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RESUMO

O consumo de bebidas alcodlicas € praticado pela sociedade desde,
pelo menos, o inicio dos registros historicos em rituais religiosos,
comemoracgoes e confraternizagdes. Na saude, o etanol é utilizado como anti-
séptico e desinfetante. Também é empregado como veiculo para alguns tipos
de apresentagdes farmacéuticas. Contudo, seu principal impacto € devido ao
uso nao-meédico, tanto pela alta frequéncia de uso como pelos inumeros
problemas de Saude e Seguranga Publica a ele associados. Com a entrada em
vigor da chamada “Lei Seca” faz-se necessario um maior conhecimento dos
efeitos do etanol sobre o organismo humano especificamente sobre a
populagdo brasileira. Assim, este trabalho tem por objetivo realizar os
procedimentos de validagdo de uma metodologia cromatografica para
identificacao e quantificagao de etanol e do acetaldeido e de sua aplicacdo em
um grupo populacional exposto. Nesta validagdo foram estudados os critérios
e estabelecidas as condicbes cromatograficas que atendam ao objetivo
supracitado. Foram analisados pela metodologia padronizado e pelo etildbmetro,
6 individuos nesse primeiro momento, estando o valor do etildmetro
subestimado em 40% em 4 desses casos, diferenca que no entanto
desaparece quando esses dados sado estudados de forma conjunta, sendo
entdo estatisticamente semelhantes. Assim deve-se utilizar individualmente
esses resultados, para que as caracteristicas metabdlicas singulares de cada
um, sejam evidenciadas. Existe também a necessidade de analises de um

grupo maior, para que haja maior robustez nos resultados.



ABSTRACT

The consumption of alcoholic beverages is practiced by the society
since, at least, the beginning of recorded history in religious rituals, celebrations
and gatherings. In health, ethanol is used as an antiseptic and disinfectant. It is
also used as a vehicle for some types of pharmaceutical preparations.
However, its main impact is due to non-medical use, both for the high frequency
of use as by the numerous problems of public health and safety associated with
it. With the entry into effect of the so-called "Lei Seca" is necessary a better
understanding of the effects of ethanol on the human body specifically the
Brazilian population. Thus, this work aims to carry out the procedures for
validation of a chromatographic method for identification and quantification of
ethanol and acetaldehyde and their application in a exposed populational group.
In this validation were studied the criteria and established the chromatographic
conditions that meet the above objective. Were assessed by this standardized
methodology and by breathalyzer, six individuals at this time, the value of
breathalyzer being underestimated by 40% in 4 of these cases, however
difference disappears when the data are studied jointly, looking like statistically
similar. Thus, these results must be used individually, so that the particular
metabolic characteristics of each one are evident. There is also a need for

analysis of a larger group, for greater robustness in the results.
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1. INTRODUGCAO



1.1 Aspectos historicos do uso do alcool

A palavra “alcool” possui uma origem inusitada. Vem da palavra al kuhl e
se referia originalmente a um fino pé de antimbnio, o qual era usado por
mulheres para pintar as palpebras’. Posteriormente esse termo foi utilizado por
alquimistas para indicar produtos de destilagéo, o que levou ao significado atual

da palavra®.

Denomina-se alcool a um grupo de substancias orgénicas que contem
um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono em substituicdo ao atomo de
hidrogénio1. Alcoois comuns incluem o alcool etilico ou etanol (encontrado nas
bebidas alcodlicas), alcool metilico ou metanol e o alcool propilico ou propanol.

O consumo de bebidas alcodlicas € praticado pela sociedade desde,
pelo menos, o inicio dos registros histéricos®. Como descrito na literatura,
desde os primordios da civilizagdo o alcool ja estava presente na sociedade
como um elemento importante em rituais religiosos, comemoragdes e

confraternizacdes®.

Posteriormente novos tipos de bebidas alcodlicas foram desenvolvidos,
e produtos antes produzidos no meio doméstico, passaram gradualmente a
escala industrial. Estando disponivel para ser comprado em qualquer lugar hoje

em dia’.

1.2 Caracteristicas fisico-quimicas do etanol

O etanol, cuja férmula molecular € CH3CH20H, é um liquido incolor com
peso molecular 46,07 u, tem sido descrito como um dos mais peculiares
compostos organicos contendo oxigénio, dado sua combinagdo de
propriedades como solvente, germicida, anti-congelante, combustivel,
depressivo, componente de bebidas, além de grande versatilidade como

intermediario quimico para outros produtos®.



1.3 Aspectos toxicocinéticos e toxicodinamicos do

etanol no organismo humano

Segundo Santos et al, na area médica o etanol é utilizado como anti-
séptico e desinfetante ”. Também é empregado como veiculo para alguns tipos
de apresentacdes farmacéuticas®. Contudo, seu principal impacto ¢ devido ao
uso nao-meédico, tanto pela alta frequéncia de uso como pelos inumeros
problemas de Saude e Seguranga Publica a ele associados °,

Devido principalmente as suas propriedades fisico-quimicas, a
toxicocinética do etanol é complexa e sua distribuicdo através dos diversos
compartimentos corpéreos depende de muitos fatores, incluindo: quantidade e
tipo de ingestdo (dose unica ou fracionada), presenca de alimento no
estdmago, fluxo sanguineo hepatico, idade, sexo, quantidade de agua no corpo
e atividade/sintese de isoenzimas alcool desidrogenases’.

O etanol é rapidamente absorvido principalmente no estémago’’. Uma
fragdo importante é eliminada através da biotransformacao ocorrida no figado,
fendbmeno este classicamente denominado como efeito de primeira
passagem'?. De acordo com Swift (2003) o metabolismo hepatico do etanol
mostra cinética de saturagao, em concentragdes bem baixas, de maneira que a
fracdo removida diminui quando aumenta a concentracdo neste érgéo“”.
Portanto, se a absorcédo do etanol é rapida e a concentragdo na veia porta é
elevada, a maior parte dele escapa para a circulagdo sistémica, corroborando
para os efeitos comportamentais tipicos da ingestdo excessiva. Contudo, se a
absorc¢ao for lenta, uma maior fragdo € removida pelo metabolismo hepatico.

Apos alcangar a corrente sanguinea, o etanol é uniformemente
distribuido pela agua corpérea™. Assim, em um estbmago vazio o etanol é
mais facilmente absorvido e conduz a maiores alteragbes organicas.

Cerca de 90% do alcool etilico absorvido € biotransformado sendo que
entre 5 e 10% € excretado de forma inalterada, através do ar expirado e na
urina. Este Ultimo percentual, embora insignificante do ponto de vista
toxicologico, é responsavel pelo fornecimento da base ou do principio da
estimativa dos niveis sanguineos de etanol a partir das mensuragbes

realizadas no ar expirado ou na urina'.



Para se calcular o valor da concentragdo sanguinea a partir do ar
expirado, utiliza-se a Lei de Henry que diz: “A solubilidade de um gas dissolvido
em um liquido (etanol no sangue arterial) € proporcional a pressao parcial do
gas acima do liquido (etanol no ar exalado)’. Portanto, a propor¢do das
concentragdes de etanol no sangue e no ar alveolar, determinada ao final da
expiracao profunda é relativamente constante sendo que uma concentragao de
0,8 g.L" (8 dg.L™") de sangue arterial, produz aproximadamente, 0,35 mg.L™" no
ar expirado. Esta proporgao ¢ a base da utilizacgo do etilémetro™®.

A biotransformacgao do alcool etilico ocorre quase que integralmente no
figado. Aproximadamente, 85% do etanol ingerido € metabolizado por oxidagao
enzimatica que consiste de duas reagbes enzimaticas sucessivas que
requerem nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") como co-fator. A primeira
reacdo envolve a enzima alcool desidrogenase (ADH) responsavel pela
conversdo de etanol a acetaldeido com consequente reducdo do NAD®. O
metabdlito acetaldeido € wuma substancia reativa e hepatotdxica.
Posteriormente o acetaldeido € metabolizado a acido acético (acetato) pela
enzima aldeido desidrogenase (ALDH), que também reduz a NAD". O acetato
produzido é rapidamente convertido a gas carbbnico e agua através do Ciclo
de Krebs "1°.

Ambas ADH E ALDH apresentam multiplas isoformas, que podem ser
codificadas através de diversos genes e sao responsaveis por gerar
importantes diferencas acerca do metabolismo do alcool etilico, caracterizando
um polimorfismo observado em diferentes grupos populacionais?.

Uma via secundaria de biotransformag¢ao do alcool envolve a enzima
catalase. Esta enzima se faz presente em todos os tipos celulares e sua fungao
esta relacionada a eliminagdo de peroxidos e a concomitante diminuicao das
especies radicalares. Na presenca de peréxidos, este tipo enzimatico pode
oxidar etanol a acetaldeido e acetato?'. Apesar da catalase contribuir
minoritariamente em relacdo a oxidacdo total do etanol, a producdo de
acetaldeido pode ocasionar alteragdes fisiologicas em tecidos cerebrais e
outros 6rgaos através da formagao de de adutos de acetaldeido com proteinas
e com o DNA. Este pequeno grau de esterificagdo pode contribuir para a

toxicidade a longo prazo?.
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FIGURA 1: Metabolismo do etanol?®®

Enzimas esterasicas denominadas acidos-etil-éster sintetases (FAEES)
presentes em diversos tecidos como cérebro, coragao, pancreas e tecido
adiposo podem reagir com acidos graxos para formar acidos graxos etil-éster.
No entanto estes ultimos podem persistir por horas a dias apos a eliminagao do
etanol e, portanto, podem se apresentar como biomarcadores do consumo de
etanol ™.

Com relacdo a biomarcadores urinarios do consumo crénico de alcool
etilico destacam-se o etil sulfato e o etilglucuronideo, formados pela
conjugacgao do etanol com sulfato e com acido glicurbénico, respectivamente.
Entretanto apenas 0,02 a 0,06% do etanol € eliminado por essa via de
transformacéo' 2,

Além de ser eliminado do organismo mais lentamente que o etanol, o etil
glucuronideo é um metabdlito direto dessa substancia, o que Ihe confere maior
especificidade?.

Do ponto de vista toxicodindmico, o etanol tem seu efeito principal sobre

o Sistema Nervoso Central (SNC), através de uma caracteristica acao
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depressora. Dessa forma segundo Tabakoff & Hoffman (1996) o efeito do
alcool etilico € puramente depressor, a nivel celular, embora aumente a
atividade de impulsos — presumivelmente por desinibicdo — em algumas partes
do SNC, notadamente nos neurénios dopaminérgicos mesolimbicos que estao
envolvidos no fendmeno da recompensa®®.

O alcool pode induzir tolerancia farmacodinamica, associada ao
desenvolvimento de dependéncia fisica. Na ocorréncia deste fenbmeno, pode
haver concentragdes plasmaticas muito altas com minima ou até nenhuma
expressao clinica de intoxicagdo. Nao ha, entretanto, toleréncia aos efeitos
letais do alcool'® %',

Uma interagdo pouco comum € a que ocorre entre o alcool e o
dissulfiram, caracterizada por rubefacdo, cefaléia, nauseas e vOmitos, e
taquicardia. Baseado nisso, o dissulfiram tem sido usado no controle de
pacientes com dependéncia alcodlica. Esta droga interfere no metabolismo do
alcool por meio da inibigao irreversivel da enzima acetaldeido desidrogenase,
levando ao aumento de acetaldeido, responsavel pelos sintomas
desagradaveis resultantes da ingestdo do alcool etilico?®. Essa droga deve ser
utilizada com acompanhamento médico, pois possui algumas rea¢des adversas
sérias, de acordo com a sua bula, que variam desde uma sonoléncia ou dor de

cabeca, até neurotoxicidade, hepatite e reagdes psicoticas.

1.4 ExposigOes aguda e crénica ao etanol

A exposicdo aguda ao etanol divide-se em duas fases distintas, uma
estimulante e outra depressora do Sistema Nervoso Central. Nesta primeira
fase, os efeitos mais comuns s&o: euforia, desinibicdo e loquacidade (maior
facilidade para falar). Na segunda fase outros efeitos surgem, como: falta de
coordenagao motora, descontrole e sono, podendo chegar ao coma,
dependendo dos niveis de consumo?®.

Ja a exposicao crénica esta relacionada ao consumo continuado dessa
substancia, que ao longo do tempo pode desenvolver dependéncia, conhecida
como alcoolismo. Essa condigdo é considerada frequente entre os brasileiros,
atingindo cerca de 10% da populagéo. Alguns sinais de dependéncia sao: o

desenvolvimento de tolerancia; grande desejo de beber e falta de controle em
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quando deve parar; sindrome de abstinéncia (surgimento de sintomas
desagradaveis apds ficar algumas horas sem ingerir bebida alcodlica)®®.
No entanto, o estudo realizado, trata do uso agudo de etanol, ou seja,

seus efeitos em apenas um curto espaco de tempo.

1.5 Alcool e transito

Segundo a Organizagao Mundial de Saude, morrem por ano cerca de
1.300.000 pessoas por lesdes causadas em acidentes de transito no mundo
sendo que apenas no Brasil este numero beira os 38.000. Sendo nos anos 90,
a nona entre as dez maiores causas de morbidade. Estima-se que em 2020
alcance o terceiro lugar, estando atrds somente de cardiopatia isquémica e
depressao unipolar grave®.

Em 2006, os impactos sociais e econémicos dos acidentes de transito
nas rodovias brasileiras chegam a R$ 24,6 bilhées, valores principalmente
relacionados a perda de producdo devido a morte das pessoas ou a
interrupgdo das atividades das vitimas®>".

Embora as causas de acidentes de transito podem ser varias, como por
exemplo a qualidade das estradas, a educacdo dos motoristas € fundamental
para que se reduza significativamente os numeros acima mencionados.

Assim, as Leis de Transito precisam ser criteriosamente avaliadas antes
de serem aprovadas e entrarem em vigor, para garantir que sejam
racionalmente légicas, cientificamente apoiadas e venham a ser cumpridas
igualmente por todos, sem que haja a diferenciacao entre as classes ou formas
que permitem escapes legais.

Sendo também importante a interagao entre o etanol e outras drogas,
em motoristas de veiculos automotores, como por exemplo a cocaina, que

interage com o etanol, formando o cocaetileno®* *.

Esse metabdlito,
potencializa os efeitos de ambas as drogas, aumentando o estado de euforia,
através do bloqueio da recaptacdo de dopamina no cérebro®. Assim, uma
interacédo tdo perigosa deveria despertar maior interesse das autoridades, em

relacdo a deteccgao de tal metabdlito.



1.6 Limites legais da concentragdo de alcool no sangue

pelo mundo

O padrao populacional do consumo de alcool varia tanto de pais para
pais, quanto no interior de cada um. Dessa forma este costume influencia
também sua tolerancia perante a lei. Entretanto, quando ingerido em doses
acima de limites cientificamente estabelecidos, o etanol certamente prejudicara
as condicbes de dirigibilidade dos motoristas. Assim foram estabelecidos
limites legais aceitaveis em cada pais do mundo que podem variar desde zero

a 8 decigramas por litro de sangue, como mostrado na figura 2.

Enquanto no Reino Unido, por exemplo, em 1965 a Associagao Médica
Britanica sugeriu um limite legal de alcoolemia de 80 mg.dL™, levando em
conta a aceitagdo publica, o risco de acidentes e a sobrecarga no trabalho
policial (nimero de prisdes)®, sendo esse valor revisto em 2002. no Brasil o
valor zero foi estabelecido como limite legal sem que estudos preliminares
fossem realizados. Este Ilimite é também adotado em paises como
Uzbequistado, Cazaquistdo, Tajiquistdo e Afeganistdo, paises esses de maioria
mugulmana, adeptos do islamismo e, portanto, tem por tradicdo o ndo consumo
de alcool, de nenhuma forma®®, sendo paises com realidades bem diferentes

da nossa.
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FIGURA 2: Limites legais da concentragao de etanol no sangue ao redor do
mundo




O Quadro 1, abaixo apresentado, explicita os valores adotados em

alguns paises. A analise deste Quadro deixa claro que existe um valor minimo

cientificamente estabelecido em paises mais desenvolvidos e que possuem

estilos de vida proximos ao brasileiro e que no Brasil a relagao veiculo/acidente

€ muito superior aos demais mesmo onde os limites legais sdo mais elevados.

QUADRUO 1: Alguns exemplos dos limites legais de alcoolemia e sua relagao

com as mortes por acidente de transito®’

Limite legal de Numero de Numero de ~
. mortes por . Razao
Pais etanol no sangue . veiculos . .
(%) acidentes registrados veiculo/acidente
(2007)
Brasil 0,00 38.000 49.644.025 1.306
Estados
Unidos da 0,08 42.642 251.422.509 5.896
América
Canada 0,08 2.889 20.065.000 6.945
Argentina 0,05 4.630 12.399.887 2.678
Portugal 0,05 854 5.948.269 6.965
Franga 0,05 4.620 39.926.000 8.641
Australia 0,02 1.616 14.774.921 9.142
Inglaterra 0,08 3.298 34.327.520 10.408
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1.7 Métodos analiticos para a determinagao dos niveis

de etanol

Existem trés principais métodos para a determinagcdo dos niveis de
etanol em um individuo. Um método enzimatico, no qual geralmente se utiliza a
saliva como matriz, que consiste na deteccdo de produtos formados pela
reagcdo do alcool, principalmente, com as enzimas alcool desidrogenase e
alcool oxidase®. Um método que utiliza o ar exalado como matriz, tendo como
principio a geragao de uma corrente elétrica, proporcional a concentragcao de
etanol, pela oxidacdo de suas moléculas em uma célula eletroquimica*®, sendo
este método utilizado em muitos trabalhos, principalmente em relagéo ao abuso
de alcool no transito, devido a sua praticidade, uma vez que pode ser realizado
em campo*®*. E finalmente um método que utiliza a cromatografia gasosa
com detector de ionizagdo em chama (CG-DIC), acoplado com a técnica de
extragdo em espaco confinado (“headspace”), geralmente tendo o sangue

como matriz*3.

QUADRO 2: Comparagéao entre as metodologias para a analise de etanol e

suas limitagoes.

Metodologia Matriz Limitagoes

o . Analise colorimétrica indireta
Enzimatica Saliva N
(metabdlitos)

Eletroquimica Ar exalado Baixa reprodutibilidade

Cromatografia

Gasosa com

Detector de Sangue Matriz de dificil acesso
lonizagdao em

Chama
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1.8 Validacdo metodoldgica

1.8.1 Parametros da validagao

A validagdo de uma metodologia demanda a determinagao de diversos

parametros, analitica e estatisticamente, como discutido a seguir:

1.8.2 Especificidade

Este termo define a capacidade do método em identificar o analito de
interesse na presenca de outros componentes da matriz**. Assim, com a
utilizacdo dos padrdes analiticos € possivel, através da comparagao entre os
cromatogramas obtidos com os extratos e com as solugdes-padréo, o tempo de
retencao dos analitos de interesse. Estes dados sao utilizados como indicativos

da possivel presencga destas substancias nas amostras.

1.8.3 Funcéao da Resposta

Esta relagdo é obtida através da elaboragdo de uma curva analitica
(curva de calibragdo). A partir da curva obtida pode-se identificar a funcao
matematica que expressa esta relagcdo, desejavelmente linear, e neste caso
determinar a equagao da reta que melhor a representa (coeficientes angular e
linear) . A dispersédo dos resultados ao redor desta fungdo pode ser obtidos
através do valor do coeficiente de correlacdo linear. Esta curva deve ser
construida a partir do uso de, no minimo, cinco valores de concentragao dentro

dos limites que se pretende avaliar*°.

Para a construgédo do grafico de calibragdo (CG-DIC), assume-se que a
resposta do instrumento, em relagédo ao y, esta linearmente relacionada com a

concentracao do padrao y, através da formula:
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y =F(x) + ey

Na qual: ey = erro randémico ou indeterminado (distribuicdo normal); y = sinal
analitico (ou resposta instrumental).
O método é considerado sensivel, quando com pequenas alteragcbes na

concentragao existem grande alteragdes na sua resposta46.

1.8.4 Intervalo de trabalho

O intervalo do método analitico corresponde a faixa compreendida entre
0 maior e o menor valor de concentragdo que possam ser determinados com
precisdo e exatiddo aceitaveis. Em geral estes valores sao estabelecidos em
funcdo da faixa de concentracdo de interesse. N&do sdo aceitos resultados

obtidos por extrapolacéo de valores®’.

O experimento de determinacao da faixa de trabalho, deve ser iniciado
com a definicho de uma faixa preliminar. A faixa de trabalho deve

simplesmente cobrir o intervalo com o qual se deseja trabalhar*®.

1.8.5 Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade de um método em estabelecer a
diferenca, com determinado nivel de confianca, duas concentracbes que
estejam proximas*®. E expresso pelo coeficiente angular do grafico analitico, ou

seja,pela expressao:
S = Dy/Dx

Dessa forma em métodos sensiveis, uma pequena variagdo nha
concentracdo do analito gera uma grande variagao no valor do sinal analitico

medido®.
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1.8.6 Exatidao

E definida como a concordancia entre o valor real do analito na amostra
e o estimado pelo processo analitico, a qual constitui o principal ponto para o
proposito da validagao®*’ 80,

O método mais utilizado para validacdo de processos analiticos € o
ensaio de recuperacdo. Que esta relacionado com a exatidao, pois reflete a
quantidade de determinado analito, recuperado no processo, em relagdo a

quantidade real presente na amostra*’ °'. Através da formula escrita abaixo:
Re ¢% = [valor obtido — valor real] / valor real X 100

Normalmente aceita-se valores quando o coeficiente de recuperagao é
superior a 90%, devendo estar a concentragdo adicionada dentro da faixa de

utilizacdo do método.

1.8.7 Precisao

A precisdao do processo analitico € um parametro utilizado para
determinar a proximidade entre as medidas efetuadas na mesma amostra.
Geralmente, é expressa como o desvio-padrao ou coeficiente de variagao (CV)

de diversas medidas®* ®3. O CV ¢é dado pela seguinte equacao:
CV%=s/Mx100

Na qual: s = desvio-padrao das recuperacdes; M = média das recuperacgoes.

O coeficiente de variacao esta relacionado com o nivel de concentragao
do analito na amostra, definido pela equacgdo: CV(%) = 210°9%) na qual C é a
concentracdo do analito®. Desse modo, substituindo-se os niveis de
concentracao nessa equagao obtém-se os valores CV apresentados na Tabela
1.

14



TABELA 1: Coeficientes de variacdo em funcéo do nivel de concentragao do

analito®.
CONCENTRAGAO DO ANALITO COEFICIENTE DE VARIAGAO (%)
1(100%) 2
10" 2,8
10%(1%) 4
107 5,6
10 8
10 11
10%(ppm) 16
107 23
10°® 32
10”°(ppb) 45

1.8.8 Limite de Deteccao

Constitui a menor concentragao do analito que pode ser detectada, mas
nao necessariamente quantificada, sob as condigbes experimentais

estabelecidas*” %%,

A razao sinal/ruido pode ser aplicada somente para processos analiticos
que exibem linha de base. Dessa forma é realizada por meio da comparagcao
dos sinais medidos da amostra com baixas concentragdes conhecidas do
analito com as do branco, estabelecendo-se a concentragdo minima na qual o
a substancia alvo pode ser detectada. A razao sinal/ruido com valor 3 é

geralmente considerada aceitavel para estimar o limite de detecgéo®’°’.
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Ou ainda, pode ser calculada através da seguinte equagéo46:
[(tXs)—Db]/a

Sendo: t= distribuicdo de Student; s= desvio-padrdo amostral; b= coeficiente

linear; a= coeficiente angular.

1.8.9 Limite de quantificacao

E definido como a menor concentragdo do analito, que pode ser
quantificada na amostra, com exatidao e precisao aceitaveis, sob as condigdes
experimentais adotadas. Pode ser estimado, assim como o LD por meio da
razao sinal/ruido, do desvio-padrao, sendo a razao sinal/ruido de 10:1 aceitavel
nesse parametro®” °’. Ou também pode ser definida através de calculos

estatisticos, através da equacdo*®:

10 X s/a
Sendo: s= desvio-padrao amostral; a= coeficiente angular.

Recomenda-se que este valor seja o primeiro ponto da curva de calibragéo.

1.8.10 Robustez

De acordo com a International Conference on Harmonisation (ICH), a
robustez de um método é a medida da sua capacidade de permanecer
inalterado sob pequenas variagdes em alguns parametros®® °°.

A avaliagdo da robustez deve ser considerada durante a fase de
desenvolvimento da metodologia. No caso de métodos cromatograficos, como
o CG-FID, as variacoes referem-se a diferentes tipos de colunas, temperatura e

fluxo, entre outras °°.
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2. OBJETIVOS



2.1 Objetivo Geral

Validar e aplicar uma metodologia analitica para a identificacdo e
quantificacdo dos niveis de etanol no sangue em grupo populacional exposto a

doses controladas, residentes no municipio do Rio de Janeiro em 2011.

2.2 Objetivos Especificos

« Validagado da metodologia analitica;
* Determinar a variacdo temporal das concentracbes de etanol e de

acetaldeido em wum grupo populacional exposto em condi¢coes
controladas;

« Comparar as concentragcdes obtidas por leitura direta no etildmetro

aquelas obtidas por analise cromatografica.

18
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3.1 Justificativa

Este estudo de justifica devido a necessidade de se comparar os
resultados obtidos pelo etildmetro na avaliagcdo de amostras de ar exalado
humano em estudos controlados de ingestao de etanol com aqueles obtidos
por uma técnica analitica reconhecidamente segura, sensivel, precisa e

confiavel, a cromatografia em fase gasosa.

A utilizacao do etildbmetro para a avaliacido da concentracédo de alcool no
sangue, como unico instrumento analitico para esta constatagao, requer um
alto grau de confianga em seus resultados o que pode ser questionado
particularmente quando se sabe que este equipamento deveria ser usado
apenas como um teste de triagem. Assim, faz-se imprescindivel o
conhecimento de suas limitagbes e eventuais vantagens as quais podem
ser obtidas através da “validacao” de seus resultados por comparacdo com

outra técnica padronizada.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1

Materiais

4.1.1 Padroes

Os padrdes utilizados possuiam no minimo 99% de pureza e foram

adquiridos das seguintes fontes:

22

Etanol absoluto (Sigma-Aldrich, 299,5%, lote 09596HM, validade
outubro de 2015);

Acetaldeido (Sigma-Aldrich, 299,5%, lote 43396JMV, validade
janeiro de 2013);

2-propanol (Sigma-Aldrich, 299,5%, lote STBB6621, validade
novembro de 2015);

Acetona (Tedia Brasil, 299,5%, lote K23E04, validade setembro
de 2012);

Metanol (Tedia Brasil, 299,9%, lote 1102075, validade margo de
2014);

2-metil-1-propanol (Sigma-Ald, 299%, lote KI0352HI, validade
novembro de 2012);

Agua deionizada preparada através de sitema Milli-Q (Millipore).

4.1.2 Pipetas automaticas

Foram utilizadas as seguintes pipetas:

Micropipeta da marca Eppendorf, com capacidade de 0,5-10 uL
(data da certificagao Agosto de 2012 — validade de um ano);
Micropipeta da marca Eppendorf, com capacidade de 10-100 uL
(data da certificagao Agosto de 2012 — validade de um ano);
Micropipeta da marca Eppendorf, com capacidade de 100-1000
WL (data da certificagdo Agosto de 2012 — validade de um ano);
Micropipeta da marca Research, com capacidade de 5000 uL

(data da certificagao Agosto de 2011 — validade de um ano);



4.1.3 Vidrarias

Foram utilizadas as seguintes vidrarias:

e Becker de volume 5 mL;

e Becker de volume 10 mL;

e Becker de volume 25 mL;

e Becker de volume 50 mL,;

e Baldo volumétrico de volume 5 mL;

e Baldo volumétrico de volume 10mL,;

e Baldo volumétrico de volume 25 mL,;
e Baldo volumétrico de volume 100 mL;
e Baldo volumétrico de volume 250 mL;
e Baldo volumétrico de volume 500 mL;
e Vial para headspace com capacidade de 20 mL de volume da

marca Sunsri, lote P911.

4.1.4 Outros materiais

Outros materiais utilizados, foram:

e Septos da marca Sunsri, lote 00113931 e lote 00087123;

e Lacres da marca Sunsri, lote 00117456;

4.2 Equipamento Instrumental analitico utilizado

Foi utilizado para a realizagdo das analises cromatograficas um
cromatégrafo de fase gasosa com detector de ionizacdo em chama (CG-DIC)
acoplado a técnica de extragao em espaco confinado (“Headspace”), GC Focus
da marca Thermo Scientific, Modelos Focus-GC e Triplus (Headspace),
respectivamente. Neste trabalho foram utilizadas colunas Carbowax 20M de 60

m com diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 1um e a coluna
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DB-ALC1 de 30 m, com diametro interno de 0,53 mm e espessura do filme de 3

um.

Este equipamento estava devidamente qualificado como estabelecido no
certificado numero 0044/2011 em 15/02/2011.

O etilometro utilizado foi da marca Instrutherm, modelo BFD-40.

4.3 Solucbdes utilizadas para o desenvolvimento do

método

As solugbes foram preparadas diariamente de forma conjunta (mistura),
ou em separado (nas primeiras etapas da validacao) pela dissolugao de todos
os analitos-padrao, sendo eles, acetaldeido e etanol, nas concentragcbes de
5,0;1,0;0,5; 0,1; 0,05; 0,01 dg.L™", diluidos em agua deionizada (Milli-Q).

A solugdo do padrdo interno (isobutanol) contendo 16 mg.L™ misturado

em agua deionizada.

4.4 Avaliacao das matrizes sangue e urina

Foi testada a resposta do equipamento em 5 diferentes concentragdes —
0,05; 0,5; 1,0; 10,0 e 250,0 dg.L™'-, através da construcdo de uma curva de

calibragdo, comparando agua deionizada, sangue e urina.
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4.5 Preparo das amostras para a validacao

A técnica analitica utilizada dispensa o preparo da amostra, assim no
preparo do recipiente (vial), que foi levado diretamente ao equipamento, foi
colocado sangue, colhido de voluntarios ndo expostos, e acrescentado os
padrdes de solventes e o isobutanol (padrao interno), totalizando 500 uL de

volume total.

4.6 Condicdo inicial de trabalho

Como ponto de partida, para a validacao, foram extraidas as condicdes
utilizadas por Corréa (1997) em seu trabalho®®, sendo elas, temperaturas do
“vial” 95 °C, da seringa e do injetor a 110 °C e do detector a 200 °C;
temperatura da coluna, programada, sendo a inicial de 35 °C/1min, rampa de
aquecimento de 6,5 °C/min até 165 °C como sera discutido no item 5.1.1. com

mais detalhes.

4.7 Otimizacdo da técnica de extracdo em espaco

confinado (“headspace”)

Uma das variaveis que podem interferir de forma significativa na
resposta do equipamento (intensidade do sinal) € a incubagdo da amostra.
Assim para que o melhor resultado de extracdo possivel fosse alcancado,
foram testados trés tempos e trés temperaturas de incubacao, para o etanol e o
acetaldeido. Posteriormente, uma analise multivariada foi realizada no sentido
de se apontar qual a melhor condigdo responsavel pela melhor recuperagcao

dos analitos alvo (etanol e acetaldeido).
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4.8 Teste de interferéncia de outro

anticoagulante/conservante

Foram realizados testes com os anticoaluntes/conservantes fluoreto de

sodio, comumente utilizado em analise de etanol, e a heparina.

4.9 Coletas

Foram realizadas trés coletas de sangue de cada individuo. Sendo estas
realizadas em tempos especificos de acordo com o volume de etanol ingerido,

em intervalos foram de 800 em 800 mL, totalizando 2400 mL no total.

Inidividuo

ingere 800 ml

/ de cerveja \

Teste
psicotécnico

Retirada de //

uma amostra
de sangue

Fim da
primeira
bateria

Teste do
etildbmetro

FIGURA 3: Fluxograma referente ao desenho amostral do painel de doses

controladas de alcool etilico (fonte: Oliveira-Silva, 2009) ©*.
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4.10 Comparacao das metodologias analiticas entre o

etanol no ar exalado X sangue

Foram realizados comparacdes entre as concentracbes obtidas
nas amostras de ar exalado e de sangue para avaliar a precisdo e a
confiabilidade do etildmetro, tendo como padrao-ouro o resultados obtidos

através da analise cromatografica.

411 Teste de estabilidade do analito intra-dia

Foram realizadas analises com o objetivo de verificar a diminuicdo da
concentracdo do analito no decorrer de uma bateria de analises, ou seja, o
tempo suficiente para a realizagdo de 54 corridas cromatograficas, uma vez

que este é o total de posigdes na bandeja do equipamento.

4.12 Gerenciamento das informagdes produzidas e

softwares empregados

Foram utilizados os seguintes softwares:

e Microsoft Office Excel 2007™ — Para o desenvolvimento das
planilhas e calculos;

e Sigma Plot versao 10.0.0.54 — Para a plotagem de graficos;

e EndNote X1.0.1 — Para a organizagdo das referéncias

bibliograficas.

27



4.13 Aspectos éticos

Todos os procedimentos deste estudo foram desenvolvidos de forma a
proteger a privacidade dos individuos, garantindo a participacdo anénima e
voluntaria. Um consentimento informado, assinado pelo préprio, foi uma
exigéncia para a participagao do voluntario. Com vistas a garantir o principio da
nao maleficéncia, este projeto ao qual esta dissertacdo esta vinculada, foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Saude
Publica Sergio Arouca em 18/04/2011, conforme protocolo discriminado na
folha de rosto em anexo. A aprovacao foi deliberada por esta instancia
colegiada em 09/11/2011, sob o parecer n°® 0279.0.031.000-11. Portanto, todos
os critérios definidos pela Comissdo de Etica da Escola Nacional de Saude
Publica Sergio Arouca e pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) foram seguidos.
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5. Resultados & Discussao
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5.1 Condicbes cromatograficas iniciais, otimizacdo da

extragao, validacao e aplicacao.
5.1.1 Condigbes cromatograficas iniciais

Para o inicio dos procedimentos de validacdo da metodologia de
quantificacdo dos niveis de etanol no sangue, foi realizada minuciosa busca na
literatura®® %% %, Que consorciada com as condicdes instrumentais disponiveis
no Laboratério de Toxicologia/CESTEH/ENSP/FIOCRUZ, foi apontada a
seguinte condicdo cromatografica inicial, oriunda de uma modificacdo do
procedimento descrito por Corréa e Pedroso (1997): Temperaturas do “vial” 95
°C, da seringa e do injetor a 110 °C e do detector a 200 °C; temperatura da
coluna, programada, sendo a inicial de 35 °C/1min, rampa de aquecimento de
6,5 °C/min até 165 °C. Colunas Carbowax 20 M (Comprimento — 60 m;
Didmetro interno 0,25 mm e Espessura do Filme 1y) ou DB-ALCA1
(Comprimento — 30 m; Diametro interno 0,53 mm e espessura do filme 3 ).
Tempos de equilibrio do forno e de pré-tratamento da amostra: 10 min; injecao:
modo "split" 1/20. Gas de arraste: Nitrogénio, vazéo de 1,47 mL/min. Tempo de
corrida: 20 minutos. Resultados preliminares apontaram que para o Sistema
cromatografico portador da fase estacionaria CARBOWAX 20M, os tempos de
retencao iniciais do etanol e do isobutanol (padrao interno) corresponderam a

10,756 e 18,338 minutos, respectivamente.

5.1.2 Otimizacao da Extracéo (“Headspace”)

O préximo passo percorrido, consistiu no estabelecimento das melhores
condigbes de extragdo em espaco confinado (“headspace”) para a
determinacao de etanol e acetaldeido no sangue. Amostras fortificadas foram
tratadas em diferentes condi¢cdes (tempos) de incubacdo e agitagdo. Uma
analise multivariada foi executada no sentido de se avaliar o tratamento,
responsavel pelas melhores recuperagdes (area). Os resultados apontaram

que a incubacao a 110 °C por 2 minutos, na placa de agitacdo e aquecimento,
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seguida de amostragem de 1 mL, com seringa a 110 °C, apontou melhores
resultados de recuperagado. Esta condicdo demonstrou esta associada a uma
maior resolutividade dos picos cromatograficos obtidos, apresentando portanto,
estreita relacdo com a especificidade. Tais resultados sdo apresentados nas

tabelas e podem ser evidenciadas na Tabela 3.

Tabela 2: Diferentes tratamentos realizados no sistema de extragao em espaco
confinado (“headspace”) e respectiva areas obtidas em amostras fortalecidas a

uma concentracéo de 1 dg.L™" (Concentracéo final do tubo — vial) de etanol e

acetaldeido.
Temp Tempo Etanol Acetaldeido
.(°C) (min.)
Média das areas * Desvio-padrao Média das areas * Desvio-
padrao
(mVolts)
(mVolts)
80 2 2131888 + 161946,6 2993382 +47713,87
80 5 2504160 + 110053,3 3990310 + 1333468
80 10 2200565 + 33487,16 3173523 + 6220,65
95 2 2586773 + 365788,2 3610238 + 861421,4
95 5 3351499 + 228894,7 4364646 + 851754,5
95 10 3229680 + 123071,7 3965154 + 294087,5
110 2 3973944 + 462133,9 5525362 + 215776,5
110 5 3918667 + 43268,89 4352972 + 23158,08
110 10 3533114 + 249208,1 3848364 + 1143935

5.1.3 Condigdes cromatograficas

Os parametros cromatograficos foram ajustadas para a coluna
Carbowax 20 M, com a seguinte rampa de aquecimento: 60 °C por 11 minutos
(min), elevando 10 °C p/min até atingir 150 °C e em seguida 50 °C por minuto
até 200 °C, permanecendo nesta temperatura por um minuto. Para a coluna
DB-ALC, os parametros cromatograficos foram ajustados para uma isoterma de
40 °C por 4 minutos. Foi utilizado o Nitrogénio (gas de arraste) em um fluxo de
50 kpa. As figuras 3 e 4, mostram respectivamente, os cromatogramas

representativos de cada sistema cromatografico descrito anteriormente. O
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tempo de desenvolvimento cromatografico foi de 20 (vinte) para a CARBOWAX
20M e 4 (quatro) minutos para DB-ALCH1.

FIGURA 4: Cromatograma tipico gerado na coluna CARBOWAX 20M em

amostras de sangue fortificadas com 100 dg."" cada analito, sendo eles:

acetaldeido, acetona, metanol, 2-propanol, etanol. E 30 dg.L'1 de isobutanol

como padrao interno (PI).

Como notado na figura acima ocorreu uma superposi¢ao parcial dos
picos de Isopropanol e etanol. E mesmo ao final de todas as tentativas de
variacdo do fluxo do gas de arraste e da rampa de aquecimento, parametros
que podem alterar o tempo de retencao e, portanto, o nivel de separagao dos
analitos, nao foi possivel realizar a separacdao completa desses dois

compostos.
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FIGURA 5: Cromatograma tipico gerado na coluna DB-ALC1 em amostras de

sangue fortificadas com 0,01 dg.L'1 de cada analito, sendo eles: acetaldeido,
acetona, metanol, 2-propanol, etanol. E 1,6 dg.L'1 de isobutanol como padrao

interno (PI).

Diferentemente do cromatograma apresentado na pagina anterior, o
cromatograma acima apresenta total separagcéo de todos os compostos, ainda
possuindo a vantagem de uma corrida cromatografica de apenas 4 minutos, ao

invés dos 20 minutos necessarios para a analise com a outra coluna.
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5.1.4 Tempos de retencao

A tabela 3 abaixo demonstra a média dos tempos de retencdo e
respectivos desvios-padrao para os dois sistemas cromatograficos estudados e
a ordem do surgimento destes.

Tabela 3: Tempos médios de retencao expressos em minutos dos analitos alvo
pesquisados, bem como seus respectivos desvios-padrdo e ordem de
surgimento dos cromatogramas oriundos de duas fases estacionarias distintas.

Tempo médio de retengao (tR) em minutos + Ordem de
desvio-padrao surgimento do
analito
(CARBOWAX
CARBOWAX 20M DB-ALC1 20M)/(DBALC1)
Etanol 10,7560 + 0,0221 (*) 1,1775 £ 0,0005 (*) (5)/(3)
Acetaldeido 4,8760 + 0,0044 (*) 1,0275 £ 0,0005 (*) (M/(2)
Isobutanol 18,3380 £ 0,0075 (*) 3,1537 +0,0046 (*) (6)/(6)

(*) Grau de significancia estatistica P<0,01, pelo teste t de Student, entre os analitos. Tempo
total de desenvolvimento cromatografico. CARBOWAX 20M — 20 minutos; DB-ALC1 — 4

minutos.

5.1.5 Escolha do Sistema Cromatografico

A partir dos dados gerados pelas duas colunas, foi escolhida a coluna
DB-ALC1 para as analises desse projeto, em detrimento da coluna
CARBOWAX 20M, devido ao satisfatorio grau de separagao dos analitos em
um tempo 5 vezes menor nessa coluna cromatografica. Essa diferenga no
tempo, permite uma analise muito maior de amostras em um Uunico dia, um
ponto muito importante, para que nao haja a necessidade de armazenamento

por longos periodos das mesmas.
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5.1.6 Quantificagcdo do etanol, do acetaldeido e verificagdo do “efeito

matriz”

Foram construidas trés curvas de calibragdo em sangue que variaram

entre 0,01 e 5 dg.L™". para o etanol e acetaldeido.

As curvas foram construidas com cinco calibradores em 10 replicatas
para as duas menores concentracbes e 5 replicatas para as demais
concentracdes. Os resultados obtidos apontaram um coeficiente de relagao de
0,999951 para o etanol e de 0,999933 para o acetaldeido, respectivamente.
Para uma melhor visualizagdo, um resumo dos achados referentes aos dois
analitos de interesse estdo resumidos no quadro 5. As curvas de calibracao
para o etanol e o acetaldeido podem ser evidenciadas nas Figuras 5 e 6.

1e+7

1e+6 -

Log Area (milivolts)

1e+5

1et+4 T T T
0,001 0,01 0,1 1 10

Log [Etanol] (dg.L-1)

FIGURA 6: Curva de calibracao representativa do etanol em sangue. As
concentragdes variaram de 0,01 a 5 dg.L-1. R =0,999992, Y= A*X + B, onde
A= 10248493,8 e B=42836,9907. Minimo de trés experimentos.
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FIGURA 7: Curva de calibragao representativa do acetaldeido em sangue. As
concentracdes variaram de 0,01 a 5 dg.L-1. R = 0,999833, Y= A*X + B, onde
A= 10453159,4 e B= 67211,26. Minimo de trés experimentos.
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O préoximo passo foi avaliar o efeito da matriz biolégica (sangue e urina)
sobre o comportamento do analito pesquisado em relacdo as solugdes
dissolvidas na agua. O resultados obtidos apontam que a complexidade da
matriz de escolha nao interfere de forma significativa na eficiéncia de
extracdo/recuperacdo do analito, dada a sobreposi¢cao das curvas conforme

demonstrado na Figura 7.

1e+9

1e+8

1e+7

1e+6

Area (milivolts)

1e+5

1e+4 T T T T T
0,05 0,5 1,0 10,0 250,0

Concentragao (dg.L'1)

—e— [etanol] g.L-1 vs Média Area (AGUA)
—O— [etanol] g.L-1 vs Média Area (SANGUE)
—w— [etanol] g.L-1 vs Média Area (URINA)

FIGURA 8: Sobreposi¢ao das diversas curvas de calibracdo de amostras

fortificadas com etanol nas concentragbes que variaram de 0,05 dg.L-1 a 250
dg.L™ em diversas matrizes: ® = Agua; O = Sangue e ¥ = Urina. Comparagao

entre as matrizes. Minimo de trés experimentos.
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5.1.7 Outros parametros da validagao

A faixa de trabalho ficou compreendida entre 0,2 e 39,0 dg. L. Os
limites de detecgdo e quantificagdo foram 0,15 e 0,25 dg.L™", respectivamente.
Os coeficientes de variagdo entre 8,29 e 16,65% (intraensaio). A curva
construida com cinco calibradores em 10 replicatas para as duas menores
concentracdes e 5 replicatas para as demais demonstrou boa linearidade,
através de um coeficiente de relacao de 0,999985 para o etanol e de 0,999922

para o acetaldeido.

5.2 Aplicacao do método

Foram analisados 10 individuos. As médias e desvios das
concentracdes de etanol em dg.L™' no sangue das trés amostragens estdo

representadas na tabela abaixo:

1,0

0,8 4

0.4 -

Médias (dg.L™)

0,2 4

0,0 -

Primeira Segunda Terceira

Amostragem

FIGURA 9: Médias das concentracdes de etanol dos individuos nas trés

coletas.
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A partir dos dados do grafico acima, fica comprovada a necessidade de
se utilizar individualmente os dados de concentracdo de etanol, uma vez que o
desvio de cada valor alcanga quase a totalidade do valor seguinte. Isso ocorre
devido a variabilidade farmacocinética que ocorre de pessoa para pessoa, que
segundo Grant et al, pode ser diminuida com a infusdo intravenosa constante

de etanol®.

TABELA 4: Comparagéao entre a metodologia cromatografica e o etildbmetro.

Concentracao de Etanol no sangue Concentracao de Etanol no ar

P p Diferenca

o (dg.L™) exalado (dg.L™) entre as
Individuo metologias

Média ';:Z‘::; Média Desvio-Padrio (%)

1 0,39 0,259467 0,21 0,102632029 -45,89%

2 0,58 0,305283 0,32 0,111355287  -44,41%

3 0,34 0,114888 0,18 0,088881944 -46,47%

4 0,37 0,208337 0,21 0,030550505 -42,56%

5 0,24 0,187019 0,22 0,066583281 -7,32%

6 0,33 0,192264 0,23 0,070945989 -31,44%

Diferentemente da comparagéo da pagina anterior, somente 6 individuos
possuiam os dados do etildbmetro e da cromatografia gasosa, desse modo, a
comparagao desses valores mostrou uma diferengca percentual média de
43,485% entre elas. Subestimando assim a concentragéo real no sangue. E
essa diferengca é confirmada pelo T de student pareado, que tem como
resultado um valor de 2,022, em contra partida com um T tabelado de 4,03 e

um a de 1%, configurando assim uma diferencga estatistica entre os resultados.
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TABELA 5: Parametros estatisticos referentes a validacdo da coluna

cromatografica DB-ALCA1.

Analito
Parametro
Etanol Acetaldeido
Faixa de j )
trabalho 0,077 € 5,0 dg.L 0,067 € 5,0 dg.L
Limite de 1 1
detecgio 0,025 dg.L 0,022 dg.L
Limite de
0,077 dg.L-1 0,067 dg.L'1

quantificagao

5.2.1 Influéncia dos conservantes mais utilizados sobre a resposta

cromatografica

O préximo passo consistiu em avaliar os efeitos das diferentes formas de
conservagao entre amostras de sangue coletadas. Para tal procedimento,
amostras foram coletadas com tubos com fluoreto de sddio, com volume de 4
mL, ou heparina soédica com volume de 10 mL e posteriormente fortificadas
com concentracbes de acetaldeido e etanol que variaram entre 0,01 e
1,0 dg.L™".

Um estudo realizado por pesquisadores chineses em 2007, utilizando
fluoreto de sédio e peroxido de sédio como conservantes para a analise de
etanol, ndo mostrou diferenca significativa do ponto de vista estatistico entre as
concentracbes dessa substancia nesses casos. Porém, a nao utilizagdo de
conservantes indicou uma diferenca significativa. Sendo a temperatura de
armazenamento o principal parametro para a determinacdo de uma resposta

mais proxima da analise inicial®®.
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FIGURA 10: Comparagéao entre os anticoagulantes heparina e fluoreto de
sédio.
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FIGURA 11: Comparagéo entre os experimentos realizados para a

validacao e o teste do anticoagulante heparina.
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Desse modo, ndo houve diferengca significativa entre os
anticoagulantes/conservantes heparina e fluoreto na preservagcao da
concentracdo de etanol no sangue, corroborando com o estudo citado
anteriormente.

5.2.2 Teste de estabilidade do analito

QUADRO 3: Estabilidade Intra-dia Etanol

Variagao Médias das
. areas
Intradia (mvolts)
Vial 1 439468
Vial 2 423595

Outro fator importante é a certeza de que a amostra que foi colocada na
bandeja do equipamento, a qual sera analisada em algumas horas, ndo sofreu
perdas de concentragéo significativas. Desse modo, nos testes realizados, ndo
foram verificadas diferencas entre as analises do etanol em sangue em uma
mesma bateria, com concentragdo de 0,5 dg.L"'. Sendo de apenas 3,61% a
variacdo entre elas. Assim fica garantido que entre a primeira andlise e a
quinquagésima quarta (54), ou seja, aproximadamente 3 horas e meia apds o
inicio da bateria de testes, ndo ha perda na concentracédo de etanol no sangue.
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Apods a aplicagdo da metodologia validada no cramatdgrafo gasoso com
detector de ionizacdo em chama acoplado com “headspace”, verificou-se uma
diferenga percentual de mais de 40% em 4 dos 6 individuos analisados, em
relacdo ao etildbmetro, o que aponta uma maior necessidade de estudos
relacionando esses dois meios de obtencdo da concentragcdo de etanol no
sangue.

Outro importante ponto € a utilizagao e interpretacdo dos dados de forma
individual e n&o coletiva, devido as diferencas entre o metabolismo de cada
individuo.

Nao foi verificada diferengca nas concentragdes de etanol no sangue,
utilizando-se heparina ou fluoreto de sddio como conservante/anticoagulante,
bem como também ndo houve essa diferenga nas amostras colocadas em uma
mesma bateria de analises, o que garante que nessas 3 horas e meia (tempo
de duragédo de uma bateria), ndo ha diminui¢do na concentragdo do etanol no

sangue.

ESTUDOS FUTUROS

Este estudo continuara até que o valor de 400 individuos seja analisado,
um valor que geraria um dado significativo do ponto de vista estatistico em
relacdo a populacdo residente no Estado do Rio de Janeiro, originando uma
grande quantidade de dados, apds dividi-los por faixa etaria, género e indice de
massa corporea, sendo possivel a verificagdo da influéncia dessas
caracteristicas no metabolismo do etanol. E ainda a nivel individual, a divisdo
entre individuos com rapido metabolismo, lento metabolismo e metabolismo
considerado normal (médio) do etanol, pela comparagdo entre as
concentragdes de etanol e acetaldeido (seu metabdlito) no sangue.

Existem muitos outros testes que podem ser feitos a partir da validagao
dessa metodologia, que inclusive ajudardo a manté-la atualizada e transmitirdo
maior credibilidade as analises, atraves, por exemplo, de testes de estabilidade

interdia do etanol e do acetaldeido em diferentes temperaturas.
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ANEXO 1: Folha de rosto

Ministério da Saude -

Fl uz
o ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
SERGIO AROUCA
ENSP

Fundagao Oswaldo Cruz
Escola Nacional de Saide Pablica Sergio Arouca
Comité de Etica em Pesquisa

Rio de Janeiro, 31 de janeiro de 2012.

O Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca —
CEP/ENSP, constituido nos Termos da Resolugdo CNS n° 196/96 e, devidamente registrado
na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, recebeu, analisou e emitiu parecer
sobre a documentagao referente ao Protocolo de Pesquisa, conforme abaixo, discriminado:

PROTOCOLO DE PESQUISA CEP/ENSP - N° 262/11
CAAE: 0279.0.031.000-11

Titulo do Projeto: “Alcoolemia e etanol no ar exalado: Validagio de uma metodologia rapida
e sua aplicagdo em um grupo populacional exposto a doses controladas”

Classificagdo no Fluxograma: Grupo 111

Serd encaminhado a Conep (dreas tematicas especiais) e, portanto, deve aguardar a
apreciaciio final desta para inicio da execu¢io? Nio

Pesquisador Responsavel: Arthur de Mello Prates
Orientador: Sérgio Rabello Alves

Institui¢io Proponente: Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca -
ENSP/FIOCRUZ

Data de recebimento no CEP-ENSP: 18 /04 /2011
Data de aprecia¢fio: 09 /11 /2011
Parecer do CEP/ENSP: Aprovado.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de Pesquisa devera
apresentar a este Comité de Etica um relatorio das atividades desenvolvidas no periodo de 12
meses a contar da data de sua aprovagdo (item VII.13.d., da resolu¢do CNS/MS N° 196/96) de
acordo com o modelo disponivel na pagina do CEP/ENSP na internet.

Esclarecemos, que o CEP/ENSP devera ser informado de quaisquer fatos relevantes
(incluindo mudangas de método) que alterem o curso normal do estudo, devendo o
pesquisador justificar caso 0 mesmo venha a ser interrompido.

Fogli~

rofs Angela Eshe
Coordenadora
& de Etica em Pesquisd
Comit Co/ENSP



ANEXO 2: Questionario

1- Data: / /

2- Nome:

3- Sexo: * Feminino ¢ Masculino

Peso: Altura:

4- |dade:

5- Identificagao:

6-Endereco:

7- Telefone:

8- Nivel de escolaridade:
[] Analfabeto

[ 1° ciclo do Ensino Fundamental incompleto
Fundamental completo

[1 2° ciclo do Ensino Fundamental incompleto
Fundamental completo

I Ensino Médio incompleto
[1 Ensino Superior incompleto
1 Pés-graduacao

9-Raca/Etnia:

[] 1° ciclo do Ensino

[] 2° ciclo do Ensino

[1 Ensino Médio completo
[1 Ensino Superior Completo

[l Nao sabe

[1 Branco [] Negro [1 Pardo [1 Asiatico [1 Qutros:

10- Profissao:

11- Fuma?
[] Sim [ Nao
11.2-Se sim:

Em média, quantos cigarros fuma por dia:
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12- Faz uso de algum medicamento?
Jsim  [Nao

- Se sim, qual?

13-Vocé toma bebidas alcodlicas?

[ Sim [1 Nao

14-Com que frequéncia vocé toma bebidas alcodlicas?

[1 4 ou mais vezes por semana [l até 3 vezes por semana
[1 4 ou mais vezes por semana [ até 3 vezes por semana
[I pelo menos 1 vez por més [ menos de 1 vez por més
[ ndo sabe

15-Que tipo de bebidas alcodlicas vocé costuma beber?

Ucerveja [vinho [cachaga [0 outros

16- Com quantos anos comecgou a beber:

Vocé consome bebidas alcodlicas e dirige depois?
[J Sim [J Nao
17-Tem alguma doenca hereditaria na familia?

0Sim  Qual: [ Nao

18-Tem ou ja teve alguma doenga crénica?

[] Sim Qual: [ Nao

19- Possui alguma doencga cardiaca?

[ Sim Qual: [ Nao

20-Esta atualmente sob tratamento médico?

[0Sim  Praqué? [I Nao

21-Tem ou ja teve hepatite e ou Cirrose?

[1 Sim [ N&o

- Se sim, qual?
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22-Tem ou ja teve alguma doenga neuroldgica e ou psiquiatrica?

[ Sim[] Nao

- Se sim, qual?

23-Tem ou ja teve alguma doenca renal?

[ Sim[] Nao

- Se sim, qual?
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Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Coleta de Material Biologico

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Alcoolemia e

etanol no ar exalado: Validagdgo de uma metodologia rapida e sua

aplicagcao em um grupo populacional exposto a doses controladas”.
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Sua participagado nao € obrigatéria. A qualquer momento vocé pode
desistir de participar desta pesquisa, sem qualquer prejuizo. Este estudo
tem como principal objetivo estabelecer o perfil cinético das concentragbes
de etanol e acetaldeido absorvidas em grupo populacional exposto a doses
controladas, residentes no Rio de Janeiro em 2011/2012. A principal
justificativa deste estudo € que na utilizagdo do etildmetro para a avaliagéo
da concentracdo de alcool no sangue, como unico instrumento analitico
para a sua constatacdo, deposita um alto grau de confianga em um

equipamento que deveria ser usado apenas como teste de triagem.

Sua participagao nesta etapa da pesquisa consistira em fornecer
amostras de sangue para avaliagdo da exposi¢cdo a doses controladas de
etanol. O sangue sera coletado em tubos vacuntainer contendo fluoreto de
sédio com agulhas descartaveis, num total de 10 mL. E importante frisar
que no maximo trés coletas de sangue estardo previstas para cada
voluntario ao longo de todo projeto. Um ligeiro desconforto acontecera na
coleta de sangue (semelhante a picada de um inseto), com pequena
ardéncia no lugar onde este foi coletado. As amostras bioldgicas (sangue)
serao utilizadas exclusivamente para as analises do projeto, sendo

descartadas apos o término das analises.

O beneficio relacionado com a sua participacdao nessa etapa refere-
se a possibilidade de obter um perfil cinético da concentracdo de etanol e
acetaldeido além de permitir a comparacido desses valores com a
concentragéo obtida através do etildbmetro e agregar conhecimento cientifico
acerca do uso controlado de etanol no sangue e no ar exalado, para fins

regulatérios. A realizagcdo deste projeto devera ser acompanhado de



orientagdes e encaminhamento ao Servico de Ambulatério do
CESTEH/ENSP/FIOCRUZ, se necessario). Nao havera nenhuma
compensagao financeira / pagamento pelo fornecimento destas amostras e

informacgdes.

ApoOs a validagdo da metodologia de analise, laudos analiticos

serao produzidos e remetidos em envelopes lacrados para cada voluntario.

Os riscos relacionados a sua participacdo na pesquisa — além do desconforto
provocado pela coleta de sangue — referem-se a sua identificagdo como
informante. Para evitar esta situacdo, as informacdes obtidas através dessa
pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participacgao.
Vocé sera identificado, apenas, pela sua idade, sexo e profissdo. Todo o
material gravado ficara sob a guarda do pesquisador principal em
equipamentos eletrbnicos e fisicos (arquivo) com senha de acesso ou
trancados. Os dados brutos eletrénicos serdao destruidos apds cinco anos do

término do projeto.

Vocé recebera uma coépia deste termo onde consta o telefone e o endereco do

pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua

participacao:

Arthur de Mello Prates Comité de Etica em Pesquisa da Ensp
Mestrando Rua Leopoldo Bulhdes 1480 — sala
314

CESTEH / ENSP / Fiocruz Manguinhos, Rio de Janeiro / RJ

Rua Leopoldo Bulhées 1480 — sala 25 Tel: (21) 2598-2863

Manguinhos, Rio de Janeiro / RJ
Tel: (21) 2598-2820

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na
pesquisa e concordo em participar.

Sujeito da pesquisa
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