringiu a 0,5 g etanol por kg de massa
corporal e a bebida escolhida foi cerveja, com porcentagem alcodlica de 4,7%. A Tabela 5
apresenta informacdes sobre os voluntarios tais como: género, massa, volume de cerveja e
quantidade de etanol ingerido. O tempo médio de ingestdo da bebida foi de 20 min. Para
seguranca dos voluntarios da pesquisa que estavam conduzindo automével, a liberacdo do
local do experimento foi permitida apenas apOs a verificacdo, através do etildmetro, da
concentracdo zero de etanol. A coleta de amostra de saliva, urina e ar exalado ocorreu nos
tempos de 10, 30, 60 e 90 min ap6s a ingestdo da bebida. As amostras de saliva e urina

coletadas foram armazenadas em freezer a -20 °C até a analise cromatografica.

Tabela 5 - Descri¢do dos voluntarios, quanto ao género, massa corporal, volume de cerveja e

quantidade de etanol ingerido.

Voluntério Género Massa (Kg)  Volume de cerveja  Quantidade de
Ingerido (mL) etanol (q)
1 Feminino 64 838 32,0
2 Feminino 54 707 27,0
3 Feminino 67 877 33,5
4 Feminino 66 864 33,0
5 Feminino 71 930 35,5
6 Masculino 90 1178 45,0
7 Masculino 95 1244 47,5
8 Masculino 74,5 975 37,2
9 Masculino 89 1165 445
10 Masculino 53 694 26,5
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5.3.3 Uso de enxaguatorios bucais

Para a realizacdo do experimento com enxaguatorios bucais, cada sujeito da pesquisa

seguiu os protocolos experimentais mostrados a seguir:

Esquema 1 — Protocolo experimental do uso de enxaguatorios bucais na avaliacdo da

interferéncia do etanol residual no teste do Etilémetro.

Assoprar no etildbmetro
(anélise do ar exalado antes do uso do enxaguatorio)

.

Ceder uma amostra de saliva no tubo Salivette®
(amostra coletada antes do uso do enxaguatorio)

.

Usar o enxaguatorio bucal
(15 mL do produto e bochecho por 1 min)

@

Assoprar no etildmetro
(analise imediatamente apds o uso do enxaguatorio)

.

Ceder uma amostra de saliva no tubo Salivette®
(amostra coletada imediatamente ap6s o uso do enxaguatério)

.

Assoprar no etilémetro
(analise do ar exalado 5 min apds o uso do enxaguatorio)

<

Assoprar no etildbmetro
(anélise do ar exalado 10 min apds o uso do enxaguatorio)

.

Assoprar no etildmetro
(analise do ar exalado 15 min ap6s o0 uso do enxaguatdrio)

.

Usar do enxaguatorio bucal
(15 mL do produto e bochecho por 1 minuto)

.

Ceder uma amostra de saliva no tubo Salivette®
(amostra coletada imediatamente apds o uso do enxaguatorio)
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Esquema 2 - Protocolo experimental do uso de enxaguatorios bucais na avaliagdo da

interferéncia do etanol residual na analise de saliva.

Assoprar no etilometro
(antes do uso de Listerine Cool Mint®)

NS

Ceder uma amostra de saliva
(antes do uso de Listerine Cool Mint®)

\Z

Usar o enxaguatorio bucal
(15 mL do produto e bochecho por 1 min)

NS

Ceder uma amostra de saliva
(5 min apds o uso do enxaguatorio)

N

Ceder uma amostra de saliva
(10 min apds o uso de enxaguatorio)

NV

Ceder uma amostra de saliva
(15 min apds o uso de enxaguatorio)

NZ

Ceder uma amostra de saliva
(20 min apds o uso de enxaguatorio)

5.4 Preparo de amostras

O preparo de amostra foi idéntico para as amostras de urina e saliva. Em um frasco
de vidro de volume 20 mL para Headspace foram adicionados 500 pL de padréo interno e

100 pL de amostra, e o frasco foi selado com tampa de rosca de aluminio com septo.
5.5 Condigdes cromatogréaficas

Foi utilizada coluna capilar de silica fundida (OV - 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum de
polietilenoglicol). O nitrogénio foi utilizado como gés de arraste a um fluxo de 1 mL min™. O
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detector foi mantido a temperatura de 300°C e o injetor & 250°C, 0 modo de injecdo foi split e
a temperatura da coluna foi ajustada de 50°C (2 min) a 200°C, a uma taxa de aquecimento de
20°C min™. O tempo de incubacdo do frasco foi de 10 min a uma temperatura de 80°C. Foram
coletados 400 pl da amostra na fase vapor para injecdo. Foram utilizados hidrogénio e ar

sintético para a manutengdo da chama do detector FID.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Validagdo do método

A Figura 4 apresenta o cromatograma da analise da urina do voluntario n® 7 no
tempo de 30 min, como exemplo do perfil cromatografico das analises. Pode ser observado
que os picos do analito de interesse (etanol) e do padréo interno (isobutanol) estdo bem

resolvidos e com 6tima seletividade.

20 L2200

Isobutanol

200 200

180 F1a0

160 160

120 F1z0

pA
P

100 100

50 a0

60 ] G0

Etanol

0 Fao

2204 -0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1} 1 2 3 4 5 i1 7 8 a 10
hdirustos

Figura 4 - Perfil cromatogréafico da analise de etanol em amostra de urina do voluntario n° 7

apos 30 min da ingestdo da bebida.
6.1.1 Efeito residual (Carry Over)

Né&o foi observado efeito residual quando a amostra “branco” foi analisada apos a

injecdo da maior concentragéo da curva (4,0 g L™).

Resultados e Discussao
Bueno, L. H. P.



25

6.1.2 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

Para a determinacdo do limite de deteccdo, foram injetadas amostras de saliva e urina
nas concentrac6es 0,005; 0,001; 0,05e0,1 g L em duplicata. A concentracdo que apresentou
relacdo sinal ruido de 3:1 foi de 0.005 g L™ e foi estabelecida como o limite de deteccdo do
método tanto para a saliva quanto para a urina.

O limite de quantificacdo do método foi determinado pela injecdo de cinco amostras
de saliva e urina na concentracdo de 0.1 g L™. Para a saliva a precisdo foi de 6,8 % e a

exatidao de 12,7 %, para a urina a precisao foi de 1,42 % e a exatiddo de 22 %.
6.1.3 Linearidade

A linearidade foi obtida pela injecdo de solugdes de etanol em saliva e urina nas
concentraces 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 g L™. As curvas analiticas obtidas em saliva e
urina se encontram nas figuras 5 e 6, respectivamente. O eixo0 y representa a razao entre a area
do pico do etanol pela area do pico do isobutanol (padrdo interno), e o eixo X representa a
concentracdo de etanol (g L™). As equacBes de regressdo linear e coeficientes de
determinacéo foram: saliva: y = 0,1907x - 0,0103 , r* = 0,997 ; urina: y = 0.1871x - 0,0104 , r°
=0,996.

Saliva

0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

Razao

y =0.1907x - 0.0103
R*=0.9979

0 1 2 3 4 5
Concentragdo de etanol (g L)

Figura 5 — Curva analitica da razdo (area do pico do etanol divida pela area do

isobutanol) versus concentragéo de etanol em saliva.
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Urina

0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
N 04
0.3 -
0.2 -
0.1 -

y=0.1871x - 0.0104
R?=0.9968

0 1 2

3

Concentragdo de etanol (g L)

Figura 6 — Curva analitica da razéo (area do pico do etanol divida pela area do

isobutanol) versus concentragdo de etanol em urina.

6.1.4 Precisdo (DPR) e exatiddo (EPR) inter e intraensaio

A Tabela 6 apresenta os dados correspondentes a precisdao e exatiddo intra e

interensaio. Os valores foram adequados para os fins do presente estudo. A precisdo

intraensaio variou de 0,42 a 2,13% para saliva e 0,27 a -1,12% para urina e a preciséo

interensaio variou de 0,21 a -3,62% para saliva e de 2,48 a 5,47% para a urina. J& a exatiddo

intraensaio variou de -10,38 a 0,73% para a saliva e de -4,77 a 7,09% para a urina e a

interensaio de -10,84 a 0,63% para a saliva e de -2,36 a 3,03% para a urina.

Tabela 6 - Precisdo (DPR) e exatiddo (EPR) intra (n=5) e interensaio (n=15).

Saliva Urina
DPR EPR DPR EPR

Intra-ensaio

CQB 0,42% -5,2% 1,00% -4, 77%

CQMm 2,13% 0,73% 1,06% -0,35%

CQA 1,72% 0,72% 1,12% 0,89%

CQD 0,59% -10,38% 0,27% 7,09%
Inter-ensaio

CQB 3,62% -4,18% 2,48% -2,36%

CQMm 1,69% -0,52% 7,38% -0,61%

CQA 0,21% 0,63% 4,08% 2,88%

CQD 0,58% -10,84% 5,47% 3,03%

Bueno, L. H. P.
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6.1.5 Estabilidade

Os resultados obtidos nos testes de estabilidade estdo descritos nos itens seguintes.

6.1.5.1 Estabilidade ap0s ciclos de congelamento e descongelamento

Os controles de qualidade em urina ndo sofreram grande variagdo em sua
concentracdo etanol apoés trés ciclos de congelamento, descongelamento e analise, com EPR
variando entre -9,29% a 3,61%. J& os CQB em saliva sofreu significativa variacdo em sua
concentracdo de etanol com EPR de -16,61% no ciclo de 24 h e de -43,6% no ciclo de 36 h
(Tabela 7).

Tabela 7 — Concentragcdo de etanol dos CQB e CQA (saliva e urina) e 0 erro

percentual ap6s cada ciclo de congelamento (12, 24 e 36 h).

Ciclo CcQB EPR CQA EPR
Saliva 12 horas 0,53 6,38% 3,40 13,6%
24 horas 0,41 -16,61% 3,02 0,89%
36 horas 0,28 -43,6% 2,66 -11,1%
Urina 12 horas 0,49 -0,47% 2,98 -0,61%
24 horas 0,51 3,61% 3,07 2,35%
36 horas 0,47 -5,40% 2,72 -9,29%

6.1.5.2 Estabilidade de curta duracéo

O etanol em solucgdo de urina ndo sofreu significativa reducdo ap6s um periodo de 12
h a temperatura ambiente. Contudo o CQB em saliva sofreu uma grande variacdo de
concentracdo com EPR de -35,25%. Essa grande variagdo mostra a importancia de armazenar

as amostras a temperatura reduzida para evitar perdas do etanol por evaporacao (Tabela 8).

Tabela 8 — Concentracdo de etanol dos CQB e CQA (saliva e urina) e o erro percentual apos

serem armazenados a temperatura ambiente por 12 h.

COB EPR CQA  EPR
Saliva 0,32 -3525% 2,79 -6,68%
Urina 045 -9,48% 2,97 -0,93%

Resultados e Discussao
Bueno, L. H. P.



28

6.1.5.3 Estabilidade pds-processamento

Este teste revelou que uma amostra de saliva ou urina ndo sofre variagéo significativa
em sua concentracdo de etanol original, quando, apds ser preparada e inserida em um frasco

para headspace, € mantida por um periodo de 24 h no injetor automatico (Tabela 9).

Tabela 9 — Concentracdo de etanol dos CQB e CQA (saliva e urina) e o erro percentual apos

serem preparados e armazenados no injetor automatico por um periodo de 12 e 24 h.

Periodo CQB EPR CQA EPR
Saliva 12 horas 0,53 5,54% 2,82 -5,97%

24 horas 0,36 -27,8% 2,84 -5,45%
Urina 12 horas 0,47 -6,17% 3,13 4,36%

24 horas 0,41 -18,2% 3,30 10,1%

6.1.5.4 Estabilidade de longa duracao

Os controles de qualidade em saliva obtiveram significativa variacdo em sua
concentracdo de etanol ap0s trinta dias de armazenamento no freezer com EPR de -50% para
0 CQOB e de -40,3% para o CQA. J& os controles de qualidade em urina reduziram
significativamente a sua concentracdo de etanol em um periodo mais curto, de apenas sete
dias, com EPR de -32,8% para 0 CQB e de -32,72% para 0 CQA (Tabela 10).

Tabela 10 — Concentragdo de etanol dos CQB e CQA (saliva e urina) e o erro percentual

apos serem armazenados por 1, 2, 3, 7 e 30 dias.

Periodo CQB EPR CQA EPR
Saliva 1 dia 0,54 8,14% 3,22 7,41%

2 dias 0,58 16,5% 3,26 8,69%

3 dias 0,57 15,6% 3,41 13,81%

7 dias 0,55 11,09% 3,21 6,87%

30dias 0,25 -50,0% 1,78 -40,3%
Urina 1 dia 0,91 1,52% 3,13 4,47%

2 dias 0,49 -1,81% 2,95 -1,70%

3 dias 0,47 -5,66% 3,07 2,40%

7 dias 0,34 -32,8% 2,02 -32,72%

30dias 0,39 -21,0% 2,52 -15,21%

Resultados e Discussao
Bueno, L. H. P.



6.2 Ingestdo controlada de bebidas alcodlicas

29

As concentracdes de etanol encontradas em ar exalado, saliva e urina em funcao do

tempo apds a ingestdo das bebidas alcoodlicas estdo apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Concentracao de etanol em ar exalado, saliva e urina em 10, 30, 60 e 90 min ap6s

0 término de ingestdo da cerveja, e antes do inicio do experimento (tempo 0) para 0s

voluntarios do sexo feminino (de 1 a 5) e masculino (de 6 a 10).

Concentracao de Etanol em func¢éo do tempo de coleta (min)

Ar Exalado (mg L™) Urina (g L) Saliva (g L™

0 10* 30 60 90 0 10 30 60 90 0 10 30 60 90

1 0 0,25 0,27 0,19 010 O 0,26 0,25 0,51 0,19 0 0,02 0,01 0,03 0,04

2 0 0,50 0,25 0,23 020 O 0,14 0,42 0,32 0,18 0 0,01 0,20 0,39 0,06

3 0 093 0,25 0,23 020 O 0,10 0,37 0,23 0,14 0 0,07 0,15 0,08 0,02

4 0 0,9 0,26 0,19 020 O 0,04 0,38 0,41 0,27 0 0,10 0,02 0,16 0,09

5 0 0,59 0,20 0,21 020 O 0,01 0,52 0,18 0,26 0 0,45 0,40 0,40 0,29
Média 0 0,65 0,26 0,21 0,18 0 0,11 0,39 0,33 0,21 0 0,13 0,16 0,21 0,10
6 0 0,26 0,27 0,15 010 O 0,01 0,12 0,11 0,17 0 0,42 0,39 0,26 0,05

7 0 0,22 0,27 0,26 020 O 0,52 0,57 0,61 049 0 0,07 0,21 0,12 0,15

8 0 049 0,27 0,23 020 O 0,05 0,54 0,26 0,32 0 0,02 0,05 0,15 0,02

9 0 0,59 0,25 0,22 020 O 0,04 0,41 0,46 0,29 0 0,03 0,01 0,07 0,06
10 0 0,70 0,25 0.16 010 O 0,39 0,56 0,26 0,34 0 0,04 0,04 0,07 0,01
Média 0 045 0,25 0,20 0,16 0 0,20 0,44 0,34 0,32 0 0,12 0,14 0,13 0,05

Para mostrar o perfil de absor¢do e eliminacdo de etanol no organismo, as
concentracdes médias foram relacionadas com o tempo apds a ingestdo da bebida. Como pode
ser observado pela Tabela 11, houve no tempo de 10 min uma concentracdo de etanol muito
alta, porém como o esperado para um individuo em jejum é que 0 maximo de concentracao de
etanol no ar exalado ocorra em 30 min (como um reflexo da concentragdo méaxima de etanol
no sangue), altas concentracfes de etanol em 10 min sugere que o etildometro sofreu
interferéncia de etanol residual da cavidade bucal dos voluntarios (MANSON; DUBOWSKI,
1996). Barquin et al (2008) utilizou 0 mesmo etilbmetro, o Alcotest 7410 da Dréger, e
reportou que o aparelho falhou em medir a concentracdo de etanol em ar exalado quando a
medicéo foi feita logo em seguida a ingestdo de bebidas alcoodlicas. Dessa forma, a fim de
evitar erros de interpretacdo, os resultados serdo discutidos a partir de 30 min da ingestéo de
etanol. Para efeito de comparacdo, as Figuras 7 e 8 apresentam as concentragdes de etanol na
saliva e ar exalado, e as Figuras 9 e 10 na saliva e na urina para os géneros feminino e
masculino.

Em um estudo realizado por Gubala et al. (2002), saliva e ar exalado foram utilizados

para determinacéo de etanol apds a ingestdo controlada de bebidas. Observou-se que as curvas
Resultados e Discussao
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de concentracédo de etanol em fungdo do tempo para as amostragens para a saliva e ar exalado

eram muito semelhantes. No presente estudo, o0 mesmo perfil foi observado para a saliva e ar

exalado, e saliva e urina, com pequenas diferencgas quanto ao género.
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Figura 7 - Concentracdo de etanol no ar exalado e na saliva nos tempos 30, 60 e 90 min apds

a ingestao da cerveja para os voluntarios do sexo feminino.
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Figura 8 - Concentracdo de etanol no ar exalado e na saliva nos tempos 30, 60 e 90 min apos

a ingestdo da cerveja para os voluntarios do sexo masculino.
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Figura 9 - Concentracdo de etanol na urina e saliva nos tempos 30, 60 e 90 min apos a

ingestdo de cerveja para o sexo feminino.
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Figura 10 - Concentracdo de Etanol na urina e saliva nos tempos 30, 60 e 90 min apos a

ingestdo de cerveja para o sexo masculino.

Pode ser observado na Tabela 11, que a concentragdo maxima média de etanol na

urina ocorre em 30 min, atingindo os valores de 0,39 g L™ para mulheres e 0,44 g L™ para
homens. No estudo de De Martinis et al. (2004), no qual a mesma quantidade de etanol foi
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ingerida (0,5 g de etanol/kg de peso corporal), as concentragdes maximas obtidas na amostra
de urina foram menores, 0,35 g L™ para homens e 0,28 g L™ para mulheres, e ocorreram entre
0s tempos maiores de 90 a 120 minutos.

No estudo de De Martinis et. al. (2004), o experimento foi realizado apds os
voluntarios terem ingerido alimento, o que pode ter retardado a absorcdo do etanol pelo
intestino delgado, alterando o tempo no qual ocorreu a concentragdo méxima e o valor da
concentragdo maxima.

De acordo com Baselt (1996) a presenca de alimento no estbmago resulta em uma
diminuicdo na concentracdo e tempos maiores para a ocorréncia de pico de concentracdo
maxima de etanol no sangue devido a diminuicdo na velocidade de absorcdo. Assim, a
presenca de alimento pode influenciar também nas concentracdes de etanol em fluidos
corporais, uma vez que a presenca de etanol em outros locais do organismo depende da
presenca de etanol no sangue.

As concentra¢fes maximas de etanol na saliva para géneros diferentes ocorrem em
tempos distintos (Tabela 11). Para o sexo feminino o valor 0,21 g L™ corresponde ao tempo
de 60 min, enquanto que o valor 0,14 g L™ para o masculino ocorre em 30 min.

O trabalho realizado por Jones (1993) mostrou que valores maximos de concentracao
de etanol em saliva foram atingidos em um tempo de 40 min, depois da ingestdo de
quantidade de etanol de 0,68 g kg™ em homens que haviam se alimentado antes da realizacéo
do experimento. No estudo conduzido por Giang (2007), a concentracdo méaxima de etanol foi
obtida ap6s 60 min para ambos 0s géneros, com ingestdo prévia de alimentos e de
concentracéo de etanol ainda maior (0,8 g kg™ para as mulheres e 1,0 g kg™ para os homens).

Verifica-se que a concentracdo de etanol maxima para o sexo masculino no presente
estudo, foi atingida em um tempo menor em comparacao a Jones (1993) e Giang (2007) cujos
estudos foram realizados na presenca de alimento. Porém, o tempo de concentragdo maxima
encontrada para o sexo feminino ndo foi afetado pela auséncia de alimento, ocorrendo no
tempo de 60 minutos como no estudo de Giang (2007).

Sabe-se que, assim como a urina, a saliva é um espécime de alta variabilidade, o que
provavelmente explica os dados divergentes nos tempos de concentracdo méaxima para a
saliva (Caplan, 1996).

Com a finalidade de verificar a correlacdo existente entre a concentracdo de etanol
em saliva e ar exalado e, saliva e urina foram calculadas a associacdo linear entre as

concentragOes atraves da correlacdo de Pearson (Tabela 12).
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Tabela 12 - Correlacdo de Pearson entre saliva e os fluidos corporais ar exalado e urina para

homens e mulheres.

Correlacdo de Pearson
Género Saliva/ar exalado  Saliva/urina
Feminino 0,88 0,93
Masculino 0,96 0,91

Pode ser observado na Tabela 12 que a amostra de saliva apresenta correlagdo
significativa com o ar exalado e com urina. Quanto mais préximo da unidade 1 (em mddulo)
estiver o valor da correlacdo, maior o grau de dependéncia estatistica linear entre as variaveis
(Filho, 2009). Sendo assim podemos dizer que as concentracfes de etanol na saliva possuem
forte correlagdo com as concentragdes no ar exalado e urina, pois os valores de correlacdo de

Pearson variaram entre 0,88 a 0,96.

6.3 Avaliacdo da interferéncia do etanol presente em enxaguatorios bucais no teste do
Etildbmetro

A Figura 11 apresenta os resultados das analises cromatograficas de etanol presente
nos enxaguatdrios bucais utilizados no projeto.

O enxaguatorio com maior concentracdo de etanol utilizado no trabalho foi o
Anapyon® (190,7 g L™), seguido pelo Listerine Cuidado Total® (124,0 g L™), Listerine Cool
Mint® (121,9 g L™), Cepacol® (101,0 g L™), Periogard® (76,40 g L™). Apesar de nio
informar a porcentagem de etanol no produto, todos estes apresentam em sua composi¢ao

etanol. N&o foi detectada a presenca de etanol no enxaguatério bucal Oral B®.
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Figura 11 - Concentracdo de etanol (g L™) dos enxaguatérios utilizados na analise de

interferéncia no teste do etildmetro.

As Tabelas 13, 14, 15, 16 e 17 apresentam os resultados das analises de etanol no ar
exalado com o etilémetro e nas amostras de saliva de cada voluntario para cada enxaguatério
bucal com etanol em sua composicdo. As andlises tanto do ar exalado como da saliva dos
voluntarios que fizeram uso de enxaguatério bucal sem etanol (Oral B®) e de &gua

apresentaram resultados negativos para etanol.
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Tabela 13 — Concentracdo de etanol no ar exalado (mg L™) em 1, 5, 10 e 15 min e
concentracdo de etanol na saliva (g L) em 1 min ap6s o uso de Listerine Cuidado Total®.

Voluntario Concentracédo de etanol no ar Concentracéo de etanol na saliva
exalado (mg L™) ap6s o uso de apos o uso de Listerine Cuidado
Listerine Cuidado Total® Total® (g L™)

Imin 5min  10min 15 min 1 min
36 1,67 0,25 0,06 0 3,07
32 299 0,95 0,17 0 16,62
38 1,84 0,27 0 0 7,58
83 2,42 0,27 0 0 5,75
47 2,29 041 0,05 0 3,98
3 1,13 0,19 0 0 1,31
137 1,44 0,14 0 0 1,78
120 1,92 0,28 0,05 0 1,49
41 1,42 0,2 0 0 2,99
112 1,68 0,16 0 0 3,26
7 1,13 0,19 0 0 0,97
136 1,22 0,17 0 0 3,94
81 0,67 0,07 0 0 1,93
120 2,3 0,57 0,08 0 5,36
90 1,9 0,63 0,06 0 5,81
2 2,04 0,25 0 0 1,87
25 2,18 0,64 0,26 0,09 6,17
52 159 0,16 0 0 1,49
72 1,55 0,14 0 0 1,72
131 1,54 0,21 0 0 2,06
Média 1,75 0,31 0,04 0,00 3,96

Resultados e Discussao
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Tabela 14 — Concentracdo de etanol no ar exalado (mg L™) em 1, 5, 10 e 15 min e
concentracdo de etanol na saliva (g L) em 1 min ap6s o uso de Listerine Cool Mint®.

Voluntario Concentracdo de etanol no ar exalado Concentracgdo de etanol na saliva

(mg L™) ap6s o uso de Listerine Cool apos o uso de Listerine Cool
Mint® Mint® (g L™
Imin 5min 10 min 15 min 1 min
98 1,05 0,12 0 0 1,811
128 0,77 0,44 0,09 0 2,97
117 1,75 0,58 0,06 0 1,1
110 1,7 0,45 0,06 0 6,69
30 0,62 0,15 0 0 0,75
103 253 042 0,1 0 5,22
8 131 0,18 0,05 0 3,15
138 223 0,29 0,05 0 4,33
55 2,12 0,33 0,06 0 6,09
107 2,03 0,34 0,08 0 4,09
38 193 0,32 0 0 3,37
19 158 0,16 0 0 1,27
9 1,29 0,18 0 0 4,18
94 2,78 0,42 0,05 0 1,68
23 0,86 0,3 0,1 0 2,23
7 1,35 031 0 0 1
105 0,89 0,13 0 0 2,4
74 1,77 0,23 0 0 4,12
3 0,69 0,14 0 0 2,09
125 0,54 0,06 0 0 2,22
Média 1,49 0,28 0,04 0,00 3,04

Resultados e Discussao
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Tabela 15 — Concentracdo de etanol no ar exalado (mg L™) em 1, 5, 10 e 15 min e
concentracdo de etanol na saliva (g L) em 1 min ap6s o uso de Periogard®.

Voluntério Concentracéo de etanol noar  Concentracdo de etanol na saliva
exalado (mg L") ap6so usode  apds o uso de Periogard® (g L™)
Periogard®

Imin 5min  10min 15 min 1 min
108 168 041 0,08 0 2,44
103 097 0,18 0 0 5,12
54 1,23 0,13 0 0 2,51
114 1,42 0,2 0 0 2,06
29 1,29 0,09 0 0 1,36
102 1,27 0,32 0,14 0 2,25
14 2,03 0,38 0 0 1,46
35 1,42 0,22 0 0 5,45
108 1,33 0,12 0 0 2,07
98 1,45 0,29 0 0 4,34
9 151 0,09 0 0 2,48
94 1,54 0,2 0 0 2,62
25 1,03 0,1 0 0 0,62
12 1,35 0,17 0 0 2,24
20 1,12 0,3 0,05 0 0,57
131 1,08 0,23 0,06 0 1,48
75 1,11 0,08 0 0 0,78
45 0,81 0,06 0 0 0,59
36 1,46 0,15 0 0 1,65
68 1,27 0,2 0 0 3,14
Média 1,32 0,20 0,02 0,00 2,26
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Tabela 16 — Concentracdo de etanol no ar exalado (mg L") em 1, 5, 10 e 15 min e

concentracdo de etanol na saliva (g L) em 1 min ap6s o uso de Anapyon®.

Voluntério Concentracéo de etanol no ar Concentracéo de etanol na saliva
exalado (mg L™) ap6s o uso de ap6s o uso de Anapyon® (g L™)
Anapyon®

Imin 5min  10min 15 min 1 min

128 2,34 0,31 0 0 9,41
47 1,17 0,15 0 0 4,87

132 1,29 0,08 0 0 5,2
38 2,52 0,6 0,13 0 4,05
34 1,51 0,18 0,05 0 5,14
16 1,16 0,11 0,05 0 3,04
87 2,51 0,38 0,12 0 10,06
46 2,99 0,78 0,18 0 8,14
127 2,04 0,09 0 0 591
128 2,36 0,21 0,05 0 6,98
27 1,8 0,34 0 0 6,97
101 1,25 0,12 0,06 0 1,78
79 2,19 0,31 0,12 0 8,01
19 2,75 0,42 0,05 0 5,99
8 2,06 0,33 0 0 4,55
18 1,85 0,34 0,07 0 7,11

92 1,08 0,09 0 0 1,7
51 0,89 0,15 0 0 6,89
66 1,76 0,13 0 0 5,96
70 0,71 0,05 0 0 4,95

Média 1,81 0,26 0,04

o
o
o

5,84
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Bueno, L. H. P.



39

Tabela 17— Concentracdo de etanol no ar exalado (mg L™) em 1, 5, 10 e 15 min e
concentracdo de etanol na saliva (g L) em 1 minuto ap6s o uso de Cepacol®.

Voluntario Concentracéo de etanol no ar Concentracéo de etanol na
exalado (mg L™) ap6s o uso de saliva ap0s o uso de Cepacol®
Cepacol® (gL
Imin  5min 10 min 15 min 1 min

47 2,29 0,59 0,14 0 5,13
33 2,7 0,36 0,05 0 3,04
62 2,6 0,52 0,07 0 1,84
116 2,33 0,65 0,17 0,05 2,88
107 1,62 0,13 0,05 0 1,37
101 1,39 0,28 0,07 0 2,23
38 1,32 0,22 0 0 1,74
63 1,84 0,5 0,1 0 6,26
15 1,66 0,47 0,12 0 2,33
60 1,41 0,16 0 0 1,56
122 1,24 0,22 0 0 2,2
14 1,74 0,14 0 0 2,37
76 2,72 0,36 0,06 0 1,56
118 1,72 0,05 0 0 2,36

1 2,39 0,32 0,07 0 2,01
28 1,78 0,25 0,05 0 1,64
19 2,47 0,26 0,06 0 3,63
78 2,09 0,32 0,08 0 7,06
113 1,51 0,15 0,06 0 1,79
93 1,62 0,14 0 0 1,37

Média 1,92 0,30 0,04 0

Observa-se que o etanol presente nos enxaguatorios bucais interferiu no teste do
Etildmetro. A maioria das concentracGes de etanol no ar exalado permaneceram altas até 10
min ap6s o uso dos produtos, variando de 0,02 & 0,26 mg L™, e cinco minutos depois todas as
concentracdes atingiram niveis zero. Apenas dois voluntarios, os de numero 25 e 116,
obtiveram resultados positivos no teste do etildmetro ainda em 15 min, com concentracdo de
etanol no ar exalado de 0,05 e 0,09 mg L™, respectivamente, e suficientemente altas para
extrapolar ou igualar o limite permitido por lei de 0,05 mg L™, que caracteriza o ato como

infracdo administrativa.
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6.4 Avaliacao da interferéncia do etanol presente em enxaguatdrios bucais na dosagem

do etanol na saliva

A interferéncia do etanol oriundo dos enxaguatorios bucais também foi verificada
para a dosagem de etanol em saliva. Para este ensaio foi utilizado somente um tipo de
enxaguatdrio, o Listerine Cuidado Total®, que contém a maior concentracao de etanol depois
do Anapyon®. As concentragdes de etanol na saliva (g L™) com o tempo apés o uso do

enxaguatorio encontram-se na Tabela 18.

Tabela 18— Concentragdo de etanol na saliva (g L™) com o tempo ap6s o uso de Listerine
Cuidado Total®.

Concentragéo de etanol na salivag L™
Voluntario 5 min 10min  15min 20 min

1 0,80 0,17 0,10 0,00
2 0,80 0,17 0,10 0,00
3 0,53 0,11 0,07 0,00
4 0,48 0,09 0,06 0,00
5 0,89 0,21 0,09 0,00
6 0,50 0,09 0,06 0,00
7 0,62 0,11 0,07 0,00
8 0,52 0,08 0,05 0,00
9 0,35 0,09 0,07 0,00
10 0,93 0,14 0,06 0,00
11 0,74 0,12 0,06 0,00
12 1,61 0,27 0,09 0,00
13 0,55 0,08 0,07 0,00
14 2,03 0,34 0,12 0,00
15 0,80 0,11 0,07 0,00

Verifica-se que houve interferéncia de etanol oriundo do enxaguatério bucal na
analise da saliva até 15 minapds o uso. A legislacdo brasileira ndo regulamenta o limite de
etanol presente na saliva, mas existe um limite legal para a concentracdo de etanol no sangue
que pode ser estimada a partir da concentracdo de etanol na saliva. Caplan (1996) em um
estudo com 21 voluntarios sadios encontrou que a partir de 30 min de ingestdo de bebida
alcodlica, a concentracdo de etanol na saliva em relagdo ao sangue se manteve constante a
uma razdo de 1,10. Sendo assim, para que se pudesse verificar a implicagédo legal que a
presenca de etanol na saliva pudesse gerar, a concentracdo de etanol no sangue foi estimada a

partir da concentracdo de etanol na saliva, os resultados se encontram na Tabela 19.
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Tabela 19 — Concentracdo de etanol no sangue (dg L™) estimada a partir da concentragéo de
etanol na saliva utilizando a razdo 1,10 (saliva/sangue) com o tempo ap0s o uso de Listerine
Cuidado Total®.

Concentracdo de etanol no sangue dg L™
estimada a partir da saliva

Voluntario 5min 10 min 15 min 20 min
1 7,27 1,55 0,91 0
2 7,27 1,55 0,91 0
3 4,82 1,00 0,64 0
4 4,36 0,82 0,55 0
5 8,09 1,91 0,82 0
6 4,55 0,82 0,55 0
7 5,64 1,00 0,64 0
8 4,73 0,73 0,45 0
9 3,18 0,82 0,64 0
10 8,45 1,27 0,55 0
11 6,73 1,09 0,55 0
12 14,64 2,45 0,82 0
13 5,00 0,73 0,64 0
14 18,45 3,09 1,09 0
15 7,27 1,00 0,64 0

Pela concentracdo de etanol no sangue estimada pela saliva, de acordo com a Tabela
19, nota-se que o limite de etanol no sangue, que caracteriza o ato como infracéo
administrativa, ou seja, limite zero é ultrapassado em até 15 min apds o uso do enxaguantério
bucal. Em 5 min apds o0 uso, a maioria das concentracdes de etanol ultrapassam o limite de 6
dg L™, caracterizando 0 ato como crime. Somente em vinte minutos ap6s o uso, nenhuma
concentracdo de etanol é observada, excluindo qualquer risco de penalidade para quem fez o

uso do enxaguatorio.
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7 CONCLUSAO

O método desenvolvido para andlise de etanol em saliva e urina, utilizando-se a
técnica de extracdo por Headspace e a andlise por cromatografia gasosa acoplada a detector
FID, se demonstrou eficiente, sensivel e com resultados reprodutiveis para o fim proposto.

Os resultados da ingestdo controlada de bebidas alco6licas mostram que os perfis de
metabolizacdo de etanol em funcdo do tempo da saliva é semelhante ao perfil do ar exalado e
urina para ambos 0s géneros.. A correlacdo de Pearson confirmou essa semelhanca revelando
alta dependéncia linear entre as variaveis, com valores muito proximos a 1 variando de 0,88 a
0,96. Sendo assim a saliva é uma matriz adequada para a avaliagdo da embriaguez de
motoristas no transito.

A andlise de etanol em ar exalado demonstrou ser suscetivel a interferéncia de etanol
oriundo dos produtos dos produtos de higiene oral. A concentracdo de etanol no ar exalado,
para a maioria dos voluntarios, permaneceu alta até o tempo de 10 min, baixando a zero 5 min
depois. Porém, para dois voluntérios a concentracdo em 15 min, ainda se mostrou alta e
atingiu o limite permitido por lei de 0,05 mg L™. Isso mostra que se deve esperar no minimo
20 minutos entre o uso do enxaguatdrio bucal e a realizacéo do teste do etilébmetro.

O etanol oriundo dos enxaguatérios, assim como na analise de ar exalado, interferiu
na analise de saliva. As concentragdes de etanol na saliva permaneceram altas até 15 min, e
todos os resultados atingiram niveis zero em 20 min. Sendo assim, para evitar um resultado
falso positivo para a ingestdo de bebidas alcodlicas, é necessario esperar 20 min entre 0 uso

dos enxaguatorios e a coleta de saliva.

Conclusao
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9 ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Capitulo 1V, itens 1 a 3 da Resolucdo 196/96 — Conselho Nacional de Salde)

No6s, Bruno Spinosa De Martinis e Ricardo Henrique Alves da Silva, docentes da

Universidade de S&do Paulo, convidamos vocé, ,

RG: , para participar, como voluntario, da
pesquisa intitulada “AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE ETANOL EM
AMOSTRAS DE SALIVA E AR EXALADO APOS A UTILIZAQAO DE
PRODUTOS DE HIGIENE ORAL”, sob nossa responsabilidade.

Para participar na pesquisa vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro, mas terd a

garantia de que todas as despesas necessarias para a sua participacdo nao serdo de sua
responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer momento do estudo, preservando
assim, sua identidade, pois suas informacdes pessoais serdo mantidas sob absoluto sigilo.
Esta pesquisa tem como finalidade avaliar, utilizando o teste do bafémetro, a
concentracdo de alcool no ar exalado (sopro no bafémetro) e a concentracdo do mesmo
alcool em amostras de saliva (0 qual serd coletado através de coleta de saliva em um
pote, onde o voluntario ira, reservadamente, “cuspir” saliva (aproximadamente 1 mL).
Para participar, vocé ndo podera ter ingerido bebidas alcodlicas 24 horas antes das
coletas de ar exalado e saliva. A coleta destas amostras ndo trara nenhum risco a sua
saude e, o unico desconforto sera “cuspir” 1 mL de sua saliva e assoprar em um
canudinho descartavel. Este trabalho tem como importancia a busca pelo
desenvolvimento cientifico, social e legal do pais, permitindo o acesso a informacédo a
respeito das técnicas utilizadas na rotina policial e sua confiabilidade, sendo de grande

importancia sua participacao.

Prof. Dr. Bruno Spinosa Sujeito da Pesquisa Prof. Dr. Ricardo
De Martinis Henrique Alves da Silva
CPF: 58876634649 CPF: 222.048.008-99
Pesquisador Responsavel Pesquisador
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