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Resumo

FREITAS, B. T. Investigaciao dos niveis de etanol em ar exalado, fluido oral e sangue capilar e
correlacao com efeitos cognitivos e psicomotores em individuos apés o consumo de bebidas
alcodlicas. 2020. 123 paginas. Dissertacao de Mestrado — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.

Introducio - Apds validacao de métodos analiticos, estudos de concentragao plasmatica de etanol ao
longo do tempo e ancestralidade genética, foi avaliada a capacidade de dirigir um veiculo em um
circuito fechado ap6s consumo de bebida alcodlica concomitante com o uso de celular. Objetivo -
Conbhecer a influéncia do desvio de atencdo causada apds o consumo de etanol quando associado ao
uso do telefone celular enquanto dirige e empregar analises genéticas para tentar classificar o tipo de
metabolismo de diversos individuos. Método - Realizar quantificagdo de etanol por métodos
cromatograficos em amostras fluido oral e sangue, e em ar exalado utilizando o “Teste do Bafometro”
em grupo de 15 voluntarios com material genético ja sequenciado e avaliar a capacidade psicomotora
apos ingestdo de doses de vodca proporcional ao peso corporal. Resultado - O método analitico
validado foi capaz de realizar as quantificagdes de etanol tanto no fluido oral quanto no sangue, os
gréaficos de concentragdo plasmaticas ao longo do tempo foram utilizados como base para definir os
intervalos ideais de coletas de 30 e 60 minutos apds ingestdo de bebida alcodlica. A embriaguez afetou
o desempenho dos voluntarios ao volante evidenciada pelas analises estatisticas principalmente como
velocidade, tempo de percurso e distancia de frenagem. Conclusdo - O uso do celular ao volante
durante a embriaguez contribuir fortemente para que surjam situacdes com potencial de gerar
acidentes de transito como oscilagdes de velocidade, aceleragcdes ou frenagens bruscas, além de

reduzir ainda mais a capacidade de atencao dos motoristas.

Palavras-chave: Bebida alcodlica. Conducdo veicular. Telefone celular. Sangue. Fluido Oral.

Cromatografia. Ar exalado. Etilometro.



Abstract

FREITAS, B. T. Investigation of ethanol levels in exhaled air, oral fluid and capillary blood and
correlation with cognitive and psychomotor effects in individuals after alcohol consumption.
2020. 123 pages. Dissertation (Master’s Degree) - Faculty of Philosophy, Sciences and Letters at
Ribeirao Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Sao Paulo, Brasil.

Objective - To know the influence of the diversion of attention caused after the consumption of
ethanol when associated with the use of the cell phone while driving and to use genetic analyzes to
try to classify the type of metabolism of several individuals. Method - Perform ethanol quantification
by chromatographic methods in oral fluid and blood samples, and in exhaled air using the
“Breathalyzer Test” in a group of 15 volunteers with genetic material already sequenced and assess
psychomotor capacity after ingesting doses of vodka proportional to body weight. Result - The
validated analytical method was able to perform the quantifications of ethanol in both oral fluid and
blood, the plasma concentration graphs over time were used as a basis to define the ideal collection
intervals of 30 and 60 minutes after drinking alcohol. Drunkenness affected the performance of
volunteers behind the wheel, as evidenced by statistical analysis, mainly as speed, travel time and
braking distance. Conclusion - The use of mobile at the wheel while drunk contribute strongly to
situations that arise with the potential to generate traffic accidents as speed fluctuations, sudden

acceleration or braking, and further reduce the attention span of the drivers.

Keywords Alcohol drink. Driving. Cell phone. Blood. Oral Fluid. Driving. Driving. Breathalyzer.
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1. Introducio

1.1. Acidentes de Transito

Como consequéncia do avango cientifico e a crescente necessidade de locomogao, o transporte
ganha cada vez mais importancia. O carro tornou-se um objeto de desejo, visto como um simbolo de
status social devido a influéncias de propagandas nas mais diversas midias (BASTOS, ANDRADE,
SOARES, 2005). Tal influéncia causa um aumento na frota veicular que associado a imprudéncia,
impericia, negligéncia do motorista, sinalizagdo precaria, ma conservagdo das vias e conducao de
veiculos sob efeitos do alcool levam um a problema de causa social e econdomica: os acidentes de
transito (SOUZA, 2005).

J& € bem conhecido o quao prejudicial a combinagao de dlcool e direcdo pode ser. Isso ocorre
devido a complexidade cognitiva necessaria para a conducdo de um veiculo, a velocidade na
capacidade de tomada de decisdes e o tempo de reagio do motorista. E neste contexto que se insere
o crescente interesse em informagdes cada vez mais especificas sobre como o alcool reduz a
habilidade de dirigir agravado pelo aumento da autoconfianga, excesso de velocidade e desrespeito a
sinalizagdo viaria (FILMORE et al, 2008; WEAFER & FILLMORE, 2012).

Os acidentes de transito sdo considerados como um grande problema de saude publica em
diversos paises, incluindo o Brasil. De acordo com o Plano Global para a Seguranca Rodoviaria da
ONU, de 2011 a 2020, anualmente cerca de 1,3 milhdo de pessoas morrem por ano, em consequéncia
de acidentes de transito, sendo que mais da metade dessas vitimas ndo se encontravam dentro dos
veiculos no instante do acidente (ONU, 2011).

Com relagdo as estatisticas a nivel global, temos que 77% de todas as mortes causadas por
acidentes de transito atingem principalmente a populagdo jovem masculina. Para uma faixa etaria de
15 a 29 anos de idade, esses acidentes representam a principal causa de obitos, enquanto que para a
populagdo masculina de 30 a 49 anos ¢ a 3* maior causa (WHO, 2013).

No periodo de 1980 a 2011, cerca de 500 mil pessoas morreram em decorréncia de acidentes
de transito, o que classificou o Brasil como um dos paises com a maior mortalidade no transito com
cerca de 43 mil pessoas por ano, sendo precedido somente pela India, China, Estados Unidos e Russia
(ABREU, 2018; DATASUS, 2012; WHO, 2013). O elevado nimero de mortes e de feridos em
acidentes causam forte impacto sobre os orcamentos publicos, inclusive na renda das familias
afetadas (IPEA, 2015).

Devido ao alarmante numero de acidentes, em 2018, a prefeitura da cidade de Sao Paulo

lancou o site Vida Segura, no qual ¢ possivel encontrar informagdes sobre o nimero de acidentes de
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transito nos ultimos anos. No ano de 2015 foram registrados 20.254 acidentes, causando uma perda
economica de 1,075 bilhdo a capital paulista (Sao Paulo, 2019). Em meio as elevadas taxas de
acidentes, existem evidéncias que a existéncia de legislacdo mais rigorosa e também maiores punigdes,
sdo fatores determinantes para que haja uma real diminuicdo de acidentes (MINAYO, 1997).
Exemplos deste tipo de intervengdes podem ser vistas em paises como Japao, Ird e Inglaterra, onde
os principais focos foram a reducao do numero de morte através do controle rigoroso de velocidade,
redu¢do do consumo de alcool, incentivo ao uso de cinto de seguranga e de capacete (NAKAHARA,

2013; BAHADORIMONFARED, 2013; HAOJIE, 2013).

1.2. Alcool e acidentes de transito

O Relatoério Global sobre Alcool e Satde publicado pela Organizagio Mundial da Saude
consta em 2012 que 15% das mortes em acidentes de transito estdo relacionadas com o consumo de
alcool (WHO, 2014). Neste mesmo estudo, estima-se que no Brasil, de todos os acidentes envolvendo
consumo de alcool, 18% dos acidentais fatais foram atribuidos aos homens e 5,2% as mulheres, ao
comparar essas informagdes com dados obtidos de outros paises fica evidente a necessidade de
campanhas conscientizacao para que motoristas ndo consumam bebidas alcoolicas antes de dirigir. A

Tabela 1 mostra essa relagdo em diversos paises.

Tabela 1. Mortes em acidentes de transito relacionados ao alcool (WHO, 2014) *

Numero Total de Mortes em

acidentes de transito a cada 100 mil Envolvendo uso de alcool (%)
Pais habitantes
Homens Mulheres Homens Mulheres
Argentina 26,4 7,6 12,5 4,3
Brasil 52,5 11,3 18 5,2
EUA 18,6 7 12,4 4,2
Canada 11 4 13,8 4,8
China 30,5 15,6 22,2 4.4
Italia 13 2,8 3,9 1,5

*adaptado de WHO, 2014

Segundo o levantamento de dados obtidos pelo Ministério da Satde em 2016, 7,3% dos
individuos adultos da populacdo das principais capitais brasileiras afirmaram que dirigem apds o
consumo de alcool (VIGITEL, 2017). Observando a populacdo de estudantes universitarios, essa

porcentagem ¢ representativamente maior, segundo o Levantamento Nacional sobre o Uso de Alcool,
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Tabaco e Outras Drogas entre Universitarios de 27 Capitais Brasileiras, de um total de 10.106
entrevistados, 18% afirmaram que j4 dirigiram sob efeito de alcool e 27% ja pegaram carona com
motoristas alcoolizados (BRASIL, 2010).

Os motoristas que associam comportamentos inseguros, como beber e dirigir, estdo mais
propensos a causarem acidentes de transito, além de demonstrarem tendéncia de ndo reconhecer a
propria responsabilidade em tais ocorréncias (BRASIL, 2010). Dentre os comportamentos mais
relacionados com a ocorréncia de acidentes, sdo a falta de atengdo (59,3%), o desrespeito a sinalizacao
(33,5%) e abuso do limite de velocidade (22,5%) (ANDRADE et al., 2003).

Com este panorama, visando uma redu¢do dos acidentes em estradas e rodovias, uma das
formas que o governo brasileiro encontrou para controlar o consumo de alcool pelos motoristas foi
através de legislagdes mais rigorosas no Codigo de Transito Brasileiro (CTB), no qual estdo

estabelecidas as atribuigdes dos 6rgaos ligados ao transito, assim como suas penalidades.

1.3. Legislacao de Transito

O Coédigo de Transito Brasileiro (CTB) foi instituido através da Lei n® 9503/97, onde se
encontram as atribui¢cdes dos diversos o6rgdos ligados ao transito, assim como todas as definigdes
legais e as punicdes aplicaveis as diversas infragcdes. Além disso, nesta Lei, definia como infracdo
gravissima dirigir sob influéncia de seis decigramas de alcool por litro de sangue (BRASIL, 1997).

Devido a clara tendéncia do risco de acidentes de transito causados por condutores
alcoolizados (JORGE, 2013), em 2008, o Brasil comegou a adotar uma legislacdo de transito mais
rigida, a qual passou a ser conhecida popularmente como “Lei Seca”. Nesta lei, constava-se que
motoristas que fossem flagrados, através do teste do etilometro (bafémetro), com mais de 0,1
miligramas de élcool por litro de ar exalado seriam multados. Nesta redacdo, também era definido
como crime 0s ¢casos nos quais 0s motoristas apresentassem niveis de alcool igual ou superior a 0,34
mg/L no etildmetro (BRASIL, 2008).

Em 2013, ocorreu uma reformulacao da “Lei Seca”, passando a vigorar a tolerancia zero para
alcool no organismo, entretanto, ndo ocorreram alteragdes nos niveis de alcool considerados como
crime, continuando a valer, para este quesito, a redagao de 2008 (Brasil, 2012).

Visando uma reducdo no percentual de acidentes de transito, diversos paises também
reduziram drasticamente para zero a quantidade de alcool no sangue permitido para dirigir (OTERO,
2017). A Tabela 2 apresenta, brevemente, os limites da concentracdo de dlcool em sangue permitida
pela legislagdao de cada pais no ano de 2016, em alguns deles o valor permitido varia conforme as

categorias de motoristas.
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Tabela 2. Valores de alcoolemia permitidos de acordo com a legislacdo de diferentes paises. Adaptado de

“Global Health Observatory Data Repository (WHO, 2018).

Pais Populagdo Geral | Motoristas Jovens Motoristas Comerciais/Profissionais

(%om/v) (Y%om/v) (Yom/v)
Argentina 0,05% 0,05% 0,02%
Australia 0,05% Tolerancia Zero 0,02%

Brasil Tolerancia Zero Tolerancia Zero Tolerancia Zero
Canada 0,08% 0,08% 0,08%
Chile 0,03% 0,03% 0,03%
EUA 0,08% Sub-nacional 0,04%
Finlandia 0,05% 0,05% 0,05%
Franga 0,05% 0,02% 0,02%

Alemanha 0,05% Tolerancia Zero Tolerancia Zero

Ira Tolerancia Zero Tolerancia Zero Tolerancia Zero
Japdo 0,03% 0,03% 0,03%

*Subnacional: cada estado norte-americano apresenta valores de alcoolemia diferentes

Em um recente estudo realizado por Bruni e Mozayani (2020), onde realizaram comparagdes
das estruturas institucionais e legislacdes relacionadas a dirigir sob efeito do alcool. Devido a
autonomia de cada estado norte-americano, existem algumas variagdes na legislacdo, mas de forma
geral, considera-se que um individuo apresenta intoxica¢ao aguda por alcool quando apresenta uma
concentracio de alcool em sangue igual ou superior a 0,08%, equivalente a 0,08 g.dL™!, no Brasil o
individuo que apresentasse essa mesma concentragao seria enquadrado como crime.

A Tabela 3 apresenta de forma simplificadas algumas similares e diferencas entre as

legislacdes dos EUA e do Brasil.
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Tabela 3. Diferencas e similares entres as legislagoes de transito dos Estados Unidos e do Brasil.

Adaptado de Bruni e Mozayani (2020).

EUA

Brasil

Similaridades

* Nos dois paises existem puni¢des devido a recusa ao teste do etilometro;
* A constatacdo de embriaguez durante averiguacdo policial é considerada

como evidéncia legal.

Aspectos Institucionais

» dirigir embriagado ¢
principalmente uma ofensa
estadual;

* Em nivel federal: somente ¢
considerado crime se ocorrer
em propriedade federal.

* Legislagdo tnica: Lei 9.305/1997;

* Vigéncia em todo territério nacional, sem
diferenciagdo entre estados.

Definigoes Legais

» Existem diferenciacoes de
acordo com o estado entre os
termos dirigir sob influéncia
de alcool e dirigir embriagado.

* Nio existe nenhuma diferenciacao.

Concentracdo de Alcool
em Sangue

* Em todos os estados
considera-se embriagado
quem apresentar valores de
concentracdo de 4alcool no
sangue igual ou superior a
0,08 gdL"!

* Nenhuma concentracdo é permitida

Condutas Ilegais

* Varia conforme o estado.

+ Existe contravengdo penal se qualquer
quantidade for detectada pelo etilometro;

» Considera-se crime se for quantificado
0,6gL"! de alcool no sangue ou 0,3 mg. L' no
etildmetro.

Penalidades

* Varia conforme o estado.

* Suspensdo da habilitacdo por 12 meses;
* Prisdo

Teste de Drogas

* O teste ¢ diferente em cada
estado e existem diferencas
entre algumas regides dentro
de um mesmo estado;

+ Existem situa¢des onde
nenhuma droga ¢ testado se o
motorista apresentar resultado
superior a 0,08 mg. L' no
etilometro.

Segundo o Conselho Nacional de Transito

* Testes psicomotores;

« Alcool: exames de sangue ou etildmetros;

» Exames laboratoriais para avaliar outras
drogas.

Podemos observar que existem diferencas entre as duas legislagcdes nos aspectos institucionais

e na definigdo legal, assim como as puni¢des aplicadas aos infratores, o que reflete principalmente os

aspectos culturais entre paises. Fica evidente que o Brasil tem uma grande preocupagao com os altos

indices de acidente no transito e esta empenhado em combater através de uma legislagdo mais rigida,

o caminho a ser percorrido ainda ¢ longo, mas se forem observar dados mais recentes, como o

apresentado pela Plataforma “Vida Segura”, espera-se que nos proximos anos a tendéncia nos

nameros de acidentes se reduzam.
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1.4. Propriedades fisico-quimicas do etanol e a composicao das bebidas alcodlicas

O etanol ¢ também conhecido como alcool etilico, trata-se de um composto organico da classe
dos alcoois de formula C2HsO (ou CH3CH20OH) e massa molecular de 46,07 g.mol™!. Trata-se de um
alcool primario com um grupo hidroxila (-OH) ligado covalentemente a um atomo de carbono em
sua extremidade, conferindo a essa estrutura caracteristica polar e muito soluvel em agua, devido a
capacidade de interagirem entre si por meio de ligagdes de hidrogénio. Apresenta-se na forma de
liquido incolor, volatil e de odor caracteristico de alcool, pH igual a 7,0 pKa de 16,8 e densidade de
0,790 g.cm™ 4 20 °C. Possui temperatura de fusdo de -112 °C e temperatura de ebulicdo de 78,3 ° C.
E altamente miscivel com a agua (ATKINS, 2012; CONSTATINO, 2005; FISPQ, 2019).

IC_IEZ

HaC/ \OH

Figura 1. Estrutura quimica do etanol

Durante o processo de produgdo de bebidas alcodlicas, diversos compostos sofrem
fermentacdo, dos quais se destacam os aldeidos, alcoois, ésteres e acidos. A maioria dessas
substancias sdo consideradas como componentes secundarios, apresentam-se em concentragdes
abaixo de 0,5%, estdo diretamente ligados ao aroma e sabor, além de serem fundamentais para a
qualidade da bebida (Brasil, 1994; ALCARDE et al., 2012).

As bebidas alcoolicas podem ser classificadas em trés categorias: bebidas fermentadas,
bebidas destiladas e bebidas alcoolizadas (ARBENS, 1988; XAVIER, 1998). As bebidas fermentadas,
como a cerveja e o vinho, sdo bebidas obtidas apds o processo de fermentagdo natural de substancias
como o amido e os agucares, geralmente apresentam baixo teor alcoolico (FRANCA, 2012; CROCE,
2012).

Ja as bebidas destiladas sdo obtidas através da destilacio das bebidas fermentadas, e
apresentam uma gradacdo alcodlica maior quando comparadas a estas, alcangando até 60% de alcool
em sua composicao. A cachaca, a vodca e o uisque sdao exemplos de destilados (CROCE, 2012).

E, em relagdo as bebidas alcoolizadas, essas sdo obtidas através da adi¢ao artificial de alcool
a uma bebida que sofreu fermentagdo natural, ou seja, trata-se da mistura de dois liquidos alcoolicos.
Apresentam diferentes teores dependendo da adicdo artificial de alcool, de forma geral possuem
graduacao elevada. Os licores, o vinho do Porto e o vinho Madeira, sdo exemplos de bebidas

alcoolizadas (ARBENZ, 1988).
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1.5. Toxicocinética do Etanol

O alcool ¢ a substancia de maior destaque em andlises toxicologicas forenses devido ao fato
de que individuos embriagados estdo mais propensos a causarem acidentes fatais (Kassenbech et al,
2011). O consumo de alcool estd diretamente relacionado a danos em diversos o6rgaos, com destaque
principalmente para o figado e para o cérebro, visto que a maior parte dos efeitos agudos esta
associado ao Sistema Nervoso Central (SNC), induzindo o individuo a diversas mudancgas
comportamentais que podem ser relacionadas com os niveis de alcoolemia (RIBEIRO, GAIVAO,
2010)

Primeiramente ¢ importante fazer algumas distingdes entre alguns termos recorrentes como:
embriaguez alcoolica e alcoolemia. A embriaguez alcoolica ¢ definida como intoxicacdo aguda
devido ao consumo de bebidas alcoolicas por um individuo. Enquanto que a alcoolemia é a dosagem
da quantidade de alcool consumido, seus resultados sdo apresentados na forma de gramas de etanol
por litro de sangue (FRANCA, 2012).

Apds a ingestdo, o etanol fica pouco tempo em contato com a cavidade oral, passando em
seguida pela orofaringe, es6fago, para entdo alcangar o estomago. Cerca de 20% do volume total sofre
absor¢do pelo estomago e os 80% restantes sdo absorvidos ao chegar ao intestino delgado. Ao entrar
em contato com a via digestiva, o dlcool atinge a corrente sanguinea por meio do processo de difusdao
e logo em seguida, ¢ distribuido aos demais tecidos (JUNIOR, 1998; FRANCA, 2012; DORTA et al,
2018).

Vale ressaltar que existem outras formas de introdu¢do do etanol no organismo, porém sao
menos comuns, tais como: através das vias aéreas superiores por inalagdo decorrente de infortiinios
do trabalho; endovenosa em casos de medidas terapéuticas ou anestésicas; absor¢do cutanea e
absorcao retal (CALABUIG,1992).

Ao alcangar o intestino delgado, a absor¢do do etanol ¢ rdpida, a taxa com que isso ocorre €
independente da concentragdo da bebida e da presenga de alimentos. Essa relacdo ndo se aplica a
absor¢ao pelo estdbmago, pois a presenca (ou auséncia) de conteudo géstrico interfere na velocidade,
ficando dependente do tempo de esvaziamento do alimento ali presente (HOFFMANN et al, 1996).
No estomago, diferente do que ocorre no intestino, fatores como o tipo de bebida, a concentragao de
etanol e o pH do meio também podem interferir na velocidade de absor¢do (VIEIRA, 2012).

O pico maximo de absor¢ao pelo organismo ocorre no intervalo de 30 a 90 minutos apos
ingestdo. No trabalho publicado por Weafer & Fillmore (2012), foi feita uma monitorizagdo dos niveis
de alcoolemia ao longo do tempo por meio de medi¢des de ar exalado, correlacionando com a

concentracdo sangue e obtiveram o perfil de curva muito semelhante ao mostrado na Figura 2,
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condizente com o proposto por Calabuig (1992). Desta forma, podemos observar que a absor¢ao

ocorre rapidamente e decai logo em seguida, mesmo que a concentragao no estdmago ainda seja alta

(OGA, 2008).

Alcool (g%)
2 -
1 -
0—
I T I I I I tempo (horas)
23456

Figura 2. Curva de alcoolemia. Adaptado de Calabuig, 1992 e Weafer & Fillmore, 2012.

Vemos um comportamento semelhante ao apresentado na Figura 2 no trabalho de Weafer &
Fillmore (2012), onde os niveis de alcoolemia foram monitorados ao longo do tempo por meio de
medigdes de ar exalado, correlacionaram com a concentragdo sangue e obtiveram um perfil muito
semelhante apresentado na figura acima.

ApOs atingir a corrente sanguinea, a distribuicao do etanol pelo organismo ocorre por meio
aquoso, se difundindo para diversos tecidos e espagos intra e extracelulares, dessa forma a
disponibilizagdo € proporcional ao volume de dgua corporal. Em consequéncia deste fato, as mulheres
(por apresentarem um volume corporal de 4gua menor do que o dos homens), acabam tendo elevadas
concentracdes de alcool no sangue quando se comparam individuos de ambos sexos que consumiram
uma dose equivalente (VENTORIN, 2004; DORTA et al., 2018). Logo, pode-se relacionar a
quantidade de etanol com o peso do individuo em fung¢do do indice de massa corporal ou IMC. Com
o aumento do IMC a tendéncia da concentragdo de etanol no sangue ¢ diminuir (VENTORIN, 2004).

ApOs a etapa de absor¢ao, o etanol € distribuido para todo organismo. Passando pela absorgao
gastrointestinal, atinge a circulagcdo sanguinea através do sistema porta-hepatico, ao alcancar o figado,
uma parte é metabolizada pela reacdo catalisada pela enzima Alcool desidrogenase (ADH)
(VENTORIN, 2004; VIEIRA, 2012; FRANCA, 2012).

O processo de metabolizacao do etanol ocorre principalmente no figado pela a¢do do alcool
desidrogenase (ADH). Existem também outras duas vias de metabolizagdo como: o sistema

microssomal de oxidag¢ao do etanol (SMOE) e a via da catalase (DORTA et al., 2018).
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Através do sistema microssomal de oxidagdo do etanol (SMOE), esta via de oxidagdo ¢
particularmente importante em individuos que apresentam etilismo cronico (etilistas cronicos) onde
as enzimas do citrocromo P450 atuam de forma mais eficiente, pois nestes individuos a atividade da
ADH pode estar bloqueada. Na via da catalase, para a oxidagao do etanol é necessaria a presenca de
perdxido de hidrogénio, produzindo acetaldeido que logo ¢ convertido em 4cido acético (VENTORIN,
2004; DORTA et al., 2018).

Entretanto, a acdo da ADH nao ocorre somente no figado, encontra-se presente no estomago,
auxiliando no metabolismo géstrico do etanol. No cérebro, o metabolismo do etanol é realizado quase
em sua totalidade pelas enzimas do citocromo e pela catalase, a ADH possui uma menor atividade
neste 6rgao (DORTA et al., 2018).

A metabolizacdo do etanol comeca com a acdo da ADH, como produto dessa reacdo ¢ gerado
o acetaldeido (CH3CHO) que posteriormente € convertido em acido acético através da enzima aldeido
desidrogenase (ALDH). Essa sequéncia de reagdes ¢ mediada pela nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD™) que possui a fun¢io de carreador de elétrons, apds participar da reagio, ele é

reduzido a NADH (DORTA et al., 2018).

Alcool

desidrogenase

l ¥
Etanol Acetaldeido _ > Acetato

HSC_CHZ_OH H3C‘CH=0 H3C'C00_

Catalase T Aldeido

- desidrogenase

Figura 3. Reacdes de oxidacdo do etanol catalisadas por enzimas. Traduzido e adaptado de NIAA, 2007.

A demanda de NAD" para que a reagdo ocorra ¢ na propor¢do de 2:1, isto é, sdo necessarios
dois mols de NAD" para que seja oxidado um mol de etanol. Essa quantidade de NAD" ndo ¢
suportada pelo sistema hepatico, sendo este o fator limitante para o andamento da reagdo. A
capacidade de metabolizag¢do de etanol por um individuo adulto, fica limitado a 8 ou 10 g/mL por
hora (DORTA et al., 2018). O que ¢ equivalente a metabolizar 30 mL de uisque que apresente 40%

de etanol em sua composicao em um intervalo de 3 horas (OGA, 2008).
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Parte do acido acético resultante alcanca a corrente sanguinea ¢ transformado em COx por
diversos tecidos (coracdo, musculos e cérebro) e uma outra parte € convertido em corpos cetonicos
pelas mitocondrias ou em acetil coenzima A no citoplasma (OGA, 2008; DORTA et al., 2018).

Além das vias oxidativas de metabolizagdo do etanol, existem outras duas formas de
metabolismo ndo oxidativo, mas a sua participagdo ¢ muito pequena. Em uma dessas vias o produto
formado pelo metabolismo leva a formagao de ésteres etilicos de acidos graxos, enquanto que a outra
via produz fosfatidil etanol. Ambos produtos formados podem ser utilizados como marcadores
bioldgicos do consumo de etanol (DORTA et al.,2018).

Em situa¢des comuns de consumo de etanol cerca de 2% do volume total ndo passa pelo
processo de oxidacdo. Entretanto, quando grandes quantidades sdo consumidas, esse valor pode ser
aproximar de 10%. Desse total ndo oxidado, a maior parte ¢ excretada na forma de urina pelos rins,
como ar exalado pelos pulmdes ou por meio de secre¢cdes como o suor ou a saliva. Quando somadas
representam de 10 a 15% da eliminacdo de etanol (VENTORIN, 2004; OGA,2008)

Quando um individuo apresenta uma deficiéncia na produg¢do da ALDH, a conversao do
aldeido para acetato fica comprometida, aumentando a sua concentragdo no organismo. Esse acimulo
gera uma série de efeitos desconfortaveis, dentre eles inclui-se a vasodilata¢do periférica, nausea,
cefaleia e taquicardia. Esse tipo de deficiéncia ndo ocorre com significativamente em populagdes

ocidentais, predominantemente em paises orientais (BAU, 2002).

1.6. Efeitos do alcool no organismo

Enquanto que para a maioria das drogas sdo necessarios somente alguns miligramas ou
microgramas para que sejam observados os efeitos fisiologicos, o etanol necessita de quantidade
expressivamente maiores sendo consumida na ordem de gramas (DORTA ef al., 2018).

Os principais efeitos do alcool estdo localizados no Sistema Nervoso Central (SNC) e podem
ser classificados com base em ac¢des comportamentais, funcdes psicomotoras e capacidade de
coordenacdo. Tais efeitos estdo relacionados com a a¢do sobre o receptor de glutamato, associado
com neurotransmissores excitatorios e sobre os receptores GABA (acido gama-aminobutirico),
principal neurotransmissor inibitorio (HAES, 2010; ZORUMSKI et al, 2013).

Em resumo, a a¢do do etanol promove uma melhora da transmissao sinaptica do GABA ao
mesmo tempo que inibe a transmissao sinaptica do glutamato ).

O GABA ¢ um neurotransmissor que possui a¢do inibitéria do SNC e age sobre dois tipos de
receptores, 0 GABAA e 0 GABAR. Estes receptores GABA sao formados por uma estrutura cinco

unidades proteicas (pentamérica) que resultam em um canal permedvel a ions cloreto. Sob situacdes
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normais, 0 GABA permite que ocorre a passagem de cloreto por estes canais, garantindo a ag¢do

inibitoria (ZORUMSKI et al., 2013; DORTA et al, 2018).

Sitio GABA Canal de Cloro

Cl cr Cl

Figura 4. Representacdo do neuroreceptor GABA. Adaptado de Barbalho, 2007.

A agdo do etanol no GABA consiste em uma modulacdo alostérica positiva deste receptor,
fazendo com que haja um aumento do influxo de ions cloreto, potencializando assim a agao inibitéria
do GABA no SNC, levando a uma série de efeitos comportamentais, os quais serdo discutidos
posteriormente (OGA, 2008).

J& o glutamato ¢ o aminoacido de maior abundancia no SNC, e, dentre os neurotransmissores,
possui grande destaque devido a sua agdo excitatoria, especialmente ativado pelo receptor
glutamacérgico com afinidade pelo aminoacido N-metil-D-aspartato (NMDA) (ZALESKI et al, 2004).

O receptor NMDA ¢ uma estrutura complexa e apresenta diversos sitios reguladores.
Entretanto, para que o canal, que permite a passagem de ions, € necessario a presenga da glicina ligado
ao seu sitio especifico (co-agonista). Quando ativados, estes receptores permitem que ocorra um
aumento da concentracdo dos fons Ca®" no meio intracelular. O etanol reduz a atividade do receptor
de glutamato, e consequentemente, gera nao sé uma redugao de calcio, mas também influencia na
liberagdo de dopamina, resultando em sensacgao de recompensa (ZALESKI et al, 2004; COSTA, 2014).

Os niveis sanguineos de etanol podem ser estimados de forma superficial e aproximada com
base na quantidade de alcool apresentada na composic¢do, entretanto existem diversos fatores que

podem influenciar, tais como a porcentagem de agua, tipo de bebida, peso corporal, género,



29

metabolismo até a taxa de esvaziamento gastrico. Sabendo disso, ¢ possivel estipular que um adulto
de 70 kg ao consumir uma dose de bebida destilada contendo cerca de 14 g de etanol puro (cerca de
45 mL de uma bebida destilada com teor alcoolico de 40%), podera apresentar um nivel sanguineo
de etanol de 30 mg%, equivalente a 30 mg de etanol para cada 100mL de sangue (OGA, 2008;
DORTA et al., 2018).

Os efeitos decorrentes do consumo de alcool, variam consideravelmente, mas ¢ possivel
correlacionar os niveis plasmaticos com os sintomas clinicos observados, classificando-os em trés
fases de embriaguez: fase da excitagdo, fase da confusdo e fase da depressdo (FRANCA, 2012).

Na fase de excitagdo observam-se sinais de inquietagdo, euforia e suas agdes ainda sdo
conscientes, apresenta um comportamento social adequado. Pequenos sinais de alteragdes nos
reflexos podem ser notados e, também, ja sdo observados sinais de halito etilico. A alcoolemia varia
individualmente, entretanto, esses sinais podem ser notados entre faixa que vai de 20 mg/100ml até
60 mg/100mL (VENTORIN, 2004; MOREAU, 2008; OGA, 2008; FRANCA, 2012; FHEMIG, 2013).

A fase de confusdo, se inicia com alcoolemia em 80 mg/100mL até préximo de 150 mg/100
mL. Os primeiros sinais de comportamento agressivo surgem e a tomada de decisdes racionais
comecam a ser afetadas, com isso, pode ocorrer nduseas € vomito. E nessa fase que hd o maior
interesse legal, pois, a capacidade de dirigir diminui devido a reducdo na capacidade motora.
Individuos nessa faixa de alcoolemia tornam-se mais propensos a causarem acidentes influenciado
pelo aumento da autoconfianca (VENTORIN, 2004; MOREAU, 2008; OGA, 2008; FRANCA, 2012;
FHEMIG, 2013).

A fase do sono estd associada com a um estado de alcoolemia acima de 150 mg/100 mL. A
capacidade motora e emocional fica comprometida, a fala torna-se mais lenta, ocorre a perda de
equilibrio (quedas) e pode ocorrer perda de consciéncia ao atingir 300 mg/100 mL. Niveis de
alcoolemia acima de 400 mg/100 mL deixam o individuo inconsciente e valor acima disso podem
levar a morte devido ao comprometimento do sistema respiratorio (VENTORIN, 2004; MOREAU,
2008; OGA, 2008; FRANCA, 2012; FHEMIG, 2013).
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A Tabela 4 apresenta os niveis de alcoolemia com os sinais clinicos observaveis.
Tabela 4. Valores de alcoolemia e os respectivos sinais clinicos. Adaptado de (OGA, 2008; FRANCA, 2012;
REIS et al, 2014)

Fases da Embriaguez | Alcoolemia (mg/100mL) Sinais Clinicos

* Sensacao de calor e relaxamento

* Excitagao

Fase da Excitagao 20 a 60 * Desinibicao

* Halito Etilico

» Coordena¢ao motora levemente alterada

» Comportamento agressivo

* Aumento na autoconfianca

Fase da Confusao 80a 150 * Maior comprometimento da coordenagao
motora (reflexos mais lentos)

* Nduseas e vOmitos

* Fala lenta

Acima de 150 a 450 * Perda de Equilibrio
Fase do Sono A
* Perda de Consciéncia
500 ou mais » Morte por parada cardiorrespiratoria

1.7. Amostras Bioldgicas

A escolha da amostra adequada para a analise de etanol é o passo inicial para uma correta
interpretagdo dos resultados. Existe uma grande variedade de amostras que podem ser exploradas,
desde as convencionais por apresentarem grande aplicagdo em diversos métodos como sangue e urina,
quanto as amostras alternativas (ou ndo-convencionais), um exemplo deste tipo de amostra alternativa
¢ o fluido oral (BRUNI et al., 2012; DORTA et al., 2018).

Além disso, também ¢ possivel realizar a dosagem da ingestdo alcodlica pelo ar exalado,
popularmente conhecido como teste do bafdmetro ou etildmetro, sendo bastante utilizado para

medicao da embriaguez em motoristas (Haftner et al., 2003).

1.7.1. Sangue

O sangue ¢ um tecido liquido, de coloragdo vermelha, levemente viscoso e apresenta pH igual
a 7,4. E composto por hemécias (eritrocitos, produzidas pela medula dssea), plaquetas e leucocitos
(globulos brancos). Todos esses compostos encontram-se suspensos em um liquido denominado
plasma, que corresponde a 55% do volume total do sangue (VELHO, 2012; JUNQUEIRA, 2013;
DORTA et al., 2018).

Este tecido atua principalmente como transportador de oxigénio e gas carbonico. A

hemoglobina presente nas hemacias € responsavel pela distribuicdo de oxigénio para as células do
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corpo e do gas carbdnico até os pulmdes. No plasma estdo presentes nutrientes e diversos metabolitos
que serdo levados até os orgaos de excrecao (VELHO, 2012; JUNQUEIRA, 2013).

O sangue possui a vantagem de fornecer detalhes importante sobre efeitos toxicos de eventos
agudos e cronicos a partir de analises quantitativas partindo de informagdes sobre a concentragao de
uma droga inalterada ou metabolizada. Quando a concentrag¢do da droga na sua forma inalterada esta
com valores altos ¢ um indicativo de um evento agudo, no caso de concentracdes maiores do
metabolito sugere uma intoxica¢ao de forma cronica (DORTA et al., 2018).

Além disso, muitos trabalhos utilizaram essa matriz para analises, 0 que permite ter um
conhecimento mais amplo sobre valores terapéuticos, toxicos e fatais para um amplo nimero de
substancias. A coleta desta amostra ¢ invasiva e também bastante suscetivel a contaminagdo por
microrganismos. Em relagdo a sua janela de detec¢do, o sangue ndo pode ser utilizado para verificacao
de consumo a longo prazo de drogas, uma vez que o uso ¢ indicado somente para analises de curta

duracdo na ordem de algumas horas (DORTA et al., 2018).

1.7.2. Fluido Oral

Inicialmente, ¢ importante diferenciar a saliva do fluido oral. A saliva ¢ um fluido biologico
produzido pelas glandulas salivares e pelos sulcos gengivais. Estima-se que existam cerca de 450
glandulas na boca que auxiliem na produg¢ao salivar, de maneira geral, a saliva ¢ formada a partir da
secrecao das glandulas parotidas, fornecendo 25% do volume total, pelas glandulas submandibulares
(71%) e pelas glandulas sublinguais (4%). (VEERMAN et al, 1996).

Apresenta caracteristica aquosa, pH levemente acido (pH 5,5) podendo variar conforme
estimulo salivar, chegando a pH 7,9 e coloracdo clara. Nela sdo encontradas diversas substancias,
dentre as quais podemos destacar alguns eletrdlitos, substancias organicas de baixo peso molecular,
algumas proteinas, além de peptideos e polinucleotidios (SANTOS, 2007; BRUNI et al., 2012;
MARSH, 2015; GROSCH, 2017; KUBALA, 2018).

Os compostos presentes na saliva estao distribuidos da seguinte maneira: 99,5% de agua, 0,3%
de proteinas em geral e 0,2% de compostos organicos e inorganicos, como sodio, potéssio, cloreto,
bicarbonato e fosfato, sendo eles de origem sanguinea. Também estdo presentes na saliva, algumas
enzimas, tais como a amilase e a lipase, cujas fung¢des exercidas por elas estdo relacionadas a digestao
de alimentos, estes sdo sintetizados pelas células secretoras (JOHAN, 2005; SANTOS, 2007; BRUNI
et al., 2012; MARSH, 2015; GROSCH, 2017; KUBALA, 2018).

J& o fluido oral e, basicamente, formado pela mistura da saliva com os demais componentes
que podem estar presentes na cavidade bucal, como células epiteliais da mucosa e restos alimentares.

Ainda contem bactérias e seus respectivos metabodlitos (DORTA et al., 2018).
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Em média, o fluxo salivar em individuos saudaveis, produz de 500 mL até 2,0 L durante o dia.
Idosos podem apresentar certa limitacdo na hora de fornecer amostras, devido a dificuldade de
salivacdo. A quantidade de saliva produzida por individuo ¢ muito variavel e controlada por estimulo
hormonal e por neurotransmissores a uma taxa que pode variar de 0 a 10mL por minuto. A
administracdo de fArmacos pode afetar significativamente a produg¢do de saliva, podendo, em alguns
casos, dobrar o volume produzido (GUBALA, 2005; JOHAN, 2005; GROSCH, 2017; KUBALA,
2018).

As substancias consumidas chegam até saliva através da difusdo passiva ou por ultrafiltracao.
Dessa forma, € possivel que alguns compostos, como o dlcool, drogas e farmacos, sejam encontrados
na saliva ainda na sua forma ndo-metabolizada. Entretanto, estes mecanismos de transferéncia
possuem suas limitagdes. Moléculas que apresentam um alto peso molecular, drogas ou firmacos em
sua forma ionizada ou ligados a alguma proteina plasmatica tem maior dificuldade de serem
transportadas até a saliva (BORDIN, 2015).

Através do mecanismo de difusdo passiva, moléculas com caracteristicas lipossoluveis
conseguem atravessar a barreira formada por diversas membranas celulares até entrar em contato com
a saliva. Moléculas que apresentam caracteristicas mais polares possuem maior facilidade em chegar
as cavidades bucais através da ultrafiltracdo (GROSCH, 2017).

Sdo encontrados na saliva majoritariamente as substancias em sua forma ndo metabolizada,
pois tendem apresentar caracteristicas mais lipofilica do que seus metabolitos e atravessam as
barreiras biologicas formada pelos capilares e membranas das células de maneira mais eficiente. A
particdo da droga entre o plasma e a saliva ¢ determinado pelo pH do sangue e o pH salivar, assim
como o pKa da substancia em questdo (WOOD et al.; 1982).

Existem diversas técnicas de coleta que podem ser aplicadas para obter amostras de fluido
oral, sendo elas separadas em coletas estimuladas e as coletas nao-estimuladas. A forma de coleta
ndo-estimulada ¢ realizada deixando que a saliva escorra diretamente da cavidade oral para o
recipiente destinado a coleta (CROUCH, 2005).

As coletas estimuladas podem ser realizadas com a lingua, com as bochechas e com os labios
sem a necessidade de estimulos externos. A salivacao pode ser induzida ao empregar o uso de cera de
parafina, teflon®, parafilm® e gotas de limao sobre a lingua, essa técnica ¢ considerada uma forma
estimulo externo. Apds o estimulo para a producao, os liquidos salivares podem ser recolhidos por
suc¢do, absor¢ao ou empregando um swab (CROUCH, 2005).

E comum o uso de estimulo externo aliado com materiais absorventes para uma maior eficicia
das coletas. Um dispositivo comercialmente disponivel para a coleta de amostras de fluido oral é o

Salivette®, que € composto por um tubo pléstico e possui um pedago de algodao na forma de um rolo
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que absorve os fluidos ao entrar em contato com eles na cavidade bucal, e, apos a centrifugacdo, o
fluido oral ¢ separado do algodao para ser utilizado nas analises de interesse (CROUCH, 2005).
Neste ponto vale salientar a diferenca entre a coleta de fluido oral utilizando o Salivette® da
coleta através do esfregaco, este ultimo tem a fun¢do de coletar células da mucosa bucal para estudos
citolégicos, sendo também aplicavel para andlises DNA. O esfregaco utiliza friccdo com espatulas,
escovas ou swabs sobre os tecidos para que se uma pequena quantidade de células se descole

fornecendo o material de interesse (CARVALHO, 2009; SANDRIN et al, 2010).
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Fluido Oral
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Figura 5. Representacdo esquematica da coleta de fluido oral utilizando Salivete®. Adaptado de Bueno (2014)

A saliva ¢ muito citada como sendo um espelho da saude do organismo devido a presenca de
diversos componentes que a tornam capaz de monitorar os niveis de substancias presente no sangue,

podendo abranger desde analises hormonais até farmacos e drogas (MOTEMAYEL et al., 2010).

1.7.3. Ar exalado

Ap0s o alcool alcangar a corrente sanguinea e ser distribuido, ele atravessa a membrana que
separa o sangue dos alvéolos pulmonares formando um equilibrio entre a concentracdo sanguinea
com o volume de ar presente no pulmao. Durante a respiragdo, ao expelir o conteido gasoso do
pulmao, este ar contendo o alcool pode ser empregado para verificagdo do consumo de etanol
(LINDBERG et al., 2007).

Os modelos mais simples do etildmetro sdo construidos em pequenos tubos que contém no

seu interior uma solucdo aquosa de dicromato e silica contendo acido sulfurico. Por meio de uma
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reacdo de 6xido redugdo, o dlcool € convertido a aldeido através de sua oxidacao e, a0 mesmo tempo,
o dicromato ¢ reduzido, conforme reagao a seguir (BRAATHEN, 1997):
2 Cr207% (aq) + 3 C2H6OHgag) + 16H" — 4 Cr**(5q) + 3 CH3COOH,q)+ 11H20, (Equacao 1)

E possivel acompanhar visualmente o andamento da reagio, a solugdo de dicromato antes de
reagir apresenta coloragdo vermelho alaranjada proveniente dos ions CroO7>", ap6s reagir com o etanol
a cor da solugdo passa para o verde devido a formagdo do ion Cr’** (BRAATHEN, 1997).

Na rotina policial ¢ utilizado um equipamento mais pratico e sofisticado. O principio de
funcionamento também ¢ baseado na oxidagdo do etanol, entretanto para que isso ocorra ¢ utilizado
dois eletrodos de platina aquecidos. O etanol ao entrar em contato com esses eletrodos, sofre oxidacao
e altera a resisténcia/condutincia do sensor, essa alteragdo na voltagem € proporcional a concentragao
do alcool no ar exalado, o qual possui concentragdo proporcional aos niveis de etanol encontrados no
sangue (BRAATHEN, 1997).

A relacdo entre a quantidade de alcool detectado no ar exalado em relagdo ao sangue ¢é de
2.100:1, isto €, para cada 2,1L de ar exalado pelo pulmao ¢ equivalente a mesma quantidade de etanol
presente em 1mL de sangue (LINDBERG et al., 2007).

A principal vantagem do uso do etildmetro para dosagem de etanol esta no fato deste método
fornece resultados simples e robustos, com resultados obtidos no campo de forma imediata, tornando-
se fundamental para a rotina policial (LINDBERG et al., 2007).

1.7.4. Cabelo

O cabelo ¢ uma matriz que possui estrutura composta por queratina, agua, lipideos e uma
pequena parcela de minerais. Os fios de cabelo crescem por meio de células ligadas a um centro
germinativo localizado na base do foliculo capilar, cerca de 3 a 5 mm abaixo da superficie da epiderme.
Estao localizados no couro cabeludo, uma regido com bastante irrigagdo sanguinea por apresentar
muitos vasos capilares arteriais (KINTZ et al, 2013).

Existem algumas propostas de mecanismos que podem elucidar como ocorre a incorporagao
de drogas e metabdlitos na matriz do cabelo. Dentre eles, temos a incorporacdo por difusdo ativa e
passiva do sangue para os foliculos capilares, incorporacdo através de secrecdes das glandulas
sudoriparas e incorporagao de substancias externas que se depositam e permanecem na fibra capilar
(BORDIN et al, 2015).

Conforme as células sofrem alongamento, envelhecem e morrem, estas ddo origem a fibra
capilar com a droga ja fixada, sendo que essa incorporagdo ocorre de forma progressiva. Assim, em
determinado segmento do cabelo, as drogas ou metabolitos poderdo estar presentes, dependendo
somente da taxa de crescimento dos fios, podendo crescer entre 0,6 a 1,42 cm/més, variando conforme

etnia (KINTZ et el, 2013).
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As caracteristicas fisico-quimicas das substancias estdo diretamente relacionadas com a
incorporagdo destas no cabelo, assim como a lipofilicidade e a basicidade. Drogas com carater basico
como a cocaina e as anfetaminas, possuem maior capacidade de incorporacdo quando comparadas
com drogas neutras ou acidas, como os canabinoides e benzodiazepinicos (JOSEPH et al., 1996;

BORGES et al., 2001; COOPER et al., 2012).

Haste permanente do cabelo

Glandula sebacea

Zona de enrijecimento e desidratacido

Zona de incorporacdo de pigmentos,
drogas e metabolitos

Centro germinativo do cabelo Proliferacao e diferenciacdo das células

Figura 6. Estrutura do cabelo e a incorporagdo de drogas e metabdlitos em sua matriz. Adaptado de Gordo (2013)

e Borgo (2016).

1.7.5. Marcadores Biologicos do Consumo de Etanol

Marcadores biologicos sdo indicadores fisioldgicos que fornecem informagdes relacionadas
ao consumo ou exposicao ao etanol, permitindo o monitoramento tanto do uso cronico, quanto o
agudo. Esses marcadores sdo ferramentas importantes no que condiz ao diagndstico e
acompanhamento de problemas relacionados ao uso continuo desta substancia (PETERSON, 2004).

Existem duas classes de marcadores: os tradicionais e os diretos. Os tradicionais sdo,
basicamente, marcadores de natureza indireta, isto ¢, permitem inferir o consumo por meio de
alteracdes bioquimicas ou algum efeito toxico em 6rgaos especificos. Podemos destacar os seguintes
marcadores indiretos do etanol: as enzimas gama-glutamiltransferase (GGT), aspartato amino
transferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), assim como o volume corpuscular médio (VCM)
que avalia o tamanho médio das hemadcias e a transferrina deficiente de carboidrato (TDC), uma
proteina transportadora de ferro para a medula (VAN PELT, 1997).

Ja os marcadores diretos sdao denominados desta forma por serem metabolitos do etanol.
Mesmo apds a metabolizagdo do etanol através das reagdes oxidativas, uma pequena porcentagem

sofre metabolizagdo ndo oxidativa. Os produtos desta via podem ser encontrados com uma maior
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janela de detec¢do no sangue e na urina. Alguns exemplos de marcadores diretos sdo: etil ésteres de
acidos graxos (do inglés fatty acid ethyl esters, FAEE), fostatidil etanol (phosphatidy! ethanol, Peth),
etilglicuronideo (EtG) e etilsulfato (EtS) ((PETERSON, 2004).

O EtG trata-se de um metabolito direto ndo voléatil, solivel em dgua, além de ser estavel ao
armazenamento, permitindo sua quantificacdo ap6s a completa elimina¢ao do etanol do organismo.
Cerca de 0,1% do volume de etanol total consumido ¢ conjugado com o 4cido glicurdnico e com o
sulfato de etila na presenca das enzimas UDP-glicuronosiltransferase e sulfotransferase, dando
origem ao EtG e o EtS. Esses metabdlitos podem ser detectados em todo o fluido corporal por até
dois dias apds o consumo de etanol, essa maior janela de deteccdo ¢ devido ao maior tempo de meia

de vida (ALT et al., 2000; DAHL et al.,2002; MARIN, 2006, HOISETH et al., 2007).

Uridina Difosfato (UDP) o
Glicuronosilransferase (UGT) HO 8]
- HO
OH CHs

Etil Glicuronideo (EtG)

Etil Esteres de Acidos Graxos

Etanol FAEE Sintase (F )
CH;CH,OH
Fosfolipase D ) Fosfatidil Etanol
' (Peth)
Sulfotransferase

Etilsulfato (EtS)

Figura 7. Reacdo de formagdo do EtG e outros biomarcadores a partir do etanol. Adaptado de Wabuyele (2018).

Diversos estudos como os de Pragst (2008), Lininger (2010) e Bastiani (2020) aplicam o EtG
como principal biomarcador para monitoragdo do consumo de alcool, demonstrando algumas
aplicacdes, como por exemplo, para avaliar o consumo crénico por motoristas ou por mulheres

durante a gravidez, para as detec¢des foram utilizadas principalmente amostras de cabelo.
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1.7.6. Etil Glicuronideo

As primeiras publicagdes relacionadas a determinagao de etil glicuronideo em cabelo foram
realizadas por Skopp et al (2000). Nesta época ja era conhecido que esse metabdlito tinha potencial
para ser empregado no monitorar de consumo recente de alcool utilizando amostras de urina e como
marcador de uso cronico por meio de analises com cabelo (SKOPP, 2000; MORINI et al., 2009).

Recentemente, o EtG vem ganhando destaque devido a sua alta sensibilidade e especificidade
na deteccao e diagnodstico do uso cronico de etanol, possui ainda a vantagem de apresentar uma boa
estabilidade, ha estudos que conseguiram detectar esse marcador em andlises post-mortem em
amostras de urina, de sangue e de cabelo (MARfN, 2006; MORINI, 2010).

Contudo, alguns trabalhos demonstram que nem sempre ¢ possivel encontrar EtG em todas as
amostras analisadas. A partir de amostras obtidas de diagndsticos positivos para dependéncia de
etanol, Skoop et a/ (2000) encontrou 2 amostras negativas de um total de 4 e Janda et a/ (2002), em
um trabalho mais extenso de 97 amostras obteve resultados negativos em 38 delas. Isso demonstra
que nem sempre a auséncia de EtG em cabelo ¢ condizente com abstencdo alcodlica, o que pode
ocasionar tal resultado ¢ a quantidade do marcador presente na amostra estava abaixo do limite de
deteccao.

Com o aprimoramento das técnicas utilizadas para a quantificagdo de EtG, tornou-se possivel
estabelecer uma rela¢do entre o metabdlito e consumo didrio de etanol, utilizando o peso corporal
como fator de normalizac¢do. Devido a relacdo de EtG e a ingestdo diaria de etanol apresentar uma
relagdo linear, € possivel diferenciar individuos que bebem socialmente, daqueles que fazem consumo
abusivo (MORINI, 2009).

Para que seja estabelecido EtG como um marcador do uso cronico de etanol, ainda faltam
estudos que avaliem alguns fatores que interferem no metabolismo como por exemplo o sexo, idade
e indice de massa corporal, assim como aqueles que afetem a incorporag¢dao do EtG ao cabelo, como

por exemplo os tratamentos capilares e habitos de higiene (MORINI, 2009).
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1.8. Validaciao de métodos

A valida¢ao de métodos consiste na verificagdo e confirmagao através de uma série de
experimentos de que um determinado método de andlise atende a todos os parametros necessarios
para o uso pretendido, assegurando assim a confiabilidade e garantindo o controle dos fatores que
podem ocasionar imprecisao de um resultado (ANVISA, 2012; JOORIS, 2012).

Os parametros usualmente avaliados através da validagao sao: seletividade, limite de detecgao
(LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade, precisdo, exatiddo, efeito residual, estabilidade de

curta duracdo, estabilidade pos-processamento, estabilidade de longa duragdo (ANVISA, 2012).

1.8.1. Seletividade

A seletividade é o parametro que avalia a capacidade de um analito ser identificado sem
equivocos dentre todos os componentes presentes em uma amostra (ANVISA, 2012). Dessa forma, a
seletividade pode ser entendida como um teste verificativo que procura identificar presenca de algum
interferente na matriz utilizada que pode coeluir no mesmo tempo de retengdo (tr) que o analito de

interesse, assegurando que o pico encontrado pertence Unica e exclusivamente ao analito (JOORIS,

2012).

1.8.2. Limite de deteccao (LD)
O limite de deteccao ¢ definido como a menor concentragdo de um analito que pode ser

identificado por um método analitico, sem, entretanto, poder quantifica-lo (RIBANI, 2004).

1.8.3. Limite de quantificacio (LQ)

O limite de quantificagdo ¢ a menor quantidade de um analito presente em uma amostra que
pode ser quantificado, A determinacao do LD e/ou do LQ pode ser realizada de trés maneiras distintas:
por meio de método visual, da razdo sinal-ruido, utilizando amostras de “branco” ou em parametros

da curva de calibragao (ANVISA, 2017).

1.8.4. Linearidade

Avalia a capacidade do equipamento em fornecer resultados proporcionais as concentragdes
conhecidas das solugdes padrdes. A relacdo entre a concentragdo e o sinal analitico ¢ avaliado através
de parametros matematicos e expresso sob a forma de uma reta denominada curva analitica
(BARROS, 2002). A aferi¢cdo dos coeficientes da curva ¢ realizada utilizando o método de regressao
linear, obtendo-se os coeficientes de regressdao (a e b) apresentados sob a forma da equacao

= + . . ~ . ~ A
Y=o b assim como o coeficiente de correlagdo (r) e determinagdo (r?). O pardmetro r atua como
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uma medida da qualidade da curva, quanto mais proximo este valor estiver de 1,0, menor sdo as
dispersdes do conjunto de dados (RIBANI, 2004). Segundo a RDC n°166 da ANVISA, ¢ desejavel
que o coeficiente de correlagao esteja acima de 0,990 (ANVISA, 2017).

O calculo da equacdo de regressdo varia conforme a classificagdo da variancia, se o sistema
for heterocedastico, o calculo de regressdo deve ser realizado utilizando o método dos minimos
quadrados ordinarios ponderados. Se o sistema for homocedastico, o calculo ¢ realizado utilizando o

método dos minimos quadrados ordinarios nao ponderados (INMETRO, 2018).

1.8.5. Precisao

A precisdo avalia a capacidade de um método em produzir resultados com alto grau de
concordancia para uma mesma concentracdo de amostra apos analises sucessivas sob as mesmas
condi¢des (QUINTAN, 2017; RIBANIL, 2004). Esta medida representa numericamente o grau de
dispersdo dos resultados individuais em relacao a média.

A precisdo deve ser realizada em diferentes dias para que seja obtido a precisdo intra-ensaio e
precisdo inter-ensaio. A precisao intra-ensaio avalia as medi¢des em uma mesma amostra, em iguais
condi¢des, pelo mesmo analista € um pequeno intervalo de tempo. A precisdo inter-ensaio observa
variacoes relacionadas a analises em diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipamentos ou
todos estes fatores combinados (BRITO, 2003; RIBANI, 2004). A precisdo ¢ avaliada por meio do

calculo do Desvio Padrdo Relativo (Equagao 2)

1.8.6. Exatidao

A exatiddo ¢ a capacidade de o método analitico apresentar concordancia entre resultados
muito proximos ao um valor tido como verdadeiro (ANVISA, 2017).

A exatiddo deve ter sua resposta analisada através do Erro Percentual Relativo ou EPR, pode-

se expresso em porcentagem (INMETRO, 2018).

1.8.7. Efeito Residual ou carry over

O efeito residual é o carreamento de um ou mais componentes presentes na amostra para a
analise seguinte. A importancia de avaliar este parametro estd relacionada na capacidade de
interferéncia direta de uma substancia em uma andlise. A relevancia desse estudo esté correlacionada
com um possivel acréscimo na concentragdo de um analito ou surgimento de um pico referente ao

analito em corrida cromatografica posterior (LBCD, 2011).
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1.8.8. Estabilidade
A estabilidade engloba uma série de ensaios que determinam se um analito armazenado sob

certas condigdes especificas em fungdo do tempo comprometem a capacidade do método em obter

bons resultados. (ANVISA,2012).
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2. Objetivo

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de individuos em conduzir um veiculo apds o consumo de bebidas
alcodlicas e correlacionar os resultados da quantificagdo de etanol com andlises de marcadores

genéticos envolvidos com a producao de enzimas responsaveis pela metabolizagao do etanol.

2.2, Objetivos Especificos

e Desenvolver e validar um método analitico para a quantificacdo de etanol no fluido oral;

e Desenvolver e validar um método analitico para quantificagcdo do etanol utilizando adsor¢ado
de sangue em papel;

e Correlacionar as concentracoes de etanol encontradas na saliva com os valores encontrados
no sangue;

e Correlacionar os héabitos de consumos de consumo com quantificacdes de EtG em cabelo;

e Avaliar a capacidade motora de individuos dirigindo sobre a influéncia do alcool;

e Encontrar marcadores genéticos relacionados com a metabolizagao do etanol e correlacionar

com as analises cromatograficas;
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3. Materiais e Métodos

3.1. Aspectos Eticos da Pesquisa

O projeto foi submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras da Universidade de Sao Paulo (CEP-FFCLRP-USP) no dia 11/09/2018, a fim de cumprir
todos os requisitos exigidos pela resolugao 466/2012 (CNS, 2012) Apds a analise pelo CEP, o projeto
foi enquadrado na categoria “APROVADO” (CAAE n. ° 01809018.4.0000.5407) em 04/02/2019.

3.2. Materiais

No preparo das solu¢des foram empregados os seguintes equipamentos: balanga analitica
modelo BP211D da Sartorius (Sao Paulo, Brasil), com precisdo de 0,00001 g e massa minima de 0,01
mg. Pipetas Rainin classic modelo PR-20 (2 — 20 uL), modelo PR- 200 (20 — 200uL) e modelo PR —
1000 (100 — 1000 pnL) da Mettler Toledo (Sao Paulo, Brasil). Agitador de tubos (vortex) modelo AP56
da Phoenix (S@o Paulo, Brasil). Centrifuga modelo Universal 32 da Hettich Zentrifugen (Tuttlingen,
Alemanha).

O equipamento de andlise instrumental utilizado foi o cromatdgrafo em fase gasosa com
detec¢do por ionizagdo de chama (GC-FID) modelo 7890A da Agilent Technologies (California, EUA)
com amostrador automatico modelo GC Sampler 80 da Agilent Technologies (Califérnia, EUA).

Os gases empregados para anélises no cromatdgrafo foram nitrogénio (N2) como gas de arraste.
Para o detector de ionizagdo por chama foi utilizado ar sintético e hidrogénio (H2), todos foram
adquiridos na Air Liquide (Sdo Paulo, Brasil).

Os reagentes utilizados foram: Etanol (Merck, Alemanha), de grau HPLC para o preparo das
solugdes de calibragdo; 3-Metil-1-Butanol (Merck, Alemanha), grau analitico, foi empregado como
padrdo interno; Cloreto de s6dio (NaCl) (Sigma-Aldrich, Alemanha), reagente analitico. Frascos para
Headspace foram adquiridos através da Sun Sri (Espanha); Salivette® da Sarstedt AG & Co
(Alemanha) para coleta de amostras de fluido oral.

As amostras de sangue foram coletadas utilizando lancetador e lancetas descartaveis
(Accumed, Rio de Janeiro). As amostras de sangue foram armazenadas nos frascos de Headspace
contendo agua deionizada e o padrdo interno alcool isoamilico e mantidos a -10 °C até o momento

de analise.
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3.3. Solucoes

3.3.1. Solucgoes Padrao
Com o auxilio de baldes volumétricos de 50,00 mL as solug¢des padrao com as concentragdes
de 5,0 gL', 10,0 gL' e 20,0 gL' foram preparadas, respectivamente, utilizando os seguintes

volumes de etanol 314 pL, 628 uL e 1256 uL e seus volumes finais completados com dgua deionizada.

3.3.2. Solucao de Padrao Interno

O padrao interno utilizando o 3-metil-1-butanol (4lcool isoamilico) foi preparado em um baldo
volumétrico de 50,00 mL no qual foram adicionados 5,0pnL do alcool isoamilico e completado o
volume com 4gua deionizada. Foi pesado uma massa de 0,1 g de NaCl para otimizar o efeito de

“Salting Out” do etanol presente nas amostras e nos padrdes.

3.3.3. Condicoes instrumentais da analise cromatografica

Foram utilizadas as seguintes condi¢des de analise: Coluna capilar de silica fundida modelo
CP-Wax 52CB de caracteristica polar (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm de espessura de filme). A
temperatura do injetor foi de 250 °C. A temperatura inicial do forno foi de 50 °C durante 2 minutos
seguido de aquecimento até 200 °C a uma taxa de aquecimento de 20 °C min™'. Tempo total de analise
de 15,5 minutos.

As condi¢des de incubagdo das amostras no Headspace foram: tempo de incubagdo de 6
minutos e temperatura de incubagdo de 90° C com agitacdo de 500 rpm. A seringa foi mantida

aquecida com temperatura de 50° C e o volume de injecdo da fase gasosa foi de 400 pL.

3.4. Curva de Metabolizacao do Etanol

Para construir as curvas de metabolizagdo foram convidados 20 voluntarios, dos quais 10
doaram amostras de fluido oral e sangue, enquanto que 10 voluntérios doaram somente fluido oral.

Cada voluntario ingeriu um volume de alcool diretamente proporcional ao peso individual
com a finalidade de atingir uma concentragdo equivalente a 0,5 g de alcool/kg de massa corporal, ou
seja, cerca de 760 mL de cerveja (graduagdo alcoolica de 5%) ou 106 mL de vodca (graduagao
alcoolica de 36%) para um individuo de aproximadamente 60 kg. Todos os participantes foram
instruidos a ingerir a bebida em um tempo maximo de 10 minutos. Essa propor¢do de etanol foi
baseada no trabalho de Bueno (2014), que realizou a quantificacdo empregando urina e fluido oral.

A maioria dos estudos sao limitados a doses de 1,0kg/kg visto que o consumo de quantidades maiores
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ocasiona nausea ¢ vomito, assim como administracdo de doses baixas <0,30 g/kg geram efeitos de
curta duragao apds o apice da absorcao (Jones, 2019).

Em seguida, as coletas de fluido oral e de sangue foram realizadas em intervalos de 15 minutos
por um periodo 150 minutos (10 coletas) para monitorar a metabolizagdo dos niveis de etanol ao
longo do tempo.

A coleta de sangue foi realizada através do puncionamento da regido das digitais com uma
lanceta estéril, o sangue foi coletado utilizando um papel de filtro com as dimensdes de 1,0 x 1,0 cm
até a sua saturacdo. Para a coleta de fluido oral os voluntarios utilizaram um Salivette® e mantiveram

o rolo de algoddo em contato com a cavidade bucal por 1 minuto ou até a saturagdo com a amostra.

3.5. Procedimento Experimentais de Coleta e Aplicacio do Teste Psicomotor

Os voluntarios convidados a participar deste projeto foram selecionados a partir do projeto de
pesquisa “Sequenciamento de nova geracdo de genes envolvidos na biossintese de melanina em
amostra da populacdo brasileira”, desenvolvido sob coordenagdo do Prof. Dr. Celso Teixeira Mendes
Junior e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da
Universidade de Sao Paulo (processo CAAE n.° 25696413.7.0000.5407), uma vez que o presente
trabalho fara uso dos mesmos marcadores genéticos (Infinium Multi-Ethnic Global Array).

Todos os voluntarios foram previamente instruidos a ndo ingerir produtos alimenticios ou
bebidas que continham 4lcool etilico em sua composicao por pelo menos 24 horas antes da realizagao
dos testes. No dia da coleta, antes de iniciar os procedimentos, foram submetidos ao Teste do
Bafometro (Etilometro) para assegurar que todos estavam aptos a participar deste projeto.

Cada voluntario ingeriu um volume de alcool diretamente proporcional ao peso individual
com a finalidade de atingir uma concentracao equivalente a 0,5 g de 4lcool/kg de massa corporal e
foram instruidos a ingerir a bebida em um tempo maximo de 10 minutos.

Em seguida, os voluntérios participaram da avaliagdo psicomotora dirigindo um veiculo de
autoescola acompanhado por um instrutor devidamente habilitado. Com a colaboragdo da Guarda
Universitaria da Universidade de S3ao Paulo do Campus de Ribeirdo Preto, uma rua de baixa
circulacdo de veiculos foi isolada e sinalizada aos demais motoristas que aquela via estava reservada
a execuc¢do do presente projeto.

Os obstaculos foram montados utilizando cones e fitas zebradas de forma que o condutor
completasse o trajeto evitando derruba-los. O trajeto era composto por desvios alocados inicialmente
a esquerda e seguido por um desvio alocados a direita. Ao terminar esta etapa, o trajeto dispunha de

uma curva estreita para a direita delimitada por cones, seguido por uma “zona de aceleragcdo”, nela o
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voluntario poderia acelerar e no momento que fosse sinalizado pelo instrutor presente no veiculo, o
mesmo deveria acionar o freio. O link a seguir direciona para um video onde € possivel acompanhar

detalhadamente o trajeto (https://youtu.be/ 7kqVoD7RoM).

ke

Figura 8. Percurso montado para a execucdo do experimento

A supervisao deste teste foi realizada pela Policia Militar Rodoviaria, que avaliou a capacidade
de atengdo e o tempo de resposta de cada um dos voluntarios.

A condugdo do veiculo foi realizada em duas situagdes distintas, sobrio e apds consumo de
bebida alcodlica: (I) sobrio para conhecer o trajeto e seguido por uma tentativa de responder a uma
mensagem no celular através do aplicativo WhatsApp enquanto dirige; (IT) 30 e 60 minutos apos a
ingestao da bebida alcodlica, seguindo os mesmos critérios do item (I).

Durante cada etapa do experimento informagdes sobre nimero de setas utilizadas, nimero de
cones derrubados, aceleragdes e frenagens bruscas, tempo total de percurso, velocidade maxima,
tempo de frenagem e distancia de frenagem até parada total do veiculo foram registrados.

Apos o final dos experimentos, os participantes foram dispensados somente apds constatacao
pelo “bafometro” de que ndo ha mais alcool no ar exalado, o que ocorreu cerca de 3 a 4 horas apos a
ingestao da bebida.

De todos os participantes deste projeto, 4 voluntarios concordaram em doar amostras de
cabelo. Para a quantificacdo de EtG foi necessaria coleta de amostra de cabelo da area da nuca,
cortando na base do cabelo, o mais préximo possivel da pele, uma por¢ao de cabelo com diametro de

aproximadamente 0,5 cm como ¢ demonstrado na Figura 09. Também foram coletadas informagdes
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relacionadas ao tipo de tratamento capilar, assim como drogas ou farmacos, que os voluntarios

fizeram uso nos ultimos 3 meses.

Figura 09. Procedimento de coleta da amostra de cabelo e armazenamento dos fios em um involucro de papel.

Adaptado de Dinis (2010).

As amostras e os formularios foram enviados para Departamento de Diagnostico e Satde
Publica da Universidade de Verona, na Italia e analisados pelo SYNLAB. A analise foi realizada de
acordo com a metodologia de Morini (2006) descrito a seguir: descontamina¢do dos cabelos por
lavagem com diclorometano e metanol; pulverizagao da amostra com um moinho de bolas; incubagao
em agua destilada; centrifugacao e analise por LC-MS-MS.

Um segmento de cabelo foi colocado em um tubo de ensaio de 10 mL, adicionado 4 mL de
diclorometano e submetido a banho ultrassonico por 10 minutos. Com o auxilio de uma Pipeta de
Pasteur, o liquido de lavagem foi removido. Uma nova etapa de lavagem foi realizada utilizando 4
mL de diclorometano seguido por uma lavagem com 4 mL de metanol.

O cabelo foi submetido a um fluxo de nitrogénio para secagem e posterior pesagem de uma
aliquota de 50 mg em um tubo contendo pequenas bolas de metal. O tubo foi agitado por 5 minutos
até total pulverizagdo do cabelo com a temperatura mantida a 13 °C com auxilio de gelo seco.

Para fazer a incubacgao extrativa, ao tubo contendo o cabelo pulverizado foi adicionado 1 mL

de 4gua deionizada e 7,5 pL da solugdo de padrao interno de etilglucuronidio-Ds em metanol a uma
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concentragdo de 0,10 ng/uL. Todos os tubos foram agitados manualmente, centrifugadas por 10
minutos e incubados a temperatura ambiente por uma noite.

No dia seguinte, os tubos foram submetidos a ultrassonicagao por 10 minutos. Uma aliquota
de 0,2 mL do sobrenadante foi centrifugado (10000 rpm por 10 minutos). Aproximadamente 0,1 mL

de cada sobrenadante foram transferidos para um frasco e analisado por um LC-MS-MS.

3.6. Condic¢oes Instrumentais

A andlise dos extratos foi realizada utilizando as seguintes instrumentais: o equipamento
utilizado foi um cromatégrafo liquido de alta pressdao com detecgdo através de um espectrometro de
massa com triplo quadrupolo (AB Sciex 5500 Qtrap), a coluna empregada foi a Restek Raptor
Bifenilo (2,1 x 100 mm; 2,7 pm), temperatura da coluna foi de 35 °C e volume de amostra injetado
foi 2,0 pL. As duas fases moveis utilizadas foram: (a) solug¢do de acido férmico a 0,1% (v / v) em
agua e (b) solucdo de acido formico a 1% (v / v) em metanol e fluxo da fase movel de 0,250 mL/min.

O gradiente de eluicdo estd apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Gradiente de fase movel utilizada durante as analises

Tempo (min) Porcentagem da fase movel (a) Porcentagem da fase movel (b)
0,01 99,0% 1,0%
0,10 99,0% 1,0%
3,00 85,0% 15%
3,20 10,0% 90,0%
4,00 10,0% 90,0%
4,10 99,0% 1,0%
6,90 99,0% 1,0%

A monitorizagdo dos resultados foi realizada em modo negativo e os ions monitorados sdo
apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Relagcdo m/z monitorada para as amostras de cabelo

Substancia Fragmentos i6nicos (m/z)
221,2 — 75,0
221,2 — 85,0
Etil glicuronideo-D5 226,2 — 75,0

Etil glicuronideo
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3.7. Validacao de Método

3.7.1. Seletividade

Este experimento foi realizado preparando dez replicatas de amostras “brancos” de fluido oral
ou sangue de voluntarios diferentes, assegurando-se que nao contenha etanol ou padrao interno,
seguido por injecao de trés replicatas (triplicatas) de uma amostra de fluido oral ou sangue contendo

concentragdes conhecida de etanol (0,20 g.L ' e 1,25 g.L').

3.7.2. Limite de detec¢do (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

A razdo sinal-ruido sera calculada da seguinte forma utilizando a Equacgdo 2:

Areadoetanol

LDoulQ = (Equacao 2)

Areamédiadosinalruidodobranco
Serdo realizadas analises em dez replicatas de amostras de branco seguidas de analise em dez
replicatas de amostras fortificadas com 0,0014 g/L de etanol para obter o Limite de Detec¢do (LD) e

dez replicatas de amostras fortificadas com 0,008 g/L para encontrar o Limite de Quantificagdo (LQ).

3.7.3. Linearidade

Os experimentos foram realizados empregando sete concentragdes (0,05 g.L ™, 0,10 g.L"!, 0,20
gL' 0,50gL"0,75gL" 1,00gL"e1,25gL")de solugio padrio de etanol diferentes e analisados
em oito replicatas.

Para todos os resultados obtidos neste ensaio foi aplicado o Teste de Cochram, no qual ¢
possivel avaliar se a estimativa de varidncia ¢ grande ou ndo, comparando-o com um grupo de
resultados. Se o valor calculado da variancia for maior do que o valor tabelado, esta variancia ¢ entao
classificada como ndo homogénea ou heterocedastica ou como homogéneo ou homocedastico.

E possivel, através dos dados obtidos, plotar um grafico da distribui¢do de residuos. O grafico

de residuos ndo deve apresentar visualmente nenhum tipo de tendéncia.

3.7.4. Precisao
Os resultados dos ensaios de precisdo devem ser avaliados através do calculo do desvio padrao

relativo (DPR), utilizando a Equagao 3:

pPrR=-LP_ 100

CMD (Equacao 3)

Onde DP ¢ o Desvio Padrao e CMD ¢ a Concentragao Média Determinada.
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A execucdo deste experimento foi através da analise de oito replicatas de quatro amostras
fortificadas com diferentes concentragdes (0,20 g.L!, 0,75 g.L"!, 1,25 gL' e 2,00 g.L!) de solugdo

padrao de etanol, as quais foram analisadas no mesmo dia e em trés dias diferentes.

3.7.5. Exatidao

A analise da exatidao foi avaliada por meio de anélises de oito replicatas de quatro amostras
contendo sangue ou fluido oral com concentragdes (0,20 g.L ™, 0,75 g.L!, 1,25 g L' ¢2,00 g.L!) de
solucdo padrdo de etanol, as quais foram analisadas no mesmo dia (intra-ensaio) e em mais dois dias
diferentes (inter-ensaio).

O Erro Padrao Relativo, foi calculado utilizando a Equacao 4:

(CME-CR)
=—x

EPR 100 (Equacao 4)

Onde, CME ¢ a Concentracao Média Experimental e CR ¢ a Concentragao Real.

3.7.6. Efeito Residual

Avaliou-se o efeito residual injetando uma amostra “branco”, seguido por duas injecdes de
solucdes padrdes concentragdes conhecidas (0,004 g.L ' e 1,25 gL!), sendo uma delas com a
concentragdo de aproximadamente duas vezes o limite de detec¢do e uma amostra com maior
concentracdo, respectivamente. Em seguida, analisa-se duas amostras de “branco” de sangue ou
fluido oral, sem presenca de etanol.

Como critério de aceitabilidade foram admitidas somente os resultados das amostras de
branco que, apds a injecao das solugdes padrao contendo etanol, apresentarem area igual ou menor

as obtidas com a primeira analise.

3.7.7. Estabilidade (Curta duracio, pés-processamento e longa duracio)

As amostras foram submetidas ao ensaio de estabilidade de curta duracao e mantidas no
suporte do equipamento sob condicdo ambiente (23,0 ° C) durante 06 horas (estabilidade de curta
duracdo), 12horas (estabilidade pds-processamento) e 24 horas (estabilidade de longa duracdo) até o
momento de sua da analise. Para a estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento foi
necessario expor as amostras fortificadas a ciclos de congelamento (-10 ° C) e descongelamento
durante 24, 48 e 72 horas apds seu preparo, também foram avaliadas as amostras apds um maior
tempo de armazenamento de (7 e 30 dias).

O critério de avaliacao foi baseado nos valores de Desvio Padrao Relativo (DPR%) e somente

as amostras que apresentarem valores de DPR menores ou iguais a 15% foram aceitos.
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3.8. Sequenciamento e Analises genéticas

As amostras de sangue foram coletadas dos voluntarios no Hemocentro de Ribeirdo Preto
(HCFMRP-USP) e os dados genéticos foram obtidos através de uma parceria com o Laboratorio de
Pesquisas Forenses e Genética (LPFG) sob coordenagdo do Prof. Dr. Celso Teixeira Mendes Junior.

O método de extragao do material genético foi realizado a partir de amostras de sangue total
submetidas a um processo de salting out adaptados de Miller et al. (1988). O DNA foi ressuspenso
em 200 pL de 4gua e armazenados a -20°C.

A quantificagdo do DNA foi realizada através de trés metodologias e, em seguida, diluigdo em
agua. A primeira quantificagcdo foi realizada com a eletroforese em gel de agarose para determinar
possiveis degradagdes nas amostras, a segunda quantificagdo foi realizada com o intuito de avaliar a
presenga de proteinas contaminantes por meio de espectrofotometria (Nanodrop 200 UV-Vis
Spectrophotometer, Thermo Fischer Scientific Inc.) e a terceira metodologia empregada foi
fluorimetria (Qubit® 2.0 Fluorometer, Thermo Fischer Scientific Inc.) para determinar a concentracao
DNA gendmico com acuracia. As amostras foram separadas em aliquotas de 5 ng/puL.

Apds a quantificagdo foi realizado o preparo de bibliotecas para NGS (Next Generation
Sequencing), onde as regides de interesse para o sequenciamento sdo amplificadas por PCR
(Polymerase Chain Reaction). Para o preparo dessas bibliotecas foi utilizado o kit HaloPlex Target
Enrichment System (Agilent Technologies, Inc.) com sondas desenhadas a partir de um ensaio in silico
(SureDesign, Agilent Technologies, Inc.). As cinco etapas deste processo sao descritas a seguir:

i) Digestao das amostras com enzimas de restri¢ao;

ii) Hibridiza¢do dos fragmentos alvo com sondas complementares aos fragmentos alvos;

iii) Captura dos fragmentos hibridizados por meio de beads magnéticas;

iv) Amplificacdo dos fragmentos por PCR;

v) Purificagao.

As bibliotecas foram validadas e quantificadas por eletroforese capilar 2/00 BioAnalyzer
(Agilent Technologies, Inc.) e fluorimetria (Qubit® 2.0 Fluorometer, Thermo Fischer Scientific Inc.).

Ao término da validacdo, foi preparando um pool de até 96 amostras para sequenciamento
simultaneo, onde todas as amostras possuiam concentragdes proximas, para terem representatividade
parecidas. Este pool foi diluido até obter um volume final de 600 pL e concentragdo de 16 pM.

Essa solugdo foi inserida em um cartucho MiSeq Reagent Kit V3 (600 cycle) e sequenciado
no MiSeq Personal Sequence (Illumina Inc.) no modo paired-end, conforme instru¢des do fabricante.

Também foi realizado uma genotipagem do tipo Array, onde cerca 1,8 milhdo de SNPs foram

sequenciados a partir das amostras de DNA empregando o chip Infinium Multi-Ethnic Global-8
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(MEGA) Kit (Illumina) e a plataforma HiScanSQ System (Illumina Inc.). Esta genotipagem foi
realizada pelo Centro de Gendmica Funcional da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ/USP) em parceria com o Prof. Dr. Esteban J. Parra da Universidade de Toronto e Prof. Dr.
Heather L. Northon, da Universidade de Cincinnati.

O procedimento, segundo recomendacdes do fabricante, sem quaisquer alteragdes se encontra

disponivel em: <https://support.illumina.com/content/dam/illumina-

support/documents/documentation/chemistry documentation/infinium assays/infinium Icg assay/i

nfinium-Icg-assay-reference-guide-15023139-04.pdf.>

De forma simplificada, o processo pode ser resumido em seis etapas:

i) Amplificagdo do DNA gendmico;

ii) Fragmentacdo com enzimas de restri¢ao;

iii) Precipitagdo e ressuspensdao do DNA;

iv) Distribuicao e posterior hibridizagdo do DNA com os primers;

v) Extensdo do primer de uma unica base nucleotidica marcada e identificacdo do sinal por
ela emitido;

vi) Leitura do sinal e coleta dos dados de intensidade da coloragdo emitida.

3.9. Analises Estatisticas

Foram realizadas analises descritivas dos dados para avaliar o comportamento das amostras
através de tabelas com medidas basicas e graficos de médias conforme a necessidade. As principais
medidas calculadas foram: média e o desvio padrdo. A média ¢ o valor que auxilia a compreender
onde existe uma maior concentra¢cdo dos dados em determinada distribui¢@o e o desvio padrao ¢ uma
ferramenta que avalia a dispersdo dos dados (Morettin, 2002).

Para avaliar se as diferencas entre os grupos foram significativas, foi utilizada uma abordagem
do tipo ndo paramétrica através do teste de Mann Whitney. Este ¢ um teste de hipoteses, utilizado
quando o objetivo ¢ avaliar duas amostras independentes e para avaliar se as médias de duas
populagdes sao as mesmas. Esta abordagem ¢ uma alternativa ndo paramétrica para o teste de ¢-
Student aplicados em amostras independentes e que nao exige que as populagdes sejam uma
distribuicdo Normal. Além disso, ndo requer a hipotese de igualdade de varidncias e nem que o
tamanho das amostras seja idéntico. O nivel de significAncia adotado para todos os testes deste
trabalho foi de 5%. Dessa forma, rejeita-se a hipotese testada quando o p-valor do teste for menor do
que 0,05 (Hollander, 1978; Conover; 1980). O software utilizado para a andlise foi o R Core Team
(2017).
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As variaveis deste estudo foram:

1. Trajeto: dois tipos de trajetos, sendo que em um deles o motorista respondia uma
mensagem através do aplicativo WhatsApp, € no outro sem interferéncia do celular;

2. Coleta: representa o tempo em que foram coletadas as amostras (0: primeira coleta, 30:
30min depois da primeira coleta; 60: 60 minutos depois da primeira coleta);

3. Etilometro L: medida do alcool ingerido utilizando o etildmetro do laboratorio;

4. Etilometro P: medida do élcool ingerido utilizando o etilometro da Policia;

5. Fluido oral: medida do 4lcool ingerido (g.L);

6. Sangue: medida do 4lcool ingerido (g.L!);

7. Tempo de percurso: tempo em segundos do percurso;

8. Velocidade: Velocidade maxima no percurso (Km/h);

9. Tempo frenagem: Tempo de reagdo na frenagem (seg.);

10. Distancia de frenagem: Distancia percorrida na frenagem (m);

11. Seta: Se utilizou ou nao seta;

12. Nseta: Numero de setas ativadas;

13. Acelerou: aceleracdo brusca sim ou nao;

14. Derrubou: Se derrubou ou ndo cones;

15. Freou: frenagem brusca ou ndo;

16. Whats: utilizagao do WhatsApp (1: sem o app , 2:com o app);

17. Sexo: Feminino € Masculino.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Validacao

4.1.1. Fluido oral
4.1.1.1.  Seletividade
Para a confirmacao da auséncia de picos com intensidade que pudessem mascarar a presenca
de etanol, foram realizadas analises em um “pool” de fluido oral isento de etanol. Em seguida uma
solucdo de fluido oral fortificada com 0,20 g.L! de etanol foi analisada e o cromatograma obtido foi

sobreposto com um cromatograma do “poo/” de fluido oral.
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Figura 10. Sobreposi¢do do cromatograma da solucéo fortificada (registro em preto) com o cromatograma de
uma solucdo de fluido oral isentas de etanol (registro em verde), ndo existe nenhum pico presente no “pool”
fluido oral ndo fortificado que interfira na determinacdo do etanol.

Nas Tabela 7 e Tabela 8, estdo relacionados os resultados das anélises de seletividade para o
fluido oral. Na Tabela 7 estdo apresentadas as areas dos picos cromatograficos nos tempos de retencao
no qual sdo detectados o analito e o padrdo interno obtidos a partir das amostras de branco do fluido
oral, na Tabela 8 encontram-se os valores de 4reas de amostras fortificadas com 0,2 g.L ' e 1,25g.L"!

de etanol.
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Tabela 7. Valores de 4rea das regides proximas ao tempo de reten¢do do etanol e do alcool isoamilico (padrao

interno) obtidos a partir das analises de amostras de branco de fluido oral

Amostra Branco

Area proxima ao tr do etanol

Area proxima ao tg do PI

1 25867 6748
2 27670 4386
3 30688 9882
4 49352 5387
5 55518 4942
6 49368 3581
7 57362 3422
8 53623 2801
9 43867 3018
10 60242 3367
Média 57658 4753,4

Tabela 8. Valores de area obtidos a partir das analises de amostras de fluido oral fortificadas com solugdo

padrdo de etanol

Concentracdo Etanol (g.L!) Area Etanol Area PI
0,20 3146201 3796719

0,20 4426057 5297636

0,20 4121218 4862250

Média 3897825 4652201
Concentracdo Etanol (g.L!) Area Etanol Area PI
1,25 31432828 5886422

1,25 28347168 5295563

1,25 27885416 5168282

Média 29221804 5450089

O método analitico empregado ¢ seletivo para o etanol visto que, mesmo para amostras

fortificadas com baixas concentragdes de etanol, € possivel distingui-las facilmente de amostras

1sentas de etanol.

41.1.2.

Limite de deteccdo (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)
Limite de Detec¢ao (LD)

O calculo utilizado para encontrar a relagdo sinal ruido para o LD foi realizado utilizando a

Equagdo 5 a seguir:

LD

Areadoetanol

Areamédiadosinalruidodobranco

(Equacao 5)
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Substituindo o valor de area obtido apos a andlise de uma solucdo de fluido oral fortificada
com 0,0014 g.L"! de etanol e o valor médio da 4area obtido durante as andlises de amostras de fluido

oral isentas de etanol, teremos a seguinte relacao sinal ruido:

_ 49352

LD =
25437

=194 (Equagao 6)

Tabela 9. Calculos da razao sinal ruido para determinar o Limite de Detecgao (LD) do fluido oral.

Sol. Etanol 0,0014 g.L"! Area Etanol Razao Sinal — Ruido
1 49352 1,94
2 55518 2,18
3 49368 1,94
4 57362 2,25
5 53623 2,10
6 43867 1,72
7 60242 2,36
8 57658 2,26
9 50415 1,98
10 56488 2,22

Média 2,09

Os limites de deteccao para as amostras fortificadas com solug@o padrao de etanol até alcancar
uma concentra¢ido de 0,0014 g.L'!, apresentaram a um valor médio para a razio sinal-ruido de 2,09,

cumprindo assim os requisitos preditos pela ANVISA.

Limite de Quantificacdo (LQ)

O célculo utilizado para encontrar a relagdo sinal ruido para o LQ foi realizado utilizando a
Equagao 7 a seguir:

LQ _ Areadoetanol (Equag:ﬁo 7)

Areamédiadosinalruidodobranco

Substituindo o valor de area obtido apds a analise de uma solugdo de fluido oral fortificada
com 0,008 g.L"! de etanol e o valor médio da 4rea obtido durante as analises de amostras de fluido

oral isentas de etanol, teremos a seguinte relagdo sinal ruido:

680801
T 21962,2

LQ = 30,99 (Equagdo 8)
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Tabela 10. Calculos da razio sinal ruido para determinar o Limite de Quantificagdo (LQ) do fluido oral.

Sol. Etanol 0,008 g.L"! Area Etanol Razao Sinal — Ruido
1 680801 30,99
2 718023 32,69
3 942118 42,69
4 844481 38,45
5 744516 33,89
6 821671 37,41
7 844998 38,47
8 766867 34,91
9 748416 34,07
10 730079 33,24

Média 35,70

Os limites de quantificagdo para as amostras fortificadas com solug¢do padrio de etanol a 0,008
g.L!, apresentaram um valor média da razdo sinal-ruido de 35,70, cumprindo assim os requisitos para
validag@o de métodos analiticos proposto pela ANVISA.

Os resultados obtidos para o LD e para o LQ nas amostras de fluido oral, encontram-se dentro
de valores que atendem aos requisitos sugeridos pela ANVISA, além de suprir as demandas

necessarias para o método em questao.

4.1.1.3. Linearidade
Os resultados para a avaliagdo da linearidade do método sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Calculos da curva analitica do fluido oral.

Calculos da Curva Analitica

Coeficiente Angular (a) 4,507653
Coeficiente Linear (b) -0,028121
Coeficiente de Correlagdo (r) 0,995061
Coeficiente de Determinacao (r?) 0,990148
Linearidade (ANVISA) Conforme
Variancia Maxima (S%max) 0,002462
Somatoria Variancia 0,010170
C calc 0,242 128
C tab. 0,3535
Resultado Cochram Homocedéstico
Modelo de Regressao Linear

As Figuras 11 e a Figura 12 apresentam os graficos de linearidade (curva analitica) e o grafico

de residuos, respectivamente.
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Linearidade
7
6 f(x) = 4,507653x — 0,028121
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Figura 11. Gréafico da curva analitica obtido a partir das analises de amostras de fluido oral fortificadas com

solu¢do padrdo de etanol.
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Figura 12. Grafico de residuos obtido a partir das anélises de amostras de fluido oral fortificadas.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 11 observa-se que a linearidade cumpre os
requisitos presentes nas diretrizes de validacdo métodos analiticos propostos pela ANVISA, no qual
exige-se que o valor de coeficiente de correlagdo (r) seja maior do que 0,990. Para esta curva analitica

obteve-se um valor de r igual a 0,995061. Aplicando os testes de Cochram foram observados que o
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conjunto de dados para a curva sdo homocedasticos e através do grafico de residuos que os dados nao

apresentam nenhuma tendéncia.

4.1.14. Precisao
Os calculos de Desvio Padrio Relativo (DPR) foram realizados utilizando a Equacdo 3.
Utilizando os resultados da Tabela 12 obtidos para a solucdo fortificada com 0,20 g.L! de etanol,
calcula-se o desvio padrao relativo como demonstrado a seguir:

Tabela 12. Valores de area do fluido oral fortificado com 0,20 g.L"'de solugdo padrdo de etanol.

Réplica Area Etanol Area Padrio Interno Razao Etanol/PI
1 3804597 4714318 0,807030
2 6037041 6237439 0,967871
3 4426057 5297636 0,835477
4 4286926 5430895 0,789359
5 4121218 4862250 0,847594
6 3930320 5181486 0,758531
7 4351765 4742552 0,917599
8 4194646 5221102 0,803402

Média 0,840858
Desvio Padrao 0,069768

Substituindo esses valores na equagdo acima, encontramos:

0,069768
0,840858

DPR =

x100 = 8,697 (Equacao 9)

Os resultados para a avaliar a precisdo intra-ensaio e precisao inter-ensaio do método sdo
apresentados na Tabela 13 e a Figura 13 apresenta a sobreposi¢do dos cromatogramas das analises
intra e inter-ensaio.

Tabela 13. Calculos do desvio padrio relativo (DPR) da precisdo para o fluido oral.

Concentragao Etanol DPR Intra-ensaio DPR Inter-ensaio DPR Inter-ensaio
(g.L) 1° dia 2° dia 3° dia
0,20 8,2972 2,4269 2,9446
0,75 7,1003 3,2656 1,2194
1,25 4,1079 0,9603 3,8894

2,00 4,9485 3,8114 3,3981
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Figura 13. Sobreposicao dos cromatogramas obtidos a partir da solugdo de fluido oral fortificada com 0,20
g.L'! de etanol, a analise intra-ensaio do primeiro dia esta representada pela linha preta, a analise inter-ensaio

do segundo dia pela cor vermelha e a andlise inter-ensaio o do terceiro dia pela cor azul.

Os calculos de desvio padrao relativo para analise da precisao ndo apresentaram valores com

variagdes que excedessem 10%, adequando-se ao critério de aceitabilidade proposto.

4.1.1.5. Exatidao
Os calculos de Erro Padrao Relativo (EPR) para avaliar a exatidao foram realizados utilizando
a Equagdo 4. A concentragdo experimental calculada € obtida ao isolar o x na Equagdo 10 obtida no

grafico de linearidade e substituindo f{x) pelo valor da razdo Etanol/PI, logo:

F(x) = 4,507653x — 0,028121  (Equagdo 10)

Entao,

0,8070302+0,028121
4,507653

Concen. Experim.Calculada = x = = 0,185274 (Equacgao 11)
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Tabela 14. Valores de area do fluido oral fortificado com 0,20 g.L"'de solugdo padrdo de etanol.

Réplica Razao Etanol/PI Concent. Experim. Calculada (g.L™!)
1 0,807030 0,185274
2 0,967871 0,220955
3 0,835477 0,191585
4 0,789359 0,181353
5 0,847594 0,194273
6 0,758531 0,174514
7 0,917599 0,209803
8 0,803402 0,184469
Concentracdo Média Experimental 0,192778

Utilizando os resultados da Tabela 14 obtidos para a solugdo fortificada com 0,20 g.L! de
etanol, partindo da Equagdo 4, calcula-se o erro padrdo relativo como demonstrado a seguir. Ao
substituir a concentracio média experimental (0,192778 g.L!) e a concentracdo real (0,20 g.L!),

encontramos o Erro Padrio Relativo:

_ (CME—CR)

x100 = —3,610658 (Equagdo 12)

Os resultados para a avaliar a exatiddo intra-ensaio e exatiddo inter-ensaio do método sao
apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Calculos do erro padrao relativo (EPR%) da exatiddo para o fluido oral.

Concentra¢ao Etanol EPR Intra-ensaio EPR Inter-ensaio EPR Inter-ensaio
(g.Lh 1° dia 2° dia 3° dia
0,20 -3,6106 -6,7086 -4,1551
0,75 2,8383 -4,2130 -5,5784
1,25 -3,2608 -9,2096 -4,8067
2,00 -3,4356 -7,2229 -3,6147

O erro padrao relativo calculado para analise da exatiddo, tanto para os resultados intra quanto inter-
ensaio, ndo excederam 10%. Dessa forma, como os resultados ficaram abaixo do valor predito de + 15% pelo
critério de aceitabilidade, o método esta adequado para a analise de etanol em fluido oral de acordo com a

finalidade proposta.
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4.1.1.6. Efeito Residual
A seguir, nas Figura 14 e a Figura 15, sdo apresentados os cromatogramas obtidos apds a
analise das solu¢des contendo fluido oral que foram fortificadas com 0,004 g.L ! e 1,25 g.L"! de etanol,

respectivamente.
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Figura 14. Cromatograma obtido ap6s a analise de fluido oral fortificado com 0,004 g.L! de etanol
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Figura 15. Cromatograma obtido apos a analise de fluido oral fortificado com 1,25 g.L! de etanol



62

Os valores encontrados de areas para as analises do Efeito Residual em amostras de fluido
oral, estao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Valores de area obtidos com as analises do Efeito Residual nas amostras de fluido oral

Amostra Area Etanol Area Padrio Interno
Branco 10516 40399
Etanol (0,004 g.L'") 90645 5150866
Etanol (1,25 g.L'h) 20815490 4171323
Branco 10422 33067
Branco 4141 11143

Com base nos cromatogramas ¢ nos dados acima tabelados, ndo foram observados efeitos
residuais em nenhuma das concentragdes de etanol analisadas. Ou seja, com base no pico
cromatografico na regido onde espera-se detectar o analito, para as amostras de branco analisadas
apos a inje¢do da solugdo fortificada com a concentracdo mais elevada da curva analitica, ndo foram
observados sinais com intensidade grande o suficiente para mascarar uma analise de etanol em baixas

concentracoes.

4.1.1.7. Estabilidade
Os resultados de estabilidade foram calculados com base no Desvio Padrio Relativo, os
calculos para o fluido oral fortificado com 0,20 gL' de solugdo padrio de etanol submetido a

avaliacdo de estabilidade por um periodo de 06 horas estdo demonstrados na Tabela 17 a seguir:

Tabela 17. DPR calculado para o ensaio de estabilidade 06 horas de fluido oral

Réplica Area Etanol Area PI Razao Etanol/P1
1 4032976 4729259 0,852771
2 4103164 4859600 0,844341
3 5040842 5698546 0,884583
M¢édia 0,860565
Desvio. Padrido 0,021223
Desvio Padrao. Relativo 2,46617

A Tabela 18 mostra os resultados de desvio padrdao relativo obtidos para os parametros
estabilidade de curta duracao e estabilidade pds-processamento para o fluido oral.

Tabela 18. Valores de Desvio Padrao Relativo para a estabilidade de curta durac@o (06 horas) e para

estabilidade de p6s-processamento (12 e 24 horas) das amostras de fluido oral.

DPR da Estabilidade
. Curta Duragao P6s Processamento Pos Processamento
Amostra Fortificada (6 h) (12 h) (24 h)
0,2 g.L! 2,34 2,46 8,34

1,25 gL} 3,87 4,02 1,25
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As Figuras 16 e a Figura 17 a seguir mostram a sobreposicdo dos cromatogramas da
estabilidade de curta duracdo e de pds-processamento com base nas concentragdes das amostras

fortificadas com base nas concentracdes das amostras fortificadas.
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Figura 16. Sobreposi¢do dos cromatogramas de estabilidade de curta duragdo e de pos-processamento (12 e
24 h) para a solugdo fortificada com 0,2 g.L"! de etanol. A linha preta corresponde a anlise da estabilidade de
curta duracdo, a linha vermelha e a linha verde, corresponde a analise da estabilidade pds-processamento de

12 h e 24 h, respectivamente.



64

400 400

o CH,
P o g
H;C OH
’ \ HEC/H\S/ o
2 \

Figura 17. Sobreposicdo dos cromatogramas de estabilidade de curta duracao e de pds-processamento (12 e
24 h) para a solugdo fortificada com 1,25 g.L!' de etanol. A linha preta corresponde a analise da estabilidade
de curta duragdo, a linha vermelha e a linha verde, corresponde a analise da estabilidade pds-processamento

de 12 h e 24h, respectivamente.

A Tabela 19 mostra os resultados de desvio padrdo relativo obtidos para os pardmetros

estabilidade apo6s ciclos de congelamento e descongelamento.

Tabela 19. Valores de Desvio Padrao Relativo para a estabilidade apos ciclos de congelamento e

descongelamento apds 24, 48, 72 horas e apds 7 e 30 dias das amostras de fluido oral.

DPR dos Ciclos de Congelamento e Descongelamento

Fﬁrrtril;igga 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias 30 dias
0,2 g.L'1 3,16 3,76 2,49 6,13 3,36
1,25 g.L‘l 3,48 5,04 1,60 6,20 1,73

Nao foram observados valores de desvio padrdo relativo com variagdo que ultrapasse 10%,
dessa forma o pardmetro de estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento cumpriu os
critérios de aceitagdo anteriormente proposto. Portanto, mesmo se as amostras forem armazenadas
em freezer por um periodo de até 30 dias ou se sofrerem ciclos de congelamento e descongelamento,

¢ possivel realizar andlises e obter resultados satisfatorios.
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4.1.2. Sangue
4.1.2.1. Seletividade
A confirmacao da auséncia de picos com intensidade que pudessem mascarar a presenga de
etanol foi realizada a partir de analises de sangue isento de etanol. Em seguida foram realizadas
analises em sangue fortificado com 0,20 gL' de etanol e o cromatograma obtido a partir da

sobreposicdo destas analises encontra-se na Figura 18.
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Figura 18. Sobreposi¢io do cromatograma de sangue fortificada com solugio de etanol 0,20 g.L'! (registro

em preto) com o cromatograma de uma solu¢ao de sangue isento de etanol (registro em verde), ndo existe

nenhum pico presente no sangue ndo fortificado que interfira na determinagao do etanol.

As Tabela 20 e Tabela 21 apresentam os resultados de seletividade para amostras de sangue.
Tabela 20. Valores de area das regides proximas ao tempo de retengdo do etanol e do alcool isoamilico (PI)

obtidos a partir das analises de amostras de branco de sangue.

Amostra Branco Area proxima ao tr do etanol Area proxima ao tr do PI
1 32859 29490
2 29237 9454
3 20145 5578
4 16028 4894
5 13125 4111
6 13509 3316
7 11594 3075
8 10014 3021
9 9496 2319
10 9870 2638

Média 16580 6789,6
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Tabela 21. Valores de area obtidos a partir das analises de amostras de branco fortificados com solugdo padrao

de etanol

Concentragio Etanol (g.L™) Area Etanol Area PI
0,20 4000580 4469121

0,20 4272500 5059456

0,20 4007709 4875896

Média 4093596 4801491
Concentragio Etanol (g.L) Area Etanol Area PI
1,25 20908503 4287271

1,25 25897639 4688597

1,25 26074336 4719029

M¢édia 24293493 4564966

O método analitico empregado ¢ seletivo para analises de etanol em sangue, mesmo em amostras
fortificadas com solugdo de etanol com baixas concentragdes, ¢ possivel distingui-las facilmente de

amostras isentas de etanol.

4.1.2.2. Limite de detecciao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)
Limite de Deteccdo (LD)

O calculo utilizado para encontrar a relagao sinal ruido para o LD foi realizado utilizando a
Equagdo 5. Substituindo o valor de area obtido apos a andlise de uma solu¢do de sangue fortificado

com 0,0014 g.L"! de etanol, teremos a seguinte relagdo sinal ruido:

37009 ~
LD = So0z6d 2,84 (Equagao 13)

Tabela 22. Calculos da razao sinal ruido para determinar o Limite de Detecgao (LD) do sangue.

Sol. Etanol 0,0014 g.L"! Area Etanol Razdo Sinal - Ruido
1 37009 2,84
2 45029 3,45
3 35146 2,69
4 34379 2,63
5 34683 2,66
6 36413 2,79
7 35295 2,71
8 39030 2,99
9 37031 2,84
10 32153 2,46

Média 2,81
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Os limites de detecgao para as amostras fortificadas com solugdo padrao de etanol 0,0014 g.L

!, apresentaram a um valor médio para a razdo sinal-ruido de 2,81, estando dentro dos pardmetros

preconizados pela ANVISA (ANVISA, 2017).

Limite de Quantificacio (LQ)

O célculo utilizado para encontrar a relagdo sinal ruido para o LQ foi realizado utilizando a
Equacdo 7. Substituindo o valor de area obtido apds a andlise de uma solugdo de sangue fortificado

com 0,008 g.L"! de etanol, teremos a seguinte relagdo sinal ruido:

LQ

680801
T 21962,2

= 30,99 (Equagao 14)

Tabela 23. Calculos da razao sinal ruido para determinar o Limite de Quantificagdo (LQ) do sangue.

Sol. Etanol 0,008 g.L"! Area Etanol Razdo Sinal - Ruido
1 158563 25,17
2 133108 21,13
3 139866 22,20
4 140045 22,23
5 139849 22,20
6 115440 18,32
7 126095 20,01
8 127160 20,18
9 139296 22,11
10 137123 21,76

Média 21,53

Os limites de quantificagdo para as amostras fortificadas com solugao padrao de etanol a 0,008
g.L'!, apresentaram um valor médio da razdo sinal-ruido de 21,53, cumprindo assim os requisitos para
valida¢do de métodos analiticos proposto pela ANVISA.

Os resultados obtidos para o LD e para o LQ nas amostras de sangue, estdo adequadas aos
requisitos sugeridos pela ANVISA, atendendo as demandas necessarias para as analises utilizando

método em questao.

4.1.2.3. Linearidade
O resultado para a avaliacdo da linearidade do método para o sangue estd apresentado na
Tabela 24. As Figura 19 e a Figura 20 apresentam o grafico de linearidade com sua respectiva equacao

de reta e o grafico de residuos, respectivamente.



Tabela 24. Calculos da curva analitica do sangue.
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Calculos da Curva Analitica

Coeficiente Angular (a) 4,563876
Coeficiente Linear (b) -0,05833
Coeficiente de Correlagdo (r) 0,997898
Coeficiente de Determinagao (r?) 0,995801
Linearidade (ANVISA) Conforme
Varidncia Maxima (S2méx) 0,000403
Somatoéria Variancia 0,002749
C calc 0,146865
C tab. 0,3535
Resultado Cochram Homocedéstico
Modelo de Regressao Linear
Linearidade
7 f(x) = 4,563876x — 0,05833
R*=0,097898
j i
- .,/"'/
2 l/ B Razdo EtOH / Iscamilico (y)
§ 4 - —— Linear (Razéo EtOH / Isca-
S I/ milico (y))
53 g
v S
2 /l
,"/
sy &

0 02 04 06 08 1

Concentracéo Etanol (g/L)

Figura 19. Grafico da curva analitica obtido a partir das anélises de amostras de sangue fortificadas com

solugdo padrdo de etanol
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Figura 20. Grafico de residuos obtido a partir das analises de amostras de sangue fortificado

Observa-se que a linearidade para o sangue, cumpre os requisitos das diretrizes de validacdo métodos
analiticos propostos pela ANVISA, no qual exige-se que o valor de coeficiente de correlagdo (r) seja maior do
que 0,990. Para a curva analitica de linearidade em questdo o valor de r foi igual a 0,997898. Com os testes
de Cochram foram observados que o conjunto de dados desta curva sdo homocedasticos e através do

grafico de residuos que os dados ndo apresentam nenhuma tendéncia.

4.1.24. Precisdo
Os célculos de Desvio Padrao Relativo (DPR) foram calculados empregando a Equagao 3. A
partir dos resultados da Tabela 25 obtidos para a solucdo fortificada com 0,20 g.L! de etanol, calcula-
se o desvio padrao relativo como demonstrado a seguir:

Tabela 25. Valores de area do sangue fortificado com 0,20 g.L-'de solugdo padrdo de etanol.

Réplica Area Etanol Area Padrio Interno Razao Etanol/PI

1 4272500 5059456 0,844458
2 4007709 4875896 0,821943
3 3886002 4766805 0,815221
4 3959261 4905856 0,807047
5 4153991 4975925 0,834817
6 4081823 4924473 0,828885
7 4480726 5253332 0,852930
8 3858358 4599492 0,838861

Média 0,830521

Desvio Padrao 0,015334




Substituindo na equacgao esses valores, encontramos:

0,015334
0,830521

DPR =

x100 = 1,8462

(Equacao 15)
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Os resultados para a avaliar a precisdo intra-ensaio e precisdo inter-ensaio do método sao

apresentados na Tabela 26 e a Figura 21 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas das analises

intra e inter-ensaio.

Tabela 26. Calculos do desvio padrio relativo (DPR) da precisdo para o sangue.

Concentragao Etanol

DPR Intra-ensaio

DPR Inter-ensaio

DPR Inter-ensaio

(gL 1° dia 2° dia 3° dia
0,20 1,8462 2,7068 1,8939
0,75 5,7495 3,8318 5,2992
1,25 2,5041 3,1622 3,0686
2,00 6,9786 3,4017 1,8278

EZ TH3 H,
" Hac/ Son ch/g\ﬁ/c\OH »

15 20 25 30 EX]

40

45 50 55

Figura 21. Sobreposi¢do dos cromatogramas nas analises intra-ensaio e inter-ensaio obtidos a partir da solugéo

de sangue fortificado com 0,20 g.L"! de etanol, andlise intra-ensaio esta representada pela linha preta, a anélise

inter-ensaio do segundo dia pela cor rosa e a analise inter-ensaio o do terceiro dia pela cor vermelha

Os célculos de desvio padrao relativo para anélise da precisdo ndo apresentaram valores com

variagdes que excedessem 10%, adequando-se ao critério de aceitabilidade proposto.



71

4.1.2.5. Exatidao
Os célculos do Erro Padrao Relativo (EPR) para avaliar a exatidao foram realizados da
seguinte maneira, utilizando a Equagao 4. A concentragdo experimental calculada ¢ obtida ao isolar
0 x na equagdo obtida no grafico de linearidade e substituindo f{x) pelo valor da razdo Etanol/PI,

logo:

£(x) = 4,563876x — 0,05833 (Equagdo 16)

Entao,

0,844458+0,05833
4,563876

Concen. Experim.Calculada = x = = 0,197921 (Equagao 17)

Tabela 27. Valores de area do sangue fortificado com 0,20 g.L-'de solugio padrio de etanol.

Réplica Razao Etanol/PI Concentragdo. Experim. Calculada (g.L)
1 0,844458 0,197921
2 0,821943 0,192987
3 0,815221 0,191515
4 0,807047 0,189724
5 0,834817 0,195808
6 0,828885 0,194509
7 0,852930 0,199777
8 0,838866 0,196695
Concentragdo Média Experimental 0,194867

Utilizando os resultados da Tabela 27 obtidos para a solu¢do contendo sangue e fortificada
com 0,20 g.L! de etanol, calcula-se o erro padrio relativo como demonstrado a seguir. Ao substituir
a concentracio média experimental (0,194867 g.L!) e a concentracio real (0,20 g.L™!), encontramos

o Erro Padrio Relativo:

(CME—CR) (0,194867-0,20)

EPR = x100 = x100 = —2,566228 (Equacao 18)

Os resultados para a avaliar a exatiddo intra-ensaio e exatiddo inter-ensaio do método sao
apresentados na Tabela 28.

Tabela 28. Calculos do erro padrao relativo (EPR%) da exatidao para o fluido oral.

Concentragdo. Etanol EPR Intra-ensaio EPR Inter-ensaio EPR Inter-ensaio
(gL 1° dia 2° dia 3° dia
0,20 -2,566228 -2,711575 -3,514698
0,75 1,280930 2,141463 4,879690
1,25 0,202929 -3,100897 -1,710191

2,00 -0,474434 -3,025696 -3,756532
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O erro padrdo relativo calculado para andlise da exatiddo, tanto para os resultados intra quanto
inter-ensaio, nao excederam 10%. Dessa forma, como os resultados ficaram abaixo do valor predito
de = 15% pelo critério de aceitabilidade, o0 método estd adequado para a andlise de etanol em sangue

de acordo com a finalidade proposta.

4.1.2.6. Efeito Residual
A seguir, nas Figura 22 e a Figura 23, sdo apresentados os cromatogramas obtidos apds a
analise das solu¢des contendo sangue que foram fortificadas com 0,004 g.L!' e 1,25 g.L! de etanol,

respectivamente.
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Figura 22. Cromatograma obtido apés a analise de sangue fortificado com 0,004 g.L™ de etanol
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Figura 23. Cromatograma obtido apos a analise de sangue fortificado com 0,004 g.L"! de etanol
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Os valores encontrados de areas para as analises do Efeito Residual em amostras de sangue,
estao apresentados na Tabela 29:

Tabela 29. Valores de area obtidos com as andlises do Efeito Residual nas amostras de sangue

Amostra Area Etanol Area Padrio Interno
Branco 10516 40399
Etanol (0,004 g.L'") 90645 5150866
Etanol (1,25 g.L'h) 20815490 4171323
Branco 10422 33067
Branco 4141 11143

Com base nos cromatogramas e nos dados acima tabelados, ndo foram observados efeitos
residuais em nenhuma das concentracdes de etanol analisadas. Nao existem picos cromatograficos na
regido onde espera-se detectar o analito, mesmo apds a inje¢do da solucdo fortificada com a
concentragdo mais elevada da curva analitica, ndo foram observados sinais com intensidade grande o

suficiente para mascarar uma andlise de etanol em baixas concentragdes.

4.1.2.7. Estabilidade
Os resultados de estabilidade foram calculados com base no Desvio Padrao Relativo, os calculos para
o sangue fortificado com 0,20 g.L!' de solucio padrio de etanol submetido a avaliacdo de estabilidade
por um periodo de 06 horas estdo demonstrados na Tabela 30 a seguir:

Tabela 30. DPR calculado para o ensaio de estabilidade 06 horas de sangue

Réplica Area Etanol Area PI Razao Etanol/P1
1 4105132 4681767 0,876833
2 4250277 4873588 0,872104
3 3979468 4683685 0,849644
M¢édia 0,866128
Desvio Padrio 0,014526
Desvio Padrdo Relativo 1,677010

A Tabela 31 mostra os resultados de desvio padriao relativo obtidos para os parametros
estabilidade de curta duracao e estabilidade pds-processamento.

Tabela 31. Valores de Desvio Padrdo Relativo para a estabilidade de curta duracdo (06 horas) e para

estabilidade de pos-processamento (12 ¢ 24 horas) das amostras.

DPR da Estabilidade
. Curta Duragao P6s Processamento Pos Processamento
Amostra Fortificada (6 h) (12 h) (24 h)
0,2 g.L! 1,67 2,60 5,60

1,25 gL} 5,10 6,68 3,24
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As Figuras 24 e a Figura 25 a seguir mostram a sobreposi¢do dos cromatogramas da
estabilidade de curta duracdo e de pds-processamento com base nas concentragdes das amostras

fortificadas.
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Figura 24. Sobreposi¢do dos cromatogramas de estabilidade de curta duragdo e de pos-processamento (12 e
24 h) para a solugdo fortificada com 0,2 g.L"! de etanol. A linha preta corresponde a anlise da estabilidade de
curta duracdo, a linha vermelha e a linha verde, corresponde a analise da estabilidade pds-processamento de

12 h e 24 h, respectivamente.
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Figura 25. Sobreposicdo dos cromatogramas de estabilidade de curta duracao e de pds-processamento (12 e
24 h) para a solugdo fortificada com 1,25 g.L!' de etanol. A linha preta corresponde a analise da estabilidade
de curta duragdo, a linha vermelha e a linha verde, corresponde a analise da estabilidade pds-processamento

de 12 h e 24 h, respectivamente.

A Tabela 32 mostra os resultados de desvio padrdo relativo obtidos para os parametros
estabilidade apo6s ciclos de congelamento e descongelamento.

Tabela 32. Valores de Desvio Padrao Relativo para a estabilidade apos ciclos de congelamento e

descongelamento apds 24, 48, 72 horas e apds 7 e 30 dias das amostras de sangue.

DPR dos Ciclos de Congelamento e Descongelamento

Fﬁrrtril%it;?la 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias 30 dias
0,2 g.L'1 1,91 5,53 4,08 1,13 1,10
1,25 g.L'1 1,06 5,11 2,20 6,28 7,53

Nao foram observados valores de desvio padrdo relativo com valores superiores a 10%,
cumprindo os critérios de aceitagdo anteriormente proposto. Portanto, mesmo apds submetidas ao
armazenamento em freezer por até 30 dias ou apds diversos ciclos de congelamento e

descongelamento, € possivel realizar anélises e obter resultados satisfatorios.
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4.2. Curva de Metabolizacao

Os resultados apresentados a seguir foram obtidos de um experimento piloto para avaliar a
capacidade do método analitico em quantificar etanol em algumas gotas de sangue e monitorar ao
longo do tempo os niveis de alcoolemia. Esses dados serviram de base para estabelecer alguns
critérios experimentais que posteriormente foram utilizados em outras etapas deste estudo, como os
intervalos de coleta das amostras e critérios de classificacdo do tipo de metabolismo na avaliagao
genética.

Os valores das concentragdes de etanol encontradas nas amostras de sangue e fluido oral
encontram-se tabelados no Anexo 03. Foram analisadas um total de 30 amostras, sendo 20 delas
amostras de fluido oral e 10 amostras de sangue. Os dados serdo apresentados na seguinte ordem:
primeiro os resultados de todos os voluntarios, e posteriormente serdo separados conforme o sexo.

Os valores médios da concentragdo de etanol em fun¢do do tempo e o desvio padrao relativo
para o sangue esta apresentados na Tabela 33 e para o fluido oral estdo apresentados na Tabela 34,
respectivamente.

Tabela 33. Concentragdo média de etanol em sangue apds ingestdo de vodca, onde o volume ingerido por

voluntario € equivalente a 0,5g de etanol por quilograma de massa corporea.

Tempo (min) Concentragdo média (g.L ") Desvio Padrao
15 0,0201 0,0036
30 0,0235 0,0064
45 0,0266 0,0069
60 0,0293 0,0054
75 0,0289 0,0087
90 0,0271 0,0066
105 0,0251 0,0051
120 0,0237 0,0055
135 0,0224 0,0045

150 0,0204 0,0030
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Figura 25. Concentragdo de etanol em funcdo do tempo nas amostras de sangue de todos os voluntarios

Na Figura 25, no qual estdo apresentados os resultados médios da quantificacdo de etanol em

sangue de todos os voluntarios, vemos um aumento da concentracao média de etanol até¢ 60 minutos.

Tabela 34. Concentracdo média de etanol em fluido oral ap6s ingestdao de vodca, onde o volume ingerido por

voluntario € equivalente a 0,5g de etanol por quilograma de massa corporea.

Tempo (min) Concentracdo média (g.L) Desvio Padrao

15 0,1076 0,0445
30 0,1292 0,0452
45 0,1436 0,0557
60 0,1554 0,0557
75 0,1623 0,0592
90 0,1525 0,0524
105 0,1288 0,0463
120 0,1222 0,0409
135 0,1108 0,0406
150 0,1038 0,0432
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Concentragdo de etanol em fun¢do do tempo nas amostras de fluido oral de todos os voluntarios

Quando observamos o Figura 26 vemos um padrao muito semelhante ao encontrado no sangue,

porém nos resultados obtidos a partir das amostras de fluido oral, o pico maximo de absor¢do ocorre

apo6s 75 minutos da ingestdo de etanol.



79

Curva de Metabolizacao

"
¥

=
)
[
[y
|
1L

(o

L

] | F-m-|Sangue |

] —e— Fluido Oral |

Concentracao Média - Sangue (g/L)
|

0,018

=
o}
Ma
o
]

I
I

Concentragao Média - Fluido Oral

0,016 4 ~ 0,0

o4t
0 20 40 60 80 100 120 140 180

Tempo {min)

Figura 27. Concentragdo de etanol no sangue e concentracao de etanol em fluido oral em func¢ao do tempo de

todos os voluntarios

No Figura 27 fizemos uma sobreposi¢do das curvas de metabolizagdo, onde temos
representado pela linha vermelha com marcadores circulares, a curva de metabolizagdo média obtida
a partir das amostras de fluido oral. A linha preta com marcadores quadrados representa os resultados
obtidos a partir das amostras de sangue.

E possivel observar o mesmo padrio de metabolizagio nas curvas: vemos uma regiio
crescente na curva que tem seu apice em 60 minutos para o sangue com uma concentracdo média de
0,0293gL! e para o fluido oral o mesmo ocorre em 75 minutos, aqui a concentragio média ¢ de 0,1623
gLl A divergéncia entre os valores aqui apresentados pode ter sido causada pela metodologia
alternativa de coleta de sangue, pois este ao ser coletado sobre a superficie do papel de filtro adquire
uma maior superficie de espalhamento desta amostra, podendo evapora parcialmente o analito.

O trabalho de Jones (1993) e em seu artigo de revisdo publicado posteriormente (Jones, 2011)
explorou o contexto de curvas de metabolizacdo do etanol em 21 individuos que consumiram 0,68
g/kg de peso corporal, além dos perfis médios das concentracdes do alcool na fluido oral e no sangue,
avaliou também amostras de urina e alguns fatores relacionados a embriaguez como tremores nas

maos e oscilagdo corporal. Os graficos obtidos demonstraram bastante similaridades com os aqui
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apresentados, os maximos de absor¢do ocorreram proximo aos 40 minutos apds o consumo com
concentragdes variando entre 0,5 g.L"! e 1,09 g.L! no sangue € 0,57 g.L ! e 1,35 g.L"! na fluido oral.

As diferencgas nos valores encontrados por Jones (1993) e o presente trabalho podem ser
decorrentes das diferentes técnicas utilizadas para a analise e quantificagdo, Jones empregou dilui¢ao
das amostras em solucdo de fluoreto de sddio e um método enzimatico com levedura de alcool
desidrogenase. Outro fator que pode estar relacionado com as divergéncias dos resultados € o volume
de etanol consumido pelos voluntarios. Comparando as duas metodologias podemos observar que,
apesar de variacdes individuais apresentadas pelos voluntarios, o perfil da curva ¢ bastante similar,
com um maximo de absorcdo ocorrendo no intervalo esperado de 30 a 90 minutos apos a
administracao de alcool (OGA, 2008).

Ao realizar uma subdivisao dos dados de acordo com o sexo dos voluntarios, podemos analisar
com maiores detalhes as tendéncias de metaboliza¢do. Dentre os voluntarios masculinos foram
obtidos 6 amostras de sangue e 12 amostras de fluido oral, enquanto que para os voluntarios femininos,
foram obtidos 4 amostras de sangue e 7 amostras de fluido oral.

Os resultados das concentragdes médias de etanol em fungao do tempo para os voluntarios

masculinos encontram-se nas Tabelas 35 e Tabela 36.

Tabela 35. Concentragdo média de etanol encontradas em sangue apds ingestdo de vodca nos voluntarios

masculinos
Tempo (min) Concentracdo média (g.L) Desvio Padrao
15 0,0191 0,0027
30 0,0232 0,0075
45 0,0257 0,0078
60 0,0291 0,0052
75 0,0272 0,0073
90 0,0262 0,0064
105 0,0245 0,0051
120 0,0230 0,0051
135 0,0219 0,0044

150 0,0208 0,0036
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Figura 28. Concentragdo de etanol em fungdo do tempo nas amostras de sangue de todos os voluntarios

masculinos

Avaliando separadamente os resultados da metabolizagdo para as amostras de sangue para os

voluntarios masculinos, temos que o pico de absor¢do méaxima do etanol neste grupo ocorre em 60

minutos apos a ingestdo e a concentragdo maxima de encontrada foi de 0,02918 gL

Tabela 36. Concentragdo média de etanol encontradas em fluido oral apos ingestdo de vodca nos voluntarios

masculinos
Tempo (min) Concentragdo média (g.L ") Desvio Padrao
15 0,1008 0,0408
30 0,1226 0,0357
45 0,1419 0,0571
60 0,1411 0,0398
75 0,1506 0,0526
90 0,1413 0,0434
105 0,1119 0,0277
120 0,1107 0,0264
135 0,1031 0,0303
150 0,0925 0,0309
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Figura 29. Concentragdo de etanol em fungdo do tempo nas amostras de fluido oral de todos os voluntarios
masculinos.

Observando os resultados para o fluido oral dos voluntarios masculinos, vemos que nesta
matriz 0 maximo da absor¢do ocorreu no intervalo de 75 minutos apresentando uma concentracao

média de 0,15057 gL',
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Figura 30. Concentragdo de etanol no sangue e concentragdo de etanol em fluido oral em fungdo do tempo de
todos os voluntarios masculinos

Ao sobrepor as curvas de metabolizagdo das duas matrizes, onde na linha tracejada temos a
curva plotada a partir dos valores médios da quantificagdo de etanol em sangue e a linha continua ¢ a
curva com os resultados obtidos com as analises do fluido oral. Novamente, o padrdo das curvas ¢
semelhante e o maximo da fase de absor¢do de etanol quase de coincidem, no sangue o maximo
ocorre aproximadamente 15 minutos antes do que o maximo observado para o fluido oral.

Os resultados das concentragdes médias de etanol em fun¢do do tempo para os voluntarios
femininos encontram-se nas Tabelas 37 e Tabela 38.

Tabela 37. Concentragdo média de etanol encontradas em sangue apds ingestdo de vodca nos voluntarios

femininos
Tempo (min) Concentracdo média (g.L) Desvio Padrao
15 0,0216 0,0046
30 0,0241 0,0055
45 0,0279 0,0063
60 0,0296 0,0065
75 0,0315 0,0112
90 0,0283 0,0076
105 0,0258 0,0056
120 0,0249 0,0067
135 0,0232 0,0051

150 0,0197 0,0021
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Figura 31. Concentracdo de etanol em fungdo do tempo nas amostras de sangue de todos os voluntarios

femininos

Ao analisar as amostras de sangue dos voluntarios femininos, apresentou um valor médio de

etanol 0,0315 gL', para este grupo o pico méaximo da absor¢io ocorreu aproximadamente aos 75

minutos apos o consumo de alcool.

Tabela 38. Concentragdo média de etanol encontradas em fluido oral ap6s ingestdo de vodca nos voluntérios

femininos

Tempo (min)

Concentragdo média (g.L ")

Desvio Padrio

15 0,1203 0,0516
30 0,1415 0,0605
45 0,1468 0,0572
60 0,1821 0,0733
75 0,1842 0,0684
90 0,1733 0,0643
105 0,1601 0,0592
120 0,1436 0,0554
135 0,1253 0,0549
150 0,1250 0,0564
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Figura 32. Concentrag¢do de etanol em fungdo do tempo nas amostras de fluido oral de todos os voluntarios

femininos

No fluido oral, o maximo da absor¢ao pode ter ocorrido entre 60 e 75 minutos, neste caso em
questdo os valores quantificados de etanol ficaram muito préximos 0,1821 gL' e 0,1842 gL,
respectivamente. Nao foi possivel observar com maior precisdo o momento onde ocorreu 0 maximo

da absorcao devido ao intervalo de 15 minutos entre as coletas.
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Figura 33. Concentragdo de etanol no sangue e concentragio de etanol em fluido oral em func¢do do tempo de

todos os voluntarios femininos

Ao sobrepor os resultados do grupo de voluntarios femininos, vemos que o maximo da
absor¢do ocorre de maneira quase que simultanea aos 75 minutos apds a ingestdao da vodca.

Para todas as curvas plotadas existe uma pequena incerteza em relagdo ao pico maximo da
absor¢do, tanto para o sangue quanto para o fluido oral, tal incerteza ¢ decorrente do intervalo de 15
minutos entre as coletas. Porém, mesmo com esse intervalo de incerteza, podemos avaliar de maneira
confiavel o perfil de metabolizagdo nestas duas matrizes.

Fazendo uma comparacdo dos resultados médios dos grupos de voluntarios femininos e
masculinos ndo foram encontradas grandes diferencas nas quantificagdes. Observando os niveis de
alcoolemia obtidas a partir das amostras de sangue, o grupo de voluntarios masculinos apresentaram
uma concentragio de 0,02918 gL' e o grupo de voluntirios femininos apresentou um valor de
0,0315gL"". A quantificagdo realizada no fluido oral apresentou uma pequena variagio entre 0s grupos,
sendo que a média dos homens foi de 0,15057 gL! e o valor médio para as mulheres foi 0,1842 gL,
Era esperado que os valores quantificados no grupo de voluntarios femininos fossem ligeiramente
maior do que o outro grupo, baseado no fato que para um mesmo volume consumido de etanol as

mulheres por apresentarem uma porcentagem maior de distribuicdo pelo organismo por possuirem
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uma menor quantidade de 4gua em sua composi¢do corporal, visto que o meio aquoso € a principal
forma de propagacao do etanol através dos tecidos. (Dorta et al., 2018)

Entretanto, nem sempre ¢ possivel observar diferencas reais entre individuos de sexos
diferentes, Ammon et al. (1996) realizou um estudo com 12 participantes, sendo metade homens e
metade mulheres. Apds uma refei¢do padronizada, os voluntarios consumiram doses moderadas de
alcool (0,3 g/kg) e nao foram observadas diferengas significantes entre os sexos. Sendo esta tendéncia
observada pelo presente estudo, pois as variagdes entre os dois grupos confrontados demonstraram
ser muito pequenas.

A regido de perfil ascendente de cada grafico esta diretamente associada a etapa de absor¢ao
do etanol, segundo OGA (2008) e JUNG (2014) ¢ esperado que este maximo de absor¢do ocorra entre
30 e 90 minutos ap0s a ingestdo de bebida alcodlica. Logo apds este maximo comeca a preponderar
a metabolizacdo pelo figado, devido a acdo das enzimas ADH e ALDH, a uma taxa de
aproximadamente 15 mg/dL por hora (JUNG, 2014).

Quando comparamos os resultados de todos os voluntarios temos um pico maximo de
absor¢ao do etanol ocorrendo em 60 minutos apos consumirem a vodca e a concentragao média de
etanol neste ponto foi de 0,0293gL!. Para o grupo de voluntarios masculinos tivemos o apice em 60
minutos e a concentragio média foi de 0,02918 gL! enquanto que o grupo de voluntarios femininos
teve 0 seu maximo em 75 minutos com uma concentragio de 0,0315 gL,

No trabalho de Weafer (2012), 20 voluntérios adultos que consumiam bebidas alcodlicas
socialmente foram convidados a ingerir um volume de licor visando alcangar uma concentragao 0,65
g de etanol por quilo de massa corpdrea, com ingestdo em um intervalo de 6 minutos. Para estes
voluntarios, foi reportado um pico de etanol em amostras de sangue ocorrendo em 65 minutos com
uma concentra¢io média de 94,1 mg/100mL (equivalente a 0,941 g.L!).

As diferengas entre os resultados podem ser decorrentes do tipo de bebida alcodlica oferecida
aos voluntarios, assim como o montante consumido por eles, visto que a quantidade de etanol por
eles ingerida foi ligeiramente maior do que o utilizado neste experimento. Tais diferengas também
podem estar relacionadas com a coleta das amostras empregadas no estudo. Neste trabalho, utilizamos
sangue capilar proveniente na regido das digitais e um volume de coleta de aproximadamente 50uL
de amostra, enquanto que Weafer (2012) realizou uma coleta de ar exalado e com estes resultados
montou sua curva de metabolizagao.

Em relacdo as amostras de fluido oral, os resultados observados para todos os voluntarios
mostram um pico maximo da absor¢do em 75 minutos e uma concentragio média 0,1623 gL!. O

grupo de voluntdrios masculinos também apresentou um maximo de absor¢do em 75 minutos com
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uma concentra¢io média de etanol de 0,15057 gL! e o grupo de voluntarios feminino apresentou um
méximo entre 60 e 75 minutos e concentracdo de etanol de 0,1821 gL' ¢ 0,1842 gL,

O estudo realizado por Giant (2007) realizou experimentos com um grupo de 84 voluntarios
de ambos sexos foram convidados a consumir 0,80 g / kg de bebida alcodlica. Foram coletados
diversos tipos de amostra, dentre elas, amostras de 3 mL de fluido oral em diversos intervalos de
tempo (30 min., 45 min., 1 h, 2 h, 3 h e 4 h) e dlcool e um nivel de etanol equivalente a 0,045% (m/v),
ou seja, 0,45 gL', desta maneira, vemos resultados bastante similares com os obtidos neste
experimento.

Sdo necessarios estudos mais aprofundados com um maior nimero de voluntirios e um
nimero igual de participantes de ambos os sexos para conseguir tracar curvas de metabolizacdo com
menores intervalos entre as coletas de modo a se obter resultados com maior precisao e confiabilidade,
para que seja feita uma boa diferencia¢do da quantificacdo de etanol entre os sexos, a idade e até
mesmo o peso corporal dos individuos.

Com base nessas curvas ficaram definidos os intervalos de coletas das amostras para o
experimento psicomotor, sendo estabelecidas as coletas em 30 e 60 minutos visando realizar a
quantificag@o na fase de absor¢do do etanol, onde os efeitos decorrentes do consumo tornam-se mais
evidentes para avaliar as capacidades de cada voluntario ao volante.

Apds um intervalo de aproximadamente uma hora apdés a ingestdo da bebida alcoodlica, alguns
voluntarios afirmaram ndo sentir mais os efeitos da embriaguez, entretanto, essa sensa¢do ndo demonstrava a
realidade, pois todos ainda estavam incapacitados de realizar as atividades cotidianas pois observando as

curvas de metabolizagdo o intervalo para que ocorre a total eliminagdo do alcool ainda estava apenas em sua

fase inicial e perduraria por mais algumas horas.

4.3. Quantificacdo de EtG em amostras de cabelo
Na Tabela 39 estdo apresentados os héabitos de consumo dos 4 voluntarios que doaram
amostras para a quantificacdo de EtG em cabelo.

Tabela 39. Informacdes coletadas dos voluntarios e resultado da analise de EtG

Voluntario  Freq. de Consumo Dose habitualmente consumida  Concent. EtG (pg/mg)

01 1 a 2 vezes/semana 3 a 4 doses <7
02 1 a 2 vezes/més 3 a 4 doses <7
03 1 a 2 vezes/semana 3 a 4 doses <7
04 1 a 2 vezes/meés 1 a 2 doses <7

Em 2000, Alt et al. quantificou EtG em amostras post mortem de cabelo proveniente de 31
individuos, dentre estas, 20 amostras que estavam relacionadas a casos de alcoolismo ou de

individuos alcoolistas apresentaram concentragdo entre 119 pg/mg até 4.025 pg/mg. Quando foram
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analisadas as amostras de bebedores sociais ¢ de criancas, ndo foram detectadas quantidades
significativas de EtG.

Podemos observar no trabalho de Morini (2010), que quantificou EtG em um grupo de 30
voluntarios composto por abstémios, bebedores sociais e bebedores habituais. Eles encontraram
valores de EtG de 7,7 pg/mg para os voluntarios que eram bebedores sociais e valores de até¢ 149
pg/mg para os bebedores habituais.

Individuos que possuem hébitos de consumo habitual geralmente apresentam concentracao
de EtG variando de 7 a 30 pg/mg e individuos que fazem consumo elevado de etanol apresentam
valores acima de 30 pg/mg.

Todas as amostras analisadas apresentam concentragdo de EtG menor do que o limite de
deteccdo de 7 pg/mg, isto €, os resultados indicam que os voluntérios se enquadram como abstémios
ou como consumidores habituais moderados. Além disso, estes resultados confirmam as informagdes
coletadas dos voluntarios durante o experimento de avaliagdo psicomotora, visto que nenhum deles
apresentou habitos de consumo de etanol que fossem maiores que 1 a 2 vezes por semana. Este
resultado ¢ condizente com o trabalho de Kronstrand (2012) onde foi observado que individuos que
consumiam pequenas quantidades de etanol (até 16 g de etanol puro/dia) também apresentaram
valores abaixo de 7 pg/mg.

Ao comparar os dados coletados durante o experimento de dlcool e direcdo, foi possivel inferir
sobre os habitos de consumo dos voluntérios e todos eles apresentaram resultados condizentes com o
de bebedores moderados. Caso algum resultado indicasse consumo de etanol compativel com o de
um alcoolista, isto €, valores de EtG acima de 30 pg/mg, todos os dados coletados durante a etapa de
condugdo veicular seriam descartados pois as alteragdes ocasionadas ap6s o consumo de alcool seriam

menos expressivas em comparacao aos demais participantes.
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4.4. Avaliacoes Genéticas

4.4.1. Ancestralidade Genética

Uma avaliagdo genética da ancestralidade dos individuos foi realizada com base em 3 distintas
etnias: europeia, africana e asiatico, nesta tltima classificagdo também estao inclusos individuos de
etnia amerindia.

A Tabela 40 apresenta para cada voluntério as informagdes relacionadas a ancestralidade, onde
sdo apresentados a composi¢do genética por meio da porcentagem representativa de cada etnia,
quanto mais os valores se aproximarem de 1 maior sera a predominancia de uma determinada etnia

A Figura 34 ilustra os dados apresentados a seguir.

Tabela 40. Analise de ancestralidade de todos os voluntarios.

Ancestralidade
Voluntario Africana Asiatica Europeia
1 0,029 0,448 0,523
2 0,057 0,015 0,928
3 0,026 0,013 0,961
4 0,043 0,043 0,914
5 0,052 0,088 0,861
6 0,029 0,019 0,952
7 0,171 0,136 0,693
8 0,026 0,018 0,956
9 0,026 0,026 0,949
10 0,044 0,016 0,939
11 0,190 0,036 0,774
12 0,243 0,103 0,654
13 0,026 0,022 0,952
14 0,036 0,029 0,936
15 0,124 0,024 0,852
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Figura 34. Grafico apresentando as informagdes de ancestralidade para cada individuo.

No grafico apresentado na Figura 34 observa-se uma predominancia genética associada a
caracteristicas europeias, apresentando valores que variavam 52,3% até 96,1% dessa etnia. Dos
quinze voluntarios, cinco individuos se destacaram por apresentar uma maior porcentagem de
ancestralidade africana com valores entre 17,1% a 24,3% e quatro individuos que possuiam uma
maior heranga genética proveniente de populagdes asiaticas apresentaram composicao genética dessa
etnia variando de 0,88% a 44,8%.

Segundo Moore (2007) ao realizar um estudo na ilha de Trinidad e Tobago, onde a populacdo
¢ composta por individuos de ancestralidade asiatica e por ancestralidade africana, observou-se que
individuos com uma maior composigao asiatica possuem dificuldade em metabolizar o etanol quando
comparados a individuos com ancestralidade africana.

Dessa forma, espera-se de maneira geral que ndo existam grandes variagdes na capacidade de
metabolizacdo dos individuos ap6s consumirem etanol durante o experimento de condugao veicular,

visto que este grupo de voluntarios apresenta ancestralidade majoritariamente de origem europeia.
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4.4.2. Avaliacao Genética do Metabolismo do etanol e Associacio Genotipica

Dos 12 SNPs presentes na literatura que estao conhecidamente relacionados com a expressao
de enzimas que metabolizam o etanol, 8 SNPs foram contemplados pelas técnicas de sequenciamento.
A Tabela 41 apresenta quais os SNPs foram encontrados tanto pela técnica de NGS quanto

Array, também sdo apresentados os alelos utilizados como referéncia e o alelo alternativo.

Tabela 41. Relacao dos SNPs contemplados pelo sequenciamento e as respectivas técnicas de sequenciamento

utilizada
Técnica de
) N Alelo .

Identificagdo | Cromossomo Gene Sequenciamento
do SNP Referéncia Alternativo NGS Array

rs1229984 4 G A ADHIB Sim Sim

rs6413413 4 A T ADHIB Sim Sim

152066702 4 G A ADHI1B Nio Sim

rs35385902 4 G A ADHIC Nio Sim

rs698 4 A G ADHIC N3o Sim

rs35719513 4 C A ADHIC Nio Sim

rs671 12 G A ALDH2 Sim Sim

rs 72559710 10 G A CYP2EI1 Nio Sim

Dos 15 voluntarios que forneceram amostras para o sequenciamento genético, 5 deles também
participaram do experimento da curva metaboliza¢dao, onde foram quantificados os niveis de etanol
em fun¢do do tempo. Esses dados também foram empregados na classificagdo dos 15 voluntarios
como rapido ou lentos metabolizadores.

Na curva de metabolizagdo, elaborada com os resultados de todos os voluntarios, apresentada
na Figura 27, a concentragio maxima de etanol quantificada foi de 0,162gL!. Utilizando este valor
como parametro de classifica¢do, todos os voluntérios que apresentaram niveis de alcoolemia maiores
do que 0,162gL! na coleta realizada 30 minutos apés ingestdo de dlcool e que apresentaram uma
reducdo na quantificacdo em 60 minutos foram classificados como metabolizadores rapidos e os
voluntarios que ndo apresentaram este mesmo comportamento, foram classificados como
metabolizadores lentos.

Os valores de frequéncia genotipica para os SNPs estdo apresentados na Tabela 42.
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Tabela 42. Frequéncias genotipicas calculadas para cada SNP

Metabolizadores Lentos Metabolizadores Répidos

SNP 0/0 0/1 1/1 0/0 0/1 1/1
rs1229984 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
156413413 0,8571 0,1429 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
152066702 0,8571 0,1429 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
1s35385902  (,7143 0,2857 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000

15698 0,5000 0,1667 0,3333 1,0000 0,0000 0,0000
1s35719513  0,8333 0,1667 0,0000 0,7500 0,2500 0,0000

rs671 0,7143 0,2857 0,0000 0,8750 0,1250 0,0000
172559710 0,8571 0,1429 0,0000 0,8750 0,1250 0,0000

Os dados da Tabela 42 foram plotados no grafico da Figura 35 separando as frequéncias

genotipicas para cada um dos SNPs.
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Figura 35. Grafico da distribuicdo dos genotipos para cada SNP.

Devido ao baixo niimero de voluntdrios ndo foi possivel identificar nenhuma associagao
genotipica para os seguintes SNPs: rs6413413, rs2066702 e rs1229984, inclusos no gene ADHIB,
rs35385902 e rs35719513, inclusos no gene ADHI1C, rs671, incluso no gene ALDH2 e 0 rs72559710,
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incluso no gene CYP2E1. Dessa forma, ndo foi possivel realizar nenhuma interpretagdo quantitativa
dos dados.

O SNP rs698 associado ao gene ADH1C mostrou-se mais promissor, os individuos que
apresentaram o genotipo 0/0 possuem capacidade de metabolizacdo lenta mais frequentemente
quando comparamos o mesmo gendtipo com caracteristica de metabolizadores rapidos. Além disso,
individuos com o gendtipo 0/1 possuem capacidade de metabolizagdo rapida mais frequentemente
quando comparamos 0 mesmo gendtipo com caracteristica de metabolizagdo lenta. E importante
ressaltar que existem trabalhos, como o de Pavanello (2012), no qual esse mesmo gene ¢ associado
com o alcoolismo em motoristas que dirigem embriagados, mas ndo foram encontrados estudos
ligando este SNP a velocidade de metabolizagao.

Em um estudo conduzido por Martinez (2010) onde foi avaliada a farmacocinética do etanol,
apos seus voluntarios consumirem 0,5 g/kg de etanol observou-se que os SNPs rs6413413 e rs698
estdo relacionados com a reducdo estatisticamente significante com a biodisponibilidade do etanol ao
comparar individuos que possuem essa variante genética com outros que nao a possuiam.

Entretanto, todos esses SNPs sdo reconhecidos na literatura por serem diretamente
relacionados a expressao dos genes que permitem a produ¢do das enzimas ADH e ALDH que sao

responsaveis para a metabolizagdo do etanol, facilitando a sua posterior excre¢ao de organismo.
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4.5. Avaliacao Psicomotora através de Analises Estatisticas

A tabela com as informagdes coletadas durante a execucao do experimento e sem tratamento
estatistico, encontram-se no Anexo 04.

Um grupo de 15 individuos com média de idade de 31,1 + 6,9 anos foi selecionado para
participar deste projeto, o grupo foi composto por 6 pessoas do sexo feminino e por 9 pessoas do sexo
masculino. Para cada individuo foram obtidas 9 repeticdes da seguinte forma: 3 repeticdes em
momentos distintos e para cada repeti¢ao foram feitas duas medi¢des, onde em uma delas o voluntério
conduzia o veiculo sem utilizar um celular € uma outra vez fazendo uso do mesmo. Dessa forma,
totalizaram 90 medicdes, sendo 36 medigdes para o sexo feminino e 54 para o sexo masculino. Na
sequéncia considerou-se a andlise dos dados através do trajeto e do sexo.

A Tabela 43 relata as médias de cada variavel das quantifica¢cdes dos niveis de etanol em

relacdo ao sexo nas diferentes coletas de 30 e 60 minutos.

Tabela 43. Valores médios das quantificagdes dos niveis de etanol obtido durante o experimento

Coleta Quantificacao Feminino Masculino
Etilometro Lab. (mg.L™!) 0,300 0,287
Etilémetro Pol. (mg.L™") 0,290 0,282
30 minutos
Fluido Oral (g.L™) 0,193 0,174
Sangue (g.L") 0,027 0,034
Etilometro Lab. (mg.L™!) 0,274 0,261
) Etilémetro Pol. (mg.L™") 0,278 0,254
60 minutos
Fluido Oral (g.L™) 0,148 0,159
Sangue (g.L") 0,029 0,025

*diferenca significativa (alfa=0,05) teste Wilcoxon
O etilémetro da policia foi utilizado somente para efeitos comparativos, os policiais puderam
avaliar a resposta do equipamento apds o consumo de quantidade conhecida de bebida alcodlica.
Porém nas andlises estatisticas foram considerados apenas os resultados do etilometro do laboratdrio
pois os resultados das medigdes realizadas com os dois equipamentos foram muito semelhantes.
Um teste de médias do tipo ndo paramétrico foi realizado e mostrou que ndo existem
diferengas significativas nas médias das medidas em nenhum dos grupos. Esse comportamento era

esperado devido a padronizagdo do volume de bebida consumida pelos voluntarios. Dessa forma
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podemos avaliar corretamente o desempenho durante a condugdo do veiculo pois todos estavam
submetidos a niveis semelhantes de alcoolemia.

A Tabela 44 apresenta os valores médios de velocidade em todos os trajetos e comparagao por
SeX0.

Tabela 44. Velocidade média por percurso (em km/h) para todos os voluntarios nos trajetos 1 e 2

Velocidade (km/h) P-valor*
Masculino Feminino
Trajeto 01 (sem celular) 37,2 33,5 0,308
Trajeto 02 (com celular) 38,4 32,9 0,052
P-valor* 0,147 0,721

*Teste Wilcoxon, mais descritivos em anexo

Em relagdo a velocidade média, observamos que as mulheres conduziram o veiculo a 33,17
km/h e 37,8 km/h para os homens durante o Trajeto 01 (sem celular). Em todas as trajetorias, os
homens apresentaram os maiores valores de velocidade, entretanto esta diferenca nao foi
estatisticamente relevante, observe que o comportamento das mulheres foi o oposto, em todos os
trajetos elas apresentaram uma tendéncia de dirigir mais devagar. Porém, ¢ importante observar o P-
valor do Trajeto 02 (com celular), este valor calculado estda muito préoximo de um resultado
significativo, evidenciando que o desvio da atencdo causado pelo celular pode influenciar no ajuste
fino da coordenagdo motora necessaria para a manutencdao de uma velocidade constante do veiculo.

O desvio de atencdao acarretou oscilagdes de velocidade, no instante que os voluntérios
mudavam o foco da condugdo do veiculo para responder ao celular causava uma redugdo da
velocidade e, apds o envio da resposta, era compensada com uma aceleragdo repentina para que o
tempo do trajeto ndo fosse comprometido.

Avaliando somente os valores médios das velocidades, ndo € possivel observar essa tendéncia,
porém ao relacionar com os dados da Tabela 45, podemos ver como esse comportamento influéncia

no tempo do trajeto.

A Tabela 45 apresenta os valores médios do tempo de todos os trajetos para comparacao,

separando os dados de acordo com o sexo.
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Tabela 45. Tempo médio de percurso (em segundos) para todos os voluntarios nos trajetos 01 e 02

Tempo de percurso (seg.) P-valor*
Masculino Feminino
Trajeto 01 (sem celular) 38,74 45,80 0,005955%*
Trajeto 02 (com celular) 42,40 49,21 0,005672%*
P-valor* 0,550 0,175

*Teste Wilcoxon, mais descritivos em anexo

O tempo médio do percurso geral dos dois trajetos para o sexo masculino foi de 40,6 segundos
enquanto que para o sexo feminino foi de 47,74 segundos. O tempo de trajeto foi maior para o grupo
feminino e sempre maior durante o Trajeto 02 (com celular), porém, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os valores.

Entretanto, no Trajeto 02 (com celular), podemos ver mais evidéncias de como a jung¢ao das
tarefas de dirigir e usar o celular se relacionam. Como citado anteriormente, durante essa acao
conjunta, a velocidade ao longo do trajeto oscilou e comprometeu o tempo total desta etapa, sempre
aumentando o tempo necessario para completa-la. Em situagdes cotidianas de transito em horarios de
pico, esse comportamento pode ser um dos responsaveis por contribuir com a formacao
engarrafamentos e acidentes.

A Tabela 46 apresenta os valores médios da distdncia de frenagem em todos os trajetos e

comparagao por sexo em cada trajetoria.

Tabela 46. Distancia média de frenagem por percurso (em metros) para todos os voluntarios nos trajetos 1 ¢ 2

Distancia de frenagem (m) P-valor*
Masculino Feminino
Trajeto 01 (sem celular) 7,32 8,65 0,149
Trajeto 02 (com celular) 7,95 9,85 0,099
P-valor* 0,02 0,23

*Teste Wilcoxon, mais descritivos em anexo

A distancia de frenagem média até a parada total do veiculo foi de 9,25 metros para as
mulheres e 7,63 metros para os homens, sendo sempre menor para os homens. Nao foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre o sexo, mas no grupo de voluntirios masculino

ocorreu uma diferenca entre a trajetoria 01 e 02, sendo sempre menor na trajetoria 01.
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O estudo de Fillmore & Weafer (2012) avaliou o comportamento e a capacidade cognitiva de
dire¢do em um grupo de 20 voluntarios que foram submetidos a uma série de testes utilizando um
simulador veicular. Estes voluntarios foram separados em dois grupos, um grupo placebo e um grupo
submetido ao consumo de alcool (0,65g/kg). Os participantes que consumiram alcool apresentaram
uma menor disposi¢do e menor aptidao para dirigir, a coordenagdo motora e o controle inibitdrio
ficaram comprometidos causando comportamentos ao volante que nao permitiam os voluntarios
manter o carro dentro da faixa e manipula¢des mais bruscas do veiculo.

Durante a etapa de preparo dos experimentos, os voluntarios demonstravam empolgacao por
poderem realizar a condugdo de um veiculo sob agdo do alcool em um ambiente isolado e seguro.
Porém, apds o consumirem a bebida em intervalos de 5 a 15 minutos, observou-se, assim como no
trabalho de Fillmore & Weafer (2012), que alguns voluntérios relataram menor confianca em suas
capacidades de dirigir quando surgiram os primeiros sinais de embriaguez.

Na publicagdo de Van Dyke (2014), em um estudo semelhante ao de Fillmore & Weafer (2012),
avaliou-se a impulsividade de motoristas que dirigiam sob influéncia de 4lcool e observou que
conforme os sinais de embriaguez foram se desenvolvendo, os participantes sentiram-se mais
confortaveis para conduzir o veiculo pela pista com obstaculos. Esses sinais foram observados cerca
de 70 minutos apos o inicio dos testes, onde para muitos dos voluntarios, os niveis de alcoolemia
estavam em seus estagios mais elevados.

Essa mesma tendéncia de comportamental tornou-se evidente no grupo de voluntérios deste
estudo, o aumento da autoconfianga foi observado cerca de 60 minutos apds o inicio do experimento
e como observado nas curvas de metabolizacdo apresentadas anteriormente, essa ¢ a faixa onde o
nivel de alcoolemia estd em seu apice. Muito provavelmente esse aumento da confianga ao volante é
decorrente do fato dos individuos estarem mais acostumados com os efeitos da embriaguez e ndo esta
relacionada com a eliminacdo do alcool pelo processo de metabolizagdo do organismo. Estas
observagdes empiricas demonstram que um cenario onde os individuos sentem-se mais confortaveis
para dirigir, mesmo sob acdo do alcool, sdo propulsoras de infracdes e acidentes em situagdes de
transito real.

Os participantes ao serem submetidos ao teste de dire¢do demostraram alguns sinais de
reducdo da capacidade motora, porém o que mais se destacou foi a distdncia necessaria para a
frenagem do veiculo, o grupo masculino se mostrou mais comprometido, sendo evidenciado pelo
maior espago necessario para frear: em uma situagdo de transito real, sob estas condi¢des, existiriam
grandes chances de ocasionar algum tipo de colisdo.

Se as diferencas nesta variavel forem causadas pela autoconfianga dos voluntarios masculinos,

podemos relacionar diretamente esse comportamento com as estatisticas de acidentes em transito,
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visto que grande porcentagem dos acidentes de transito sdo ocasionados por homens, sendo
evidenciado por um recente levantamento realizado por Rios (2020) onde as chances de um homem
se envolver em um acidente de transito ¢ de 52,0% maior do que as mulheres.

Algumas analises focadas no desempenho das técnicas de quantificagdo foram realizadas para
encontrar alguma correcdo linear entre as medigdes realizadas em todas as coletas (sangue, fluido oral
e ar exalado).

As comparagoes foram realizadas utilizando como base os resultados obtidos para as analises
de fluido oral, isto ¢, os resultados das quantificagdes realizadas em fluido oral foram comparados
com os resultados obtidos com as andlises de sangue e ar exalado. Abaixo serdo apresentados os
graficos de correlacdo entre as medidas, separando-os em grupos de acordo com o sexo e

posteriormente os ajustes das retas para cada periodo de coleta.

03- 0,24-

=}
N
.

0,18- °

Alcool(g/L) Saliva
=

= 1

.
-
.
-
.
Alcool(g/L) Saliva
-

|

0,15- 2

0,0-

0,024 0,028 0,032 0,036 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Alcool(g/L) Sangue Alcool(g/L) Sangue

Tempo Coleta == 30min =*= 60min Tempo Coleta == 30min == 60min

Figura 36. Grafico de correlacdo entre as quantificagdes de alcool em sangue e a quantificagdo em fluido oral

para os voluntarios do sexo feminino (esquerda) e masculino (direita)
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Figura 37. Grafico de correlacdo entre as quantificagcdes do etildometro do laboratdrio e a quantificacdo em

fluido oral para os voluntarios do sexo feminino (esquerda) e para os voluntarios masculino (direita)

A partir dos graficos mostrados acima, ndo podemos definir diretamente um ajuste linear entre
as diferentes medidas e o fluido oral. Entretanto, ¢ mais evidente a existéncia de um ajuste linear
apenas para o grafico do etildmetro versus fluido oral (Figura 37) para o grupo masculino, neste caso
existe um melhor alinhamento das retas ficando evidenciado pela maior sobreposi¢do das regides de
distribuicdo dos pontos no grafico. Um correto alinhamento das retas permitiria, por exemplo,
estabelecer uma relagdo matematica entre a concentracao de alcool presente no ar exalado utilizando
somente os resultados obtidos a partir do fluido oral e além de permitir estabelecer um fator de
corre¢do para compensar as diferencas das unidades de medidas.

Os dados de cada uma das curvas apresentadas nos graficos das Figuras 36 a Figura 37 estao

apresentados nas Tabela 47 e Tabela 48.

Tabela 47. Resultados dos coeficientes das retas ajustadas para o intervalo de coleta de 30 minutos

Feminino Masculino
Retas Angular | Intercepto R? r Angular | Intercepto R? r
Etilometro | 0,5663 0,0228 0,406 0,637 0,4269 0,052 0,406 0,789
Sangue -4,5370 | 0,31548 0,25 -0,499 0,5412 0,1555 0,062 0,249

Onde: R?: Coeficiente de angular. r: Coeficiente de correlagdo
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Tabela 48. Resultados dos coeficientes das retas ajustadas para o intervalo de coleta de 60 minutos

Feminino Masculino
Retas Angular | Intercepto R? r Angular | Intercepto R? r
Etilometro | 0,0806 0,12545 0,04 0,208 0,1710 0,1146 0,217 0,466
Sangue -0,0139 | 0,14793 0,00 -0,006 -0,3012 0,1668 0,015 -0,12

Ao realizar uma andlise numérica dos dados das Tabela 47 e Tabela 48, pode-se observar que
o etildometro, dentre as outras medidas, apresentou melhor relacao linear com as medidas do fluido
oral apenas para 30 minutos de coleta, para ambos os sexos.

O coeficiente angular (R?) significa o quanto o ajuste explica a variabilidade dos dados pelo
modelo linear. A avaliacdo do desempenho ¢ realizada por meio do coeficiente de correlacdo (r) que
apresenta a correlagdo linear entre as duas variaveis. Sendo que quanto mais proxima de +1 a
correlagdo maxima observada tende a ser positiva € quando o valor se aproxima de -1 correlagao
maxima observada ¢ negativa. O coeficiente de variacdo (r) para o grupo de voluntarios femininos
foi de 0,637 e de 0,789 para os voluntarios masculinos, dessa forma a melhor correlagao deste estudo
foi obtida para o grupo de voluntarios masculinos.

Como todos os voluntarios apresentaram o mesmo nivel de médio de alcoolemia, foi possivel
avaliar objetivamente os efeitos da embriaguez ao volante e assim como a influéncia do uso do celular.

O consumo da bebida interferiu no estado de euforia dos voluntarios, sendo que essa alteracao
acarretou em comprometimento nas capacidades motoras, assim como no controle de movimentos
finos imprescindiveis para agdes como manter a velocidade de um veiculo constante ou mesmo para
frear o veiculo em situacdes de emergéncia.

A avaliagdo de todos os parametros coletados durante o decorrer dos experimentos permitiu
observar diferencas significativas nos desempenhos entre os grupos de voluntarios masculinos e
femininos, porém o mesmo tipo de avaliacdo ndo foi possivel intragrupo, isto €, quando comparamos
os dados do Trajeto 01 com o Trajeto 02, tanto para os homens quanto para mulheres, os resultados
nao foram estatisticamente significativos.

Utilizando os testes de Wilcoxon e empregando um valor de P = 0,05 para observar a
significancia dos resultados, as principais diferencas foram constatadas na velocidade média (p-valor
=0,052 no Trajeto 02 com celular) e tempo de percurso (p-valor = 0,0059 e p-valor= 0,0056, para o
Trajeto 01 e Trajeto 02, respectivamente).

Podemos destacar as duas varidveis que mais afetaram a capacidade de dirigir ao serem

relacionadas com o uso do celular: a velocidade média e o tempo de percurso. Em relacdo a velocidade
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média tivemos um p valor muito préximo a um resultado significativo, tornando interessante sua
avaliacdo devido as oscilagdes da velocidade que foram observadas durante o desvio da atengao para
responder ao celular, sendo que em alguns casos ocorreram uma parada total do veiculo para uma
posterior acelera¢do visando terminar o circuito proposto no menor tempo possivel.

Nos dois grupos estudados, o tempo de percurso apresentou um aumento no intervalo
necessario para a conclusao do circuito proposto, o aumento foi de aproximadamente 4 segundos,
podendo ser reflexo tanto da evolucdo dos efeitos da embriaguez quanto do uso do celular, entretanto
as abordagens estatisticas ndo possibilitam um aprofundamento pois ndo foram observados resultados
significativos.

Diferencas mais notaveis foram observadas entre os géneros dos participantes, sendo que os
voluntarios masculinos nos dois trajetos apresentaram os menores tempos. E possivel que essa
diferenga de desempenho seja consequéncia de uma maior impulsividade ou de sensacdo de
autoconfianga apresentada pelos voluntirios masculinos, porém esse comportamento pode ser
decorrente de maior experiéncia ao volante, visto que nao foram estabelecidos tempo de percurso ou
velocidades minimas, além disso existe uma relagdo entre a autoconfianga principalmente dos homens
e a incidéncia de acidentes envolvendo este grupo.

Ao abordar esses tipos de comportamento para uma situagao real de transito, principalmente
as oscilacdes na velocidade ou, em uma situa¢do extrema, onde ocorra a parada do veiculo, contribui
fortemente para gerar acidentes e lentidao ao transito, tornando-se ainda mais grave em horarios onde
a circulacdo de veiculo encontra-se mais intensa, pois um maior tempo parado durante
engarrafamentos deixa o motorista mais predisposto a dividir a sua atengao com o uso do celular.

As variaveis tempo de frenagem, distancia de frenagem, nimero de setas, aceleracdes bruscas,
frenagens bruscas e niumero de cones derrubados tiveram seus dados coletados e submetidos a
avaliagdes estatisticas, entretanto ndo foi possivel estabelecer nenhum tipo interpretacdo com as
informacdes fornecidas pelos softwares.

Porém, estas varidveis possuem um potencial de estarem relacionadas com o desempenho ao
volante e podem apresentar interferéncias quando associadas ao consumo de alcool em conjunto com
uso do celular. Entretanto, para um melhor entendimento de como a interacao delas, ou de cada uma

em isolado, podem vir a influenciar na atencdo do motorista podem ser focos de pesquisas futuras.
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5. Conclusao

Foi possivel o desenvolvimento de um método analitico para a quantificacdo de etanol em
fluido oral, seguindo criteriosamente as diretrizes propostas pela ANVISA. De maneira semelhante,
também foi possivel realizar pequenos ajustes nesta metodologia para a elaboracdo de um método
analitico para o etanol em amostras de sangue que foram coletadas através de adsor¢dao em uma
superficie de papel de filtro.

Os dois métodos propostos serviram como base para construir as curvas de metabolizacao
tanto em fluido oral quanto em sangue, possibilitando o estudo da evolucao dos niveis de etanol ao
longo do tempo nestas matrizes e, consequentemente, a escolha dos intervalos de coletas ideais,
ficando estabelecidos que as coletas destas amostras seriam realizadas em 30 e 60 minutos apos o
consumo de alcool, sendo utilizados durante o experimento pratico de alcool e direcdao. A escolha
destes intervalos permitiu observar o comportamento dos voluntarios durante a fase ascendente da
metabolizacdo, onde os efeitos da embriaguez foram mais evidentes e apresentaram maior potencial
de interferir na aptiddo necessaria para dirigir um veiculo.

Apbs estabelecido o grupo de voluntéarios que se encaixavam no perfil proposto para este
estudo foram realizados uma variedade de experimentos onde todos se relacionavam, direta ou
indiretamente, com as acoes de beber e dirigir. Um teste de quantificacdo de etilglicuronideo realizado
com alguns voluntarios que permitiram a coleta de amostras de cabelo, possibilitou a confirmacao
dos hébitos de consumo dos voluntarios.

Apo6s realizar a etapa da conducao do veiculo sob os efeitos da embriaguez e com o auxilio de
analises estatisticas foi possivel observar mais atentamente algumas tendéncias da capacidade motora
dos voluntarios. Foi perceptivel em diversos momentos alteracdes do estado de euforia, afetando
inclusive a autoconfianga na capacidade de conduzir o veiculo.

O uso do celular para responder mensagens no aplicativo Whatsapp durante os trajetos
associado ao consumo de bebida alcodlica contribuiu para comprometer a capacidade de dirigir,
ficando evidente ao observar as variacdes da velocidade média e aumento no tempo total do percurso.

Tendo em maos todas as informacdes de alcoolemia obtidas através das amostras de sangue,
fluido oral e ar exalado, tentamos estabelecer uma correlacdo linear entre elas. Nao foi possivel
estabelecer uma correlacdo entre o sangue e o fluido oral com os dados obtidos, entretanto foi possivel
observar uma correlacdo entre o ar exalado e fluido oral. O alinhamento das curvas alcangou um
coeficiente de variacdo 0,789 para os voluntarios masculinos e 0,637 para os voluntarios femininos,

sendo que quanto mais proximo de 1 este valor, maior € a correlacdo entre as curvas estudadas.
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Existem muitas variaveis exploradas neste trabalho com potencial de prejudicar o
desempenho dos motoristas ao dirigir, entretanto muitas dessas varidveis nao demonstraram
significancia estatistica. Para isso sdo necessarios estudos, onde sejam pré-determinado o valor de
alguns parametros, como, por exemplo, estabelecendo uma velocidade fixa para se estudar as suas

interacdes com as demais variaveis.
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Anexos

Anexo 01 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa denominada: “Investigacdo dos niveis de
etanol em ar exalado, fluido oral e sangue capilar e correlacio com efeitos cognitivos e psicomotores
em individuos apos o consumo de bebidas alcoolicas”, sob responsabilidade do aluno de mestrado
Bruno Toledo Freitas e orientagdo do Prof. Dr. Bruno Spinosa De Martinis.

O presente projeto pretende avaliar sua capacidade de conduzir um automével em um percurso
fechado e controlado, apds a ingestao de bebida alcodlica. Estes resultados serdo avaliados conjuntamente
com os dados genéticos obtidos a partir de uma amostra de sangue sua previamente fornecida ao projeto
“Sequenciamento de nova geracdo de genes envolvidos na biossintese de melanina em amostra da
populagdo brasileira”, desenvolvido sob coordenagdo do Prof. Dr. Celso Teixeira Mendes Junior, o que
permitira avaliar suas origens ancestrais e identificar se voc€ possui alguma variante genética que esteja
influenciando a velocidade com que vocé eliminara o alcool do seu organismo.

Para sua participagdo, vocé devera dirigir um carro de autoescola em uma velocidade de 40 a 60
km/h acompanhado por um instrutor capacitado a assumir o controle do veiculo caso necessario. Teremos
também o apoio e autorizagdo da Policia Militar Rodoviéria e da Guarda Universitaria para isolar o local
e proporcionar maior seguranga ao experimento. O percurso de aproximadamente 200 metros sera
montado em uma via pouco movimentada do campus da USP recomendada pela Guarda Universitéria e
alguns obstaculos formados por cones estardo posicionados ao longo do trajeto para avaliar sua resposta
ao volante.

A condugdo do veiculo sera feita em duas situagdes distintas, sobrio e apds consumo de bebida
alcodlica: (I) sobrio para conhecer o trajeto e sobrio tentando responder a uma mensagem no celular
através do aplicativo Whatsapp; (II) 30 e 60 minutos apos a ingestdo de um volume controlado de bebida
alcoolica, seguindo os mesmos critérios do item (I).

O volume de alcool que vocé devera ingerir sera diretamente relacionado ao peso corporal, serdo
oferecidos o equivalente 0,5 g de alcool/kg massa corporal, ou seja, cerca de 760 mL de cerveja ou 106
mL de vodca para um individuo de aproximadamente 60 kg.

Para determinar a concentragdo de alcool, serdo coletadas amostras de ar exalado (teste do
bafometro), sangue e saliva em intervalos de 30 minutos ap6s ingestdo da bebida alcoolica. A coleta de
sangue sera pelo puncionamento da polpa de um de seus dedos da mao com lanceta estéril, onde
aproximadamente duas gotas serdo extraidas. Para a coleta de saliva vocé devera colocar um chumaco de
algoddo na boca e deixa-lo por 1 minuto em contato com o fluido oral. Apds o final dos experimentos,
vocé podera deixar o local apenas ap6s a constatagdo pelo “bafometro” de que ndo hé mais alcool no ar

exalado, o que devera levar cerca de 3 a 4 horas.
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Como beneficios da pesquisa pode ser destacado o conhecimento de como seu organismo elimina
uma quantidade conhecida de alcool, e como o alcool afeta sua capacidade motora em dirigir um
automovel e interagir com celular. Além disso, poderemos identificar se vocé possui alguma variante
genética que esteja influenciando a velocidade com que voce elimina o &lcool do seu organismo.

A participacdo no experimento podera trazer riscos relacionados a condugao de veiculo sob efeito
de alcool, porém, estes serdo minimizados pela presenca de um instrutor qualificado ao seu lado e que
tera todo o controle do veiculo em situagdo de emergéncia. Podera também ter algum desconforto
relacionado a ingestao de bebidas alcoolicas. Com relagdo as coletas de amostras, vocé podera ter pequeno
desconforto no puncionamento do dedo para as coletas de sangue. Porém, ndo ha riscos previsiveis para
as coletas de saliva e ar exalado.

Vocé ndo tera gastos para participar da pesquisa, porém, caso vocé tenha alguma despesa
relacionada a sua participagdo, a mesma sera ressarcida. Voc€ podera se recusar a participar ou mesmo se
retirar do projeto a qualquer momento sem nenhum prejuizo.

Seu nome e os dados coletados serdo mantidos em sigilo. Porém, como o experimento sera
realizado em via publica, ndo temos como garantir o total anonimato de sua participagdo e, como a
impressa ja se mostrou interessada em acompanhar o experimento por ser de interesse da comunidade e
uma questdo de saude publica importante, sua imagem podera ser divulgada pela midia (com devida
autorizagao).

Durante todas as etapas do experimento desta pesquisa, voc€ estara sob a supervisdo e
acompanhamento dos responsaveis pelo projeto.

Em caso de eventuais duvidas, vocé poderd entrar em contato com Laboratério de Andlises
Toxicologicas Forense — Avenida Bandeirantes, 3900 FFCLRP/USP — Bloco de Exatas Departamento de
Quimica, Bloco 8, sala 47-D andar superior, Fone (16) 3315-0471 — E-mail: martinis@usp.br e

bruno.toledo.freitas@usp.br.

Em caso de eventuais duvidas sobre questdes éticas relacionadas ao projeto, vocé€ poderad entrar
em contato com o CEP — Comité de Etica em Pesquisa da FFCLRP/USP - Av. Bandeirantes, 3900 — Bloco
01 —sala 07 — Prédio da Administracido FFCLRP/USP — 14040-901 — Ribeirdo Preto — Sdao Paulo, Brasil.
Fone (16) 3315-4811. Atendimento de 2* a 6* das 13h30 as 17h30. E-mail: coetp@ffclrp.usp.br /
homepage: http://www.ffclrp.usp.br

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via deste termo de consentimento
livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

/2019

Assinatura do participante

/2019

Bruno Toledo Freitas


mailto:martinis@usp.br
mailto:bruno.toledo.freitas@usp.br
http://www.ffclrp.usp.br/

Anexo 02 — Tabela para coleta de dados
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Nome Completo: Data da coleta: / /
Idade: Peso Corporal: ___ kg
Volume de Vodca Calculado: _~~ mL
Frequéncia de consumo de bebidas alcoolicas
( ) 1a2vezes/més () 1a?2vezes/semana
() 3 ou + vezes/semana ()
Tipo de bebida: ( ) cerveja () vinho ( )vodca () uisque () aguardente

( ) outro? Qual?

Volume normalmente consumido :

() 1a2latinhas / tagas / doses

() 3 a4 latinhas / tagas / doses

()5 a6 latinhas / tacas / doses

() 6 ou mais latinhas / tacas / doses

Vocés faz (ou fez) uso de algum medicamento no

altimo més?

( ) Sim ( ) Nao
Qual (is) ?
Gostaria de receber um e-mail com o resultado obtido neste experimento?
( ) Sim ( ) Nao
E-mail:
Dados obtidos ANTES do consumo de bebida alcodlica
Etilometro: __ mg/L Etilometro (policia): __ mg/L

Tempo gasto para completar o trajeto dirigindo ANTES de consumir a bebida alcodlica

Conhecendo o percurso: min seg.

Utilizou seta? ( ) ndo/( ) sim— N

Derrubou cones? ( )ndo/( )sim — N

AceleragOes bruscas? ( )ndao/( )sim— N°:

Frenagens bruscas? ( )ndo/( )sim — N°

Tempo até frenagem: : seg Velocidade: km/h
Distancia até o carro parar: metros
Respondendo Whatsapp: min seg. | Acertou a pergunta?

Utilizou seta? ( )ndo/( ) sim — N°:

Derrubou cones? ( )ndo/( )sim —N°

Aceleracgoes bruscas? ( )ndo/( )sim—N°

Frenagens bruscas? ( )ndo/( )sim—N°

Tempo até frenagem: : seg

Velocidade: km/h

Distancia até o carro parar: metros

Dados obtidos APOS o consumo

de bebida alcoolica (30 minutos)

Etilometro: mg/L

Etilometro (policia): mg/L




Apenas dirigindo: min seg.

Céd. Amostra Saliva / Cod. Amostra Sangue
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Utilizou seta? ( ) ndo/( ) sim — N°:

Derrubou cones? ( )ndo/( )sim - N°

Aceleracoes bruscas? ( )ndao/( )sim—N°

Frenagens bruscas? ( )ndo/( )sim— N°:

Tempo até frenagem: : seg Velocidade: km/h
Distancia até o carro parar: metros
Respondendo Whatsapp: min seg. | Acertou a pergunta?

Utilizou seta? ( )ndo/( ) sim— N

Derrubou cones? ( )ndo/( )sim — N

AceleragOes bruscas? ( )nao/( )sim— N°:

Frenagens bruscas? ( )ndo/( )sim — N°

Tempo até frenagem: : seg

Velocidade: km/h

Distancia até o carro parar: metros

Dados obtidos APOS o consumo de bebida alcoélica (60 minutos)

Etilometro: mg/L

Etilometro (policia): mg/L

Apenas dirigindo: min seg.

Cdbd. Amostra Saliva / C6d. Amostra Sangue

Utilizou seta? ( ) ndo/( ) sim— N

Derrubou cones? ( )ndo/( )sim — N

Aceleragdes bruscas? ( )nao/( )sim— N°:

Frenagens bruscas? ( )ndo/( )sim — N°

Tempo até frenagem: : seg Velocidade: km/h
Distancia até o carro parar: metros
Respondendo Whatsapp: min seg. |Acertou a pergunta?

Utilizou seta? ( )ndo/( )sim — N°:

Derrubou cones? ( )ndao/( )sim —N°

Aceleragoes bruscas? ( )ndao/( )sim—N°

Frenagens bruscas? ( )ndo/( )sim—N°

Tempo até frenagem: : seg

Velocidade: km/h

Distancia até o carro parar: metros

Dados de Frenagem

Condicao
do veiculo

Tempo até parada total | Velocidade maxima

Distancia de

(km/h) frenagem (m)

Sébrio

Sébrio + celular

Apo6s ingerir bebida alcodlica

30 minutos

30 minutos + celular

60 minutos

60 minutos + celular




Anexo 03 — Tabelas com os dados obtidos ap6s analise de amostras de sangue e de fluido oral para o experimento da curva de metabolizagao

Tempo apods Concentragdo de etanol em sangue (g.L™")
ingestdo (min) Volunt. 01 Volunt. 02 Volunt. 03 Volunt. 04 Volunt. 05 Volunt. 06 Volunt. 07 Volunt. 08 Volunt. 09 Volunt. 10
15 0,019604832  0,019200067  0,019112631  0,019568577  0,016388488  0,024072558 0,01991181 0,017351017 0,02865229 0,0175834
30 0,019919058  0,023361857  0,020134526  0,020777344  0,018521184  0,038238866  0,022409245  0,018951333  0,032086708  0,021125789
45 0,020421023  0,026844295  0,021417908  0,026907837 0,01810485 0,037427229  0,033571342  0,022702801  0,036671393  0,022347474
60 0,026978026  0,031049097  0,022343972  0,027508408  0,029513981 0,03655184 0,034031352  0,02368912 0,037856975  0,024355771
75 0,021484934  0,033999512  0,020567351  0,025289027  0,017928857 0,03460810 0,036399682  0,024566614  0,046233641  0,028805129
90 0,021965181  0,032206184  0,020747568  0,023225274  0,017283311  0,032601699  0,033571342  0,023689120  0,037187218  0,028648493
105 0,020042218  0,024036749  0,020228297  0,025511702 0,01750855 0,031408741  0,027873759  0,023976337  0,033573803  0,026698906
120 0,019111613  0,023460588  0,019826065  0,021671342  0,016416771  0,030369888 0,02520036  0,021140627  0,034665401  0,026092601
135 0,018592466  0,019837803  0,018957223  0,023835271  0,016662154  0,027438244  0,024920676  0,019045113  0,030328028  0,02521235
150 0,018260424  0,017971628  0,018373805  0,022702501  0,016150620  0,024938006  0,022292576  0,018951333  0,019954856  0,024680704
Tempo apos Concentragdo de etanol em fluido oral (g.L")
ingestdo (min) Volunt. 01 Volunt. 02 Volunt. 03 Volunt. 04 Volunt. 05 Volunt. 06 Volunt. 07 Volunt. 08 Volunt. 09 Volunt. 10
15 0,068836127 0,077187861 0,093933 0,080704 0,074476 0,089342 0,074926 0,125304 0,085686 0,018378
30 0,071109756  0,117148499 0,115495 0,096209 0,089658 0,096727 0,123663 0,126445 0,095344 0,094578
45 0,073606041 0,11450864 0,129426 0,101466 0,111395 0,102072 0,148115 0,125079 0,113012 0,105194
60 0,089256372 0,129567552 0,107045 0,123292 0,143831 0,126423 0,102045 0,130199 0,182825 0,110524
75 0,087599364 0,121817263 0,086658 0,106306 0,186269 0,148067 0,06884 0,143718 0,166828 0,175245
90 0,083464072 0,135849144 0,0838 0,087587 0,114538 0,20728 0,138319 0,153176 0,13268 0,196039
105 0,082073773 0,119447561 0,076194 0,082708 0,109515 0,189254 0,061904 0,10457 0,122814 0,136476
120 0,077387221  0,10545994 0,065015 0,081009 0,098663 0,165105 0,078762 0,123755 0,126512 0,135494
135 0,076950656 0,085154305 0,061328 0,083619 0,075109 0,131261 0,047966 0,121963 0,120009 0,134434
150 0,056538492 0,107187711 0,065611 0,071074 0,070296 0,175123 0,034047 0,122915 0,079804 0,128693




Anexo 03 — Tabela com os dados obtidos apos anélise de amostras de fluido oral para o experimento da curva de metabolizacio (continuagao)

Tempo apos
ingestdo (min)
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150

Volunt. 11

0,198406
0,2565
0,256337
0,27861
0,290896
0,244631
0,234883
0,212229
0,200712
0,200324

Volunt. 12

0,148285
0,167291
0,287773
0,194242
0,154863
0,150869
0,144799
0,131176
0,130913
0,109533

Volunt. 13

0,163446
0,18171
0,189357
0,191051
0,244603
0,243253
0,127551
0,118891
0,112524
0,116592

Concentragdo de etanol em fluido oral (g.L!)

Volunt. 14

0,150367
0,159787
0,1635
0,180652
0,178519
0,170388
0,158195
0,124877
0,099913
0,077267

Volunt. 15

0,109539
0,137997
0,166527
0,168424
0,203628
0,144451
0,137003
0,122331
0,123685
0,098218

Volunt. 16

0,122479
0,148582
0,148934
0,159703
0,145572
0,131858
0,124735
0,119924
0,103694
0,10321

Volunt. 17

0,170736
0,174712
0,178652
0,29242
0,258047
0,253048
0,22649
0,218061
0,201813
0,174179

Volunt. 18

0,049662
0,059894
0,056894
0,080409
0,121675
0,094878
0,079496
0,077623
0,061458
0,053772

Volunt. 19

0,116655
0,123556
0,138307
0,150855
0,137749
0,136643
0,125157
0,115221
0,114105
0,113283

Volunt. 20

0,134091
0,149366
0,16314
0,167539
0,22045
0,147423
0,132891
0,147086
0,131112
0,119796




Anexo 04
As tabelas com os dados estatisticos encontram-se disponiveis para acesso pelo link:

<https://drive.google.com/drive/folders/1xu76d4G2kghzGSr20P80itKne2oNIR7W ?usp=sharing>.



https://drive.google.com/drive/folders/1xu76d4G2kqhzGSr2oP8OitKne2oNlR7W?usp=sharing

