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RESUMO

O uso excessivo de bebidas alcbdolicas pode causar uma intoxicagdo aguda
e um quadro de perturbacdo fisica e mental conhecido como embriaguez
alcodlica, que envolve questbes de ordem social, juridica e médico-legal.
Geralmente o exame para se detectar o nivel total de alcool no paciente se
procede com amostra de sangue coletada do individuo; entretanto outras matrizes
biol6gicas podem ser utilizadas para analise, como a urina, o ar expirado e a
saliva. Os métodos analiticos para a quantificacao do etanol sdo diversos, sendo
os métodos cromatograficos de aplicagdo mais pratica e fidedigna. O objetivo
deste trabalho foi verificar a utilizagdo da saliva como matriz alternativa ao sangue
na pesquisa dos niveis de alcool no organismo, através de método pratico e de
resultados confidveis, em casos de ingestdo de bebidas alcodlicas. A avaliagao foi
feita em amostras de saliva coletadas em trinta voluntarios que ingeriram 80ml de
bebida alcéolica sob jejum de trés horas e periodo de abstinéncia de 48 horas
para o uso de bebidas alcodlicas e drogas em geral. Os voluntarios respoderam
um questionario sobre condigbes de saude e assinaram um termo de
consentimento esclarecido. As amostras vaporizadas (headspace) de sangue e
saliva foram analisadas por cromatografia gasosa. Para andlise estatistica foram
utilizadas a Correlacao de Pearson e o teste-t pareado com 5% de significancia.
Houve uma perda de trés amostras, e os resultados se referem a 27 amostras. A
média de etanol no sangue foi de 0, 2641 com desvio padrao de 0, 12004 sendo
na saliva de 0, 2322 e 0, 11154 respectivamente. Houve forte correlacao positiva
mostrando comportamento similar do etanol nas amostras de sangue e saliva (r=
0, 810; p<0, 01), entretanto as médias de etanol no sangue e na saliva foram
diferentes (p=0, 029). Os dados deste estudo indicam que a saliva apresentou
valores de etanol inferiores ao que o sangue indica.



ABSTRACT

The excessive use of alcoholic drink can cause a acute intoxication and a
list of physical and mental disturbances know as acoholic intoxication, that involves
subjects of juridical and forensic order. Usually the exam to detect the total level of
alcohol in the patient is proceeded with the individual’s sample of blood collected,
however another biological matrix can be used for analysis, as the urine, breath or
saliva. There are several analytical methods for the quantification of the ethanol,
being the chromatographic methods furthermore pratical and trustworthy
apllication. The purpose of this study was to verify the use of the saliva as
alternative matrix to the blood in research for the blood alcohol concentration
through pratical method with reliable results, in cases of ingestion of alcoholic
drinks. The evaluation was made in saliva samples collected in thirty volunteers
that ingested 80ml of alcoholic drink under fast of three hours and period of
abstinence of 48 hours for the use of drunk alcoholic and drugs in general. There
were completion a questionnaire of health and signature of the consent term. The
vaporized samples (headspace) of blood and saliva were analyzed by gas
chromatographic. For the statistical analysis they were used Pearson’s correlation
and the test-t pair with p<0.05. There was a loss of three samples, and the results
refer to 27 samples. The ethanol average in the blood was 0.2641 with the standart
deviation 0.12004 being respectively in the saliva 0.2322 and 0.11154. There was
strong positive correlation showing similar behavior of the ethanol in the samples of
blood and saliva (r=0.810 p<0.01), however the ethanol averages in the blood and
saliva were different (t=0.029 p<0.05). The data of this study indicate that the
saliva presented inferior values of ethanol than that blood indicates.



1 INTRODUCAO

O consumo crescente de bebidas alcodlicas é um fendmeno mundial
largamente aceito pela maioria das sociedades organizadas. No entanto, o
freqiente abuso no consumo dessas substancias pode causar grandes
transtornos sociais, familiares, econdmicos, legais, e constitui-se em um problema
de saude publica de grande relevancia, como afirmam Mendenhall (1980), Fortes
(1991), Rouquayrol (1993), Bates (1993) e Giriffith (1998).

Segundo Galvao, 1996, o uso excessivo ou imoderado de bebidas
alcéolicas causa uma intoxicacdo aguda conduzindo a um estado de perturbacéo
fisica e mental conhecido como embriaguez alcodlica e esta se constitui em um
problema social, médico, juridico e de saude publica.

As questbes médico-legais relacionadas a embriaguez alcodlica estao
ligadas em geral a agressdes fisicas que tém, como consequéncia, lesdes
corporais de toda natureza, tanto na vitima quanto no agressor, podendo, nao
raramente, levar a morte. Ainda com relacdo aos aspectos médico-legais, temos
as infracbes cometidas no transito por condutores de veiculos automotores, e
outras situacbes nas quais a autoridade judiciaria ou policial necessita de
informacoes relativas ao nexo causal (Xavier Filho, 1998).

As questdes de natureza juridica que envolvem o consumo de alcool se
relacionam diretamente ou indiretamente com o Codigo Penal, o Cdédigo de
Transito Brasileiro (CTB), a Lei das Contravengbes Penais, o Codigo Civil e a
Consolidacao das Leis de Trabalho (Vargas, 1990).

Para atender as necessidades juridicas no estabelecimento do nexo
causal entre o comportamento agressivo e o éalcool se faz necessario que o
acusado seja devidamente avaliado com o objetivo de se constatar ou nao a
presenca do quadro de embriaguez alcodlica. E, para tal, o perito devera valer-se
do exame clinico e do exame laboratorial. O exame clinico é feito pelo médico
perito através da analise de sinais e sintomas, bem como por meio da aplicacdo
de testes psicomotores aplicados ao examinando. Quanto aos testes laboratoriais,



estes sdo realizados para a deteccéo do nivel total de alcool no sangue, ou seja, a
alcoolemia. Geralmente o exame se procede por meio de uma amostra de sangue
coletada do examinando, mas, eventualmente outras matrizes biolégicas poderao
ser utilizadas para analise, como a urina, o ar expirado e a saliva (Kidwell, 1998).
Os métodos analiticos para a quantificacao sé&o diversos, sendo que os métodos
cromatograficos sdo de aplicacao mais recente, de maior fidelidade, praticidade e
versatilidade (Henry, 1991).

Alguns problemas ainda ocorrem, com relagcado a coleta das amostras
de sangue, em virtude da objecdo manifestada por parte de alguns pacientes, que
entendem ser esta coleta um procedimento invasivo. Em outras situagdes, a coleta
€ prejudicada em funcao da impossibilidade da obtencao do material pela falta de
pessoas qualificadas para tal (Peel, 1984; Urbansky, 1990; Corréa, 1997). Assim,
a busca por amostras alternativas obtidas por métodos praticos e nao invasivos
que reproduzam de maneira fiel os niveis de alcool etilico encontrados no sangue,
tém encorajado novas pesquisas (Macchia, 1995).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade da utilizagdo da
saliva como matriz alternativa para a verificacdo e quantificagdo de etanol em
casos de suspeita de ingestdo de bebidas alcodlicas. A avaliacdo de amostras
obtidas em 30 voluntarios e das relagdes entre os valores obtidos na dosagem por
cromatografia gasosa em amostras de sangue e saliva foram analisados, visando
estabelecer a real importancia e a aplicabilidade desse método e com o objetivo
de considerar a possibilidade da utilizagdo da saliva como matriz alternativa para a
dosagem das concentracdes dos niveis de etanol no sangue. A finalidade pratica é
a de contribuir com a sociedade fornecendo subsidios a Justica, para que esta, de
forma segura e precisa, tenha elementos probantes para julgar os diversos tipos
de delitos, com a garantia de que os procedimentos analiticos toxicoldgicos

adotados s&o seguros.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ETANOL

2.1.1 O ETANOL E A CLASSIFICACAO DE BEBIDAS ALCOOLICAS

Quimicamente o etanol (também chamado de alcool etilico), com
formula molecular C2HsOH, é classificado como monoalcool de baixo peso
molecular, saturado, e altamente miscivel em agua, sendo que suas moléculas
ligam-se entre si através das pontes de hidrogénio. Possui ponto de solidificacdo
em torno de —114, 5°C e ponto de ebulicao a 78, 33°C.

Dentre os diversos tipos de alcoois existentes, o alcool etilico, ou
etanol, é o constituinte essencial das bebidas alcodlicas, no entanto, com relativa
freqUéncia surgem outros alcoois como o alcool metilico, ou metanol, e outras
substancias quimicas estranhas ao alcool etilico como esséncias, éteres, aldeidos,
sulfitos, &cido salicilico, conservantes e corantes (Almeida Junior, 1979).

As bebidas alcodlicas sao divididas em bebidas fermentadas, destiladas
e bebidas alcoolizadas (Xavier Filho, 1998; Arbenz, 1988). As bebidas
fermentadas sdo aquelas obtidas por fermentagao natural de substancias ternarias
como amido e outros acucares, geralmente possuem baixo teor alcodlico e sao
conhecidas desde a antiglidade. Como exemplos deste tipo de bebida podemos
citar o vinho e a cerveja (Franca, 1998; Croce, 1998).

Ja as bebidas destiladas sao de histéria mais recente e sdo obtidas
pela destilagcdo das bebidas fermentadas. Em geral, a gradacao alcodlica destas
bebidas € elevada podendo atingir mais de 60% em 4&lcool e temos como
exemplos populares, a aguardente e o uisque. (Silva Junior, 1969; Croce, 1998).

As bebidas alcoolizadas ou alcodlicas de mistura sdo aquelas que apés
a fermentagao se carregou artificialmente na dose de éalcool, sendo, portanto, uma

mistura de liquidos alcoodlicos. Sua gradacao alcodlica € variavel por depender da



adicao artificial de alcool ao produto a ser obtido mas, normalmente séo elevadas.
Sao exemplos os vinhos do Porto, os vinhos Madeira e os licores. (Arbenz, 1988).

2.1.2 METABOLISMO DO ETANOL

2.1.2.1 Introducao e absorcao do etanol no organismo

A introducao do alcool no organismo humano pode se dar por diversas
maneiras: pelas vias aéreas superiores, através da inalacdo dos vapores do alcool
nos casos de infortunio do trabalho; por via endovenosa como nas medidas
terapéuticas ou anestésicas; por absorcdo cutanea pela passagem do alcool
através da pele, por absorcao retal, dentre outras. Porém estas formas sdo bem
menos comuns do que a absorg¢ao pela via digestiva (Calabuig, 1992).

A ingestdo oral é a primeira etapa do processo mais comum de
intoxicacdo. A bebida ingerida normalmente fica pouco tempo em contato com a
cavidade oral, passando rapidamente pela orofaringe e es6fago chegando ao
estbmago e dai seguindo para o intestino; a passagem da bebida é tdo mais
rapida quanto menor for o conteudo destas cavidades. Enquanto estiver nestes
locais, o0 alcool ndo causa nenhum efeito embriagante (Almeida Janior, 1979).

A partir do tubo digestivo o alcool passa para o sangue por difusao
dando inicio ao fendbmeno da absor¢cao. Em geral a absorgéo do alcool se inicia no
estbmago (Maranhao, 2000), local onde as paredes absorvem em média 20 a 30%
do etanol ingerido e a absor¢cao se completa principalmente no intestino delgado.
O tempo gasto para se completar a absorcéo é de duas a seis horas, a depender
de fatores que retardem ou acelerem o processo (Ferreira, 1962; Xavier Filho,
2000).

O processo de absorcao no intestino delgado é bem mais rapido e
independe da concentracdo da bebida ou da presenca de alimentos, o que nao
acontece no estbmago, onde o conteudo gastrico (plenitude, ou vacuidade
gastrica) influi diretamente na absorc¢ao do etanol (Galvao , 1996; Ravel, 1995).



2.1.2.2 Distribuicao do etanol

Uma vez absorvido, o etanol € distribuido por todo organismo de forma
mais ou menos uniforme. Pela absorcado gastrica e intestinal ele vai diretamente
ao sistema porta-hepatico e dai a circulagao sanglinea e linfatica, e ja na primeira
passagem pelo figado uma parte € oxidada. Uma vez vencida esta barreira o
etanol vai ser distribuido pelos tecidos em geral (Silva Junior, 1969; Brito Filho,
1988; Franca, 1998).

Quando o etanol chega ao sangue e é distribuido, ele se difunde para
os tecidos e espacos intra e extra-celulares em funcdo da riqueza de agua nos
tecidos. Ocorre posteriormente um momento em que se produz um ponto de
equilibrio, chamado de equilibrio de difusdo. Em funcao deste equilibrio de difusdo
que se alcancga entre o sangue e os tecidos, & possivel conhecer a concentragao
do alcool no sangue, apds ter se estabelecido o equilibrio de uma dose Unica de
alcool (Henry, 1991).

O etanol entado distribui-se por todo o organismo, para praticamente
todos os 6rgaos (cérebro, glandulas genitais etc.), visceras (figado, rins), tecidos,
humores (liquido céfalo-raquidiano, amnidtico etc.), secregdes e excregdes (leite,
saliva, esperma, urina) (Galvao, 1996; Brito Filho, 1988; Maranhao, 2000). O
etanol se distribui em maiores concentracées nos tecidos mais ricos em agua; da
mesma forma, quanto mais gordura apresentar o tecido, menos alcool sera
depositado nele (Ferreira, 1962; Arbenz, 1988). Esta relacdo entre a quantidade
de etanol e 0 peso é bem caracterizada em funcédo do indice de massa corporal
(IMC) de cada individuo, guardando estreito relacionamento na medida em que se
aumenta o indice, quando a tendéncia da concentracdo de etanol no sangue é

diminuir.



2.1.2.3 Oxidacao e excrecao do etanol

O processo de catabolismo oxidativo do etanol pode realizar-se através
de varias rotas metabdlicas. Em sua oxidagao, o etanol passa primeiro a aldeido
acético (etanal ou acetaldeido) e pode seguir trés diferentes vias. A via da éalcool
desidrogenase; a via metabdlica representada pelo sistema mitocondrial de
oxidacao do etanol, (segundo Calabuig, 1992, um processo nao especifico para o
etanol, pois é utilizado para a oxidacao de outros alcoois e drogas) e a terceira via
chamada via das catalases, representadas por enzimas presentes em diversos
tecidos organicos, em especial no tecido hepatico (esta via também nao é
especifica para o etanol, podendo atuar também sobre outros alcoois).

A via metabdlica da alcool-desidrogenase, ou ADH, é provavelmente a
via mais importante, sendo realizada por uma enzima que esta presente em varios
tecidos organicos, principalmente no figado, e € responsavel pela reacao catalitica
de transformacao do etanol (C2HsOH) em aldeido acético (C2H4O). Esta via
metabdlica por processos enzimaticos € utilizada como reagdo para métodos de
quantificacdo do etanol (Henry, 1991; Ravel, 1995).

O destino do acetaldeido formado é ser metabolizado a acido acético
numa reagdo catalisada pela enzima acetaldeido-desidrogenase ou ALDH. O
acido acético (acido etandico) sofre os fendmenos oxidativos até ser convertido
em agua e gas carbbnico (Arbenz, 1988). Esta oxidacdo ndo é um processo
imediato, mas sim, continuo e lento onde se queima por hora uma quantidade
variavel de calorias para cada pessoa; mas, de modo geral, esta velocidade pode
ser estimada em 10 a 20ml/hora (Dreisbach, 1975), com um maximo de 400 a
500ml de oxidagédo por dia (Brito Filho, 1988) ou ainda, segundo Xavier Filho,
1998, uma queima de 10g/hora com uma variagdo de mais ou menos 2 g.

Quanto a eliminacao, uma pequena parte do etanol ingerido € eliminada
pelos pulmbdes, em geral, cerca de 2 a 4% (Maranhao, 2000). Isto é possivel
gracas a volatilidade do etanol e segue um processo inverso ao da absorgéo por
inalagdo, ou seja, através da difusdo do produto volatil durante a hematose.
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Apesar de pequeno, esse valor € analiticamente de grande interesse por
representar uma possibilidade de analise alcodlica incruenta.

Em seguida, os rins entram na escala gradativa de eliminagdo, com
uma percentagem um pouco maior no processo, normalmente cerca de 3 a 5%. A
acao conjunta destes dois érgaos (rins e pulmdes) pode chegar a perfazer até
15% do total de eliminacdo da dose ingerida (Almeida Junior, 1979).

Apenas uma pequena parte do etanol € eliminada pela pele através do
suor, pelos produtos das glandulas salivares, lacrimais e mamarias e pela placenta
(Calabuig, 1992; Ferreira, 1962), no entanto as concentracbes de etanol se
mantém constantes, em geral sendo eliminadas na sua forma basica. A eliminacao
pela saliva é feita em pequenas quantidades, no entanto também possui grande
valor de interesse analitico, sendo também uma via incruenta de analise (Girja,
2002).

Os rins e pulmdes juntamente com a pele e as glandulas citadas acima
conferem um total de eliminacdo, que em geral, atinge cerca de 10% da dose
ingerida, e excepcionalmente em torno de 15% da eliminag&o. Assim o restante do
etanol ingerido é processado mediante a oxidagdo no sangue pelas rotas
metabdlicas perfazendo um total superior 85% (Almeida Junior, 1979; Arbenz,
1988).

Como conseqiiéncia destes fenbmenos de oxidacdo e excrecdo é
possivel determinar que em até 11 horas apo6s a ingestdo, ha uma eliminagédo de
cerca de 70% e que a totalidade da eliminacdo ocorra em torno das 24 horas
subsequientes a ingestdao da dose alcool (Silva Junior, 1969; Galvao, 1996;
Maranhdao, 2000). Com base nos fenémenos descritos observa-se que o
metabolismo do etanol obedece a seguinte seqiéncia: depois de algum tempo
apds a ingestao da bebida alcodlica, o alcool aparece no sangue e o seu teor vai
aumentando gradativamente, formando uma curva ascendente. A fase ascendente
chega a um pico maximo e torna-se estavel, para em seguida comecar a declinar,

originando uma fase descendente. Entre 0 maximo da fase ascendente e o inicio
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da desintoxicagédo por oxidacdo do etanol, pode decorrer um certo tempo em que
se origina um periodo estavel ou platd (Calabuig, 1992; Maranhao, 2000).
Graficamente, assim se representa as fases ascendentes, de platé e a

fase descendente com a curva do nivel de concentragé&o do etanol no sangue:

Alcool(g%)
2 -
1_[\
0-—
I T T I I I tempo (horas)
1 23 456

Figura 1 — Curva alcoolémica. Porcentagem de
etanol em gramas pelo tempo em
horas.

Fonte: Calabuig, 1992, p.654.

2.1.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A ABSORCAO DO ETANOL

Existem diversas circunstancias que influenciam o ritmo da absor¢céo do
etanol, podendo retardar ou acelerar a mesma. Os principais fatores sdo: a
vacuidade gastrica, a diluicdo da bebida, a velocidade da ingestdo, o peso do
individuo, a temperatura ambiente (Almeida Junior, 1979; Gomes, 1992; Ravel,
1995).

O estado de plenitude ou vacuidade gastrica é influenciado pela
presenca ou nao de alimentos no estbmago. O etanol € mais lentamente
absorvido apés refeicées do que quando ingerido com o estdbmago vazio. Assim, a
absorcdo das bebidas alcodlicas ingeridas em jejum € mais rapida e mais
uniforme, guardadas as devidas variagdes organicas inerentes a cada individuo
(Ferreira, 1962).
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Quanto a diluicdo, quanto maior a gradacdo da bebida alcodlica, mais
concentrada ela €, e assim maior sera a quantidade de etanol que passara para o
sangue quando a dose ingerida for absorvida. Em relagcdo a velocidade de
ingestdo, temos que, quanto mais rapidamente se der a ingestdo de bebidas
alcodlicas, mais depressa o0 alcool sera absorvido e sua taxa se elevara mais
rapidamente na corrente sangtinea (Calabuig, 1992).

Também ¢é sabido que nos dias mais frios, a absorcdo do etanol é
menor. E, por fim, com relacdo ao peso do individuo; quanto maior for o peso,
menor sera a quantidade de etanol no sangue, indicando que apesar da absorcéo
nao ser afetada pelo peso, o etanol absorvido distribui-se uniformemente por todo
0 organismo, e consequentemente serdo menores as taxas observadas no

sangue.

2.1.4 INTOXICACAO ALCOOLICA

A ingestdo das bebidas alcodlicas pode causar diversos niveis de
intoxicacdo a depender da quantidade de etanol ingerido, ritmo da ingestéao,
vacuidade gastrica e da tolerancia individual, podendo ser mais ou menos grave
para cada pessoa. Assim teremos as intoxicagdes alcodlicas agudas ou cronicas
(Vargas, 1990).

Como formas de intoxicacao alcodlica temos: a embriaguez simples, a
embriaguez patologica, a embriaguez crbnica que as vezes desencadeia a
dipsomania e o delirium tremens. A embriaguez simples ou aguda & a mais
comumente observada. Ela se caracteriza a partir do momento que o individuo se
encontra com um grau de intoxicagdo a ponto de prejudicar sensivelmente a sua
conduta. E a forma de embriaguez de maior relevancia médico-legal, e possui uma
evolucao no seu quadro que abrange trés fases ou periodos. Essas fases sédo: a
de excitacdo, a de confusédo e a do sono ou torpor.
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A primeira fase, euforica ou de excitacdo, € o primeiro periodo onde o
quadro clinico se faz bem caracteristico: o individuo se apresenta inquieto, loquaz,
euférico e com a consciéncia ainda frenando-lhe os atos, determinando pois, um
comportamento social adequado. Nesta fase ocorre uma exacerbacao das idéias,
uma maior disposicao aparente e uma pequena alteracéo nos reflexos. Nesta fase
pode ser observado hélito etilico e mucosas hiperemiadas.

A segunda fase, de confusdo ou de agitacdo, € a fase de maior
interesse médico-legal, pois neste periodo ha uma grande tendéncia a agressoes
por parte do usuario da droga, além de perturbagdes psicosensoriais profundas,
alteracdes das fungdes intelectuais e do juizo critico (Maranhdo, 2000; Franca,
1998). Observa-se que nesta fase o halito continua etilico, os reflexos encontram-
se mais comprometidos e pode ser observado o Sinal de Romberg', que trata-se
de uma das provas de equilibrio mais comumente utilizadas na analise desta
etapa da embriaguez alcodlica. Se a personalidade basica do individuo era
agressiva, com a liberacado do controle, ele passa a criar situagdes conflitantes e a
instigar outros individuos precipitando-os para a violéncia.

A terceira fase é chamada de fase comatosa, do sono ou torpor, e se
manifesta como estado paralisiforme. A marcha, nesta etapa, é cambaleante
(marcha ebriosa), o individuo permanece na posicao em que € deixado, a voz fica
arrastada e freqlentemente ocorre disartria (dificuldade para articulacdo das
palavras). Os reflexos encontram-se enormemente alterados e o Sinal de
Romberg tem sua percepcéao dificultada pelo fato de que o individuo dificilmente
consegue manter-se de pé. Nesta fase, o individuo geralmente sé reage a
estimulos violentos (Maranhao, 2000; Arbenz, 1988; Croce, 1988; Almeida Junior,
1979; Franca, 1998; Vargas, 1990; Gomes, 1992; Silva Junior, 1969).

Deve-se levar em consideracdao que a duracdo das fases acima
descritas varia para cada individuo e carece de limites precisos entre si. Em

1- Sinal de Romberg- sinais caracteristicos para as alteracdes do equilibrio que podem ser verificados no
individuo de pé, livre de apoio e com olhos fechados, porque a ataxia estdtica aumenta quando falta o recurso
da visao. (FRANCA, 1998; CROCE, 1998.)
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alguns individuos ndo se observa esta evolucdo no desenvolvimento da
embriaguez alcodlica, confundindo-se pois alguns dos fenbmenos que
habitualmente ocorrem em uma fase e que se manifestam em outra, diversa

daquela na qual normalmente se apresentariam (Vargas, 1990).

2.1.5 DOSES TOXICAS

Os valores relativos as doses toxicas do alcool etilico servem como
orientacdo, mas ndo podem ser considerados igualmente para todos o0s casos,
uma vez que os efeitos das doses sao diferentes para cada individuo,
especialmente nos casos relativos ao habito do consumo freqiente do etanol
(Ferreira, 1962).

Em aproximadamente 75% das pessoas a embriaguez se manifesta
com a ingestdo de 1, 20 a 1, 50 gramas de etanol por quilograma de peso, e
quando esta proporcao atinge entre 5, 0 a 6, 0 gramas por quilograma de peso a
intoxicacao pode ser mortal (Henry, 1991; Brito Filho, 1988).

Segundo Calabuig, 1992, a ingestdo de 0.75g de alcool etilico por
quilograma de peso induz a transtornos de conduta em fungdes tidas como
delicadas; quantidades de 1, 50 a 2, 35g de etanol por quilograma de peso
provocam certo grau de embriaguez especialmente nos individuos ndo habituados
ao seu uso; niveis acima de 2, 35g de etanol produzem embriaguez, inclusive nos
bebedores habituais. Doses préximas de 3, 15g por quilograma de peso os
fendbmenos da embriaguez tornam-se mais graves, € entram na escala das doses
consideradas potencialmente letais.

Segundo Franca, 1998, deve-se considerar que para um nivel de
concentracao de etanol no sangue inferior a 0, 5g por 1.000ml ha uma intoxicagao
inaparente, entre 0, 5 e 2, 0 g por 1.000ml ha a presenca de disturbios téxicos e
acima de 2, 0g por 1.000ml, o estado de embriaguez alcéolica se faz

caracteristico.
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E de suma importancia lembrar que individuos podem apresentar uma
taxa elevada de etanol no sangue e permanecerem em condi¢coes psiquicas e
neurolégicas sem as caracteristicas de embriaguez sendo que o inverso também é
verdadeiro. O diagnéstico da embriaguez pode ser baseado nos sinais clinicos
observados pelos médicos peritos. No entanto, algumas legislagbes, como o
Cédigo de Transito Brasileiro, valorizam também o achado laboratorial (dosagem
do nivel de concentracao de etanol no sangue) e o exame da dosagem do alcool

através da analise do ar expirado (etilémetro) (Gomes, 1992; Vargas, 1990).

2.1.6 LEGISLACAO E ETANOL

De fato, a embriaguez esta relacionada a varios preceitos estabelecidos
em lei, direta ou indiretamente. Os mais importantes aspectos sdo os relacionados
ao Codigo Penal Brasileiro, no que tange a responsabilidade criminal e ao Codigo
de Tréansito Brasileiro, mas devemos considerar que, de uma forma ou de outra,
também ha referéncias a embriaguez na Lei de Contraveng¢des Penais, no Cddigo
Penal Militar, no Direito do Trabalho e no Regimento dos Servidores Publicos Civis
da Unido.

Quanto ao Direito Penal, o diploma legal brasileiro faz varias
referéncias a embriaguez. Inicialmente os artigos 26 e 28, Il, § 1° e § 2° dispbem
sobre a imputabilidade penal e a embriaguez pelo alcool ou substéncia de efeitos
andlogos. Os artigos 59 e 61 do referido cédigo dispdem sobre as circunstancias
agravantes e atenuantes relativas ao estado de embriaguez (Carvalho, 1992).

O Decreto Lei N. 3.688 de 03.10.1941 que instituiu a Lei das
Contravencbdes Penais cita em seu artigo 62 o estado de embriaguez e as
relacbes sociais. E no artigo 63, estabelece a proibicdo de servir bebidas
alcodlicas a menores de 18 (dezoito) anos e também a quem se acha em estado
de embriaguez (Panasco, 1976).

16



O Codigo Civil em seu artigo 4° dispde sobre a incapacidade relativa
dos individuos em exercer pessoalmente os atos da vida civil, estabelecendo uma
relacdo implicita com os transtornos de natureza psiquica que podem ser
causados pelo uso do alcool.

Quanto as questdes relativas ao Direito do Trabalho, Croce, 1998,
reconhece a responsabilidade do empregador por danos ocorridos aos
funcionarios que se encontrarem embriagados na empresa. Também a
jurisprudéncia nacional responsabiliza os patrées por danos e acidentes dos
empregados, mesmo quando estes se encontram em estado de embriaguez
(Franca, 1998; Vargas, 1990).

O Cobdigo Penal Militar comporta-se de forma semelhante ao Cdédigo
Penal, ou seja, dirime ou atenua a pena em alguns casos e em outras situacoes a
agrava, em se tratando de embriaguez de seus tutelados (Croce, 1998).

Constantemente caracteriza-se a embriaguez em condutores de
veiculos automotores que sdo submetidos a exames no local das infracdes ou de
fiscalizagcdo ou naqueles que sao conduzidos aos servicos médico-legais. O
Cédigo de Transito Brasileiro (CTB) estabelece em seus artigos 165, 269, 276,
277 e 306 as circunstancias consideradas infracoes, as medidas a serem tomadas
e as penalidades a serem aplicadas, relativas ao uso de alcool e ao uso de outras
substancias que causam dependéncia fisica ou psiquica.

O legislador, no artigo 165 do CTB delimita os parametros quantitativos
para os niveis de concentracdo de etanol no sangue, estabelecendo que dirigir
sob a influéncia de alcool, em nivel superior a seis decigramas por litro de sangue
constitui infracdo. Assim também o artigo 276 do CTB cita a concentracao de seis
decigramas de alcool por litro de sangue estabelecendo que, com esta taxa de
alcool no sangue o condutor se achara impedido de dirigir veiculo automotor,
cabendo ao Conselho Nacional de Transito (CONTRAN) estabelecer os indices
equivalentes para os testes realizados com as demais drogas.

O artigo 277 do CTB, por sua vez, dispde que todo condutor de veiculo

automotor, envolvido em acidente de transito ou que for alvo de fiscalizacao de
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transito, sob suspeita de haver excedido os limites previstos no artigo anterior,
sera submetido a testes para verificacdo dos niveis de concentragcao do etanol no
sangue, exames clinicos, pericia, ou outro exame que por meios técnicos ou
cientificos, em aparelhos homologados pelo CONTRAN, permitam certificar seu
estado. Nota-se nesse artigo que o legislador preconiza que o suspeito de infracdo
seja submetido a testes para verificacdo da dosagem dos niveis de etanol no
sangue, nao especificando qual tipo de substrato sera utilizado para anélise,
ressaltando que podera ser feito por “outro exame que por meios técnicos ou
cientificos, permitam certificar seu estado”, com a ressalva em relacdo aos
aparelhos utilizados, os quais deverao ser homologados pelo CONTRAN.

Em vista disso, entende-se que os problemas juridicos e médico-legais
que normalmente envolvem as pessoas embriagadas ou suspeitas de embriaguez,
exigem comprovacao para a aplicagdo das sanc¢des previstas. Logo, a analise
clinica feita pelo médico € de suma importancia para estabelecer como o individuo
se comportava no momento da acao, ato ou omissao (Franca, 1998), e a dosagem
laboratorial da droga, por sua vez, dara suporte aos dados encontrados no exame
clinico, cabendo aos laboratérios dos Servigos de Toxicologia Forense, através de
métodos de confianga executados pelos peritos, a elaboracao dos laudos periciais
que dardo embasamento as decisdes judiciais (Silva Junior, 1969; Vargas, 1990).

Particularmente, as legislacbes especiais, como é o caso do Cddigo de
Transito Brasileiro, exigem uma quantificacdo determinada; neste caso, de 6dg
(seis decigramas) de etanol por litro de sangue, para assim justificar o estado de
embriaguez do individuo e encaixa-lo na norma adequada ao ato. Assim posto, vé-
se que a dosagem do nivel de alcool no sangue por métodos laboratoriais se faz
imprescindivel.

Com a amostra sanglinea podem ser executados exames por diversos
métodos analiticos quantitativos, e como exemplo temos: reacdo de Nicloux,
reacao do lodoférmio (Titulometria Volumétrica) (Brito Filho, 1988; Dreisbach,
1975), testes enzimaticos (Ravel, 1995; Annino, 1978), técnicas de oxidagao
eletroquimica (Henry, 1991), testes colorimétricos (Rodenberg, 1990), tiras
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reagentes (Lima, 1992) ou ainda exames de espectrofotometria e cromatograficos,
representativos do conteudo total do etanol no sangue circulante.

A espectofotometria-enzimatica e a cromatografia gasosa sao
atualmente o0s procedimentos mais empregados para a pesquisa das
concentragcdes de etanol no sangue. Mendenhall, 1980, cita numerosos métodos
para dosagem dos niveis de concentragdo do etanol no sangue e dentre estes,
dispositivos de analise do ar expirado, dispositivos enzimaticos, calorimétricos,
fotométricos e técnicas fluorométricas, ressaltando que, de todos os métodos
disponiveis, o cromatografico € o mais sensitivo, especifico e de realizagdo mais
facil.

Pellegrino, 1999, relata que a quantificacdo de etanol no sangue
através de fluidos alternativos como a saliva tem mostrado um papel importante
em pesquisas de cunho administrativo, clinico e médico-legal, em particular para
atender as leis de transito. Lima, 1992, descreve alguns tipos de exames para
determinar a dosagem do nivel de concentracdo do etanol no sangue, com 0 uso
da saliva como veiculo para determinar as taxas de etanol, assim como Laposata,
1999, e Macchia, 1995, que assinalam a importancia da saliva como meio

alternativo para a quantificagcao de etanol no sangue.

2.2 PROPRIEDADES DA SALIVA

Como se pode observar, as tradicionais amostras de tecidos e fluidos
biol6gicos (sangue, plasma e urina) utilizadas nas pesquisas quantitativas e
qualitativas do etanol e muitas outras drogas e seus metabolitos, estdo, aos
poucos, cedendo espacgo para fluidos alternativos como é o caso da saliva e do
suor. O sangue permite boa estimativa da concentracdo das substancias que
estdo presentes na corrente sangilinea, sendo a matriz, geralmente, selecionada

para pesquisas de drogas e suas acoes.
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Nas analises da concentracdo do etanol, os estudos envolvendo o uso
de amostras de saliva, como uma técnica nao invasiva para testes qualitativos e
quantitativos, tém se tornado muito importantes. Sendo rapidamente acessivel e
coletada, a saliva pode mostrar diversas vantagens sobre os fluidos bioldgicos
classicos como o sangue e a urina. Esse fato tem aumentado o interesse pela
saliva nas pesquisas e monitoramento de diversas drogas.

A saliva vem atraindo a atencdo no campo das pesquisas interessadas
em determinar as concentragdes de drogas no organismo ha varios anos, alguns
pesquisadores sugeriam que a saliva seria um substituto para o sangue nas areas
de estudo da farmacocinética, no monitoramento do uso de drogas, em casos
forenses variados e acompanhamento de pacientes em tratamento crénico de
drogas. Em 1982, Idowu e Caddy, ressaltaram essa idéia sobre a utilidade da
saliva.

Algumas novas técnicas para a coleta e analise da saliva, bem como
para a identificacdo de componentes que afetam a concentracéo das drogas neste
fluido tém sido discutidas na tentativa de identificar claramente quais os seus
papéis. Devido a esse incompleto conhecimento sobre a saliva como amostra
biolégica, os niveis de drogas nela encontrados sdo geralmente usados
concomitantemente com os valores encontrados em outros fluidos, como por
exemplo, o sangue.

No entanto, ja se pode notar uma grande contribuicdo da saliva nas
praticas forenses nos casos de pesquisas de drogas e no uso da amostra de
saliva como meio para pesquisas sobre DNA (Walsh, 1992). Publicacoes feitas a
comunidade cientifica tém mostrado claramente que, para o monitoramento de
muitas drogas, a saliva tem se comportado como uma alternativa real que permite
determinar, com acuricidade, niveis plasmaticos dessas substancias. Porém o
mecanismo correto da secrecdo de drogas pela saliva e suas relagdes com as

variagOes organicas individuais ainda nao esta completamente estabelecido.
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22.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DAS GLANDULAS SALIVARES BASES DE
FORMACAO DA SALIVA.

As glandulas salivares compreendem uma massa de tecido que
normalmente despeja seu conteudo dentro da cavidade oral. Dentre as principais
funcbes da secrecdo salivar no homem temos as de: umidificar as mucosas e
membranas que recobrem a boca e a por¢ao superior do trato digestivo, a fim de
facilitar a fala e permitir um controle sobre a flora bacteriana da boca; fornecer
enzimas que se destinam ao inicio da digestdo do bolo alimentar na boca; produzir
horménios e outros componentes farmacologicamente ativos (Martinez-Madrigal &
Micheau, 1989).

A saliva é um fluido complexo que é descarregada dentro da cavidade
oral dos vertebrados mamiferos, produzido por um numero variavel de glandulas
especializadas. A maior parte da saliva € produzida pelas glandulas salivares
maiores (parétida, submandibular, e sublingual), mas uma pequena contribuicao é
dada por numerosas glandulas menores com localizagdo labial, bucal, e palatal
(Vining & McGinley, 1985).

O volume total da saliva produzido a cada dia, em adultos, é de 500 a
1500 ml. A saliva misturada consiste basicamente do conjunto das secrecdes das
principais glandulas, submandibulares (65%), parétidas (23%), e sublinguais (4%),
e das demais glandulas restantes (8%) formadas pelas numerosas glandulas
menores. A saliva misturada é mais facilmente obtida e freqlentemente usada
para andlise de drogas e monitoramentos clinicos. (Caddy, 1984).

Essas proporgdes variam em fungao do tipo, intensidade e duragao dos
estimulos. Um estimulo importante para a secrecdo é a exposicao e ingestao de
alimentos; a quantidade e qualidade da secrecédo, que por sua vez, varia com a
natureza da nutricdo. A larga variacdo em alguns constituintes da saliva é
resultado das diferentes técnicas de coleta, dos diferentes dispositivos utilizados e
dos niveis de fluxo (Ritschel & Thompson, 1983).
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A morfologia detalhada das glandulas salivares € descrita segundo
Junqueira & Carneiro (1985). Quando se analisa a estrutura das glandulas
observa-se que elas sao formadas por unidades morfofuncionais chamadas
adendmeros e cada unidade é constituida por uma porcao secretora formada por
células epiteliais glandulares e por ductos intercalares, estriados e excretores. Na
base das células epiteliais glandulares e do ducto intercalar nota-se a presenca de
células mioepiteliais. As glandulas salivares maiores nao sdo apenas um agregado
de adenbémeros, apresentam constituicdo mais complexa com tecido conjuntivo,
vasos sanguineos, linfaticos e nervos, sendo revestidas por uma capsula de tecido
conjuntivo de onde partem os septos interlobulares que dividem a glandula. Os
vasos e nervos entram nas glandulas por uma regiao chamada de hilo e dai se
ramificam, formando uma rica rede capilar. Os ductos intercalares sdo pouco
desenvolvidos, formados por epitélio simples cubico e estdo entre os acinos e os
ductos intralobulares, sendo formados por epitélio simples prismatico cujas células
tém caracteristicas de células transportadoras de ions.

Os ductos estriados fundem-se para formar ductos maiores, 0s
interlobulares ou excretores, que se caracterizam por apresentarem epitélio de
revestimento prismatico estratificado que gradualmente se transforma em epitélio
estratificado pavimentoso (ou bucal). Envolvendo estes ductos encontramos uma
camada bem desenvolvida de tecido conjuntivo. As glandulas salivares possuem
um elevado fluxo sanglineo, proveniente da artéria carétida externa que penetra
nas glandulas submandibular e sublingual em companhia dos ductos principais e
nervos que no interior da glandula se subdividem. Quanto a funcao nervosa a
secrecao salivar € uma resposta reflexa controlada pelos nervos secreto-motores

dos sistemas simpatico e parassimpatico (Haeckel, 1990).
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2.2.2 COMPONENTES INORGANICOS

A agua é o componente inorganico predominante na saliva constituindo
aproximadamente mais que 99, 1% da composigao total do fluido o que confere a
saliva uma densidade equivalente a 1, 008. Em geral, a saliva contém os
eletrélitos usuais apresentados nos demais fluidos corporais, sendo os principais
ions, o sodio, potassio, cloreto e bicarbonato. Os ions em geral sdo provenientes
do sangue como resultado da diferenca de pressao osmotica entre o sangue e 0
fluido e sdo ativamente secretados dentro da saliva.

As concentragdes de ions potassio, cloreto e bicarbonato também
mostram uma notavel dependéncia sobre o nivel do fluxo. A concentragao de
bicarbonato da saliva € altamente dependente do tipo de glandula, da natureza da
estimulacao e do nivel de fluxo; desta forma podemos ter concentracées na saliva
maiores ou menores que as concentracoes do plasma. Como resultado de um
aumento na concentragao de bicarbonato ha também um aumento do pH salivar,
elevando os niveis de secrecao. O pH da saliva pode alcancgar valores entre 6, 2 a
7, 4 (Drobitch e Svesson, 1992; Harper, 1982).

2.2.3 COMPONENTES ORGANICOS

A saliva fornece enzimas para a digestao e outras proteinas, incluindo
glicoproteinas, especificas da saliva. Quase todos os componentes organicos do
plasma como hormoénios, imunoglobulinas, enzimas, DNA e virus podem ser
detectados na saliva mesmo em pequenas quantidades (Vining & McGinley,
1985).

O risco potencial para a saude das pessoas envolvidas na pesquisa
com amostras de saliva parece nao ser notavelmente grande quando comparados
com amostras de sangue ou urina, exceto as amostras de saliva contaminadas

com agentes patogénicos que podem ser associadas a um risco de infecgao. Isto
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nao quer dizer que a saliva possui uma ampla atividade de espectro anti-viral. Por
exemplo, citomegalovirus, Epstein-Barr virus, e o virus da hepatite B sobrevivem
na saliva misturada (Fox, Wolff, Yeh, Atkinson & Baum, 1988).

Amostras de sangue devem ser manipuladas com cuidado,
particularmente as amostras provenientes de toxicbmanos, amostras estas com
alta prevaléncia do virus da hepatite B e do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). Como uma técnica ndo invasiva, a coleta e a andlise de saliva parece ser
particularmente atrativa em pacientes de alto risco onde a rotina de obtencéo de
sangue € muitas vezes dificultada devido a veias de dificil acesso ou trombose
venosa. (Wolff & Hay, 1991).

2.2.4 MECANISMO DE EXCRECAO DE DROGAS PELA SALIVA.

Garret, 1998, ressalta que, no final do século XVII, Antonius Nuck
injetou substancias marcadoras dentro das glandulas salivares, via vasos
sanglineos e introduziu uma nova palavra para ilustrar seus resultados: a
“sialografia”. O mesmo autor cita que, em 1856, Claude Bernard quantificou o
movimento dos marcadores solutos do sangue para a saliva e vice-versa,
percebendo que existe uma barreira de permeabilidade nas glandulas, uma vez
que algumas substancias passavam prontamente para dentro a saliva ao passo
que para outras substancias esta passagem era dificultada.

Langley, 1898, observou que o azul de metileno podia passar do
sangue para a saliva e Krause, 1902, estudou a transferéncia do indigo carmine
do sangue para a saliva nas glandulas submandibulares de caes. Krause
considerava que o transporte ocorria via canaliculos secretores. Nos anos 30,
Amberson & Héber mostraram que para solutos nao ionizados havia uma relagao
entre a lipossolubilidade e a permeabilidade na saliva. Garret e colaboradores,
1980, injetaram uma enzima dentro de artérias fornecedoras de suprimento

sanglineo para as glandulas submandibulares de coelhos e cées e estudaram a

24



funcdo da barreira histolégica. Assim como Claude Bernard ele encontrou certas
barreiras de permeabilidade nas glandulas (Garret, 1998).

As drogas circulantes no plasma passam através da parede capilar, da
membrana basal e a da membrana das células epiteliais glandulares. Principios
fisico-quimicos estabelecem que, para a passagem ocorrer, a droga deve mostrar
um grau de lipofilicidade, ou seja, ser miscivel em gordura. Isto sugere
acertadamente que a saliva ndo € um simples ultrafiltrado do plasma, como as
vezes se tem sugerido, mas ao contrario, um complexo fluido formado por
diferentes mecanismos: por processos de difusdo passiva, por processos ativos
contra um gradiente de concentracdo, por ultrafiltracdo pelos poros da membrana
ou ainda por pinocitose. Um mecanismo de transporte opera claramente por meio
de muitos eletrdlitos e por algumas proteinas como a IgA. Um mecanismo de
transporte ativo tem também sido sugerido para algumas drogas. No entanto,
estes nao estdo bem esclarecidos e carecem de muitos estudos (Garret, 1998).

2.3 CROMATOGRAFIA GASOSA NA ANALISE DE ETANOL

Dentre os métodos de analise para amostras alternativas ao sangue, a
cromatografia destaca-se por sua facilidade em permitir a separacgao, identificagao
e quantificacdo das espécies quimicas por si mesmas ou em conjunto com outras
técnicas instrumentais de analise como a espectrofotometria ou espectrometria de
massa (Collins, 1997).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, feito através da distribuicdo destes componentes
em duas fases que estdo em contato intimo. Uma destas fases € chamada fase
estacionaria e a outra fase movel. Durante a passagem da fase mével para a fase
estacionaria, no interior de uma coluna, os componentes sao distribuidos de modo

que cada um seja seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em
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migracdes diferenciadas para cada componente da mistura, em tempos distintos
(Skoog, 1992; Robinson, 1994).

Os critérios mais comumente usados para a classificacao dos diferentes
tipos de cromatografia se relacionam com a técnica empregada, o0 mecanismo de
separagao envolvido e os diferentes tipos de fase utilizados (Sawyer, 1984; Zyka,
1991; Schomburg, 1990).

A cromatografia gasosa é uma técnica atualmente bem comum nos
laboratérios de analise quimica e possui um excelente poder de resolucéo,
possibilitando muitas vezes a analise de dezenas de substéncias de uma mesma
amostra em um unico exame. (Day, 1991; Skoog, 1992; Robinson, 1994; Collins,
1997).

Na cromatografia gasosa a amostra € introduzida no aparelho através
de um sistema de injecdo e por meio de micro-seringas. A partir deste ponto a
amostra é levada para a coluna cromatografica pela fase mével que é um gas que
se move ao longo de todo o sistema e serve para arrastar a amostra pela coluna,
quando a substancia nao estiver interagindo com a fase estacionaria, e conduzi-la
até o detector. Estes dispositivos transformam num sinal elétrico adequado a
variacao da composicao do gas de arraste ao sair da coluna cromatografica, esses
sinais podem ser processados em integradores ou microcomputadores acoplados
ao detector que, além de apresentarem os cromatogramas, registram os tempos
de retencdo e as areas de pico. Os microcomputadores apropriadamente
programados podem fornecer outros dados calculados a partir do cromatograma
(Christian, 1994; Schomburg, 1990).

Christmore, 1984, afirma que o método de escolha para analisar o
alcool na clinica e nos casos forenses seria a Cromatografia Gasosa (GC), sendo
que a técnica do headspace ou HS, método pelo qual a amostra liquida da matriz
escolhida e um padrao interno, adicionado a amostra, que geralmente € um outro
alcool, sdo aquecidos e alguns de seus constituintes sdo volatilizados, servindo de
veiculo para a investigacdo de componentes da amostra (Schomburg, 1990), é

uma das mais eficientes.
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2.4 RELACAO DO ETANOL NO SANGUE E NA SALIVA

Acoplado ao headspace (HS), e também a algumas técnicas
instrumentais de analise como por exemplo, a espectrometria de massa, a
cromatografia gasosa se tornou um elemento precioso em diversos ramos
cientificos e em especial nas pesquisas da toxicologia forense.

A cromatografia gasosa (GC) e o headspace (HS) foram inicialmente
desenvolvidos para o uso em anestesiologia (Purchase, 1963), toxicologia
(Dominguez, 1959) e na ciéncia dos alimentos (Bassette, 1962).

Duritz , 1964, descreveu o0 uso da injecdo do material volatil dentro do
GC, para a quantificacdo simultdnea de acetalceido e etanol em amostras de
sangue.

Mather, 1965, detectou e identificou substancias volateis, como acetona
e alcoois comuns por GC. Com a vantagem da rapidez e simultaneidade da
quantificacdo de substancias em misturas exigindo volumes pequenos da amostra
em relacao a pesquisa calorimétrica por oxidacao do dicromato.

Larsson, 1965, usou GC para analise de componentes da saliva,
verificando que o etanol normalmente ocorre em todos individuos em
concentracoes acima de 1.5mg/L de sangue (0, 0015¢g/L). Segundo ele a saliva
tem sido usada para a pesquisa da determinagao do alcool no sangue, no entanto
somente a saliva coletada na saida das glandulas na cavidade conferia esta
vantagem.

Em 1967, Iribe et al., sugeriram que a mensuracao de etanol na saliva
permitia acuricidade e a possibilidade de um método ndo invasivo para a
determinacao das concentragdes de etanol no sangue.

Larsson, 1969, descreveu método para a determinacédo de substancias
volateis através de HS e GC em amostras de saliva. O método utilizando detector
de ionizacao de chama e coluna Porapak Q®, foi aplicado em casos clinicos com
o objetivo de se verificar as atividades bioquimicas na cavidade oral.
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Karnitis, 1971, relacionou a identificacdo e quantificagdo do etanol no
sangue por GC, e sua utilidade na clinica forense, particularmente em casos de
motoristas embriagados. Sugeriu que a pesquisa do etanol poderia ser feita em
outros fluidos biol6gicos em amostras vaporizadas como a técnica do HS.

Jones, 1978, aplicou a técnica do HS utilizando uma pequena amostra
de saliva adaptada a um detector eletroquimico. Ele verificou também que o etanol
€ distribuido entre varios fluidos biolégicos e mostrou que a proporcao
saliva/sangue em relacdo ao etanol possui uma baixa variacdo inter e intra-
individual confirmada em 20 voluntarios homens (média de idade de 42 anos) e de
peso ente 65 a 90Kg que estavam jejum de 30 min e algumas de suas relacoes.
As amostras analisadas eram coletadas ap6s a ingestdao do equivalente a duas
doses de uisque. O volume de saliva usada nao foi mensurado, mas estava em
torno de 1ml. Jones cita que a precisdo da técnica do HS usada em saliva para a
quantificagdo de alcool € claramente estabelecida em laboratério, demonstrando
inclusive que amostras de saliva de individuos saudaveis que nao ingeriram
alcool, parecem nao detectar presenca de alcool e nem de outros constituintes da
saliva que influenciem no processo de quantificacdo do etanol para praticas
forenses.

McColl, 1979, avaliou a concentracao de etanol em 12 homens (idade
entre 20 e 35 anos) pelo sangue e pela saliva misturada (saliva homogénea
obtida a partir da producdo das glandulas salivares em conjunto) ou néo
misturada, antes e depois de terem lavado e enxaguado a boca, e apos terem
ingerido 100ml ou 200m| de vodca em no maximo de 15 minutos. A saliva
misturada era obtida diretamente pela deposicdo do humor salivar dentro de um
tubo de teste de plastico e armazenadas a 4°C e as concentragdes de etanol foram
analisadas por cromatografia gas-liquida (GLC) segundo metodologia preconizada
por Cooper, 1971. Ainda de acordo com este autor, de 20 minutos a 4 horas
depois da completa a ingestdo da bebida houve uma correlacao alta e significante,
sendo que o pico maximo do etanol no sangue estava entre 30 e 60 minutos apds

completada ingestdo e que o aumento de etanol no sangue foi inversamente
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proporcional ao peso corporal. McColl, concluiu que os exames feitos, entre saliva
misturada obtida 20 minutos apds a completa ingestdo, sdo altamente acurados
para a determinacdao das concentracdes de etanol no sangue como método nao
invasivo.

Jones, 1979, avaliou as variac¢ées intra e inter-individuais na propor¢ao
saliva/sangue (distribuicdo de etanol entre saliva misturada e sangue) calculadas
em 48 homens apds a ingestdo de 0, 72g de etanol (uisque) por quilograma de
peso corpbreo, apos pequeno tempo para o consumo e analisadas por meio do
método enzimatico com a alcool desidrogenase. N&o foi encontrada uma variacdo
sistematica ao longo de todo o metabolismo do etanol, na absorcao, distribuicdo e
eliminag&o. Alguns autores confirmam uma alta correlagao entre as concentragoes
saliva/alcool e sangue /alcool (Coldwell & Smith, 1959) e a proporcao se mantém
constante por toda a biotransformagdo do etanol usando métodos enzimaticos
para a pesquisa do etanol (Jones, 1979). O autor ressalta que apesar de nao
invasivo o método de colher a amostra depende de uma certa cooperacao do
paciente.

Tonnellier, 1980, constatou que o fluxo salivar tem realmente uma
diminuicdo em pessoas que fizeram uso de bebidas alcodlicas, dificultando a
coleta de amostras, mas nao a impossibilitando, a depender da colaboracao dos
pacientes.

Mendenhall, 1980, descreve um método GC para detec¢ao simultanea
de etanol e acetaldeido cujas vantagens sdao a simplicidade, rapidez e alta
acuricidade possibilitando resultados simultaneos na pesquisa de alcool etilico e
acetaldeido (metabdlito do etanol), usando isopropanol como padrdo interno e
coluna Porapak Q®.

Anthony, 1980, analisou através de GC e HS, substancias como etanol,
metanol e acetaldeido verificando boas correlagdes na quantificacao de etanol nos
fluidos biolégicos analisados.

Jones, 1983, avaliou por GC e HS, os coeficientes de particao liquido/ar

determinados em solugbes de etanol em agua, sangue e plasma com coluna
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Porapack Q® e detector de ionizagdo de chama, sugerindo que o etanol equilibra-
se livremente entre as fracbes de dgua dos fluidos bioldgicos e as fases de gas.

Stone, 1984, avaliou a concentragdo post-mortem de amostras
alternativas de bile, urina e humor vitreo e sangue, para etanol. Seu estudo
descartou a possibilidade de amostras de saliva em eventos post-mortem.

Peel, 1984, verificou a deteccdo de drogas em 56 motoristas alterados
com amostras de 1 a 2ml de saliva como matriz para analise de drogas acidas,
basicas ou neutras. O método imunoenzimatico usado foi (EMIT®), e confirmado
por GC detector de ionizacdao de chama e coluna Porapak Q® acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS). O autor concluiu que é possivel obter e
analisar amostras de saliva em pessoas suspeitas de estarem dirigindo
embriagadas ou sob efeito de outras drogas, demonstrando a versatilidade do uso
da saliva como uma técnica nao invasiva para determinar a ocorréncia do uso de
drogas. Complementando seu raciocinio, Peel ressalta que fatores como pH da
saliva, fluxo salivar e caracteristicas organicas individuais de cada droga afetam a
concentragao da droga na saliva, no entanto a razdo dos valores saliva/sangue
sdo relativamente constantes entre os individuos para uma mesma droga.

Christmore, 1984, apresenta solugdes para dois freqlentes problemas
na técnica automatica do HS e GC em 30 amostras, a oxidacao catalitica do
etanol em oxiemoglobina e a falta de agentes conservantes adequados,
descrevendo trés processos pelos quais as amostras de sangue poderiam ter sua
quantidade de alcool diminuida. O primeiro seria a contaminacao e o crescimento
de microorganismos, prevenido com adicao de fluoreto de sédio. O segundo seria
a perda do alcool por evaporacao nos casos em que os frascos ndao fossem bem
tampados. E por fim o alcool poderia ser perdido por oxidagdo quimica em um
processo que dependeria da presenca de hemoglobina (ndo ocorrendo por
exemplo no soro e no plasma, nem na saliva ou urina).

Vogel-Sprott, 1984, demostrou em seu estudo que o0s niveis de
absorcao e eliminagéo sao influenciados pela idade e pelo peso, observando que
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quanto mais idoso for o individuo maior sera o nivel etilico, ocorrendo o inverso
com relacédo ao peso dos individuos.

McBay, 1988, cita que dentre os possiveis fluidos corporais como urina,
sangue, soro e plasma, a saliva também pode ser um veiculo para a pesquisa de
varias drogas inclusive canabindides.

Pikaar, 1988 , avaliou os principais fatores que influenciam os niveis de
etanol no sangue (o0 sexo, a concentracao da bebida, os exercicios fisicos feitos
apds a ingestao e o consumo de alimentos antes e apds a ingestao) relatando os
efeitos de cada uma dessas variaveis.

Senkowski, 1990, analisou o etanol em amostras de sangue coagulado
através da técnica do HS e GC com detector de ionizacdo de chama e coluna

Porapak Q®, obtendo boas correlagcbes em suas amostras.

Urbansky, 1990, relata que a saliva pode ser um adequado material
biolégico para as pesquisas dos niveis de etanol, em particular nos pacientes que
por varias razdes, recusam-se a permitir a coleta das amostras de sangue.
Comparacées feitas em pacientes revelam que os niveis obtidos em alguns eram
idénticos, e que as diferengas encontradas entre o sangue e a saliva analisados
eram minimas diferindo apenas entre os componentes do grupo devido a
caracteres individuais. Segundo o autor, essas diferencas podem ser

negligenciaveis considerando os resultados obtidos em outros fluidos bioldgicos.

Haeckel, 1992, refere que a razdo saliva/plasma para o etanol
demonstrou boa correlacdo entre as amostras de sangue e saliva analisadas a
partir de voluntarios detidos em “blitz” de transito. O autor relata que além dos
bons resultados obtidos nas mensuragdes, o0 método que utiliza a saliva possui a
conveniéncia de nao necessitar de pessoal médico para a coleta e nao fere a
integridade fisica dos suspeitos.

Christopher, 1992, analisou por métodos enzimaticos a concentracao
de etanol no sangue e na saliva de 42 voluntarios apds a ingestao de bebidas

alcodlicas diversas. Os testes enzimaticos foram comparados com os feitos em

31



GC e demonstraram boas correlacdes entre os niveis de etanol encontrados no
sangue e na saliva.

Kiesow, 1993, pesquisou em 56 amostras a praticabilidade do uso de
amostras de saliva para determinar quantitativamente o etanol no sangue através
de GC demonstrando uma alta correlagdo, comprovando que a concentragdo do
etanol tanto no sangue quanto na saliva € maxima ap6s uma hora da ingestao da
dose, sugerindo que em algumas situacdes pode-se eliminar a necessidade de
coletas de sangue para esta verificacao.

Jones, 1993, determinou o perfil dos tempos de concentragdo do etanol
em amostras de sangue, ar expirado e saliva de 21 voluntarios apés a ingestao de
etanol, demonstrando que existem minimas variagbes entre as amostras de um
mesmo individuo e que por vezes, as variagdes entre individuos diferentes podem
ser grandes devido a variaveis organicas como idade e peso.

Rainey, 1993, faz uma comparacgéao entre as quantidades de etanol no
sangue e no plasma e ressalta que os procedimentos legais indicam que a
intoxicacado deve ser indicada pela concentracao do alcool no sangue total ou por
seu representativo em outras amostras.

Markelov, 1993, apresenta a técnica de evaporacao total da amostra
como alternativa para procedimentos cromatograficos, sendo uma variante da
técnica do HS que pode ser usada em amostras alternativas inclusive matrizes
organicas.

Jones, 1994, discute a aceitacdo e os beneficios do fluoreto de sédio
(NaF) como conservante do sangue para analise do etanol em GC. Solanky, 1994,
relaciona as quantidades de NaF usados como conservantes e conclui que o NaF
ndo aumenta a concentracdo de etanol quando determinado por HS e GC.

Mirand, 1994, demonstrou em seu estudo, que o tecido adiposo é um
dos fatores determinantes para a distribuicdo do etanol no organismo, e que se
relaciona com o volume de agua corporal. Relata que os individuos jovens
apresentam menores niveis de etanol quando comparados aos mais idosos

quando da ingestédo de doses iguais.

32



Macchia, 1995, determinou o etanol em diferentes fluidos biolégicos por
HS e GC, ressaltando a importancia de fluidos bioldgicos disponiveis como o
sangue, soro, plasma, urina e saliva e que a escolha pode ser feita de acordo com
a disponibilidade e a praticabilidade da coleta, uma vez que os resultados obtidos
nas analises das amostras foram fielmente préximos aqueles representativos da
concentracao do sangue, sendo a saliva um bom representante deste quantitativo.

Conigrave, 1995, analisa os marcadores do consumo de etanol entre os
alcoolistas cronicos utilizando-se o sangue como matriz usada nos testes, e
constata que recentemente os laboratérios tém usado amostras alternativas ao
sangue como meio de investigacdo mensurados por GC ou por cromatografia
liquida (LC).

Livesey, 1995, desenvolveu uma técnica rapida, com sensibilidade para
quantificar simultaneamente etanol, metanol, isopropanol, acetona e etileno glicol
pelo soro, através de GC.

Bosan, 1995, analisou amostras de saliva pelo método enzimatico para
determinacao das concentracdes de etanol com verificagdo pelo soro por GC. O
autor relata que algumas vezes um aumento da viscosidade da saliva causada
pela desidratagdo aguda provocada pela bebida alcodlica e a pouca cooperacao
dos examinados pode agravar a performance dos testes com saliva mas nao os
invalidam.

Chasin, 1996, relatou as diferentes formas de integracéo do etanol com
a cocaina incluindo a formacdo de derivados que pudessem afetar as
concentracbes daquela droga no organismo. Esta técnica foi padronizada no
Servico de Toxicologia Forense do IML - Sao Paulo, como HS e GC em amostras
de sangue.

O’Neal, 1996, utilizou GC para a determinacao de etanol em amostras
de sangue post-mortem, com padrées internos alternativos ao n-propanol
conforme sugere Wigmore, 1993.

Schuberth, 1996, propés uma modificacdo na técnica de evaporacao

total da amostra para se obter o HS, analisando por GC para diversos compostos
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inclusive etanol. As suas amostras eram de sangue e tecidos coletados em
cadaveres.

Bates, 1997, ressalta a importancia forense da utilizacado de métodos
confiaveis para a determinacao dos niveis de etanol no sangue e que sejam nao
invasivos. Seu estudo em 39 voluntarios, com a utilizagdo de métodos
enzimaticos, demonstrou a boa confiabilidade que possui a saliva quando
comparados com os resultados obtidos no sangue.

Bendtsen, 1999, testou amostras de saliva por meios enzimaticos
comparando-as com outros fluidos biologicos (por HS e GC) na pesquisa dos
niveis de concentragdo de etanol encontrados no sangue. A pesquisa, realizada
em 28 voluntarios, considerou a saliva como amostra satisfatéria para o teste
enzimatico, relatando problemas com as quantidades disponiveis, 0 que em
alguns casos inviabilizou 0 exame por esta via de andlise.

Suzuki, 1999, determinou o etanol no sangue em 15 voluntarios através
de um método ultra-sensitivo de GC e HS, para avaliar a concentracao de etanol
enddégeno em pessoas normais e que estavam em abstengado do uso de bebidas
alcéolicas. Ressaltou que o método ndo € conveniente para as analises de rotina,
sendo mais Util em casos forenses quando os peritos dispéem de volumes muito
pequenos de amostras, como por exemplo, a pesquisa de saliva em um pedaco
de cigarro.

Pellegrino, 1999, aplicou a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) em 56 amostras com a finalidade de determinar o etanol em fluidos
corporais, relatando que seria necessaria uma derivacao para obter a fase reversa
para que se executassem as andlises em HPLC. As amostras foram comparadas
com as andlises em GC para confirmacao, e o autor obteve altas correlagoes entre
as matrizes organicas comparadas e entre os métodos utilizados (HPLC e GC).

Laposata, 1999, apresenta marcadores do consumo de etanol e analisa
0s métodos e as matrizes usadas, considerando que os fluidos para a mensuragao
do etanol incluem sangue, saliva, urina e o humor vitreo e que o GC € o método
padrdo para a quantificacdo de etanol em fluidos corporais especialmente no
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sangue. A quantificacdo de etanol pela saliva oferece as vantagens de maior
facilidade de coleta que o sangue e oferece uma imediata quantificagao.

Lucey, 1999, relata que ha diferenca na distribuicdo e metabolismo do
alcool com relacao a idade, baseado na comparagdao do grupo estudado (idade
21-40 anos) com outro grupo de idade acima de 60 anos. O autor observou que as
concentracbes de etanol sdo significantemente mais altas em idosos que nos
jovens. Relata também que ha diferencas entre o metabolismo do etanol em
homens e mulheres, o que também foi constatado por Gartner et al. 1996.

Smolle, 1999, comparou as concentragdes de etanol no sangue e na
saliva e relatou os beneficios da saliva como amostra nao invasiva, demonstrando
que esta matriz traz resultados com valores correlatos para as andlises da
concentragdo dos niveis etanol no sangue. Seus testes utilizaram métodos
enzimaticos.

Williams, 2000, desenvolveu um método rapido, preciso e de confianca
para a determinacao de etileno glicol, metanol, etanol, acetona e isopropanol por
GC e injecao direta da amostra, mostrando uma boa deteccéo e quantificagcao dos
materiais analisados.

Oneta, 2001, afirma que existem diferencas consideraveis no
metabolismo do etanol entre grupos de pessoas com faixas etarias mais altas e
mais baixas em suas analises por GC.

Yacoubian, 2001, cita que a mensuracdo de drogas em amostras de
fluidos como saliva e urina tem sido usada com vantagens para estimar o uso de
drogas ilicitas. O uso de testes pela saliva vem ganhando espaco como uma
alternativa as amostras de urina, no entanto, a eficacia do uso de amostras de
saliva para a deteccéo e quantificacdo de drogas requer ainda muitas pesquisas.

Engelhart, 2001, avaliou o dispositivo QED ? na mensuragdo, post-
mortem, de etanol em 50 amostras de saliva e humor vitreo comparando com
amostras de sangue em analise por GC e HS. Os resultados mostraram uma
pobre relacdo entre o fluido oral (mensurado por QED) e os resultados obtidos
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pela andlise do sangue por HS e GC concluindo entdo que o QED para testes de
alcool na saliva ndo parece muito util para determinar niveis de etanol no sangue
post-mortem.

Kuo, 2002, verificou a deteccdo e quantificacdo de metabdlitos do
tabaco na saliva e na urina comparando suas concentragcdes através de GC,
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e um teste imuno-enzimatico
(ELISA). Sua experiéncia serviu para comprovar a versatilidade da saliva como
matriz alternativa para pesquisa de drogas ou seus metabdlitos.

Gubala, 2002, comparou amostras de saliva, ar expirado e sangue em
49 voluntarios, aplicando HS e GC para a pesquisa de etanol e verificou boa
precisao, concluindo que o método e a técnica aplicados para saliva é especifico,
€ mostra boa resolucdo na apresentacao dos resultados.

Parlesak, 2002, confirma que a idade é fator de influéncia direta na
distribuicdo das concentracées de etanol, em especial quando comparadas
diferentes faixas etarias, relatando também sobre a influéncia do fator peso nas
concentracdes de etanol no sangue.

Gubala, 2003, analisou por GC e HS o nivel de etanol na saliva e no
sangue de voluntarios (homens e mulheres), apds a ingestdo de bebida alcdolica.
Encontrou alta correlacado (0, 944), entre as matrizes utilizadas, relacionado os
efeitos para ambos sexos e suas respectivas concentracdes encontradas.
Concluiu que a saliva pode ser utilizada como alternativa ao sangue para estimar
o etanol, com alta confiabilidade.

Assim, tendo em vista a grande relevancia da matéria relatada nos
trabalhos acima em relagdo aos aspectos forenses na busca de novas matrizes
alternativas ao sangue para a pesquisa de drogas em geral, optamos pelo
desenvolvimento do tema por entendermos ser de suma importancia para a

toxicologia forense, medicina e odontologia legal.

> QED — Quantitative Ethanol Detector. Dispositivo enzimatico para quantificacdo de etanol.
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3 PROPOSICAO

O numero relativamente limitado de trabalhos publicados, bem como as
observacodes feitas ao tema, levaram aos objetivos desta pesquisa, no intuito de
verificar a possibilidade do uso da saliva como amostra alternativa ao sangue para
dosagem da concentracao dos niveis de etanol no sangue, visando contribuir com
a sociedade dando subsidios a Justica de forma segura e precisa, para que ela
julgue os diversos tipos de delitos envolvendo o consumo de alcool, com garantias
de que os procedimentos analiticos toxicoldgicos sao seguros.

Para tanto, o objetivo deste trabalho foi verificar se os niveis de etanol
na saliva relacionam-se com o0s niveis de etanol encontrados no sangue de

voluntarios, que fizeram prévia ingestao de bebida alcodlica.

37



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Foram utilizados os seguintes materiais:

Bebida alcodlica fermentada e destilada de gradacao alcodlica a 39%

vol., composta de alcool etilico, malte uisque, destilado alcodlico de cereais e

corante;
[ J
[}
saliva;

pedras de gelo de agua;

frascos de polietiieno com capacidade de 40ml, para depésito da

seringas plasticas com capacidade de 10 ml e agulhas descartaveis

para a coleta de sangue;

frascos de vidro com septos de borracha e lacres de aluminio, com

capacidade de 10ml para armazenar sangue;

para 7 L;

fluoreto de sodio 0, 25g em po;
alicate lacrador;
refrigerador Electrolux ® R360, com temperatura entre 0°C e 4°C;

caixas térmicas de isopor com tampa e vedamento, com capacidade

gelo sintético em gel (gelo reciclavel);

micro-pipeta automatica de 500uL;

balanca analitica;

reagentes padrdes de isopropanol P.A. e etanol P.A.

sistema de aquecimento para formacao de headspace com banho de
glicerina;

seringas hipodérmicas de 1 mL;

cromatdgrafo a gas Modelo CG-90 equipado com detetor de
ionizacdo de chama (FID) (CG Instrumentos Cientificos LTDA);
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¢ coluna empacotada medindo 1, 86m X 1/8” (id) e fase estacionaria
Porapak Q;

¢ integrador/Processador eletronico Modelo CG-300.

¢ cilindro de Nitrogénio de alta pureza (White Martins);

¢ cilindro de Hidrogénio de alta pureza (White Martins);

e cilindro de ar sintético de alta pureza (White Martins);

4.2 METODOS

4.2.1 METODOLOGIA

Para a quantificacdo de etanol em amostras de saliva e de sangue, foi
necessaria a participacao de 30 voluntarios que apds a leitura e assinatura de um
termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1), preenchimento de um
questionario sobre o estado geral de saude (ANEXO II), e informados sobre as
condicoes de pré-ingestdo da bebida alcodlica, tempo de espera e periodo de
coleta das amostras.

Os voluntarios foram reunidos e esclarecidos quanto aos objetivos,
métodos e inconvenientes da pesquisa, para que pudessem optar ou nao por
continuar colaborando. Os voluntarios que concordaram foram orientados com
relacdo aos procedimentos de pré-ingestdo da bebida, procedimentos estes que
deveriam ser obedecidos no dia da coleta das amostras.

Os possiveis voluntarios menores de 18 anos foram automaticamente
excluidos da pesquisa, em respeito ao Decreto Lei n? 3688, de 03.10.1941- Lei
das Contravengdes Penais, artigo 63 inciso I, que proibe servir bebidas alcodlicas
a menores.

O questionario individual sobre o estado geral de saude continha
quesitos basicos acerca da saude de cada voluntario, e se constituia de um
cabecalho contendo informacdes a respeito do individuo como nome, idade, peso
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e altura e de perguntas que podiam ser avaliados sob dois aspectos, sob o ponto
de vista clinico e sob o ponto de vista farmacoldgico.

A respeito das circunstancias clinicas, os voluntarios deveriam informar
sobre tratamentos médicos recentes e patologias cardiacas, vasculares, renais,
digestivas, hepéticas, sanglineas, DST, neuroldgicas, psiquiatricas descrevendo-
as quando existentes.

Pessoas com histéria de alcoolismo crénico atual ndo foram aceitas por
poderem apresentar comprometimento dos processos metabdlicos, em virtude de
doencas como cirrose hepatica (Rouquayrol, 1993; Griffith, 1998) e também os
alcoolistas crénicos em recesso, a fim de evitar o desencadeamento de novas
crises e do retorno ao seu estado anterior (Stanley, 1991; Marlatt, 1993).

Sobre o aspecto farmacolégico as questdes estavam voltadas para o
uso de medicamentos e sua freqiéncia, além do uso de drogas ilicitas, bebidas
alcoolicas e tabagismo, bem como sua frequéncia.

O questionario visou também avaliar 0s possiveis estagios de
tratamento medicamentoso ou uso de farmacos a que pudesse estar submetido
algum voluntario, de modo a preservar a integridade do participante e nao alterar
os resultados, uma vez que diversos farmacos poderiam interagir com o etanol ou
com subprodutos de seu metabolismo influenciando as concentragdes de etanol
no sangue e na saliva (Roine, 1990; Dziekan, 1997; Kechagias, 1997).

Substéancias como nicotina foram toleradas desde que ndo houvesse
seu uso pelo periodo minimo de duas horas antes da ingestdo da bebida, e
principalmente durante o tempo de espera para a coleta do material, a fim de
evitar a minimizacao do fluxo salivar que ocorre por agao do uso do tabaco e de
seus subprodutos e ainda possiveis alteragdes do pH da saliva (Maier, 1988;
Trudgill, 1998; Tomar, 1997; Chen, 2001).

Foram rejeitados individuos que fizessem uso freqlente de drogas
ilicitas tais como a cocaina (Chasin, 1996) devido as interacées que poderiam
surgir quando do uso concomitante ao etanol afetando sua concentragdo no

sangue e na saliva.
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Pessoas que faziam uso diario de bebidas alcodlicas ndo foram
admitidas para que ndo houvesse um possivel efeito cumulativo de etanol no
organismo (Almeida Junior, 1979; Brito Filho, 1988; ) levando a um possivel
resultado falso positivo devido a acumulagéo.

O questionario foi preenchido individualmente com o responsavel pela
pesquisa, sendo explicado cada topico a ser respondido, esclarecendo-se as
duvidas surgidas e exemplificando quando necessario. Os casos isolados eram
atendidos quando solicitado, preservando o sigilo das informacées que assim
deveriam permanecer.

Uma vez preenchido, o questiondrio foi analisado, sendo excluidos os
individuos que apresentavam qualquer alteracdo que pudesse comprometer seu
estado de saude, interagir com farmacos ativos no organismo, ou ainda modificar
0s padrdes de analise por interagir com etanol ou algum de seus subprodutos
metabdlicos.

De posse dos questionarios devidamente respondidos, os dados
relativos a altura e peso de cada participante foram avaliados para que houvesse
o calculo do indice de massa corporal (I.M.C.) e assim estabelecer se o individuo
poderia ou ndo ser voluntario de acordo com o indice de normalidade estabelecido
pelo I.M.C. (entre os valores de 18, 5 a 24, 9). (ANEXO III).

Os voluntarios considerados acima do indice normal estabelecidos
foram descartados, uma vez que o nivel de concentracado de etanol no sangue é
claramente influenciado pelo peso em especial quando associado ao tecido
adiposo. Esta relacao (peso e concentracdo de etanol no sangue) é relatada por
autores como Vogel-Sprott, 1984; Mirand, 1994 e Oneta, 2001.

Como forma de manter um grupo homogéneo, também nao foram
admitidos participantes do sexo feminino, uma vez que publicacdes cientificas
relatam que existem diferengas no metabolismo entre homens e mulheres de
mesma faixa etaria para uma mesma quantidade de dose alcdolica ingerida,

sugerindo que possam, desta forma, haver diferentes niveis de concentracdes de
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etanol no sangue e também para as taxas de concentracdo de etanol na saliva
(Pikaar, 1988; Lucey, 1999; Gubala, 2003).

Com relacdo aos voluntarios considerados aptos apds a analise dos
questionarios de saude, foi confirmado se as trés condicbes pré-estabelecidas
anteriores ao exame foram cumpridas. As condi¢ées chamadas de “condi¢cbes de
pré-ingestao da bebida alcodlica” foram: jejum alimentar por periodo de trés horas;
nao uso de bebidas alcodlicas por pelo menos 48 horas antecedentes ao exame e
nao uso outras drogas ou farmacos, condigdes semelhantes as preconizadas por
Suzuki, 1999 e Cobaugh, 1999.

O jejum alimentar de trés horas garantiria um esvaziamento gastrico
satisfatorio e mais igualitario entre os componentes da amostra. O esvaziamento
gastrico seria uma forma de certificar que o processo de absorcédo e conseqgiiente
distribuicdo do etanol pelo organismo seria mais uniforme entre os voluntarios.

O uso de novas doses de bebidas alcodlicas no periodo inferior ao de
24 horas é fator que influencia diretamente no metabolismo do etanol, uma vez
que ocorre em torno de 400 a 500ml de oxidacao por dia (Brito Filho, 1988). Com
isso, o tempo de 48 horas de abstinéncia alcodlica garantiria um efeito néo
cumulativo no organismo evitando influéncias indesejaveis no resultado. Assim
como a bebida alcodlica, outras drogas também poderiam interagir com o etanol
provocando alteracées no metabolismo do etanol levando a uma n&o uniformidade
nas amostras de sangue e saliva dos voluntarios.

Os individuos que faziam, naquele periodo, uso de drogas ilicitas e que
informaram devidamente nos questionarios, foram advertidos quanto ao tempo de
abstinéncia ao qual deveriam estar submetidos para adequarem-se a condicao de
voluntario. Uma vez que houvesse consonancia por parte do voluntario em nao
fazer uso de tais produtos, e desde que ndo houvesse outro excludente eram
entao aceitos.

Os critérios acima estabelecidos visaram a padronizacao das condicoes
individuais de tal forma que cada voluntario tivesse as mesmas condi¢coes pré-

ingestdo, deixando apenas que as caracteristicas relativas a fisiologia do
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organismo de cada um respondesse sem interferéncias exdgenas. Isto objetivou
igualar ao maximo as condi¢cbes organicas individuais e também garantir o bem
estar e saude de cada participante e 0 bom desempenho da pesquisa.

Ap6és a analise do questionario sobre saude, o0s voluntarios
selecionados receberam o termo de consentimento livre e esclarecido, contendo a
identificacdo do voluntario, dados a respeito da pesquisa, do pesquisador e a
identificacdo do curso e da instituicdo. Este termo foi preenchido apds
esclarecimento sobre os objetivos do trabalho e seus inconvenientes, bem como
os direitos dos participantes, inclusive o de abandonar a experiéncia a qualquer
tempo, em respeito a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

De forma livre, espontanea e declarando-se devidamente esclarecido, o
voluntario se comprometeu a participar de acordo com os padrdes estabelecidos e
a nao dirigir veiculo automotor nas seis horas subsequientes a ingestdo da bebida
alcodlica, cedida para efeitos do exame, em respeito as normas vigentes do
Cédigo Nacional de Tréansito.

Uma vez preenchido o questionario e o termo de compromisso 0s
voluntarios foram informados sobre os tempos estipulados para a ingestdo da
bebida, tempo de espera até o momento da coleta dos materiais e sua forma de
coleta.

A ingestao correspondeu a 80 ml da bebida e entdo foram coletadas as
amostras. A bebida foi padronizada e dosada em um frasco graduado para o valor
de 80 ml o que corresponderia a média em torno de 0, 90ml a 1, 48ml de bebida
alcoolica por quilograma de peso. Os voluntarios tiveram de 0 a 15 minutos para a
completa ingestao da bebida, (McColl, 1979).

Os tempos de cada voluntario foram marcados e anotados seguindo a
ordem de término. Apbés a ingestdo, cada voluntario foi instruido a ficar em
repouso relativo, a fim de evitar perdas do etanol por processos metabdlicos nao
normais (Pikaar, 1988; Stanley, 1991; Fortes, 1991), sem ingerir qualquer tipo de
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liquidos, inclusive novas doses da bebida, sem fazer uso de drogas, tabaco e sem
fazer ingestdo de alimentos durante o periodo de espera de 60 minutos.

O periodo de espera de 60 minutos corresponde ao pico maximo de
etanol no sangue e na saliva (Kidwell, 1999, Kiesow, 1993). Seguindo a ordem
cronoldgica do término da ingestdo, o sangue de cada voluntario foi coletado por
meio de seringas plasticas descartaveis de capacidade para 10 ml, retirando uma
quantidade de 5ml como amostra para anélise.

O sangue da seringa era imediatamente depositado no frasco de vidro
individual, que continha fluoreto de so6dio em pd na quantidade de 0, 25g para 5Sml
de sangue. O frasco entdo era tampado com o septo de borracha e agitado de
modo a homogeneizar o fluoreto de sddio ao sangue e em seguida eram vedados
com lacres de aluminio e rotulados para identificacdo durante a analise.

O fluoreto de sédio foi usado como sal conservante para o sangue a fim
de evitar a coagulagao e sua deterioracao, tendo acao estavel durante as analises
cromatograficas (Christmore, 1984; Jones, 1984, Stone, 1984, Senkowski, 1990,
Jones, 1994). Segundo o protocolado pelo Laboratério Central da Policia Técnica
do Estado da Bahia (LCPT-Ba), este sal também é usado para analises de sangue
em pesquisas de etanol por cromatografia gasosa.

A saliva foi coletada pelo proprio voluntario, que a depositou
diretamente no interior de um frasco de polietileno, (capacidade de 40ml) com
tampas de vedamento rosqueavel. A saliva coletada foi a considerada saliva
misturada onde ndo houve qualquer preparacao preliminar da cavidade oral sendo
um produto resultante da producédo das glandulas salivares em conjunto (McColl,
1979). A quantidade de saliva foi estimada entre 1 a 4ml, e o tempo para que a
operacao fosse completada era o menor tempo habil possivel, conforme sugere
Peel, 1984.

Para as amostras de saliva ndo foi necessario qualquer adicdo de
conservantes, apenas o congelamento das amostras. Esta quantidade de saliva foi
suficiente para pesquisa cromatografica, uma vez que a quantidade real utilizada
foi de 500uL em fungédo da metodologia analitica preconizada.
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O restante da amostra de sangue e de saliva foi descartado apds as
analises, mas poderiam ser armazenados como contra prova para futuros exames,
ou mesmo para outras andlises quando necessario, desde que acondicionados de
forma correta. Senkowski, 1990, relata que amostras de saliva podem ser
armazenadas a 4'C por periodo de trés semanas e segundo Macchia, 1995, por
periodo de até dois anos quando conservados a temperatura de —20°C.

Apls a coleta das amostras os frascos foram rotulados com nome do
voluntario e data do exame. Os frascos de sangue e de saliva foram
acondicionados em uma caixa de isopor com gelo sintético devidamente tampada
e que foi transportada do local da coleta até o refrigerador para entdao serem
enviadas ao laboratério para as analises. O refrigerador manteve temperatura
aproximadamente entre 0°'C e 4°C.

O translado aéreo das amostras do local da coleta, em Vitéria-E.S., até
o laboratério onde se procedeu a analise do material, em Salvador-BA, foi feito em
caixas de isopor tampadas e lacradas, com as amostras compartimentadas. Gelo
sintético estabilizou a temperatura no interior da caixa de isopor, que nas
condicbes de pesquisa normais levou em média 6 horas para chegar ao
laboratério.

As amostras foram enviadas ao LCPT-Ba para serem analisadas no
setor de cromatografia. Apés o recebimento do material, os frascos foram
desembalados e colocados em refrigerador & temperatura em torno de 0°C a 4°C
(McColl, 1979; Stone, 1984) até o momento das analises.

No momento da analise os frascos eram descongelados a temperatura
ambiente ao abrigo da luz e do calor, conforme os preceitos seguidos como norma
do laboratério.

Para as amostras de saliva a técnica seguida foi a estabelecida por
Macchia, 1995, observando algumas variagdes de modo a se enquadrarem na
aparelhagem cromatografica e condigbes laboratoriais disponiveis. As variagoes
tomadas a efeito, que ndo se enquadravam na metodologia descrita por Macchia,
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1995, foram devidamente amparadas na literatura cientifica, como descrito a
sequir.

De acordo com os objetivos preconizados pelo trabalho a quantificacéo
de etanol na saliva deveria ser executada por um método apropriado para as
amostras, que pudesse assegurar a precisdo das mensuracoes, que fosse pratico,
rapido e de facil execucdo. Para satisfazer a essas condicbes o método de
escolha que melhor preencheu esses requisitos foi o cromatografico.

Conforme assinalou Pellegrino em 1999, dentre os métodos
cromatograficos disponiveis na atualidade, o da cromatografia gasosa (GC) € mais
amplamente descrito na literatura para a investigacao da dosagem de alcool no
sangue e em outros fluidos biolégicos disponiveis ou mesmo matrizes alternativas
que possam substituir o sangue em casos necessarios nas praticas médico-legais
ou clinicas.

A técnica de escolha para o tratamento da amostra foi a técnica do
headspace (HS) que consiste em aquecimento e evaporacdo da amostra
analisada contida no interior do frasco de vidro no qual estd condicionada a
amostra. Com o aquecimento ha a formacao de vapores que sdo colhidos com
uma seringa propria que introduzira o representativo da amostra no interior da
coluna cromatografica (Bertholf, 2000).

Esta técnica permite uma série de vantagens sobre a injecao direta do
material, no que se refere ao método de injecao do headspace (HS) sao de que se
prolonga a vida util das colunas e elimina a formacao de residuos em seu interior
que podem contaminar as amostras seguintes a serem analisadas. Por serem
mais limpas, as inje¢des de vapores se mostram mais seguras € menos
deteriorantes para a coluna cromatografica. Além de representar rapidez e pouca
complexidade a técnica mostra alta precisao (Karnitis, 1971; Schomburg, 1990).

Os volumes de amostras experimentados por Macchia, 1995, estavam
entre 0.1ml e 10.0ml de amostra, sendo que o volume de 1, Oml de amostra foi
considerado com resultados bem satisfatorios. Pela metodologia preconizada, a

quantidade de vapor produzida pelo HS que era injetada na coluna foi de 1, Oml.
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Esta quantidade foi considerada suficiente para que houvesse uma perfeita
analise da amostra para o etanol e o padrdo interno usado segundo
especificacoes do fabricante da coluna cromatografica (SUPELCO ®).

Em virtude destas vantagens e oportunamente como se procede nos
exames de rotina para a quantificagdo de etanol no sangue pelo laboratorio onde
foram analisadas as amostras (LCPT-Ba), a técnica de escolha foi a do HS assim
como descrito para os procedimentos feitos na quantificacdo de etanol na saliva
por GC e HS. (Gubala, 2002; Suzuki, 1999; Livesey, 1995 e Christmore, 1984).

Para que a quantificacéo satisfizesse o alvo objetivado pela pesquisa foi
necessaria a escolha de uma coluna cromatografica que apresentasse
especificidade para as substancias pesquisadas. Esta escolha da coluna na qual
seriam injetadas as amostras de saliva, foi feita baseando-se na sua fase
estacionaria e seguindo os propositos para o qual se destinava o trabalho. Como
0s materiais a serem analisados eram compostos organicos volatilizados (alcool
etilico e iso-propilico) a coluna Porapak Q® (com fase estacionaria co-polimero
estireno-divinilbenzeno) se mostrava suficiente para a pesquisa, podendo ser
também utilizada para as analises simultanea destes alcoois (etanol e isopropanol)
e outros compostos organicos como o acetaldeido, nas amostras de sangue e de
saliva.

A literatura descreve a utilizacdo desta mesma coluna em alguns
experimentos para a quantificagdo de etanol em amostras de sangue e saliva
como nos trabalhos de Larsson em 1969, Mendenhall, 1980, Jones, 1983,
Senkowski, 1990, dentre outros. No entanto variados tipos de colunas
cromatograficas com fases estacionarias diferentes podem ser utilizadas com
possivel obtencdo de resultados semelhantes ou mesmo superiores ao
encontrados quando utilizados a Porapak Q.

Seto, 1994, ressalta que um dos mais importantes componentes do GC
para que haja uma perfeita execu¢dao do método proposto se refere a escolha do
detector para a verificagdo da composicdo do gas de arraste ao sair da coluna
cromatografica. Também de acordo com essa idéia Collins, 1997 e Skoog, 1992
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ressaltam que o detector mais apropriado para fornecer a resposta adequada aos
componentes da mistura de alcoois que foram analisados seria o detector de
ionizagao de chama (FID).

Uma das propriedades mais importantes desse detector, que se baseia
na combustdo dos compostos em uma chama, é a de ser altamente sensivel a
compostos organicos (exceto acido férmico e formaldeido) e incapaz de detectar
compostos inorganicos tais como a agua, sendo um dos sistemas de deteccao de
compostos organicos mais empregados em GC conforme afirma Skoog, 1992,
Robinson, 1995 e Christian, 1994.

O reagente utilizado como padrdo interno é um composto que é
adicionado a amostra que contém o0s componentes que se quer determinar a
concentracdo, ndo devendo ser encontrado na amostra, proporcionar pico bem
resolvido dos outros picos e ser adicionado em concentragdes similares aos
compostos analisados. Para o estudo da concentracao de etanol no sangue e na
saliva alguns tipos especificos de padrdes internos podem ser utilizados como
citados na revisao da literatura.

O padrao interno utilizado neste trabalho foi o isopropanol (alcool iso-
propilico), que além de estar com freqliéncia, descrito na literatura por autores
como Mendenhall, 1980, Macchia, 1995, como padrao interno usado em diversas
pesquisas para a dosagem das concentracées de etanol no sangue foi usado
também em amostras de fluidos alternativos como urina e saliva, se mostrando de
acordo com as caracteristicas exigidas para que uma substancia seja adequada
como padrao interno.

Assim como a escolha da coluna, do detector e dos reagentes, outros
acessorios que se compdem o aparato cromatografico foram selecionados de
acordo com a literatura cientifica publicada e dentro dos padrdes protocolados no
Laboratério de Policia Técnica do Estado da Bahia (LCPT-Ba), de forma que se
pudesse enquadrar a metodologia aplicada nas amostras de sangue e nas

amostras de saliva.
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4.2.2 FASE LABORATORIAL

4.2.2.1 Tratamento das Amostras

Um frasco de vidro de capacidade para 10ml previamente lavado e
seco era pesado(P1), e adicionava-se 500uL da amostra a ser analisada pesando
novamente obtendo o peso da amostra mais o frasco (P»). Era adicionado 500 pL
da solucéo de padrao interno (isopropanol) e pesado, obtendo o valor do peso do
padrdo mais amostra mais o frasco (P3).

Os calculos referentes a analise do sangue se processavam da
seguinte forma:

Massa de sangue (g) = P2 - P1 = Mamostra

Massa de Padréao Interno (g) = (P3 - P») X0, 1560 Xd

10

Foi feita a correcdo com a densidade (d) para que o resultado obtido
através do integrador fosse expresso em grama por litro (g/L), j4 que o
equipamento utilizado (CG300) trabalha com %,. Caso a densidade encontrada
para o sangue fosse superior a 1, 08g/cm® (que equivale a massa de amostra
igual a 0, 54g) devia considera-la igual a 1 (um), portanto o calculo passava a ser
feito da seguinte forma:

Massa de Padréo Interno (g) = (Ps - P2) X 0, 1560.

10

Para as amostras de saliva o procedimento era 0 mesmo e a
densidade da saliva considerada estava entre 1.002 e 1.008g/cm® (Harper, 1982)

procedendo-se 0s mesmos calculos com os pesos (Pi, P2, P3) e a corregao feita
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com a densidade encontrada. As medidas encontradas eram anotadas com os
valores referentes a analise da amostra conforme o mostrado no ANEXO TV.

Era aplicada a amostra a técnica de headspace (HS), aquecendo a
82°C (+2 °C), durante 8 minutos e entado aspirado 1mL da fase vapor formada com

seringa hipodérmica e injetado no cromatégrafo.

4.2.2.2 Reagentes e Solugdes de Trabalho

Foram utilizadas os reagentes: Etanol P.A.*, Isopropanol P.A., e as
solucdes: solugdo estoque de etanol 15, 52g/L; solugdo padrao de Etanol a 0,
1552%; solugéo padrao de Isopropanol 0, 1560%.

(*P.A.- para analise).

4.2.2.3 Analise e Condicoes Cromatograficas

Para a pesquisa foi empregado um cromatégrafo a gas Modelo CG-90
equipado com detetor de ionizacdo de chama (FID) (CG Instrumentos Cientificos
LTDA) e coluna empacotada de fase estaciondria co-polimero estireno-
divinilbenzeno medindo 1, 86m X 1/8” (id) (Porapak Q® - SUPELCO) e um
integrador/processador eletrénico Modelo CG-300.

As condicbes estabelecidas para a analise das amostras (segundo o
Protocolo para a determinagdo de alcoolemia por GC do LCPT-Ba) foram as

seguintes:
Cromatdégrafo:
Temperatura da coluna: 195°C (isotérmica)
Temperatura do injetor: 200°C

Temperatura do detetor: 200°C
Gas de Arraste:
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Gas de arraste: Nitrogénio
Vazao do gas de arraste:  40mL/min
Integrador:

Atenuacéo: 2

Width (seg): 5

Slope (uV/min): 250

Area minima (uV): 200

Stop time (min): 8

Speed (mm/min): 3

Drift (uV/min): 0

4.2.2.4 Validacdao do Método Proposto

A calibracdo do aparelho é feita de acordo com os padrdes
estabelecidos pelo Laboratério onde se procederam as analises. As solucbes de
calibracao (amostra sintética) eram preparadas da seguinte forma:

Pesou-se um frasco de “penicilina” previamente lavado e seco (P+) e
adicionou-se 500uL da solugdo de etanol 0, 1552g/L; pesou-se novamente
obtendo o peso do frasco + solugcao de etanol (P2); adicionou-se 500uL da
solucao de padréao interno (isopropanol); pesou-se novamente, obtendo-se o peso
do frasco + solucdo de etanol + solugdo de isopropanol (P3) e entdo lacrou-se o
frasco. Aplicou-se a técnica de headspace (HS) a solugcdo de calibracao
preparada, aquecendo a 82°C + 2, durante 8 minutos e injetou-se 1mL da fase
vapor. A concentracdao de Etanol obtida deveria ser a mesma da solugao padrao
(0, 1552g/L). Para a identificacdo dos analitos nas condicbes acima
estabelecidasforam considerados os tempos de eluicio do Etanol e do

Isopropanol que foram respectivamente de = 2.12 e = 3.29 min.
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4.2.2.5 Linearidade

A linearidade é definida como a capacidade do método de gerar
resultados proporcionais da espécie em estudo, foi avaliada através do coeficiente
de determinagdo da curva obtida (Anexo V). O procedimento foi executado
conforme protocolo de procedimentos internos para GC e HS do LCPT-Ba.

4.2.2.6 Limite de Deteccao (LD).

O método utilizado, aplica-se a determinacao do teor de alcool etilico
em sangue humano na faixa de concentragdo de 0, 01 a 6.00 g/L., em fungao da
linearidade do detector. O limite de deteccao € estabelecido como sendo a menor
concentracao, calculada através da curva de calibracdo, capaz de ser detectada
pelo GC em funcao de seu detector (Anexo VI).

4.2.2.7 Protocolos de Bio-seguranca

Os protocolos de seguranca no preparo das amostras, a técnica de uso
dos materiais e da bio-seguranca para as andlises das amostras de saliva, foram
seguidos da mesma forma que procedem rotineiramente para as amostras de
sangue que sao analisadas no LCPT-Ba, com a finalidade de quantificar os niveis
de alcool etilico no sangue.
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5 RESULTADOS

O quadro ANEXO VII mostra os valores correspondentes aos niveis de
etanol encontrados no sangue e na saliva dos voluntarios pelo exame de
cromatografia gasosa e a respectiva idade, peso e estatura de cada um dos
participantes.

As Tabelas 1 e 2 e as Figuras 1, 2, 3 e 4 a seguir, apresentam
estatisticas descritivas (minimo, maximo, média e desvio padrdo) da quantificacdo
de etanol em amostras de sangue e saliva apds a ingestdo de 80ml de bebida
alcodlica e do peso, altura e idade dos 27 voluntarios. Destaca-se, na Figura 1, a
presenca de pontos discrepantes referentes a variavel saliva apds a ingestao de
80ml de bebida alcodlica.

Tabela 1 - Estatistica descritiva segundo altura, peso e idade em adultos, Vitéria, ES, 2003.

Variaveis Quantidade de etanol
n Minimo Méaximo Média Desvio
Padrao
Altura  (m) 30 1,64 1,95 1,758 0,073
Peso (Kg) 30 54 98 70,13 9,801
30 18 36 247 6,176

Idade (anos)
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Tabela 2- Estatisticas descritivas da quantificacao de etanol em amostras de
sangue e saliva em adultos, Vitéria, ES, 2003.

Amostra Quantidade de etanol
Desvio
n Minimo  Mé&ximo Média Padrao
Sangue apés a
20m| do bebida 27 0,06 0,51 0,2641 0,12004
Saliva apés a
80m! de bebida 27 0,04 0,54 0,2322 0,11154
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Figura 2 - Box Plot do sangue e Figura 3 - Média e Desvio
saliva ap6s a ingestao de 80ml Padrdo do sangue e saliva apos
de bebida alcodlica. Vitdria, ES, a ingestdo de 80ml de bebida
2003. alcodlica. Vitéria, ES, 2003
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Figura 4 - Quantidade de alcool Figura 5 - Quantidade de alcool

do sangue. Apds a ingestao de da saliva. Ap6s a ingestao de
80ml de bebida alcodlica. Vitéria, 80ml de bebida alcodlica. Vitoria,
ES, 2003. ES, 2003.

A Tabela 3 e as Figuras 6, 7 e 8 a seguir, mostram como as variaveis
estao relacionadas. Pode-se observar que a quantificacao de etanol em amostras
de sangue apo6s a ingestdo de 80ml de bebida alcodlica esta correlacionada
positivamente com as amostras de saliva sendo o coeficiente de correlagao (0,
810) altamente significante (p < 0, 01). A variavel sangue esta correlacionada,
porém negativamente, com a variavel peso, apresentando -coeficiente de
correlacao (-0, 438) assim como a variavel saliva em relagao ao peso (-0, 477) (p
< 0, 05) ao nivel de 5%. Houve correlacado negativa entre as variaveis sangue e

saliva com a variavel idade porém esta ndo foi estatisticamente significante.
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Tabela 3 - Correlagao entre a quantificacao de etanol em amostras de sangue e saliva
apds a ingestao de 80ml de bebida alcodlica, altura , peso e idade. Vitéria, ES, 2003.

etanol no sangue x concentracao
de etanol saliva). Vitéria, ES,
2003.
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Utilizou-se o teste t para amostras pareadas a fim de comparar as
médias de duas variaveis para um unico grupo, calculando-se as diferencas entre
os valores das duas variaveis e testando-se se a diferenca entre as médias difere

de 0.

Na Tabela 4 é apresentado o valor da estatistica teste e sua

Saliva

0,0

20 30 40

Idade

Figura 9 Diagrama de
Dispersédo (concentragdo de
etanol sangue x idade). Vitoria,
ES, 2003.

0 20

Idade

30 40

Figura 10 - Diagrama de Dispersao
(concentracao de etanol saliva x
idade). Vitéria, ES, 20083.

significancia para a diferenga testada.
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Tabela 4 - teste t-pareado para os resultados de etanol no sangue e saliva. Vitoria,

ES, 2003.
95% Intervalo
Confianca
Desvio Diferenca g
Méda  Padrio g

Inferior Superior t  (2caudas)

Sangue (80m) - Salva @0m) 019 507179 00035 00608 2305 0,029

Pode-se observar que a média da diferenca entre a quantificagcdo de
etanol nas amostras de sangue e saliva ap6s a ingestdo de 80ml de bebida
alcodlica é significante valor de p =0, 029, isto é, a quantidade de etanol no
sangue é maior que na saliva (p < 0, 05).
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6 DISCUSSAO

De acordo com os objetivos deste trabalho, a quantificacao de etanol na
saliva e no sangue deveria ser executada por um método apropriado para as
amostras, que pudesse assegurar a precisao das mensuragdes e fosse pratico,
rapido e de facil execugédo. Assim o método da cromatografia gasosa, segundo a
literatura consultada, é o mais confiavel para a investigacdo da dosagem de alcool
no sangue e em outros fluidos biolégicos disponiveis em especial nas praticas
forenses.

O incremento na aparelhagem e nas técnicas cromatograficas permitiu
que as dosagens executadas por cromatografia gasosa (GC) em amostras de
sangue e outros fluidos ganhasse mais praticidade e fidelidade. Outros métodos
cromatograficos como a HPLC (cromatografia liquida de alta performance) ja séo
utilizados em pesquisas para a verificagdo dos niveis de concentracdo de etanol
no sangue como opgao alternativa para as tradicionais técnicas de pesquisa em
GC conforme sugerem Robinson, 1995 e Skoog, 1992. Também estudos como o
de Bates, 1997 e Bosan, 1995 e mais recentemente Smolle, 1999; Bendtsen, 1999
e Yacoubian, 2001; tém apontado sobre os dispositivos QED para analise de
etanol em amostras organicas, principalmente na saliva, mas que ainda carecem
de muitas pesquisas e aprimoramento, para seu melhor desempenho.

Conforme assinalou Pellegrino em 1999, dentre os métodos
cromatograficos disponiveis na atualidade, o da GC é mais amplamente descrito
na literatura para a investigacao da dosagem de alcool no sangue e em outros
fluidos biologicos disponiveis ou mesmo matrizes alternativas que possam
substituir o sangue em casos necessarios nas praticas médico-legais ou clinicas.

O’Neal, 1996, ressalta que o uso da GC para investigacéo dos niveis de
alcool na saliva tem sido largamente estudado desde a década de 60. Larsson em
1965 ja utilizava o GC na identificacdo e deteccdo de substancias volateis na
saliva sugerindo que a quantificacdo de etanol em amostras de saliva poderia ser
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usada para a determinacdo da quantidade de alcool no sangue com énfase nas
pesquisas forenses.

Com isso pode-se notar que o método da cromatografia vem sendo
largamente usado e aprimorado ao longo da histéria das pesquisas para
quantificacdo de etanol no sangue e fluidos biolégicos obtendo bons resultados, o
gue nos motivou a seguir a linha de pesquisa neste campo.

O escolha pelo método da GC também foi motivado néao s6 pela sua
confiabilidade e praticidade, mas também pela maior disponibilidade deste tipo de
equipamento nos Institutos de Toxicologia Forense e nos laboratérios de andlises,
0S quais por vezes estdao acopladas aos espectrébmetros de massa (MS) que
auxiliam na pesquisa e quantificagdo de inimeras outras drogas de detecgdo mais
complexas que o etanol.

Zyka, 1991 e O’Neal, 1996, demonstraram que das principais técnicas
de tratamento das amostras disponiveis para a quantificacdo de etanol em matriz
sanglinea e outras matrizes biolégicas nas pesquisas por GC, as mais
encontradas na literatura cientifica sdo duas: a formagao e injecao de vapores por
aquecimento da amostra ou a injeg¢ao direta do material no interior do GC.

Assim, como a opg¢ao pelo método da cromatografia gasosa, a escolha
dos acessérios como a coluna, o detector, os reagentes e outros componentes do
aparato cromatografico foram selecionados de acordo com a literatura cientifica
publicada e dentro dos padrdes protocolados no Laboratério de Policia Técnica do
Estado da Bahia (LCPT-Ba).

Uma vez selecionados o método e a técnica para o cumprimento dos
objetivos estabelecidos para a pesquisa, a quantificacdo de etanol foi executada
em 30 amostras de saliva e de sangue de voluntarios que colaboraram segundo a
metodologia descrita no item 6.2.1.

Com relacao aos componentes que integraram o grupo de voluntarios
para a pesquisa, de acordo com a Tabela 1, pode-se observar que a média
relativa a variavel peso se encontra préxima ao valor de 70 quilogramas. Isto

deve-se especialmente a limitagcdo imposta durante a fase de selecao aos
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individuos de que nao possuissem uma composicdo fora dos padrdes normais
estabelecidos pela tabela de I.M.C. (indice de Massa Corporal), que relaciona
idade e altura com o peso do individuo no momento do exame. Esta medida foi
tomada com base nas descricbes de autores como Vogel-Sprott, 1984; Arbenz,
1988; Mirand, 1994; Oneta, 2001, que tratam da influéncia exercida pelo peso na
distribuicdo do etanol em pessoas com indice corporal maior que o ideal para sua
altura.

A média calculada para a variavel peso foi de 70, 1 Kg, com desvio
padréo de 9, 8 Kg. O I.M.C. foi calculado para cada participante como pode-se
observar na tabela do ANEXO VII, verificando-se que apenas um individuo, de
namero 18, estava pouco acima do I.M.C considerado ideal (3%), 0 que néao
motivou exclusédo deste voluntario da pesquisa baseado neste aspecto.

Com os resultados observados na Tabela 3, pdde-se constatar que o
peso correlaciona-se de forma negativa com as concentracbes de etanol no
sangue (-0, 438), assim também pode-se observar que de forma semelhante esta
a correlagdo para a variavel peso em fungcdo da concentragdo de etanol
encontrada na saliva (-0, 477).

Estes achados corroboram os descritos na literatura que sugerem que a
concentracdo de etanol no sangue esta correlacionada negativamente com o
peso, e este € influenciado pela quantidade de tecido adiposo e de agua presentes
no organismo. Nao foram encontrados, na vasta literatura cientifica pesquisada,
dados relativos que correlacionassem a concentragao de etanol na saliva e a
variavel peso.

Ainda relacionado a Tabela 1, pode-se constatar que a populacao
estudada foi formada por individuos jovens com média de idade de 24 anos
(desvio padrao de 6, 1). Este fato se deve a maior facilidade de acesso a este
grupo de pessoas, uma vez que a obtencao do consentimento para a participagcao
voluntaria na pesquisa em adultos mais velhos se tornava mais complexa, além

disso, a incidéncia de patologias ou fatores adversos a participacdo dos
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voluntarios eram menos predispostos a acontecerem com individuos de faixa
etaria mais baixa.

Conforme citado na literatura por diversos autores como, Vogel-Sprott,
1984; Gartner et al. 1996; Lucey, 1999 e Parlesak, 2002; a idade é fator de grande
relevancia na distribuicdo e metabolismo do etanol, sendo que, em individuos de
faixa etaria mais elevada, ha uma tendéncia em se encontrar um maior nivel de
concentracao de etanol no sangue, quando comparados a individuos de faixa
etaria mais baixa. Através do grafico de dispersao (Figuras 9 e 10) observou-se
que a distribuicdo dos pontos foi similar para os individuos de faixa etéria
equivalente.

Os achados relativos as variaveis peso e idade quando correlacionados
com as concentragcées de etanol encontrados nas matrizes de sangue e saliva
utilizadas na amostra, sdo de grande relevancia para estudos farmacocinéticos
deste alcool, pois, além de serem escassas as citacdes literarias a respeito deste
assunto, as correlagcdes encontradas, quando se comparam as duas matrizes,
revelam um alto grau de semelhanca em funcao da variavel peso e idade. Estes
achados serao de grande interesse para os futuros entendimentos da dindmica do
etanol e de outras drogas quando da passagem destas do sangue para a saliva
através das barreiras organicas em novos estudos.

Autores como Pikaar, 1988; Lucey, 1999; Gubala, 2003; confirmam a
idéia de que existem diferencas entre 0 sexo masculino e feminino, da mesma
faixa etéria, em relacdo ao metabolismo (distribuicdo e eliminagdo) do etanol,
cujas variacoes podem ser vistas através dos niveis de concentra¢do de etanol no
sangue.

Vale ressaltar que, como estabelecido na metodologia da pesquisa,
com a finalidade de homogeneizar a amostragem, ndo foram admitidas a
participacdo de mulheres no grupo de voluntarios. Segundo Conigrave, 1995, as
mulheres realmente tém sido menos estudadas que os homens, uma vez que é

menor a prevaléncia de problemas com bebidas envolvendo mulheres, e também
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h& uma certa dificuldade em se obter voluntarias aptas a este tipo de exame, por

motivos variados.

Conforme os achados da literatura, a amostra utilizada neste estudo
pareceu ser suficiente quanto ao numero de voluntarios. Trabalhos comprovam
gue o numero de voluntarios variava de 12 (McColl, 1979) a 100 pessoas (Smolle,
1999), sendo que em alguns casos a amostra utilizada chegou a 450 voluntarios
(Jones, 2002). Porém em boa parte dos estudos pode-se verificar uma amostra
que em geral variava entre 30 a 60 voluntarios e o numero de amostras de sangue
e de saliva também estava contida nesta faixa de valores, j& que cada voluntario
geralmente cedia apenas uma amostra de cada matriz. De fato, em alguns
trabalhos como o de McColl, 1979, apesar da quantidade pequena de voluntarios,
a amostra foi consideravel pois cada voluntario cedeu em torno de 12 amostras
para que fossem feitas as analises, ou seja, foram utilizadas aproximadamente
144 amostras.

O resultado descritivo com a identificacdo numérica para os voluntarios
participantes e os respectivos valores da concentragéo de etanol encontrados nas
matrizes de sangue e saliva respectivamente, obtidos pela quantificacdo em CG e
HS segundo a metodologia preconizada, podem ser analisados conforme o quadro
(ANEXO VvII).

Das trinta amostras coletadas no nosso estudo, trés foram descartadas.
Duas destas amostras (niumeros 27 e 28) foram desprezadas durante a fase de
estatistica pela analise critica dos resultados, por apresentarem resultados
expressos apenas como o limite de deteccao do aparelho cromatografico, para
valores achados nas amostras de saliva. Apenas estas duas amostras,
provenientes de lotes diferentes, apresentaram esta falha idéntica na
quantificacdo. Uma provavel explicacao para este fato pode ser decorrente de
falha humana durante o processo de manuseio da amostra.

Outra possivel explicacdo que pode ser sugerida, € semelhante a que
relata Christmore, 1984, onde os frascos nao tampados corretamente podem
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perder etanol e outras substéncias volateis durante o acondicionamento ou
manuseio das amostras. Também cita este autor que os frascos de maiores
dimensodes, estdo mais propensos a formacao de quantidades maiores de vapores
dos produtos volateis, o que tornaria a posterior quantificagcao prejudicada, o que
nao ocorreu neste trabalho pois, os frascos utilizados em todas as amostras foram
padronizados.

O terceiro caso, descrito pelo numero 18, corresponde a um achado
cujo valor no cromatograma foi altamente desconexo com o valor possivel de ser
obtido. A avaliacdo do sangue mostrou um valor de aproximadamente 5, 16g de
etanol por litro de sangue, o que é incompativel com a dose ingerida pelo
voluntario. Por ter sido a primeira amostra a ser injetada no cromatégrafo apés
certo periodo de nao operacao do aparelho, supde-se que houve uma interagao
com algum remanescente residual do interior da coluna cromatografica. A amostra
deste voluntario foi descartada e prosseguiu-se a leitura das demais amostras,
apoés a eluicao de uma quantidade de ar sintético puro pela coluna.

Pelos resultados finais, como pode ser observado no quadro (ANEXO
VII), constata-se que uma quantidade correspondente a 59, 26% das amostras de
saliva subestimaram a quantidade de etanol encontrada no sangue e o restante
correspondente a uma quantidade de 40, 74% de amostras que superestimaram
os valores da quantificacdo encontrada no sangue. Deste total, nenhuma das
amostras demonstraram resultados idénticos no sangue e na saliva. Os resultados
que superestimaram e subestimaram a quantidade de etanol encontrada na saliva
comparada com aquela encontrada no sangue eram esperados e vieram a
corroborar os achados descritos na literatura como os citados por Smolle, 1999 e
McColl, 1979, que encontraram um resultado maior na quantificacdo de etanol no
sangue que na saliva, em aproximadamente 80% de amostras.

A Tabela de numero 2 descreve os valores maximo e minimo
encontrados pela analise das amostras de sangue e saliva, e nela observa-se a

relativa proximidade das meédias e do desvio padrao dos valores obtidos.
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O teste estatistico sobre o coeficiente de correlagdo de Pearson foi
utilizado para demonstrar as possiveis correlacoes existentes entre as variaveis
que compdem a amostra. A andlise dos dados encontra-se expressa na Tabela 3.

Ainda na Tabela 3 pode-se observar que 0s niveis de etanol
encontrados no sangue e na saliva possuem uma elevada correlagao positiva (0,
810), para um p < 0, 01, o que vem a corroborar os resultados encontrados nos
trabalhos de Bates, 1997 (0, 94); Kiesow, 1993 (0, 974); Haeckel, 1992 (0, 98) e
Jones, 1979 (0, 962) e de outros, que também mostram uma significante
distribuicdo desta correlagdo entre as amostras.

Pode-se também, como ja foi observado, ressaltar a existéncia de
correlacao entre a variavel peso e a variavel nivel de etanol no sangue. Mostrando
uma correlagao negativa com coeficiente de -0, 438, que indica que, a medida que
se aumenta o peso a tendéncia da quantidade de etanol no sangue é de diminuir.
Este achado é encontrado nas citacbes médico-legais de Xavier Filho, 1998 e
Arbenz, 1988.

De forma semelhante estd o comportamento da variavel nivel de etanol
na saliva em relagdo a variavel peso. O coeficiente da correlacdo de Pearson
encontrado mostra a existéncia de correlacao, também negativa, entre essas duas
variaveis, a semelhanca do que ocorre com o nivel de etanol no sangue. De fato, a
saliva, como sugere Garret, 1998, representa um complexo fluido organico e nao
apenas um ultra-filtrado do sangue, porém, o fato de que drogas circulantes na
corrente sanglinea sdo, em boa parte delas, secretadas na saliva, sugere que
poderiam ser correlacionados os niveis de distribuicdo do etanol no sangue, a
semelhanga do que ocorre na saliva. Logo, poderia-se esperar que, uma vez que
houve uma correlagéo negativa do nivel de etanol no sangue com o peso corporal
dos individuos, esta correlacdo se repetiria de forma correlata também para a
variavel nivel de etanol na saliva. A correlacdo encontrada conforme expresso na
Tabela 3 foi de (-0, 477). Este dado, apesar de significativo, ndo foi encontrado
especificado na literatura pesquisada. E de se supor que, por estar relacionada

analogamente com o que acontece com o nivel de etanol no sangue, este fato néo
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€ relatado nos trabalhos publicados; porém, entende-se que este fato é
relativamente importante para futuros entendimentos do comportamento da
cinética do etanol na saliva humana.

O teste t para dados pareados foi realizado para verificar se 0s niveis
de etanol no sangue e na saliva para o grupo apresentava diferenca ou ndo entre
as médias.

A Tabela 4 apresenta os valores da estatistica teste e sua significancia
para a diferencga testada. O resultado obtido mostra um valor de p igual a 0, 029, o
que demonstra que a quantificacdo de etanol nas amostras de sangue e saliva
apoés a ingestao de 80 ml de bebida alcéolica diferem significativamente para um p
<0, 05.

Este resultado alcancado difere daqueles encontrados na literatura
cientifica consultada, uma vez que grande parte dos trabalhos disponiveis relata
uma alta confiabilidade do método e com resultados obtidos na saliva altamente
préximos aqueles obtidos no sangue.
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7 CONCLUSAO

e Houve uma forte correlacdo positiva apontando comportamento similar
do etanol nas amostras de saliva e sangue.

e Foi possivel constatar que as amostras de saliva analisadas pelo
método proposto apresentaram uma tendéncia a subestimar as
concentracbes de etanol encontradas no sangue, conforme se pode
constatar na literatura especializada.

e A forte correlacdo positiva encontrada para as concentracdes de
etanol nas amostras de saliva e sangue demonstra que,
qualitativamente a saliva possui grande valor analitico constituindo-se
em uma via para detecgdo do etanol em individuos que fizeram uso
desta droga.

e Os dados deste trabalho indicam valores diferentes de etanol na saliva
dos encontrados no sangue. Mesmo podendo ser considerada, a
saliva, como um bom indicador para os niveis da concentracdo de
etanol no sangue, ha a necessidade de que novos trabalhos a respeito

do tema sejam feitos, com casuistica mais expressiva.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

U oot e e ——— , brasileiro,
(estado CIVID)....ovvveveeeeeeeeiiiiiiiiiiiinnnns , nascido em ........ de .o de ...........
TESIACTIEE A (A0).ureeiieiiiiieiiitiiieeeee e e eeeeccte et e e e et ee et reeeeeeeeeeeeetraareeeseeeesaeasssrseseeeeeeesansasranaeeeenns ,
abaixo assinado, fui informado sobre os objetivos da pesquisa “QUANTIFICACAO DE
ETANOL EM AMOSTRAS DE SALIVA EM COMPARACAO COM AMOSTRAS DE
SANGUE POR MEIO DE CROMATOGRAFIA GASOSA”, a ser realizada pelo
pesquisador Marcos Vinicius Pinto Ventorin, aluno do curso de P6s-Graduacdo a nivel de
mestrado em Odontologia Legal e Deontologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
da Universidade Estadual de Campinas (FOP-UNICAMP) matricula n.° 013927, bem como
sobre os inconvenientes da mesma e pelo presente afirmo meu consentimento para
participar de forma livre, espontanea declarando-me devidamente esclarecido.

Fui informado sobre o direito que tenho de abandonar a experiéncia a qualquer

tempo, em respeito a resolucido 196/96 do Conselho Nacional de Saudde.

Obs.: Comprometo-me a ndo dirigir veiculo automotor nas seis horas subsequentes a
ingestdo da droga cedida para efeitos da pesquisa (dlcool etilico), em respeito as normas

vigentes do Codigo Nacional de Transito.

Ass.:
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ANEXO 2

QUESTONARIO SOBRE ESTADO GERAL DE SAUDE-VOLUNTARIOS

Nome: idade: peso altura

Esta ou esteve sobre tratamento médico? Quando e porque? I:I

Possui alguma dessas enfermidades:
Doencas cardiacas ?

Hipertensdo arterial ? D

Doengas renais ? |:|

Distirbios digestivos ? [ ]

Doengas hepiticas ? D

Disturbios sangiiineos ?|:|

Doencas sexualmente transmissiveis ?

Distdrbio neurolégico ? |:|

Disturbios psiquiatricos ?|:|

Usou ou usa algum medicamento ? qual e freqii€ncia ? |:!

Faz uso freqiiente de bebidas alcodlicas ? l:!

Faz uso de algum outro tipo de droga ilicita 'D

Habito de fumar ?|_|
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ANEXO 3

O indice de Massa Corporal (IMC) é usado para avaliar o peso (kg) em relacdo a

sua estatura (m).

IMC = peso atual (kg) / Estatura 2 (m)= Kg/m?

A tabela abaixo indica a classificacdo do IMC:

IMC Classificacao
Abaixo do peso Menor que 18, 5
Peso Normal 18,5-24,9
Pré Obesidade 25,0-29,9
Obesidade Grau | 30,0-34,9
Obesidade Grau Il 35,0-39,9
Obesidade Grau I Acima de 40, 0

Fonte: OMS (1998).
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ANEXO 4

MODELO DE FORMULARIO DE PESAGEM

FORMULARIO PARA PESAGEM
DE AMOSTRAS
PARA ALCOOLEMIA

L.C.P.T. S:ﬁgfi’sie
Instrumental
Data: /[
Nome: N©
Pi= Mamostra (9) =
Po= d (g/cm®) =
P3= Mpadrao (9) =
Massa ip-on (9) = Cip-on =
Massa total (g) = CEt.oH =
Legenda do ANEXO lII.

P1 - Pesoum (1)

P> — Peso dois (2)

Ps — Peso trés (3)

Massa p-on (g) — Massa do isopropanol.
Mamostra (9) — Massa da amostra.

d - densidade (g/cm?®).

Mpadrao (9) — Massa padréo.

Cip-on — Concentracao do isopropanol.
Cet.on — Concentracao do etanol.
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ANEXO 5

Secao de Andlise Instrumental — Determinacédo da Linearidade do FID CG-90 do
LCPT-Ba (Regressao Linear).

FUNCAO LINEAR
(Rel. Area) Rel. %peso

o [ o |

0,3443 1,002961
0, 8101 2,073404

0,9679  2,457528
1,5302 4,666144
1,7503  4,953687
Area Et-OH Area Prop- % Et-OH %Prop-  (Pto da Curva)

OH OH

29005 84241 0, 07791 0, 0777 1 0, 15%

46955 57961 0,15835 0, 0764 2 0, 32%

67592 69832 0, 1895 0, 0771 3 0, 35%

144456 94406 0,32705 0, 0701 4 0, 67%

120911 69082 0, 3872 0, 0782 5 0, 78%
Area Et-OH  Area Volumes (mL) Massa (g) Massa (g)

Padréo

na Am. Na Am. Amostra Padréao

12422 29104 0,50 0, 5070 HHHHE
Nom: Erinaldo Moreira Camurca Rg310 Densidade = 1,014g/mL

Conc. Etanol= 2,04 g/L

LINEARIDADE DO F.I.D.
6
= 5 ¥y=29174x-0,1014
o o R2=0,9886
& 4 A
a 8
2 L 3
- I
m Q@ 2
[ST]
- 1
0 ‘ ‘ ‘
0 0,5 1 1,5 2
REL.AREA (Et-OH/Pro-OH)
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ANEXO 6

Coordenacéo de Andlise Instrumental Curva de Calibragao do CG-90 (etanol)

LCPT-Ba.

Regresséo Linear
FUNCAO LINEAR
(Rel. Area) Rel. %peso

0 0 y= 2, 4988 X + 0 b=
0, 4157 1, 038653 R2 = 1 R2= 1 a=
Area Et-OH  Area Prop-OH % Et-OH  %Prop-OH (Pto da Curva)
51197 123168 0, 07927 0, 0763 1
2
3
Area Et-OH Area Padrao Volumes (mL) Massa (g) Massa (g)
na Am. na Am. Amostra Padrao
51197 123168 0, 50 0,5186  #it#####
Nome: Densidade = 1, 0372 g/mL
Amostra Sintética Conc.Etanol= 1, 55 g/L
Curva de Calibragdo de Etanol y=2,4988x
R2 =1

1,2

(Relacao Area)

FERE "
(O]
o 0,8 /
& 0,6
@] y N
{qv}
§ 04 /
i 02 - /
0 \
0 0,1 0,2 0,3 04

0,5
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ANEXO 7

Tabela que relaciona a qualificacdo dos voluntarios com os resultados obtidos em coleta feita 1

hora ap6s a ingestao de 80 ml de bebida alcodlica. Vitéria, ES, 2003.

Voluntario Idade Peso (Kg) Altura (m) Sangue Saliva
1) 33 81 1,82 0.20 0.26
2) A 26 68 1,70 0.35 0.24
3) J. 19 59 1,72 0.51 0.54
4) B. 21 63 1,78 0.25 0.24
5) W. 21 72 1,76 0.25 0.18
6) I 19 67 1,73 0.12 0.14
7) G. 23 67 1,69 0.17 0.23
8) M. 20 60 1,70 0.12 0.13
9) B. 18 68 1,80 0.27 0.30
10) W. 22 67 1,75 0.24 0.26
11) A 25 56 1,66 0.48 0.31
12) J. 24 76 1,75 0.06 0.04
13) W. 25 73 1,72 0.15 0.22
14) F. 21 76 1,79 0.23 0.20
15) S. 28 65 1,80 0.49 0.41
16) C. 21 60 1,70 0.46 0.47
17) M. 26 66 1,71 0.27 0.21
18) A. # 38 98 1,95 5.16 nao executado
19) E. 29 75 1,75 0.24 0.21
20) R. 36 72 1,70 0.31 0.21
21) I 24 82 1,84 0.37 0.27
22) J. 19 77 1,90 0.30 0.08
23) V. 36 74 1,74 0.20 0.26
24) F. 33 79 1,78 0.28 0.21
25) M. 19 57 1,77 0.26 0.22
26) W. 36 88 1,88 0.09 0.10
27) A # 23 65 1,72 0.63 0.01
28) E. # 18 64 1, 66 0.10 0.01
29) J. 19 75 1,83 0.17 0.08
30) D. 19 54 1,64 0.29 0.25

# Excluidos da andlise.
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ANEXO 8

Tabela de resultados da avaliagdo do indice de Massa Corporal (IMC) para

voluntarios da pesquisa. Vitoria, ES, 2003

Voluntario Altura(m) Peso(Kg) Idade IMC

1- 1, 82 81 33 24,45
2- 1,7 68 26 23, 52
3- 1,72 59 19 19, 94
4- 1,78 63 21 19, 89
5- 1,76 72 21 23, 22
6- 1,73 67 19 22, 38
7- 1, 69 67 23 23, 45
8- 1,7 60 20 20, 76
9- 1,8 68 18 20, 98
10- 1,75 67 22 21, 87
11- 1, 66 56 25 20, 32
12- 1,75 76 24 24, 81
13- 1,72 73 25 24, 67
14- 1,79 76 21 23, 71
15- 1,8 65 28 20, 06
16- 1,7 60 21 20, 76
17- 1, 71 66 26 22,57
18- # 1,95 98 38 25,72
19- 1,75 75 29 24,48
20- 1,7 72 36 24, 91
21- 1, 84 82 24 24, 22
22- 1,9 77 19 21, 32
23- 1,74 74 36 24,44
24- 1,78 79 33 24, 71
25- 1,77 57 19 18, 19
26- 1, 88 88 36 24, 89
27- # 1,72 65 23 21,77
28-# 1, 66 64 18 23, 22
29- 1,83 75 19 22, 39
30- 1, 64 54 19 20, 53

# Excluidos da andlise.
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ANEXO 9

Certificado de Aprovacao - Comité de Etica em Pesquisa Escola de Medicina da
Santa Casa de Misericérdia de Vitéria — ES. (CEP- EMESCAM).
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