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Resumo

O uso nocivo do alcool acarreta problemas de salde para o usuario e prejuizos
na sociedade. Varios espécimes bioldgicos podem ser utilizados para verificar
a exposicao a bebidas alcodlicas. No trabalho foi investigada a utilizagdo da
saliva na determinacéo de etanol através das técnicas: enzimética Q.E.D. A-
150 — de triagem - e cromatografia em fase gasosa, ap0s separacdo por
aguecimento, Headspace — de confirmacdo. O método foi padronizado,
validado e aplicado em amostras de saliva provenientes de voluntarios que
ingeriram de maneira controlada bebida alcodlica. Em todas as amostras
analisadas foi possivel detectar a concentracdo de etanol, observando a
existéncia de uma diferenca entre os respectivos resultados das duas técnicas.
Os resultados interindividuais apresentaram grande variabilidade nos mesmos
tempos de coleta, apesar da ingesta equivalente de etanol. No estudo foi
verificado que a saliva € uma matriz alternativa adequada para verificar a

concentracdo de etanol em individuos expostos as bebidas alcodlicas.



Summary

The abuse of alcohol leads to health injury and causes damage to the society.
Several biological matrices can be used to monitor exposure to alcoholic
beverages. In this work, saliva was used in the determination of ethanol for both
techniques: enzymatic Q.E.D. A-150 — screening test -, and headspace-gas
chromatography - confirmation test -. The method was developed, validated and
used for the analysis of saliva samples from volunteers who ingested alcoholic
beverages in a controlled schedule. Ethanol was detected and in all samples,
noticing a difference between the results of both techniques. Inter-volunteers
results showed high variability for the same collection times, although the
amount of ethanol ingested was equivalent. These results suggest that saliva is
a good option for the in field determination of ethanol in exposed individuals to

alcoholic beverages.



1. INTRODUCAO

O alcool € uma droga psicoativa, cujo consumo excessivo resulta em efeitos
nocivos para o usuario e para a sociedade. E uma droga legalizada, tolerada
sécio-culturalmente por todos os povos, sendo seu uso incentivado na
sociedade (OLIVEIRA, 1999).

E a droga que provoca maior nimero de danos a salde da populacdo: é
responsavel por 90% das internacdes psiquiatricas e a cerveja - bebida
alcodlica mais consumida no Brasil - é classificada pela Organizacdo Mundial
de Saude como produto responsavel pela mais alta taxa de mortalidade e de
morbidade do mundo (NOTO, 1999; EPIDEMIOLOGIA, 2000; WHO, 2000).

Entre as conseqiéncias soécio-econdmicas decorrentes de seu abuso é
responsavel por 60% dos acidentes de transito e esta presente em 75% dos
acidentes de transito com vitimas fatais (MOURAO, et al., 2000; CARVALHO et
al., 2002) No ambiente de trabalho o alcoolismo é responsavel por 50% das
faltas ao trabalho, aumenta trés vezes o risco de acidentes e é a oitava causa

de concessao do auxilio — doenca pela Previdéncia Social (SAO PAULO, s.d.).

O consumo de bebidas alcodlicas tem se tornado cada vez mais abusivo pela
populacdo e a faixa etaria do inicio de sua utilizagdo tem diminuido causando
grande preocupacdo nas areas de saude e seguranca publica (HADFIELD;
MERCER & PARR, 2001; CARLINI, et al., 2002).

Na area da seguranca publica é citado em 70% dos laudos cadavéricos por
mortes violentas na Grande S&o Paulo, 92% dos homicidios ocorrem préximos
a bares ou com pessoas alcoolizadas e esta relacionado em 39% das
ocorréncias policiais por ano (NOTO, 1999; MOURAO, et al., 2000).



Em termos de consumo sé perde para a cafeina, gerando um grande
contingente de dependentes, que no Brasil é de 11,2% da populacao
(CARLINI, et al., 2002). O alcoolismo foi responsavel por 3.621 Obitos em
individuos com idade inferior aos 40 anos , sendo destes 89% do sexo
masculino (OLIVEIRA, 1999; PESSINI, 1999; BITTENCOURT, 2000).

Devido a esse contexto preocupante, medidas de prevencdo, controle e
reducdo do seu consumo tém sido adotadas, principalmente no transito e no

ambiente de trabalho.

O Cadigo Brasileiro de Transito, que entrou em vigor em 1997 (Lei n° 9.503, de
23 de setembro de 1997) apresenta na area de substancias psicoativas o
seguinte: proibe dirigir sobre a influéncia de alcool ou de qualquer substancia
entorpecente; define o grau de alcoolemia que impede os motoristas de dirigir
veiculos automotores; permite a realizacdo de andlises para identificar os
individuos infratores; e refere as penalidades para aqueles que infringirem o
Cddigo (BRASIL, 1997).

Um novo projeto de lei — PL 0735-03 - mais rigido sobre o assunto estd em
tramitacdo no Congresso Nacional, onde diminui o indice que comprova que 0

condutor se acha impedido de dirigir, de 0,6g/L para 0,3g/L.

No ambiente de trabalho a aplicacdo de Programas de prevencéao e controle do
uso de alcool e outras drogas, esta bem estabelecida em muitos paises,
inclusive no Brasil (SILVA, 1999).

Uma das medidas eficazes para alcancar éxito na aplicacdo destes programas
€ a utilizacdo das analises toxicoldgicas, que € considerada um importante
instrumento para verificar o consumo de substancias psicoativas. Diversas
matrizes podem ser utilizadas para tal finalidade: urina, sangue, ar expirado e
outras (CHROUCH, 1998; SILVA; YONAMINE & ODO, 1999).



As analises toxicologicas utilizadas para verificar a exposicdo a drogas sao
divididas em dois tipos: uma é de resposta imediata (triagem) e a outra de
confirmacdo do resultado, considerada imprescindivel para este tipo de

finalidade.

Atualmente, para determinacdo de etanol na fase de triagem geralmente é
utilizado o etildbmetro, que mede a concentracdo no ar expirado e para a
confirmagdo da alcoolemia € realizada a andlise em sangue através da

cromatografia em fase gasosa, ap0s separacao por aguecimento - headspace.

O uso do etildmetro € possivel através da aplicacdo de um fator de conversao
para estimar a concentracdo sanguinea. Esses equipamentos para terem
assegurado a validade de seus resultados devem ser homologados pelo 6rgéo
competente de cada pais e calibrados de acordo com normas estabelecidas
pelo fabricante. Infelizmente, essa conduta ndo tem sido rotineiramente
adotada no pais (CARVALHO & LEYTON, 2000).

O sangue, embora seja considerada uma amostra de referéncia para
verificacdo de intoxicacdo alcodlica do individuo apresenta algumas restricoes
para a sua ampla utilizacdo — coleta invasiva e riscos de contaminagao para o
doador e para responséavel pela coleta (SCHRAMM; SMITH & CRAIG, 1992;
KIDWELL; HOLLAND & ATHANASELIS, 1998).

Recentemente, a saliva tem sido recomendada como matriz alternativa para
analise de agentes terapéuticos, quimicos e drogas de abuso como o alcool,
devido as vantagens que apresenta com relacdo as amostras convencionais:
coleta ndo invasiva e facilidade para aplicacdo em campo (DROBITCH &
SVENSSON, 1992; JONES, 1995).



Na quase totalidade dos trabalhos encontrados na literatura os objetivos foram
dirigidos para analisar possiveis correlacfes entre as concentracdes de etanol
existentes no sangue, ar expirado e/ou saliva. Os resultados demonstraram
uma boa correlacdo entre a concentragdo no sangue e saliva (JONES, 1979a
1993; BATES & MARTIN, 1997; BENDTSEN, et al., 1999; GUBALA & ZUBA,
2003).

No estudo foi investigada a utilizacdo da saliva para verificar a exposicdo a
bebidas alcodlicas através do desenvolvimento de um método analitico que

englobasse as duas fases da analise: triagem e confirmacéo.

Na fase de triagem foi utilizado um sistema enzimatico denominado de Q.E.D.
A — 150, que consiste em um teste r4pido para etanol, onde a leitura é feita
diretamente na escala do dispositivo em miligramas por decilitro ou em
porcentagem. Na fase de confirmacéo a técnica escolhida foi a cromatografia
em fase gasosa, apds separacao por aquecimento, conhecida por headspace.
Esta técnica € considerada de referéncia para analise de substancias volateis
em materiais bioldgicos (MACCHIA et al., 1995; CORREA & PEDROSO, 2000;
GUBALA & ZUBA, 2002).

O sistema enzimético foi adotado por alguns autores na literatura cientifica
como método de deteccdo de etanol em saliva em comparagcdo com oS
resultados encontrados na utilizacdo de outras técnicas em matrizes como o
sangue e ar expirado (JONES, 1995; BATES & MARTIN, 1997; BENDTSEN et
al., 1999; BIWASAKA et al., 2001).

Em levantamento bibliografico realizado foi encontrado um nuamero reduzido de
trabalhos, onde se utilizou a cromatografia gasosa, apds separagdo por
headspace para determinar a concentracdo de alcool em saliva (MACCHIA et
al., 1995; GUBALA & ZUBA, 2002). Assim, foi desenvolvido este estudo para
avaliar o uso da saliva como amostra para verificar a exposicdo a bebidas

alcodlicas.



2. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

2.1. Consumo de bebidas alcodlicas

Registros arqueoldgicos revelam que os primeiros indicios sobre o consumo
de alcool pelo ser humano datam de aproximadamente 6.000 a.C., sendo,
portanto um costume extremamente antigo e que tem persistido por
milhares de anos (AHMED, 1995).

Nas primeiras civilizagbes, as bebidas alcodlicas eram consideradas
nutritivas, medicinais ou sagradas. A palavra uisque, originaria do antigo
gaulés usquebaugh, significa “agua da vida® (HADFIELD; MERCER &
PARR, 2001).

Na ldade Média os arabes introduziram na Europa a técnica de destilacao
para aumentar a concentracdo de etanol nas bebidas alcodlicas. Nesta
eépoca os alquimistas acreditavam que era o “elixir da longa vida”, e
empregavam a palavra al - kuhul para a substancia, significando também
“agua da vida” (HADFIELD; MERCER & PARR, 2001; FLEMING; MIHIC &
HARRIS, 2001; LIMA, 2003).

No Brasil, os indios antes da chegada dos portugueses produziam o “cauim”
- do tupi “ka wi” -, que era uma bebida fermentada obtida da mandioca
cozida ou do suco de frutos como o caju ou milho. Com a chegada dos
portugueses foram introduzidos outros tipos de bebidas como os vinhos, as
cervejas, as aguardentes e outros destilados, de alto teor alcodlico (ACIOLI,
1999; SCIVOLETTO & MALBERGIER, 2003).



As bebidas alcodlicas sdo misturas geralmente constituidas de etanol, agua,
cereais, vegetais ou frutas e de outras substancias: &cidos organicos,
ésters, Oleos essenciais e acetaldeido. S&o classificadas de acordo com o
processo de fabricacdo - fermentacao e destilacédo - e de seu teor alcodlico
(ABEL, 1983; OSBORN, 1994).

Entre as bebidas fermentadas as mais consumidas séo cerveja, vinhos e

entre os destilados a cachaca, gim, rum, vodka, uisque, conhaque e outros.

A concentragdo de &lcool varia muito de acordo com o tipo bebida. As
cervejas tém graduacdo alcodlica em geral de 4 a 5%, mas apresentam
outros tipos como light ou forte e ainda as denominadas ice ou dry com
maior teor alcodlico (WILLIANS, et al., 1997). No Brasil, as cervejas tém
graduacéo que variam de 3,0% a 6,2% (TABELA 1).

Outra bebida bastante consumida em nosso pais sdo os diversos tipos de
“chopp”, cujo teor de alcool € de aproximadamente 5%. Os vinhos — bebida
também fermentada — apresentam concentracdo de etanol de 11 a 14% e
do tipo light de aproximadamente 7%.

Os destilados séo tipos de bebidas com teor alcodlico superior as bebidas
fermentadas — de 35 a 54% - devido ao seu processo de obtencéo
(TABELA 2).



TABELA 1. Teores alcodlicos das principais cervejas produzidas no Brasil

TEOR MARCA DA TEOR MARCA DA
ALCOOLICO  CERVEJA ALCOOLICO CERVEJA
<0,5 BAVARIA (SEM ALCOOL) 4,7 NOVA SCHIN PILSEN
KRONENBIER SKOL PILSEN
CINTRA
3,0 BRAHMA LIGHT NOVA SCHIN MUNICH
50 ANTARTICA PILSEN
3,7 MALZBIER (BRAHMA) BOHEMIA PILSEN
BRAHMA PILSEN
ORIGINAL
XINGU EXTRA
4,0 MALZBIER (ANTARCTICA)
5,07 POLAR EXPORT
4,3 BAVARIA 5,2 SKOL BEATS
NOVA SCHIN MALZBIER CARACU
4,4 XINGU
5,3 CERPA
4,5 CRYSTAL 5,5 BAVARIA PREMIUM
ITAIPAVA BRAHMA EXTRA
KAISER SUMMER DRAFT POLAR
SERRA MALTE
4,6 KAISER PILSEN 5,6 BOHEMIA WEISS
4,7 PRIMUS 6,2 KAISER BOCK

Fonte: Levantamento efetuado nas embalagens originais dos produtos.



TABELA 2. Faixa de teor alcodlico dos principais destilados consumidos

no Brasil.

DESTILADO TEOR ALCOOLICO
UISQUE 39 -40%
CONHAQUE 38 —39%
RUM 35 -38%

GIM 435 -45,3%
AGUARDENTE DE CANA 39 -40%
CACHACA 39-43%

Fonte: Levantamento efetuado nas embalagens originais dos

produtos.

A aguardente de cana surgiu no Brasil no periodo colonial, a partir das
iImpurezas retiradas durante a fervura do caldo de cana, no processo de
producao do acucar (FERRAZ, 2003).

Na legislagéo - decreto n° 4.072 de 3 de janeiro de 2002 — é definida como
produto alcodlico, obtido a partir da destilacdo do caldo de cana fermentado,
podendo ser adicionada de acUcares até 6 gramas por litro e com teor
alcoodlico entre 38° e 54° GL. J4 a cachaca é a denominacao tipica e
exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil com graduacao
alcodlica de 38° a 48° GL, a 20°C e com caracteristicas sensoriais
peculiares (BRASIL, 2002a; FERRAZ, 2003).

A cachaca € a segunda bebida alcodlica mais consumida no pais - mais de
70 milhGes de doses diariamente -, perdendo apenas para a cerveja. A sua
producdo segundo dados apresentados pelo Programa de Desenvolvimento
da Aguardente de Cana, Caninha e Cachaca tem representado cerca de 1,3
bilhdes de litros com previsdo para 2003 de 1,5 bilhdes, faturando mais de
600 milh&es de dolares (OLIVEIRA et al., 2001).



Desde 1997, este destilado vem recebendo incentivo do Governo Federal,
sendo incluida no Programa Especial de Exportagdo — PEE - com
estimativas de exportacdo de 30 milhdes de litros, ultrapassando os 14,5
milhdes do ano de 2002 (OLIVEIRA et al., 2001).

No Brasil grande consumo de bebidas alcodlicas também est4 associado ao
fator econémico, por exemplo, uma garrafa de pinga pode custar menos
que um litro de leite. A Organizacdo Mundial de Saude apresenta uma
tabela de precos de bebidas alcodlicas em diversos paises europeus
comparando — os com o preco do lanche da principal rede mundial de fast
food. Esses dados sao apresentados na TABELA 3 (WHO, 2003b).

Como a Organizacdo Mundial de Saude nao apresenta o perfil de precos no
Brasil, foi verificado que o preco do lanche em questdo ¢é de

aproximadamente 1,30 euros.



TABELA 3. Comparacéo de valores entre as doses de bebidas alcoodlicas

consumidas nos paises europeus com o lanche da principal rede mundial

de fast food.

PAIS DESCRICAO DA DOSE PRECO - EUROS*
PORTUGAL 500 mL cerveja 0,53
750 mL vinho 1,50
700 mL destilado 4,67
lanche 2,50
ITALIA 500 mL cerveja 1,66
750 mL vinho 3,00
700 mL destilado 14,85
lanche 2,80
FRANCA 500 mL cerveja 0,66
750 mL vinho 2,29
700 mL destilado 11,00
lanche 3,00
ALEMANHA 500 mL cerveja 0,80
750 mL vinho 2,20
700 mL destilado 5,00
lanche 2,65
IRLANDA 500 mL cerveja 2,10
750 mL vinho 9,07
700 mL destilado 13,09
lanche 3,00
FINLANDIA 500 mL cerveja 1,87
750 mL vinho 5,00
700 mL destilado 20,09
lanche 3,20

Fonte: WHO, 2003a.

* Euro = R$3,54 (cotacao em 02/12/2003).
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A TABELA 4 apresenta o consumo de bebidas alcodlicas em litros por
pessoa no Brasil, de 1961 até 2000.

TABELA 4. Consumo de bebidas alcodlicas - cerveja, vinho e destilados
- em litros por pessoa no Brasil, no periodo de 1961 até o ano
de 2000.

ANO CONSUMO TOTAL (L) CERVEJA  VINHO DESTILADOS

POR PESSOA
2000 4.79 2.40 0.36 2.03
1999 5.03 2.56 0.39 2.07
1998 5.07 2.62 0.31 2.14
1997 5.15 2.64 0.32 2.19
1996 4.91 2.61 0.29 2.01
1995 5.27 2.82 0.41 2.04
1990 4.35 2.04 0.42 1.89
1985 3.79 1.42 0.44 1.93
1980 3.45 1.37 0.46 1.63
1975 2.97 0.87 0.44 1.66
1970 2.82 0.83 0.46 1.61
1965 2.62 0.72 0.44 1.46
1961 1.88 0.67 0.45 0.76

Fonte: WHO, 2003c

No Brasil, devido ao consumo crescente de bebidas alcodlicas, legislacdes
especificas foram elaboradas como a lei n°® 9.294 de 15 de julho de 1996,
que dispbe sobre as restricbes ao uso e a propaganda de produtos
fumigeros, bebidas alcodlicas, medicamentos, terapias e defensivos
agricolas (BRASIL, 1996). Esta teve alguns dispositivos alterados, pela lei
10.167 de 27 de dezembro de 2000, que por sua vez foi recentemente
modificada pela lei 10.702 de 14 de julho de 2003 (BRASIL, 1996; 2000b;
2003b).
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Todos estes dispositivos legais regulamentam a propaganda sobre &lcool
no radio e televisdo em certos horarios, restringe a inclusdo de jovens e
adolescentes vinculados a essas propagandas, além da proibicdo de venda
de bebidas alcodlicas a menores de 18 anos (BRASIL, 2000b; 2003b).

Apesar dessas restricbes, um numero preocupante de adolescentes entre
10 e 12 anos consome em excesso bebidas alcodlicas (GALDUROZ &
NOTO, 2000).

O Conselho Superior do CONAR, no dia 12 de setembro de 2003 aprovou
uma completa revisdo das normas éticas que regulamentam a publicidade
de bebidas alcoodlicas, no sentido de proibir a utilizacdo de individuos
menores de 25 anos em pecas publicitarias e restringir o uso das figuras
gue possam ser associadas ao erotismo ou ao publico infanto - juvenil
nesse tipo de propaganda (CONSELHO NACIONAL DE AUTO -
REGULAMENTACAO PUBLICITARIA, 2003 a,b,c).

Este Cdodigo estabelece a distincdo entre 3 categorias de bebidas: as
normalmente consumidas nas refeicbes - cervejas e vinhos -; as demais
bebidas alcodlicas, fermentadas ou destiladas (servida por doses) e a da
categoria das ice, coolers apresentadas misturadas com &agua, suco ou
refrigerante (CONSELHO NACIONAL DE AUTO - REGULAMENTACAO
PUBLICITARIA, 2003 a,b,c).

Apesar dessas leis, de campanhas de educacéo e adverténcia e até mesmo
de restricbes ao seu uso, 0 consumo tem aumentado de maneira
preocupante e a dependéncia ao alcool é um problema que afeta milhdes
de individuos no Mundo. No Brasil o contingente de consumidores
excessivos é de aproximadamente 10 milhdes, representando um grave
problema de saude publica (LIMA, 2003).
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Os critérios utilizados para determinar os conceitos de uso, abuso e
dependéncia sdo complexos, sendo influenciados pela cultura, sociedade e
variacdes individuais (CAETANO, 2002).

Segundo Glantz, (1992) o uso € definido como consumo controlado em
termos de frequéncia e quantidade, sem que sejam observados efeitos

adversos para o usuario, ao contrario do uso abusivo.

Geralmente, os conceitos sobre os consumidores de bebidas alcodlicas sao
classificados de acordo com a quantidade — drinques - ingerida por dia ou
por semana. A denominacdo de drinque e respectiva concentracdo de
etanol sdo bastante variaveis entre os paises. Na Inglaterra um drinque
padrao equivale a 8g de etanol, no Japao a 19,75g e nos Estados Unidos a
12 g - 0,5 fluid once ou 11,61 mL. Contudo, na Inglaterra 1 once equivale a
28,41mL ou 22,30g de etanol (UNITED STATES, 1995; DUFOUR, 1999).

No Brasil, segundo a Secretaria Nacional Anti Droga (SENAD), um drinque
padrdo é representado por uma lata de cerveja - + 300 mL -; ou uma taca
de vinho - 120 mL -; ou 36 mL de uisque, pinga ou vodka - um pouco menos

gue uma dose comum no Brasil, que é de 50 mL - (BRASIL, 2000a).

Dawson, (1995) criou uma escala para diferenciar os consumidores de

alcool, tendo por base o consumo de drinques em determinados periodos.
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TABELA 5. Classificagdo do consumidor de bebidas alcodlicas de acordo
com a quantidade ingerida em determinados periodos.

DENOMINACAO DO QUANTIDADE DE ALCOOL
CONSUMIDOR INGERIDA
“ABSTEMIO” Menos que 12 doses/ano

“LEVE” 1-13 doses/més
“MODERADO” 4 — 14 doses/semana
‘PESADO” Mais de 2 doses/dia

Fonte: DAWSON, 1995.

O padrao de consumo de alcool também pode ser medido por unidades de
bebida — UB -. Uma unidade de bebida equivale a 10 gramas de alcool
puro. A obtencdo das unidades-equivalentes de uma determinada bebida é
feita multiplicando-se a quantidade da mesma por seu teor alcodlico, que é
expresso em porcentagem ou em GL - Gay Lussac -. Obtido esse valor faz-
se a conversao das unidades de bebida em gramas de etanol (MARQUES
& RIBEIRO, 2002).

Entretanto, este tipo de abordagem néo correlaciona a quantidade ingerida
com a alcoolemia. A concentragdo sanguinea € variavel, dependendo de
varios fatores entre estes o metabolismo individual, raca e sexo. Por
exemplo, nas populagdes asiaticas - chinesas e japonesas -, ocorre uma
variacdo na ALDH — genes modificados que codificam a ALDH para ALDH2
-, sendo estes deficientes dessa enzima e dessa forma demonstram uma
reacdo de sensibilidade ao alcool. Nas mulheres essa concentracdo é
geralmente maior devido a diminuicdo do metabolismo de primeira
passagem no estbmago e da quantidade de particio de agua ser menor
que a do homem (JULIEN, 1998; RAMCHANDANI ; BOSRON & LI, 2001).
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A tabela 6 apresenta a concentracdo sanguinea obtida de acordo com a

quantidade e respectiva dose de bebida alcodlica ingerida.

TABELA 6. Concentracdo sanguinea de etanol, apés meia hora da ingestao
de quantidades variaveis de bebidas alcodlicas observadas em individuos

com diferentes pesos corporeos.

PESO CORPORAL

QUANTIDADE 60 Kg 70 Kg 80 Kg
INGERIDA
g/L
1 lata de cerveja 0,27 0,22 0,19

1 copo de vinho tinto
1 dose de uisque

2 latas de cerveja 0,54 0,44 0,38
2 copos de vinho
2 doses de uisque

3 latas de cerveja 0,81 0,66 0,57
3 copos de vinho
3 doses de uisque

Fonte: Extraida de Marques & Ribeiro, 2002
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2.2 Abuso e dependéncia ao alcool

O alcool apresenta a capacidade de desenvolver um padrdao de
comportamento de uso abusivo devido aos seus efeitos farmacoldgicos
agradaveis - reforco primario -, da aversdo a sindrome de abstinéncia, do
desenvolvimento de tolerancia e de fatores individuais, ambientais e sociais

- reforgos secundarios — (MIiDIO, 1992).

Estima-se que 90% da populacédo adulta dos paises civilizados consomem
alcool com periodicidade, sendo que aproximadamente 50% possuem
problemas temporérios e 10 a 12% sao dependentes (MARQUES &
RIBEIRO, 2002).

Segundo levantamento domiciliar realizado em 107 cidades do pais, 11,2%
da populacdo pesquisada € dependente de &lcool, sendo responséavel por
mais de 90% dos casos de internacdes por dependéncia de drogas nos
hospitais. O alcool é a droga que mais prejuizos trazem a sociedade,
ocasionando 6,5 vezes mais mortes do que outras drogas ilicitas
(UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 1999; CARLINI, et al., 2002).

Os problemas relacionados ao consumo de alcool ndo estdo restritos ao
uso crénico, pois qualquer padrdo de consumo pode trazer complicacfes
para o individuo. Mesmo o0s que bebem eventualmente podem abusar,
levando a problemas sociais, fisicos e psicologicos (MARQUES & RIBEIRO,
2002).

A Associacdo Psiquiatrica Americana apresenta 0s critérios para

diagnosticar o uso abusivo de alcool (TABELA 7).
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TABELA 7. Critérios para o diagnéstico de uso abusivo de &lcool, conforme
o DSM - IV.

A. Preenchimento de pelo menos 1 dos critérios, ocorrendo em um

periodo de 12 meses
1. Uso recorrente da substancia resultando em problemas no
trabalho, escola (Ex: auséncias, suspensoes, indisciplina, ou

expulsao); ou no lar (negligéncia dos deveres domeésticos).

2. Uso recorrente de substancias em situacbées em que ha risco

fisico (dirigir veiculos, operar maquinas).
3. Problemas legais pelo uso de drogas.

4. Uso persistente apesar de problemas interpessoais ou sociais

causados ou exacerbados pelo uso de drogas.

B. Nunca ter preenchido os critérios para o diagnostico de dependéncia.

Tabela baseada em American Psychiatric Association — Diagnostics and
Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition, Washington, DC,
1994. Fonte: Scivoletto & Malbergier, 2003.

Existem variacBes individuais qualitativas e quantitativas quanto a
guantidade para causar a sensacao de prazer, bem como no tempo de
consumo para ocorrer dependéncia. A experiéncia clinica sugere que séo
necessarios 10 anos ou mais para o desenvolvimento da dependéncia ao
alcool. O numero de anos varia de paciente a paciente e esta relacionado
como outros fatores: quantidade consumida, ambiente socio—cultural e

historico familiar de problemas com o alcool (CAETANO, 2002).
Os critérios para definir a dependéncia a substancias psicoativas sao

apresentados pela DSM - IV e por diversos autores e Instituicbes

governamentais.
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O conceito de dependéncia é apresentado na DSM-IIIR como: “sintomas
comportamentais e fisioldgicos que indica que uma pessoa tem prejuizo do
controle do uso de uma substancia psicoativa ou 0 uso continuo dessa
substancia a leva para consequéncias adversas”. Este termo é utilizado

alternadamente com o vicio e com o alcoolismo (WHO, 1994).

A Organizacdo Mundial de Saude no Cddigo Internacional de Doencas,
designado - CID-10 - define a dependéncia como: “Conjunto de fenébmenos
comportamentais, cognitivos e fisioldgicos que se desenvolvem, apdés
repetido consumo de uma substancia psicoativa, associados ao desejo
incontrolavel de usar a droga, a dificuldade de controlar o consumo, a
utilizacdo persistente apesar das suas consequéncias negativas, a uma
maior prioridade dada ao uso da droga em detrimento de outras atividades
e obrigacBes, a um aumento da tolerancia pela droga e por vezes, a um
estado de abstinéncia fisica (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1993).

Segundo a mesma Organizacdo outra terminologia utilizada é a adic¢do ao
alcool - ou outra droga -, que € caracterizada pelo uso frequente desta
substancia de maneira que o0 usuario - denominado adicto - €
periodicamente ou cronicamente intoxicado, apresenta compulsdo ao uso
da substéncia, tem grande dificuldade em cessar ou modificar 0 seu
consumo e apresenta determinacdo em obter a droga através de qualquer
meio. Tipicamente, ha desenvolvimento da tolerancia e quando héa

interrupcdo do uso € observada a sindrome de abstinéncia (WHO, 1994).

Os termos dependéncia fisica ou fisiologica e dependéncia psiquica ou
psicolégica sao também, frequentemente referidos, o primeiro esta
associado a o desenvolvimento de tolerancia e sindrome de abstinéncia e o

segundo aos fendmenos de desejo intenso e a compulsao (WHO, 1994).
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Da-se preferéncia ao uso do termo neuroadaptacdo, que € a alteracao
observada no sistema nervoso central devido a presengca de uma
substancia psicoativa, ap0s exposicado unica ou repetida, que se manifesta
pelo aparecimento de transtornos fisicos intensos quando o uso é
interrompido - sindrome de abstinéncia - ou pela resposta diminuida para
uma mesma concentragdo no sito de agao - tolerancia farmacodinamica —
(MIDIO, 1992).

Em resumo a esséncia da dependéncia € a incontrolavel procura e uso
compulsivo da droga, mesmo na presenca de conseqiéncias negativas,
sociais e a saude do usuario (LESHNER, 2001).

O termo alcoolismo foi originariamente utilizado por Magnus Huss, em 1849
e foi reconhecido como doenca psiquiatrica ha 38 anos — 1965 - pela
Associacao Psiquiatrica Americana. Em meados de 1970, foi definido como
doenca crbnica, progressiva e potencialmente fatal (JULIEN, 1998; UNITED
STATES, 2002). Pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como
consumo de bebida alcodlica de forma continuada, causando prejuizos

emaocionais, sociais e fisicos ao individuo (WHO, 1994).

Segundo o National Council on Alcoholism and Drug Dependence (NCADD)
e a American Society of Addiction Medicine (ASAM), o alcoolismo é uma
doenca primaria - ndo é sintoma de outras doencas -, crdnica cuja
manifestacdo e desenvolvimento sao influenciados por fatores genéticos,

psicossociais e ambientais (NCADD, 1990).

De acordo com Manual Diagnostico e Estatistico da Associacao Psiquiatrica
Americana, 4° edicdo - DSM — IV - o0 estabelecimento do diagnostico da
dependéncia ao alcool requer a presenca de pelo menos 3 dos 7 sintomas,
em um periodo de um ano. Esses sintomas séo apresentados na TABELA 8
(DESHMUKH, et al., 2003).
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A reducédo ou suspensao da ingestdo de alcool em usuarios cronicos, leva
ao aparecimento de um conjunto de sinais e sintomas definidos como
sindrome de abstinéncia do alcool. (MASTERS, 2003).

Os sintomas e severidades dessa sindrome s&o determinados pela
quantidade e duracdo do consumo de alcool, sendo que no primeiro estagio
ocorre tremores, nauseas, diarréia, sudorese, febre, insonia, irritabilidade,
hipertensdo e pupila dilatada. Essa fase pode ser acompanhada por
convulsdes tonico-clonicas e em casos severos por derrame cerebral, cerca
de 12 a 48 horas ap6s a Ultima ingestdo da bebida (CAETANO, 1996;
BRIEN, 2001; FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001; RANG, et al.,, 2001a;
DESHMUKH, et al., 2003).

Nas primeiras 48 horas, ap0s a abstinéncia ao éalcool, alguns individuos
podem apresentar sindrome de abstinéncia com delirium - delirium tremens
-, que € um estado neuropatoldgico caracterizado por confusédo, alucinacdes
- tipicamente visual ou téctil, menos comumente olfativa ou auditiva -,
agitacdo, tremores, delirio, febre, taquicardia e hipertensdo (FLEMING;
MIHIC & HARRIS, 2001; RANG, et al., 2001a).

Esses sintomas podem n&do aparecem isoladamente no dependente,
ocorrendo em conjuncdo com infeccdes, traumas e desnutricdo (BRIEN,
2001).
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TABELA 8. Critérios para diagnéstico da dependéncia de alcool, conforme
o DSM - IV.

Ocorréncia de 3 ou mais critérios, em um periodo de 12 meses:

1. Tolerancia caracterizada por uma das seguintes situacoes:
a) Necessidade de aumentar a quantidade da substancia utilizada
para a obtencéo dos mesmos efeitos.
b) Diminuicdo do efeito, devido ao uso continuo de mesma

guantidade da substancia.

2. Abstinéncia:
a) Sindrome de Abstinéncia.
b) Utilizacdo da substancia para aliviar ou evitar os sintomas de

abstinéncia

3. A substancia € utilizada freqientemente em quantidades maiores ou

por periodos maiores do que o individuo deseja.

4. Desejo persistente ou tentativas malsucedidas para diminuir ou

controlar o uso.

5. O individuo gasta grande parte do seu tempo em atividades para a
obtencado da substancia, para usa-la ou recuperar-se de seus efeitos.

6. As atividades sociais, profissionais ou recreativas anteriormente

importantes sdo abandonadas ou reduzidas devido ao uso da droga.

7. O uso da substancia é mantido, apesar de problemas fisicos e
psicoldgicos recorrentes, sabidamente causados ou exacerbados pela

droga.

Tabela baseada em American Psychiatric Association — Diagnostics and
Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition, Washington, DC,
1994. Fonte: Scivoletto & Malbergier, 2003.
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O consumo excessivo de alcool por um extenso periodo de tempo leva ao
desenvolvimento de tolerancia (DRUMMER, 2001; MASTERS, 2003). Os
consumidores crbnicos ndo somente podem adquirem tolerancia, mas
também desenvolver a dependéncia, o que explicaria o intenso desejo de
consumir a bebida pela manhd, devido a diminui¢cdo dos niveis de etanol no

organismo durante a noite (BRIEN, 2001).

A tolerancia € definida pela adaptacdo do sistema biolégico a um agente
quimico que resulta na necessidade de doses maiores deste agente para
obtencdo de efeitos de mesma intensidade e duracdo que os obtidos
originariamente Existem diversos tipos de tolerancia: metabdlica,
farmacodinamica, cruzada, aguda, cronica e reversa (KOSTEN &
HOLLISTER, 2003; MIDIO, 1992).

Segundo Julien, (1998) o desenvolvimento da tolerancia ao alcool depende
da quantidade consumida, do tipo de bebida e do tempo de consumo. Essa
pode ser classificada em 2 tipos: tolerédncia metabdlica, responsavel por
25% dos casos e a tolerancia farmacodinamica - Tecidual ou Funcional -,

sendo o tipo mais comum.

A tolerancia cruzada é observada com o alcool e outras substancias de
mesma estrutura quimica e mecanismos de acdo como os barbittricos de
baixa solubilidade lipidica e os benzodiazepinicos (KHANNA; CHAU &
SHAH, 1996).

A tolerancia crbnica é desenvolvida depois da administracdo repetida de
alcool por um periodo de dias ou semanas (HILTUNEN, 1996).

Além desses tipos é referida a existéncia de tolerancia aguda, que seria
dependente da dose e da experiéncia anterior no consumo de alcool.
Moskowitz e Coworkers concluiram que a ocorréncia da tolerancia aguda
independe da existéncia da tolerancia crénica em consumidores cronicos
(HILTUNEN, 1996).
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Outra forma de tolerancia, que difere das anteriores € a tolerancia rapida,
observada em resposta a segunda dose, ou seja, 8-24 horas, depois da
exposicdo prévia a 1% dose (KHANNA; CHAU & SHAH, 1996).

Brust, (1999) relata a existéncia de tolerancia reversa, pois 0 organismo se
encontra mais sensivel a alguns efeitos do alcool e a experiéncia positiva
causada por ela - “memodrias emocionais” -, levaria o individuo ao uso
continuo ou até mesmo as recaidas. Este tipo de tolerancia é caracterizado
por uma hipersusceptibilidade adquirida pela utilizacdo continua de uma
droga ou farmaco, quando os efeitos obtidos sdo de maior intensidade que

os originalmente obtidos, nas mesmas condicfes de exposicao.

Segundo Brien, (2001) outro tipo de tolerancia observada é a inata,
determinada geneticamente, podendo ocorrer no primeiro momento que a
droga é utilizada, representando uma caracteristica biolégica que contribui

para o desenvolvimento do alcoolismo.
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2.3. Toxicocinética do etanol

O etanol é uma pequena molécula - <100 dalton -, solivel em agua e em
gordura. Dessa forma é rapidamente permeavel em todos os Orgaos do
corpo e afeta muito de suas fungbes vitais (LIEBER,1999; JONES &
POUNDER, 1998; PIANO, 2002; MASTERS, 2003).

O etanol é rapidamente absorvido através do estdbmago - 20% - e do
intestino delgado - 80% -, atingindo a concentracdo maxima sanguinea
entre 30 e 90 minutos (JULIEN, 1998; SCIVOLETTO & MALBERGIER,
2003; LIEBER, 1999; RAMCHANDANI; BOSRON & LI, 2001).

Entre os fatores que podem influenciar na absorcéo séo citados a presenca
de alimento no trato gastrintestinal e o teor alcodlico ingerido. A absorcéo é
mais rapida quando nas concentracbes de 15 a 30% de etanol e é
comprometida em concentracfes maiores que 30% devido a reducdo da
motilidade gastrica, estimulacdo do suco gastrico e prejuizo da mucosa
gastrica (ABEL, 1983).

Devido as suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas, o etanol é
rapidamente distribuido por todos os fluidos corpéreos e tecidos. A
guantidade de etanol nos tecidos pode variar, dependendo da massa
corpérea e da quantidade de agua entre os diferentes individuos (ABEL,
1983).

As barreiras hematencefdlica e hematoplacentaria sao livremente
permedaveis ao alcool. Os niveis de etanol no feto sdo semelhantes aos da
mae (JULIEN, 1998; PARKINSON, 2001; SCIVOLETTO & MALBERGIER,
2003;).
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A biotransformacdo do etanol ocorre primeiramente no figado, e uma
pequena quantidade ocorre nos pulmdes, rins e intestino (ABEL, 1983;
BRUCKNER & WARREN, 2001).

Aproximadamente de 90 a 98% do alcool ingerido é biotransformado no
figado pela acédo da enzima &lcool desidrogenase. Essa biotransformacao é
relativamente constante na taxa de 15 — 18 mg/dL por hora (CONE, 1993;
PARKINSON, 2001; PIANO, 2002; SCIVOLETTO & MALBERGIER, 2003).

A quantidade de etanol oxidada em um certo intervalo de tempo é
proporcional ao peso corpéreo do individuo. Entretanto, uma pequena
guantidade de etanol - 15% - é biotransformado pela enzima 4&lcool
desidrogenase gastrica responsavel pelo metabolismo de primeira
passagem do etanol. Esse metabolismo gastrico reduz a concentracdo de
etanol no sangue. As mulheres apresentam menor nivel da enzima éalcool
desidrogenase gastrica e consequentemente maiores niveis de etanol no
sangue (JULIEN, 1998; JONES & POUNDER, 1998, WEATHERMON &
CRABB, 1999).

Frezza et al., em 1990 para comprovar esse fato realizaram um estudo
comparativo entre homens e mulheres, que consumiram as mesmas
guantidades de etanol. As mulheres apresentaram maior concentracdo de
alcool no sangue do que os homens. Isso ocorre nas mulheres devido a
menor quantidade de agua no organismo e menor metabolismo de primeira
passagem por apresentarem quantidades diminuidas da enzima alcool

desidrogenase gastrica.

O metabolismo do etanol ocorre por 3 vias de acdo: alcool desidrogenase —
ADH -, no sistema de oxidacdo microssomal do etanol — MEOS - e no
sistema da catalase. A principal via de biotransformacdo do etanol envolve
a alcool desidrogenase, enzima que contém zinco e que catalisa a
conversdo do etanol para acetaldeido (OSBORN, 1994; AHMED, 1995;
MOSLEN, 2001; PARKINSON, 2001; SCIVOLETTO & MALBERGIER,
2003; MASTERS, 2003).
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O etanol em concentragcbes maiores também sofre biotransformacgéo pela
acao do citocromo P450, principalmente a isoforma CYP2E1, do sistema de
oxidacdo microssomal — MEOS - utilizando o NADPH como cofator. A
CYP2E1 também tem uma alta capacidade para biotransformar algumas
drogas conhecidas, como o paracetamol, para seu metabdlico téxico que
pode promover a carcinogénese. Por outro lado a ingestdo aguda de etanol
pode inibir a biotransformacao de algumas drogas por competicdo atraves
de uma pequena parcela da via microssomal. As interacfes do alcool com
outros medicamentos serdo abordados mais a diante (OSBORN, 1994;
AHMED, 1995; LIEBER, 1999; MOSLEN, 2001; PARKINSON, 2001,
SCIVOLETTO & MALBERGIER, 2003; MASTERS, 2003).

A terceira via do metabolismo do etanol, a catalase, contribui com 10% da
biotransformagcdo do etanol. No interior dos peroxissomas, o etanol é
oxidado com formacdo de acetaldeido, sendo necesséario o consumo de
peréxido de hidrogénio que é transformado em agua (LIEBER & ABITTAN,
1999).

O acetaldeido resultante das 3 vias de biotransformacdo do etanol é
convertido em acido acético pela enzima aldeido desidrogenase, utilizando
o NADH como cofator. Grande parte desse acido acético entra como acetil
COA no ciclo de Krebs, oxidando totalmente o CO; e a H,O. Durante esse
processo ocorre o desprendimento de 7,2 calorias por grama de alcool. Os
processos de biotransformacdo sdo mostrados na FIGURA 1 (OSBORN,
1994; AHMED, 1995; ABBOTT, 1996 MOSLEN, 2001; PARKINSON, 2001;
SCIVOLETTO & MALBERGIER, 2003; MASTERS, 2003).

26



Microssomos

NADP" . H,O H,O

OH
CH3CH /

NADPH + H*

Mitocbéndria

Citosol \ NADH + H
B
. / o
CHsC =

CH3CH,OH > CHC™ > “
H
etanol l Acido acético
acetaldeido NAD™
NAD* NADH + H* /
 Peroxissomos |

.

H>0;

FIGURA 1. Processos de biotransformacdo do etanol: A - Sistema de
oxidacdo microssémica — MEOS -, B — Enzima alcool desidrogenase — ADH
-, C — Sistema de catalase e D - Enzima aldeido desidrogenase
(PARKINSON, 2001).

A biotransformacédo do etanol pode ser afetada por diversos fatores como o
aumento da enzima alcool desidrogenase, apdés o consumo crénico. Outro
fator que afeta a biotransformacdo é a dieta. A frutose, por exemplo,
estimula a oxidacdo do alcool e a deficiéncia de proteinas causa a
diminuicdo de ADH - &lcool desidrogenase - (ABEL,1983; MASTERS,
2003).
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Aproximadamente, 2% do &lcool ingerido s&do excretados inalterados
principalmente através dos rins e pulmdes. Quando grandes quantidades de
etanol sdo ingeridas cerca de 10% ndo sao oxidados. Pequenas
guantidades de etanol podem ser encontradas no suor, lagrima, bile, suco
gastrico, na saliva e outras secre¢des (LARINI & SALGADO,1997; HOBBS;
RALL & VERDOORN, 1996; RAMCHANDANI; BOSRON & LI, 2001).

Na TABELA 9 sédo apresentados os parametros quimicos - toxicoldgicos do
etanol (ABBOTT, 1996).

TABELA 9. Parametros quimico-toxicoldgicos do etanol.

peso molecular 46,07
solubilidade em agua SOLUVEL
estrutura CoHgO
vias de administracao ORAL
duracéo do efeito (h) 2-6

meia vida plasmatica (h) 2-14
volume de distribuicéo (I/kg) 0,6
clearence (ml/min/kg) DEPENDE DA DOSE
% excretada 2-10%
dose téxica (mg/dl) 100
niveis sanguineos téxicos (mg/dl) 100-400

Fonte: MOFFAT, et al., 1986
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2.4. Efeitos do etanol

O alcool pode provocar intoxicacfes agudas e cronicas. A expectativa de
vida para os dependentes € menor em 10 a 12 anos em comparagdo com a
populacao geral (LIMA,2003).

Os sinais e sintomas da intoxicacdo alcoodlica ocorrem por niveis crescentes
de depressdo do sistema nervoso central. Inicialmente ha um estado de
excitacdo e euforia leve, evoluindo para tontura, ataxia e incoordenacao
motora. Depois, para confusdo e desorientacdo, atingindo graus variaveis
de anestesia, com dificuldades de respiracdo, estupor e finalmente o coma
alcodlico (MARQUES & RIBEIRO, 2002)

Os efeitos psicologicos e comportamentais dos varios niveis de alcoolemia

sao apresentados na TABELA 10, de acordo com dois autores diferentes.
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TABELA 10. Efeitos do consumo de alcool apresentado por dois autores de

acordo com a alcoolemia.

Concentracao
de alcool no

sangue (g/L)

Sinais e Sintomas

MILHORN, 1990

MARQUES & RIBEIRO,2003

0,2
0,3
0,4

0,5

0,6

0,8

1,0

15
2,0

3,0

4,0

4,5

50

Sensacéo de calor e relaxamento

Relaxamento e pele ruborizada
Vertigem, desinibicdo, diminuicao do
autocontrole e da capacidade de
julgamento, coordenacéo levemente

comprometida

Julgamento e critica prejudicados,
processos de tomada de decisbes

afetados — como dirigir-

Coordenacao motora comprometida,
diminuic&o dos reflexos, sensacéo de
dorméncia na face e extremidades do

corpo

Dificuldades nas articulacbes das
palavras, “lentificagcao dos reflexos,
deteriorag&o do controle dos

movimentos voluntérios
Prejuizo do equilibrio e movimento

Fala pastosa, perda do equilibrio, visdo
dupla
Confuséo, estupor, pode ocorrer perda

da consciéncia

Inconsciéncia, pele fria e umida

Fregliéncia respiratdria diminuida

Morte por depresséo do centro

respiratorio

Excitacado e euforia

Incoordenacédo motora discreta,
alteracao do humor,

personalidade e comportamento

Incoordenacdo motora
pronunciada com ataxia, piora

dos reflexos e do humor

Piora da ataxia, nauseas,
vOmitos

Amnésia, hipotermia, anestesia

Coma morte (bloqueio

respiratério central)

Fonte: Adaptada de MILHORN, 1999 e MARQUES & RIBEIRO, 2003.
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2.4.1. No Sistema Nervoso Central (SNC)

Os principais efeitos agudos do etanol ocorrem no sistema nervoso
central, onde suas acdes depressoras assemelham-se as dos
anestésicos volateis (MASTERS, 2003). O seu consumo cronico afeta
negativamente o cérebro, podendo causar lesdes de origem multipla e
multifatorial (NEIMAN, 1998).

Na célula, o efeito do etanol € puramente depressor, embora ele
aumente a atividade dos impulsos por desinibicdo em algumas partes do
SNC, principalmente nos neurdnios dopaminérgicos mesolimbicos

envolvidos nas vias de gratificacdo (RANG et al., 2001a).

As principais teorias sobre a ativa¢ao do etanol sdo:

» exacerbacao da inibicdo mediada pelo GABA, semelhante a acdo dos

benzodiazepinicos;

* inibicdo do ingresso de calcio através dos canais de calcio controlados

por voltagem;

* inibicdo da funcdo dos receptores de glutamato (HOBBS; RALL &
VERDOORN, 1996; FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001).

O alcool potencializa a acdo do GABA - 4cido gama-aminobutirico - por
atuar sobre os receptores GABA, semelhante a acdo dos
benzodiazepinicos, que mimetizam ou intensificam muitos dos efeitos
agudos causados por ele (OSBORN, 1994; JONES & POUNDER, 1998;
MORROW et al., 2001).
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O etanol aumenta a inibicdo sinaptica mediada pelo GABA e pelo fluxo
de cloreto, sendo esta acdo também considerada como mecanismo de
acao. Esse efeito e outras acfes sedativas e motoras sao inibidos pela
bicuculina, um antagonista especifico dos receptores GABAérgicos. No
uso cronico, foi constatada nos niveis plasmaticos uma diminuicdo da
func@o dos receptores GABA,, resultando na sindrome de abstinéncia
(OSBORN, 1994; HOBBS; RALL & VERDOORN, 1996; BITTENCOURT,
2000; FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001; MORROW et al., 2001).

O etanol inibe a liberacdo de transmissores que ocorre como resposta a
despolarizacdo da terminacdo nervosa, sem afetar a liberagcéo
provocada pelos ion6foros do calcio. Em consonancia, com esta acao
verificou-se que o etanol inibe nos neurdnios abertura dos canais de Ca*
- elemento importante na funcdo de neurotransmissdo -, sensiveis a
voltagem (HOFFMAN & TABAKOFF, 1993; LITTLE, 1995; DIAMOND,
1994).

Na privacao do etanol, ocorre um excesso de canais e aumento do fluxo
de Ca’, resultando em uma situacdo excessiva de transmissdo, que
contribui para a Sindrome de Abstinéncia (NUTT & PETERS, 1994).

Os efeitos excitatérios do glutamato s&o inibidos pelo etanol em
concentracfes semelhantes aquelas que produzem efeitos no SNC. A
ativacdo do receptor NMDA - N-metil-D-aspartato - é inibida por
concentracbes menores de etanol do que aquelas necesséarias para
afetar os receptores AMPA - a amino-3-hidroxi-3-metil-isoxazol -. Esses
receptores fazem parte dos subtipos dos aminoacidos excitatérios
denominados EAA, ou seja, transmissores que medeiam respostas
sinapticas excitatérias rapidas do SNC (HOFFMAN & TABAKOFF, 1993;
FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001; HADFIELD; MERCER & PARR,
2001).
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Esses efeitos possivelmente contribuem para as suas agles
depressoras, inclusive, para os distarbios de memobria, pois 0s
receptores do NMDA desempenham importante papel no tipo de
plasticidade sinaptica ao longo prazo, responsavel pela memoria
(JULIEN, 1998).

Outros efeitos do etanol atuantes sobre diversos sistemas de

neurotransmissores e neuroreceptores:

» Sistema adrenérgico: o uso cronico de alcool aumenta a sintese e

liberacdo de noradrenalina, com isso ocorre uma diminuicdo da
sensibilidade pés-sinaptica, evidenciada pela diminuicdo da resposta de
AMPciclico a noradrenalina.

+ Serotonina: elevacdo dos niveis de serotonina através do uso de
inibidores seletivos da recaptura da serotonina diminui a preferéncia e o

consumo de alcool nos animais.

+ Acetilcolina: em uso agudo, o alcool diminui a atividade colinérgica, no
uso crbnico ocorre tolerancia (RANG et al.,, 2001a; SCIVOLETTO &
MALBERGIER, 2003).

Além dos efeitos agudos do etanol sobre o sistema nervoso, a
administracdo cronica também gera diversas sindromes neuroldgicas
irreversiveis como o quadro de encefalopatia de Wernicke caracterizada
por paralisia do musculo ocular externo, ataxia, distarbio na locomocao e
confusdo e/ou Sindrome de Korsakoff, que constitui em uma desordem
permanente do ceérebro decorrente de anormalidades nas funcgdes
cognitivas e emocionais, com incapacidade de aprendizado, de
memorizacdo e de reconhecimento de emocgbes (AHMED, 1995;
THERAPONDOS; DELAHOOKE & HAYES, 1999; DRUMMER, 2001;
HADFIELD; MERCER & PARR, 2001; MASTERS, 2003).
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Essas sindromes podem ser devidas ao proprio etanol ou a seus
produtos de biotransformagdo como o acetaldeido ou os ésteres de
acidos graxos - metabolismo ndo oxidativo -. A maioria dos dependentes
evidencia um grau de deméncia, tornando-se apaticos e com
pensamentos empobrecidos. Também se observa ocorréncia de
degeneracgéo cerebelar que leva a incoordenagdo motora, neuropatias
periféricas e miopatia. Algumas dessas alteracdes nédo sédo devidas ao
alcool propriamente, mas a uma deficiéncia concomitante de tiamina,
associado a traumas frequentes, a deficiéncia de vitaminas e a
desnutricdo (THERAPONDOS; DELAHOOKE & HAYES, 1999;
DRUMMER, 2001; HADFIELD; MERCER & PARR, 2001; MASTERS,
2003).

2.4.2. No Sistema Cardiovascular

O alcool age no sistema cardiovascular produzindo uma vasodilatacédo
cutanea, de origem central, diminuindo a temperatura corpérea —
hipotermia -. Também causa depressdo da atividade celular, podendo
ocasionar arritmias cardiacas, fibrilacdo atrial, inflamagcdo do musculo
cardiaco — miocardite -, semelhante aos sintomas da doenca congestiva
cardiaca, depressdo da contratilidade do miocardio, hipertensdo e
elevacao do colesterol sérico. O uso crénico esta associado a doencas
do coracao que pode resultar em fibrose miocardica (LORIMIER, 2000;
DRUMMER, 2001; RANG et al., 2001b; BRUCKNER & WARREN, 2001,
RAMOS, et al.,, 2001; PIANO, 2002; MASTERS, 2003; MUKAMAL,
CONIGRAVE & MITTLEMAN, 2003).
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Em contrapartida varios estudos tém relatado que o consumo moderado
de bebida alcodlica, doses pequenas de etanol consumidas diariamente,
poderia reduzir o risco de problemas cardiacos, arteriosclerose e certos
tipos de doencas, bem como, a reducdo do risco de osteoporose em
mulheres na fase de menopausa. Esse efeito protetor ocorre porque o
alcool induz o aumento de HDL no sangue com correspondente
decréscimo da LDL (JULIEN, 1998; DUFOUR, 1999; LORIMIER, 2000;
MUKAMAL; CONIGRAVE & MITTLEMAN, 2003).

A HDL é um fator de protecdo do organismo contra a formacédo de
placas de ateroma, e conseqientemente reduz a probabilidade de
doencas cardiovasculares. E também porque ele age sobre as
lipoproteinas plasmaticas, que sdo moléculas transportadoras de
colesterol e outros lipidios na corrente sanguinea (THERAPONDOS;
DELAHOOKE & HAYES, 1999; RANG, et al., 2001b; SCIVOLETTO &
MALBERGIER, 2003).

E possivel que o etanol tenha um efeito protetor em relagdo a
cardiopatia isquémica por inibir a agregacdo plaquetaria. No homem a
magnitude desse efeito depende crucialmente da ingesta de gordura na
dieta, e a extensdo de sua importancia clinica ainda nao foi esclarecida
(THERAPONDOS; DELAHOOKE & HAYES, 1999; RANG, et al., 2001b).

2.4.3. No Sistema Hematoldgico

No uso crénico de etanol pode ocorrer elevagdo do volume corpuscular
médio — VCM - devido a deficiéncia de &cido fdlico, levando em muitos
casos a anemia megaloblastica, plaquetopenia e leucopenia. A
intoxicacdo pode predispor para trombocitopenia e a disfuncdo
plaquetaria (THERAPONDOS; DELAHOOKE & HAYES, 1999;
FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001; MASTERS, 2003).
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2.4.4. No Sistema Endécrino

O uso crénico de alcool pode provocar diminuicdo da libido, impoténcia,
esterilidade e hipoglicemia. Aumenta o débito de horménios esteroides
suprarrenais por estimular a hipoéfise anterior a secretar ACTH. Contudo,
0 aumento da hidrocortisona plasmatica observada nos dependentes
deve-se parcialmente a inibicdo do metabolismo hepatico da
hidrocortisona pelo etanol (AHMED, 1995; HOBBS; RALL &
VERDOORN, 1996).

Os dependentes cronicos do sexo masculino costumam evidenciar
sinais de feminizacéo, associados a uma disfuncédo da sintese testicular
de esteroides. Contudo, a indugdo das enzimas microssémicas
hepaticas pelo etanol e conseqiientes aumento da taxa de inativacdo da
testosterona também contribui para a feminizacdo (RANG, et al., 2001a;
HOBBS; RALL & VERDOORN, 1996).

2.4.5. No Sistema Geniturinario

O élcool exerce um efeito diurético, bastante peculiar no corpo por
aumentar a excrecao de fluidos como resultado de um efeito da funcao
renal por decréscimo de reabsorcdo tubular de agua e decréscimo da
secrecdo de vasopressina, ou seja, do horménio antidiurético. Essa
diurese néo é persistente, desenvolvendo rapidamente tolerancia a esse
efeito (DRUMMER, 2001; FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001).
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2.4.6. No Sistema Gastrintestinal

O etanol aumenta a secrecdes de saliva e gastrica. Isso ocorre,
parcialmente devido a um efeito reflexo produzido pelo paladar e pela
sua acdo irritante. Também pode provocar secre¢do gastrica por acao
indireta sobre o estdbmago que inclui possivelmente a liberacdo de
gastrina (OSBORN, 1994).

O consumo intenso gera uma lesdo direta da mucosa gastrica que pode
resultar em gastrite; Ulceras de estdbmago, duodeno e pancreatite aguda
e cronica. Também apresentam diarréias cronicas, decorrentes da ma
absorcdo de alimentos no intestino delgado (ABBOTT, 1996; FLEMING,;
MIHIC & HARRIS, 2001; RANG et al., 2001a).

Existem relatos que o consumo de bebidas alcodlicas pode estar
associado a canceres de boca, faringe, laringe e eséfago, especialmente
em tabagistas (LORIMIER, 2000; BUCKENER & WARREN, 2001;
DRUMMER, 2001; FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001).

Para o figado as consequéncias mais comuns do consumo excessivo de
alcool séo: esteatose hepética; hepatite alcodlica e cirrose, sendo essa
Gltima de carater irreversivel. Aproximadamente de 15 a 20% dos
dependentes cronicos desenvolvem cirrose no periodo de 20 a 30 anos
e destes cerca de 20% podem apresentar infeccdo de hepatite C ,
devido ao fato destes estarem mais expostos a fatores de risco, como
uso de drogas injetaveis e necessidade de transfusfes sanguineas
(DRUMMER, 2001; FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001; JAMAL &
MORGAN, 2003; MASTERS, 2003).

37



No figado ocorre um aumento do acumulo de gordura - figado gorduroso
-, que progride para uma hepatite - inflamacédo do figado - e termina por
conduzir a necrose e fibroses hepéticas irreversiveis, que constitui a
cirrose, onde ocorre uma deposicao de fibras ao redor das veias centrais
- esclerose hialina central - (FLEMING; MIHIC & HARRIS, 2001;
MOSLEN, 2001).

Segundo, Rang et al., (2001a), os principais fatores para o acumulo de

gordura no figado sao:

* aumento da liberagao de acidos graxos pelo tecido adiposo decorrente

do aumento da tenséo, gerando uma descarga simpatica.

» disfuncdo da oxidacdo dos acidos graxos em virtude da carga

metabdlica imposta pelo proprio etanol.

O desvio de fluxo sanguineo do sistema porta pode gerar o
desenvolvimento de varizes esofagianas, que podem sangrar de

maneira subita e catastroéfica.

Outros fatores podem contribuir para a lesdao hepatica, como a
desnutricdo, pois um dependente supre suas necessidades caldricas
com o proprio etanol. Duzentos gramas de etanol - 1 garrafa de uisque -
produzem cerca de 1400 Kcal. Contudo, ao contrario de uma dieta
normal, ndo fornecem vitaminas, aminoacidos ou &cidos graxos (RANG
et al., 2001a).

A insuficiéncia hepética pode provocar um quadro de encefalopatia
grave e potencialmente letal, além de outros efeitos sistémicos de
faléncia hepatica. A incidéncia global de hepatopatia cronica parece ser
uma funcdo do consumo cumulativo de etanol com o passar dos anos
(SCIVOLETTO & MALBERGIER, 2003).
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2.4.7. No Desenvolvimento Fetal

No inicio da década de 70, ficou demonstrado que o etanol e seus
metabdlitos  apresentavam  mdultiplos  efeitos  bioquimicos e
fisiopatologicos, com potencial de causar alteragdes no desenvolvimento

fetal nos varios estagios da gravidez (ROSETT, 1979).

Em 1973, o termo Sindrome Alcodlica Fetal — SAF- foi elaborado para
designar um padréo especifico de dimorfismos e retardo do crescimento
em criancas de maes dependentes (JULIEN, 1998; DRUMMER, 2001).

A sindrome é caracterizada por combinacdes de varios componentes,
incluindo mutiplos abortos espontdneos e alguns aspectos

caracteristicos como:

* Desenvolvimento anormal da face, com olhos afastados,
fissuras palpebrais encurtadas, labio leporino e malares

pequenos.
* Reducéo da circunferéncia craniana — microencefalia -.
* Retardo na taxa de crescimento corporeo.

* Retardo mental de gravidade variavel e anormalidades
comportamentais como hiperatividade e dificuldade de integracao

social.

* outras anormalidades anatdmicas como, por exemplo,
anormalidades cardiacas congénitas - defeito do septo ventricular
-, mal formacgéo dos olhos, ouvidos, pés e maos (BRIEN, 2001;
DRUMMER, 2001; SCIVOLETTO & MALBERGIER, 2003).
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Estima-se que a incidéncia global de SAF, seja de 1 a 2 por 1000
nascimentos vivos. Essa incidéncia correlaciona-se fortemente com
consumo materno de alcool durante a gravidez e é de cerca de 19% em
maes que bebem — em meédia - um minimo de 4 unidades diarias de
bebidas durante a gestacdo (RANG et al., 2001a).
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2.5. Interacdo do Etanol com Farmacos

Numerosos medicamentos interagem com o etanol podendo ocasionar
alteracdes no metabolismo ou nos efeitos do alcool e/ou dos farmacos,
resultando em sérias consequéncias para a saude do individuo. O uso
concomitante de alcool e medicamentos pode causar nausea, vomitos,
cefaléias, perda da coordenacdo motora, problemas cardiacos, dificuldades
respiratorias e outros sintomas (DEITRICH & PETERSEN, 1979; UNITED
STATES, 2002).

As interacbes &lcool-medicamentos podem ser classificadas em 2
categorias gerais: farmacocinética e farmacodindmica. A interacao
farmacocinética ocorre quando o alcool interfere diretamente com o
metabolismo normal da medicagédo de 2 formas: diminuindo a excrecéo do
medicamento por competicio com a enzima P45 ou acelerando o
metabolismo do medicamento, porque o alcool aumenta a atividade do
citocromo Py4so (ADAMS, 1995; WEATHERMON & CRABB, 1999).

A interacdo farmacodinamica nédo envolve a ativacédo ou inibicdo da enzima,
mas se refere aos efeitos aditivos do alcool e de certos medicamentos.
Nesse tipo de interacdo, que ocorre mais comumente no Sistema Nervoso
Central, o alcool altera os efeitos do medicamento sem alterar a
concentracdo desse no sangue. Por exemplo, os efeitos depressores
causados pelo consumo moderado de alcool, como comprometimento da
oordenagdo motora e da capacidade de julgamento, sdo potencializados
pela ingestdo de sedativos-hipnaticos, anticonvulsivantes, antidepressivos,
ansioliticos ou narcéticos. As varias interacdes entre o alcool eos
medicamentos sao mostrados na TABELA 6 (ADAMS, 1995;
WEATHERMON & CRABB, 1999; SCIVOLETTO& MALBERGIER, 2003).
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TABELA 11. Interacoes entre o alcool e varias classes de medicamento.

Classe de

medicamentos

Principio
Ativo

Especialidade

Tipo de interacéo

Antihistaminicos

Antidiabético

Anticonvulsivante

(Barbitaricos)

Hipndticos-
sedativos

(Benzodiazepinicos)

Difenidramina
Clorfeniramina
Hidroxizina

Prometazina

Clorpropamida
Glipizida

Metformina

Fenobarbital

Clordiazepoxido
Clonazepam
Diazepam
Lorazepam

Midazolam

Benadryl
Benegrip
Hidroxine

Fenergan

Diabinese
Glipgen
Glifage

Gardenal

Menotensil
Rivotril
Valium
Lorax

Dormonid

* O &lcool aumenta os efeitos
desses medicamentos no
SNC, como sonoléncia,
sedacdo e diminuicdo da
coordenacgdo motora.

* As interagbes s&o mais
pronunciadas em idosos.

* O consumo de A&lcool por
diabéticos que tomam esses
medicamentos pode aumentar
o risco de hipoglicemia.

* A metformina pode causar
aumento dos niveis de &cido
latico no sangue depois do
consumo de alcool.

* Consumo cronico de alcool
aumenta a biotransformacao
do barbitlrico pelo citrocromo
P450.

* O alcool aumenta os efeitos
sedativo e hipnético no SNC.

* O é&lcool aumenta os efeitos
desses medicamentos no
SNC, como, sonoléncia,
sedacdo e diminuicdo da
coordenac¢do motora.
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Continuacao da Tabela 11.

Histaminicos H,

Relaxantes

musculares

iinflamatérios nao-

esteroides

Opidides

Sedativos e
hipndticos

Antidepressivos
triciclicos

Medicamentos
fitoterapicos

Cimetidina

Ranitidina

Carisoprodol

Ciclobenzaprina

Ibuprofeno
Naproxeno
Diclofenaco

Codeina
Morfina
Meperidina
Fentanila

Meprobamato
Hidrato de
Cloral

Amitriptilina
Imipramina
Nortriptilina

Camomila
Echinacea
purpurea

Tagamet
Antak
Logat

Tandrilax

Miosan

Reuplex
Flanax

Voltaren

Tylex
Dimorf
Dolantina
Durogesic

Equanil
Noctec

Anafranil
Tofranil
Pamelor

Vérias
preparacoes

* Esses medicamentos inibem a
ADH géstrica, dessa forma
reduzem o metabolismo de
primeira passagem para o0
alcool. Como resultado ha
maior nivel de alcool no sangue
para aquela determinada dose.

* O consumo de &lcool aumenta
0 prejuizo das abilidades fisicas
como dirigir e aumenta a
sedacéo.

* O Carisoprodol produz um
efeito semelhante aos opidides
quando tomado com alcool.
Utilizado algumas vezes como
uma droga de rua — street drug

* O consumo de alcool
associado a esses
medicamentos aumenta 0 risco
de sangramento gastrintestinal.

* O alcool aumenta os efeitos
desses medicamentos no
SNC, como sonoléncia,
sedagdo e diminuicdo da
coordenacgéo motora.

* O éalcool inibe o
metabolismo desses
medicamentos e produz

um efeito depressor no
SNC que inclui sonoléncia,
desorientacdo e confuséo

* O consumo de alcool
aumenta o risco de
sedacdo e queda abrupta
de pressdo quando a
pessoa esta de pé.

* O élcool pode acentuar a
sonoléncia, associado com
essas preparacdes
fitoterapicas.

Fonte: Adaptada de WEATHERMON & CRABB, 1999 e DEF 2002/03.
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Existem no mercado alguns medicamentos e solugcfes orais antissépticas
que contém etanol em suas composicOes, estes ndo deveriam ser
administrados ou utilizados por pessoas com distarbios hepéticos ou até
mesmo nas populacdes asiaticas - japoneses e chineses - com variacfes
no gene da enzima ALDH, apresentando reacdes desagradaveis na
presenca de etanol (LIEBER & ABITTAN, 1999; RAMCHANDANI; BOSRON
& LI, 2001).

Com a finalidade de identificar medicamentos que contém &lcool em sua
formulacdo, sendo vendidos livremente e sem prescricdo medica foi
realizada uma pesquisa em farmacias de Sao Paulo, apresentando os
seguintes resultados:

- A maioria das bulas e embalagens nao fornecia informacdes precisas

sobre a presenca de alcool em sua formulagéo.

- Biotdnico Fontoura®, Agua Inglesa® e Ténico Blumen® especialidades
farmacéuticas indicadas como estimulantes do apetite relatam apenas a
utilizacao de tintura, que € um veiculo com teor alcodlico na faixa de 50 a
70%, sendo posteriormente diluido na preparacdo das especialidades. O
Bioténico Fontoura® apresentou durante décadas em sua formulacdo a

presenca de alcool em concentracdes apreciaveis.

- A Agua de Melissa® utilizada como calmante e antiflatlulento apresenta em
sua embalagem a seguinte informacao:
Acada5mL: alcool....................... 3,750 mL

excipiente.................. 5mL
O produto apresenta um volume total de 50 mL e a posologia para diluir 1
colher de “chd@” - 5 mL - em agua. A quantidade de agua para a diluicdo nao

€ mencionada.
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- Também foram encontradas as especialidades indicadas como calmantes
Maracugina®, Pasalix® e Calman® - que apresentam em sua composic&o

extratos fluidos ou alcoolato, com teores alcodlicos semelhantes as tinturas.

- Nos medicamentos homeopaticos, o alcool etilico esta presente na tintura
— mae, na qual é utilizada para as suas manipula¢gdes. Os Florais de Bach
sdo exemplos desse tipo de medicamento, onde h& associacbes de
esséncias de flores e conhaque.

- Os fitoterapicos também utilizam solucbes alcodlicas para extrair o
principio ativo das ervas medicinais empregadas em sua formulacéo,

recebendo a denominacgao de alcoolato.

Zago, et al., (2003) relata um caso clinico de reincidéncia de abuso de
alcool por uso de especialidade farmacéutica. O paciente do sexo
masculino, com antecedentes de alcoolismo, abstinente ha 4 anos e 7
meses e que comecgou a se automedicar com um produto fitoterapico —
alcoolato — a base de camomila para aliviar sintomas digestivos. Com o
decorrer do tempo foi aumentando a freqiiéncia e quantidade de consumo,
chegando a ingerir 600 mL por dia do produto. Neste periodo apresentou
comportamentos agressivos semelhantes a época em que bebia.

Estes fatos alertam para a necessidade de um cuidado especial ao se
indicar o uso de determinados produtos para individuos com antecedentes
de alcoolismo.

Weathermon & Crabb, (1999) relacionaram medicamentos e antissépticos
bucais, encontrados no mercado dos Estados Unidos, que contém etanol
em suas composicoes. No mercado brasileiro foram encontrados alguns

desses produtos.
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TABELA 12. Medicamentos e antissépticos bucais e suas respectivas

concentracdes de etanol - em porcentagem -.

CONCENTRACAO
PRODUTO DE ETANOL (%)
Solucéo Oral de Cimetidina (GlaxoSmithKline) 2,8
Solucéo Oral de Ciclosporina (Abbott) * 9,5-12,5
Elixir de Digoxina (GlaxoSmithKline) 10,0
Elixir de Fenobarbital (Neovita) 14,0
Xarope de Ranitidina (Leofarma) 7,5
Cepacol (Aventis) * 14,0
Listerine (Pfizer) * 26,9
Listerine Cool Mint ou Freshburst (Pfizer) * 21,6
Plax — Advanced (Colgate) * 8,7
Oral — B Anti placas * 8,0

Fonte: WEATHERMON & CRABB, 1999;

* Produtos encontrados no mercado brasileiro.

Outro tipo de interacdo observada € a combinacdo de alcool e cocaina,
pratica muito comum entre os usuarios dessa ultima droga (CHASIN, 1998).
Segundo Farre et al., (1993) a administracdo conjunta aumenta a
concentracdo plasmética da cocaina, possivelmente porque a ingestédo
aguda de alcool inibiria 0 metabolismo da mesma.

No figado, na presenca de etanol, uma parte da cocaina presente sofre uma
reacdo de transesterificacdo mediada por uma carboxilesterase hepatica.
Isso resulta em alguns metabdlitos: etilbenzoilecgonina, cocaina etiléster,
etilcocaina e no mais conhecido cocaetileno (DEAN, et al., 1992;
SCHECHTER & MEEHAN, 1995).
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O cocaetileno tem propriedades farmacolégicas semelhantes as da cocaina,
mas com meia vida plasmética de 3 a 5 vezes maior. Tem maior
seletividade com transportador dopaminérgico e menor afinidade com a
serotonina, o que justifica 0 seu intenso efeito euforizante. Também esta
associado com isquemias, infartos, hipertensédo e arritmias, apresentando

graves consequéncias para o individuo (HEARN et al., 1991).
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3. ASPECTOS ANALITICOS

A disposicdo dos farmacos no organismo € dependente de suas
propriedades fisico-quimicas, da via de administracdo, dos processos
metabdlicos e da duracdo e frequéncia da exposi¢cdo. A concentracdo do
farmaco nos tecidos é influenciada pelo grau de ligagdo as proteinas
plasmaticas, pois somente a fracdo livre pode ser transferida do sangue
para os tecidos (HUESTIS & CONE, 1998).

O etanol é uma substancia psicoativa rapidamente absorvida no estbmago
e intestino delgado, tem baixo PM - < 100 Dalton - € muito soluvel na agua e
nao se liga as proteinas plasmaticas, sendo amplamente distribuido por
todos os tecidos do corpo. Essa distribuicdo no organismo € proporcional a
quantidade de agua existente nos tecidos. Esses fatores o tornam um
composto favoravel para analise em fluidos corporais (MACCHIA et al.,
1995; BATES & MARTIN, 1997; GUBALA & ZUBA, 2002).

O sangue e o ar expirado sdo conhecidos como matrizes convencionais e a
saliva, humor vitreo, o cabelo e o suor como alternativas para determinacao

de etanol.

Andlise utilizada em espécimes biologicos alternativos requer uma
tecnologia tradicional, mas que seja adaptada para as necessidades e
limitacbes impostas por essas matrizes. Espécimes alternativos
normalmente sao obtidos em pequenos volumes, além das substancias
serem encontradas em baixas concentracdes, dificultando a realizacdo das
analises (CONE, 2001).

A escolha da matriz biologica para determinacdo de etanol pode ser feita
baseada na aplicabilidade ou no objetivo da determinagdo (MACCHIA et al.,

1995).
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SANGUE

A determinacdo da concentracdo de etanol no sangue total € considerada o
parametro de referéncia no campo forense e na legislacdo de transito
(MACCHIA et al., 1995). A concentracdo que define o estado de embriaguez do
motorista tem sido estabelecida em legislacdes de transito especificas de cada
pais. Os Ilimites sdo derivados de estudos controlados e de dados
epidemioldgicos a respeito dos sinais e sintomas da intoxicagdo por alcool
etilico versus a concentracdo de etanol no sangue (MOSKOWITZ; BURNS &
FERGURSON 1999; HADFIELD; MERCER & PARR, 2001).

O Cddigo de Transito Brasileiro de 23/09/97, no seu artigo 276, estabelece que:
a concentracdo de seis decigramas de alcool por litro de sangue comprova que
o condutor se acha impedido de dirigir veiculo automotor. Na mesma
legislacdo, no artigo 277, esta determinado que todo condutor de veiculo
automotor, envolvido em acidente de transito ou que tenha excedido os limites
previstos no artigo anterior, serd submetido a testes de alcoolemia, exames
clinicos, pericia ou outro exame que, por meios técnicos ou cientificos, em
aparelhos homologados pelo Contran, permitam certificar seu estado (BRASIL,
1997).

A Céamara dos Deputados aprovou um projeto de lei que se encontra em
tramitacdo no Congresso Nacional para reduzir a concentracdo maxima de
alcool no sangue de 0,6g/L para 0,3g/L. Essa medida de reduzir o limite
maximo permitido para os condutores de veiculos automotores tem como
finalidade diminuir os acidentes e os indices de mortalidade ocorridos no

transito.
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Na Europa limite maximo permitido de alcoolemia varia entre os paises. A
Franca, Italia e Portugal tém seus limites estabelecidos em 50 mg/dL. Na
Espanha o limite € o mesmo, mas difere para aqueles que acabaram de retirar
a carta de habilitacdo, sendo de 30 mg/dL. Na Pol6nia o limite € de 20 mg/dL e
em Luxemburgo é de 80 mg/dL. Alguns paises, principalmente do leste
europeu sao bastantes rigorosos, pois ndo admitem nenhuma concentracao

alcoolica no sangue de motoristas (WHO, 2003b).

O sangue embora, seja um excelente material para verificar o estado de
intoxicacdo do individuo, apresenta algumas restrices para a sua utilizacéo: a
coleta é invasiva, ha riscos de contaminagéo para o responsavel pela coleta e
para o doador da amostra; exige local e pessoal treinado, tornando inviavel sua
aplicacdo em testes de rotina em campo aberto. E uma matriz complexa que
necessita de agentes conservantes no momento da coleta e de
desproteinizacdo para a realizacdo da andlise (SCHRAMM; SMITH & CRAIG,
1992; KIDWELL; HOLLAND & ATHANASELIS, 1998).

O primeiro método quantitativo de andlise de etanol em sangue aceita pela
ciéncia forense e pela Toxicologia foi publicado em 1922, conhecido como o
micrométodo de Widmark’s, que consistia em uma oxidacdo quimica com
mistura de dicromato de potassio e acido sulfarico em excesso. Apos 1950,
métodos quimicos foram modificados com o uso de determinagéo fotométrica
(ABBOTT Cientifica, 1996; JONES & POUNDER, 1998).

A necessidade de desenvolvimento de sistemas que permitissem a analise de
um grande numero de amostras para verificar a exposi¢cao as drogas aumentou
consideravelmente na década de 70, devido a guerra entre os Estados Unidos
e o0 Vietham (SUNSHINE, 1998).
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Uma das técnicas pioneiras denominadas Free Radical Assay Technique —
FRAT -, foi amplamente empregada nas for¢cas armadas americanas em 1971.
Em 1972, um novo método imunolégico foi introduzido no mercado o
enzimaimunoensaio - homogeneous enzyme-multiplied immunoassay — EMIT -.
Em seguida foi desenvolvido o imunoensaio por fluorescéncia polarizada -
Florescence Polarization Immunoassay — TDX - (SUNSHINE, 1998).

Estes métodos possibilitaram um grande avanco das analises toxicolégicas na
area da Toxicologia Social, incluindo a determinacdo do &lcool no sangue e na

urina.

Também foram reportados outros métodos para medir a concentracdo de
etanol em sangue, apds separacao por aquecimento - headspace - com sensor
eletroquimico ou dispositivo semicondutor de 6xido de metal. Esses métodos
nao sao suficientemente seletivos quando substancias interferentes podem
estar presentes (JONES, 1978; JONES & POUNDER, 1998).

Existem marcadores de abuso cronico de éalcool que podem ser facilmente
detectados no sangue por imunoensaio: gama glutamil transpeptidade — GGT -,
transaminase glutamica piravica - TGP -, transaminase glutamica oxalacética —
TGO - e transferrina deficiente em carbohidrato. Contudo, a maioria desses sao
inespecificos e poucos sensiveis. A porcentagem de isoformas da transferrina
deficiente em carbohidrato € um dos mais especificos, pois permite a deteccdo
do consumo excessivo de alcool - de pelo menos 60g de etanol/por dia - por
um periodo de varias semanas - pelo menos 14 dias -. A abstinéncia ao alcool
leva a normalizacdo da porcentagem dessa enzima (GOLDBERGER et al.,
1997; MUSSHOFF & DALDRUP, 1998; BREWER, 1999; DEGUTI &
GONCALVES, 2000).
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AR EXPIRADO

A exposicdo ao etanol também pode ser verificada através de medicGes no ar
expirado com o uso de equipamentos denominados etildbmetros — bafémetros -
(JONES, 1992a; JONES, 1992b; JONES, 1993; JONES, 1995; BENDTSEN, et
al., 1999; MOSKOWITZ; BURNS & FERGUSON, 1999; SILVA, 1999;
CARVALHO & LEYTON, 2000).

A substituicdo da analise de etanol em sangue pelo ar expirado foi proposta por
Harger em 1938, quando desenvolveu um equipamento denominado
Drunkometer. Alguns anos apoOs foram apresentados o Alcometer e o
Intoximeter, que apresentavam resultados insatisfatérios (BORKENSTEIN,
1998).

Em 1954, Borkenstein desenvolveu o Breathalyzer considerado um instrumento
adequado para a finalidade proposta. O fundamento da técnica era a
passagem de 52,5 mL de ar expirado numa ampola de vidro que continha uma
solucdo de dicromato de potassio e acido sulfurico que sofria uma mudanca de

cor pela oxidacdo do etanol que passava por essa.

Devido a sua aplicabilidade em campo os etildmetros rapidamente passaram a
ser amplamente utilizado na area de seguranca publica e no transito para
verificar o grau de consumo de bebidas alcodlicas por condutores de veiculos.
Este equipamento também é utilizado por empresas preocupadas com o
consumo de alcool no ambiente de trabalho evitando que seus funcionarios
exercam suas funcdes embriagados (SILVA, 1999; CARVALHO & LEYTON,
2000).

Os resultados das determinacdes pelo etildbmetros podem ser expressos
diretamente pelas concentracbes de alcool no ar ou, indiretamente, pelas
concentracbes no sangue, nesse caso, um fator de conversdo -2.100:1-

determinado por meio de varias pesquisas experimentais deve ser aplicado.
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Esse fator significa que 2.100 partes de ar alveolar contém a mesma
quantidade de &lcool que uma parte de sangue (SCHRAMM; SMITH & CRAIG,
1992; BRASIL, 1997, CHURCH & WITTING, 1997; CARVALHO & LEYTON,
2000).

Ha varias marcas no mercado como o Intoxilyzer 5000S, o Alcotest 7410 ,s da
Drager®, etiloteste descartavel da Contralco®, entre outras (JONES &
ANDERSON, 2003).

O Intoxilyzer 5000S é um etildmetro infravermelho quantitativo originario dos
Estados Unidos, com seu uso aprovado pela justica Sueca para verificar a
alcoolemia em motoristas de transito desde, 1989. Embora, esse equipamento
tenha finalidade comprobatoria, apresenta alguns problemas que devem ser
analisados. Dependendo do comprimento de onda utlizado, podem ser
sensiveis a outras substancias que néo o alcool, por exemplo, instrumentos de
onda Unica, podem detectar acetona, se presente. A acetona pode advir da
diabette mellitus, de um jejum prolongado e de dietas pobres em carbohidratos
(CARVALHO & LEYTON, 2000; JONES & ANDERSON, 2003).

Também se verificou em um estudo realizado por Jones & Anderson, (2003)
gue o Intoxilyzer 5000S quase sempre apresentou leituras mais baixas quando
comparado com as concentragcbes de etanol no sangue venoso, dando

vantagens para o individuo que estava sendo analisado.

A andlise de ar expirado embora aceitavel para a rotina de triagem apresenta
algumas restricbes para 0 seu uso devido a possivel interferéncia de outros
solventes organicos, da erupcdo de gases do estdbmago — “eructagao” -, da
grande variacdo na taxa dos niveis de &lcool no sangue e ar expirado e por ser
de dificil obtencdo em casos de pacientes febris e hipotérmicos, em vitimas
inconscientes ou em pacientes com doencas broncopulmonares
(CHRISTOPHER & ZECCARDI, 1992; GUILBAULT & PALLESCHI, 1995).
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URINA

A urina é utilizada em Programas para verificar exposicdo a drogas pelo
Correctional Service of Canada que é uma agéncia federal responsavel pelo
acompanhamento de individuos condenados pela justica. A determinacdo de
etanol nesse Programa € realizada somente quando ha requisicdo (FRASER,
et al., 2001).

Também é um espécime bioldgico proposto como fluido alternativo na
determinacdo de etanol em funcionarios nos Programas de Controle e
Prevencdo do Uso de Drogas no ambiente de trabalho e em usuérios em
clinicas de tratamento e reabilitacdo, sendo bastante utilizado em alguns

paises como Inglaterra e Estados Unidos (JONES, 1992a)

Esse tipo de amostra apresenta algumas vantagens e limitacbes para a
deteccado de etanol. As vantagens incluem maior concentracao da droga, maior
periodo de deteccdo e sua coleta € menos invasiva que a do sangue, embora
deva ser realizada sob observacao direta do responsavel pela coleta a fim de
evitar adulteracbes e substituicbes da amostra. Sua coleta em campo é
dificultada pela necessidade de um local adequado que inclui existéncia de
agua para higiene e vaso sanitario (WINECKER & GOLDBERGER, 1998).

Também apresenta como desvantagem um possivel erro para estimar a
alcoolemia. Isso é explicado devido a presenca de urina remanescente na
bexiga que pode super ou subestimar a concentracdo de etanol. Para tal dever
ser exigido duas coletas de urina, uma primeira para o esvaziamento total da
bexiga e uma segunda coleta, apos 20 a 60 minutos da primeira (CORREA &
PEDROSO, 2000).

Para a utilizacdo desse espécime um fator de correcdo de aproximadamente

1,35 deve ser aplicado para avaliar a alcoolemia nos individuos (JONES,
1992a; CORREA, 1997).
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SUOR

O suor € secretado naturalmente, na taxa de 20 mL/hora, quantidade que pode
ser aumentada, por exemplo, em praticas de exercicios fisicos. E composto por
solucdo aquosa hipotdnica - 99% -, lactato, uréia, ions de amoénio e enzimas. A
sudorese é verificada no tronco - aproximadamente 50% -, nas pernas - 20% -
e na cabeca e extremidades superiores - 30% - (HUESTIS & CONE, 1998;
UNDCP, 2001).

E uma amostra utilizada para verificar a exposicdo recente ao etanol, com
aplicabilidade no controle de individuos em clinicas e hospitais; em prisioneiros
em liberdade condicional; em motoristas ou em empregados no ambiente de
trabalho (KIDWELL; HOLLAND & ATHANASELIS, 1998).

Apresenta boa correlagdo com 0s niveis sanguineos e sua coleta € realizada
através de adesivos aderidos na pele, ndo sendo invasiva. Como
desvantagens: concentracdo e periodo de deteccdo do etanol menor que na
urina e a analise quantitativa € prejudicada devido a quantidade de suor
coletada ser desconhecida (INOUE; SETA & GOLDBERGER, 1995).

CABELO

O cabelo é outro tipo de espécime utilizado para identificar uso crénico de
drogas de abuso. Desde 1979 tem sido utilizado para verificar exposicdo a
drogas por semanas a meses, dependendo do seu comprimento (UNDCP,
2001).

Em alguns paises como Alemanha, Irlanda e Estados Unidos tém
regulamentos que permitem a utilizacdo do cabelo como amostra biologica
para determinacdo de drogas. Essa matriz pode ser utilizada no ambiente de
trabalho, investigagBes criminais, custddia de criancas e em casos de divércio
(CONE, 2001).
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O etanol e seus metabdlitos desaparecem rapidamente do corpo e outros
tecidos, sendo dificil a sua monitoracdo, requerendo técnicas indiretas de
deteccdo. Contudo existem marcadores provenientes de seu metabolismo nao
oxidativo, que podem ser utilizados para verificar o seu consumo cronico.
Como marcadores desse tipo de consumo tém-se os ésteres de acidos graxos
e o etil glicuronideo que séo detectados no sangue somente apos 24 horas da
Gltima exposicdo ao alcool e depois se depositam no cabelo. Devido a essa
caracteristica, essa matriz pode ser utilizada para verificar o consumo de etanol
por periodos mais extensos, como no caso de dependentes (BREWER, 1999;
WURST et al., 1999; PRAGST et al., 2001).

O cabelo apresenta algumas dificuldades para sua utilizacdo: desconhecimento
dos mecanismos de incorporacéo das drogas e necessidade de uma demorada
preparacdo prévia, como 0s processos de descontaminagdo e digestao,
anterior a fase de extracdo (TOLEDO, 1999).

HUMOR VITREO

O etanol também pode ser detectado postmortem, através da analise do humor
vitreo. Essa amostra € muito Uutil para detectar uma intoxicagdo que ocorreu
antes do Obito, permitindo distinguir uma possivel producdo de &lcool no
postmortem. Também pode ser utilizada como uma matriz alternativa em
casos, onde o sangue for insuficiente para analise ou se estiver contaminado
(ENGELHART & JENKINS, 2001).

O humor vitreo € um fluido sérico que néo contém glicose ou microorganismos
que possam levar a proliferacdo microbiana. E limpido e facil de trabalhar
analiticamente, sendo anatomicamente isolado, protegido de putrefagéo
bacteriana e de traumas (POUNDER & JONES, 1998).
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SALIVA

A saliva € um espécime biologico alternativo atualmente recomendado para
analise de drogas de abuso, agentes terapéuticos, quimicos encontrados no
ambiente e substancias endogenas (DROBITCH & SVENSSON, 1992; JONES,
1995).

No caso do etanol a saliva tem sido usada com uma variedade de propdésitos
incluindo testes em motoristas, servindo como suporte para as evidéncias
clinicas e para diagnésticos médico-legais da intoxicacdo alcodlica (JONES,
1979a; CONE, 2001).

Essa matriz apresenta vantagens sobre as matrizes convencionais, pois a sua
coleta ndo é invasiva, pode ser obtida sem o potencial de risco de infeccéo
para os envolvidos - responsavel pela coleta e o doador da amostra -, ndo
causa constrangimento, assim pode ser feita sob supervisdo direta, impedindo
recursos de adulteracdes ou até mesmo de substituicdes da amostra. Essas
caracteristicas sdo de extrema importancia para a aceitacdo em exames de
rotina (SCHRAMM; SMITH & CRAIG, 1992; KIDWELL; HOLLAND &
ATHANASELIS, 1998; SPIEHLER; BALDWIN & HAND, 2002).

A saliva é uma mistura complexa, de aspecto incolor excretado dentro da
cavidade oral por trés principais glandulas: a parétida - 25% -, existente na
parte superior da boca que secreta saliva derivada do sangue plasmatico -
fluido de soro -; a sublingual - 4% -, existente nas laterais da boca que secreta
ambos fluidos séricos e mucina e a submandibular - 71% -, existente na base
da lingua, também secreta fluido sérico e mucina (GUILBAULT & PALLESCHI,
1995; INOUE, SETA & GOLDBERGER, 1995; KIDWELL et al., 1998).
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A saliva é produzida cerca de 500-1500 mL/dia, sendo seu fluxo controlado
pelo Sistema Nervoso Parassimpatico. Efeitos colaterais de medicamentos
como o0s anticolinérgicos, anticonvulsivantes, anti-parkinsonianos, drogas
ilicitas como a maconha, doencas como a diabetes Mellitus, o alcoolismo e a
doenca sistémica de supressao de saliva em idosos provoca a xerostomia —
“boca seca” , dificultando a coleta de saliva (DUBOWSKY, 2002).

Sua composicdo é de aproximadamente 99% de agua, 0,3% de proteinas -
principalmente enzimas - e 0,3% de mucinas com um balan¢co de sais.
Também contém bactérias, leucdcitos, hormonios e células epiteliais
modificadas. (GUILBAULT & PALLESCHI, 1995; INOUE; SETA &
GOLDBERGER, 1995; KIDWELL; HOLLAND & ATHANASELIS, 1998).

O transporte de substancias para a saliva € feito através de membranas
bioldgicas por transporte ativo — secrecdo -, difusdo através dos poros de
membrana ou difusdo passiva através da membrana devido ao gradiente de
concentracédo (CONE, 1993; KIDWELL; HOLLAND & ATHANASELIS, 1998).

Uma fina camada de células epiteliais separa os ductos salivares do sistema
circulatério. A membrana lipidica dessas células que determinam a
transferéncia de moléculas do plasma para a saliva. A passagem através
dessas membranas € limitada para as moléculas de PM acima de 500 e sua
entrada € influenciada pela ligacdo as proteinas plasmaticas. O etanol tem
baixo PM - < 100 dalton -, o que favorece sua passagem por ultrafiltracéo,
além da difusdo passiva que é aparentemente o mecanismo dominante
(HUESTIS & CONE, 1998; UNDCP 2001).

A concentracdo das drogas ou metabolitos lipofilicos na saliva séo
influenciados pelo pk, da droga ou pelo pH do plasma e saliva. Para verificar a
relacdo das concentracdes saliva/plasma € aplicacada a equacdo de
Henderson-Hasselbalch: pH= pka, + log [A])/ [HA], onde o [A] é a concentrac&o
da droga na forma anidnica e [HA] é a concentracdo na forma no ionizada
para as drogas acidas (KIDWELL; HOLLAND & ATHANASELIS, 1998).
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Devido as caracteristicas fisico — quimicas do etanol, a sua concentracdo em

saliva ndo é influenciada por esses fatores (JONES, 1993).

Estudos recentes demonstraram que muitos farmacos sao transferidos
rapidamente do plasma para a saliva, sendo a concentragao da droga na saliva
proporcional a do plasma. Como a velocidade do fluxo sanguineo nos tecidos
das glandulas é muito alta, a quantidade de etanol que alcanca a saliva deve

refletir a concentracdo encontrada no sangue arterial (GUBALA & ZUBA, 2002).

Gubala e Zuba, (2003) realizaram um trabalho farmacocinético, comparando a
concentracdo de etanol em sangue e saliva, ap0s a ingestdo de &lcool e
verificaram que a concentracdo de etanol € maior na saliva no periodo de

absorcao e distribuicao e significativamente menor na fase de eliminagéo.

O Coeficiente de correlacdo entre concentracdo de etanol na saliva/
concentracdo de etanol no sangue varia de 1,04 a 1,14 (JONES, 1979a, 1993;
MCCOLL et al., 1979; HAECKEL & PEIFFER, 1992; KIESOW; SIMONS &
LONG, 1993 BATES & MARTIN, 1997).

Somente a fracdo livre da droga no plasma é transportada para a saliva, e €
essa fracdo livre responsavel pelo efeito farmacolégico. Dessa forma é o
material biolégico mais indicado para avaliar o estado de intoxicagdo, entre 12
e 24 horas, embora o periodo de detec¢éo e a concentracdo da droga na saliva
serem freqlentemente menores em relacdo a urina (SCHRAMM; SMITH &
CRAIG, 1992; GUILBAULT & PALLESCHI, 1995; KIDWELL; HOLLAND &
ATHANASELIS, 1998).

Os primeiros trabalhos de pesquisa de alcool em saliva sdo de Nicloux
(SA,1969). Embora, suas vantagens tenham sido reconhecidas ja na década
de 30, sua utilizacdo ndo despertou interesse, pois 0s métodos inicialmente
desenvolvidos - de oxidacdo quimica - necessitavam grande volume de
amostra para sua aplicacdo. A partir da década de 70 foram desenvolvidos

métodos enzimaticos que requeriam apenas 10 pL de amostra (JONES, 1995).
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A coleta de saliva pode ser efetuada através dos seguintes métodos:

Drenagem — a amostra € drenada do labio inferior para um tubo de

ensaio pré-pesado;

Lancamento — a saliva € acumulada na boca e depois lancada

em um tubo de ensaio;

Succédo — a amostra € continuamente aspirada da boca através de um

sistema apropriado;

Absorcao — a saliva é absorvida através de um swab ou material
absorvente similar durante um periodo adequado
(DUBOWSKI, 2002).

Antes da coleta € necessario verificar se a cavidade oral encontra-se livre de
residuos de alimentos ou outros materiais, que possam interferir na anélise ou
apresentar um resultado falso-positivo (UNDCP, 2001). De acordo com Jones,
(1993) os individuos ndo devem fumar, beber ou se alimentar nos minutos que

precedem a coleta - de 10 a 30 min -.

No mercado estdo disponiveis coletores que estimulam a formacédo de saliva e
facilitam a coleta: Salivette®, Orasure® , Saliva Sampler® e Saliva Lollipop®
(UNDCP, 2001).

A figura 2 mostra uma foto ilustrada do coletor de saliva - Salivette® - que
apresenta como caracteristica um chumaco de algodao impregnado de &cido

citrico para estimular a salivacao.
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FIGURA 2. Foto ilustrada do coletor de saliva, com seus compartimentos

dispostos de maneira separada para a sua melhor visualizacédo.

Em estudo realizado por Haeckel e Buckltsch as concentracdes de etanol
encontradas em amostras de saliva obtidas com e sem estimulo de acido
citrico foram semelhantes (HUESTIS & CONE, 1998).

A saliva pode ser armazenada a 4°C por 7 dias ou a -20°C por meses, sem
perda da quantidade de etanol. Ap6s a coleta € recomendada a centrifugacao
das amostras para obtencédo de um homogeneizado (MACCHIA et al., 1995).

A determinacdo de etanol na saliva geralmente tem sido efetuada através de
métodos de triagem, apesar da constatacdo que o valor da concentracao
dessa substancia nesse espécime ser semelhante aos encontrados no
sangue (SCHRAMM; SMITH & CRAIG, 1992; BATES & MARTIN, 1997).

No mercado estdo disponiveis varios testes rapidos de facil aplicacdo - Q.E.D.

A 150, Alcoscan™, Algo-Screen 02 e On-Site Alcohol® - para identificacdo de
etanol em saliva (DUBOWSKI, 2002).
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O Q.E.D. A 150 - Orasure Technologies, Inc - € um teste rapido para andlise
guantitativa de etanol em saliva, segundo seu fabricante e apresenta-se como
o0 mais recomendado em trabalhos da literatura. Tem como principio de
operacdo a oxidacdo enzimatica com o alcool desidrogenase, ocorrendo
vérias reacdes, tendo como ponto final o aparecimento da cor purpura -
figuras 3; 4 e 5 - (CHRISTOPHER & ZECCARDI, 1992; JONES, 1995; BATES
& MARTIN, 1997; BENDTSEN et al., 1999; BIWASAKA et al., 2001).
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FIGURA 4. Fotos ilustradas do procedimento de utilizacdo do teste rapido

.Q.E.D. A 150, com aparecimento de cor purpura para verificar a concentracao
de etanol.

Na Figura 5 sdo apresentadas as rea¢fdes quimicas desenvolvidas, apés a
utilizacdo do Q.E.D. A 150.
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FIGURA 5. Reacdes quimicas que ocorrem no Q.E.D A 150, na presenca de
etanol.

ETANOL + NAD _2lcool desidrogenase | AcETALDEIDO + NADH

) pH alcalino
ACETALDEIDO + TRAPPING AGENT » COMPLEXO
diaforese -
NADH + AGENTE OXIDANTE > NAD + REDUZIDO
NADH + TS* diaforese » NAD + [COMPLEXO COLORIDO]

Ts* = Sal de Tetrazolina
Fonte: Christopher & Zeccardi, 1992

O Q.E.D. A 150 consiste de um dispositivo, onde ha uma escala quantitativa de
medicdo de etanol - em mg ou porcentagem - e de um coletor de algodédo —
swab -, hermeticamente embalados - FIGURA 3 -. O coletor deve ser inserido
na cavidade oral em movimentos circulares por cerca de um minuto, até que
figue saturado com a saliva - FIGURA 4 -. Apés esse procedimento, 0 mesmo é
inserido no local indicado no dispositivo do teste, sendo necessario que a saliva
atinja o controle de qualidade do teste, denominado de QA Spot®. Se saliva
contiver etanol, uma cor parpura aparecera no dispositivo capilar, cerca de 2
minutos, podendo ser lido diretamente na escala quantitativa (BIWASAKA et
al., 2001).

O limite de concentracdo alcodlica para uso do Q.E.D. A 150 é de
aproximadamente 10-15 mg/dL (JONES, 1995). Este teste pode ser utilizado
para determinacdo de etanol por outras matrizes como: soro, urina, fluido

cerebroespinhal e humor vitreo.
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As variacgOes individuais encontradas na composi¢ao da saliva - viscosidade e
quantidade de material particulado - podem influenciar o preenchimento do
tubo capilar do Q.E.D. A 150 e consequentemente no resultado. Segundo
Jones, (1995) o controle existente no teste indicara esta ocorréncia devido ao
ndo aparecimento da cor. A presenca de bolhas no tubo capilar, devido a
entrada de ar, também pode dificultar interpretacéo do resultado.

Outro teste comercial utilizado como triagem é o Alcoscan™, que apresenta
metodologia colorimétrica, sendo Util para verificar intoxicagdo em casos de
urgéncia (BUCHWAD & SMITH, 1990).

Na analise confirmatdria de etanol sdo utilizados métodos cromatograficos. Em
1960 métodos fisico-quimicos foram aplicados para andlise de alcool nos
fluidos corpéreos como o espectrdmetro de infravermelho, oxidacao
eletroquimica, ensaios enzimaticos e cromatografia géas-liquido — GLC -
(JONES & POUNDER, 1998; RODIONOV; KEPPEN & SUKHACHEVA, 2002).

A separacdo do etanol da matriz por aquecimento em recipiente fechado,
denominada Headspace, tém sido recomendada como técnica de escolha para
determinacdo posterior de etanol e outras substancias volateis por
cromatografia em fase gasosa. De acordo com Macchia et al.,, (1995) a
determinacao € eficiente nas diversas amostras biologicas, obtendo uma boa

linearidade, reprodutibilidade e praticidade.

Alguns trabalhos encontrados na literatura relatam a utilizacdo deste método
para determinacdo de etanol em saliva, obtendo bons resultados, pois as
concentracdes encontradas mostraram excelente correlagdo com a alcoolemia
(MACCHIA et al.,1995; GUBALA & ZULA, 2002)
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4- OBJETIVO E PLANO DE TRABALHO

O objetivo da pesquisa foi investigar a utilizacdo de amostras de saliva na

determinacao de etanol para verificar a exposi¢éo a bebidas alcodlicas.

Para atingir essa finalidade foram elaboradas as seguintes diretrizes:

Pesquisa bibliografica referente as técnicas de triagem e confirmacao

em saliva;

e Padronizacao e validacdo das técnicas selecionadas;

e Aplicacdo dos métodos em amostras de saliva provenientes de

voluntarios ap6s ingestao controlada de bebidas alcodlicas;

e Com base nos resultados da pesquisa verificar a possibilidade de
aplicacdo de um método para determinacdo de etanol em saliva que
compreenda a fase de triagem, passivel de aplicagdo em campo, e

posterior confirmacao dos resultados em laboratdério.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Material

5.1.1. Solucdes -padréo

Solucéo de referéncia certificada de etanol a 10,3% v/v (Sigma)

Solugdes de referéncia certificadas de etanol nas concentragdes
de 25, 50 e 100mg (Radian)

n - propanol 99,5% grau HPLC (Aldrich)

Solucéo aquosa de etanol a 15¢g/L obtida a partir da solucéo de
referéncia certificada a 10,3% v/v

Solucdo aquosa de n — propanol a 15¢g/L obtida a partir da

solugéo padrao

Solugdes-padrao de etanol em saliva nas concentragbes de
0,01¢g/L; 0,03¢g/L; 0,06g/L; 0,15¢/L; 0,3g/L; 0,6g/L; 1,2g/L;
1,5g/L e 3,0g/L preparadas a partir da solu¢do aguosa de 15g/L

Solucéo aquosa de n — propanol a 0,6g/L preparada a partir da
solucéo estoque de 15g/L



5.1.2. Equipamentos e acessorios

Cromatografo a gas modelo 6890N (Agilent) com injetor
split/spliteless equipado com detector de ionizagdo em chama —
GC/FID (Hewlett — Packard, Wilmington, EUA)

Coluna Capilar de silica fundida Poraplot Q®, com as dimensées
de 10 m de comprimento x 0,32 mm de diametro interno

(Chrompack, Holanda)

Sistema enziméatico de determinacdo de etanol em saliva Q.E.D. A

150 (OraSure Technologies, Inc)

Dispositivo para coleta de saliva Salivette® (Sarsted)

Centrifuga (Tecnal)

Estufas (Etica Equipamentos Cientificos)

Destilador — deionizador de agua Milli — Q (Milliporel)
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5.1.3. Outros materiais

Agua destilada

Gases especiais para cromatografia em fase gasosa: nitrogénio,

ar sintético e hidrogénio (Air Liquide)

Microsseringa gas — tight 250uL (Scientific Glass Engineering)

Pipetas automaticas com volumes regulaveis (Labsystems)

Pipetas volumétricas

Vidrarias

Frascos de vidro, capacidade para 10mL (Hewlett Packard)

Tampas de borracha, lacre de aluminio e lacrador (Hewlett
Packard)
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5.1.4. Amostras de saliva

5.1.4.1 Amostras de referéncia negativa (Grupo | - A)

Amostras de saliva obtidas através do coletor de saliva
impregnado de &cido citrico — para estimular a salivagdo - de
individuos saudaveis que ndo consumiram bebidas alcoodlicas
nas 24 horas que precederam as coletas. Apés a centrifugacéo
dos coletores, as amostras foram reunidas para a formacao de

um “pool”.

5.1.4.2 Amostras de referéncia positiva (Grupo | - B)

Amostras obtidas a partir da adicdo da solucdo-padrao de
etanol (15g/L) em quantidades necessarias de saliva de
referéncia negativa - “pool” (Grupo I-A) para obtencdo das
concentracfes de: 0,01g/L; 0,03g/L; 0,06g/L; 0,15¢/L; 0,3g/L;
0,6g/L; 1,2g/L; 1,59/L e 3,0g/L, utilizadas na padronizacdo e
validagdo do método.

5.1.4.3 Amostras de voluntarios

Grupo Il - A

Amostras obtidas de voluntarios (n=5), colegas de trabalho, que
foram utilizadas nos experimentos prévios realizados nesse
trabalho. Os voluntarios receberam bebida alcodlica — uisque-
administrada de maneira controlada, para que todos
obtivessem a mesma concentracdo alcodlica (0,68g/Kg). Foi
aplicado o sistema enzimatico Q.E.D e o coletor de saliva
(Salivette®) para posteriores andalises do CG/DIC, na qual pode-

se estabelecer alguns parametros e padronizar os métodos.
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Grupo Il -B

Amostras de saliva (n=50) foram obtidas de voluntarios (n=10)
de ambos os sexos, faixa etaria entre 21 e 40 anos, alunos do
curso de Poés-Graduacdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — USP selecionados por nao apresentarem
problemas de consumo abusivo de bebidas alcodlicas. Estes
ingeriram de forma controlada, uisque, apds abstinéncia de
alcool pelo menos nas 24 horas que precederam a coleta. Foi
realizada uma anamnese para verificar possivel historico de

alcoolismo na familia.

Antes do inicio do experimento os individuos responderam um
guestionario e assinaram um termo de consentimento pos —
informacédo.Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — USP (anexo).
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5.2. METODOS

5.2.1 Selecdo do tempo de coleta para determinacdo de etanol
através do sistema Q.E.D. A 150

Foi realizado um estudo piloto com a finalidade de selecionar os
tempos de coleta mais adequados para verificar a presenca de etanol
em saliva, apds ingestédo controlada de bebida alcodlica. Foram obtidas
amostras de saliva (n=16) de voluntarios do Grupo Il - A (n=3) que
ingeriram no prazo maximo de 20 minutos, uisque ou cerveja. Apos a
ingestdo da bebida alcodlica foram coletadas amostras nos tempos de
10, 60 e 90 minutos para aplicacéo dos testes de Q.E.D. A 150.

5.2.2 Padronizacdo e validacdo do método para determinacédo de
etanol em amostras de saliva pela cromatografia gasosa apoés
extracdo por headspace

5.2.2.1 Padronizacdo do método

Foi investigada a possibilidade de aplicagcdo do método proposto
por CORREA (1997) e CORREA (2001) para determinacdo de

etanol em sangue e urina na matriz saliva.

Foram realizados experimentos com solucdo aquosa de etanol

para verificar os melhores parametros cromatograficos.

Para atingir esta finalidade foram realizados inicialmente
experimentos com amostras de saliva (Grupo I-A) preparadas nas
concentracdes de: 0,15g/L; 0,60g/L e 1,50g/L, em 3 replicatas, a
partir da adicdo de volumes apropriados da solucdo aquosa de

15g/L em amostras de saliva de referéncia negativa.
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Um mL das amostras e 1 mL da solu¢cado aquosa de n-propanol a
0,6g/L foram transferidos para frascos especificos (10 mL) para a
separacao do etanol por aquecimento - headspace. Estes foram
devidamente lacrados com septo de borracha e tampa de

aluminio e colocados em estufa a 70°C por 30 minutos.

Os vapores formados na parte superior do frasco foram retirados
atravées de uma seringa do tipo gas — tight mantida na
temperatura de 40°C em outra estufa. Foram realizados 3
puncdes na camada de vapor como forma de homogenizacéo da
amostra antes de injetar a quantidade de 250uL do vapor no
cromatografo a gas. O fluxograma da técnica € descrito na figura
6.

SALIVA
ImL

1 mL solucédo aquosa de
n-propanol a 0,6g/L

estufa a 70°C — 30 min

{ RESIDUO

o |

{ DESPREZAR }

A 4
INJETAR 250pl
GC/FID

FIGURA 6 — Fluxograma da técnica de separag¢do por aquecimento -

headspace para determinagdo de etanol em saliva, através da

cromatografia em fase gasosa por ionizacdo em chama.
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Em fase posterior, amostras de saliva (n=15) provenientes de
voluntarios (n=3 do Grupo I-C) que ingeriram no prazo maximo de
20 minutos, uisque foram obtidas através do coletor denominado
Salivette®, nos seguintes tempos, ap6s a ingestéo de etanol: 20;
50; 80; 110 e 130 minutos. O coletor permaneceu na cavidade
bucal até a completa saturacdo de saliva, sendo colocado
novamente no recipiente do Salivette®. No momento da andlise
este foi levado a centrifugacdo a 700g por 10 minutos. Foram
obtidos cerca de 3 mL de saliva submetidos ao procedimento

descrito acima.

5.2.2.2 Curvas de calibracéo

Foram obtidas a partir da analise de amostras de saliva do Grupo
I-B, as concentracdes de 0,15; 0,6 e 1,5 g/L. As amostras foram
submetidas ao procedimento descrito em 5.2.2.1 em 3 replicatas.
A curva foi construida através da média dos valores encontrados
para cada concentracao, utilizando a relacdo de divisdo das areas
absolutas do etanol pelo padréo interno n — propanol. O desvio
padréao foi calculado, obtendo a equacéo da reta e o coeficiente
de determinacgdo. Outras curvas de calibracdo foram igualmente
obtidas durante o desenvolvimento do trabalho nas mesmas

concentracdes acima referidas.
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5.2.3 Validacédo do método

Linearidade da técnica

Foi feito o estudo da linearidade da técnica para se verificar o
intervalo de concentracdo, onde a intensidade da resposta do
detector é diretamente proporcional a concentracéo de etanol.

Para tal foram utilizadas amostras de referéncia positiva como
referido em 5.1.4.2 para se obter concentragbes (0,01g/L;
0,06g/L; 0,15¢g/L; 0,6g/L; 1,50/L e 3,0g/L), juntamente com o

padrao interno de n — propanol a 0,6g/L.

As andlises foram realizadas em trés replicatas através do
procedimento descrito no item 5.2.2.2. A curva foi obtida pela
divisdo da area absoluta de cada concentracdo de etanol pela
area do padrao interno n - propanol. Com os valores das areas
foram efetuados a média, o desvio padréo, o coeficiente de

variacdo e a equacgao da reta.

Limite de Quantificacédo (LOQ)

O limite de guantificacdo € definido como a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser quantitativamente
determinada com aceitavel precisdo, ou seja, com o coeficiente
de variagdo menor e/ou igual a 10% e que apresente

reprodutibilidade na resposta.

A determinacdo do limite de quantificacdo foi feita através de
concentracdes variadas da solucdo aquosa de etanol de 15g/L,
em amostras de saliva de referéncia negativa. Cada

concentracéo testada foi feita em seis replicatas.
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Limite de Deteccéo (LOD)

O limite de deteccéo é referido como a menor concentracdo de
um analito, na qual o processo bioanalitico pode diferenciar da

linha de base gerada pelo ruido de detector.

A determinacdo do limite de deteccdo também foi feita
realizando-se diluicdes progressivas de varias concentracdes de
etanol da solugcdo aquosa de 15¢g/L na matriz biolégica. O
processo ocorreu em seis replicatas como no limite de

quantificacao.

Precisao intra e interensaio

A precisdo de um método analitico descreve a proximidade de
medidas individuais de um analito quando o procedimento é
aplicado repetidamente a mdltiplas aliquotas de um Unico

volume homogéneo de uma matriz biolégica.

Para avaliar a precisao intra ensaio foram adicionadas nas
amostras de saliva, solucdo de etanol para se obter 3
concentracfes diferentes: 0,03g/L; 0,3g/L e 1,2g/L, escolhidas
através do estudo da linearidade que foi realizado em seis

replicatas no mesmo dia.
A preciséo interensaio foi direcionada nas mesmas condi¢des da

precisao intraensaio, porém realizadas em 3 dias diferentes. A

imprecisao foi medida pelo coeficiente de variagao (CV).
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5.2.4 Determinacdo de etanol em amostras de saliva de
voluntarios, Grupo Il - B apds ingestéo de bebida alcodlica

Participaram do estudo voluntérios do Grupo Il - B (n=10) que
foram previamente instruidos a néao ingerir bebidas alcodlicas nas
24 horas que precederam 0 experimento e a ndo consumir

alimentos por no minimo nas 3 horas anteriores a experiéncia.

Os voluntarios ingeriram uisque na quantidade necessaria para
se obter a concentracdo de 0,68g de etanol por quilograma de
peso corpéreo, no prazo maximo de 20 minutos. As amostras
foram obtidas apds o periodo de ingestdo nos seguintes tempos:
20, 50, 80, 110 e 130 minutos.

Apés o estudo, foi fornecido lanche aos voluntarios e os mesmos
permaneceram no local por mais 1 hora ou até que a
concentracdo de etanol no sangue tenha sido 0 mg/L, avaliada

através da aplicacao do teste rapido Q.E.D A — 150.

Os voluntarios, apos terem sido informados sobre os objetivos,
riscos, e o procedimento do teste assinaram um termo de
consentimento poés-informacdo (anexos | e Il). O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o

Paulo.
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5.2.4.1 Método Enzimatico (Q.E.D. A 150)

A coleta foi feita de acordo com a orientacdo técnica do
fornecedor e os voluntarios foram instruidos a ndo comer e nem

beber por pelo menos 10 minutos antes da coleta.

A validade do resultado do Q.E.D. A 150 é comprovada através
de um sistema de controle de qualidade denominado Q A spot®,
que deve desenvolver a cor purpura em até 2 minutos da

realizacdo do teste.

O resultado colorimétrico com o teste rapido Q.E.D. A 150 foi
visualizado no periodo de 2 minutos apos ter sido inserido o
bastdo de algodédo no dispositivo Q.E.D. A 150 com escala de
10-150mg/dL .

5.2.4.2 Cromatografia gasosa ap0s extracdo por headspace

A coleta de saliva nos voluntarios foi realizada através do coletor
denominado Salivette® apés ter sido utilizado o teste rapido
Q.E.D. A 150.

O coletor Salivette® consiste de um algoddo impregnado de &cido
citrico, onde deve permanecer na cavidade oral até a sua
completa saturacéo, sendo colocado novamente no recipiente do

coletor (Figura 2).

Os coletores foram mantidos refrigerados a 4°C até o momento
da andlise. Para a andlise os tubos coletores foram centrifugados
a 700g por 10 minutos e foram submetidos ao procedimento
descrito na figura 6 (5.2.2.1).
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5.2.5 Determinacgao de etanol por Q.E.D. A-150 e GC/HS em
amostras de voluntéarios (Grupo Il — A) coletadas com

Salivette®, com e sem acido citrico.

Para investigar uma possivel interferéncia nos resultados das
amostras coletadas foi realizado um experimento com
voluntarios, apos a ingestdo controlada de bebida alcodlicas, nos

mesmos moldes das analises anteriores.

Nos tempos de 20; 50; 80; 110 e 130 minutos foi aplicado o
seguinte esquema de coleta em cada voluntario:
a) coleta e respectiva determinacdo de etanol através do
sistema enzimético Q.E.D A-150.
b) Imediatamente, ap6s a coleta para aplicacdo do Q.E.D®
foram realizadas duas coletas em série com o Salivette®,

com e sem acido citrico

As amostras de saliva coletadas com o Salivette® foram
armazenadas em refrigerador, para andlise posterior (24 horas).
Ap6s esse perfodo os Salivettes® foram submetidos a
centrifugacdo de 700g por 10 minutos. As amostras obtidas
(cerca de 3 mL) foram divididas, sendo 1 mL utilizado para
determinacao de etanol no GC/FID e na saliva remanescente foi

aplicado o sistema enzimatico Q.E.D.
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5.2.6 Estudo para verificar a estabilidade do etanol através do
sistema Q.E.D. A 150

Foi realizado um estudo in vitro para verificar a estabilidade do
etanol na saliva, através da utilizacdo do sistema enzimatico
Q.E.D® A—150 apods 24 e 48 horas.

Inicialmente foi obtido um “pool’ de saliva de voluntarios (Grupo 1l
- A), através do coletor Salivette® contendo acido citrico. Estes
coletores foram imediatamente centrifugados para a obtencao do
homogeneizado de saliva. Apds, esse procedimento o "pool” de
saliva foi dividido em aliguotas nas quais foram adicionados a
solucdo padrdao de etanol a 15¢g/L para a obtencdo das
concentragdes de 30; 60; 90 e 120 mg/dL.

Essas solugbes foram mantidas em frasco ambar, sob-
refrigeracdo. Foi realizada a medicdo em trés replicatas nos
tempos 0, 24 e 48 horas. Os swabs do Q.E.D® foram colocados
nas amostras adicionadas de etanol até a absorcao adequada e
depois inseridos no canal onde ocorre a reacao quimica do teste,

sendo realizada a leitura ap6s 2 minutos da insercao.
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6. RESULTADOS

6.1 Selecdo do tempo de coleta para determinacéo de etanol através
do sistema Q.E.D. A 150

Os resultados do estudo piloto para a selecdo do tempo ideal de coleta de

saliva, apods a ingestdo de etanol sdo mostrados na tabela 13.

TABELA 13. Os resultados obtidos em mg/dL de etanol, apds a ingestao

controlada de bebida alcodlica.

Tempo (min)

VOLUNTARIO 10 60 90
1 70 90 80
2 45 65 50
3 50 85 70
4 40 50 42

6.2 Padronizacdo e validacdo do método de determinacdo de etanol

por cromatografia gasosa apés extracdo por headspace

6.2.1 Padronizacdo do método

Foram verificadas melhores condigbes cromatogréficas para analise

de etanol em saliva. Os parametros adotados foram:

temperatura do injetor: 250°C;

temperatura da coluna: 130°C (isoterma);
temperatura do injetor: 250°C;

fluxo do géas de arraste - hidrogénio: 2,6 mL/min;
modo split: 1/10.
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A figura 7 mostra o cromatograma obtido na determinagédo de etanol
em saliva, utilizando o n — propanol como padré&o interno. O tempo de

retencdo do etanol foi 2.284 e do n - propanol de 5.311.

ETANOL n- PROPANOL\

FIGURA 7. Perfil cromatografico dos vapores da amostra de
saliva, adicionada de solucdo de etanol e de n — propanol.

Os resultados obtidos através da andlise das amostras nas
concentracdes de 0,15; 0,60 e 1,50 por GC/HS sdo apresentados na
tabela 14.

TABELA 14. Valores de relacdo das areas (etanol/n — propanol)
obtidos no experimento, apds preparacdo de concentracbes preé-

estabelecidas de etanol para a padronizacao da técnica.

Concentracdes Replicatas
etanol (g/L) 1 2 3 Média
0,15 0,14 0,13 0,14 0,137
0,6 0,48 0,46 0,48 0,473
1,5 1,37 1,38 1,33 1,36

81



Os resultados obtidos através da analise das amostras de voluntarios
(Grupo Il - A) por GC/HS sao mostrados na tabela 15.

TABELA 15. Os resultados obtidos em mg/dL, apds a ingestdo
controlada de etanol.

Tempo (min)

VOLUNTARIO 20 50 80 110 130
1 169 120 102 82 76
2 75 78 88 80 75
3 76 83 97 89 84

6.2.2 Validagdo do método

Linearidade da técnica

A linearidade da técnica foi obtida utilizando seis concentracfes
diferentes (0,01; 0,06; 0,15; 0,6; 1,5 e 3g/L) realizadas em trés
replicatas.

A tabela abaixo apresenta os valores obtidos no estudo: média,
desvio, padréo e coeficiente de variagdo. Os resultados demonstraram
uma relagao linear proporcional entre o sinal gerado no equipamento e

as concentracoes de etanol.
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TABELA 16.

Valores obtidos nos experimentos para verificar a

linearidade da técnica, a partir das concentragcfes estabelecidas. Os

valores sdo apresentados pela razdo das areas absolutas de etanol

pela do padréo interno (n — propanol).

Concentracdes Replicatas
etanol (g/L) 1 2 3 Média Dp Ccv

0,01 0,031 0,029 0,03 0,03 0,001 3,33
0,06 0,061 0,064 0,066 0,064 0,003 4,69
0,15 0,14 0,14 0,14 0,14 0 0

0,6 0,43 0,43 0,45 0,437 0,012 2,75
15 1,09 1,11 1,12 1,107 0,015 1,36
3,0 2,31 2,37 2,38 2,353 0,038 1,61

A equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (R?) sdo mostrados na

figura 10.

FIGURA 8.

concentracéo de etanol e as médias das areas (etanol/n — propanol).

média das areas

Linearidade

y =0,7724x + 0,0037
R? =0,9986

conc (g/L)

Representagdo grafica da linearidade da técnica entre a
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Limite de Quantificacdo (LOQ)

O limite de quantificacdo do método para determinagdo de etanol em
saliva foi de 0,010g/L.

A tabela abaixo mostra os valores obtidos: média; desvio padréo (Dp)
e coeficiente de variacéo (CV) para o etanol.

TABELA 17. Apresentacdo dos resultados obtidos para o valor do
limite de quantificacdo (0,010g/L): média; desvio padrdo e
coeficiente de variagao.

REPLICATAS Razédo entre as areas
etanol/n - propanol

0,023
0,027
0,028
0,027
0,025
0,027

o 01~ W DN P

MEDIA 0,026
Dp 0,002
CV (%) 7,69

84



Limite de Detecc¢éo (LOD)

O limite de deteccdo do método para o etanol foi de 0,006g/L.

A tabela abaixo apresenta os valores obtidos: a média, o desvio

padrao (Dp) e o coeficiente de variacdo (CV), para o etanol.

TABELA 18. Os valores obtidos na determinagédo do limite de

deteccdo do etanol (0,006g/L): média, desvio padrédo e coeficiente de

variacao.

REPLICATAS Razao entre as areas
Etanol/ n - propanol

1 0,017

2 0,027

3 0,022

4 0,023

5 0,025

6 0,022

MEDIA 0,023

Dp 0,003

CV (%) 13,04
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Precisao intra e interensaio

As tabelas abaixo apresentam os coeficientes de variagdo intra e
interensaio, para cada concentracao escolhida. Os valores obtidos em
cada dia expressam a relacdo de areas absolutas do etanol/ n —

propanol.

TABELA 19. Coeficientes de variacao intra e interensaio do etanol, na

concentragéo de 0,03g/L .

DIAS
REPLICATAS 1° 2° 3°
1 0,044 0,057 0,057
2 0,04 0,05 0,042
3 0,044 0,042 0,046
4 0,046 0,043 0,047
5 0,046 0,043 0,043
6 0,044 0,043 0,043
CVq (inter) 3,2%
CV; (intraensaio) 10,7%
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TABELA 20. Coeficientes de variagdo intra e interensaio do etanol, na
concentragéo de 0,3g/L .

DIAS

REPLICATAS 1° 2° 3°

1 0,31 0,29 0,30

2 0,30 0,28 0,30

3 0,30 0,28 0,31

4 0,30 0,27 0,30

5 0,30 0,29 0,31

6 0,28 0,27 0,30
CVq (inter) 4,0%
CV; (intraensaio) 2,8%

TABELA 21. Coeficientes de variacao intra e interensaio do etanol, na

concentracdo de 1,2g/L .

DIAS

REPLICATAS 1° 2° 3°

1 1,10 1,08 1,13

2 1,10 1,09 1,18

3 1,14 1,10 1,18

4 1,09 1,11 1,16

5 1,09 1,13 1,16

6 1,09 1,11 1,16
CVq (inter) 3,1%
CV; (intraensaio) 1,7%
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6.3. Determinacdo de etanol em amostras de saliva dos
voluntarios do Grupo Il -B

6.3.1. Método Enzimatico (Q.E.D. A 150)

Os resultados obtidos nas amostras de saliva dos voluntarios do
Grupo Il - B em diferentes tempos, apos o término da ingestao

de bebidas alcodlicas sdo mostrados na tabela 22.

TABELA 22. Resultados das concentracfes de etanol obtidos

nas amostras de saliva dos voluntérios, através da aplicacdo do

QED A - 150.
TEMPO DE COLETA (min)
VOLUNTARIO 20 50 80 110 130
CONCENTRACOES (mg/mL)
A 50 75 90 70 80
B 110 80 70 65 45
C 50 60 55 35 40
D 60 90 80 70 70
E 45 50 50 50 40
F 70 65 60 55 50
G 80 110 100 80 90
H 45 50 65 70 60
| 50 60 50 45 35
J 95 100 70 60 50
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6.3.2. Cromatografia gasosa ap0s separacdo por
headspace

Os resultados obtidos nas amostras de saliva dos voluntarios
através da aplicacdo de GC/FID, em diferentes tempos, apds o
término da ingestdo de bebidas alcodlicas sdo mostrados na
TABELA 23.

TABELA 23. Resultados obtidos nas amostras de saliva dos

voluntarios por CG/FID apds headspace.

TEMPO DE COLETA (min)

VOLUNTARIO 20 50 80 110 130

CONCENTRACOES (mg/mL)

A 108 123 133 106 105
B 113 105 94 83 77
C 113 80 69 57 52
D 84 104 103 87 83
E 65 67 66 67 61
F 78 78 68 56 42
G 111 135 132 107 114
H 53 74 89 83 80
I 72 78 52 47 30
J 107 99 79 75 69
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Na figura 9 séo apresentados os graficos com os resultados das anélises
enziméticas (Q.E.D. A — 150) e cromatogréficas (GC/HS) das amostras
dos voluntarios do Grupo Il - B.

Voluntario A —‘—QED Voluntario B —¢—QED
—.—CG/HS -t CG/HS

150 150
100 100
50 50
0 0
110 130 110
Voluntario C |—¢—e Voluntério D ——QED
—8B___CG/HS —8— CG/HS
130
110
100 90
70
50 50
30
0 10
110 130 -10
20 50 80 110 130
Voluntario E IS(E;LS Voluntario F _—:—_22245
150 150
130 130
110 110
90 90
70 70
50 50
30 30
10 10
-10 20 50 80 110 130 10 110 130
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—&— QED —&— QED

Voluntéario G s CGMS VoluntarioH | o ous

150 150
130 130
110 110

90 90

70 70

50 50

30 30

10 10
-10 -10

20 50 80 110 130 20 50 80 110 130
Voluntario | __:33;5 Voluntario J IESHS

150 150

130

110

% 100

70

50 50

30

10 0

10 0 50 80 110 130 20 50 80 110 130

FIGURA 9. Graficos obtidos individuais, comparando os resultados com

as duas técnicas empregadas.

Na figura 10 sédo apresentados os perfis das médias das concentracdes
pelo tempo do etanol nas amostras analisadas por Q.E.D. A -150 e
GC/HS.

—e—QED
—8—Hs

20 50 80 110 130

FIGURA 10. Grafico das médias dos resultados das duas técnicas

empregadas.
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6.4 Determinagdo de etanol por Q.E.D. A-150 e GC/HS em
amostras de voluntarios (Grupo Il — A) coletadas com Salivette®,

com e sem acido citrico.

Os resultados obtidos nesse experimento sdo mostrados na tabela 24.

TABELA 24. Resultados obtidos em mg/dL — imediatamente apos a
coleta e/ou em 24 horas — na técnica enzimatica (Q.E.D. A — 150) e
cromatografica (CG/HS), nas amostras coletadas com a utilizagdo de

Salivettes® , com e sem acido citrico.

Voluntario A Voluntario B
tempo Q.E.DA-150 CG/HS Q.E.DA-150 CG/HS
de I 24 h 24 h I 24 h 24 h
coleta
(min) S/E CIE S/E C/E S/E CIE S/E C/E

20 70 Al 75 77 90 65 78 81 83 91

50 70 77 80 88 91 60 72 81 82 81

80 68 75 78 78 82 60 67 70 73 78

110 58 60 65 73 76 58 62 61 65 67

130 55 60 62 66 72 48 51 53 61 62

| = imediatamente apods coleta S/E = sem estimulagéo C/E = com estimulacéo
Al = amostra insuficiente

Os graficos relacionando os valores encontrados na determinagéo de etanol na
saliva, utilizando as técnicas: enzimatica e cromatografica sdo apresentados.,
nas figuras 11 e 12. Os resultados sdo mostrados no grafico através da média

obtida na quantificacdo das amostras pelas duas técnicas.
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—e—QED

—=HS

FIGURA 11. Gréfico das médias obtidas na determinacdo de etanol realizada

com Q.E.D A-150, imediatamente apds a coleta, e na determinacdo

cromatografica — apoés 24 horas -, nos mesmos tempos, utilizando o coletor de

saliva com &cido citrico.

100

Relacdo-Média

40
20 -

——QED
—a— HS

20

50 80 110 130

FIGURA 12. Grafico das médias obtidas na determinacdo de etanol realizada

com Q.E.D A-150, imediatamente apdés a coleta,

e na determinagéo

cromatografica apds 24 horas -, nos mesmos tempos, utilizando o coletor de

saliva sem acido citrico.
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minutos

FIGURA 13. Gréfico das médias obtidas na determinacdo de etanol realizada

com Q.E.D A-150, apés sua insercdo na saliva remanescente do Salivette®

sem acido citrico — apds 24 horas -, e na determinacdo cromatografica, nos

mesmos tempos, utilizando o mesmo coletor.

100

concentragao

60 -
40 A
20 A

80 ‘\’\.\,_-\‘\::

—+—QED

—s—HS

20 50 80 110 130

minutos

FIGURA 14. Gréfico das médias obtidas na determinacdo de etanol realizada

com Q.E.D A-150, apds sua insercdo na saliva remanescente do Salivette®

com &cido citrico — ap0s 24 horas -, e na determinacdo cromatogréafica, nos

mesmos tempos, utilizando o mesmo coletor.
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6.5 Estudo para verificar a estabilidade do etanol através do sistema
Q.E.D. A 150

Os resultados (média das concentragfes) obtidos em trés replicatas, nos
tempos de 0; 24 e 48 horas para verificar a estabilidade da concentracao de

etanol na saliva sdo apresentados na TABELA 25.

TABELA 25. Média das concentracbes de etanol para verificar a
estabilidade do etanol na amostra obtida com o sistema Q.E.D A-150.

CONCENTRAGAO Tempo de coleta
DE Oh 24 h 48 h
ETANOL(mg/dL)
30 30,67 30 26,67
60 58,33 57 56,33
90 82,33 80 79,66
120 110 110,66 109,33
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7. DISCUSSAO

Nas analises toxicologicas realizadas para verificar o consumo de bebidas
alcodlicas o0 sangue e o ar expirado sdo as matrizes biolégicas mais
empregadas, principalmente em condi¢cdes nas quais h& necessidade de
verificar a alcoolemia em trabalhadores, motoristas e individuos envolvidos em

acidentes.

A utilizagdo da saliva tem sido recentemente recomendada, pois muitas
substancias sao transferidas rapidamente do plasma para essa matriz,
existindo uma estreita correlacdo nas concentracdes encontradas
simultaneamente nesses meios (GUBALA & ZUBA, 2000).

A partir dessas premissas foi desenvolvida esta pesquisa para investigar a
utilizacdo de amostras de saliva para determinacédo de etanol em duas fases —
triagem e confirmacdo — com a finalidade de verificar a exposicdo a bebidas

alcodlicas.

Na fase de triagem foi aplicada uma técnica enzimatica — sistema Q.E.D. A
150 — e na fase de confirmacdo a cromatografia em fase gasosa, apés
separacdo do etanol da matriz por aquecimento — Headspace —, técnica
considerada de referéncia para determinacao de etanol em fluidos biolégicos.

O sistema Q.E.D. A 150 foi selecionado devido a existéncia na literatura
especializada de recomendacgbes de pesquisadores que realizaram estudos
com esta técnica e por ter a aprovacdo do Departamento de Transportes dos
Estados Unidos (DOT - USA). Essa instituicdo governamental € responsavel
nos EUA, pelo estabelecimento de matrizes biologicas e técnicas analiticas que
podem ser utilizadas para determinagcdo da alcoolemia em motoristas

profissionais.
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O sistema escolhido se enquadra nas condicdes do DOT, que define uma
técnica de triagem para determinagcdo de alcool como “um sistema para
detectar a presenca de 20 mg/dL ou mais de alcool no sangue, podendo ser
utilizado para esta finalidade qualquer fluido biologico, porém o resultado deve
expressar a alcoolemia” (DUBOWSKI, 2002).

Durante o desenvolvimento do trabalho foi verificado que o Q.E.D. A 150
permitiu uma coleta simples e rapida. A sua forma de apresentacdo, em
embalagens individuais e hermeticamente fechadas, além da praticidade em
sua utilizacdo, também transmitiu uma sensacdo de seguranca ao doador da
amostra em termos de uso absolutamente Unico e individual e, portanto, isento

de contaminacao.

A coleta foi efetuada pelos préoprios doadores que foram instruidos para inserir
na cavidade oral os swabs do sistema Q.E.D., mantendo-os em movimentos
circulares durante um minuto. No geral, esse procedimento foi adequado para a
completa saturacdo do algoddao e também garantiu a obtencdo de um
homogeneizado de saliva provenientes das secre¢cdes das glandulas

existentes na cavidade oral.

Em alguns casos foi verificado que este tempo ndo foi suficiente para a
obtencdo da quantidade de saliva necessaria para a realizacdo da anélise.
Nestes, uma nova coleta foi efetuada com a orientacdo de que os doadores da
amostra deveriam permanecer com o bastdo coletor — swab — na boca por
um periodo maior. O controle de qualidade do Q.E.D. A 150 permitiu evidenciar

com seguranca quando o volume de amostra fornecido era insuficiente.

Na realizagdo das analises através do sistema Q.E.D. A — 150 foi observado
em algumas analises uma certa dificuldade no preenchimento do tubo capilar
do teste com a saliva coletada. Segundo JONES, (1995) esse fato reflete as
variacfes interindividuais na composicdo da saliva, devido as diferencas na

viscosidade e a presenca de material particulado.
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As leituras foram realizadas exatamente apds 2 minutos da inser¢cdo do swab
no canal onde ocorre a reagdo quimica, pois findo esse tempo poderia haver
uma retracdo no volume da amostra na coluna que indica a concentracao de

etanol, levando a uma leitura abaixo do valor real.

Durante o intervalo de tempo entre a insercdo do swab no local determinado do
Q.E.D. e a leitura do resultado final foi observado em alguns casos o
aparecimento de bolhas de ar no sistema, dificultando a interpretacdo do
resultado. O critério adotado foi a leitura do ponto mais alto da coluna,
independentemente da presenca de bolhas.

Os experimentos iniciais foram realizados com a finalidade de selecionar os
tempos de coleta adequados para verificar a presenca de etanol em saliva. O
tempo inicial de 10 minutos foi adotado de acordo com a orientacdo técnica que
acompanha o sistema Q.E.D A — 150. O tempo final foi estabelecido tendo por
base a concentracdo plasmatica méaxima que varia de 30 - 60 minutos (JONES,
1993; 1995) e ao provavel tempo que um individuo poderia ser submetido a um
controle do uso de bebidas alcodlicas em algumas situacdées, como no transito

ou no ambiente de trabalho.

Nos tempos selecionados todos 0s voluntarios apresentaram concentragcfes de
etanol bem acima do limite de deteccéo do teste (10 mg/dL). Assim, com base
nesses resultados e devido aos tempos recomendados por Dubowsky, (2002)
— 15 minutos — e Jones, (1995) — 20 minutos — entre a ingestao de bebida e
o inicio da coleta, foi adotado o tempo maior a fim de evitar a possibilidade da
presenca de qualquer resquicio de alcool na cavidade oral. Nos experimentos
posteriores o tempo final foi estendido para 130 minutos para uma melhor

avaliacdo do periodo de deteccao do etanol nessa matriz.
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Os estudos de otimizacdo das condigdes cromatogréficas foram iniciados com
a aplicacédo dos parametros propostos por Corréa, (1997; 2001). A temperatura
selecionada para a operacéo da coluna foi a de 130°C e a razao da divisao split
foi alterada para 1/10. O modo split foi adotado prevendo a possibilidade da
ocorréncia nas analises de elevadas concentracbes de etanol, devido a sua
facilidade de volatilizacdo. Assim, a divisdo da amostra impediria uma possivel
saturacdo da coluna capilar e permitiria uma melhor resolucdo cromatografica,

tendo como consequéncia a obtencéo de “picos” mais adequados.

Os tempos de retencdo obtidos, 2.28 min para o etanol e 5.31 min para o
padrdo interno foram adequados a finalidade. O uso do n-propanol, como
padrdo interno, foi apropriado por ser da mesma funcao quimica do etanol. Nos
experimentos realizados a sua concentracdo de referéncia foi fixada em 0,6
g/L, por apresentar como resultado uma area apropriada aos célculos da

concentracéo de etanol.

As concentracfes utilizadas para obtencéo das curvas da calibracdo — 0,15; 0,6
1,5 — foram selecionados de acordo com a faixa de linearidade e o ponto médio
foi adotado tendo por base a concentracdo que qualifica a incapacidade do
individuo em conduzir um veiculo automotor, segundo o Cédigo de Transito

Brasileiro.

A separacdo do etanol da saliva, através do aquecimento da matriz, foi um
procedimento analitico simples e réapido conforme relatado na literatura

especializada para outras matrizes biolégicas.

Em todas as analises realizadas nao foi observado nenhum tipo de
interferéncia nos resultados cromatograficos devido as substancias
normalmente presentes na saliva, que poderiam eventualmente ser separadas

da matriz durante a fase de aquecimento e/ou coeluirem com os alcoois.
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Na fase de padronizacdo também foram realizados experimentos in vivo com a
utilizacdo de salivas coletadas em diferentes tempos — 20, 50, 80, 110 e 130
minutos — apos a ingestdo controlada de bebidas alcodlicas pelos voluntarios
(Grupo 11 = A).

A coleta das amostras foi efetuada através da utilizacdo do coletor de saliva
Salivette® com &cido citrico, para estimular a salivagdo. Esse tipo de coletor é
indicado em casos de xerostomia, observada em pessoas com diabetes
Mellitus, alcoolismo, portadores de doenca sistémica de supressdo de saliva —

comum em idosos — ou em usuarios de drogas ilicitas como a maconha.

Durante a coleta com o Salivette® alguns individuos relataram um pequeno
desconforto quando ocorria a liberagdo do &cido citrico, devido ao sabor
caracteristico dessa substancia.

O procedimento de coleta apresentou praticidade, rapidez — 1 minuto de
duracdo — e facilidade na obtencdo da amostra em quantidade necessaria para
andlise. Outras vantagens foram a impossibilidade de adulteracdo durante a
coleta e risco minimo de perda na manipulacdo, pois o tubo utilizado para
armazenamento do material coletado € levado diretamente para centrifugacéo

no momento da analise.

Os Salivettes® com as respectivas amostras foram mantidos sob-refrigeracéo
desde a coleta até o inicio da analise, realizada apds 24 horas. Apds esse
periodo, os coletores foram submetidos a centrifugacdo, sendo obtido um
volume de aproximadamente 3 mL, quantidade suficiente para aplicacdo do

meétodo e realizacdo de uma nova analise, se necessario.
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Em todas as amostras coletadas nos diferentes tempos foi possivel determinar
a concentracéo de etanol, ndo foi observado a presenca de interferentes devido
as substancias presentes na saliva, mostrando a aplicabilidade do método
padronizado e os valores de relacdo das areas (etanol / n-propanol) obtidos
nos experimentos in vitro (5.2.2.1) e in vivo foram satisfatérios demonstrando
que o método para determinacdo de etanol proposto por Correa, 1997 para

sangue e urina pode ser aplicado em saliva.

No processo de validagdo do método para determinacdo de etanol em
amostras de saliva por GC/HS foram verificados 0s seguintes parametros:
linearidade da técnica, limite de quantificacdo, limite de deteccdo e precisao
intra e interensaio (periodo de 3 dias) de acordo com o Guia para Validacao de
Métodos Analiticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2002b; BRASIL, 2003a).

O método se mostrou linear nas concentracfes de 0,01 a 3,0 g/L (TABELA 18);
a concentracao inicial foi escolhida por ser o limite de quantificacdo do método
e a final por ser uma concentracdo bem acima das concentracdes passiveis de
serem encontradas em analises realizadas com essa finalidade. O coeficiente
de variacdo (CV) obtido foi menor que 5% e o coeficiente de determinacédo (R?)
foi de 0,9986 (FIGURA 10).

O limite de quantificacdo do analito foi de 0,01g/L, com coeficiente de variacao
de 7,69%. Esse valor esta muito abaixo dos 0,6g/L preconizado pela legislacdo
brasileira como concentracdo sanguinea maxima de etanol permitida para

dirigir veiculos automotores.

O estudo do limite de deteccéo foi realizado em seis replicatas com o objetivo
de encontrar a menor concentracdo detectavel do analito. Esse limite foi de
0,006g/L com o coeficiente de variacdo de 13,04%, valor adequado para o

método.
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A precisdo do método foi avaliada, segundo seus coeficientes de variacéo,
através da andlise de 3 niveis de concentracdes 0,03; 0,3 e 1,5 g/L, que
apresentaram 0s seguintes valores, respectivamente intraensaio 1,7; 2,8 e
10,7% e interensaio 3,1; 3,2 e 4,0%. Os valores encontrados foram adequados

a finalidade de analise.

Com a conclusdo do processo de validacdo do método cromatografico, o
mesmo foi aplicado em voluntarios - Grupo Il — B -, apds o consumo de bebidas
alcoodlicas. Os voluntarios selecionados constituiram um grupo relativamente
homogéneo: quatro do sexo feminino e seis do sexo masculino; idade entre 24

e 41 anos (média de 30,6); todos com formacao universitaria.

Aos voluntarios foram apresentados dois esquemas de consumo de bebida
alcoolica (uisque): ingestdo da quantidade necessaria para obtencédo de 0,5
gramas de etanol por quilograma corpéreo (0,59/Kg) — escolhida por quatro
voluntarios — ou a ingestdo para se alcancar 0,689/Kg — escolhida por seis
voluntarios—. A concentracdo maior foi selecionada por ter sido utilizada em
estudos anteriores (JONES, 1995; CORREA, 1997) e a de 0,5¢g/Kg para

possibilitar a participacdo dos voluntarios menos afeitos as bebidas alcodlicas.

Durante o desenvolvimento do estudo nao foi observada no Grupo de
voluntarios nenhuma dificuldade em consumir no tempo determinado — 20

minutos — a quantidade escolhida da bebida alcodlica.

Na comparacdo dos resultados obtidos nas duas técnicas estudadas foi
observado que no geral as concentragdes interindividuais, obtidas no mesmo
tempo de coleta, foram aproximadamente 30% maiores pela técnica
cromatografica (GC/HS). Contudo, foi observado que as curvas obtidas pelas
concentracbes de etanol x tempo (minutos), em ambas as técnicas,
apresentaram perfil semelhante. Este fato foi evidenciado com a utilizagdo das
médias dos resultados dos voluntarios nos respectivos tempos de coleta
(FIGURA 11).
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Considerando o esquema de tempo adotado para a coleta foi observado que a
concentracdo méxima de etanol na saliva foi atingida aos 70 minutos apds o
inicio do consumo da bebida, — leituras efetuadas aos 50 min — , resultado
proximo dos relatados em estudos anteriores.(JONES, 1995; GUBALA &
ZUBA, 2002).

Analisando os resultados obtidos através da cromatografia em fase gasosa das
amostras coletadas aos 50 min, apos o término da ingestdo de bebidas
alcoolicas foi verificado que a faixa dos valores esteve entre 67 a 135 mg/dL
com CV de 23%. Esses resultados estdo proximos dos obtidos por Jones,
(1993) — de 57 a 135 mg/dL e CV de 20% — em trabalho realizado com as
mesmas caracteristicas de ingesta — obtencéo de concentracdo de etanol de

0,68gKg de peso corpéreo —.

Os resultados interindividuais obtidos nas amostras dos voluntérios pelas
técnicas aplicadas foram bastante dispersos, apesar da homogeneidade do
grupo, das condicBes prandiais semelhantes e da proporcionalidade da
quantidade ingerida de bebida alcodlica, estando de acordo com resultados
interindividuais de estudo encontrado na literatura (JONES, 1979b; JONES,
1995).

Esta observacdo pode ser constatada na comparacdo dos resultados de 2
voluntarios - G e H - que ingeriram quantidade de uisque equivalente aos seus
respectivos pesos corporeos: o voluntario G — peso 60 Kg, do sexo feminino,
ingesta de 126 mL de uisque — apresentou resultados de 107 a 135 mg/dL,
média de 119,8 mg/dL e CV de 11%; o voluntario H — peso de 92 kg, sexo
masculino, ingesta de 193 mL de bebida — apresentou resultados de 53 a 89
mg/dL, média de 75,8 mg/dL e CV de 18%.
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Diversos fatores contribuem para explicar essas diferengas interindividuais
como o sexo; volume de distribuicdo e raca. Outro fator a ser considerado é a
diferenca na velocidade de eliminacdo do etanol entre bebedores ndo habituais
—de 12 a 15 mg/dL por hora — e bebedores contumazes — de 30 a 50 mg/dL

por hora.

Estes resultados levam ao questionamento da existéncia de tabelas que
correlacionam consumo de uma determinada quantidade de bebidas alcodlicas

com obtencdo de uma determinada concentracdo alcoodlica no sangue.

Devido as diferencas observadas foram investigados alguns fatores que
poderiam estar contribuindo para obtencdo desses resultados: a presenca de
acido citrico na coleta realizada com estimulo da salivacdo e a influéncia do
tempo decorrido entre as analises realizadas através do Q.E.D. e da

cromatografia em fase gasosa.

Um experimento foi delineado para se verificar a influéncia dos fatores
mencionados acima. Voluntarios do Grupo Il — A ingeriram bebida alcodlica e
posteriormente forneceram amostras de saliva nos tempos de 20, 50, 80, 110 e
130 min. As coletas foram realizadas de acordo com o procedimento descrito
em 5.2.4: primeiramente a amostra foi coletada com o swab para analise com
0 Q.E.D.; em seguida foram coletadas imediatamente duas amostras do
mesmo voluntério com a utilizacéo do Salivette® — a primeira sem acido citrico

e a segunda com a presenca do acido —.

Esses coletores foram mantidos sob-refrigeracado durante aproximadamente 24
horas. Decorrido esse tempo foram submetidos a centrifugacdo sendo obtidas
aproximadamente 3 mL de saliva, que foram divididas em duas aliquotas para

analise nas técnicas — enzimatica e cromatografica —.
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Os resultados obtidos nas amostras coletadas com &cido citrico foram
semelhantes ao experimento realizado com voluntarios do Grupo Il — B, pois a
diferenca entre as técnicas - cromatografica e sistema Q.E.D. A 150 -, foi de
29% maior. Contudo, essa diferengca diminuiu para 22% quando se utilizou o
Salivette® sem o &cido citrico.

As diferencas dos resultados obtidos com 0 Q.E.D. A — 150 apds 24 horas, e 0s
respectivos resultados obtidos com a técnica cromatografica foram: de
aproximadamente 13% no coletor sem &cido citrico e com a saliva obtida sob
estimulacdo essa porcentagem foi 14%, sendo uma diferenca de 15% com a

saliva obtida no momento da coleta.

Também foram observados alguns resultados distintos entre as leituras obtidas
com o Q.E.D. A — 150 no momento da coleta e apds 24 horas. A leitura do
Q.E.D. apds 24 h foi aproximadamente 14% maior no coletor com acido citrico

e cerca de 9% maior no coletor sem acido citrico.

Os fatos acima discutidos levam a inferir que o tempo decorrido entre a coleta e
a andlise e a presenca do acido citrico seriam fatores que influenciariam nas
diferencas observadas nos resultados, sendo que aproximadamente 9% estaria
relacionado ao tempo e 6% a presenca do acido citrico. Com base nessas
consideracdes a diferenca real entre os resultados das duas técnicas seria
cerca de 14%. Este nivel de diferenca encontra-se dentro do padrédo aceitavel

de analise, considerando que uma é técnica de triagem e a outra de referéncia.

Para dirimir a davida relativa ao fator do tempo foi realizado um experimento in
vitro para verificar a estabilidade do etanol na saliva em 24 e 48 horas,
utilizando o Q.E.D. A — 150. Os resultados mostraram que nao houve diferenca
entre as concentracdes observadas nos tempos 0, 24 e 48 horas, ou seja, ndo
foi verificado aumento de etanol. A analise destes resultados levaria a
suposicdo que o fator principal que explicaria as diferengcas observadas seria o

tempo de permanéncia da amostra no coletor antes da centrifugacao.
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No experimento para verificar a estabilidade, os coletores utilizados para a
obtencao do “pool” de saliva foram imediatamente centrifugados apds a coleta,
0O que ndo acontecia nos experimentos anteriores, jA que estes eram
centrifugados no momento da analise, realizada apds 24 horas. Provavelmente
o procedimento de centrifugacdo promove um rompimento das paredes das
bactérias encontradas na cavidade oral e assim impediria que estes
microorganismos interferissem na concentracdo de etanol pelo processo de

fermentacao devido a presenca de acgUcares existentes nessa amostra.

Durante a permanéncia da amostra no coletor - Salivette® - foi constatado um
aumento na concentracdo de etanol ap6s as 24 horas, mostrando uma
desvantagem desse tipo de coletor. Na literatura especializada consultada néo
foi encontrado nenhum estudo realizado com esse tipo de coletor, assim novos
trabalhos deverdo ser realizados para equacionar esse problema,
principalmente para aplicagdo no transito. Uma possivel solucdo seria a
utilizacdo de um coletor de saliva contendo um agente conservante, que
impossibilitaria a proliferacdo de bactérias e conseqlientemente o aumento da
concentracdo de etanol na amostra, pois a centrifugacdo logo apds a coleta é

impraticavel em campo.

Para verificar o consumo de bebidas alcodlicas por motoristas de transito, essa
metodologia poderia ser aplicada com restricdes, pois nesse setor ha um indice
que caracteriza perante a lei se houve ou ndo uma infragdo gravissima. O
sistema Q.E.D. poderia ser aplicado como técnica de triagem, assim como sao
utilizados os etilometros, com algumas vantagens, pois possui algumas
caracteristicas desejaveis: embalagem hermeticamente embalada; data de
validade; um controle QA spot - que garante a qualidade dos resultados;
facilidade de obtencdo da amostra e por ndo causar constrangimento ao

doador.
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A analise dos resultados obtidos demonstra o quanto é complicado estabelecer
uma legislagdo com aplicacbes de sancdes tendo por base a alcoolemia.
Contudo, em todas as amostras coletadas nos diferentes tempos foi possivel
determinar a concentracdo de etanol, mostrando a aplicabilidade do método

padronizado.

O projeto de lei aprovado pela Camara dos Deputados, que se encontra em
tramitacdo no Congresso Nacional, para reduzir o limite maximo de 0,6g/L para
0,3g/L provavelmente serd eficaz na reducdo dos acidentes e mortalidade no
transito. Com essa nova legislacdo todos os voluntérios do estudo poderiam
sofre sancdes, pois 0s mesmos tiveram leituras superiores a esse novo indice.
Entretanto, para surtir os efeitos desejados essa legislacdo deve ser colocada
em pratica através da fiscalizacdo por érgdos competentes com a utilizacao
das analises toxicoldgicas para comprovar o grau de alcoolemia.

De acordo com Gubala & Zuba, (2002) a determinacdo de etanol em saliva era
até o presente utilizada como método de triagem, apesar do valor da
concentragédo de etanol nessa matriz ser amplamente correlacionada com os
encontrados no sangue. Na opinido desses autores a saliva constitui de uma

matriz adequada para verificar a sobriedade com propdsitos forenses.

O método estudado pode ser utilizado para diferentes finalidades, a fim de
comprovar a sobriedade de individuos expostos ao alcool, como por exemplo
no ambiente de trabalho, em clinicas de tratamento e recuperacdo de usuarios

de drogas e em casos emergenciais, inclusive de pacientes inconscientes.
No presente estudo foi possivel determinar a concentracdo de etanol em

amostras de saliva de individuos para verificar a sua exposicdo a bebidas

alcodlicas..
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8. CONCLUSOES

¢ O sistema enzimético Q.E.D A — 150 pode ser utilizado em campo, como um
indicativo da alcoolemia e para estimar a exposi¢cao de individuos expostos as

bebidas alcodlicas.

¢ A cromatografia em fase gasosa, ap0s separacao do etanol por aquecimento

- Headspace - foi eficaz para determinacéo dessa substancia na saliva.

e N&o foi observado na analise cromatografico nenhum tipo de interferéncia

devido as substancias normalmente presentes na amostra de saliva.

¢ O método validado se mostrou linear e preciso, com limites de deteccéo e
guantificacdo bem inferiores aos valores necessarios para verificar a exposicao

a bebidas alcodlicas.

« O coletor de saliva denominado Salivette® foi de facil aplicacéo, sendo obtida
a quantidade suficiente de saliva para a analise. A presenca de &cido citrico
como agente de estimulacdo da salivacdo, bem como a permanéncia da

amostra no coletor interferiram nos resultados.

e Os respectivos resultados interindividuais nos experimentos realizados com
voluntarios, que ingeriram bebidas alcodlicas nas duas técnicas foram bastante

dispersas, mas com o perfil de eliminacdo semelhante.
e O método proposto com as duas técnicas de triagem e confirmacdo
demonstrou praticidade e permitiu identificar o etanol em todas as amostras de

saliva provenientes de voluntarios que ingeriram bebidas alcodlicas.

¢ A saliva € uma amostra alternativa que poderia ser utilizada para verificar a

exposicdo de individuos a bebidas alcodlicas.
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10. ANEXOS

ANEXO I

PROTOCOLO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA FCF/USP
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ci&ncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Sdo Paule, 24 de junho de 2003,

Ilmo(a) Sr(a).
Nadia Tawil

Vimos informar que o Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido
realizada em 23 de junho p.passado, APROVOU ¢ projeto “Determinacdo de
etanol em amostras de saliva” (Protocolo n9 181) apresentado por Vossa
Senhoria.

Lembramos que apds a execugdo de 50% do cronograma do projeto, devera ser
apresentado um relatério parcial, de acordo com o Artigo 18 - item C, da
Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

't;\_; 491,/??:
Prof. Tit. Dulcinéia'Saes Parra Abdalla
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP

Orientador: Prof. Ovandir Alves Silva
FBC

Av. Prot. Lineu Prestes, n* 830, Bloco 13 A - Cadade Universitaria - CEP 08806800 - 530 Paulo - 5P
Fone: (11) 3081-3677 - Fax [11) 3031-8986 - e-mail: rgo@usp. b
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ANEXO Il

QUESTIONARIO SUBMETIDO AOS VOLUNTARIOS QUE
PARTICIPARAM DO ESTUDO CONTROLADO DE INGESTAO DE
BEBIDA ALCOOLICA
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Identificacdo da amostra: NO...................

QUESTIONARIO

1. Dados pessoais:

Sexo:
( ) Masculino ( ) Feminino
ldade:................. anos

2. Medicamentos utilizados nos dltimos 5 dias (remédios para gripe, resfriados,

remeédios para emagrecimento, etc).

3. Vocé usou recentemente:

( ) bebidas alcodlicas (etanol)

Caso afirmativo, data (dia e hora) do ultimo uso:
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ANEXO 11

MODELO DO TERMO DE AUTORIZACAO E
CONSENTIMENTO POS - INFORMACAO APLICADO AOS
VOLUNTARIOS DO ESTUDO CONTROLADO DE INGESTAO

DE BEBIDA ALCOOLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO
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| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

I - DADOS SOBRE A PESQUISA

1.Titulo do Protocolo de Pesquisa: “Determinagao de etanol em saliva”

2.Pesquisadora: Nadia Tawil.
Cargo/Funcao: Farmacéutica-Bioquimica.
Inscricdo Conselho Regional N° 25. 412

Departamento FCF/USP: Analises Clinicas e Toxicoldgicas.

3.Avaliacéo do risco da pesquisa: Risco minimo
Obtencdo de amostra de saliva considerada néo invasiva.

4.Duracdo da Pesquisa: pesquisa considerada de curta duracdo, pois consta

de poucas coletas de amostra.
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO VOLUNTARIO
OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

O voluntério ird fornecer uma amostra de saliva, coletada por dois meios:
bastdo de algoddo e um coletor especifico fornecido pelo pesquisador
responsavel - Salivette®. Este tipo de coleta ndo apresenta risco para 0
voluntario, por se tratar de um procedimento seguro e ndo invasivo. A amostra
de saliva fornecida serd submetida ao teste rapido Q.E.D. A 150, e técnica
chamada cromatografia em fase gasosa com separacao por aquecimento —
headspace - que ira determinar quantidade de etanol presente. Os resultados

obtidos seréo analisados juntamente com as respostas dos questionarios.

IV — ESCLARECIMENTOS FORNECIDOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da
assisténcia.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.
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V — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA:

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Ovandir Alves Silva
Nadia Tawil
Endereco: Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 13B- Sdo0 Paulo - SP
CEP: 05508-900

Fone: 3091-2194 / 3031-9055

VI - OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
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Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente

Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do Pesquisador
ou responsavel legal

(carimbo ou nome legivel)

Prezado participante

Meu nome é Nadia Tawil, sou Farmacéutica - Bioquimica e mestranda do
Programa de P6s — Graduagdo em Toxicologia e Andlises Toxicologicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.
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Estou desenvolvendo um estudo para a determinacdo de alcool (etanol) em
saliva e para tal necessito de sua participacao.

Sendo o alcool uma droga de uso licito e o alcoolismo uma doenca €
importante a ado¢do de medidas que colaborem na reducdo de seu consumo,
pois a ingestdo de alcool esta intimamente relacionada com: acidentes no
transito e ocorréncias no ambiente de trabalho e internacdes em clinicas e
hospitais. Dessa forma é necessario desenvolver métodos que permitam
verificar a concentragcdo de etanol no organismo, possibilitando que pessoas
(inclusive vocé) bebam de acordo com seus limites biologicos, evitando a
exposicao a riscos desnecessarios.

O objetivo desse estudo € investigar a possibilidade de utilizacdo da amostra
de saliva como matriz alternativa para determinagcdo de etanol em campo
aberto, substituindo as matrizes convencionais atualmente utilizadas.

O estudo nao oferece riscos para participante, pois as coletas de saliva sao
feitas com coletores individuais e especificos, ndo tendo carater invasivo e nao
transmitindo nenhum risco de contaminacéo para o participante.

Vocé podera escolher entre as bebidas: cerveja e uisque e a quantidade a ser
ingerida deve ser proporcional ao seu peso, nao ultrapassando 0,68g/Kg de
etanol, concentracdo que ndo ocasiona embriaguez. A ingestdo da bebida
ocorrerd em 20 (vinte) minutos e apos isso serdo realizadas coletas de saliva
no intervalo de 50 (cinqlienta) a 130 (cento e trinta) minutos.

O estudo é an6nimo e a confidencialidade de sua participacao sera preservada.
A identificacdo das amostras sera feita apenas através de uma numeracéo
impressa nos coletores de saliva e nos testes rapidos aplicados. As duvidas
poderdo ser esclarecidas pelo Prof. Dr. Ovandir Alves Silva ou por mim no
telefone (11) 3889-8960.

Se vocé quiser participar do estudo, basta assinar a autorizacdo na pagina
seguinte.
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TERMO DE AUTORIZACAO

autorizo a coleta de amostras de saliva apos ter sido esclarecido pelo
responsavel pela pesquisa e ter entendido os procedimentos de coleta.

Assinatura do doador

da amostra
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