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RESUMO

A elevada incidéncia de acidentes de transito estd fortemente relacionada ao
consumo de bebidas alcodlicas. No Brasil a verificacdo do uso de é&lcool entre os
condutores € realizada através dos etildmetros e da confirmagdo do etanol
presente no sangue pela técnica de headspace (HS) associada a cromatografia em
fase gasosa com detector de ionizagdo de chama (CG/DIC). N&o foram
encontrados na literatura métodos para determinagéo de etanol em fluido oral (FO),
utilizando a cromatografia em fase gasosa com detector de massas (CG/EM).
Objetivos: Realizar a otimizacdo da extragdo do etanol do fluido oral pela técnica
de HS através de desenho experimental e posterior validacdo de metodologia
analitica para a determinagdo de etanol em FO através de CG/EM e CG/DIC,
utilizando o Quantisal® como dispositivo de coleta. Métodos: O desenho
experimental foi desenvolvido através do Box—Behnken Design (BBD), onde foram
avaliados a temperatura, o tempo de agitagdo e o volume injetado. O método foi
validado de acordo com as recomendacdes do FDA e ANVISA considerando os
parametros de seletividade, efeito residual, efeito matriz, linearidade, preciséo,
exatiddo, limite de deteccdo e quantificagdo, estabilidade e recuperagéo.
Resultados: As melhores condicbes do HS obtidas pelo desenho foram:
temperatura de 90°C, volume de inje¢éo de 1000 pL e tempo de extragdo de 7 min.
O método mostrou-se linear na faixa de 0,05-2 g/L (0,5-20 dg/L). Os valores de
exatiddo situaram-se na faixa de 101,56 e 111,29% e os valores obtidos para a
preciséo intra e interdia foram inferiores a 12%. Os limites de quantificagéo e de
deteccéo encontrados foram iguais a 0,0125 g/L e 0,005 g/L para a CG/EM e 0,05
g/L e 0,0129 g/L para a CG/DIC, respectivamente. Conclusfes: O método
desenvolvido mostrou-se eficaz na determinacdo inequivoca de etanol em fluido
oral através da técnica de HS-CG/EM e utilizando o dispositivo de coleta
Quantisal®, atingindo limites de deteccéo inferiores ao encontrados pelas anélises
em CG/DIC, sem a necessidade de confirmagdo por outros sistemas

cromatogréficos e podendo ser facilmente aplicado na rotina laboratorial.

Palavras-chave: alcool, etanol, cromatografia em fase gasosa, headspace, fluido

oral.






ABSTRACT

The high incidence of traffic accidents is strongly related to alcohol consumption.
In Brazil the verification of alcohol use among drivers is performed through the
breath alcohol analyzers and confirmation of ethanol in blood by the headspace
technique (HS) associated to gas chromatography with flame ionization detector
(GC/FID). To the best of our knowledge there are no methods for the
determination of ethanol in oral fluid (OF), using gas chromatography with mass
detection (GC/MS) in the literature. Propose: Perform the optimization of the
extraction of ethanol from OF by headspace technique (HS) through experimental
design and subsequent validation of analytical method for the determination of
ethanol in OF by GC/MS and GC/DIC, using Quantisal® as a collection device.
Methods: The experimental design was performed using the Box-Behnken
Design (BBD) and the evaluated parameters were temperature, stirring time and
sample volume injected. The methods were validated according to FDA and
ANVISA recommendations considering the parameters of selectivity, residual
effect, matrix effect, linearity, precision, accuracy, limit of detection and
quantification, stability and recovery. Results: The best conditions of HS obtained
by design were: temperature 90°C, injection volume 1000 yL and extraction time
of 7 min. The method was linear in the range of 0.05-2 g/L (or 0.5-20 dg/L). The
values of accuracy stay in the range of 101.56 and 111.29% and values for intra
and inter-day precision were less than 12%. The limits of detection and
quantification were found equal to 0.0125 g/L and 0.005 g/L for GC/MS and 0.05
g/L and 0.0129 g/L for GC/FID, respectively. Conclusions: The method was
effective in unequivocal determination of ethanol in oral fluid by HS-GC/MS and
using the collection device Quantisal®, reaching detection limits lower than that
found by analysis on HS-GC/FID, without the need confirmation by other

chromatographic systems and can be easily applied for routine monitoring.

Keywords: alcohol, ethanol, gas chromatography, headspace, oral fluid.
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Inimeras evidéncias apontam para a relagdo entre o consumo de alcool e os
acidentes de transito (ABREU, LIMA, ALVES, 2006; LIMBERGER et al., 2010;
DRUID, 2011). O &lcool altera as funcdes cerebrais e reflexos mentais que irdo
influenciar diretamente o desempenho do condutor, prejudicando as suas
capacidades fisicas e psiquicas, mesmo quando ingerido em pequenas quantidades
(PONCE e LEYTON, 2008). No Brasil, o Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada
do Brasil (IPEA), contabilizou um custo total de 6,5 bilhdes de reais devido aos
acidentes nas rodovias federais entre os anos de 2004 e 2005 (IPEA, 2006). Em
Porto Alegre, segundo dados do Nucleo de Estudos e Pesquisa em Transito e Alcool
(NEPTA), entre os anos de 2007 e 2008, os custos com o0s acidentes de transito
chegaram a 65 milhdes de reais, sendo aproximadamente 31 milhdes devido ao
consumo de &lcool (SOUSA et al., 2010).

Estudos apontam a existéncia de uma correla¢éo linear entre o0 aumento da
alcoolemia (nivel de etanol no sangue) e o risco de acidentes de transito (HINGSON
e WINTER, 2003; KELLY et al., 2004, GJERDE et al., 2011a). De acordo com a
Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), para cada 0,02% de aumento no nivel sérico
de etanol h& o dobro do risco de envolvimento em um acidente fatal (WHO, 2009).

Uma das medidas adotadas pelo Brasil para conter o alto nimero de
acidentes foi a alteracdo do Cédigo de Transito Brasileiro (CTB) pela Lei n°® 11.705
de junho de 2008 e mais recentemente pela Resolugéo n° 432 de janeiro de 2013 do
Conselho Nacional de Transito (CONTRAN), que determinou a diminui¢cdo do limite
permitido de &lcool no etildbmetro para 0,05 miligrama de alcool por litro de ar
expirado (0,05 mg/L) e tolerancia zero para alcoolemia (concentragdo de &lcool no
sangue), com punicdes mais severas, incluindo prisdo, quando constatada
alcoolemia superior a 0,6 g/L (6 dg/L), bem como a responsabiliza¢é&o civil e criminal
ao motorista embriagado (BRASIL, 2013). No entanto, paises que possuem baixas
taxas de mortalidade por acidentes de transito (menor que 8 mortes/100 mil
habitantes) utilizam limites mais brandos que os presentes no CTB, como a Suécia
(0,2 g/L), 0 Japéo (0,3 g/L), a Franga, a Alemanha, a Holanda e a maioria dos paises
europeus (0,5 g/L), Inglaterra, Unido Soviética e Canada (0,8 g/L), porém, em todos
esses paises ha o rigor no cumprimento da lei (WHO, 2009). O Brasil, além de
apresentar um amplo territrio, conta com inimeros empecilhos na fiscalizag&o

como a inviabilidade técnica dos laboratérios em processar as andlises, que
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dificultam o trabalho pericial, constituindo uma area emergencial a ser desenvolvida
no pais.

A forma usual para afericdo do consumo de &lcool no Brasil entre os
condutores é atraves do etildmetro, no local da abordagem policial. A conversao dos
valores obtidos no etildmetro para o equivalente & concentracdo de etanol no sangue
total € baseada nos principios da Lei de Henry, que estabelece a relacdo da
concentracdo de etanol no sangue e a concentragao no ar alveolar como 1/2000. Os
pontos criticos em relagdo ao uso do etildmetro sdo a baixa especificidade ao etanol
e o fato de se basearem na medida do teor alcodlico apenas ao longo do aparelho
respiratorio através do ar expirado (ar alveolar) e ndo na corrente sanguinea
(RABELO, 2004). Diversas substancias volateis que séo expelidas como ar exalado,
produzidas durante a atividade metabdlica normal ou presente em alimentos e
bebidas, como a acetona, podem interferir na leitura do equipamento, produzindo
resultados falso-positivos. Assim, trabalhadores expostos a solventes organicos, por
exemplo, podem obter resultados positivos oriundos da exposigéo ocupacional, sem
que tenham ingerido bebidas alcodlicas (SPINELLI, 2004).

Face ao exposto, é de extrema importdncia a confirmagdo de resultados
positivos através da andlise de sangue e, sempre que possivel, por técnicas com
principios analiticos diferentes em matrizes bioldgicas distintas (SOFT/AAFS, 2006).
Nos ultimos anos o emprego do fluido oral para monitorar o consumo de alcool e
drogas no transito teve aumento significativo em vérios paises do mundo, (CONE e
HUESTIS, 2007; DRUMMER et al., 2007; BOSKER e HUESTIS, 2009; GJERDE et
al., 2011a). O fluido oral apresenta inimeras vantagens frente ao sangue, matriz
empregada para avaliagéo da alcoolemia, como o fato da coleta ndo ser invasiva, de
facil aplicagdo, com possibilidade de realizacdo pelo proprio agente de transito
através de dispositivos comerciais, além de possuir correlacdo plasmética com os
niveis de etanol, fornecendo a informacgéo sobre o consumo recente (algumas horas)
comprovando, desta forma, que o individuo suspeito dirige sob a influéncia da
substéancia no momento da abordagem (DRUMMER et al., 2007; BOSKER e
HUESTIS, 2009; LIMBERGER et al., 2010). A possibilidade de coleta logo apds a
afericdo através do etildbmetro evita a perda da confirmagédo do resultado devido a
devido a metabolizacdo do etanol, que leva a extrapolagdo do tempo da janela
analitica, decorrente da demora entre a abordagem policial e a realiza¢éo da coleta

em ambiente laboratorial, como no caso do sangue. As desvantagens encontradas
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como a baixa concentragdo do analito e o pequeno volume disponivel para coleta
podem ser contornados pelo uso de técnicas analiticas de alta sensibilidade como a
técnica de headspace (HS), microextracdo em fase solida (SPME) e CG/EM. O fluido
oral constitui, portanto, uma excelente op¢cdo em abordagens de transito, e ainda
possui uma taxa de recusa significativamente menor que o sangue (GUBALA e
ZUBA, 2003; NHTSA, 2009; GJERDE et al., 2011a).

A técnica mais utilizada para confirmacdo da alcoolemia em laboratérios
forenses é através de HS associada a CG/DIC, porém, esta possibilita a ocorréncia
de resultados falso-positivos com outros alcodis e compostos volateis, como metanol
e outros solventes. Desta forma, para melhorar a assertiva das andlises é
empregado um sistema cromatografico com colunas diferentes. Apesar de a CG/EM
ser a técnica considerada “padrdo-ouro” para a confirmacdo inquestionavel dos
resultados, estando presente na maior parte dos laboratorios forenses, ainda é
pouco empregada nas andlises de etanol em sangue e fluido oral. Em trabalho
realizado por WASFI et al., 2004, a andlise de etanol em sangue pela técnica de HS-
CG/EM demonstrou ser sensivel e especifica, atingindo limites de deteccéo
inferiores aos encontrados para as andlise de etanol utilizando a técnica de CG/DIC,
e garantindo resultados inequivocos sem a necessidade de confirmag&o por outros
sistemas cromatograficos. Entretanto, ndo foram encontrados na literatura trabalhos
empregando a CG/EM para a analise de etanol em fluido oral. Esta abordagem
viabiliza a coleta da matriz bioldgica in loco e a analise de teores inferiores de etanol,
além de possibilitar a confirmagdo qualitativa do analito, preenchendo assim os
requisitos para suportar um processo legal.

Assim, o presente projeto propde a otimizacdo da metodologia através de
desenho experimental do tipo Box—Behnken Design (BBD) com o intuito de obter
condigdes Otimas de extracdo pela técnica de HS para a determinacdo de etanol em
amostras de fluido oral através de CG/EM e utilizando o Quantisal® como dispositivo
de coleta, além da comparacdo com os resultados obtidos pelas andlises em
CG/DIC. O estudo conta com o apoio do NEPTA e com a consultoria internacional
realizada por pesquisadores americanos do National Institute of Health (NIH) dos
Estados Unidos (National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism e National
Institute on Drug Abuse), e da Divisdo de Toxicologia Forense e Drogas de Abuso,
Oslo, Noruega.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Determinar o etanol em fluido oral através da técnica HS-CG/EM, através do

dispositivo de coleta Quantisal®.

2.2 Objetivos Especificos

e Otimizar os parametros da técnica de HS utilizada para extragdo do etanol

das amostras de fluido oral, através de desenho experimental do tipo BBD;

« A partir das condi¢Bes 6timas obtidas no desenho experimental para a técnica
de HS, desenvolver e validar um método para a determinagdo do teor de
etanol em fluido oral por CG/EM, utilizando como dispositivo de coleta o
Quantisal®;

« Comparar os resultados analiticos obtidos pelo método de HS-CG/EM com o0s

resultados das analises realizadas por HS-CG/DIC.



3 REFERENCIAL TEORICO




28

3.1 Etanol

3.1.1 Absorc¢éao e distribuicao

O etanol € o principal constituinte das bebidas alcodlicas, sendo consumido
pela sociedade desde o inicio da sua histéria. Sua molécula é polar, hidrossoluvel e
possui baixo peso molecular, distribuindo-se facilmente a todas as células e tecidos,
com rapida absorcdo pelo organismo (ZAKHARI, 2006; SCIVOLETTO,
MALBERGIER, PILEGGI, 2008).

E amplamente absorvido ao longo do tubo digestivo, principalmente por
difuséo passiva, sendo 20% absorvido pelas mucosas do estdbmago e 80% pelo
intestino delgado (PASSAGLI e MARINHO, 2011). O etanol atinge picos na
concentracdo sanguinea entre 30 e 90 minutos ap6s a sua ingestdo, mais
rapidamente em jejum e mais lentamente durante as refeicdes (PASSAGLI e
MARINHO, 2011). Quando ha a presenca de alimentos, o etanol permanece mais
tempo no estdmago, levando a uma aceleragéo da sua biotransformacéo pela agéo
da enzima &lcool desidrogenase, presente na mucosa estomacal (PASSAGLI e
MARINHO, 2011). Experimento descrito por JONES, 2000, relata que individuos que
fizeram o uso do etanol 15 minutos ap6s uma refeicdo, tiveram uma reducdo na
eliminacdo do etanol de até 2 horas, quando comparados aqueles individuos que
fizeram o uso do etanol em jejum (JONES, 2000). Fatores como a natureza da
bebida alcodlica e o teor de etanol presente na mesma, o volume de bebida ingerido,
a presenca ou auséncia de alimentos no estdmago, além de fatores de variabilidade
biologica, como idade, raca e género, também influenciam na sua absor¢do (SAMIR
ZAKHARI, 2006; SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008).

Apos ser absorvido pelo trato gastrintestinal, o etanol segue diretamente pela
veia porta até o figado, atingindo a circulagdo sistémica. Estima-se um volume de
distribuicdo de aproximadamente 50L para uma pessoa de 70Kg. A capacidade de
distribuicAo para os tecidos varia de acordo com diversos fatores como a
solubilidade e o grau de ligagdo as proteinas plasméticas. Por serem mais
vascularizados, o cérebro e os rins sdo os 0Orgdos que apresentam maiores
concentragdes de etanol, seguidos dos pulmbes, coragdo e tecido adiposo
(SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008; PASSAGLI e MARINHO, 2011). O
etanol atravessa facilmente a barreira hematoencefédlica, resultando em altas
concentragbes no sistema nervoso central (SNC) e levando a alteragOes

comportamentais proporcionais ao aumento da sua concentragdo no sangue
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(alcoolemia). Também atravessa facilmente a barreira placentaria, podendo provocar
um conjunto de danos ao feto denominados de Sindrome Alcodlica Fetal
(SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008).

3.1.2 Biotransformacao e excrecgao

Cerca de 90 a 98% do etanol é biotransformado pelo figado com velocidade
média para um individuo adulto de 120 mg/Kg/h, equivalente a cerca de 7 a 10g/h
(SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008, PASSAGLI e MARINHO, 2011).
Cerca de 5% do etanol é eliminado na forma inalterada, sendo a maior parte
excretada pela urina. (SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008, PASSAGLI e
MARINHO, 2011).

As principais vias de biotransformacdo sdo as oxidativas realizadas pela
enzima ADH (Alcool Desidrogenase), pelo MEOS ou SOM (Sistema de oxidac&o
microssomal) e pela catalase (SPINELLI, 2004; EDENBERG, 2007; SCIVOLETTO,
MALBERGIER, PILEGGI, 2008). A figura 1 representa o esquema geral da oxidagao
do etanol, com formacéo de acetaldeido (CHsCHO), metabdlito toxico como produto
comum as trés vias, o qual é detoxificado através da oxidacdo pela enzima ALDH
(Aldeido Desidrogenase), formando acetato (acido acético, CH3COO-) que é
rapidamente convertido em dioxido de carbono e &gua, liberando energia
(SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008).

Alcool
desidrogenase

AR+ aph

A Aldsido
desidrogenase
>90% m o
Etanol Acetaldeido Acetato
(CH,CH,OH) | | (CH.CHO) R (CH,COO-) B CO. + H;0

mitocdndna
MICrossomos
<1°%V
Catalase

MEOS  wo.
MADRH \

HO
NADP+ Y A

Figura 1. Esquema geral das vias de oxidagdo do etanol em doses moderadas.
Adaptado de SPINELLI, 2004.
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A principal via de biotransformacdo do etanol € a que utiliza a enzima
citoplasméatica ADH, presente nas células da parede estomacal e no citosol de
hepatécitos (SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008). A ADH constitui uma
complexa familia de isoenzimas, que foi classificada de acordo com suas
propriedades cinéticas e estruturais em cinco classes (ZAKHARI, 2006). A classe | €
composta pelas isoenzimas ADH1, ADH2*1, ADH2*2, ADH2*3, ADH3*1 e ADH3*2; a
classe 2 pela isoenzima ADH4, a classe Il pela isoenzima ADH5, a classe IV pela
isoenzima ADH7 e a classe V pela isoenzima ADH6 (ZAKHARI, 2006). Quando o
consumo de etanol é elevado, sua eliminacdo ocorre em um fluxo alto, decorrente
principalmente das isoenzimas ADH das classes | e Il, que apresentam atividade
pronunciada (ZAKHARI, 2006). Estas isoenzimas sdo encontradas em uma
frequéncia diferente nos diversos grupos raciais existentes, o que pode contribuir
para a variagdo interindividual da biotransformagdo do etanol (SCIVOLETTO,
MALBERGIER, PILEGGI, 2008). Sua atividade é limitada pela disponibilidade da
coenzima NAD (Nicotina-Adenina-Dinucleotideo) no meio, que é convertido a NADH,
podendo ficar disponivel novamente para a reacao devido ao processo de oxida¢ao
de NADH a NAD". Esse processo de reciclagem do NAD" é importante ja que atua
como coenzima em outras rea¢des de biotransformagéo. No entanto, a capacidade
do figado em produzir o NAD" e realizar a sua regeneracéo € limitada. Em situacdes
abusivas, sua oxidac&o é acelerada, exigindo uma continua reducdo do NAD", com
formagao de NADH (VALE, 2007).

Nos casos em que o consumo de etanol se faz de forma abusiva ou cronica e
supera a capacidade das vias de eliminacdo da ADH, a via suplementar SOM é
acionada e participa ativamente, aumentando a oxidagéo do etanol (ZAKHARI, 2006;
SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008; PASSAGLI e MARINHO, 2011).
Localizado no reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos, as isoenzimas do citocromo
P450 CYP2EL, 1A2, e 3A4, sdo as responsaveis pela oxidagdo do etanol no SOM,
que utiliza como cofator o NADPH ao invés do NAD (fig. 1) (ZAKHARI, 2006).
Embora o SOM seja mais eficiente se comparado a ADH e a catalase, ele gera
superdoxidos e radicais livres que podem causar danos como: mutagdes,
comprometimento de fungdes, morte celular, cancer, além do aumento da sintese de
acidos graxos e o acumulo de colesterol, responsaveis pela hiperlipidemia e
esteatose hepética (SEITZ e STICKEL, 2006).
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A catalase, localizada no interior dos peroxissomos dos hepatécitos, é
responsavel pela terceira via de oxidagdo do etanol. Nesta via, o etanol é
transformado em acetaldeido, na presencga de H,O; (peréxido de hidrogénio), que é
posteriormente transformado em agua (SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI,
2008, PASSAGLI e MARINHO, 2011). E considerada a via de menor participagéo no
processo de oxidagéo do etanol (ZAKHARI, 2006).

Apo6s a oxidacdo do etanol, ocorre a oxidacdo do acetaldeido a acetato,
catalisada pela enzima aldeido desidrogenase (AID), presente na membrana
externa, nos microssomas e no citosol dos hepatdécitos. O acetato é entdo convertido
em Acetilcoenzima A e posteriormente transformado em diéxido de carbono e agua
pelo ciclo de Krebs (SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008; PASSAGLI e
MARINHO, 2011) (fig 1). Aproximadamente 2% do etanol consumido n&o sofre
oxidacdo, taxa que pode chegar a 10% se o seu consumo for abusivo. Este
percentual ndo oxidado é predominantemente excretado pelos rins e pulmdes
(SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008).

Pelas vias ndo oxidativas o etanol é diretamente conjugado com substancias
enddgenas, como o &cido glicurénico e sulfatos, formando os metabdlitos
etilglicuronideo (EtG), etilsulfato (EtS), etiléster de acido graxo (FAEE) e
fosfatidiletanol (PEth) (PASSAGLI e MARINHO, 2011). Apesar de serem eliminados
em concentra¢gdes muito baixas, alguns desses metabdlitos podem ser utilizados
como marcadores do uso do etanol, com a vantagem de possuirem uma maior
janela de detecgéo, devido seu maior tempo de meia-vida de eliminagéo. O EtG, por
exemplo, possui grande utilidade nas analises forenses, podendo ser encontrado na
urina, sangue, cabelo e em tecidos post morten (PASSAGLI e MARINHO, 2011).

Ainda, marcadores bioquimicos tradicionais como ALT (alanina amino
transferase) e AST (aspartato amina transferase), CDT (transferrina deficiente em
carboidrato) e GGT (Gama-glutamil transpeptidase) tem aplicacdo na clinica médica,
na identificacdo e acompanhamento de pacientes usudrios crénicos de etanol
(CONIGRAVE et al., 2003).

3.1.3 Mecanismo de agdo no Sistema Nervoso Central e Toxicidade
O etanol é considerado um depressor do sistema nervoso central (SNC) e age
principalmente na membrana celular, provocando altera¢des na funcdo de proteinas
ligadas as membranas neurais (SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008). Seu
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principal mecanismo de acdo é pelo aumento da inibicdo sinptica, mediada pelo
Acido Gama Aminobutirico (GABA), agindo especificamente nos receptores GABA,,
majoritarios no SNC (CRISWELL e BREESE, 2005), e pelo aumento do fluxo dos
ions cloreto devido a sua maior permeabilidade, ocasionando a hiperpolariza¢do da
célula nervosa e prejudicando a condugdo neuroquimica (SCIVOLETTO,
MALBERGIER, PILEGGI, 2008; PASSAGLI e MARINHO, 2011). Também age
inibindo a atividade do neurotransmissor excitatorio glutamato sobre os receptores
N-Metil-D-Aspartato (NMDA) (HICKLIN et al., 2011), que desempenham papéis
criticos na transmiss@o sinaptica, plasticidade e excitotoxicidade, e podem ser
responsaveis pela perda de memoéria aguda causada pelo consumo de etanol
(HICKLIN et al., 2011; MARTINA et al., 2012). A tolerancia cruzada entre o etanol e
outros depressores centrais deve-se a entrada de cloro no SNC, favorecida pela
acdo de agonistas gabaérgicos como o0s benzodiazepinicos e barbitaricos
(PASSAGLI e MARINHO, 2011).

A acdo do etanol também se estende aos sistemas: adrenérgico, opioide,
serotoninérgico, dopaminérgico, colinérgico e glutamatérgico (SCIVOLETTO,
MALBERGIER, PILEGGI, 2008; PASSAGLI e MARINHO, 2011). No sistema
colinérgico, que desempenha um papel importante na aprendizagem e na cogni¢éo,
0 etanol causa diminuicdo das atividades, com danos aos neurbnios, que em
usuarios cronicos, pode levar ao desenvolvimento de tolerancia (EHRLICH, PIRCHL,
HUMPEL, 2012). Outro sistema afetado € o dopaminérgico, através do estimulo a
liberagdo de dopamina principalmente no ndcleo accumbens e cortex pré-frontal,
responsaveis pelas sensa¢des de prazer e bem estar, provocados por estimulos dos
sistemas opidide e serotoninérgico, que levam a um aumento da dopamina
extracelular, responsavel pela necessidade de repetir consumo de etanol.
(QUESADA, 1998; DRUMMER e ODELL, 2001; SCIVOLETTO, MALBERGIER,
PILEGGI, 2008). Contudo, seu uso frequente pode levar a uma diminuicdo dos
niveis de serotonina no SNC, que juntamente com a ac¢do agonista do GABA
contribui para os efeitos de reforgo positivo e dependéncia alcodlica observada em
alguns individuos (QUESADA, 1998; DRUMMER e ODELL, 2001).

As variagbes comportamentais causadas pelo consumo de alcool séo
determinadas por inUmeros fatores como a dose e o tipo de bebida ingerida, a idade,
0 género, o peso corporal, a velocidade de absorgao (influenciada pela presenca de

alimentos no estdmago) e o desenvolvimento de toler&ncia pelo usuério. Uma dose
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de 44 g de etanol ingerida com estdmago vazio pode levar a concentracdes
sanguineas entre 0,6 e 0,9 g/L. No entanto, se a mesma dose for ingerida apds uma
refeicdo a concentragdo maxima de etanol no sangue néo ultrapassa os valores de
0,3 e 0,5g/L (SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008).

Entre homens e mulheres também h& evidéncias que apontam para a
diferenca do metabolismo do etanol. As mulheres apresentam um menor contetdo
de 4gua no organismo e uma maior quantidade de gorduras, levando a maiores
niveis de etanol no sangue, mesmo quando consideradas as diferengas entre o peso
corporal. A enzima ADH também contribui para a sua maior sensibilidade, pois
apresenta atividade reduzida nas mulheres (SPNINELLI 2004; PASSAGLI e
MARINHO, 2011).

O uso de etanol em baixas doses ndo fornece reagcbes comportamentais
previsiveis e, desta forma, as reagfes entre os usuarios podem variar de uma
reacdo expansiva até a perda de autocontrole e comportamento antissocial
(HOFFMAN et al., 2007). A desinibicdo pode ser visualizada com a utilizagdo de
baixas doses, mas com o aumento do consumo e dos niveis séricos, o individuo
passa a apresentar uma diminuicdo da resposta aos estimulos, como fala
prejudicada e dificuldade de locomogdo. Ressalta-se que independente do
comportamento causado pelo consumo do etanol, o desempenho das atividades
psicomotoras e de funcdes relacionadas a cognicdo sdo efetivamente prejudicadas
(YONAMINE, 2004).

A correlagé@o entre a alcoolemia e alteragbes comportamentais mais comuns
apresentadas pelos usuarios de etanol estdo demonstradas na tabela 1
(DUBOWSKI, 1980). Salienta-se que estes dados sao influenciados pelas diferencas
individuais, padréo de uso e outros fatores de variabilidade previamente abordados.

Quando ocorre a intoxicacdo crénica do usuario de etanol, todos os sistemas
do organismo sao afetados. As alteragbes mais relevantes ocorrem no sistema
digestivo, que pode apresentar Ulceras, gastrite, pancreatite, hiperemia congestiva e
inflamag@o da mucosa géstrica, além de alteragcdes hepaticas como esteatose,
cirrose e hepatite alcoodlica, que posteriormente podem ocasionar a formacéo de
cancer hepatocelular. Outro sistema afetado € o cardiovascular, que pode
apresentar inflamagdo do musculo cardiaco, hipertensdo e até infarto agudo do
miocérdio. No SNC podem ocorrer o desenvolvimento de neuropatias periféricas e

alteragcGes cognitivas, que podem ser permanentes e até deficiéncias de vitamina
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B1, que pode acarretar o surgimento da sindrome de Wernicke-Korsakoff,
caracterizada por confusdo mental, ataxia e altera¢cdes oculares, podendo evoluir
para alteragdo cronica da memoria de forma irreversivel (SCIVOLETTO,
MALBERGIER, PILEGGI, 2008). Em individuos com sindrome de abstinéncia pode
ocorrer o delirium tremens, caracterizado por delirio, tremores, suor, debilidade dos
membros inferiores e confusdo mental. O sistema reprodutivo também é afetado
pela diminui¢cdo da libido, impoténcia e esterilidade. No sistema hematoldgico pode
ocorrer 0 aparecimento de anemia megaloblastica, plaquetopenia e leucopenia

(SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008; PASSAGLI e MARINHO, 2011).

Tabela 1. Relag&o entre os valores de alcoolemia (g/L) e sinais clinicos/sintomas da
intoxicacéo por etanol sobre um individuo com 70 kg de massa corporea.

ALCOLEMIA ESTAGIO SINAIS CLINICOS E SINTOMAS
(g/L)
_ Nenhuma influéncia aparente; testes especiais revelam pequenos
0,1a0,5 Sobriedade o
transtornos clinicos.
_ Suave euforia; sociabilidade; decréscimo das inibicdes; diminuicdo da
0,3a1l,2 Euforia Lo o o
atencao; julgamento e controle; perda da eficiéncia em testes especiais.
Instabilidade emocional; decréscimo da inibicdo; perda do julgamento
0,9a25 Excitagéo critico; perda de memodria e compreensao; decréscimo da resposta
sensitiva; alguma descoordenagdo muscular.
Desorientagdo; confusdo mental e vertigens; estado emocional
exagerado, medo, aborrecimentos; disturbio da sensacéo e da percepcéo
1,8a3,0 Confusao das cores, formas, movimentos e dimensdes; debilidade no equilibrio,
descoordenag¢é@o muscular, vacilacdo no modo de andar e dificuldade na
fala.
Apatia, inércia geral, diminuicdo marcada das respostas aos estimulos,
2,7a4,0 Estupor marcada descoordenacdo muscular com instabilidade para suportar o
andar; vomitos; incontinéncia de urina e fezes, debilidade da consciéncia.
VEF Completa inconsciéncia, coma, anestesia, debilidade e abolicdo dos
aior que . o . - . L.
40 Coma reflexos, incontinéncia de urina e fezes, dificuldades circulatérias e

respiratérias, morte possivel, por parada respiratéria.

Fonte: Adaptado de DUBOWSKI, 1980.

O consumo crbénico de etanol durante a gestacdo pode levar ao
desenvolvimento da Sindrome Alcodlica Fetal, caracterizada por diversas

manifestacbes, como a ocorréncia de abortos esponténeos, recém-nascidos de
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baixo peso, malformagfes faciais e de pés e méaos, labio leporino e retardo mental.
Ressalta-se que permanecem indefinidos a dose, a frequéncia e o periodo
necessario de utilizacdo de etanol para provocar o desenvolvimento da sindrome
(SCIVOLETTO, MALBERGIER, PILEGGI, 2008).

3.2 O consumo de etanol e seus efeitos no transito

Estatisticas revelam que o consumo de etanol € uma das principais causas
dos acidentes de transito no Brasil e no mundo. Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), a seguranga no transito € atualmente um dos problemas mais graves
de saude publica (WHO, 2004). Dados da OMS revelam que o consumo de etanol
resulta em aproximadamente 2,5 milhées de mortes por ano (WHO, 2011). O World
Report on Road Traffic Injury Prevention, também realizado pela organizacao,
revelou que 1,2 milhdes de vidas séo perdidas por ano, decorrentes dos acidentes
trnsito. O projeto DRUID, que monitora o uso de etanol e drogas em 13 paises da
Europa, avaliou 50.000 motoristas através de coleta de sangue e fluido oral, e
revelou que o etanol lidera as estatisticas de consumo, aparecendo em 3,48% dos
motoristas monitorados, seguido do uso de substancias ilicitas (1,90%). O estudo
revela ainda, que entre as vitimas dos acidentes de transito feridas ou mortas, a
substancia mais consumida também era o etanol, seguido do seu uso associado a
drogas ou medicamentos. O etanol, portanto, ainda é considerada uma das
substancias psicoativas mais utilizadas pelos motoristas e o principal responséavel
pelas mortes e incapacidades no transito, j& que a alcoolemia elevada ou a sua
associagédo com outras substancias eleva efetivamente o risco de um motorista ser
seriamente ferido ou morrer em um acidente de transito (DRUID, 2011).

No Brasil, os dados ndo sao diferentes. O Ultimo relatério do CEBRID mostra
que o uso de etanol na vida entre os 7939 entrevistados de 108 cidades brasileiras
com mais de 200 mil habitantes foi igual a 74,6%, sendo predominantemente maior
entre os homens. Cerca de 12,3% da populacdo em estudo declarou ser dependente
do etanol, com maior prevaléncia em individuos do sexo masculino, considerando os
critérios estabelecidos para classificacdo de dependéncia quimica do NHSDA
(National Household Surveys on Drug Abuse). Os maiores indices de dependéncia
foram encontrados na faixa etaria de 18 a 24 anos (CEBRID, 2005).

E indiscutivel a perigosa relagdo existente entre beber e dirigir, mesmo

quando o etanol é consumido em pequenas doses, que sdo suficientes para
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provocar alteragdes cognitivas que prejudicam o desempenho dos motoristas. Além
de contribuir para um grande nimero de mortos e feridos, os acidentes de transito
geram custos elevados ao sistema de saude. O IPEA estima que 6,5 bilhdes de reais
foram gastos devido aos acidentes nas rodovias federais entre os anos de 2004 e
2005 (IPEA, 2006). DE BONI et al., 2011, investigaram a prevaléncia e os fatores
associados uso de alcool e/ou drogas e os acidentes de transito, em uma amostra
de vitimas que foram admitidas em duas emergéncias da cidade de Porto Alegre. Do
total de 609 entrevistados a alcoolemia foi positiva em 7,8% dos condutores e 9,2%
dos pedestres, sendo que entre 25,4 e 35,4% confessaram terem consumido etanol
até 24h antes dos acidentes de transito (DE BONI et al., 2011).

No intuito de demonstrar o impacto econdmico dos acidentes de transito
causados pelo abuso de alcool, o NEPTA estimou todos os custos associados aos
acidentes de transito na cidade de Porto Alegre entre os anos de 2007 e 2008. Os
resultados mostraram que a alcoolemia foi positiva em 36,7% das vitimas, com
alcoolemia média de 0,661 g/L (6,61 dg/L). Os individuos do sexo masculino na faixa
etéria de 35 a 44 anos apresentaram os maiores indices de alcoolemia. Os estudos
apontaram ainda que foram gastos aproximadamente 66 milhGes de reais na cidade
com os acidentes de transito e que cerca de 31 milhdes estavam relacionados ao
consumo de alcool, o que representa quase 50% do valor total (SOUSA, 2010). A
maior parte das vitimas foi do sexo masculino na faixa etaria de 18 a 24 anos
(SOUSA, 2010).

Recentemente o Brasil publicou mais uma alteracdo na lei 11.705, a
resolucdo n°® 432 do CONTRAN, na qual estabelece tolerancia zero para o0 consumo
de etanol e a possibilidade da verificagdo dos sinais que indiquem a alteracdo da
capacidade psicomotora do condutor pelas autoridades de transito como prova de
que o condutor do veiculo consumiu etanol, na tentativa de minimizar o impactante
ndmero das estatisticas (BRASIL, 2013). No entanto, desde a publicacdo da lei seca
em 2008, onde o limite de alcoolemia foi reduzida para zero com tolerancia até 0,2
g/L (2 dg/L), poucos estudos foram realizados para comprovar a efetividade da lei
(BRASIL, 2008).

Pesquisa realizada por BACHIERI e BARROS, 2011, apontou que desde a
implantagdo do CTB em 1998, e mais precisamente entre o periodo de 1998 e 2010,
as taxas de acidentes de transito se mantiveram estaveis no Brasil. No entanto, o

ndmero de mortes e incapacidades ainda permaneceu elevado e superior aos
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indices obtidos em paises como o Canad4, por exemplo. Ainda, comparando-se as
taxas de mortalidade dos anos de 1998 e 2010 e considerando-se o aumento de
17% da populagdo brasileira, notou-se um aumento de 19% em rela¢do ao ultimo
ano (BACHIERI e BARROS, 2011). De acordo com o | Levantamento Nacional
Domiciliar sobre Padrées de Consumo de Alcool, realizado no ano de 2009 e que
englobou 143 cidades brasileiras, o numero de pessoas que consumiram alcool e
dirigiram foi igual a 35%, sendo significativamente superior em individuos do sexo
masculino (SENAD, 2007; MOURA et al., 2009). Outro estudo realizado nas 27
capitais brasileiras avaliou a frequéncia do consumo abusivo de bebidas alcodlicas e
a conducao de veiculos automotores, segundo a idade e a escolaridade, no ano de
2008. O estudo foi realizado através dos dados obtidos pelo sistema de Vigilancia de
Fatores de Risco e Protegdo para Doengas Cronicas (VIGITEL) (MOURA et al.,
2008). Os resultados mostraram que 1,5% da populagéo entrevistada consumiu
bebida alcodlica e conduziu veiculo automotor nos 30 dias anteriores a entrevista. O
estudo ainda avaliou a frequéncia do consumo de &lcool entre os motoristas 2
meses antes e nos meses subsequentes & implantagdo da Lei Seca, no ano de
2008. Nos meses anteriores a implantacdo da legislacdo o abuso de etanol entre os
motoristas se manteve entre 1,8 e 2,2%, sendo reduzido para 1,3% no més seguinte
a Lei Seca. No entanto, a pesquisa revela que os indices voltaram a aumentar a
partir do més de setembro, atingindo 2,6% no més de dezembro (MOURA et al.,
2008).

Apesar dos dados, pouco se sabe sobre o perfil do uso de etanol e outras
substancias licitas e ilicitas, nas diferentes regifes brasileiras, que certamente
contribuem para os elevados indices dos acidentes e mortes no transito brasileiro.
Poucos estudos demonstraram a efetividade da lei seca apds sua implementacao,
mas segundo os dados relatados, nota-se que o numero de pessoas que ainda
consumem o alcool e conduzem veiculos automotores é preocupante. Certamente a
nova resolugdo do CONTRAN de janeiro de 2013 foi publicada com o intuito de
reduzir estes indices. Porém, deve-se considerar uma fiscalizagdo mais efetiva dos
condutores e uma maior conscientizacdo da populacdo para tentar auxiliar na
diminuicdo dos acidentes. Estudo realizado por CONCEICAO et al., 2012 avaliou o
conhecimento da legislacdo de transito pelos motoristas brasileiros no periodo de
agosto de 2008 a setembro de 2009, em 27 capitais brasileiras nos finais de

semana. Os resultados mostraram que do total de 3397 condutores avaliados sobre
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as leis de transito, mais especificamente a respeito do limite permitidos etanol no
sangue e suas penalidades, apenas 23,5% responderam corretamente ao
questionado. Assim, evidencia-se a falta de conhecimento das proprias leis pelos
condutores brasileiros e a necessidade de mais estudos do perfil dos motoristas e
campanhas de conscientizacéo da populagdo (CONCEICAO et al., 2012)

O rigor da fiscalizacdo e cumprimento das leis com efetividade € o que
diferencia o Brasil de paises como EUA e Noruega, que apesar de apresentarem
valores permitidos para o consumo de etanol menos rigorosos, possuem um pleno
cumprimento das leis de transito e maior rigor na fiscalizagdo. Como resultado os
indices de acidentes de transito nestes paises séo significativamente inferiores aos
encontrados no Brasil (DE BONI et al., 2011). Destaca-se também a importancia das
analises laboratoriais de etanol, para confirmar o seu uso entre os condutores. Por
se tratar de analises forenses a interpretacdo cuidadosa dos resultados é
fundamental, sendo recomendada a confirmacao de resultados positivos através da
alcoolemia e, sempre que possivel, por técnicas com principios analiticos diferentes
em matrizes biolégicas distintas (SOFT/AAFS, 2006). Até o momento, no Brasil, séo
utilizados o etilometro e a alcoolemia para verificagdo do uso de etanol entre os
motoristas. Alguns trabalhos j& sugeriram a utilizagdo do fluido oral ao invés do
sangue como matriz biolégica de escolha para o monitoramento de substancias
psicoativas no transito no BRASIL (YONAMINE, 2003; LIMBERGER et al., 2010;
SOUZA et al., 2011; ZANCANARO et al., 2012). Na Europa, diversos paises que
participam do programa DRUID j& adotaram o fluido oral como matriz biol6gica para
monitorar o0 uso de etanol e outras substancias no transito (DRUID, 2011), devido a
sua maior facilidade de coleta quando comparada ao sangue, além de apresentar

boa correlagdo com os niveis plasmaticos.

3.3 Meétodos de analise de etanol
A fiscalizagdo de etanol e outras substancias psicoativas capazes de causar
dependéncia deveriam ser procedimentos operacionais rotineiros dos 6rgédos de
transito, conforme previsto no CTB (BRASIL, 2013). No entanto, apesar da previsao
legal, no Brasil, atualmente, s6 € possivel fazer a avaliacdo do teor estimado de
etanol no ar expirado através de etilbmetros, no local da abordagem, e
posteriormente, a confirmacéo pelos resultados da alcoolemia, que é realizada em

ambiente laboratorial.
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Os etildmetros, popularmente conhecidos como “bafémetros”, sao dispositivos
utilizados para medir a quantidade de etanol presente no ar expirado (RABELO,
2004). Os etilometros podem apresentar diferentes tipos de detectores, sendo os
principais os detectores de infravermelho, presentes nos dispositivos portateis e de
bancada, os detectores baseados em oxida¢gBes quimicas ou eletroquimicas, 0s
semicondutores e os que possuem duplos sensores, que utilizam a associagéo do
detector de infravermelho e das células eletroquimicas (PASSAGLI e MARINHO,
2011).

De acordo com a legislagdo, a unidade de medida utilizada para expressar a
concentracdo de etanol com a utilizagdo destes instrumentos deve ser miligrama de
alcool por litro de ar expirado. A converséo dos valores obtidos, para a o equivalente
a concentracdo de etanol no sangue total, é baseada nos principios da Lei de Henry,
que estabelece a relagdo da concentracdo de etanol no sangue e a concentragéo no
ar alveolar como 1/2000, ou seja, 2 litros de ar alveolar expirado contém
aproximadamente a mesma quantidade de alcool que um mililitro de sangue
(PASSAGLI e MARINHO, 2011). Desta forma, de acordo com 0s novos limites
estabelecidos pela Resolugédo n® 433 de 2013 do CONTRAN, 0,05 mg/L de etanol no
ar expirado equivalem a 0,1 g/L no sangue (BRASIL, 2013).

A presenca de etanol no ar expirado de condutores, medida através do
etildbmetro, constitui a técnica mais utilizada em abordagens policiais devido a
facilidade de aplicacdo, baixo custo relativo, pelo fato de ser um método néo
invasivo de coleta e por fornecer resultado imediato no local da abordagem. No
entanto, possuem baixa especificidade ao etanol, podendo apresentar interferéncia
devido a presenca de corpos cetbnicos, por exemplo, que podem ser produzidos em
jejum prolongado, dietas especificas e em individuos diabéticos, além da presenca
residual de etanol na boca, que pode alterar a relagéo sangue/ar expirado, levando a
resultados falsamente elevados na leitura do equipamento quando do consumo
recente. Outra limitacdo € que compostos volateis como a acetona, o éter etilico e
outros solventes, podem interferir na leitura do equipamento, produzindo resultados
falso-positivos (RABELO, 2004; SPINELLI, 2004).

No Brasil a confirmacdo do consumo do etanol apds a verificagdo pelo
etildbmetro é realizada através da andlise laboratorial do etanol em sangue. O etanol
possui mais afinidade pelo sangue do que pelo ar expirado, apresentando correlagéo

direta com o desempenho do individuo (SPINELLI, 2004). A relagdo entre a dose
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oral de etanol e a sua concentracdo méaxima no sangue pode ser estimada através
da relagdo matematica simples [Cméax (dg/L) = 0,02 x dose (g por 70 Kg de peso
corporal)] (DRUMMER e ODELL, 2001). Normalmente para estimar a concentragédo
de etanol no sangue em um periodo anterior a coleta, no momento da abordagem
policial, utiliza-se a taxa de decréscimo de etanol no sangue, que considera a taxa
de 8-28 mg/dL/h para se obter uma exatiddo de 100%. Desta forma, um individuo
que provocou um acidente de transito com niveis de etanol no sangue em torno de
0,6 g/L, precisa ser encaminhado a pericia e ter seu sangue colhido no prazo
maximo de 2h (SPINELLI, 2004), para evitar a ocorréncia de um resultado
toxicologico negativo, comprometendo o laudo forense. Desta forma, evidencia-se a
importancia da aplicagdo do fluido oral como matriz alternativa, ja que a sua coleta
pode ser realizada no momento da abordagem.

A maior parte das andlises de sangue para afericdo de etanol em ambito
forense € realizada por HS-CG/DIC. Atualmente também tem sido empregada a
técnica de SPME-HS-CG/DIC, que leva a um limite de deteccao inferior nas analises
de etanol. No entanto a CG/EM técnica considerada “padrdo ouro”, é pouco
empregada para confirmagdo do etanol em sangue, sendo relatada somente por
WASFI et al., 2004, conforme a tabela 2. O método desenvolvido por WASFI et al.,
2004, demonstrou boa sensibilidade, atingindo limites de deteccdo inferiores aos
encontrados pelas analises realizadas em CG/DIC, além demonstrar uma boa
resolucdo na separacdo dos compostos, sem a necessidade de confirmagao por
outra técnica ou por diferentes colunas cromatogréficas, demonstrando a viabilidade
da realizagédo das analises de etanol utilizando a CG/EM. A diminuicdo do tempo e
custo das analises realizadas pela CG/EM constituem importantes vantagens para
as analises forenses ja que a confirmacdo das amostras pela andlise em diferentes
colunas é desnecessério, além de alcancar limites de detecgcdo relativamente
menores sem a necessidade da utilizagdo da técnica de SPME e permitir a andlise
qualitativa por espectrometria de massas de forma simultinea a analise
cromatogréfica, o que garante a confiabilidade requerida para suportar um processo
legal.

Apesar de ser a técnica prevista na legislag@o para a confirmacéo do etanol, a
alcoolemia possui como desvantagens a necessidade de local apropriado e
profissional tecnicamente qualificado para sua execuc¢do, além de ser uma técnica

invasiva, apresentando um grande ndmero de recusas pelos usuéarios (GUBALA e
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ZUBA, 2003). Desta forma, inUmeros paises ja utilizam o fluido oral como alternativa
ao sangue para verificar o uso de substancias psicoativas no transito, em ambientes
ocupacionais e até mesmo na justica criminal (BOSKER e HUESTIS, 2009). Nos
EUA o fluido oral vem sendo utilizado para o monitoramento da utilizagdo de
substancias psicoativas entre os condutores, através do programa DRUID e nos
ambientes de trabalho (BOSKER e HUESTIS, 2009; DRUID, 2011). Atualmente o
fluido oral é considerado pelos programas internacionais como o Substance Abuse
and Mental Health Services Administration (SAMSHA) e o Driving under the
Influence of Drugs, Alcohol and Medicines (DRUID), presente nos EUA e Europa,
como uma das principais matrizes para andlise de substancias psicoativas, contando
inclusive com guias préprias que regulam o seu emprego e estabelecem valores de
cut-off para diversas substancias, procedimentos para a coleta de amostras, cadeia
de custddia, controle para garantir a identidade e integridade da amostras, assim
como quais os métodos analiticos que devem ser empregados na andlise das
amostras, além da certificacdo dos laboratérios. (CONE e HUESTIS, 2007; BOSKER
e HUESTIS, 2009). O reconhecimento do fluido oral como uma ferramenta para
melhorar a seguranga no transito é atribuida principalmente pela possibilidade de
coleta rapida e nao invasiva, no local da abordagem, facilitando o monitoramento
dos condutores para o0 uso de substancias psicoativas (BOSKER e HUESTIS, 2009),
e evitando assim um resultado toxicolégico negativo decorrente da demora em

realizar a coleta das amostras, como ocorre no caso do sangue.
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Método de analise Método de coleta Matriz Fibra de . N
Analisada Coluna (CG) SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
PEth
i . 5-um C4 (Thermo 0,1pmol/LEtG: .
LC-MS e HPLC N&o descrito Sangue. Scientific) N&o se aplica  N&o descrito  0,0005g/L EtS: PEth, CDT, Helander, Péter,
Urina EtG, EtS Zheng, 2012
0,0001g/L
Ethanol Gen. 2,
COBAS Integra Sangue e = . ~ .
400/700/800, Roche N&o descrito  ar expirado e s e fes N&o se aplica 0,1giL el EEsais 2EE Morey et al., 2011
Diagnostics
Sangue:
HP-Innowax Sangue: 0,0448g /L
HS/CG-DIC Sangue e 30m x 0,25mm x 0,0148g/L Urina: Etanol e
N&o descrito Urina 320um N&o se aplica Urina: 0,0336g/L Metanol Aliyev et al., 2011
(Agilent) 0,0111g/L
Enzimético (ADH), Sanaue e (I)Qg(z'riﬁqcfl@zon:qu) Gjerde et al.,
Hitachi 917 e HS/GC- ~ . 9 ! : ~ . N&o descrito ~ . Etanol 2011 (a) Gjerde et
Nao descrito saliva Rtx-BAC1 (30m x  N&o se aplica Nao descrito
DIC al., 2011 (b)
0,32mm x 1,8mm)
Etanol,
Sanaue e RTX-BAC 2 Poliacrilato Acetaldeido, Feltraco. Antunes
HS-SPME-GC/DIC Nao descrito Sal(‘i;va (30m x 0,53mm x 85um N30 descrito 0,05¢g/L Acetona, Linde,n 2009 !
2,0 um) (Restek) (Supelco) Isopropanol, '
Metanol
HS-GC/DIC e HS- o ~ . Tarnovski et al.,
GCIMS Sangue e 3% Carbowax 20 M N&o se aplica Etanol e 2009

Nao descrito

urina

80/100

Nao descrito

Nao descrito

Cloreto de Etila
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Método de analise Método de coleta Matriz Fibra de . A
Analisada Coluna (CG) SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
Sangue: Sangue:
CPWAX 57 CB N&o se aplica  0,00075g/L 0,0025g/L Etanol,
~ . Sangue, (25m x 0,25mm x L e Metanol, Pontes et al.,
GC/DIC N&o descrito urina 0,2um) Urina: Urina: Acetaldeido 2009
H 0,00025g/L 0,00083g/L
Acetona
N&o se aplica ~ .
GC/DIC N&o descrito Sangue R 0,01g/L e BESETIE IElJtStr]aor:blt- Santiago, 2008
= . N&o se aplica x . Jones, Kugelberg,
GC/DIC N30 descrito San.gue, Nao descrito 0,1g/L Nao descrito Etanol, n- Holmgren, Ahlner,
urina propanol 2008
HS-GC/DIC SHIEE (30mDS-OV\£A5>r;m X ety s apllie Sliglie Sl nlwz(;?;r?(l)ll Portari, Marchini
BD Vacutainer urina 0,25um) 0,0001995¢g/L 0,000498649/L acetaldeido e Jordéo, 2008
acetona
. RTX BAC-1 30m x
5ml Vacutainer
HS-GC/DIC (20ml Fluoreto de Sangue %?rimBn;ézlggan 0,010 g/k Etanol e Kristoffersen,
Sodio e Heparina de 9 0.32mm x 1.2um N&o se aplica ’ 9’kg 0,04 g/kg Acetaldeido Stormyhr, Smith-
S6dio 75 Uni. USP)| > Restel) H Kielland, 2006
HS-SPME-GC/FID
Altech Econo-Cap, 32%03:3{5};
N30 descrito Sangue e Ecblgggjgc;m X 90% de Etanol: N30 descrito Etanol e Maleki, Farhadi,
urina ! sulfeto prata 0,005649/L Metanol Matin, 2006

0,25um)
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Método de analise Método de coleta Matriz Fibra de . A
Analisada Coluna (CG) SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
DB 624 (30m x Pelissier-Alicot et
HS-GC/DIC N&o descrito Sangue 0,53mm x 3,0um)  N&o se aplica 0,01 g/L 0,05 g/L Etanol al. 2006
Silica Fundida HP-
GC/EM Nao descrito Urina 5MS (30m x ~ . 0,0001 g/L 0,0002 g/L EtG Marin, 2006
N&o se aplica
0,25mm x 0,10pum)
5ml Vacutainer RTX BAC-1 30m x
Enzimético (ADH), 0.32-mm x1,8um e R ADH: Urina .
Hitachi 917 ¢ HS- SE’Jzoloi(r)n leFl-liueoiaerti(r)la('t]I ?Jle Sangue e RTX BAC2 30m x Nao se aplica A(;D (l)-ii2ur|/rll_a 0,042 g/L Etanol g;;?ttk?ffk?éﬁg?lg
GC/DIC cl be urina 0,32mm x 1,2um P el Sangue 0,02 g/L '
Sédio 75 Uni. USP)| 2005
(Restek)
RTX BAC-1 30 m x
Enzimatico (ADH), 5ml Vacutainer 0.32mm x1.8um e GC 0.00042 a/L.
Hitachi 917 HS- (20ml Fluoreto de Sanaue RTX BAC2 30m X N30 se aplica ADH 0,007 ADH, ~0 0034 Etanol Kristoffersen et
GCIDIC Sédio e Heparina de 9 0,32mm x 1,2um P g/L s al., 2005
Sédio 75 Uni. USP)| (Restek) 9
SPME-HS: Martinis,
SPME-HS-CG/DIC e ) - Carbowax 30m x 0,1 mg/dL; Ruzzene,
HS-CG/DIC Sig%ui'lu%?gglzgte Sangue e 0,25pum x 0,25mm Poliacrilato HS: 0,5 N30 descrito Etanol Martin,
urina (Chrompack) 85 um mg/dL 2004

Sédio e EDTA
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Método de anédlise Método de coleta Matriz Fibra de . N
Analisada Coluna (CG) SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
Vacutainer 5ml RTX BAC-1 Jones,Lindberg,
HS-GC/DIC (Heparina e Fluoreto  Sangue N&o se aplica Nao descrito 0,01 g/L Etanol Olsson,
de Sadio) 2004
Becton-Dickinson -
10mL (100mg %Pgozl&oc(;%%(;f;l: Miller, Vasquez,
HS-CG/DIC Fluoreto de Sédioe  Sangue o 10 " N&o se aplica Nao descrito N&o descrito Etanol Evans,
1500 (6' x 1/8" ID)
20mg Oxalato de 2004
Potéssio)
DB-ALC1
HS-CG/EM N&o descrito Sangue (30mlx§,lf?nz)mm X Naose aplica  0,0002 g/L 0,02 g/L Etanol Wasfi et al., 2004
Sangue e Urina: HS- Sangue
GC/EM Ar exp|rado:. Nao descrito urina e ar N&o descrito ~ . ~ . EtG: 0,001 g/L Etanol, BT,
Alcolmeter S-D2 EtG: — N&o se aplica Nao descrito creatinina. EtG Helander, Jones,
LC/EM P : 2003
Vacutainer (Fluoreto x .
HS-GC/DIC de Sédio 100mg e Sangye © Nao descrito N&o se aplica Nao descrito 0,01 g/kg Etanol Jones e
ar expirado Anderson, 2003
EDTA 25mg)
SELEE Jones e Holmgren
el Vacutainer urina NI EESHTIE N&o se aplica Nao descrito 0,1g/L Etanol 2003
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Método de analise Método de coleta Matriz Fibra de . A
Analisada Coluna (CG) SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
0,2% Carbowax
HS-CG/DIC N&o descrito Sangue € 1500/Graphpack N&o se aplica Nao descrito N&o descrito Etanol Gubala, Zuba,
saliva 2003
- Etanol
Carbowax (silica) ' - .
HS-SPME-GC/DIC Seringa (30m x 0,25mm x - Tzl TS, L
. o Sangue e Poliacrilato - - acetaldeido e 2002
hipodérmica, sem - 0,25um) N&o descrito 0,001 g/L
urina 85um acetona.
conservantes (Chrompack)
Sangue, ar
2T 0,2% Carbowax ~ . - .
HS/GC-DIC N30 descrito exp|rfado e 1500/Graphpack- N&o se aplica N&o descrito Nao descrito Etanol Gubala, Zuba,
saliva. 2002
GC
60/80
0,
CG/DIC N&o descrito Sangue Carbopack B/5% N&o se aplica Nao descrito N&o descrito Etanol Matthews, 2001
Carbowax 20 M,
6ft2 mm
Sangue: Sangue,
HS-CG/DIC Vacutgmer urina, saliva Nao descrito N&o se aplica Nao descrito Nao descrito Etanol Bendtsen et al.,
(Heparina e ear 1999

Fluoreto de Soédio) expirado.
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Método de anédlise Método de coleta Matriz Fibra de . N
Analisada Coluna (CG) SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
HS-CG/DIC Rtx-BAC2 N30 se aplica Watanabe-Suzuki,
“cryogenic oven N&o descrito Sangue (30m x 0,53mm x P 0,01 g/L N&o descrito Etanol et al., 1999
trapping” 2,0um) (Restek)
Poraplot Q fused-
HS-GC/DIC Nao descrito Urina silica (10mx 30x32 N&o se aplica 0,008 mg/L 0,01 mg/L Etanol Corréa, Pedroso,
mm |.D.) 1997
(Chrompack)
Carbowax (30m x EL: 5,4 McCarver-May
HS-CG/DIC Sem Sangue 0,54mm x 1,2um)  Néo se aplica umol/L; Acet: N&o descrito Etanol e Durisin 1997’
anticoagulantes ' <H P 1,13 pmol/L Acetaldeido '
Dubowski,
~ . Gadsden, Poklis,
REEERS Nao descrito SELE NI EESHTIE N&o se aplica Nao descrito N&o descrito SENS 1997
Rtx-BAC2 30m x
HS/CG-DIC 0,53 mm x 2,0um
(Restek)
MEC: 6 ft1/8 inch Etanol,
1,2% t-butanol, O’neal et al., 1996
Nao descrito Sangue Carbowax 1500 on  N&o se aplica 0.01g/L 0.2 gL metil etil
60/80 cetona

Carbopak C column

(Supelco)
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Método de analise Método de coleta Matriz Fibra de . a
Analisada Coluna (CG) SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
. 80/100 Carbopak C
Vacutainer (20m
Oxalato de P(otéssgio 0,8% THEED e N&o se aplica . . ngan, Case,
HS-GC/DIC e 25ma Fluoreto de Sangue 60/80 Carbopak N&o descrito N&o descrito Etanol Kiesel, 1994
gs() dio) B 5% Carbowax
20M.
Tubo de vidro 5% Carbowax 20 M . Etanol:
HS-CG/DIC (Heparina ou citrato  Sangue Halor;]ort F (3|0'60 e £ EpliE Nao descrito 0’000?36%/L, Etarllgl % Steenaar, Clark,
de sdio) mesh) (Hewlett- Acetaldeido: Acetaldeido Brien 1985
Packard) 0,001 g/L ’
Sanaue e 0,2% Carbowax N0 se aplica Winek, Murphy e
CG/DIC Nao descrito uriga 1500 80-100 mesh P Nao descrito Nao descrito Etanol Winek , 1984
' Carbopack.
Butterfly No. 19, Chromosorb 102 ~ . Etanol e
HS-GC/DIC Abbott Sangue em 60-80 mesh N&o se aplica N&o descrito N&o descrito Acetaldeido Erikson, Peachey,
1980
Sangue e Porapak Q Etanol
GC/DIC Nao descrito Saliva (Su pelco) Né&o se aplica (Humanos e Digregorio,
(Parétida) P N&o descrito N&o descrito Ratos) Piraino, Ruch,

1978
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3.3.1 Analise de etanol em fluido oral

O “fluido oral” representa a mistura de saliva e outros constituintes presentes
na boca, sendo composto por A&gua, enzimas (principalmente amilase),
glicoproteinas e eletrdlitos, principalmente o sodio, o potassio, o cloro e o
bicarbonato. Também apresenta bactérias e seus metabdlitos, células epiteliais,
leucécitos, eritrocitos (APS e MARTENS, 2005). A saliva é um fluido incolor, viscoso,
formado principalmente pela secregcdo de trés glandulas: a submandibular, a
parétida e a sublingual (APS e MARTENS, 2005; SAMYN, LALOUP, DE BOECK,
2007; CONE e HUESTIS, 2007). Outras fontes, responsaveis pela composicao do
fluido oral, sdo os sulcos gengivais e entre 450 a 750 glandulas salivares acessorias,
situadas na lingua, no palato, na mucosa bucal e naso-oro-faringe (APS e
MARTENS, 2005). Cerca de 70% do volume total da saliva é proveniente da
glandula submandibular, 25% da glandula parétida e o restante da glandula
sublingual e de outras glandulas menores (MOFFAT, OSSELTON, WIDDOP, 2004).

O pH da saliva situa-se na faixa de 5,8 a 7,4, podendo chegar até 8,0 quando
sua producdo é estimulada. E produzida inicialmente nos &cinos, constituintes das
glandulas salivares, que sao conectados por dutos intercalados. Depois de
produzida é drenada para a cavidade oral através de dutos estriados e excretores
(FAGIOLINO, 1999; CROUCH, 2005). Durante a passagem da saliva pelos dutos, a
concentracao dos eletrélitos muda devido a transporte iénico, levando o fluido oral a
possuir um carater hipoténico quando comparado ao plasma. O nimero de acinos e
a atividade de biossintese de proteinas possuem a tendéncia de diminuir com o
envelhecimento, embora dependa muito das caracteristicas individuais (APS e
MARTENS, 2005).

A produgdo de saliva varia de acordo com o ritmo circadiano e o tipo de
estimulacdo proporcionada. Normalmente durante o sono a produgéo de saliva pode
chegar a aproximadamente O mL/min, podendo chegar até 6 mL/min quando h& o
estimulo de uma substancia acida na boca (APS e MARTENS, 2005). O volume total
de fluido oral produzido em um dia por um adulto por chegar a 1000 mL. O ritmo
circadiano e a estimulacdo externa também irdo determinar a diferenca da producéo
de saliva pelas diferentes glandulas salivares (APS e MARTENS, 2005). A glandula
parétida, por exemplo, € uma das principais produtoras de saliva durante o dia, e, no
entanto, durante o sono possui uma contribuicdo quase nula (APS e MARTENS,
2005) (tabela 3).



50

Tabela 3. Percentual (%) da producéo de saliva pelas diferentes glandulas salivares
de acordo com o tipo de estimulagéo.

Sem Estimulagdo Estimulagao

Sono . ~ ~ com acido
estimulacédo mecéanica P
citrico

Glandula parétida 0 21 58 45
Glandula 72 70 33 45
submandibular
Glandula 14 2 2 2
sublingual
Glandulas
salivares 14 7 7 8
menores

Adaptado de APS e MARTENS, 2005.

Os mecanismos de transporte de substancias do sangue para a saliva séo a
filtracdo (difusdo através dos poros da membrana), o transporte ativo e a difusdo
passiva, considerada a principal forma (CONE e HUESTIS, 2007) j& que a barreira
existente entre os dutos salivares e a circulagdo sistémica € constituida apenas por
uma camada epitelial formada pela membrana basal e membrana das células
epiteliais glandulares, o que possibilita a passagem de substancias com massa
molecular entre 100 e 500 Da. (maioria dos farmacos) (SAMYN, LALOUP, DE
BOECK, 2007). No entanto, inumeros fatores influenciam a ocorréncia deste
mecanismo, como as propriedades quimicas da molécula, o pH, o grau de ionizacao
(solubilidade), a ligagdo as proteinas plasméticas e as caracteristicas da membrana
(CONE e HUESTIS, 2007). Desta forma, a concentracdo de uma molécula é
proporcional a sua fracdo livre e ndo ionizada no plasma sanguineo. Assim,
substancias com caracteristicas de base fraca possuem a tendéncia de sofrer
acumulo, com predominio da substancia original e ndo dos seus produtos de
biotransformacéo, pois o seu pH é mais acido que o pH sanguineo, o que promove
sua ionizagdo e impede o retorno para o plasma (KIDWELL, HOLLAND,
ATHANASELIS, 1998). Assim como no plasma, o periodo de deteccdo pode ser
alterado por diversos fatores como dose, frequéncia de uso e sensibilidade dos
métodos analiticos (CONE e HUESTIS, 2007).

A concentracdo de etanol encontrada na saliva € normalmente superior a
encontrada no sangue (JONES, 1995; GUBALA e ZUBA, 2003), devido ao seu maior

conteddo de agua e menor concentracdo de lipideos (JONES, 1995). A tabela 4
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apresenta a correlagdo entre o teor alcodlico encontrado nas principais matrizes
bioldgicas empregadas nas andlises forenses e o sangue (PASSAGLI e MARINHO,
2011). JONES, 1993, estabeleceu uma razdo média saliva/plasma de 1,094 (n=166)
no intervalo de 40 a 400 minutos apés o inicio do consumo de alcool (JONES, 1995).
GUBALA e ZUBA 2002 realizaram um estudo com 49 voluntarios e obtiveram uma
relagdo média entre saliva/plasma de 1,08. Outro experimento realizado com apenas
seis voluntarios, observou uma razao maior entre saliva/plasma nos intervalos entre
0,5 e 1h, apresentando valores iguais a 2,86 e 1,87 respectivamente, e igual a 1,15
no tempo de 3h (FELTRACO, ANTUNES, LINDEN, 2009). Ressalta-se que se as
coletas forem realizadas com a presenca de etanol no trato gastrointestinal, fase de
pré-absorcéo, a correlagdo ndo seré boa, e as interpretacdes deverdo ser feitas com
reservas (SPINELLI, 2004). Essa razdo se mantém constante durante as fases de
absorcédo, distribuicdo e eliminagdo do etanol no organismo (JONES, 1993;
FAGIOLINO, 1999).

Na maioria dos casos, o etanol pode ser detectado no fluido oral pelo mesmo
periodo de tempo que no sangue (4h), ou periodo um pouco maior (GUBALA e
ZUBA, 2002). Outro aspecto a ser considerado é que existe uma grande taxa de
recusa de fornecimento de amostra de sangue (GUBALA e ZUBA, 2003), que é
obtida através de coleta invasiva, além de requerer ambiente laboratorial e
profissional capacitado para coleta, tornando o fluido oral uma excelente alternativa

para monitorar o uso de &lcool no transito.

Tabela 4. Relagao de distribuicéo de etanol entre sangue, ar alveolar, urina e saliva.

Matriz Relacdo sangue: matriz
Sangue 1,00
Ar alveolar 0,0004
Urina 1,33
Saliva 1,18

Adaptado de PASSAGLI e MARINHO, 2011.

Conforme o observado na tabela 4, as amostras de fluido oral possuem
elevada correlagdo com a concentragdo sanguinea, viabilizando a sua utilizacdo
para prever se o individuo que consumiu o etanol esta sob o seu efeito (GUBALA e

ZUBA, 2003). A figura 2 mostra a concentracdo de etanol versus tempo em
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diferentes matrizes biolégicas demonstrando a correlacdo entre os resultados de

teores alcodlicos encontrados no sangue, ar exalado, urina e saliva.
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Figura 2. Concentracdo de etanol (mg/100 mL) versus tempo (minutos) em
diferentes matrizes biolégicas, baseado na média de individuos que ingeriram uma
dose de etanol de 0,68 g/Kg. Adaptado de PASSAGLI e MARINHO, 2011.

A coleta do fluido oral pode ser realizada diretamente ou através de
dispositivos coletores comerciais (SAMYN, LALOUP, DE BOECK, 2007), os quais
fazem uso de swabs absorventes constituidos principalmente por celulose e
polietileno (GROSCHL et al. 2008; CROUCH, 2005; ORASURE TECHNOLOGIES,
2013; COOPER et al., 2006; MOORE, 2009). Alguns dispositivos também podem
apresentar tampdes de preservagéo. A estimulagdo da saliva pode ser realizada de
forma mecénica, através da mastigacao de parafilm, cera de parafina, teflon,
borracha e gomas de mascar, ou através de dispositivos de coleta impregnados com
estimulantes da salivacdo (ex. acido citrico). No entanto, alguns problemas
associados a estimulacdo da saliva podem ser encontrados. No caso do parafilm
pode ocorrer a absor¢cdo de algumas substancias e metabdlitos da saliva, levando a
diminuicdo da sua concentracdo, além da possibilidade de interferéncia dos seus
constituintes nas andlises cromatograficas. Além disso, os dispositivos que possuem
estimulantes é&cidos podem alterar o pH da saliva e provocar mudancas ha
concentracdo das substancias a serem monitoradas (CROUCH, 2005; CHIAPPIN et
al., 2007).
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A vantagem dos dispositivos comerciais estd em propiciar uma coleta facil e
rapida de um volume adequado de fluido oral (SAMYN, LALOUP, DE BOECK,
2007), de forma ndo invasiva, pelo proprio agente de transito e sob superviséo
direta, dificultando a adulteragcdo da amostra pelo doador.

Os principais dispositivos presentes no mercado sdo Quantisal®, Cozart®,
Intercept®, Omni-sal®, Salivette®, Finger Collector®, Oral Diffusion Sink®, Proflow
Sialometer®, ORALscreen®, Orasure®, Hooded Collector®. Alguns dispositivos vem
acompanhados de tampdes de conservacdo como Quantisal® e Cozart®, outros
dispositivos como o Intercept®, possuem o estimulante de salivagdo 4cido citrico. O
Saliva Collection System-SCS®, diferentemente dos dispositivos citados, utiliza uma
solugdo extratora contendo um corante como padrdo interno, que € analisada em
fotdbmetro para a determinacéo do volume exato de fluido oral coletado (SHIPLEY et
al., 1992; GOMEZ et al., 1994; JONES, 1995; RAGGAM et al., 2008)

O dispositivo escolhido pelo nosso grupo de pesquisa para a coleta das
amostras de fluido oral foi o Quantisal®, (Figura 3), por possuir melhor indicativo do
volume de coleta (1mL), facilitando assim a obtenc&o de volumes homogéneos de
amostras e pelo fato de ja ter sido previamente validado pelo nosso grupo de
pesquisa, a exemplo dos trabalhos realizados por SOUSA et al., 2011 e
ZANCANARO et al., 2012.
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Figura 3. Dispositivo de coleta Quantisal® contendo o tampé&o de conservacéo
(IMMUNALYSIS CORPORATION, 2013).
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As desvantagens encontradas nas coletas de fluido oral como a baixa
concentracdo do analito e o pequeno volume de fluido oral disponivel para coleta,
podem ser contornados pelo uso de técnicas analiticas de alta sensibilidade, como a
técnica de HS e de SPME.

Apesar de ndo haver relatos na literatura para as analises de etanol em fluido
oral utilizando a CG/EM, conforme especificado na tabela 5, esta representa uma
ferramenta a ser considerada em andlises confirmatérias do teor de etanol por
condutores em fluido oral, ja que é considerada uma técnica altamente especifica,
excluindo a possibilidade da ocorréncia de resultados falso-positivos com outros
interferentes, pois possibilita a identificagdo do analito pelo espectro de massas e
isenta, portanto, a necessidade de utilizagéo de outros sistemas para confirmagao
dos resultados, reduzindo o tempo de processamento das amostras, além de possuir
elevada sensibilidade, viabilizando a deteccdo de etanol dentro da janela analitica da

nova lei que propde a alcoolemia zero.



Tabela 5. Métodos relatados na literatura para a analise de etanol em fluido oral.
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Método de
Método de analise coletado Coluna (CG) Fibra de SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
fluido oral
Statsure saliva
sampler Simonsen et
HS/CG-DIC (Statsure N&o descrito N&o se aplica N&o descrito 0,053 g/L Etanol al. 2012
Diagnostic "
Systems, USA)
HS/CG-DIC Sem dispositivo HP-Innowax N&o se aplica 0,0091 g/L 0,0276 g/L Etanol e metanol ARy St
de coleta 2011
Saliva
Collection RTX-BAC2 Poliacrilato 85 pm Etanol, acetaldeido, Feltraco,
(SPME)HS/CG-DIC System (Greiner (30m x 0,53mm x Nao descrito 0,05 g/L acetona, metanol e Antunes,
Bio-One- 2um-Restek) isopropanol Linden, 2009
Austria)
. o Poraplot Q = . Ernstgard,
HS/CG-DIC S0 CIERTEG (10m x 0,53x N&o se aplica N&o descrito Naq Etanol, acetaldeido e 2009
de coleta 2 descrito 2-propanol
mm)
Intercept®
Ensaio enzimatico (ADH) saliva kit Gjerde etal.,
Hitachi 917 (OraSure N&o se aplica N&o se aplica N&o descrito 0,1g/L Etanol 2008, 2010,
Technologies, 2011a, 2012

Inc- USA)




Tabela 5. Continuagéao.
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Método de
Método de analise coletado Coluna (CG) Fibra de SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
fluido oral
10% de cloreto de .
EC-1000 o } ~ Maleki et al.,
SPME-HS/CG-DIC N&o descrito  (30m x 0,25mm x p(gh\gnlla (lfvct)j' 0,0056 g/L q Nao Etanol e metanol 2006
0,25 um) 90% de sulfeto de escrito
' prata (Ag.S)
Salivette Yonamine et
HS/CG-DIC (Sarstedt- Poraplot Q N&o se aplica 0,006 g/L 0,010 g/L Etanol al., 2003
Germany)
= Gubala. W
~ . 0,2% Carbowax ~ . Nao Etanol !
HS/CG-DIC N&o descrito 1500/Graphpack N&o se aplica 0,05 g/L descrito Zuba D., 2002
Ensaio enzimatico (ADH)
Q.E.D. Saliva Alcohol Test Christopher,
Zeccardi,1992;
Bendtsen et
OH=.10), S5 . Sl
N&o se aplica 0,1g/L 0,2 g/L Etanol 1999 v

Alcohol Test N&o se aplica




Tabela 5. Continuagéo.
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Método de
Método de analise coletado Coluna (CG) Fibra de SPME LOD LOQ Analitos Referéncia
fluido oral
Ensaio enzimatico Haeckel
(Testomar-Alkohol Mono o i ocitivo N&o Bucklitsch
from Behringwerke b N&o se aplica N&o se aplica Nao descrito . Etanol ) '
de coleta descrito 1987; Jones,
GmbH)
1993
IS DIEHEET Sem dispositivo Nao
Eletroquimico b N&o se aplica N&o se aplica N&o descrito . Etanol Jones, 1978
de coleta descrito
i . o = Digregorio,
HS/CG-DIC Sem dispositivo Porapak Q N&o se aplica N&o descrito Nao Etanol Piraino, Ruch,
de coleta descrito

1978
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3.3.2 Headspace

A analise por HS se baseia no equilibrio entre os componentes voléateis de uma
amostra liquida ou solida em um recipiente selado (KOLB, 1999). Assim, o0s
compostos volateis sdo difundidos para a fase gasosa até atingirem um estado de
equilibrio e posteriormente uma parte da amostra é retirada do HS (figura 4) (KOLB,
1999). E considerada uma técnica simples, normalmente empregada para analisar
compostos organicos volateis de forma direta, evitando o preparo de amostras e
proporcionando, desta forma, um menor custo e rapidez nas andlises. Além disso, a
técnica de HS leva a concentragdo dos analitos presentes na amostra, o que garante
uma maior sensibilidade nas andlises (KOLB, 1999; RESTEK, 2012).

O principal objetivo da técnica € maximizar a concentracdo dos componentes
volateis no espago gasoso (headspace) e minimizar a contaminacédo indesejada da
amostra a partir de outros compostos presentes na matriz (RESTEK, 2012). Para
determinar a concentracdo do analito na amostra pode-se utilizar o coeficiente de
particdo (K) que é definido como a distribuicdo do analito entre a amostra e a fase
gasosa (KOLB, 1999; RESTEK, 2012). Assim, compostos com coeficientes de
particio menores, se difundem para a fase gasosa mais facilmente. O K é
influenciado pela temperatura e composicdo da matriz (RESTEK, 2012). Seu valor
pode ser diminuido, facilitando desta forma a sua distribuicdo a fase gasosa, pelo
aumento da temperatura e adicdo de um sal & matriz, diminuindo a solubilidade dos
compostos organicos e aumentando a sua volatilidade, conhecido como efeito salting-
out (KOLB, 1999; RESTEK, 2012). Os sais mais utilizados nas andlises por HS sdo o
cloreto de sadio, sulfato de sddio, carbonato de potassio, cloreto de aménio e sulfato
de aménio (RESTEK, 2012).

Outro fator importante a ser considerado nas andlises por HS é a relagéo entre
0 volume presente de amostra e o volume da fase gasosa, denominado (3. Desta
forma, menores valores de 3 (maiores volume de amostra), irdo aumentar a resposta
para os compostos volateis. No entanto, a diminuigcdo nos valores de 3 nem sempre
irdo aumentar a sensibilidade da resposta do analito, como por exemplo, para as
substancias que possuem valor de K elevado, pois nesse caso, havera uma maior
dificuldade da sua distribuicdo para a fase gasosa, e desta forma a substancia ficara

mais difundida na amostra e ndo no gas (RESTEK, 2012).
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Coeficiente de particéo (K) = Cs
Ce

Onde Cs é a concentracdo do analito na amostra e Cg a concentragdo do
analito na fase gasosa.

As principais formas de andlise por HS s@o o headspace estatico e o
hedaspace dindmico. A técnica mais utilizada é o headspace estatico, no qual a
amostra é colocada em um recipiente lacrado, submetida a aquecimento para a
formacdo de vapor, posteriormente € retirada uma aliquota de gas através de uma
seringa especifica chamada gas-tight e transferida para o CG. A outra forma € o
headspace dindmico ou purge-on trap, no qual um gas inerte é introduzido na amostra
levando os compostos volateis para um compartimento fechado (trap). Este
compartimento fechado é entdo aquecido e os compostos volateis sdo transferidos
pelo gas de arraste até a coluna do CG (KOLB, 1999).

O headspace é a técnica de escolha para realizar a determinacéo de etanol em
sangue e fluido oral no ambito forense, como ja verificado nas tabelas 2 e 5, pois
apresenta diversas vantagens como sensibilidade, proporcionando a andlise de
baixas concentracdes do analito, além de rapidez e simplicidade, pois ndo necessita
de pré-tratamento da amostra antes da introdugdo no CG, nem o emprego de fibras
de SPME que elevam consideravelmente os custos das analises. Desta forma, o HS
estéatico foi a técnica escolhida para a realizagdo das anélises de etanol em fluido oral,

utilizando CG/EM, pela metodologia proposta.
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Figura 4. Analise por HS estatico. (1) A amostra € adicionada em um frasco de HS, (2)
Ocorre a volatilizagdo do analito e sua particdo na fase gasosa, (3) E retirada uma
aliquota da fase gasosa através da seringa gas tight. Crédito de Maira Kerpel dos

Santos.



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais e reagentes

Etanol, metanol, acetato de etila, diclorometano, tolueno, éter etilico,
isopropanol e o padréao interno (PI) n-propanol foram adquiridos da Tedia Company
(Fairfield, OH, USA).

O dispositivo de coleta Quantisal®, os filtros e a solugdo de tampéao
conservante foram adquiridos da Immunalysis Corporation (Pomona, CA, USA). Cada
dispositivo de coleta contém um coletor com um indicador de volume que se torna
azul quando 1 mL de fluido oral sdo coletados e um tubo plastico de transporte com 3
mL do tampé&o conservante (volume final de 4 mL).

Os frascos (vials) de headspace e as tampas rosqueaveis de aluminio com
septo de PTFE e silicone, foram adquiridos da Agilent Technologies (Agilent J&W
Scientific, Folsom, CA).

4.2 Amostras branco
As amostras de fluido oral branco utilizadas no estudo foram obtidas de seis
voluntarios ndo usuarios de etanol. Apdés a coleta, as amostras de fluido oral foram

congeladas até a realizagédo das analises.

4.3 Solugdes padrao e de trabalho
As solugdes trabalho de etanol e do Pl foram preparadas em agua destilada a
partir de uma solugdo estoque. A concentracdo das solugbes de trabalho foram
preparadas em uma faixa de 40-0,5 g/L. O PI foi preparado em uma concentracéo de

2 g/L. Apo6s o preparo todas as solugdes foram mantidas em geladeira.

4.4 Preparo das amostras

A curva de calibragdo e os controles de qualidade foram obtidos através da
adicdo de 100 pL das solucdes estoque de etanol em 1 mL de fluido oral branco. A
curva de calibracédo foi obtida em uma faixa de concentragdo de 0,05-2 g/L e as
amostras do limite inferior de quantificagéo (LIQ), controle de qualidade baixo (CQB),
controle de qualidade médio (CQM), controle de qualidade alto (CQA) e controle de
qgualidade de diluicdo (CQD) foram obtidos nas concentra¢gdes de 0,05; 0,1; 0,5; 1,5 e
4,0 g/L, respectivamente. De acordo com o recomendado pelas guias de validagao,
por se encontrar fora da curva de calibracéo, o CQD foi submetido a uma diluicédo pré-

definida, chegando a concentra¢do de 1 g/L em 1 mL de fluido oral.
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ApoOs adicdo de etanol, as amostras foram diluidas com o tampéo de
conservacao (3 mL para cada 1 mL de amostra), na tentativa de mimetizar ao maximo
o procedimento de coleta pelo dispositivo Quantisal®. Apds a adicdo do tampéo as
amostras submetidas a agitacdo em vortex durante 20 s, e posteriormente foi retirada
uma aliquota de 1 mL, que foi transferida para vial de HS de 10 mL.
Subsequentemente foi adicionado ao vial de HS 50 pL do PI. O vial foi entdo colocado
na bandeja do injetor e submetido anélise automética de HS. Considerando a adicao
do tampdo de conservagdo, as amostras foram diluidas quatro vezes a partir da

concentracdo adicionada em 1mL de fluido oral.

4.5 Andlises cromatogréficas

As analises foram realizadas em um CG 5975C acoplado a um detector de
ionizagcdo de chamas e um detector de massas 7890A (Agilent Technologies, CA,
USA), equipados com um injetor automatico de HS (CTC Analytics Combipal, Basel,
Switzerland) e uma coluna ZB-BAC1, Zebron (Phenomenex), 30 m x 0,32 mm x 1,80
um. A temperatura do forno foi programada iniciando em 40°C (3 min), com uma
rampa de 5°C/min até 70°C (1 min). O tempo da andlise foi de 10 min. O post run foi
mantido a 200 °C por 3 min. O gas de arraste utilizado foi o Hélio ultrapuro, com um
fluxo de 1,4 mL/min. O injetor foi mantido a uma temperatura de 200°C e operado no
modo split 25/1.

O detector de massas foi operado no sistema de impacto de elétrons de 70eV e
no modo SIM (Single lon Monitoring). Foram monitorados os ions m/z 31, 45, 46 para
o etanol e m/z 60, 59, 31 para o PI. Os ions sublinhados foram utilizados para realizar
a quantificacdo. O calculo foi realizado através da raz8o entre a area do pico do
etanol e do PIl. As temperaturas da interface, da fonte ions e do quadrupolo foram
mantidas a 220°C, 230°C e 150°C, respectivamente..

Para as andlises realizadas em CG/DIC o injetor e o detector foram mantidos a
uma temperatura de 200°C O Nitrogénio foi utilizado como gas make up e o

Hidrogénio e o Ar sintético para acender a chama do detector.
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4.6 Desenho experimental

As condicbes experimentais da técnica de HS foram otimizadas através do
Box—Behnken design (BBD). Os dados foram processados pelo software estatistico
Minitab 14 (State College, PA, USA). O desenho foi construido considerando trés
fatores em trés niveis: temperatura 70 (-1), 80 (0) and 90 °C (+1), tempo de agitacdo 5
(-1), 12.5 (0) and 20 min (+1) e volume de amostra injetada 500 (-1), 750 (0) and 1000
pL (+1).

Os experimentos foram realizados de forma randomizada e em replicata (dois
blocos), realizados em dias distintos, totalizando 30 andlises (tabela 6). O objetivo do
experimento foi avaliar a sensibilidade do método para a andlise de etanol frente as
diferentes condic¢des testadas durante a extracéo pela técnica de HS.

Os dados do experimento foram ajustados seguindo um modelo polinomial de
segunda ordem (equacgdo 1), onde Yi representa genericamente cada resposta, n € o
namero de fatores ou variaveis, b0 € o coeficiente de regressédo do intercepto, e bi, bii
e bij sdo coeficientes de regresséo, linear, quadrético e de interagdo de cada fator Ai,
respectivamente.

Equacéo (1)
n n n
Yizbo+ P biAi + D biiA% + D bijAj
i=1 i=T K

A validade e capacidade preditiva do modelo matematico foram avaliadas sob

condicbes o6timas, comparando as respostas 6timas obtidas pelo modelo com os

resultados experimentais realizados.
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Tabela 6. BBD mostrando os trés fatores avaliados e seus trés niveis.

Run Heating temperature Stirring time Volume of sample
(°C) (min.) injection
(ML)
1 70 (-1) 5,0 (-1) 750 (0)
2 90 (+1) 5,0 (-1) 750 (0)
3 70 (-1) 20,0 (+1) 750 (0)
4 90 (+1) 20,0 (+1) 750 (0)
5 70 (-1) 12,5 (0) 500 (-1)
6 90 (+1) 12,5 (0) 500 (-1)
7 70 (-1) 12,5 (0) 1000 (+1)
8 90 (+1) 12,5 (0) 1000 (+1)
9 80 (0) 5,0 (-1) 500 (-1)
10 80 (0) 20,0 (+1) 500 (-1)
11 80 (0) 5,0 (-1) 1000 (+1)
12 80 (0) 20,0 (+1) 1000 (+1)
13 80 (0) 12,5 (0) 750 (0)
14 80 (0) 12,5 (0) 750 (0)
15 80 (0) 12,5 (0) 750 (0)

4.7 Validagdo do método por HS-CG/EM e HS-CG/DIC
A validacgao foi realizada de acordo com as recomendagdes do FDA (USA Food
and Drug Administration Center) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
para métodos bioanaliticos seguindo os seguintes parametros: seletividade, efeito
residual, efeito matriz, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e
quantificagao, estabilidade e recuperagéo (FDA, 2001; BRASIL, 2012).

4.7.1 Seletividade

A seletividade foi realizada através da andlise de amostras de fluido oral
coletadas pelo dispositivo de coleta Quantisal® de seis voluntarios ndo usuérios de
etanol. A presenca de substancias interferentes no método proposto foi avaliada e os
resultados comparados com aqueles obtidos nas amostras processadas no LIQ.

Adicionalmente, amostras de fluido oral foram fortificadas com 0,1 g/L de etanol
e substancias potencialmente interferentes, como solventes e inalantes, na intencéo
de encontrar picos no mesmo tempo de retengdo do etanol. As substancias testadas

foram: metanol, isopropanol, acetato de etila, éter etilico, diclorometano e tolueno.
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4.7.2 Efeito residual e efeito matriz

Para avaliar o efeito residual, foram analisadas seis amostras branco apos o
limite superior de quantificagéo (LSQ) e o CQA. Os resultados foram comparados com
0s obtidos das amostras processadas no LIQ.

Para avaliar o efeito matriz, triplicatas das amostras do CQB e CQA preparadas
em fluido oral e agua destilada adicionadas de Pl foram analisadas. O fator de matriz
normalizado (FMN) foi calculado para cada amostra, sendo avaliado através do

coeficiente de variagdo (CV), que conforme preconizado deve ser inferior a 15%.

FMN = Resposta do analito em matriz/Resposta do Pl em matriz

Resposta do analito em solugédo/Resposta do Pl em solugéo

4.7.3 Linearidade

A linearidade do método foi obtida através de trés curvas calibragdo,
analisadas em trés dias distintos e preparadas pela adicéo de etanol em amostras de
fluido oral nas concentragbes de 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 ¢g/L, e do Pl na

concentracao final de 0,1 g/L.

4.7.4 Limites de deteccédo e quantificagao

O LIQ foi estimado considerando valores de precisdo menores que 20% e
exatiddo entre 80 e 120%, através da andlise de cinco amostras independentes
fortificadas com etanol. O limite de deteccédo foi estimado pela relagéo sinal ruido de

aproximadamente trés (S/R= 3).

4.7.5 Preciséo e exatiddo intra e interdia

A exatiddo e a precisdo intradia foram avaliadas durante uma Unica corrida
analitica através da andlise de cinco replicatas do LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD (n =
25). Os ensaios interdia foram realizados durante trés dias, através da andlise de
cinco replicatas de cada CQ por dia. A precisédo foi expressa como desvio padrao

relativo (DPR) e a exatiddo como o percentual da concentragéo teorica.
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4.7.6 Estabilidade

Os ensaios de estabilidade foram realizados através da andlise de triplicatas de
amostras de CQB e CQA, fortificadas com o PI e incluiram ciclos de congelamento e
descongelamento, estabilidade pds-processamento (14 h), estabilidade de curta
duragéo (24 e 48 h a 4°C), estabilidade de curta duracdo com e sem controle de
temperatura, durante 4 h antes da extragéo, e estabilidade de longa duragédo para
amostras de fluido oral e solugfes trabalho apds o armazenamento por 1 més a uma
temperatura média de -10°C para as amostras de fluido oral e de 4°C para as
solucdes.

Os resultados analiticos foram obtidos através de uma curva de calibragédo
preparada no dia de cada analise, obtendo como resultado o desvio padrdo da média
das concentragOes obtidas com relagdo ao valor nominal, que ndo deve ultrapassar

15% para as amostras de fluido oral e 10% para as solugdes.

4.7.7 Recuperagéo

Para o ensaio de recuperagédo foram preparadas triplicatas das amostras de
CQB, CQM e CQA em fluido oral e agua destilada. As concentracdes foram
calculadas com base em uma curva de calibragcdo preparada no dia da andlise,
atraveés da relacdo entre as concentragdes obtidas em fluido oral e em agua destilada
x 100.

4.8 Andlises Estatisticas

A adequacgdo do modelo dos minimos quadrados ordinarios foi avaliada em trés
curvas padrdes (n= 21). Os dados foram analisados sem transformac¢des matematicas
através da regresséo linear, andlise de residuos (considerando um intervalo de

confianca de 95%) e andlise de variancia (ANOVA).






5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Otimizag¢éo dos parametros do HS

Os resultados experimentais obtidos a partir da matriz proposta foram
avaliados através da superficie de resposta, gerando um modelo polinomial empirico
de segunda ordem que descreve a relagdo entre as respostas e os fatores

considerados (equagao 2).
Equacéo (2)

y = - 413099 + 6377x1+21882X,-189X3-185X1 X0+ 4X1X5-XoXa-18X1? -287x,7

Onde x; representa a temperatura de aquecimento, X»,0 tempo de agitagao e x3
e 0 volume de injegcdo da amostra.

De acordo com a superficie de resposta, a resposta aumenta
proporcionalmente ao aumento no volume de injecéo (fig 5). Assim, o volume de 1000
mL foi selecionado devido & maior resposta gerada. O mesmo aconteceu com a
temperatura de aquecimento, a qual obteve uma resposta 6tima na temperatura de 90
°C. O tempo de agitagdo foi a caracteristica mais importante avaliada e € considerada
um fator de risco independente, porque é capaz de gerar um efeito negativo
quadrético na superficie da resposta, (p <0,05). Ap6s 7 minutos de agitagdo ocorreu
uma diminuigéo significativa na resposta (fig 5), que foi mais evidente apds 10 min.
Esta conclusé@o reflete o oposto dos resultados apresentados até o momento na
literatura para a andlise de etanol, que geralmente possui um tempo de aquecimento

superior a 10 min.
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Injection volume (uL)*Temperature
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Figura 5. Graficos de contorno obtidos através do BBD para os trés fatores avaliados
no HS: tempo de agitacdo, temperatura de aguecimento e volume de injegéo.

A capacidade preditiva do modelo matematico gerado foi avaliada através da
analise de cinco repeticdes da mesma amostra, avaliada sob as condi¢cfes 6timas de
90 °C para a temperatura de aquecimento, 7 min para o tempo de agitacdo e 1000 pL
para o volume de injecéo.

A capacidade preditiva do modelo foi atestada pela alta similaridade entre a
area prevista e areas experimentais obtidas (tabela 7). Através da avaliagdo da
capacidade preditiva, foi possivel confirmar a validade do modelo matematico gerado
para determinar as condicdes 6timas de extracdo, considerando a combinacdo dos
trés fatores avaliados. Assim, os parametros obtidos para o HS no desenho
experimental foram utilizados para a validagdo analitica, assegurando uma maior

sensibilidade da técnica.
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Tabela 7. Resultados obtidos pela avaliagdo da capacidade preditiva do modelo
matematico gerado.

Capacidade preditiva

. . a Area obtida
Area predita (n=5)" (%)
208800 224520 107,5
DP 28389 13,6
DPR 12,64 12,6

& valor predito a partir do modelo matematico gerado
area experimental obtida a partis das condi¢des 6timas

5.2 Validagéao

Apesar de ser pouco utilizada nos laboratérios forenses para a determinacdo do
etanol, a analise realizada por CG/EM pela metodologia proposta mostrou ser eficaz
para a determinacdo de etanol em fluido oral, através da analise simultinea do
cromatograma e do espectro de massas (fig 6 e 7). Os tempos de retengédo (TR)
obtidos para o etanol e para o Pl foram iguais a 1,78 e 2,80 min, respectivamente.
Para o monitoramento do etanol e do Pl foram escolhidos os ions mais abundantes e
representativos das moléculas (pico base e ion molecular) (fig 6).

O método proposto também se mostrou eficaz nas analises de etanol atraves de
CG/DIC, com um TR de 2,02 para o etanol e 3,17min para o PI (fig 8). O tempo de
andlise total de 10 min foi mantido devido a andlise simultinea de solventes

interferentes realizada no ensaio de seletividade.
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Figura 6. Cromatograma da analise de Etanol (1) e PI (2) em fluido oral utilizando

CG/EM.
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Figura 7. Espectro de massas do Etanol (1) e Pl (2) e os respectivos modelos de
fragmentagdo propostos para as moléculas, com os ions utilizados no seu
monitoramento.
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Figura 8. Cromatograma da analise de Etanol (1) e Pl (2) em fluido oral utilizando HS-
CG/DIC.
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A recuperacao foi testada pela comparacdo dos resultados obtidos em agua e
fluido oral através de uma curva de calibragcdo preparada no dia das analises, para os
CQ baixo, médio e alto, obtendo-se os valores adequados para o método proposto.
Corroborando com os resultados obtidos, os dados de recuperagao obtidos nas
andlises por CG/DIC ndo apresentaram variacdo superior a 5%, mostrando a
efetividade da extracdo através da técnica de HS pelo método desenvolvido (tabela
8).

Tabela 8 Recuperacédo obtida através da relagédo do fluido oral e agua em CG/EM e
CG/DIC.

CG/EM CG/DIC
Amostra CQ Recuperacao (%) CV (%) Recuperacao (%) CV (%)
CQB (n=3) 103,63 4,3 95,1 4,6
CQM (n=3) 99,92 1,3 100,5 2,3
CQA (n=3) 96,22 3,0 103,4 3,5

CQ: Controle de qualidade
CQB: CQ baixo (0,1 g/L); CQM: CQ médio (0,5 g/L); CQA: CQ alto (1,5 g/L).

A curva de calibragdo do método foi construida a partir de 7 pontos na faixa de
0,05-2,0 g/L, em trés dias distintos. Para avaliar a linearidade da faixa testada foi
utilizada a regresséo linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios. Obteve-
se um R? na ordem de 0,99 em todas as equacdes, observando-se um aumento
proporcional da raz@o das &reas em relagc&o a concentragdo dos analitos (tabela 9). A
linearidade também avaliada pelo efeito residual, mostrando uma dispersdo uniforme
dos pontos em torno da reta. De acordo com os gréficos de residuos obtidos,
observou-se a homocedasticidade da faixa testada no intervalo de confiangca de 95%
e a auséncia de outliers, pontos considerados como observacdes atipicas fora do
intervalo de confianca estabelecido. O teste de ANOVA também foi realizado e
apresentou valores de p>0,05 (tabela 9), demonstrando que ndo houve desvios da

linearidade, e evidenciando, portanto, a adequabilidade da descricdo dos dados para
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avaliar a linearidade do método (fig 9). Apesar de normalmente ser empregado
somente o teste dos minimos quadrados ordinarios para a avaliacdo da linearidade,
guestiona-se a sua viabilidade quando analisado isoladamente, jA que a confirmacgao
por outros testes pode indicar a inexisténcia da correlagdo proporcional entre as areas
obtidas dos analitos e as concentragdes testadas (heterocedasticidade) (SOUZA et
al., 2011). Desta forma, destaca-se a importancia da realizacdo de analises
complementares a dos minimos quadrados ordinarios, de forma a apresentar os
resultados da regressao linear com confianga, garantindo assim a linearidade do

método desenvolvido.
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Figura 9. Curvas de calibracdo referente a trés dias distintos de analise (A) e as
respectivas analises de residuos (B), utilizando CG/EM.

Os resultados obtidos pelas analises realizadas em CG/DIC também confirmaram
a linearidade do método, através da andlise do R?, andlise de residuos e ANOVA
(p>0,05) (tabela 9).
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Tabela 9. Resultados obtidos a partir dos minimos quadrados ordinarios e ANOVA.

CG/DIC CG/EM

Equacéo * R?" p° Equacdo ? R?" P

y =1,3302x - 0,0246 0,9993 0,1884 y =1,3081x- 0,0217 0,9995 0,6594

2 y=1,4203x- 0,0387 0,9975 0,2332 y =1,31x-0,0343 0,9994 0,6817

3 y=13797x-0,0311 0,9978 0,3461 y =1,3406x - 0,0391 0,9998 0,6534

¥ Equacéo da reta
b_: R? obtido a partir da curva de calibracio
“ Valor de p obtido a partir de anélise de variancia (ANOVA)

As respostas dos picos interferentes nas amostras branco, injetadas apés o LSQ e
CQA foram inferiores a 5% para o etanol e PIl, permanecendo dentro dos limites
estabelecidos e descartando a ocorréncia de efeito residual durante as analises de
etanol em fluido oral. Apesar de também estar de acordo com os limites estabelecidos
nas analises realizadas através de HS-CG/DIC, o efeito residual foi de
aproximadamente 20% para o etanol apos a inje¢do da segunda e terceira amostra do
LSQ. Desta forma, a fim de se evitar a interferéncia nos resultados obtidos para o
etanol, apds a analise das amostras do LSQ foi realizada a injecdo de duas amostras
branco.

O efeito matriz foi obtido pelo CV das amostras preparadas em agua e fluido
oral realizado através de CG/EM apresentou valores iguais a 3,51% para o CQB e
1,3% para o CQA. As analises utilizando CG/DIC também apresentaram resultados
inferiores a 15%, conforme o preconizado para as duas concentragdes testadas,
confirmando que n&o ha interferéncia da matriz na resposta do etanol nas analises
realizadas pelas duas metodologias.

O LIQ do etanol em fluido oral foi igual a 0,0125 g/L, com uma preciséo e
exatiddo intradia inferiores a 15%. O LD estimado através da relacdo sinal ruido igual
a trés, foi de 0,005 g/L, inferior ao encontrado nas analises por CG/DIC que
apresentaram um LD igual a 0,0129 g/L, demonstrando a maior sensibilidade da
técnica proposta, viabilizando a sua implementagdo na rotina dos laboratérios

forenses.
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Os resultados obtidos para a precisdo e exatiddo interdia e intradia n&o
excederam 12%, mostrando-se adequados para o método proposto e de acordo com
as guias de validagdo para métodos bioanaliticos, assim como os valores obtidos

atraves de CG/DIC, que foram inferiores a 15% (tabela 10).

Tabela 10. Exatiddo e precisdo intradia e interdia do etanol em fluido oral utilizando
CG/EM e CG/DIC.

CG/EM CG/DIC
Intradia Interdia Intradia Interdia
CQ Exatidao DPR Exatidao DPR Exatidao DPR Exatidao DPR
(n=5) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
LIQ 111,3 1,9 103,5 2,8 114,0 5,3 106,0 11,9
CcQB 97,9 14 93,4 3,5 106,0 4,7 107,0 2,1
CQM 97,5 2,2 97,9 1,5 92,2 6,0 95,0 3.4
CQA 105,2 4,7 101,9 4,2 95,7 4,4 96,7 0,9
CQD 101,6 2,4 103,1 10,3 93,0 6,4 98,7 5,4

CQ: Controle de qualidade
LiQ: Limite inferior de quantificagcdo (0,05 g/L); CQB: CQ baixo (0,1 g/L); CQM: CQ médio (0,5 g/L); CQA:
CQ alto (1,5 g/L) e CQD: CQ de diluicao (4,0 g/L).

O ensaio de estabilidade foi realizado com a intencéo de reproduzir a rotina de
coletas de fluido oral e seu transporte até o laboratério. Para o ensaio foram
empregadas amostras de CQB e CQA em triplicata, as quais foram armazenadas no
refrigerador durante 24 e 48h. As amostras também permaneceram a temperatura
ambiente (£25°C) e em ambiente com temperatura controlada (x20°C) durante 4h,
além de serem reanalisadas apds 14h (tempo superior ao intervalo mais longo
compreendido entre o final do preparo das amostras e corrida analitica mais longa).
Todas as amostras demonstraram variagao inferior a 15%, assim como as amostras
submetidas aos ciclos de congelamento e descongelamento (tabela 11). Também foi
realizada a estabilidade de longa duracdo das amostras de fluido oral, que
permaneceram a uma temperatura média de -10°C durante 1 més. As solucdes

estoque de etanol preparadas em agua destilada também foram submetidas ao teste
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de longa duracéo pelo mesmo periodo, mas foram armazenadas a uma temperatura
de 4°C, assim como permaneceram as solugdes durante o ensaio de validagcdo. As
amostras de fluido oral e as solugdes empregadas no ensaio de longa duragao
apresentaram variagao superior a 15 e 10%, respectivamente, e, portanto, conforme
as guias de validagdo, ndo séo consideradas estaveis nas condigcbes a que foram
submetidas durante o ensaio.

As solugbes de etanol e as amostras de fluido oral preparadas durante a
validacdo provaram ser estaveis sob a maior parte das condi¢cfes testadas, exceto
para o ensaio de longa duracdo. No entanto, ndo foram testadas outras condi¢des
para o ensaio de longa duracdo que podem possibilitar o seu armazenamento nas
condi¢des preconizadas como o congelamento a temperaturas iguais a -20°C ou -
40°C. Ainda assim, nos demais ensaios realizados, que reproduzem a rotina de
armazenamento e de andlises, as amostras ndo apresentaram variacdo significativa,
possibilitando sua coleta, preparo e transporte sob as condi¢des habituais requeridas

para 0 seu emprego no monitoramento do etanol em condutores.

Tabela 11. Valores obtidos nos ensaios de estabilidade para as amostras de CQA e
CQB.

ENSAIO DE ESTABILIDADE CQB (n=3) CQA (n=3)
(%) (%)

P6s-processamento (14h) 97,5 99,4
Curta duracgéo - 24h (4°C) 99,6 95,0
Curta duracgéo - 48h (4°C) 92,5 97,5
Congelamento e descongelamento 101,9 1024
(3 ciclos de 24 h)

4h temperatura ambiente (+25°C) 86,7 96,0
4h (20°C) 93,0 102,3

CQ: Controle de qualidade
CQB: CQ baixo (0,1 g/L); CQA: CQ alto (1,5 g/L).

A seletividade do método foi realizada através da inje¢cdo de amostras branco
de fluido oral de seis individuos distintos e ndo apresentou interferéncias significativas

proximas ao tempo de retencdo do etanol, com respostas inferiores a 5% aos
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resultados obtidos no LIQ. A seletividade também foi obtida pela andlise de metanol,
isopropanol, acetato de etila, éter etilico, tolueno e diclorometano, solventes e
inalantes que podem apresentar interferéncia na analise de etanol. O metanol é um
dos solventes mais liberados no ambiente e esta presente em combustiveis, resinas,
corantes, esmaltes, além de ser utilizado na adulteragdo de bebidas alcodlicas. O
isopropanol também pode estar presente em bebidas alcodlicas, tintas graficas e cola
doméstica (LEITE, 2008). Os outros solventes foram escolhidos por serem utilizados
como inalantes, podendo causar interferéncia nas andlises de triagem por etildmetro
(SPINELLI, 2004). Alguns solventes sdo fabricados clandestinamente ou
contrabandeados para fins de abuso, como € o caso do langa-perfume (cloreto de

AN

etila), muito utilizado pelos jovens e do “cheirinho da lolé” (mistura de éter etilico,
etanol e cloroférmio). Outros compostos importantes utilizados como inalantes estao
presentes na cola de sapateiro (mistura de tolueno, n-hexano, metiletilcetona e
acetato de etila). Estas substancias volateis, quando aspiradas pelo nariz ou pela
boca também levam & depressdo do sistema nervoso central, podendo provocar
confuséo, desorientacdo, perda do autocontrole, sonoléncia, ataxia, e em casos mais
severos, inconsciéncia, depresséo respiratéria e parada respiratéria (PEDROZO e
JESUS, 2008).

A andlise simultanea de etanol e solventes foi realizada através de HS-CG/EM
no modo scan. Nenhuma das substancias testadas interferiu na analise do etanol, que
obteve um TR de 1,78 min, apresentando uma boa separa¢gdo dos demais compostos
testados (fig 10), além de espectro de massas bem definido (fig 11, 12 e 13),
excluindo a possibilidade de resultados falso-positivos para os solventes testados.
Considerando a avaliagdo simultdnea do espectro de massas, a confirmacdo do
etanol por outro sistema cromatografico ndo € necessaria, demonstrando que o
método proposto € capaz de realizar a identificagdo inequivoca do analito, tendo
desempenho compativel com as analises forenses e permitindo a aplicagdo de
métodos paralelos para a determinacao simultdnea de outras substancias psicoativas,
utilizando CG/EM e o fluido oral como matriz biol6égica, como os métodos previamente
desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa (SOUZA et al., 2011; ZANCANARO et
al., 2012; MARIOTTI et al., 2013).
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Figura 10. Cromatograma da analise de etanol em fluido oral e seus possiveis
interferentes. (1) Metanol, (2) Etanol, (3) Isopropanol, (4) Diclorometano, (5) Eter
etilico, (6) PI, (7) Acetato de Etila e (8) Tolueno.

Normalmente os métodos de andlise de substancias licitas e ilicitas utilizadas
no transito realizam a determinacdo do etanol através de HS-CG/DIC e das demais
substancias por CG/EM ou Cromatografia Liquida acoplada a detector de Massas
(LC/EM), conforme realizado por YONAMINE, 2003, que monitorou o uso de
substancias ilicitas e de etanol nas rodovias do estado de S&o Paulo. N&o foi
encontrado na literatura o relato da andlise de etanol em fluido oral utilizando CG/EM.
O método proposto mostrou ser rapido, sensivel e facilmente aplicavel na rotina
laboratorial j& que n&o requer o pré-tratamento das amostras de fluido oral, e desta
forma, propicia o desenvolvimento futuro de métodos para 0 monitoramento
simultaneo de etanol, solventes e outras substancias psicoativas, tanto para avaliagdo
do consumo no transito, como em analises de solventes no ambito ocupacional,

através do aumento do painel de analitos a serem monitorados.
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Figura 11. Espectro de massas do Metanol (1), Etanol (2) e Isopropanol (3).
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Figura 12. Espectro de massas do Diclorometano (4), Eter etilico (5) e PI (6).
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Figura 13. Espectro de massas do Acetato de Etila (7) e Tolueno (8).
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A partir do desenho experimental realizado foi possivel otimizar a extragdo por
HS garantindo uma maior sensibilidade da técnica ao etanol, além de reduzir o tempo
de incubacédo para 7 minutos, diminuindo o tempo das andlises. A validagdo analitica
mostrou que o método desenvolvido é linear, especifico, com recuperacao, precisao,
exatiddo e estabilidade dentro dos limites aceitos para métodos bioanaliticos pelo
FDA e ANVISA. O método também provou ser simples, sem etapas de preparacdo da
amostra, e sensivel, apresentando limites de deteccdo inferiores aos obtidos pelas
andlises realizadas em HS-CG/DIC, viabilizando sua aplicacdo na rotina laboratorial.

A partir dos resultados obtidos, destaca-se a viabilidade de desenvolvimento de
um método utilizando a técnica de HS-CG/EM para o monitoramento simultaneo de
etanol e outros solventes e inalantes, no ambito da toxicologia social (abuso) e
ocupacional, que também possuem altos indices de abuso pela populagdo brasileira e
também provocam altera¢cdes no SNC, oferecendo risco ao ato de dirigir.

A possibilidade de coleta do fluido oral no local da abordagem policial, evitando
a extrapolacdo da janela analitica do etanol, como ocorre na coleta do sangue que
necessita de ambiente laboratorial para ser realizada, além da simplicidade e
confiabilidade do método analitico proposto, evidenciam a sua aplicabilidade, com a
robustez necessaria para suportar um processo legal, preenchendo desta forma, uma
lacuna na confirmagdo dos resultados do consumo de etanol pelos condutores no

Brasil.
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