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“ Houve um tempo em que se fazia ciéncia
a partir de quatro elementos:

agua, terra , fogo e ar.

Naquele tempo nao se sabia que era
possivel fazer qualquer coisa com apenas
dois:

vontade e imaginacao...”

Marta Reis
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RESUMO

O tabagismo € considerado um problema de satde publica, uma vez que é
responsavel por cerca de 4 mihdes de morte anualmente em todo 0 mundo. Nos
ultimos anos tem ocorrido um aumento dramatico na procura por métodos de
quantificagao da nicotina e outros derivados do tabaco, na intencao de se avaliar
as terapias de cessagao do habito de fumar.

Nesse trabalho foram feitas a padronizagdo e a validagdo de uma
metodologia para a quantificagdo da nicotina e de seu principal metabdlito,
cotinina, em 1 mL de plasma de tabagistas com adesivo transdérmico de nicotina,
apos submetidos a um periodo de abstinéncia ao tabaco de 24 horas. O plasma
foi extraido com diclorometano e analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em sistema cromatografico da Shimadzu, Japao, em coluna
LUNA (Phenomenex , USA), 150 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno
e 5 um de particula.

Nas condicbes padronizadas a nicotina, a cotinina e o 2-fenilimidazol
(padrao intemo) eluiram em 4,6 + 0,1 min., 62 = 0,1 min. ¢ 15,2 + 0,1 min.,
respectivamente. A linearidade do metodo foi observada com amostras de plasma
adicionadas com padrbes nas concentragbes de 10 a 50 ng/mL para a nicotina e
de 10 a 500 ng/mL para a cotinina, mostraram —se adequadas aos propositos do
estudo, com coeficientes de determinacéo de 0,9928 para a nicotina e 0,9978 para
a cotinina. A recuperac&o meédia do estudo foi de 75,8% e 77,7% para a nicotina e
a cotinina, respectivamente. A precisdo intra-ensaio teve coeficiente de variaco
médio de 6,3% (0,01} para a nicotina e 7,0% (+0,01) para a cotinina, e a preciséo
interensaio apresentou coeficientes de variagdo médios de 7,1 (+ 0,02) e 7,6 (x
0,02) para a nicotina e a cotinina, respectivamente. Os limites de deteccéo foram 5
e 3 ng/mL e de quantificacdo 10 e 5 ng/ml. para a nicotina e a cotinina. O método
mostrou-se adequado aos estudos de exatiddo por apresentar variacdo entre a
concentracgio tedrica e a calculada pelo método inferior a 10 %. O estudo de
estabilidade comprovou que as amostras podem ser amazenadas em geladeira
por um periodo de até 3 meses sem apresentarem perdas dos principios ativos
maior que 10%.



RESUMO

O método forneceu uma separagio adequada da cafeina, considerada o
principal contaminante da amostra.

A técnica padronizada e validada permitiv a2 andlise de amostras de
tabagistas com adesivo transdérmico de 21 mg e a possibifidade de realizaco de
estudos futuros correlacionando a farmacocinética e a farmacodinamica da
nicotina com o ritmo circadiano da pressao arterial.
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INTRODUCAO

1.1. HISTORICO DO TABACO

O uso do tabaco surgiu aproximadamente no ano 1000 A.C., nas
sociedades indigenas da América Central, em rituais magico-religiosos com o
objetivo de purificar, proteger e fortalecer os impetos guermeiros. A planta,
cientificamente chamada Nicotiana tabacum, chegou ao Brasil provavelmente pela
migracao de tribos tupis-guaranis. [SOODMAN, 1993]

A partir do século XV, seu uso disseminou-se pela Europa, introduzido por
Jean Nicot, diplomata francés vindo de Portugal, com o propésito de curar as
enxaquecas de Catarina de Medici, rainha da Franga [GOODMAN, 1993; SLADE,
1992]. Em 1893, A. Pinner apresentou a estrutura da nicotina & Sociedade de
Quimica da Alemanha, [PINNER, 1893]

No final do século XIX, iniciou-se sua industrializacio sob a forma de
cigarro e em meados do século XX, espalhou-se de forma epidémica por todo o
mundo. A partir de 1960, surgiram os primeiros relatérios médicos relacionando o
consumo do cigarro ao aparecimento de doencas, sendo também ¢ habito de
fumar considerado dependéncia a um dos principais componentes do cigarmo, a
nicotina. [GOODMAN, 1993; SLADE, 1992]

1.2. EPIDEMIOLOGIA E IMPACTO DO TABAGISMO NA SOCIEDADE

O consumo de cigarros é uma das maiores causas evitaveis de doencas e
mortes prematuras da histéria da humanidade. O consumo do tabaco atingiu a
proporgao de uma epidemia global [JORGANIZAGAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002]

A Organizaggo Mundiat de Saide -~ OMS - estima que um tergo da
populagdo mundial adulta, isto é, 1,2 bihdo de pessoas (dentre as quais 200
milhdes de mulheres) sejam tabagistas. A cada ano os produtos derivados do
tabaco s&o responséveis pela morte de 4 milhGes de pessoas em todo o mundo
(sendo que destas 50% ocorrem em paises em desenvolvimento), traduzindo-se
10 mil mortes por dia ou 1 morte a cada 8 segundos. Baseando-se em tendéncias
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INTRODUCAO

atuais, esses numeros aumentardo para 10 milhdes durante os anos de 2020 e
2030, com 7 milhbes dessas mortes ocomrendo em paises em desenvolvimento.
[ORGANIZAGAO MUNDIAL DA SAUDE,2002]

De acordo com o Banco Mundial, o consumo de tabaco gera uma perda
anual de 200 bilhGes de ddlares em todo o mundo. Esta perda é causada por
diversos fatores, como sobrecarga do sistema de salde com tratamento de
doengas causadas pelo fumo, mortes precoces de cidaddos em idade produtiva,
maior indice de aposentadoria precoce, aumento de 33 a 45% no indice de faltas
ao trabalho, gastos com seguros, limpezas e incéndios, além da reducdo da
qualidade de vida do tabagista e de sua familia. [INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 1996].

No Brasil, a populacio de tabagistas compreende um terco da populacao
adulta, cerca de 30,3 milhdes de tabagistas, sendo 11,2 mihdes de mulheres e
16,7 milhGes de homens. Aproximadamente 90% dos tabagistas tomam-se
dependentes da nicotina entre 5 e 19 anos de idade. Atualmente, existem no pais
2,4 milhGes de tabagistas nessa faixa etaria. A maior incidéncia compreende a
faixa etéria que varia dos 20 aos 49 anos de idade. Os homens fumam em maior
proporgao que as muiheres em todas as faixas etarias; porém, a participacéo das
mulheres vem aumentando significativamente nas Ultimas décadas. [INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 1996]

Dados do Ministério da Satde apontam o cigarro como o fator responsavel
por cerca de 80 mil mortes anuais no Brasil, 25% relacionadas & doencas
vasculares e cardiovasculares (angina e infarto agudo do miocardio); 45% das
mortes causadas por doenga coronariana (na faixa etéria abaixo dos 45 e 60
anos), 80 % dos casos de céncer de pulm&o (entre os 10% restantes, um tergo é
de tabagistas passivos) e 30% dos Gbitos decomrentes de outros tipos de canceres
como boca, laringe, esdfago, rins, bexiga e célon de Gtero. [ MINISTERIO DA
SAUDE]

A exposicao ativa e passiva da fumaca do tabaco é uma importante causa
de mortalidade nos Estados Unidos, sendo projetada como contribuinte para mais
de 400.000 mortes anualmente. [GIDDING.et al, 1994] A Amerncan Heart
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Association formalmente concluiu que o tabagismo passivo € um importante fator
de risco para doencas cardiovasculares em criangas e adultos.[TAYLOR, et al,
1992; GIDDING, et al., 1994].

1.3. CONSTITUINTES DA FUMAGCA DO TABACO

Dos milhares de componentes quimicos existentes na fumacga do cigarro,
suspeita-se que 0s potenciaimente responséveis pelo desenvolvimento de
doencas cardiovasculares sejam a nicotina, © monéxido de carbono,
hidrocarbonetes aromaticos policiclicos e glicoproteinas do tabaco. [BANYASZ,
1998]

Embora a fumaga do cigamo contenha mais de 4000 componentes, a
maionia das investigagbes restringe-se ao estudo da nicotina e seu principal
metabdlito , a cotinina [JAMES, et al., 1998].

A composicdo quimica da fumaga depende da qualidade do tabaco, de
como e embalado, das caracteristicas do papel e do filtro, da temperatura em que
é queimado e da maneira de fumar. No entanto, duas fases fundamentais podem
ser diferenciadas: a gasosa e a particulada. As substancias se distribuem nessas
fases segundo suas caracteristicas fisico-quimicas. A fase gasosa é composta de
gases € vapores como o monodxido de carbono, 6xido de nitrogénio, aménia,
aldeidos (acroleina , acetaldeidos, etc.) nitrosaminas volateis e nitilas (acido
cianidrico e acetonitrila).

A fase particulada, também chamada de condensado, é constituida de um
aerosol contendo substéncias volateis incluidas na fase de dispersdo. Os
constituintes mais importantes dessa fase s&o; alcatrdo, nicotina e agua. O
alcatréo é constituido principalmente por hidrocarbonetos policiclicos, alguns dos
quais s@o altamente carcinogénicos, como o benzopireno. Outros compostos
como fendis, cresdis, nitrosaminas ndo volateis, ions metalicos (ferro, cadmio,
cromo, manganés e zinco) e compostos radioativos (poldnio 210) também
constituem o alcatrao. Algumas substancias sdc adicionadas ao tabaco para
melhorar suas caracteristicas organolépticas, como agentes umectantes,

3 .
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INTRODUCAOQ

flavorizantes e aglutinantes. Outros compostos também podem aparecer como
contaminantes do alcatrdo, como por exemplo os fertilizantes. [CROOKS e Byrd,
19981

1.4. NICOTINA
1.4.1 Caracteristicas quimicas:

A nicotina € um alcaldide volatil, de baixa massa molar, extraida das folhas
da Nicotiana tabacum e corresponde a aproximadamente 5% da massa da planta.
E uma amina tercidria, composta por um anel piridina (pKax= 3,12) e um anel
pirolidina (pKas= 8,2) [HANDBOOK OF CHEMISTRY AND PHYSICS, 1995],
sendo desta forma uma parte da molécula hidrofilica € uma parte hidrofébica
[CROOKS e DWOSKIN, 1997]. A nicotina é o maior alcaldide do tabaco e o mais
ativo farmacologicamente. [ABOOD,et al,, 1981] E uma base fraca, apresenta-se
sob a forma de dleo incolor a amarelo pélido e adquire cor castanha em contato
com o ar, possui odor caracteristico do cigarro e gosto amargo. A nicotina é o
Unico agente farmacolégico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration)
para ser usado na terapia de cessagdo do habito de fumar. [DASH e WONG,
1996]

A nicotina é conhecida quimicamente, como 3-(1-metil-2-pirroliding) piridina;
1-metil-2-(3-piridil) pirrolidina ou B-piridil-«-N-metilpirolidina. [DOMINO, 1999]

Sua massa molar é igual a 162,23 um.a. e tem como formula molecular
CioH14N2, [THE MERCK INDEX, 1996]

H
N ir:l3

FIGURA 1 - Formula estrutural da nicotina
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INTRODUCAO

1.4.2. Farmacocinética da nicotina

A nicotina pode ser administrada por diversas vias sendo estas: nasal sob
a forma de spray nasal, oral na forma de goma de mascar e transdérmica na
forma de adesivo transdémmico de nicotina, além de endovenosa. [OKUYEMI, et
al., 2001]

1.4.3. Absorgac

A fumaca do cigamo € inspirada para os pulmdes, onde indmeros
componentes da mesma s&o absorvidos, para que em seguida, atinja a circulagdo
sistémica. A absorg&o da nicotina ocorre através da superficie alveolar, camadas
endotelial e epitelial alveolar fina, e uma rede capilar extensa. [BENOWITZ, 1900]

A fumaca do cigarro, por ter carater acido ( pH 5.56.5 ) e estar no seu
estado ionizado, n&o € bem absorvida pela boca, por ndo ser capaz de atravessar
as membranas plasmaticas rapidamente, com excegio da fumaca dos cahimbos
e charutos que tém pH 85 e praticamente s3o absorvidas pela boca. A
concentragio plasmatica da nicotina aumenta progressivamente, atingindo um
valor maximo dentro de 10 minutos apds o fumo. [BENOWITZ, 1999]

A quantidade de nicotina absorvida através do cigarro é dificil de ser
quantificada, uma vez que depende da quantidade de tragadas, da profundidade
com que € inalada, do filtro e até do ambiente. [LEHOUEZEC, et al., 1991]

O pico de concentrag&o plasmatica da nicotina, estimado apés fumar um
cigarro, pode variar de 5 a 50 ng/mL e de cotinina de 50 a 300 ng/mlL [HURT, et
al., 1993]

A goma de nicotina e o fumo de mascar sdo tamponados com uma
substancia alcalina para facilitar a absor¢@o da nicotina pelas membranas das
mucosas. A nicotina é fracamente absorvida pelo estdmago, por se encontrar na
forma protonada devido a acldez gastrica.

40



Concentra¢do de nicotina ( ng/mL)

INTRODUCAO

O pH da nicotina na forma de spray nasal & alcalino, assim a absorgéo da
nicotina apds a insuflagiio € rapida. Concentragbes de picos arteriais sao
alcangadas entre 5 a 10 minutos apds a dose aplicada. [GOURLAY e BENOWITZ,
1997]

Os adesivos transdémico de nicotina (ATN) tem por propdsito permitir a
liberagio sistémica transdérmica de drogas meia vida biolégica curta efou com
alto efeito de primeira passagem para alcangar uma agao terapéutica constante,
aumentando a adesao e diminuindo os efeitos colaterais associados com os picos
plasmaticos da droga. A seqiéncia de eventos pela qual a droga percorre até
atingir a circulagdo € bastante complexa, incluindo a dissolugdo da droga,
inimeras etapas de difus&o e particdo, a formacéo de um depésito, metabolismo e
finalmente a droga alcancga os capilares dos vasos. [MERKLE, 1989]

20 7

15 —®=— cigarro
= spray nasal
—— adesivo

10 7

040 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 120 130
Tempo (minutos)

FIGURA 02: Graficos das diferentes formas de absorg&o da nicotina

1.4.4. Distribuicdo

A nicotina da fumaga do cigamo suspensa em diminutas particulas de

-

alcatrdo € rapidamente absorvida pelo pulm@o quase que com a mesma
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velocidade que quando administrada pela via intravenosa. O composto atinge o
cérebro dentro de 8 segundos apés a inalacao [BENOWITZ, 1999]

Os tabagistas tendem a ajustar o comportamento de fumo para compensar
as mudancas na disponibilidade da nicotina ou na faixa de eliminag&o do corpo, a
fim de manter constantes os niveis de concentragdo de nicotina [BENOWITZ,
1985]

A nicotina entra rapidamente no cérebro, porém seus niveis diminuem apoés
ser distribuida pelos tecidos corporais periféricos e devido a sua eliminagio do
organismo. Inicialmente © cérebro e a medula espinhal contém altas
concentragbes de nicotina, em 15 minutos existe somente uma pequena parte,
enquanto a concentragdo no figado aumenta. Em 30 minutos, a maiotia da
nicotina esta presente no figado, adrenais, estdmago e ossos. [DOMINO, 1999]

Como resultado da absorgdo, a nicotina, a partir dos espacos alveolares,
rapidamente atinge a circulagao sistémica. O alto fluxo sanguineo nos capilares
pulmonares, contribui para uma maior absorgBo. Assim, ap6s a absorgio
pulmonar, as concentragbes da nicotina no sangue crescem rapidamente e
atingem o méximo, ao final de cada cigarro consumido. [BENOWITZ, 1992 ]

A nicotina tem pouca ligag@o a proteinas plasmaticas, inferior a 5%, sendo
rapida e amplamente distribuida aos 6rgdos e tecidos. Atravessa a barreira
placentaria [CROOKS e BYRD, 1999]

O cigarro contém cerca de 8 a 9 mg de nicoting, e cerca de 1 mg alcanga a
circulagdo sistémica do tabagista, essa biodisponibilidade pode aumentar
dependendo da intensidade e do ndmero de tragadas.[BENOWITZ, et al., 1994]
. Um cigarro fumado durante dez minutos, produz elevagao da conceniragio
plasmatica de nicotina para 20-30 ng/ mL que cai para cerca da metade em dez
minutos e, a sequir, mais lentamente no decorrer de 1-2 horas.

A biodisponibilidade oral da nicotina & baixa, cerca de 25 a 30% da
guantidade ingerida alcanga a circulagdo sistémica, porque € extensa a
biotransformag@o hepatica decorrente da primeira passagem pelo figado.
[BENOWITZ, et al., 1991]
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1.4.5. Metabolizacdo

A nicotina é metabolizada principaimente no figado (80-90%), nos puimdes,
rins e pele, quando administrada na forma de adesivo transdérmico. IMERKLE,
1989]

O metabolismo  da nicotina é complexo com pelo menos dezoito
metabdlitos j& descritos. No entanto, a maioria dos estudos de fammacocinética
focaliza quase que exclusivamente a nicotina e/ou seu dois metabdlitos principais,
a cotinina e a nicotina-1'-N-oxido. [QARE-ABU e MOHAMED, 20601} O metabdlito
da nicotina denominado 3-hidroxicotinina € o mais abundante na urina de
tabagistas ativos ou passivos, comespondendo a aproximadamente 40% da
excrecao total de nicotina. A 3-hidroxicotinina tem meia vida bioldgica bem mais
curta que a cotinina. [JACOB, et al., 1892]

A nicotina € principaimente metabolizada em cotinina pela C-oxidago, e
esta posteriomente € oxidada a trans-3"-hidroxicotinina. [JACORB, 1988] Cerca de
70 a 80% da nicotina € metabolizada em cotinina através de uma reacgo de duas
etapas. A primeira etapa € a catélise da nicotina através da citocromo microssomal
P450 (CYP) para nicotina-A"®”_jon iminio, e o segundo passo é a catélise da
para nicotina-a'®_jon iminio para cotinina através da aldeido oxigenase
citosdlica. [KYEREMATEN e VESSEL, 1991] A cotinina & o metabdiito da nicotina
oxidado em maior quantidade e estruturalmente é muito similar a este. No
entanto, a cotinina tem uma meia vida de eliminag&o Eonga; de cerca de 20 horas,
e pode ser usada para quantificar a absorgio da nicotina. [DEPARTMENT OF
HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1983]

Qutros caminhos da metabolizagdo da nicotina incluem N-oxidacdo, N-
demetilacao e glucorinidagdo. [KYEREMATEN e VESSEL, 1991] inOmeras
enzimas do complexo CYP-450 fazem parte do metabolismo da nicotina: CYP2AS,
2B6, 2C9, 2D6, e 2E1, bem como as mooxigenase flavinas, mas a CYP2A6 é
considerada a principal enzima envolvida no metabolismo da cotinina a frans-3'-
hidroxicotinina [NAGASHIMA, et al., 1996]
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FIGURA 03: Esquema representativo da metabolizagdo da nicotina

1.4.6, Eliminagdo

A nicotina é excretada por filtrag8o glomerular e secrecao tubular, com uma
reabsorcao varidvel dependendo do pH wrinario. Em condigles &cidas da uring, o
clearance renal é distintamente maior. A nicotina também & excretada no Ieite
matemo. [BENOWITZ e JACOB, 1993]

A meia-vida de eliminacao € dependente do actimulo de nicotina durante o
uso do tabaco ou produtos de nicotina, variando em média entre 2 a 3 horas. Os
niveis séricos de nicotina podem se acumular até o tempo maximo de 6-8 horas
durante o fumo reguiar de cigarros. Existe uma meia vida terminal longa da
nicotina de 20 horas ou mais, refletindo a liberagdo da nicotina impregnada nos

tecidos corporais

As concentragbes mais altas de nicotina enconfram-se no cérebro,
estdmago, rins e figado. [BENOWITZ, 1999]
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1.5. ACOES FARMACOLOGICAS

A nicotina é uma droga que pode influenciar na transmissao colinérgica ao
atuar sobre os receptores de acetilcolina e imitar as agbes de ativacao simpatica e
diminuic&o do tono parassimpético . [BENOWITZ, 1999]

A nicotina exerce sua agao fisioldgica e comportamental por se ligar aos
receptores nicotinicos no cérebro. Esses "receptores nicotinicos acetiicolina "
(nAChRs) podem afetar a fung&o das células nervosas, atuando como “portdes”
para a passagem de jons sodio positivamente carregado, potassio, e calcio
através das membranas das células. Este fluxo de fons pode aumentar a
excitabilidade das células nervosas e, mais notavelmente, resultar em aumento da
liberag@o de neurotransmissores incluindo acetiicolina, norepinefrina, dopamina,
serotonina, beta-endorfina e outros.[GRAY et al,, 1996; McGEHEE et al., 1995]
Fora do cerebro, os receptores nicotinicos sdo encontrados em células
musculares e em células nervosas do sistema nervoso auténomo simpatico. Esses
receptores também s&o ativados pela nicotina e contribuem para as respostas
fisiologicas do cigarro. Os receptores nicotinicos sédo canais idnicos compostos por
cinco subunidades, e estas por sua vez possuem inlimeras distingées. Os
diferentes tipos de receptores s&o responsdveis pelas diferentes acghes
farmacoldgicas da nicotina e pelos inimeros efeitos produzidos pelo cigarro no
fumante. [FATTINGER e BENOWITZ, 1997; McGEHEE e ROLE, 1995]

As complexas e imprevisiveis alteragdes que ocorrem no corpo apés a
administrac@o de nicotina se devem n&o apenas as suas agdes em varios locais
neuroefetores e quimiossensiveis, mas ao fato de que o alcaldide é capaz de
estimular e dessensibilizar receptores, ou seja, a nicotina estimula, e em dose
suficiente, deprime subseglentemente os centros autonémicos no sistema
nervoso central, os ganglios auténomos; as terminacbes sensoriais, especiaimente
as vagais do torax e as células quimiorreceptoras dos corpos carotideo e adrtico.
Libera ainda, a norepinefrina e epinefrina das terminacbes nervosas pods-
ganglionares simpaticas e da medula adrenal respectivamente. A resposta final de

45



INTRODUCAO

qualquer sistema representa o somatorio dos vérios efeitos diferentes e opostos
da nicotina.[CRYER, 1876]

Em fumantes, os efeitos primarios da nicotina no SNC sdo o relaxamento
{(particularmente em situagbes de stress), o melhoramento do humor, da atengio,
alivio do sono, e melhoria do desempenho motor e sensorial. Em pequenas doses
tende a causar hiperatividade, mas em doses maiores tem efeito inverso.
[FATTINGER e BENOWITZ 1997] A nicotina reprime o apetite e aumenta a taxa
metabolica, resultando em diminuigdo de massa corporal em tabagistas, se
comparados a nao tabagistas. [PONTIERI, et al.,1996]

Os efeitos periféricos de pequenas doses de nicotina resultam da
estimulagdo dos génglios autonomicos e de receptores sensoriais periféricos,
principaimente no coraga@o e nos pulmbes. A estimulaclo desses receptores
desencadeia diversas respostas reflexas auténomas, que causam taquicardia,
elevagdo do deébito cardiaco e da pressdo arterial, reducdc da motilidade
gastrointestinal e sudorese.[BENOWITZ, 1997, MINAMI e MATSUOKA, 1899]
Quando doses maiores da droga s&o aplicadas, a estimulagéo inicial é seguida
muito rapidamente por um bloqueio da transmisséo de impuisos. [BENOWITZ e
SHARP, 1989]

A cotinina é considerada um metabdlito inativo, com minimas atividades
farmacoldgicas [BENOWITZ, et al., 1983]. Porém, segundo o trabalho de Keenan,
[KEENAN, et al., 1994], a cotinina possui atividade farmacolégica maior do que as
anteriormente previstas, uma vez que reduziu signiﬁcativarhente, dependendo da
dose, a pressa@o arterial e a freqléncia cardiaca, além de produzir melhora na
tensdo e ansiedade , insdnia, quando injetada subcutdneamente, em individuos
sob abstinéncia ao tabaco de 48 horas. Assim, a cotinina tem um importante papel
no complexo processo de dependéncia a nicotina.

1.6. EFEITOS TOXICOS DA NICOTINA

A nicotina &, em termos farmacoldgicos, o componente mais ativo do
cigarro, sendo ainda um dos agentes tdxicos mais potentes e rapidamente fatais
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que se conhece. A dose letal média para 0 homem situa-se entre 40 a 60 mg,
porém doses de 4 mg ja podem provocar reagdes graves. [BENOWITZ, 1997]

Doses maiores de nicotina podem causar convulsbes, por estimular
acentuadamente o sistema nervoso central, sendo posteriormente seguido de
depressdo. A morte resulta de insuficiéncia respiratéria, oriunda de paralisia
central e blogueio periférico dos misculos da respiracao.

A instalacdo dos sintomas de envenenamento agudo e grave da nicotina é
répida; os sintomas incluem nauseas, salivagdo, dores abdominal, confusio
mental, sudorese, cefaléia, alteragcio na audiglo e na viséo e fraqueza acentuada.
[BENOWITZ,1985]

1.7. SISTEMAS DE LIBERAGCAQO TRANSDERMICOS

A nicotina € bem absorvida dos sistemas de liberacao transdérmicos,
promovendo uma concentrag@o relativamente estdvel durante um periodo
proiongado de tempo [DUBOIS, et al,, 1989]. Segundo Benowitiz et al., 1991, o
maximo de absorg&o ocorre entre 6-12 horas, com um declinio subseqlente para
um platd entre 16-24 horas [BENOWITZ, et al., 1991]. A nicotina tem absorcio de
10% da dose apos a remogdo do adesivo transdérmico. Isto deve-se & existéncia
de reservatdrios de nicotina na pele, que explicam o prolongamento da fase na
qual a nicotina é acumulada.

O tratamento com nicotina transdérmica é de grande importancia na
reducdo de alguns sinais de abstinéncia ao tabaco, e conseqiientemente na
cessagao ao fumo. [LAWSON, et al., 1998]

- No estudo recentemente publicado por Benowitz et al. [BENOWITZ, 2002],
foi demonstrado que o adesivo de nicotina, que é absorvido lentamente,
fornecendo ao paciente uma concentragdo relativamente estével da droga durante
um cerfo periodo de tempo, apresenta efeito menos nocivos a salde dos
tabagistas nos marcadores de risco cardiovasculares como freqiiéncia cardiaca,
press@o arterial e concentragbes de catecolaminas, quando comparados ao
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cigarro, € ao spray nasal , onde a absorgdo de nicotina rapida e os niveis
plasmaticos da droga s&o flutuantes durante o dia.

Segundc Hurt et al., 1993, os niveis de nicotina e cotinina permaneceram
constantes trés dias apés a aplicagio do adesivo transdémico de 21 mg, e
revelaram grande variabilidade entre os diversos individuos estudados, porém nao
encontraram varagbes na absorcdo de nicotina relacionadas ao sexo dos
individuos. As concentragdes encontradas foram relativamente menores do que as
regularmente encontradas nos tabagistas habituais, além disso, com a ocomréncia
dos sintomas de abstinéncia nesses pacientes demonstram que a terapia de
reposicBo de nicotina com adesivo transdémico de nicotina deve ser
individualizada, de modo a permitir maior alivio aos pacientes. [HURT, etal., 1993] -

1.8. ASPECTOS ANALITICOS GERAIS

A dosagem de medicamentos ou drogas em plasma e soro humanos é
rotina em grandes centros de pesquisa do mundo, sendo a procura por métodos
mais simples, sensiveis e especificos uma constante .[FDA, 1998]

A quelidade e a credibilidade de um bom trabalho analitico se fundamentam
nos cuidados com os quais os analistas se cercam para produzir dados que
expressem o valor real da medida obtida. Para que os dados tenham significados
reais, s@0 necessarios que sejam estabelecidos pardmetros de validacio.
[CHASIN, et al.,, 1894] |

A validagéo de um método é um dos elementos basicos de sistema de
qualidade laboratorial, como propbe as Boas Praticas de Laboratério (BPL), e
compreende o desenvolvimento e controle de determinado método analitico
implantado em um laboratdrio que possibilita garantir que os dados gerados estao
inseridos em um limite analitico especifico. Validar o0 método visa diminuir ou
controlar os fatores que levam & impreciséo ou & inexatiddo de um dado.

Para que os resultados sejam confidveis, & fundamental que as variagdes
analiicas sejam mantidas dentro de limites pré-estabelecidos por critérios
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baseados na finalidade da anélise, sistemas analiticos e estudos estatisticos
[CHASIN, et al,, 1998]

Os resuiltados dos estudos de validagéo podem indicar que uma mudanga é
necessaria no processo de fabricacio e armazenamento da droga. Para minimizar
estudos repetilivos e assegurar que os dados da validacdo sé@o gerados em
condigbes equivalentes aos procedimentos a que serio submetidas as drogas em
analise, recomenda-se que sejam analisados parémetros como: linearidade,
especificidade, estudos de precisdo e estabilidade.[LIMA e MIDIO, 1997]

Esses sistemas de qualidade enfatizam a importancia da capacitagdo do
analista, da adequagio dos equipamentos e das condicbes laboratoriais, de
protocolos bem definidos e elaborados, de procedimentos padronizados, de
cuidados na documentagdo desses procedimentos e dos dados obtidos e da
validagao da metodologia utifizada. [CHASIN, et al., 1998]

Diferentes métodos s@o aplicados na quantificagcdo de drogas elou
medicamentos em matrizes bioldgicas humanas, havendo no entanto diferenca na
sensibilidade e especificidade nos niveis de concentragdo minimos de
medicamento para sua determinacdo em cada matriz bioidgica. Novas
metodologias empregadas para esse fim tém conseguido aumentar a sensibilidade
e a rapidez da quantificacdo, acarretando uma diminuicdo na concentracio
minima da droga para a sua determinagéo.

O método analitico de separagio que utiliza a cromatografia liquida de aita
eficiencia (CLAE) é uma das técnicas que mais tem sofrido avango nos Gitimos
anos. Uma das vantagens da CLAE é que pode ser empregada em um nimero
maior de amostras se comparado com a cromatografia gasosa (CG), uma vez que
esta exige que o analito seja volatil, ao passo que na CLAE, o analito deve ser
solavel na fase mével. Muitos metabdlitos do cigarro ndo se volatizam, sendo por
isso utilizada a CLAE para grande parte das andlises de derivados do tabaco.
{CROCKS e BYRD, 1997]

Inimeras matrizes estdo disponiveis para a analise de drogas, sendo as mais
comuns sangue total, urina, plasma e soro. As duas Gitimas s3o as mais
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recomendadas pela facilidade de coleta, manuseio, e devido ao menor nimero de
interferentes.

O solvente usado na extragéo da droga é extremamente importante, pois deve
ser suficientemente eficiente para extrair a maior quantidade de droga possivel da
matriz, deixando © menor nlmero de interferentes para a andlise.
[CHAMBERLAIN, 1995]

O principal problema em se trabalhar com amostras de plasma é devido a
grande quantidade de proteinas que essa matriz bioidgica contém, uma vez que
as drogas tém grande afinidade por estas proteinas, sendo, portanto, necessario a
quebra dessas ligagdes a fim de que seja possivel a andlise da droga presente no
plasma. No entanto, muitos autores realizam a extragdo da droga sem fazer o
processo de precipitagdo de proteinas, uma vez que a ligagio droga-proteina
apesar de forte é reversivel. Desse modo corn um pH apropriade extraem a droga
da amostra com um solvente organico. Se a particio no solvente para a forma nao
ionizada da droga for suficientemente alta, a ligaggo de equilibrio pode ser
quebrada para permitir uma extragdo eficiente da droga pelo solvente.
[CHAMBERLAIN, 1995; CROOKS e BYRD, 1999] '

Para drogas fracamente acidas ou basicas a particdo pode ser ajustada por
alterag&o do pH da fase aquosa com solugdes tamp3o. Pequenas quantidades de
acido (geraimente fosforico ou nitrico) s&o adicionadas a fase mével aquosa,
causando assim, um aumento no tempo de reten¢8o de acidos organicos, devido
a supressdo da ionizacdo, e uma diminuicdo no tempo de retencdo de bases
devido a forma idnica ser a predominante. Um controle mais preciso de pH pode
ser alcangado com fases moéveis usando tampio fosfato ou acetato em
combinagao com metanol ou acetonitrifa [CHAMBERLAIN, 1995]

Ha varios métodos descritos para analise de nicotina e cotinina em material
bioldgico, utilizando: cromatografia a gas (CG) [JAMES, et al., 1998
FEYERABEND, 1990; CURVALL, et al, 1982; NYSTROM, et al., 1997],
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) [QARE-ABU e MOHAMED, 2001;
NAKAJIMA, et al.,, 2000] , cromatografia liquida acoplada a espectro de massas
(LC-MS) [TUOMI, et al., 1999] e radioimunoensaio [PERKINS, etal., 1993]
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A determinacao de nicotina e cotinina no plasma ou na urina de tabagistas
& de fundamental interesse para se estudar a correlagdo entre os efeitos
biologicos do tabaco e a farmacodindmica e a famacocinética da nicotina, o
principal componente do tabaco farmacologicamente ativo. [ODDOZE, et al,
1998]

Devido a rapida meia-vida da nicotina (2 horas), a cotinina tem sido
considerada o melhor marcador para o consumao do cigarro, uma vez que por ter
meia-vida mais longa (20 horas) possui menor flutuagdo na concentragdo
plasmética no decorrer do dia. [MACHACEK e JIANG, 1986]

As desvantagens em se analisar a nicotina deve-se a sua meia vida curta,
grande diferencial entre picos e nos niveis de absorgéo durante o dia, além de ser
encontrada em quantidades muito menores no plasma, nao descartando ainda a
grande dificuldade de anélise por alguns laboratdrios. [CROOKS e BYRD, 1986]

A determinac@o da nicotina em plasma € muito sensivel a4 acgdo de
contaminantes, podendo a nicotina ser seu proprio contaminante. [FEYERABEND,
1979] A cafeina também tem um importante papel nas anélises, pois € capaz de
co-eluir com a nicotina. Assim, é fundamental a separagéo da cafeina para se
obter quantificacdo acurada de nicotina plasmatica. [PICHIN, etal, 1991]

A TABELA 01 mostra alguns métodos propostos para a quantificagéo de
nicotina e cotinina em material bioldgico descritos na literatura.
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OBJETIVOS

Padronizar e validar um método utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéencia (CLAE) com detector de Ultra-vicleta (U-V) para a determinacio de
nicotina e cotinina em plasma de tabagistas submetidos a utilizacdo de adesivo
transdérmico de nicotina.
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3.1. MATERIAS

3.1.1. Padrbes

Os padrdes (-)- nicotina, cafeina e cotinina foram obtidos da Sigma (MO,
USA) com grau de pureza superior a 97,5 % e foram usados sem purificagio
prévia. O padrio intemo usade foi o 2-fenilimidazol (Aldrich, Wi, USA). Todos os
solventes apresentavam grau de pureza HPLC e foram obtidos da Mallinckodt,
(Edo. de Mex.,Mex.)

3.1.1.1. Solugao padréo estoque

A partir dos padrdes foram preparadas solugbes de cafeina 5% (5
mg/100mL), cotinina 6% (5mg/100mL), e nicotina 5% (5mg/100mL) em metanol
previamente filtrado em membrana de 0,45 um. A solugdo estoque do padrao

interno (2-fenilimidazol) foi preparada em metanol na concentracao de 50 pg/ml.
3.1.1.2. Solucéo de trabaino

A pértir da solugio estoque, foi preparada uma solugio intermediaria
contendo 1pg/mL de nicotina, cotinina e cafeina em metanol em baldo volumétrico
de 10 mL.

As solucdes injetadas para as curvas analiticas e estudos de linearidades
foram preparadas diariamente por diluicao da solugio intermediaria em plasma de
individuos n&o tabagistas.

A solugao de trabalho do padréo intemo (2- fenilimidazof) foi feita através da
diluicao da solugéo estoque em metanol na concentragao de 5 pg/mi.

R



MATERIAL E METODOS

3.1.2. Equipamentos, acessorios e suprimentos

- Cromatografo liquido da Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan), composto por
sistema controlador SCL-10 Avp, auto-amostrador SiL- 10ADvp , duas bombas
injetoras de alta pressdo LC-10 Advp, detector UV- SPD -10 Advp com
comprimento de onda varidvel e fomo CTO-10.

- Coluna LUNA (Phenomenex, CA, USA) LC18 nas dimensdes 0,46 mm x 150
mm com particulas de 5 ym

- Coluna de guarda de 5 cm de comprimento (Phenomenex, CA, USA) LC18, com
0,46 mm de didmefro intemo.

- Cateter venoso JELCO* Plus 206G, Johnson&Johnson - Brussels, Belgium.

- Torneiras descartaveis de trés vias, Mark Med, SP -Brasil

- Micropipetas (100ul, 200ul, 1000uL ) Coming, NY-USA

-Clear shell vials 8x 40 mm- Alitech, IL,USA

- Reservatorio de vidro 250 mL -Supeico ,PA, EUA

- Funil vidro- Supelco, PA, EUA

- Membranas filtrantes 47mm, com poros de 0,45 pm- Supelco, PA, EUA

- Ponteiras de plastico, LabTips: Labtips Blue ( 200-1000uL ) e LabTips Yellow (5-
200uL), Unilab, SP - Brasil.

- Centrifuga Excelsa Baby | Modelo 206- Fanem, SP- Brasil

- Tubos Eppendorf, Unilab , SP, Brasil.

- Medidor de pH Hanna Intruments - HI 9321, PD, italy

- Agitador magnético Modelo 258- Fanem, SP- Brasil

- Agitador mecanico de KAHN 107- Nova Etica, SP- Brasil

- Balanca anatitica Denver Instruments Company, CO, USA

- Computador Pentium LG, NY, USA.

3.1.3. Solugses, solventes e reagentes

{-)- Nicotina (tartrato de nicotina), Sigma Chemical, MO, USA
{-)-Cotinine, Sigma Chemical, MO, USA
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Cafeine, Sigma Chemical, MO, USA

Acetonitrila AR- HPLC, Mallinckrodt, Paris, Franga.

Acido fosforico 85 % AR, Mallinckrodt, Paris, Franca

Agua purificada pelos sistemas Mili-Q, Millipore, Molshelm, Franga
Diclorometano AR- HPLC, Mallinckrodt, Edo Mex, México.
Fosfato de potéssio dibasico AR, Mallinckrodt, Edo Mex, México.
Fosfato de potassio monobasico AR, Mallinckrodt, Edo Mex, México.
Titriplex It EDTA, Merck, RJ, Brasil

Trietilamina 98% , Sigma, MO,USA

2- Fenilimidazol 98% Aldrich, Wi, USA

Suffato de sodio anidro AR, Mallinckrodt, Edo Mex, México.
Hidroxide de sédio AR, Mallinckrodt, Edo Mex, México.

3.1.4. Fase mbve!

A solucdo tampdo usada como fase movel na analise foi preparada pela
diluicgo em agua Mili-Q de 20 mmol L' de fosfato dibasico de potassio,
20 mmol.L™ de fosfato monobasico de potassio e 0,1 % de solugao de trietilamina.
O pH da solugdo foi ajustado a 6,3 com é&cido fosférico 85%. A fase movel
constituiu-se de acetonitrila: tampao pH 6,3 na proporgéo 10:90 (v/v).

Condicionou-se a coluna por 1 hora antes da corida com vazéo de
1mb/min.

3.2. COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas
{Unicamp) conforme demonstrado no anexo 1.
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3.3, SELECAO DOS VOLUNTARIOS

Os participantes foram selecionados no Instituto de Cardiologia Rio Preto
em Sao José do Rio Preto.

O grupo de estudo foi composto por 18 voluntarios de ambos 05 Sexos
com idades entre 18-50 anos divididos em dois grupos:

Grupo 1- Controle- Constituido de individuos sadios normotensos, n&o tabagistas
e nao dislipidémicos.

Grupo 2 - Tabagistas- Constituido por tabagistas com mais de 10 anos de habito,
sem evidéncias clinicas de doengas hipertensiva ou dislipidemia.

3.4. AVALIAGAO CLINICA

Todos os voluntérios foram submetidos & avaliagéo clinica e exame meédico
completo. Esses individuos foram iniciaimente cadastrados através de um
questionario no qual constava idade, peso, altura, nimero de cigarros consumidos
diariamente, além dos resultados de exames bioquimicos de sangue. Os
participantes n&o receberam qualquer medicag&o nos Ultimos sete dias, € foram
instruidos a n&o ingerir bebidas alcodlicas e café, bem como derivados de cafeina
nas 48 horas precedentes ao estudo.

3.6. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Qualquer anormalidade na avaliacdo prévia ao estudo (anamnese, exame
fisico, ou exames bioquimicos), O individuo era informado e encaminhado ao
servigo de assisténcia médica publico ou privado.

3.6. CONSENTIMENTO DOS VOLUNTARIOS

Os voluntarios que participaram do estudo assinaram um termo de
consentimento informado, o qual obrigatoriamente, foi avaliado e aprovado pelo
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Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, e
do Instituto de Cardiologia Rio Preto, e foram, extensivamente, informados da
natureza do mesmo (anexo 2).

3.7. AMOSTRAS

Amostras de plasma “branco” foram obtidas a partir de um “pool” de plasma
dos individuos que ndo ficaram expostos a fumaga do tabaco por um periodo
minimo de 1 semana.

Amostras do grupo tabagista faram coletadas apés terem sido submetidos a
um periodo de abstinéncia ao tabaco de 24 horas, posteriormente receberam
adesivo transdérmico de nicotina de 21 mg por mais 24 horas. As coletas de.
sangue seriadas foram realizadas nos periodos de 0, 1, 3, 5,7, 9, 11, 18 e 24
horas apbs a colocagéo do adesivo. Foram coletados & ml. de sangue nos tempos
previstos, atraves de cateter venoso previamente lavado com heparina e fixado ao
braco do voluntario. O material coletado foi transferido para tubos de vidro de 10
mL contendo solugdo anticoagutante de EDTA 5%. Os tubos foram centrifugados
por 15 minutos a 2000 rpm e o plasma separado e congelado a ~20° C até a
analise.

3.8. METODO DE ANALISE DAS AMOSTRAS

3.8.1. Padronizagdo cromatogréfica por CLAE: a proposicdc da metodologia
analitica foi feita através do estudo das publicagdes referentes a analise de
nicotina e cotinina por CLAE, considerando-se a finalidade da analise e a
disponibilidade de reagentes e equipamentos disponiveis no laboratorio.

3.8.2. Otimizagdo das condigbes cromatogréficas: as condigbes cromatograficas
foram estabelecidas a partir da injecdo de solugdes metandlicas dos padrdes de
nicotina, cotinina, cafeina e 2- feniimidazol. Foram testadas diferentes
composigdes de fases méveis, comprimentos de onda e de vazdes da fase movel
além dos parametros de integracdo. A andlise qualitativa foi realizada pela
determinacdo do tempo de retengao relativo ao padrao intemo (2- fenilimidazol).
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3.8.3. Estudo da linearidade da resposta do detector: a linearidade da técnica
cromatografica definida pelo intervalo de concentracdo na qual a intensidade da
resposta do detector é diretamente proporcional & concentrago da amostra, foi
verificada através da injecao de solugbes de trabalho de nicotina e cotinina em
metanol entre as faixas de concentra¢des de 10 a 1000 ng/mi, e padréo interno
{pi) na concentracdo 50 ng/ml, com posterior célculo das equagbes das retas e
seus respectivos coeficientes de determinagdes.

3.8.4. Curva analitica: foi determinada através da adigao de padrbes de nicotina e
cotinina e padrdo intemo em amostras de plasma humano de voluntarios n&o
tabagistas nas concentragdes de 10 a 50 ng/mL para nicotina e 10 a 500 ng/mL
para a cotinina, submetidas & técnica de extrag@o. A linearidade foi estudada
através do calculo de coeficiente de determinagdo (?) e equacado da reta das
areas relativas (nicotina/pi e cotinina/pi) nas respectivas faixas de concentragdes
estipuladas. A curva analitica foi feita diariamente.

3.8.5. Recuperac8o: foi calculada através da comparagdo das areas relativas de
nicotina/pi e cotinina/pi injetados diretamente (sem extragdo) com as areas
relativas de nicotinalpi e cotinina/pi obtidas apods extracdo em plasma nas
concentracbes 10, 30 e 50 ng/mL para nicotina e 10, 50 e 200 ng/mlL para
cotinina. O estudo de recuperac¢ao foi realizado em dois dias.

3.8.6. Precisdo: foi avaliada através do coeficiente de variacio de areas relativas
de cinco replicatas analisadas no mesmo dia, pelo mesmo analista, utilizando o
mesmo método proposto (precisdo intra-ensaio) e em dias trés diferentes
consecutivos (precisdo inter-ensaio) nas concentragdes 10, 30 e 50 ng/mL para
nicotina e 10, 50 e 200 ng/mL para cotinina.
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3.8.7. Limite de detecgdo: foi considerado o menor valor de concentragido de
nicotina e cotinina adicionados em plasma, extraidos e cujas areas dos picos
pudessem ser diferenciadas do ruido e integradas nas condicGes padronizadas
como area minima e limiar de detacgao do pico .

3.8.8. Limite de quantificag8o: foi considerado o menor valer de concentragao de
nicotina e cotinina adicionados em plasma, extraidos e cujos coeficientes de
variagao das areas relativas de cinco replicatas fossem menores que 10%.

3.8.9. Exatiddo: foi calculada, através da férmula abaixo, a pariir da porcentagem
de inexatiddo de amostras de plasma adicionadas, nas concentragbes 10, 30 e 50

ng/mL para nicotina e 10, 50 e 200 ng/mL para cotinina.

9% inexatiddo =| concentracio obtida — concentracdo adicionada| * 100

concentragdo adicionada

3.8.10. Interferéncia da matriz: foi feita pela comparag@o de uma curva analitica
proveniente de amostras de plasma adicionadas de padrao e submetidas ao
procedimento de extrag&o com uma proveniente de padroes adicionados em agua,
também submetidas ao procedimento de extragao. As curvas foram sobrepostas e
comparadas.

3.8.11. Estabilidade: estabilidade da amostra foi avaliada pela quantificac@o da
nicotina e da cotinina adicionadas em plasma nas concentragdes de 30, 50 e 200
ng/mL, armazenadas em geladeira (4° C) e em freezer {(-20° C), por um periodo de
até 3 meses. O célculo da estabilidade foi feito através da inexatidao, sendo
consideradas estaveis as amostras que mantivessem seus resuitados dentro de
uma margem de até 10% de inexatidao.

3.8.12 Controle de qualidade: foi feita a andlise de uma amostra de plasma
shranco” adicionado com nicotina e cotinina preparada em metanol, a partir de
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uma solucdo estoque diferente das demais nas concentragoes de 25 ng/imi paraa
nicotina e 250 ng/mL para a cotinina, analisada em triplicata com as amostras dos
voluntarios.

3 9. PROCEDIMENTO ANALITICO

A extragdo do analito foi feita a partir de 1 mL de plasma em um tubo de
poligtileno com tampa ac qual foram adicionados 10 pL da solugdo de padréo
intemo, 50 pL de NaOH 1 mmol L' e 4 mbL de diclorometano; apés agitagao
(agitador horizontal) por 10 minutos, a amostra foi centrifugada a 3500 rpm por 10
minutos; a fase aquosa foi desprezada e a fase organica lavada com 1 mL de
NaOH 0,1 mmol L. Apés agitagio em vortex por 30 segundos, a amostra foi
centrifugada a 3500 rpm por § minutos, sendo a fase organica transferida para
outro tubo contendo 100 mg de sulfato de sodio anidro. Apos, adicionados 25 ub
de acido cloridrico concentrado, os tubos foram agitados brevemente, sendo,
entdo, o solvente evaporado sob nitrogénio em temperatura ambiente. O residuo
foi retomado em 100 ulL de fase mdvel e transferido para o recipiente do
amostrador automatico e programada a inje¢dio para 20 pl.
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1 mL de
plasma

+ 10uL. padrao intemo
+ 50puL. NaOH 10 mmol L™
+4 mL de diclorometano
Agitar em agitador horizontal (10 minutos a 250 rpm)

Centrifugado
l

v y

Fase aguosa ( Fase organica }

+ 1ml. da NaQH 0,1
mmol L™ agitacdo e
transferéncia de tubo

Desprezar
[ Extrato organico ]

+ 100 mg Na,S04anidro
agitacio e transferéncia de
tubo

[ Extrato anidro
+25ul. HCI conc.
Evaporacdo sob N3

[ Residuo }

Ressuspender em
100uL de fase moével

Injetar 20 pL

FIGURA- 04 Fluxograma analitico do procedimento de extrag&o da nicotina e
cotinina em amostras de plasma
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4.1. PADRONIZAGAO CROMATOGRAFICA EM CLAE

4.1.1. Otimizacdo das condi¢Bes cromatogréficas: a fase mbvel otimizada foi
acetonitrila 10% e trietilamina 0,1% em tampao fosfato 20 mmol L com pH 8,3. A
vazdo determinada foi de 1 mlL/ minuto. O fomo foi utiizado & temperatura de
40 °C e o comprimento de onda foi de 260 nm. Foram estipulados como area
minima o valor 1000 e como fimiar de detec¢io do pico (slope) 200 para os
parametros de integracao.

O tempo de cormida foi estabelecido em 18 minutos, de modo que as
substancias endodgenas pudessem ser eluidas sem interferir no cromatograma
seguinte. Os picos de nicotina, cotinina, cafeina e 2- fenilimidazol apresentaram-se
bem separados, e com resolugfo adequada, conforme demonstrado na FIGURA
05 . O fator de assimetria dos picos de nicotina (1,2) e cotinina (1,1) estao dentro
dos limites considerados aceitaveis pelo FDA [ FDA, 1998 ]. O tempo de retengao
da cafeina (8,88 min.) foi diferente dos demais componentes analisados, nao
interferindo portanto na anélise, conforme demonstrado na FIGURA 05.

colirina

g
\M,_L\J __,,M /\

t T T ¥ T T T T t ¥ T U T T T T y
4 + 3 ® 1 2 i3 W k]

Minutos

FIGURA 05: Cromatograma representativo dos padrdes de nicotina , cotinina e
2- fenilimidazo!l em plasma, com fase mével 10% de acetenitrila, 90% tampéo
fosfato, vazéo de 1 mL/min e comprimento de onda de 260 nm.
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4.1.2. Estudo da linearidade da resposta do detector: o detector monstrou-se linear

para as concentragbes de 10 a 1000 ng/mL tanto de nicotina como de cotinina,

sendo as equacles das refas y =0,002x +0,0123 e y =0,0025x ~ 0,0028 e os

coeficientes de determinagdo 0,9993 e 0,9996 para a nicotina e cotinina,
respectivamente (FIGURA 08).

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

- Cotinina
~— Nicotina

0 100 200 300 400 500 700 1000
Concentragao {ng/mL)

FIGURA 06: Estudo de linearidade do detector

TABELA 2: Linearidade (expressa através do coeficiente de determinagdo (*) e
equacao da reta) e limite de detecgéo do detector de UV para nicotina e cotinina.

Parametros Nicotina Cotinina

r 0,9993 0,9996
Equacé&o da reta y =0,0021x + 0,0123 y =0,0025x - 0,0028
Limite de detecgao 10 ng/mL 5 ng/mL

4.1.3. Curva analitica:

As FIGURAS 07 e 08 mostram graficamente a linearidade do método para

determinag@o de nicotina nas concentracdes de 10 a 50 ng/ml e cotinina nas

concentragdes de 10 a 500 ng/mL em plasma humano.
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0.06 -
~#—— Nicotina

0.05+

0.04 4

Rela¢do de area
o
b
L

0.00-L T ; T 1
10 20 30 40 50

Concentracdo {ng/mL)

FIGURA 07: Curva analitica da nicotina em plasma de tabagistas submetidas ao

procedimento de extragéo.

1.5+
—a— Cotinina

1.0+

Relagédo de area

O.G“‘ T I ¥ i 1 ¥
0 100 200 300 400 500 600

Concentragdo (ng/mL)

FIGURA 08 Curva analitica da cotinina em amostras de plasma de tabagistas

submetidas ao procedimento de extra¢éo.
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TABELA 03: Equagdes da reta e coeficientes de determinacdo (r°) para as curvas
analiticas de nicotina e cotinina obtidas em amostras de plasma submetidos ao
processo de extragao.

Parametros Nicotina Cotinina
r 0,9928 0,9978

Equacgéao da reta y = 0,0006x + 0,0119 y = 0,0018x - 0,0082

Concentragao 10 - 80 ng/mL 10 — 500 ng/mL

4.1.4. Recuperacdo: a TABELA 4 mostra as porcentagens de recuperacao para a
nicotina e cotinina.

TABELA 4 — Recuperacdo da nicotina e da cotinina em amostras de plasma
humano. .

Concentracéo Recuperagao da nicotina Recuperacao da cotinina
{ng/mL) (%) (%)
10 72 (x13) 86 (12)
30 87 (£2) 79 (=1}
50 69 (£9) . 70 (z4)
200 76 (+4) 75 (£2)

N=5 Recuperacdo média da determinag&o em 2 dias
4.1.5. Preciso:
Precisdo intra-ensaio: Os resultados do estudo de precisdo intra-ensaio para

nicotina (CV médio de 6,3%) e cotinina (CV médio 7,0%) estdo mostrados na
TABELA 5.

71



RESULTADOS

TABELA 5 — Precis&o intra-ensaio da nicotina e cotinina expressa em funcao dos
valores de estimativa de desvio padréo {DP) e coeficiente de variagdo (CV).

Concentracao Nicotina Cotinina
(ng/mL) DP CV (%) DP CV (%)
10 0,01 8.4 0,01 9,0
30 0,01 7,9 0,02 8,5
50 0,02 6,6 0,01 6,0
200 0,014 22 0,015 4.5
N=5

4.1.6. Precisdo inter-ensaio: Os resultados obtidos no estudo da precisdo inter- -
ensaio em trés dias diferentes, para nicotina (CV médio 7,1%) e cotinina (CV
médio 7,6%) estdo representados na TABELA 6.

TABELA 6- Precisgo inter-ensaio da nicotina e cotinina expressa em fungio dos
valores de desvio padrao ( DP) e coeficiente de varacéo (CV)

Concentragio Nicotina Cotinina
(ng/mL) DP CV (%) DpP CV (%)
10 0,04 9,5 0,03 9.4
30 0,01 7,0 0,01 8,0
50 0,04 72 0,05 7,3
200 0,01 47 0,01 5,8

N=5 D.P e C.V. calculados em {rés dias consecutivos
4.1.7. Limite de detecgédo: os limites de detecgdo para determinacgao de nicotina e

cotinina em plasma humano pelo meétodo proposto foram de 5 e 3 ng/mL,

respectivamente.
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4.1.8. Limite de quaniificagdo: Os resultados para a determinac@o dos limites de
quantificacao da nicotina e cotinina estdo expostos na TABELA 7. Os limites de
quantificacdo foram de 10 ng/mL para a nicotina e 5 ng/mL para a coftinina, tendo
como aceitavel 0 menor valor de concentracio com coeficiente de variacio 10 %.

TABELA 7- Resultados do estudo do limite de quantificagdo do método para a
nicotina e cotinina.

Concentracao (ng/ml.) CV da nicatina CV da cotinina
5 15 % 10 %
10 8 % 9%
15 7 % 9%
N=5

4.1.9. Exatiddo: A TABELA 8 representa os valores de exatidio determinados.

TABELA 8- Porcentagem de inexatidao do método proposto, em estudo com
amostras adicionadas de nicotina e cotinina.

Concentrac&o inexatidao da nicotina Inexatidao da cotinina
(ng/mt) (%) (%)
10 -1 4
30 2 -4
50 -11 7
200 -2 -1

N=5

4.1.10. interferéncia da matriz: as FIGURAS 10 e 11 mostram respectivamente os
resuitados dos estudos da interferéncia da matriz bioldgica para nicotina e
cotinina. As equagbes da reta e os coeficientes de determinagido estio
representados na TABELA S.
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0.06 -
—8 Nicotina em fcua

0.05 ~—&%— Nicotina em nlasma
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Concentragdo (ng/mL)

FIGURA 09: Curva analitica de nicotina em plasma @ ) e em agua (M) para
estudo de interferéncia da matriz bioldgica .

..... 4 Cotinina em agua

1.00 ..
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FIGURA 10: Curva analitica de cotinina em plasma (A ) e em agua (& ) para
estudo de interferéncia da matriz biolégica
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TABELA 09: Representacdo das equacbes da reta e dos coeficientes de
determinacao (’) dos gréficos acima representados:

Curva analitica Equacdo da reta r
Nicotina em plasma y = 0,0006x+ 0,0119 0,0928
Nicotina em agua y = 0,0004x + 0,0154 0,8997
Cotinina em plasma y = 0,0004x + 0,0145 0,0911
Cotinina em agua y = 0,0017x + 0,0495 0,994

4.1.11. Estabifidade: A TABELA 10 mostra os resultados do estudo da
estabilidade, avaliada através do aumento da porcentagem de inexatidao.

TABELA 10: Avaliagdo da estabilidade através da porcentagem de inexatidéo da
nicotina e da cotinina em analise realizada em amostras de plasma adicionadas
com os padrdes e atmazenadas em freezer (-20° C) e em geladeira (4° C).

Concentrac@o Local Nicotina (%) Cotinina (%)
ng/mL 1sem 1més 3meses 1sem 1més 3 meses
30 ‘Freezer 4 5 7 3 8 8
Geladeia 8 = 12 A7 10 = 24 32
50 ‘Freezer 1 . -8 -0 8 . 8 10
Geladera - 15 23 9 . 16 26
200 “Freeze 05 1 3 3 | 6 7
Geladeira 10 = 16 22 2 | 4 9
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4.2. MEDICAMENTOS E HABITOS INTERFERENTES NOS NIVEIS DE
NICOTINA E COTININA

Nao foi verificado entre os voluntarios o consumo regular de bebidas
alcodlicas. Além disso, todos relataram apresentar alimentag@o saudavei e pratica
de exercicios fisicos pelo menos uma vez por semana. Nenhum voluntario estava
fazendo uso de qualquer medicacao regular, ou fez na semana que antecedeu ao
estudo. As mulheres, em sua maioria, eram histerectomizadas, e as demais ndo
faziam uso de hormonios. As amostras dos voluntarios tabagistas demonstraram a
presencga de cafeina, provaveimente consumida nos dias precedentes ao estudo,
porém o método permitiu boa separagdo deste composto, ndo causando |
interferéncia nos resultados.

4.3. ANALISE DE NICOTINA E COTININA

-
{
[ s
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FIGURA 11: Cromatograma branco extraido.
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FIGURA 12: Cromatograma representativo da analise da amostra de um
voluntario nao tabagista.
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FIGURA 13: Cromatograma representativo da analise da amostra de um voluntario

tabagista com adesivo fransdermico de nicotina de 21 mg submetida ao processo
de extrac&o.
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A TABELA 11 mostra os resultados da quantificagdo de nicotina e cotinina nos
diferentes periodos de coletas dos individuos do grupo tabagista. Os resultados
estdo expressos sob a forra de média + DP.

TABELA 11: A tabela mostra os valores da quantificacdo de nicotina e cotinina na
forma de média = DP no grupo de tabagistas com adesivo transdémico.

Tempo (horas) Nicotina (ng/mL) Cotinina (ng/mL)
0 o 25+ 35
0.5 15 +2 55 + 41
1 20+ 85 54 + 31
3 27+ 9 102 + 37
5 32+14 88 40
7 33z 6 105 +37
9 32 +11 117 +38
11 30 £+ 6 127 + 35
18 26+ 9 93 + 28
24 22+2 141+ 32
50 -
40 -

T 30
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FIGURA 14: Figura representativa da curva de cinética da nicotina no periodo de
24 horas no grupo de tabagistas com adesivo transdémico de nicotina de 21mg.
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FIGURA 15: Figura representativa da curva de cinética da cotinina no periodo de
24 horas no grupo de tabagistas com adesivo transdémico de nicotina de 21mg.

79



80

5. DISCUSSAO



DISCUSSAQ

A quantificacao de uma droga inicia-se pela avaliagdo do melhor método de
extragc@o da matriz biolégica, seja ela plasma, soro, sangue total ou quaiquer outro
fluido biolégico. [CHAMBERLAIN, 1985]

De acordo com as caracteristicas de cada farmaco, como pk,, coeficiente
de particéo e estabilidade no meio de extrag&o, € avaliada a eficiéncia da extracéo
(recuperagdo). Esse estudo avalia a eficiéncia do método de tratamento da
amostra {CHASIN, 1998]. A partir dos resultados obtidos, um método de maior
recuperacao, reprodutibilidade e de boa estabilidade, é entdo escolhido.[HENION,
1998]

Anteriormente ao estudo do procedimento de extragéo, foram verificados os
limites de deteccao e quantificacao, a linearidade do detector e a reprodutibilidade,
e a pariir dos resultados foram seiecionados o volume da amostra utilizada e o

volume na qual a amostra seria retomada.

Q principal objetivo de se utilizar a técnica cromatografica da CLAE é de se
obter suficiente reten¢@o do analito aumentando a seletividade e sensibilidade da
analise, de modo que os resultados apresentados sejam confiaveis através da
analise pela metodologia proposta.

O detector mostrou linearidade adequada para uma ampla faixa de
concentragdo (TABELA 2) e quantificacado de concentragdes baixas, satisfatdrias
para o objetivo praposto.

O método de extracao liquido-liquide (FIGURA 05) foi selecionado a partir
de trabalthos descritos na literatura, com adaptacbes, de modo a obter-se uma
técnica de exiracdo com baixo custo e baixa complexidade e que tomasse
possivel a obteng@o de um cromatograma com o menor numero de interferentes
possivel. A amostra de plasma foi escolhida em fungdo do grande numero de
trabalhos j& descritos e da facilidade de coleta e transporte ao local de analise,
além de ser muito utilizada para estudos de faimacocinética da droga.

O solvente extrator utilizado foi o diclorometano, que € considerado o0 mais
eficiente para a extrag@o simultanea de ambas as bases nicotina e cotinina de
amostras biolégicas [HARIHARAN, 1988). Porém, assim como outros solventes
halogenados produzem danos ao sistema cromatogréfico, sendo por isso utilizada
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a técnica da evaporagao do solvente e a posterior reconstituicdo com fase mével.
Esse sistema de evaporagio do solvente consiste em concentrar a amostra de
interesse, aumentando a detectabilidade da andlise. A quantidade de solvente
extrator, bem como os demais procedimentos do processo de extracdo sequiram
os publicados anteriormente por Nakajima et al., [NAKAJIMA, 2000} porém com
modificagdes, como a realizagdo de uma lavagem prévia com NaOH 0,1 mmol L™
a fase organica antes da evaporagdo, que permitiu a refirada de impurezas do
plasma que ainda estariam presentes no solvente organico, prejudicando a
qualidade dos cromatogramas. A agitacdo dessa mistura foi realizada em vértex
com agitagao branda por aproximadamente 20 segundos, mas ndo descartou a
ocorréncia de emulso em algumas amostras, que foram descartadas e
posteriormente suas andiises foram repetidas.

A evaporac@o da fase organica, foi feita sob nitrogénio em temperatura
ambiente, pela maior facilidade e disponibilidade de equipamento no laboratério,
alémde evitar a possivel oxidag&o da nicotina, cotinina e seu padréo intemno.

Durante a extragdo do plasma, a agitacio em vértex foi descartada devido &
formag&@o de emulsdo estavel, assim adotou-se a agitacdo mecanica horizontal
com velocidade mais lenta por um periodo mais prolongado. A centrifugagio apds
a agitagdo proporcionou boa separacao das fases aquosa e organica, permitindo
que a fase aquosa fosse descartada por sucg@o em bomba de vacuo sem perda
da fase orgénica. A adi¢éo do sulfatc de sédio anidro ao tubo contendo o extrato
orgénico permitiu a retirada da fase aquosa restante, e conseqientemente a
retirada dos possiveis compostos hidrossoliiveis que poderiam interferir na
anélise, e prolongar o processa de evaporagao do solvente.

A adigdo de HCI concentrado ao solvente organico impediu a evaporagio
da nicotina com © nitrogénio. Poucos autores citam essa perda da nicotina
[NAKAJIMA, 2000] porém foi possivel verificar que sem a adiggo do HCI conc.
algumas amostras de tabagistas, bem como amostras adicionadas de nicotina
apresentaram perdas, ou ainda a auséncia de picos nos cromatogramas ap6s
serem submetidas ao processo de extracio.
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Foram injetadas entre as amostras programadas igual volume de
acetonitrila e de fase movei para retirar os possiveis interferentes do plasma que
poderiam ficar aderidos a coluna e interferir na coleta seguinte. O injetor foi lavado
com metanoldgua 50:50 v/v antes e depois de se realizar as injegGes das
amostras. A coluna cromatografica e o equipamento foram lavados apés as
analises com solugo de acetonitrila:dgua 10:90 viv por 1 hora para a retirada da
solug@o tampao, na vazéo de 1 mbiminuto e 1 vez por semana foi realizado um
gradiente de lavagem variando de 10:90 v/v 3 90:10 v/v de acetonitrila:agua.

O método apresentou boa capacidade de resolucéo e separacao tanto entre
os analitos de interesse quanto entre interferentes endégenos (presentes
normaimente no plasma) e exdgenos. Os picos também apresentaram valores de
assimetrias aceitdveis. A cafeina um dos principais interferentes exdgenos
presentes no plasma de tabagistas, eluiu em tempo proximo ao da cotinina, porém
sem interfenr ou prejudicar a separagc@o. A presenga da cafeina nos pemitiu
avaliar a especifidade do método.

Os cromatogramas apresentaram-se livres de drogas que eventualmente
poderiam ter sido utilizadas pelos voluntérios. O tempo de corrida foi estabelecido
em 18 minutos, sendo considerado um tempo relativamente curto e viavel para a
realizacdo da analise.

O 2fenilimidazol foi escolhido como padrio intemo por trés razdes
principais: 1-} a eficiéncia de sua extracdo com diclorometano a partir de amostras
de plasma é similar as da nicotina e cotinina; 2-) absorve bem no ultra-violeta no
comprimento de onda de 260 nm; 3-)possui tempo de retencdo relativamente
curto, e bem diferenciado dos compostos analisados. O padrdo intemo foi
adicionado a cada amostra em quantidade fixa e conhecida (50 ng/mL) para
auxiliar na avaliagc@o da eficiéncia do método e eventual perda que poderia ocomer
durante o processo de extragdo, secagem ou ainda na injecdo das amostras.

A detectabilidade do método foi suficiente para analisar quantitativamente a
nicotina, a cotinina e a cafeina em plasma de individuos tabagistas com adesivo
transdérmico de 21 mg de nicotina. A reprodutibilidade do tempo de retencgéo da
nicotina (4,6 + 0,1) min., da cotinina (6,2 + 0,1) min. e do 2-fenilimidazol (15,2 +
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0.1) min. foi determinada a partir de 10 injecBes consecutivas de padrdes
adicionados em plasma e extraidos.

A curva analitica foi construida com os padrdes adicionados ao plasma, em
concentragbes que abrangeram desde o limite de quantificago ( 10 ng/mL) até 5
vezes esse valor ( 50 ng/mL) para os estudos da nicotina e até 50 veres
(500 ng/mL) para as andlise de cotinina, e ambos apresentaram linearidade
aceitéveis, com coeficiente de determinag@o superior & 0,98 [FATINGER e
BENOWITZ,1997]. O método mostrou-se linear para ambos os compostos até
1000 ng/ml, porém as curvas analiticas foram feitas a partir dos valores de
quantificacéo dos analitos até os méximos valores encontrados na literatura para
nicotina e cotinina. Para a definicdo da curva analitica, CHASIN et al. [CHASIN et
al., 1994}, em revisdo sobre validagZo de métodos cromatograficos, recomenda a
utilizag&o de no minimo cinco pontos de concentracdo. A curva foi construida com
cinco pontos para a nicotina devido a estreita faixa de linearidade e com sete
pontos para a cotinina. As curvas analiticas foram repetidas todos os dias de
andlise, uma vez que foram programadas e injetadas juntamente com as amostras
no periodo notumo, ndo sendo, nesse caso, o tempo de andlise um fator de
interferéncia. _

As amostras dos controles de qualidade eram extraidas juntamente com as
amostras dos pacientes e analisadas com as curvas analiticas, sendo
consideradas aceitaveis as curvas analiticas que apresentassem variagoes
inferiores a 20%. [CHASIN, 1994]

As andlises do estudo inter-ensaio e intra-ensaio mostraram estar dentro
de valores aceitéveis, ou seja apresentaram CV inferiores a 10 %. Esses valores
de precisao refletem os erros aleatérios na analise, que podem produzir flutuacdes
ocasionais nos resultados [TIBIRICA, 1994), o que se preconiza evitar ao limitar
como critério CV inferior a 10%.

A analise do teste de exatid3o reflete a concordancia entre o valor real da
substancia na amostra e o estimado pelo processo analitico, e deste modo,
nossos resultados mostraram que os valores de exatiddo, compreendidos até
10%, indicaram a existéncia de uma baixa porcentagem de emos sisteméticos
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que contribuem para desvios (bias) nos resultados. Ndo houve disponibilidade de
amostras certificadas para o estudo de exaliddo, e por isso, foram adicionados

padrées de nicotina e cotinina em concentragbes conhecidas ao plasma,
quantificados, e os resultados comparados com os valores reais.

Nas condigbes padronizadas os limites de detecgdo (LD) foram
respectivamente 5 ng/mL para a nicotina e 3 ng/mL para a coftinina. Compreende o
LD a menor concentrag&o da substancia em analise que o processo analitico pode
diferenciar, com confianga, dos niveis relacionados & linha de base.
[HENDERSON, 19893] ConcentracGes inferiores puderam ser diferenciadas do
ruide de base, porém nao puderam ser integradas nas condigbes otimizadas.

Em relagio ao limite de quantificag&o, os valores foram de 10 ng/mlL para a
nicotina e de 5 ng/mbL para a cotinina, foram considerados confiaveis, uma vez
que foram aceitos resultados que apresentassem valores de CV menores ou
iguais a 10%.

O meétodo de analise individual dos compostos resulta em técnicas mais
sensiveis, ou seja, com limites de detecgdo e quantificagdo bem menores, porém
exige maior volume de amostra e tempo para otimizar e validar ambas as técnicas
de andiise. Além disso n&o era viavel a analise separada das amostras em fungio
do grande namero de coletas de sangue que foram realizadas durante todo o
periodo do estudo. O aumento no volume de injegd0o de amostra poderia resultar
em diminuigéo na vida Util da coluna e do equipamento. Porém dados encontrados
na literatura comprovaram que 0s valores encontrados condizem com os valores
publicados anteriormente. [MOYER, 2002]

O estudo de recuperacao absoluta, onde as areas relativas da nicotina e da
cotinina adicionadas ao exirato, sem serem submetidas ao procedimento de
extracdo, foram comparadas com as areas relativas destes analitos obtidos de
extratos adicionados que sofreram o processo de extracdo, apresentou resuitados
satisfatdrios e de acordo com 0s encontrados na literatura. Qare-Abu e Mohamed
[QARE-ABU e MOHAMED, 2001] obtiveram porcentagem de recuperagdo
semethantes as encontradas nesse estudo, porém como limite de quantificacdo
muito superior, pelo fato do autor analisar seis compostos em uma Unica corrida
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cromatografica. O trabalho de Nakajima et al. [NAKAJIMA et al., 2000}, no entanto,
fomeceu valores de recuperagao superiores aos determinados nesse estudo, e
com limites de quantificacgo bem inferiores, porém o autor analfisou 0s compostos
separadamente, o que para o objetivo do trabalho n&o seria uma altemativa viavel.

No estudo da interferéncia da matriz bioldgica na analise, pode ser

verificado que a curva analitica néo poderia ser realizada em agua pelo fato de
néo expressar resuftados exatos, uma vez que as curvas néo se sobrepuseram,
apesar de ambas serem lineares. As curvas analiticas preparadas em agua
apresentam uma menor inclinagéo se comparadas com a curva de plasma, o que
demonstra menor sensibilidade. Uma possibilidade para a maior inclinacdo da
curva em plasma poderia ser atribuida a algum pico interferente, que estaria
superestimando os valores de concentragdo de nicotina e cofinina, porém esta
hipétese foi descartada pelo estudo de especificidade da amostra através da
analise do plasma branco.

A estabilidade dos analitos foi avaliada pelo aumento da inexatiddo, sendo
consideradas estaveis amostras que mantivessem seus resultados com uma
margem de inexatidéo de até 10% apds o periodo de armazenamento. Optou-se
por verificar a estabilidade das amostras tanto armazenadas em gsladeira quanto
em freezer, uma vez que 0s padrbes foram armazenados em geladeira. Porém
ndo se encontram relatos anteriores de estocagem de amostras de plasma em
geladeira para testes quantitativos de drogas, uma vez que as amostras mantidas
em geladeira apresentaram-se estdveis para a nicotina e a cotinina por um
periodo de no maximo 1 semana, ao passo que as amostras armazenadas em
freezer mantiveram-se estaveis por até 3 meses, prazo suficiente para a coleta e
andlise das amostras.

As coletas das amostras inicialmente foram feitas através de dispositivos
infravenoses, heparinizados, porém devido a dificuldade de manté-os nos
pacientes, uma vez que esies apresentavam-se muito inquietos e ansiosos pela
abstinéncia ao tabaco, exigiu a substituicdo por cateter venoso do tipo Jelco, que
apesar de exigir maior experiéncia do manipulador na aplicacio e na coleta das
amostras, além de causar ao paciente maior incdmodo na aplicagio e de
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apresentar maior custo, demonstrou ser ideal para estudos onde se realizam
coletas seriadas de amostras, pemmnitindo maior liberdade e seguranca aos
movimentos dos voluntarios.

Os exames bioquimicos dos voluntarios foram feitos previamente ao inicio
do estudo, ndo sendo encontrado qualquer anomalidade nos pacientes incluidos
na pesquisa.

A abstinéncia ac tabaco durante 24 horas e durante as 24 horas com
adesivo transdérmico foram garantidas pelo fato dos pacientes terem permanecido
internados em uma clinica, supervisionados durante todo o experimento. Também
nao foi permitido aos voluntérios o uso de bebidas aicodlicas, café e derivados de
cafeina.

Em relacdo a concentragdo plasmatica de nicotina e cotinina, foi observado
que o tmax da nicotina em individuos tabagistas com adesivo transdémnico de
nicotina de 21 mg ocorreu no periodo de 5-7 horas conforme relatado em
literatura [BENOWITZ, 1999]

O trabalho de Hurt et al, [HURT et al, 1993] mostrou que os valores
séricos de nicotina e cotinina em individuos tabagistas com adesivo transdérmico
de nicotina variam de 10,5 a 50 ng/mL para nicotina e de 94 a 444 ng/mL para
cotinina no primeiro dia de adesivo. Porém o0s niveis médios de nicotina e cotinina
foram menores nos dias subseqUentes. As diferengas entre os individuos eram
esperadas, e foram atribuidas a variabilidade farmacocinética da nicotina.

Os aitos desvios padrdo encontrados nas amostras dos tabagistas
analisadas devem-se a uma seérie de fatores, dentre estes pode-se citar a ndo
distinggo dos tabagistas quanio ao namero exato € marcas de cigamos
consumidos diariamente, uma vez que existem diferengas na quantidade de
nicotina presente nas diferentes marcas de cigammo. Além disso, o periodo de
abstinéncia ao tabaco de 24 horas nio foi suficiente para que ocomesse a
eliminagéo da nicotina e de seu principal metabdlito, a cotinina, armazenada no
organismo dos individuos tabagistas, sendo, de acordo com estudos anteriores,
necessarios para isso o prazo de 7 a 10. dias, o que impossibilitaria a realizagdo
do estudo.
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Néao foram realizados célculos de area sob a curva para a andlise da curva
de cinética encontrada para os individuos tabagistas com adesivo de nicotina, pelo
fato de que os valores de nicotina e de cotinina ndo atingiram, ao final do periodo
de coleta, niveis proximos aos basais.

N&o foram encontrados valores quantificaveis de nicotina e cotinina nos
individuos n&o tabagistas. O adesivo transdérmico nfo foi utilizado nesses
individuos por apresentar sintomas de intoxicagio tais como: nauseas, vomitos e
dores de cabega.

5.1 APLICABILIDADE DA TECNICA

Foram realizados a monitorizacio de press&o arterial e freqliéncia cardiaca
através de MAPA (Spacelabs, USA) nos individuos tabagistas com adesivo de
nicotina.

Estes resultados possibilitarar a avaliagdo comparativa entre a variacio da
press&o arterial e a concentragdo plasmética de nicotina no periodo de 24 horas.

O gréfico no ANEXO VI mostra que n&o ocorreu variacao da pressdo
arterial e da freqUéncia cardiaca acompanhando a variacdo na concentragio de
nicotina plasmatica. O ligeiro aumento na freqiiéncia cardiaca foi atribuido 2
ansiedade resultante da intemacao, e da abstinéncia ao tabaco.

Esses dados comprovam os achados de Benowitz, [BENOWITZ, 2002], de
que os adesivos transdérmicos de nicotina, devido a sua lenta absorgio,
apresentam menores fatores de riscos cardiovasculares como interferéncia na
presséo arterial, freqhéncia cardiaca do que quando comparados ao cigarro.

A quantificago de nicotina e cotinina pelo método apresentado permitira a
realizagdo de estudos futuros combinando sua farmacocinética e
farmacodinémica.
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CONCLUSOES

1- O método proposto'mostrou ser adequado para a analise simultanea de
nicotina e cotinina, com baixo limite de detecgéo e tempo de retencdo curto,
possibilitando a anélise de um grande nimero de amostras.

2- O procedimento de extragcdo permitiu a obtencio de cromatogramas
praticamente sem interferentes e portanto com menor tempo de anélise (+ 1

hora/ amostra).

3- Os individuos n3o tabagistas n@o apresentaram niveis detectaveis de
nicotina e cotinina.
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- OBJETNVOS ©

Avaliar os efeftos do nicoting sobre ¢ pressio arterial sistémico (PAS) em
abagistas e ndo tabagistas. Correlocionar os riiveis plasméticos de nicoting e cotinina
'or cromatografia liguida de alta performance {farmacocinética) com o ritmo circadiano
lo PA nos grupos experimentais.

- SUMARIOD

Serdo estudados 28 individuos volurtérios, de ambos 0s sexos, com idade entre
S e ©5 anos, divididos em dols grupos sendo cada grupo compoesto de 2 subgrupos
om 7 individuos cada. Grupo 1- cortrole-individuos sadios, ndo tabagistas tratados com
desivo transdérmico de nicoting e adesivo placebo de nicoting. Grupo 2- individuss
abagistas pesados que fagam uso de mais de 20 cigarros por dia por mals de 10
nos, sem evidéncias clinicas de doenga cardiace nipertensiva e/ou diabetes com
desivo transdérmico de nicoting e adesive placebo de nicoting. Ceda estudo +em
uragéo de 3 dias. No primeiro dia o fumante deverd abster-se de fumar e serdo feitas
oletas seriadas de sangue. No segundo dia receberdo os adesivos de nicoting e de
acebo e serdo feftas novas coletas seriadas de sengue e no terceiro dia serd feita a
2tircda do adesive. A pressiio arterial serd monitorizade durante todo o pericde do
xperimento. No total serdo colhides 80O mi de sangue.
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ANEXOII

Padronizagdo de método utilizando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia para a determinacao de nicotina e cotinina em
plasma de tabagistas

CARTA DOS DIREITOS DO VOLUNTARIO EM PESQUISA MEDICA

Os individuos que participam em pesquisa medica adquirem certos direitos.

Estes direitos incluem:

a) Informagdes e explanagbes a respeito:

« Dos procedimentos, aparelhos e drogas a serem utilizados;

« Da natureza e proposta da pesquisa;

« De possiveis desconfortos e riscos que possam possivelmente ocorrer ou
estarem sujeitos;

« De possiveis beneficios advindos da pesquisa;

o Qutras atternativas de tratamento que possam lhes ser vantajosas;

« Da evolugdo da pesquisa e dos resultados referentes a si proprio;

b} Encaminhamento a tratamento medico caso complicagdes ocorram,

c) Fazer questdes a respeito dos experimentos ou procedimentos envolvidos;

d) Ser instruido de que o consentimento para participar do estudo pode ser

retirado a qualquer momento, inclusive sem justificativas, sem prejuizo do

tratamentofseguimento do voluntario por parte da instituigdo de satde.

e) Receber uma copia deste consentimento datada e assinada pelo pesquisador

responsavel ou seus auxiliares autorizados para tal,

f) Consentir ou ndo em participar do estudo sem qualquer coercac ou outro tipo

de influéncia por parte de elementos envolvidos na pesquisa;

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha



ANEXO II

Padronizagdo de método utilizando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia para a determinacdo de nicotina e cotinina em
plasma de tabagistas

CONSENTIMENTO INFORMADO

Vocé esta convidado a participar de um estudo para quantificar a nicotina
presente no sangue apdés a cessagéo do fumo e apos aplicagéo de um adesivo de
nicotina na pele.

Nos estudaremos a presenca desta substancia nos sangue de pacientes
tabagistas e ndo tabagistas. Se vocé decidir participar do estudo, o Dr. Heitor
Moreno Jr ou outros médicos da equipe descreverdo detalhadamente o estudo a
voce.

Cada estudo dura 3 dias. E feito com a coleta de amostras de sangue (20
ml cada; total por estudo=360 ml) durante o estudo. A pressdo arterial serd
monitorada durante todo o periodo de experimento através de uma aparetho
denominado MAPA, que consiste de um manguito com um sistema portatil qi_xe
grava as medidas de PA realizadas em intervalos de 15 minutos durante o dia e
30 minutos durante a noite.

NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE RECEBERA
QUALQUER BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.

A SUA ASSINATURA EM CADA PAGINA DESTE DOCUMENTO
SIGNIFICA QUE: VOCE LEU E ENTENDEU AS INFORMACOES ACIMA; VOCE
DISCUTIU O ESTUDO COM O INVESTIGADOR PRINCIPAL E/OU SUA EQUIPE;
VOCE DECIDIU PARTICIPAR DO ESTUDO COM BASE NAS INFORMAGOES
FORNECIDAS: (UMA COPIA DESTE CONSENTIMENTO FOI DADA A VOCE).

Assinatura do voluntério Assinatura do  investigador

Data ou testemunha




ANEXO I

Qualguer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas
cientificas, ndo revelara a sua identidade, entretanto, érgéos govemamentais
ligados a satide podem solicitar informacdes a respeito da pesquisa e identidade
dos voluntarios envolvidos nela.

Vocé recebera ao término de cada dia de estudo a quantia de R$ 30.00
(trinta reais) . Para estudos adicionais, se necessarios, vocé também recebera a
quantia de R$ 30.00 (trinta reais) por dia de estudo.

Qualquer questdo a respeito do estudo ou de sua saude deve ser dirigida
ao Dr. Heitor Moreno Junior (telefone 3788 9540, residencial 3206 0442}, do
Departamento de Fammacologia da Faculdade de Ciéncias Medicas da
UNICAMP; teremos satisfacio em esclarecé-a. O telefone da Comisséo de Etica
em Pesquisa da FCM/UNICAMP & 3289 8656.

Todos os tipos de tratamento ou diagnoéstico médico, experimental
ou nao, envolvem algum risco de prejuizo a saude. O estudo sera realizado no
instituto de Cardiologia de Rio Preto, portanto com os recursos disponiveis para
atendimento de possiveis emergéncias. Apesar de todas as precaugdes,
complicagbes podem ocorrer decorrentes de sua participagao no estudo. Neste
caso, vocé sera encaminhado para assisténcia médica.

A SUA ASSINATURA EM CADA PAGINA DESTE DOCUMENTO
SIGNIFICA QUE: VOCE LEU E ENTENDEU AS INFORMAGOES ACIMA; VOCE
DISCUTIU O ESTUDO COM O INVESTIGADOR PRINCIPAL E/OU SUA
EQUIPE: VOCE DECIDIU PARTICIPAR DO ESTUDO COM BASE NAS
INFORMACOES FORNECIDAS; (UMA COPIA DESTE CONSENTIMENTO FO!
DADA A VOCE).

Assinatura do voluntaric Data

Assinatura do investigador ou testemunha



ANEXO 1V

Ficha cadastral do pacientes

Data: / /

1.Nome:

2.ldade: 3.5exo: 4. Racga:

5.Peso: kg 6.Altura: cm 7.IMC: kg/m2
Enderego:

Bairro: CEP: Fone: ( }
Profiss&o:

8.Escolaridade:
(a) primario  (b) 1oGrau (c)20Grau (d) 30Grau (e) Pés-graduacao
9.E hipertenso(a)? (a) sim (b) ndo
10.Faz uso de bebida alcodlica regularmente? (a) ndo (b) sim
10a. Que tipo?
(a) destilada (pinga, uisque) (b) fermentada( cerveja) (¢) vinho (d) conhague
10b. Regularidade?
(a) todo dia (b) 5x /semana (C) 4x/sem (d) 3x/sem (e) fim de semana
10c. Quantidade?
11.Fuma?
12.Ha quanto tempo? anos meses

13. Quantidade diéria de cigarros

14 Qual teor de nicotina tem o seu cigarmo? (a) alto  (b) médio  (c) baixo
15.Qual a marca do seu cigamo?

16 Tem familiares fumantes no convivio diario (more na mesma casa)?
(a) sim (b) nao

17.Quantos cigarros fumou nas ultimas 24 horas? cigarros
18. E Diabético? {(a) sim (b) ndo



ANEXO IV

19 Esta fomando algum remédio ?{a) sim {byndo Se  sim, quais?
dose mg cps/dia

20. Faz algum tipo de atividade fisica REGULARMENTE, como caminhadas,
hidroginastica ou outras ( pelo menos 30 minutos por dia):
(a) sim {bindo CITE,qual:

21. Quantas vezes por semana’

(&) 1 vez por semana (d) 4 vezes por semana
(b) 2 vezes por semana (e) 5 vezes ou mais por semana
(c) 3 vezes por semana

22. Ja ficou internado(a)? Cite:

Ha quanto tempo?
Cite:

Ha guanto tempo?
Cite:

Ha quanto tempo?

Ja fez alguma cirurgia? Cite:

23. Tem algum problema de saude? Cite




ANEXOY

Tabela das caracteristicas clinicas dos voluntarios estudados

Controle
idade {(anos) 31,0+10,0
Peso (Kg) 63,5+13,9
Altura{cm) 170,2+6,0
IMC (Kg/m®) 21,6136
PAS (mmHg) 116,6+116
PAD (mmHg) 73,4+11,3
FC {bpm) 56,8+12,1
Tabagismo 0
(cigarros/dia)

N° voluntarios 9
5H,4M

Tabagista
Placebo
410+ 84
59,7+ 9,2
164,2+ 81
22,2+ 37
137,0+30,7
82,8+20,5
62,2+ 5,3
27,0+ 8,3

9
4H,5M

Os valores sdo expressos em média + DP

Tabagista
Nicotina
43,0+9,5
61,8+ 8.2
164,31 8,7
22,9+ 3,0
137676
85,1+15,8
62,4+ 4,2
244+ 7.2

4H,5M



Nicotina (ng/mL)

Concentragéo (ng/mL)

ANEXO V]

Comparacéo da variagdo da PAM e da FC em relagcdo a variacao
da concentragdo de nicotina em plasma de tabagistas com
adesivo transdérmico de 21mg, no periodo de 24 horas.
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