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Resumo

FREITAS, B. T. Investigaciao dos niveis de etanol em ar exalado, fluido oral e sangue capilar e
correlacio 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 apds consumo de bebida alcodlica concomitante com o uso de celular. Objetivo -
Conhecer 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 Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo 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.



1. Introducao

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, sinaliza¢do precdria, ma conservagao das vias e condugdo de
veiculos sob efeitos do alcool levam um a problema de causa social e econdmica: os acidentes de
transito (SOUZA, 2005).

J& ¢ bem conhecido o quao prejudicial a combinagao de dlcool e direcao 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 reagdo do motorista. E neste contexto que se insere
o crescente interesse em informacdes 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 relacdo 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 Riissia

(ABREU, 2018; DATASUS, 2012; WHO, 2013). O elevado nimero de mortes e de feridos em



acidentes causam forte impacto sobre os or¢amentos publicos, inclusive na renda das familias
afetadas (IPEA, 2015).

Devido ao alarmante numero de acidentes, em 2018, a prefeitura da cidade de Sao Paulo
langou o site Vida Segura, no qual é possivel encontrar informagdes sobre o numero de acidentes de
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 redu¢cdo do nimero de morte através do controle rigoroso de velocidade,
reducdo do consumo de alcool, incentivo ao uso de cinto de seguranca e de capacete (NAKAHARA,

2013; BAHADORIMONFARED, 2013; HAOJIE, 2013).

1.2. Alcool e acidentes de transito

O Relatério Global sobre Alcool e Satude 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 conscientiza¢do 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 12,5 473
Brasil 52,5 11,3 18 5,2
EUA 18,6 7 12,4 4,2
Canadd 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 Satide em 2016, 7,3% dos
individuos adultos da populacdao das principais capitais brasileiras afirmaram que dirigem apds o
consumo de alcool (VIGITEL, 2017). Observando a populagdo de estudantes universitarios, essa
porcentagem ¢é representativamente maior, segundo o Levantamento Nacional sobre o Uso de Alcool,
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 reducdo 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 Codigo de Transito Brasileiro (CTB) foi instituido através da Lei n® 9503/97, onde se
encontram as atribuicdes dos diversos orgaos 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 comecou a adotar uma legislacao 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 redacao de 2008 (Brasil, 2012).



Visando uma redu¢do 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 concentragao de alcool em sangue permitida
pela legislagdo de cada pais no ano de 2016, em alguns deles o valor permitido varia conforme as

categorias de motoristas.

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) (Yom/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
Japao 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 legislagdes relacionadas a dirigir sob efeito do alcool. Devido a
autonomia de cada estado norte-americano, existem algumas variagdes na legislagdo, mas de forma
geral, considera-se que um individuo apresenta intoxicagdo 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 concentra¢ao seria enquadrado como crime.

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

legislacdes dos EUA e do Brasil.



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 constatagdo de embriaguez durante averiguagdo 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.

* Legislacdo 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 contravencdo 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 etilometros;

* 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.



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
fermentagdo, 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 fermentac¢do natural, ou seja, trata-se da mistura de dois liquidos alcoolicos.

Apresentam diferentes teores dependendo da adicdo artificial de alcool, de forma geral possuem



graduacdo elevada. Os licores, o vinho do Porto e o vinho Madeira, sdo exemplos de bebidas

alcoolizadas (ARBENZ, 1988).

1.5. Toxicocinética do Etanol

O élcool ¢ 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 estd
associado ao Sistema Nervoso Central (SNC), induzindo o individuo a diversas mudancas
comportamentais que podem ser relacionadas com os niveis de alcoolemia (RIBEIRO, GAIVAO,
2010)

Primeiramente é 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 ¢ 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 estdbmago. 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 difusao
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 cutinea e
absorcao retal (CALABUIG,1992).

Ao alcangar o intestino delgado, a absor¢do do etanol ¢ rapida, 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
ingestao. No trabalho publicado por Weafer & Fillmore (2012), foi feita uma monitorizagao 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,
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 concentragdao 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
medicdes 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).

Ap0s 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 metabolizagdo do etanol ocorre principalmente no figado pela agdo 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).

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 oxidacao do etanol € 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 estdmago,
auxiliando no metabolismo géstrico do etanol. No cérebro, o metabolismo do etanol ¢ realizado quase
em sua totalidade pelas enzimas do citocromo e pela catalase, a ADH possui uma menor atividade
neste orgao (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 fungio de carreador de elétrons, apds participar da reagdo, ele é

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

Alcool
desidrogenase
| v

Etanol Acetaldeido Acetato

H;C-CH,-OH HsC-CH=0 — > H;C-COO-
Catalase Aldeido
T desidrogenase

Figura 3. Reagdes 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" néo ¢
suportada pelo sistema hepatico, sendo este o fator limitante para o andamento da reagdo. A

capacidade de metabolizacdo 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).

Parte do 4cido acético resultante alcanga a corrente sanguinea ¢ transformado em CO; 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 ectanol, existem outras duas formas de
metabolismo ndo oxidativo, mas a sua participacao ¢ muito pequena. Em uma dessas vias o produto
formado pelo metabolismo leva a formacao de ésteres etilicos de 4cidos 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 secregdes 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 produgdo da ALDH, a conversdo 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 vasodilatagdo 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 et al., 2018).

Os principais efeitos do 4lcool estdo localizados no Sistema Nervoso Central (SNC) e podem
ser classificados com base em ag¢des comportamentais, fungdes psicomotoras e capacidade de
coordenagdo. Tais efeitos estdo relacionados com a agdo sobre o receptor de glutamato, associado
com neurotransmissores excitatorios e sobre os receptores GABA (dcido gama-aminobutirico),
principal neurotransmissor inibitério (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¢gdo inibitoria do SNC e age sobre dois tipos de
receptores, 0 GABAA e 0 GABAB. Estes receptores GABA sdo formados por uma estrutura cinco
unidades proteicas (pentamérica) que resultam em um canal permedvel a ions cloreto. Sob situagdes
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 modulacao 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 é o aminoacido de maior abundancia no SNC, e, dentre os neurotransmissores,
possui grande destaque devido a sua acdo excitatoria, especialmente ativado pelo receptor
glutamaérgico 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 presenca da glicina ligado
ao seu sitio especifico (co-agonista). Quando ativados, estes receptores permitem que ocorra um

aumento da concentragdo dos ions Ca®" no meio intracelular. O etanol reduz a atividade do receptor



de glutamato, e consequentemente, gera ndo sé uma redugdo de célcio, mas também influencia na
libera¢dao de dopamina, resultando em sensacao 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 composicdo, entretanto existem diversos fatores que
podem influenciar, tais como a porcentagem de agua, tipo de bebida, peso corporal, género,
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 inquietacdo, euforia e suas agdes ainda sdo
conscientes, apresenta um comportamento social adequado. Pequenos sinais de alteragcdes 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 proximo de 150 mg/100
mL. Os primeiros sinais de comportamento agressivo surgem e a tomada de decisdes racionais
comegam a ser afetadas, com isso, pode ocorrer nauseas € vomito. E nessa fase que ha o maior
interesse legal, pois, a capacidade de dirigir diminui devido a redu¢do na capacidade motora.
Individuos nessa faixa de alcoolemia tornam-se mais propensos a causarem acidentes influenciado
pelo aumento da autoconfianga (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 respiratério (VENTORIN, 2004; MOREAU,
2008; OGA, 2008; FRANCA, 2012; FHEMIG, 2013).



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)

* Nauseas 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 etildometro, sendo bastante utilizado para

medicao da embriaguez em motoristas (Haftner ef 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 (eritrcitos, 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



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 concentragcdes 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 producao 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 orgéanicas 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 cé€lulas epiteliais da mucosa e restos alimentares.
Ainda contem bactérias e seus respectivos metabodlitos (DORTA et al., 2018).

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 alcool, drogas e farmacos, sejam encontrados
na saliva ainda na sua forma nio-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 plasmdtica 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 ultrafiltracio (GROSCH, 2017).

Sao encontrados na saliva majoritariamente as substancias em sua forma nao metabolizada,
pois tendem apresentar caracteristicas mais lipofilica do que seus metabolitos e atravessam as
barreiras bioldgicas 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 ndo-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 salivagdo 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. Apo6s o estimulo para a producado, os liquidos salivares podem ser recolhidos por
succao, absor¢ao ou empregando um swab (CROUCH, 2005).

E comum o uso de estimulo externo aliado com materiais absorventes para uma maior eficacia
das coletas. Um dispositivo comercialmente disponivel para a coleta de amostras de fluido oral é o
Salivette®, que ¢ composto por um tubo plastico e possui um pedaco de algodao na forma de um rolo
que absorve os fluidos ao entrar em contato com eles na cavidade bucal, e, apos a centrifugacao, o
fluido oral ¢ separado do algodao para ser utilizado nas analises de interesse (CROUCH, 2005).

Neste ponto vale salientar a diferenga 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
citoldgicos, 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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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 concentragdo sanguinea



com o volume de ar presente no pulmdo. Durante a respiracdo, 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 etildémetro sdo construidos em pequenos tubos que contém no
seu interior uma solugdo aquosa de dicromato e silica contendo 4cido sulfurico. Por meio de uma
reacao de 6xido reducdo, o alcool € convertido a aldeido através de sua oxidagao e, a0 mesmo tempo,
o dicromato ¢ reduzido, conforme reagao a seguir (BRAATHEN, 1997):

2 Cr207% (aq) + 3 C2H6OHag) + 16H" — 4 Cr**(oq) + 3 CH3COOH,q+ 11H20, (Equacao 1)

E possivel acompanhar visualmente o andamento da reagio, a solugdo de dicromato antes de
reagir apresenta coloragio vermelho alaranjada proveniente dos fons Cr.07%, ap6s reagir com o etanol
a cor da solugdio 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 4alcool no ar exalado, o qual possui concentragao proporcional aos niveis de etanol encontrados no
sangue (BRAATHEN, 1997).

A relacdo entre a quantidade de 4lcool detectado no ar exalado em relagdo ao sangue ¢ 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 etilometro 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 irrigacdo 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, incorporacao através de secrecdes das glandulas



sudoriparas e incorporacdo de substincias externas que se depositam e permanecem na fibra capilar
(BORDIN et al, 2015).

Conforme as células sofrem alongamento, envelhecem e morrem, estas dao origem a fibra
capilar com a droga ja fixada, sendo que essa incorporagao 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).

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 incorporagdo 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

Proliferacdo e diferenciacdo das células

Centro germinativo do cabelo

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

e Borgo (2016).

1.7.5. Marcadores Biologicos do Consumo de Etanol

Marcadores bioldgicos sao indicadores fisioldgicos que fornecem informagdes relacionadas
a0 consumo ou exposicao ao etanol, permitindo o monitoramento tanto do uso crénico, quanto o
agudo. Esses marcadores sdao 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



alteragdes bioquimicas ou algum efeito toxico em 6rgados 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 sao denominados desta forma por serem metabdlitos do etanol.
Mesmo apds a metaboliza¢ao do etanol através das reagdes oxidativas, uma pequena porcentagem
sofre metabolizagdo ndo oxidativa. Os produtos desta via podem ser encontrados com uma maior
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 (phosphatidyl ethanol, Peth),
etilglicuronideo (EtG) e etilsulfato (EtS) ((PETERSON, 2004).

O EtG trata-se de um metabolito direto ndo volatil, solivel em agua, 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 presenga 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 é devido ao maior tempo de meia

de vida (ALT et al., 2000; DAHL et al.,2002; MARIN, 2006, HOISETH et al., 2007).
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Figura 7. Reacao de formagao 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 monitoracdo 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.



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 al (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 relagdo entre o metabolito e consumo diario de etanol, utilizando o peso corporal
como fator de normalizag¢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 incorpora¢dao do EtG ao cabelo, como

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



1.8. Validac¢ao 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 duragdo, 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 quantificaciao (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 regressdo (a e b) apresentados sob a forma da equacdo



—=ax+ . . -~ . ~ A
y=ax b assim como o coeficiente de correlagdo (r) e determinagdo (r?). O pardmetro r atua como

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 célculo da equagao de regressao 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 célculo ¢ 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 concentragdo de amostra apos analises sucessivas sob as mesmas
condi¢des (QUINTAN, 2017; RIBANI, 2004). Esta medida representa numericamente o grau de
dispersao dos resultados individuais em relagdo a média.

A precisdo deve ser realizada em diferentes dias para que seja obtido a precisdo intra-ensaio e
precisdo inter-ensaio. A precisdo 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
variagOes relacionadas a andlises 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 Padrao 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 exatidao 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
andlise seguinte. A importancia de avaliar este pardmetro estd relacionada na capacidade de
interferéncia direta de uma substincia em uma andlise. A relevancia desse estudo esta correlacionada
com um possivel acréscimo na concentragdo de um analito ou surgimento de um pico referente ao

analito em corrida cromatografica posterior (LBCD, 2011).



1.8.8. Estabilidade
A estabilidade engloba uma série de ensaios que determinam se um analito armazenado sob

certas condicdes especificas em fun¢do do tempo comprometem a capacidade do método em obter

bons resultados. (ANVISA,2012).



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 adsorcdao 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 dire¢do. 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 a¢des de beber e dirigir. Um teste de quantificacao de etilglicuronideo realizado
com alguns voluntarios que permitiram a coleta de amostras de cabelo, possibilitou a confirmagao
dos hébitos de consumo dos voluntarios.

Apbs 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 alteracoes 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 variacoes 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 correlagdo 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 é a correlagdo entre as curvas estudadas.



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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