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Resumo

Embora o habito de fumar seja bem antigo, a preocupagdo a respeito dos
maleficios trazidos pelo uso do cigarro é recente, sendo relatada na literatura
pela primeira vez na década de 70. A fumaga do cigarro € uma mistura complexa,
composta por material particulado e gas, na qual mais de 4000 substancias ja
foram identificadas, sendo que, pelo menos, 50 destas apresenta algum
potencial cancerigeno. A nicotina presente em maior concentragdo nesta
fumaca é o alcaloide responsavel pela dependéncia. O tabagismo afeta de
maneira direta enfermidades do trato respiratorio, principalmente individuos que
apresentam quadro de asma, pois além de agravar os sintomas, traz efeito
negativo sobre o tratamento. Nesse sentido, a avaliagdo do grau de exposi¢cao
se faz necessario para estimar como este fator esta influenciando a resposta do
tratamento do asmatico. Para tanto, & imprescindivel o biomonitoramento do
individuo a exposicdo a fumacga de cigarro, através da determinagdo do
metabdlito da nicotina mais estavel e de maior concentragdo, a cotinina,
eliminada pela urina. Este trabalho teve como objetivo determinar os niveis de
exposicao de pacientes do Nucleo Exceléncia de Asma (NEA) através da
quantificacdo da cotinina na urina. Foram analisadas 1317 amostras de
pacientes com diferentes graus de quadro asmatico (grupo controle, asma leve
e asma grave). Os niveis de cotinina foram determinados através da implantagéo
e validagdo de um meétodo ja descrito na literatura que combina a utilizagao de
um padrao interno (Pl), 2-fenilimidazol, extracdo do Pl e da cotinina presentes
na urina com diclorometano e determinagao por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detecgao UV (A= 260 nm). A validagdo consistiu na
avaliagdo de alguns parametros descritos pela resolugéo n° 899 de 29 de maio
de 2003 da ANVISA: linearidade, seletividade, precisdo (intermediaria e
repetitividade), exatidao, limites de detec¢cdo e quantificagdo. O método em
questdo apresentou uma boa linearidade na faixa de trabalho (0-1500 pg.L™),
mostrou-se seletivo ao analito em questao, além de apresentar percentagens de
desvio padrao relativo (DRP) aceitaveis para os parametros preciséo
intermediaria e repetitividade (8,4 e 6,4% respectivamente para um padrao de
cotinina em urina de 100 pg.L"). A exatid&o foi avaliada através da percentagem
de recuperagao de um padrao de 500 ug.L- cotinina em urina, sendo encontrado
um valor de 103,4%. Os limites de deteccao e quantificagao foram 6,46 e 19,59
ug.L", respectivamente. Em geral, os pacientes do NEA apresentaram baixos
indices de exposi¢cédo a fumacga do cigarro. Cerca de 86% destes apresentaram
concentragdes de cotinina urinaria abaixo do limite de detecgdo. Na comparacgao
entre as respostas obtidas pela aplicagdo de um questionario padrao e os niveis
de cotinina que caracterizou o paciente como fumante ativo nos pacientes do
grupo controle, asma leve e asma grave verificou-se um percentual de
contradicao de 1,42, 0,73 e 6,0% respectivamente. Este fato indica que uma
parte dos pacientes com asma grave omitem a sua condigdo de fumante por
medo de n&o ser aceito no programa.

Palavras chaves: tabagismo; biomonitoramento; cotinina; Asma.



Abstract

Although cigarette smoking is very old, concern about the harm caused by
cigarette smoking is recent and has been reported in the literature for the first
time in the 1970s. Cigarette smoke is a complex mixture of particulate matter and
gas , In which more than 4000 substances have already been identified, and at
least 50 of them have some carcinogenic potential. The nicotine present in the
highest concentration in this smoke is the alkaloid responsible for the
dependence. Smoking directly affects diseases of the respiratory tract, mainly
individuals presenting with asthma, because besides aggravating the symptoms,
it has a negative effect on the treatment. In this sense, the evaluation of the
degree of exposure is necessary to estimate how this factor is influencing the
treatment response of the asthmatic. Therefore, it is essential to biomonitor the
individual to exposure to cigarette smoke, by determining the most stable nicotine
metabolite and higher concentration, cotinine, eliminated by urine. The aim of this
study was to determine the exposure levels of patients from the Nucleus
Excellence of Asthma (NEA) by quantifying cotinine in urine. 1317 samples from
patients with different degrees of asthmatic disease (control group, mild asthma
and severe asthma) were analyzed. Cotinine levels were determined through the
implantation and validation of a method already described in the literature that
combines the use of an internal standard (IS), 2-phenylimidazole, extraction of IS
and cotinine present in the urine with dichloromethane and determination by High
pressure liquid chromatography (HPLC) with UV detection (A = 260 nm). The
validation consisted of the evaluation of some parameters described by ANVISA
resolution n ° 899 of May 29, 2003: linearity, selectivity, precision (intermediate
and repeatability), accuracy, limits of detection and quantification. The method in
question showed a good linearity in the working range (0-1500 ug.L™"), was
selective to the analyte in question, besides presenting percentages of relative
standard deviation (RSD) acceptable for the parameters intermediate precision
and Repeatability (8.4 and 6.4%, respectively, for a cotinine urine standard of 100
ug.L"). Accuracy was assessed by the percentage recovery of a standard of 500
ug.L cotinine in urine, being found a value of 103.4%. The limits of detection and
quantification were 6.46 and 19.59 ug.L-1, respectively. In general, NEA patients
had low rates of exposure to cigarette smoke. About 86% of these had urinary
cotinine concentrations below the limit of detection. In the comparison between
the responses obtained by applying a standard questionnaire and the levels of
cotinine that characterized the patient as an active smoker in the control, mild
asthma and severe asthma patients, a contradiction percentage of 1.42, 0.73 and
6.0% respectively. This fact indicates that some patients with severe asthma omit
their smoking status for fear of not being accepted into the program.

Key words: smoking; biomonitoring; cotinine; Asthma.
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1. INTRODUGAO

Um dos grandes problemas enfrentados pela populacdo em grandes
centros urbanos € a sua exposicao a contaminantes presentes no ar que
impactam diretamente na saude humana a curto ou longo prazo. Dentre os
poluentes presentes na atmosfera, destacam-se aqueles que sao
potencialmente cancerigenos, como alguns compostos organicos aromaticos da
classe dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) provenientes da
queima de combustivel féssil, emissdes de origem industrial e presentes na

fumaca de cigarro.

A relacdo entre a concentragcdo desses compostos e 0 dano a saude da
populagao é cientificamente comprovada (NETTO et al., 2000). O risco atribuido
a poluicdo atmosférica nos casos de cancer de pulmao esta entre 1 a 10 %,
sendo que as pessoas expostas a HPA’s aumentam em 15 vezes a chance de
desenvolver o cancer (ZAMBONI et al., 2002). Presentes na fumaga de cigarro,
o ato de fumar provoca um efeito deletério a saude, de uma forma mais rapida,
contribuindo para alteragbes genéticas e, consequentemente, desenvolvimento
de céncer de pulmao, dentre outros maleficios. Outra populagdo diretamente
afetada, consiste nas pessoas que nao tem o habito de fumar, mas que convivem
com fumantes, ou seja, os fumantes passivos. Resultados de uma pesquisa
publicada por MUKHERJEE et al., (2011), indicam que a promogao de danos ao

DNA pode ocorrer logo ap6s a fumaga chegar ao pulmao.

Embora o habito de fumar seja bem antigo entre os europeus, a folha de
tabaco tem origem americana e foi inicialmente cultivada entre os povos
indigenas, ressaltando que a primeira maquina de confeccionar cigarros foi
inventada em 1881, quando o comércio do mesmo cresceu por todo mundo,
inicialmente por multinacionais estadunidenses. No Brasil, a producdo de
cigarros foi estabelecida pela empresa British American Tobacco, fundadora da
Souza Cruz, empresa que controla o comeércio de cigarros no Brasil, desde 1914
(BARBOSA et al.,2011).

A fumaca do cigarro € uma mistura heterogénea complexa, apresenta em
sua composigao gases e material particulado, contém mais de 4000 substancias

identificadas, sendo que pelo menos 50 destas apresentam potencial
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carcinogénico. A nicotina, presente em maior concentragdo, € o principal
alcaloide presente na folha de tabaco (MALAFATTI e MARTINS, 2009; TYRPIEN
et al., 2000). O numero de cigarros fumados além da exposigao a longo periodo
de tempo tem uma ligacéo diretamente proporcional ao risco de adquirir, entre
outras moléstias, o cancer e é responsavel por uma em cada dez mortes
registradas no mundo (DJORDJEVIC et al., 1997; MATSUMOTO et al., 2013).
A Figura 1 ilustra o pulm&o de um n&o fumante (A) e uma pessoa fumante (B). A
regido em preto representa o material particulado presente na fumaca, que fica

retido nas paredes do pulméao.

Figura 1. A) Pulmao de um individuo n&ao fumante. B) Pulmao de um individuo
fumante.

Fonte: http://pneumologia.med.br/site/wp-content/uploads/pulmoes.gif, acessado
14/10/2016.

1.1. TABAGISMO

O risco relacionado ao habito de fumar ndo esta restrito aos efeitos
provocados pela nicotina, sabido que é relatada a existéncia de varias
substancias téxicas presentes no mesmo (PETERSEN et al., 2010). Existem
duas formas distintas de exposicdo tabagica: exposicdo direta a fumaca
principal, inalada diretamente do cigarro (fumantes ativos), e a exposigao a
fumaca secundaria do cigarro, ou fumaga ambiental (fumantes passivos)
(MELLO et al.,2005 e KOWALSKI et al., 2007).

Em uma avaliacdo com dados de 187 paises, estimou-se que ocorreu uma
diminui¢ao na porcentagem de fumantes, no periodo de 2002 a 2009, com idade

superior a 15 anos, de 41,2% para 31,1% para homens e de 10,6% para 6,2%

13
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para as mulheres, apesar do numero de fumantes ter aumentado de 721 milhdes
para 967 milhdes, fato devido ao aumento populacional (GARCIA et al., 2015).
Segundo Ministério da Saude do Brasil, em dados de 2014, das capitais
brasileiras, Sao Luis € a com menor indice de fumantes com 5,5 % e Porto Alegre
€ a capital com maior indice de fumantes, com 16,4%. Salvador ocupa a quinta
posi¢cdo empatada com Belém com menores indices de fumantes, 7,0%, como

observado na Figura 2.
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Figura 2. Porcentagens de fumantes nas capitais brasileiras.

Fonte:http://promocaodasaude.saude.gov.br/promocaodasaude/assuntos/controle-ao-
tabagismo/maleficios-do-tabagismo/noticias/perfil-dos-usuarios-do-tabaco-no-brasil  acessado
em 29/09/2016.

Observa-se uma maior prevaléncia de pessoas do sexo masculino
relacionado ao habito de fumar. Em 2002, a Organizagdao Mundial de Saude
(OMS) publicou que a mortalidade relacionada ao tabagismo, principalmente
pelo agravamento de doengas crénicas, era de 13,1% para os homens contra
3,8% para as mulheres, sendo este principal responsavel por 90% dos casos de
cancer de pulmé&o nos homens e 70% nas mulheres (WHO, 2015). O tabagismo
apresenta fator de risco para doengas cardiovasculares e cancer de orofaringe,
esbfago, bexiga e laringe, e em mulheres, também cancer do colo do utero
(NUNES e CASTRO, 2011). Em trabalho realizado com ratos expostos a fumaca
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do cigarro, observou-se que apresentaram evidente perda de peso, além de

enfisema pulmonar induzido pela fumaga do cigarro (KOZMA et al., 2014).

Estudos apontam para uma correlacdo positiva entre o consumo de
cigarros e a mortalidade por cancer de préstata, além de ser um dos fatores
primarios para a progressao do mesmo. Fumantes tém um maior risco no
desenvolvimento de metastase, ou seja, formagdo de um novo agrupamento
tumoral (STEINBERGER et al., 2015).

Em estudo para avaliar o efeito do uso de cigarros no transporte mucociliar,
principal mecanismo para defesa das zonas aéreas superiores e inferiores a
agentes patogénicos e toxinas, demostrou-se que a frequéncia do habito diminui
esse transporte apés 8 horas da pratica da acdo, quando comparado com

individuos que nao fizeram uso de cigarros (PROENCA et al., 2011).

A exposicao a fumaca de cigarro é prejudicial em qualquer proporgao.
Estudos apontam para uma maior probabilidade de asma precoce, bem como
anormalidades cardiacas em criangas que sao expostas a fumacga de cigarro
antes e/ou apds a gestacao (VIVEKANANDARAJAH et al., 2007). Em mulheres
gravidas observou-se uma maior resisténcia no fluxo sanguineo na placenta,

diretamente proporcional ao uso do cigarro (MACHADO et al., 2011).

Implementado entre 2006-2014 pelo governo federal, o Sistema de
Vigilancia de Fatores de Risco e Proteg¢ao para Doengas Cronicas por inquérito
telefénico (VIGITEL), teve como principal objetivo fazer o monitoramento de
doencas de risco. Entre os principais riscos destacam-se os associados ao uso
do cigarro. Tal programa visava a orientagéo e redugao do tabagismo por meio
de politicas publicas, além do recolhimento de dados relacionados a esse publico
(MALTA et al.,, 2010). O Brasil possui destaqgue mundial de combate ao
tabagismo, tendo aprovado leis que regulam o uso em espacgos publicos, meios
de propaganda, um aumento no imposto e uso de aditivos (principalmente
substancias broncodilatadoras), além da substituicdo da cultura de tabaco por
outros tipos de produtos. Estas acgdes tiveram como principal impacto a queda
estatistica no habito de fumar entre os brasileiros nas ultimas décadas (Ministério
da Saude, 2015).
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Em geral observa-se maiores gastos com cigarros nas familias brasileiras
de baixa renda e menores graus de escolaridade, havendo um aumento do gasto
médio com cigarros nos anos de 2002 a 2009, devido ao aumento da populagéo.
Entretanto, nota-se uma diminuigdo no numero de familias que apresentaram
esses gastos, fato este explicado pelo aumento nos impostos referentes aos
cigarros, reflexo das politicas publicas antitabagismo no Brasil (MALTA et al.,
2010; GARCIA et al., 2015).

A exposicao a fumaga de cigarro, antes e apos o nascimento, € um dos
principais fatores de risco para desenvolvimento da asma. Criangas com maes
fumantes apresentam quatro vezes mais chances de apresentar a enfermidade.
O tabagismo é também apontado como parédmetro negativo, tanto no
desenvolvimento da doenca quanto na resposta ao tratamento. Individuos com
asma e fumantes apresentam sintomas mais severos, além de maiores riscos de
mortalidade, quando comparados a individuos ndo fumantes que apresentam a
moléstia (POLOZA e THOMSON, 2013).

1.2. ASMAE O TABAGISMO

A asma é uma das doencas que apresenta maior quantidade de variagdes,
classificadas, geralmente, pela intensidade da enfermidade. E caracterizada por
uma inflamacdo das vias aéreas, causada pelo estreitamento da arvore
traqueobrdnquica (Ministério da Saude, 2010). Os sintomas sao chiado, falta de
ar, aperto no peito e tosse. Em geral, uma pessoa com asma apresenta mais de
um desses sintomas, variando de intensidade e tempo, ocorrendo na maioria dos
casos ao anoitecer ou ao acordar (Pocket Guide For Asthma Management And
Prevention, 2016).

Estudo desenvolvido por varios pesquisadores brasileiros apontam uma
proporgcao de 16 a 29 % de criangas com idade entre 6 e 7 anos € 12 a 31% de
adolescentes de 13 e 14 anos com sintomas de asma. Vale ressaltar que 12%
dos adultos apresentam asma no Brasil, sendo a principal causa de morte de 1
em cada 700 destes (ZORZETTO e MOURA, 2009).
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O tratamento da asma utiliza como paliativo medicamentos a base
corticoesteréides, mas o ato de fumar reduz a resposta a tais medicamentos.
Observa-se uma maior probabilidade de desenvolvimento de asma em fumantes
ativos do sexo feminino (POLOSA e THOMSON, 2013). Estudos apontam que
cerca de 40% dos pacientes asmaticos escondem a condi¢cao de fumante, o que
dificulta o tratamento dessa enfermidade (STELMACH et al., 2015). Contudo,
faz-se necessario avaliar o grau de exposi¢céo ao tabaco desses individuos. Para
tal deve-se fazer o monitoramento bioldgico, determinando o metabdlito de maior
concentragao e estabilidade bem como a matriz biolégica mais apropriada para
tal (LLAQUET et al., 2010).

1.3. BIOMONITORAMENTO HUMANO

O biomonitoramento humano tem como principal objetivo avaliar o grau de
exposicao e o risco a saude humana pela presenga de algumas substancias
quimicas, por meio da determinagao desta ou de algum de seus metabdlitos em
fluidos humanos, gordura corporal, unhas e cabelos. A avaliagdo do grau de
exposicao é de extrema importancia nos dias atuais devido as diferentes fontes
de emissao de produtos quimicos, sejam emissdes antropogénicas ou naturais.
Também serve como avaliagdo da interacdo de certos medicamentos in vivo
(CLEWELL et al., 2008). Portanto, € necessario uma avaliagao repetitiva ou a
comparagdo com dados que fornegam niveis seguros de exposigdo. O
biomonitoramento humano pode ser entendido como o complemento do
monitoramento ambiental, ou seja, monitoramento de substancias quimicas
presentes em diferentes compartimentos ambientais (WILHERM, EWES e
SCHULZ, 2004).

E indispensavel um estudo prévio, visto que o biomonitoramento humano
requer uma matriz biolégica adequada ao estudo, que reflita o grau de exposi¢cao
interna, bioquimica e efeitos biolégicos. Também ¢é indispensavel um método
analitico adequado e confiavel para que seja mantida a garantia da qualidade.
Dos tipos de matrizes, sangue e urina, destacam-se como as mais utilizadas, na
determinagcdo do grau de exposicdo a compostos inorganicos, substancias
organicas e parametros para efeito biolégico (ANGERER et al., 2007).
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O biomonitoramento € de suma importancia e depende da determinacéao
de um analito especifico que caracterize a exposicao a um determinado agente

toxico. Para tanto faz-se uso de biomarcadores ou indicadores bioldgicos.

Os biomarcadores ou indicadores bioldgicos sao definidos por COELHO e
AMORIM, 2003, como:

“qualquer substancia, ou os produtos de sua biotransformacao,
bem como toda alteracdo bioquimica precoce sofrida, da qual sua
quantificacao nos fluidos bioldgicos, tecido ou ar exalado, sirva como

determinacao da intensidade de exposicdo e o risco para a saude”

portanto, deve haver uma relagao proporcional a intensidade de exposig¢ao

e o efeito bioldgico associado a tal substancia.

Os biomarcadores podem ser classificados como biomarcador de
exposicao, biomarcador de efeito e biomarcador de suscetibilidade. Os
biomarcadores de exposicdo, também chamados de biomarcadores de dose
interna, servem para estimar quantitativamente a substancia ou seu produto de
biotransformacado em fluido, ar exalado ou tecido, dando uma relacao direta
sobre o grau de exposi¢ao. O biomarcador de efeito tem por finalidade avaliar
quaisquer alteragcbes adversas a saude. Ja o biomarcador de suscetibilidade
serve para avaliar as diferentes respostas dadas por cada individuo apds a
exposicao a determinada sustancia quimica (COELHO e AMORIM, 2003).

Dentre as matrizes utilizadas para biomonitoramento humano, a urina é a
segunda maior em concentragdo de substancias utilizadas para avaliar o grau
de exposi¢ao, perdendo apenas para o sangue. Porém é a mais preferida por
apresentar caracteristica de ser ndo invasiva (ESTEBAN e CASTANO, 2009). A
Tabela 1 traz algumas substéncias utilizadas como biomarcadores em urina,

para avaliar o grau de exposig¢ao a substancias organicas.
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Tabela 1. Biomarcadores para algumas substancias organicas presentes em

urina e faixa de concentragdo encontrada em seis diferentes laboratdrios da

Alemanha.
Biomarcador Agente de exposicao Faixas de concentragao
(ng.L")
1-Hidroxipireno HPA’s 0,3-1,5
Br2-CA Deltametrim 0,3-0,66
cis-Cl2-CA Inseticidas piretroides 0,5-8,9
trans-Cl2-CA Inseticidas piretroides 0,6-9,8
3-PBA Inseticidas piretroides 1,1-16,0
2,5-Diclorofenol Paradiclorobenzeno 9-59
2.,4,6-Triclorofenol Paradiclorobenzeno 2-91
PCP Fenilciclidina 1,5-16,5
Dimetilfosfato Inseticida fosfatado 18-190
Dimetiltiofosfato Inseticida fosfatado 15-550
Dimetilditiofosfato Inseticida fosfatado 7-91
Dietilfosfato Inseticida fosfatado 8-91
Dietiltiofosfato Inseticida fosfatado 10-59
Dietilditiofosfato Inseticida fosfatado 7-56
Cotinina Cigarro 30-1250
Nicotina Cigarro 30-1250
5-OH-MEHP Ftalatos 10-230
5-0XO-MEHP Ftalatos 8-220
5-Carboxy-MEPP Ftalatos 15-330

Fonte: Adaptacdo de “ANGERER, J.; EWERS U.; WILHELM, M. Human biomonitoring: State of
the art, International Journal of Hygiene and Environmental Health, v.210, p.201-228, 2007".

Varios estudos apontam para a necessidade da escolha de uma técnica
adequada, que englobe a faixa de concentragdo em estudo que seja sensivel e,
ao mesmo tempo, seja apropriada para a determinagao do analito em questao

empregado como biomarcador.
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Varios biomarcadores sao apontados como avaliadores do grau de
exposi¢ao ao tabaco: tiocianato, monoxido de carbono, carboxihemoglobina,
nicotina e seus derivados e a hidroxiprolina. Destes, apenas a nicotina pode ser
diretamente ligada a exposi¢céo a fumaca de cigarro. Apesar de encontrar-se em
maior concentracdo na folha do fumo (OLIVEIRA et al., 2010), ndo é o
biomarcador mais indicado para a avaliagédo do grau de exposi¢ao ao tabaco,
visto que apresenta um baixo tempo de meia vida, sendo rapidamente

biotransformado em seus metabdlitos.

Alguns trabalhos utilizam a carboxihemoglobina e o monéxido de carbono
expirado, geralmente associados com nicotina ou algum de seus metabdlitos,
como biomarcador de exposigao tabagica. Entretanto, a mensuragdo de
monoxido de carbono sofre influéncias ambientais, visto que esta presente em
diferentes compartimentos ambientais. Assim sendo, a cotinina por ser restrita a
exposi¢cao a fumaca do cigarro e apresentar maior tempo de meia vida, quando
comparada a nicotina, é o biomarcador mais indicado na avaliagdo exposi¢céao ao
tabaco (HAUFROID e LISON, 1998 e MELLO et al., 2005).

A Figura 3 traz o esquema de biotransformacgéo da nicotina no organismo.
Apesar de nao ser o produto majoritario, de maior porcentagem de concentragao,

este € um dos que apresenta maior estabilidade.

20



Determinacéo de cotinina urinaria por HPLC-UV para avaliacio da exposicéo de pacientes asmaticos ao tabagismo Diego da Silva Vasconcellos

H, O—Ghc H OH
||\.-" b -
- s B! e H
= M e i ¢ Y 5
|| L e ‘[ N = \.N.-"
N M CH oF CH,
N b .
Trans-3-hidroxicotininag-O-glucuronideo Trans-3-hidroxicotining 33,6 % H
336 % |
Q
Micotina-1-M-gxido 4 4 %
Ho f b Y R R Y H !
! \ H f \ ! L] ki
i, ‘.\v\__ A o ~ Yo . \\__ A o \\'..\ P
- gt ‘N e -.___‘N.‘_,- =0 i W o N
“ 2 ,L [ | = ] | —— | |
T e CHy S CHy o H
i N "W
Maorcatinina 2,0 % Colinina 13,0 % Micolina 9.8 % Mornicoting 0,4 %
! e\
e THES o
SRR Hy [ ! = M
H “ Y | |
\k g =0 .
., ", 3 =0 || \.‘:\:l 8 b }
“ - CHy e i Gluc
T Micatina-M-glicuronideo 4.2 %
Gluc o
Cotinina-N-glicuranides 12,6 % Cotinina-N-cxido 2,4 %

Figura 3. Esquema de biotransformagéo da nicotina no organismo humano.

Fonte: “MALAFATTI, L.; MARTINS, I. Aspectos analiticos da determinagdo de cotinina em
matrizes biolégicas. Rev. Brasileira de Toxicologia, v. 22, n. 1-2, p. 9-20, 2009”, 2009.

1.4. NICOTINA E COTININA

A nicotina é o alcaloide responsavel pela dependéncia ao cigarro, sendo
um dos compostos de maior concentragdo no mesmo (MEGER et al., 2002). E
uma amina terciaria composta por uma piridina e um anel pirrolidina, que é
rapidamente metabolizada. Estima-se que 80% da nicotina absorvida é
biotransformada em cotinina, seu principal metabdlito, por acdo enzimatica, que
ocorre principalmente no figado. Além de varios fatores tais como raga, taxa de
excregao renal, entre outros, o maior habito de fumar interfere no metabolismo
da nicotina, esta € metabolizada mais rapidamente em individuos nao fumantes
quando comparado a individuos fumantes, fato devido a diminuigado da atuacao
do CYP2A6, uma das enzimas responsaveis pela oxidagao da nicotina (TUTKA,
MOSIEWICZ e WIELOSZ, 2005).
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A 1- metil-3- (2-piridinil) -2-pirrolidinona, ou simplesmente cotinina, € uma
amina aromatica cuja formula molecular € C10H12N20. Apresenta-se como um
dos principais metabdlitos da biotransformacao da nicotina, sendo esta sua unica
fonte. A cotinina tem um tempo de meia vida no organismo humano de 19 a 40
horas contra 2 horas referentes a nicotina e apresenta-se, devido ao pH
levemente basico do sangue em torno de 7,4, na forma de base livre, ou seja,
nao ionizada, sendo fracamente soluvel em lipidios (MALAFATTI e MARTINS,
2009). A cotinina também apresenta baixa taxa de excre¢do renal quando
comparada a nicotina, ratificando o seu maior emprego como biomarcador a
exposicao ao fumo (MELLO et al.,2005, HAUFROID e LISON,1998). Uma
estimativa do tempo de meia-vida e no volume de distribuicdo da nicotina e
cotinina em fumantes e nédo fumantes é descrita na Tabela 2, onde pode-se
observar um menor volume de distribuicdo para a cotinina; fato este devido a sua

menor solubilidade em lipidios.

Tabela 2. Tempo de meia-vida e volume de distribuigdo para a nicotina e

cotinina em fumantes e nao-fumantes.

Nicotina Cotinina

Fumante N&o Fumante Fumante Na&o Fumante
Meia-vida (min) 157 + 78 122 + 45 1047 £+ 304 1012 + 259
Volume de distribuigdo' (L) 196 +74 185 + 63 54 £ 16 58 £12

Fonte: Adaptagcao de “TUTKA, P.; MOSIEWICZ, J.; WIELOSZ, M. Pharmacokinetics and
metabolism of nicotine. Pharmacol Rep, v. 57, p. 143-153, 2005”.

Presente em varios fluidos humanos como sangue, urina e saliva, a cotinina
salivar e cotinina urinaria sao as mais utilizadas, principalmente por apresentar
qualidade de amostragem nao invasiva, na determinacdo de exposi¢cao ao
tabaco. Entretanto, estudos apontam para uma correlagao mais significativa nas
concentragdes de cotinina urinaria em detrimento da salivar, tanto por causa da

quantidade amostral disponivel, quanto pela concentracdo mais baixa desse

! Termo utilizado para quantificar a distribuicdo de uma substancia no corpo.
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metabdlito na saliva, afetando principalmente a avaliagdo de exposicao
ambiental (ODDOZE, PAULI e PASTOR, 1997; KUO, YANG e CHIU, 2001;
ODDOZE et al., 1999).

A cotinina urinaria € geralmente o analito escolhido para mensurar o grau
de exposicao a fumaca de cigarro visto que apresenta a qualidade de conter uma
concentracéo consideravel do analito, sendo apropriada para avaliar a exposi¢cao
ativa, contato direto a fumaca pelo ato de fumar bem como a exposicio
ambiental, inalagao da fumaca presente no ambiente (PETERSEN et al., 2010).
A Tabela 3 mostra as faixas de concentragcao da cotinina em diferentes matrizes

bioldgicas, observa-se maiores concentragdes para exposi¢ao ativa na urina.

Tabela 3. Faixas de concentragédo da cotinina em diferentes matrizes bioldgicas.

Faixa de concentragcao de

Matriz bioldgica Tipo de exposi¢ao cotinina geralmente

encontrada (ugL™")

73-6680*
100-3500*
Ativa 1460*
Urina
3054,61*
2700*
Passiva 50
Ativa >100
Saliva
Passiva 0,1-30
Ativa10 cigarros/ dia ~137,7
Plasma Ativa 20 cigarros/dia ~302
Passiva ~2,1
Leite Materno Ativa 12-222

*Valores de concentragdo obtidos em diferentes trabalhos.

Fonte: Adaptacao de” MALAFATTI, L.; MARTINS, |. Aspectos analiticos da determinagao de
cotinina em matrizes biolégicas. Rev. Brasileira de Toxicologia, v. 22, n. 1-2, p. 9-20, 2009".

A determinacio de cotinina urinaria depende de parametros tais quais a

funcdo renal do individuo, taxa de fluxo e pH da urina. Apds 24 horas da
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exposicao a fumaca de cigarro, em geral, os valores de cotinina encontrados,
para avaliar a exposi¢cao passiva, estdo abaixo do limite de detec¢do para a
maioria das técnicas, sendo imprescindivel que a amostra seja coletada em um
periodo de tempo menor que 20 h (LLAQUET et al., 2010).

1.5. METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINAGAO DA COTININA
EM URINA

A determinagdo de cotinina em urina envolve inicialmente a extragdo da
cotinina da fase aquosa para a fase organica e posterior analise, sendo descritas
na literatura varios métodos de extracdo liquido-liquido e em fase sdlida
(CATTANEO et al., 2006). A sua analise pode ser realizada utilizando-se
diferentes técnicas analiticas destacando-se as técnicas cromatograficas,
geralmente cromatografia a gas com detector de nitrogénio e fosforo (GC-NPD),
cromatografia a gas acoplada a espectrdbmetro de massas (GC-MS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e os imunoensaios (KUO, YANG
e CHIU, 2001).

1.5.1. EXTRAGAO DA COTININA EM URINA

Devido a composigao da urina ser muito complexa € imprescindivel uma
técnica de separagéo entre o analito e possiveis interferentes. Varios autores
estudaram a extracdo da cotinina urinaria, como parametro de otimizar a
determinagcdo da mesma e melhor avaliar o grau de exposi¢gao ao tabaco,
destacando-se a extragao liquido-liquido e extracdo em fase sdlida. Na extracao
liquido-liquido o pH é um fator importante na obtengdo da cotinina da urina. A
alcalinizagdo do meio, geralmente com hidroxido de sodio, hidroxido de potassio
e carbonato de sédio se faz necessaria, visando uma maior recuperacado do
analito para a fase organica, com menor volume de solvente extrator. A cotinina
presente na urina esta na forma de ion hidratado, tornar o meio alcalino favorece
a desprotonagéo e, consequentemente, maior afinidade ao solvente organico.
Dentre os solventes extratores, destacam-se o uso de diclorometano, sendo em

alguns trabalhos acrescidos de um outro solvente para aumentar a eficiéncia e
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diminuir o volume do mesmo (MALAFATTI e MARTINS, 2009). A Tabela 4
mostra diferentes solventes extratores, os padrbes internos utilizados e a

porcentagem de recuperagao da cotinina em urina.

Tabela 4. Caracteristicas da extragdo liquido-liquido da cotinina urinaria

utilizando diferentes solventes.

Solvente extrator Padrao Interno Recuperagao
Butanol N&o utilizado 107%
Cloroférmio 2-fenilimidazol 97%
Acetato de n-butila N-etilnorcotinina 81%
Diclorometano N-etilnorcotinina 99%
Eter dietilico Cotinina-d3 104%

Cloroférmio e Metanol Difenilamina 100,4%

Acetonitrila Cotinina-d3 112%

Fonte: “MALAFATTI, L.; MARTINS, I. Aspectos analiticos da determinagdo de cotinina em
matrizes biolégicas. Rev. Brasileira de Toxicologia, v. 22, n. 1-2, p. 9-20, 2009”, 2009.

Ja a Tabela 5 mostra o uso de diferentes cartuchos com diferentes fases
estacionarias, diferentes solventes extratores e a porcentagem de recuperagao

da cotinina em urina.
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Tabela 5. Caracteristicas da extracdo em fase soélida da cotinina urinaria

utilizando diferentes tipos de fase estacionaria e solventes.

Cartucho Padrao Interno Solvente extrator Recuperagao
C2(100mg) N-etilnorcotinina Metanol 99%
Extrelut-1 N-etilnorcotinina Diclorometano:
90-95%
Isopropanol (9:1v/v)
Extrelut-20 2-fenilimidazol Cloroférmio 92-100%
Coluna de vidro N-etilnorcotinina Diclorometano:Isopropanol
Extrelut-3 : HCI metandlico
99%
(Terra
diatomacea)
Amberlite XAD-2 N&o utilizado Acetona: Diclorometano
(1:3v/v) 80%
Drug test-1 2-fenilimidazol Diclorometano: propanol:
(130mg/3 mL) amonia (96:2:2%,v/v) 82-89%

Fonte: “MALAFATTI, L.; MARTINS, I. Aspectos analiticos da determinagdo de cotinina em
matrizes biolégicas. Rev. Brasileira de Toxicologia, v. 22, n. 1-2, p. 9-20, 2009”, 2009.

1.5.2. METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAGAO DA COTININA
EM URINA

No estudo envolvendo biomonitoramento humano, o método utilizado na
analise de um determinado biomarcador é essencial na geragcdo de dados
confiaveis. Nos fluidos humanos, esses compostos se encontram, geralmente,
em baixos niveis de concentragdo exigindo a utilizagdo de métodos com
sensibilidade compativel. Varias técnicas de determinagdo da cotinina s&o
apresentadas na literatura, destacam-se as espectrofotométricas, imunoensaios

e as cromatograficas.
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1.5.2.1. TECNICAS ESPECTROFOTOMETRICAS

A espectrofotometria foi umas das primeiras técnicas de monitoramento
humano para avaliar o grau de exposi¢ao a fumacga do cigarro, a partir da década
de 70, quando iniciou-se o interesse em determinar a nicotina e seus metabolitos
em fluidos. O acido 2-tiobarbiturico foi utilizado como reagente de derivatizagao
mais especifico para a determinacdo da nicotina e seus metabdlitos
(CATTANEO et al., 2006). A técnica em si carrega a vantagem de ser simples,
de baixo custo e de tempo de analise relativamente baixo. Obtém-se a
concentracdo de metabdlitos totais, sendo o resultado relatado em cotinina
equivalente (HAUFROID e LISON, 1997).

Apesar das vantagens citadas, essa técnica apresenta como
desvantagens, além da nao especificidade a cotinina, a interferéncia de
compostos com o nucleo piridina. Portanto, em medicamentos que apresentem
esse grupamento, os valores de concentracdo encontrados séo relativamente
mais altos do que os valores reais (DHAR, 2004). Contudo, a técnica
espectrofotométrica entrou em desuso, visto que ndo possuem sensibilidade

para avaliar a exposi¢gao ambiental a fumaca do cigarro.

1.5.2.2. TECNICAS IMUNOQUIMICAS

Tendo origem na década de 50, por Yalow e Berson, em ensaio
imunoldgico para detecgdo de insulina humana, as técnicas imunoquimicas para
determinacao de cotinina baseiam-se no uso de anticorpos, caracterizados por
possuirem sitios de reconhecimento e suas interagdes, especificas, com os
antigenos (NUNES, 2005). Fundamenta-se na competicao entre os antigenos na
amostra padréo e os antigenos marcados a um sitio especifico do anticorpo
(MALAFATTI e MARTINS, 2009).

Dentre os imunoensaios para a determinagdo de metabdlitos da nicotina
destacam-se os radioimunoensaios (RIA) e os imunuensaios de absorgéo ligado
a enzima (ELISA). Os dois apresentam caracteristicas bem peculiares, porém
qualidades proximas no que diz respeito a resposta. A manipulacdo das

amostras é pequena, visto que nao requer uma etapa de extragao no seu pré-
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tratamento e o volume utilizado é pequeno, quando comparado com outras
técnicas (SONG et al., 2005).

Os RIA envolvem o uso de dois radioisotopos, o iodo radioativo ('%°l) e o
tritio (*H). E uma técnica de execugao facil e alta seletividade, sendo possivel a
determinacdo de cotinina com baixos limites de deteccdo. Entretanto, para a
utilizacdo dessa técnica se faz necessario a aquisi¢cao de anticorpos especificos
para a nicotina e seus metabdlitos, além de uma aparelhagem cara. A formagao
de residuos contendo substancias radioativas mostram algumas desvantagens
da utilizagdo dessa técnica (DHAR, 2004).

Diferente dos RIA, ELISA ndo demanda aparelhagem cara, mas também
utiliza iso6topos radioativos. Baseia-se em anticorpos unidos por um suporte
so6lido, cuja quantidade é conhecida, além de uma concentragdao constante de
conjugados enzimaticos. Como resposta, a determinacdo fotométrica é
diretamente proporcional a concentragdo do analito em questdo, sendo o limite
de deteccdo dependente do anticorpo empregado (NUNES, 2005;). ELISA
apresenta como principais desvantagens a possibilidade de reagdo nao
especifica entre antigeno e anticorpo devido a variagdes do pH, excesso de sais
dissolvidos, principalmente quando a matriz é a urina e a existéncia de reagdes
cruzadas entre produtos da cotinina, acarretando em uma incongruéncia na
interpretacdo dos dados obtidos (DHAR, 2004; APINAN, CHOEMUNG e NA-
BANGCHANG, 2010).

1.5.2.3. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Quando comparadas as técnicas ja citadas, as cromatograficas
representam um numero maior de trabalhos publicados na area de determinacéao
de biomarcadores em fluidos. Tanto pela maior facilidade de implementacéo,
quanto por apresentarem, na maioria dos casos, menores custos envolvidos,
além de resultados confiaveis para faixas mais amplas de concentracgao,

favorecendo a classificagdo em graus de exposicao.

Dentre as técnicas cromatograficas destacam-se a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com detector UV-VIS e detector arranjo de diodos (DAD)
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e a cromatografia a gas (CG) usando detector nitrogénio-fésforo (DNP) ou
acoplado a espectrdbmetro de massas. Trazendo grandes vantagens em
detrimento das técnicas ja mencionadas, as cromatograficas, apresentam alta
sensibilidade e capacidade de determinar varios analitos em uma so6 analise
(MALAFATTI e MARTINS, 2009).

CLAE-UV-VIS, em geral, € uma técnica rapida, sensivel e seletiva no que
diz respeito a avaliagdo do grau de exposi¢cao ao tabaco (CEPPA et al., 2000).
A cafeina presente em amostras de urina é o principal interferente,
principalmente em fumantes passivos, uma vez que, a sua concentragao € maior
que a cotinina. Porém, 80 - 97% desse interferente é eliminado durante o
procedimento de extragéo e o restante € eliminado com um ajuste na fase movel,
mistura composta por metanol, acetonitrila e agua, com trietilamina e o uso de
tampao acido acético- acetato de sodio para regular o pH em torno de 4,3 é
suficiente para sanar tal interferéncia (THUAN et al., 1989; TUOMI, JOHNSSON
e REIJULA, 1999).

Tanto CLAE-UV-VIS quanto CG-DNP apresentam as mesmas vantagens
no que diz respeito a sensibilidade, sendo as duas técnicas bem apropriadas na
determinacdo de cotinina e outros metabdlitos em fumantes ativos e passivos
(HARIHARAN e VANNOORD, 1991).

A utilizacdo da técnica de espectrometria de massas acopladas tanto a
cromatografia a gas quanto a cromatografia liquida vem sendo bastante
estudada e traz a vantagem de conferir menores limites de detecgdo e maior
especificidade que as outras ja citadas (MAN et al., 2006; JAMES, TIZABI e
TAYLOR, 1997). Entretanto, as técnicas cromatograficas citadas, em geral, sdo
adequadas tanto no quesito sensibilidade quanto em especificidade na avaliacéo

ao grau de exposig¢ao ao tabaco.

A Tabela 6 descreve algumas faixas de limite de detecc&o para a cotinina
em matrizes bioldgicas, fazendo-se uso de diferentes técnicas cromatograficas
na determinagdo. Observa-se limite de detecgdo mais baixo na cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas.
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Tabela 6. Limites de detecgao da cotinina em matrizes bioldgicas, utilizando

diferentes métodos cromatograficos de determinagéo.

Limite de

Técnica analitica deteccao

(bgl™)

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-

Ultravioleta —Visivel (CLAE-UV-VIS) 0:5-20
Cromatografia Liquida - Espectrometria de 0.3-1
Massas/ Espectrometria de Massas (CL-EM/EM)
Cromatografia Gasosa- Espectrometria de 0.16-20
Massas (CG-EM)
Cromatografia Gasosa- Detector de Nitrogénio 0.1-50

e Fésforo (CG-DNP)

Fonte: “MALAFATTI, L.; MARTINS, I. Aspectos analiticos da determinagdo de cotinina em
matrizes bioldgicas. Rev. Brasileira de Toxicologia, v. 22, n. 1-2, p. 9-20, 2009”, 2009.
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2. OBJETIVOS

21. OBJETIVO GERAL

e Implementar e validar método para determinagdo de cotinina urinaria
HPLC-UV para aplicar em amostras de pacientes do Nucleo de
Exceléncia a Asma (NEA) e avaliar quanto ao grau de exposi¢gao ao

tabagismo;

2.1.1. OBJETIVO ESPECIFICO

e Implementar e validar método;

e Determinar a concentragao de cotinina presente em amostras de urina de
pacientes do NEA;

e Comparar os dados obtidos por questionario com os obtidos
experimentalmente;

e Separar as amostras de urina em graus de niveis de exposicao,
comparando aos existentes na literatura;

e Fazer tratamento estatistico multivariado, a fim de demonstrar a formacéao

de grupos de exposigao;
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3. PARTE EXPERIMENTAL

O presente estudo faz parte de uma pesquisa realizada pelo ProAR
(Programa de controle a asma e rinite), um programa de extenséo da Faculdade
de Medicina da Bahia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), sendo este
trabalho uma das linhas de pesquisa do NEA (Nucleo de Exceléncia em Asma)
em conjunto com o Instituto de Quimica da UFBA. Esse trabalho envolve
amostras biologicas (urina) de pacientes pertencentes ao NEA e esta de acordo
com a Resolugéo 466/12, que garante os direitos de protegdo ética e bioética
dos participantes do programa. A aprovagao pelo comité de ética encontra-se

em anexo. A seguir sera descrita a parte experimental do trabalho.

3.1. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS DE LABORATORIO
3.1.1. MATERIAL PARA ANALISE POR HPLC
» Coluna Zorbax Eclipse XDB-C8 (4,6mm x 150mm x5um);

» Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent® Infinity 1290 com
detector de UV, amostrador automatico;

3.1.2. MATERIAL DE SUPORTE E EQUIPAMENTOS
Balanga analitica Mettler A E 200 (cap. max. 160 g);
Bomba de vacuo Fanen, modelo CA;

Centrifuga Janetzki, T32c, com capacidade para 4 tubos de centrifuga;

>

>

>

» Frascos Eppendorf em polipropileno, cap. 2000 pL, descartaveis;

» Inserts para vial em vidro, capacidade 200 pL;

» Membranas de filtragdo com 2 pm de poro, Millipore;

» Micropipetas Eppendorf de volume variavel, capacidade 10 -100 uL, de

200 - 1000uL, de 0,5-5 mL, 1-10uL e de 30 — 300 uL, com ponteiras em

polipropileno descartaveis;

Medidor de pH de bancada OHAUS, modelo ST2100-F;

» Sistema de filtragcdo a vacuo, em vidro, cap. 250 mL, Millipore XX
1004720;

» Sistema de purificagdo de agua ELGA, Purelab option-Q;

A\

» Tubos de centrifuga em poliproileno com fundo cénico capacidade de 15

mL;
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» Viais de ambar com capacidade de 2000 L e septos de silicone;
» Voértex Mixer, marca Labnet, modelo VX-200;

3.1.3. REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza, em geral, grau
HPLC. Utilizou-se reagente 2-fenilimidazol como padrao interno e o padrao de
cotinina ambos adquirido da empresa Sigma-Aldrich®, sendo este Ultimo uma
solugdo metanodlica com concentragdo de 1 mg.mL'. Fez-se uso de agua
ultrapura condutividade 18,2 MQ, obtida de equipamento de marca ELGA,
Purelab option-Q, para preparo das solugbes padrao e eluente. Abaixo lista-se

todos os reagentes utilizados:

2-fenilimidazol,Sigma, 99%;

Acetato de sddio PA, SYNTH, 98,5% ;
Acetonitrila grau HPLC, JTBaker, 99,8;
Acido acético PA, Merck, 99,9%;

Cotinina solugédo 1 mg.mL", Sigma, 99%;
Diclorometano HPLC, JTBaker, 99,9%;
Hidroxido de sodio em lentilhas,Qhemis, PA;
Metanol PA, Merkc, 99,5%;

Nitrogénio ultrapuro, Air liquide, 99,9%;

YV V.V V V V V V V V

Trietilamina, Sigma, 99,5%;

3.2. PREPARO DE SOLUGOES
3.2.1. PREPARO DO ELUENTE PARA DETERMINAGAO DE COTININA

O eluente utilizado na separagédo cromatografica consiste em uma solugao
tamp&o acetato contento acido citrico (0,034 mol.L™'), metanol, acetonitrila,
trietilamina, responsavel por evitar a co-eluigdo da cafeina e cotinina. O pH foi

ajustado em torno de 4,3 através da adi¢ao de acido acético glacial.

A sua preparagao envolve adicionar em um béquer com capacidade de 2 L
500 mL de agua ultrapura, em seguida, 250 mL de solugédo de acetato de sodio

0,1 mol.L*", 150 mL de metanol e 100 mL de acetonitrila, respectivamente, sob
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constante agitacdo com bastao de vidro. Com auxilio de uma pipeta adicionou-
se 1 mL de uma solugdo de acido citrico 0,034 mol.L"' e 5 mL de trietilamina. O
pH foi ajustado em 4,4, com adigdo de acido acético. Essa solugao foi filtrada
utilizando membranas de celulose com 2 ym de poro e condicionada em um

frasco ambar.

3.2.2. SOLUGAO PADRAO DE COTININA E 2-FENILIMIDAZOL

A solucéao estoque de cotinina foi preparada a partir do padrao de referéncia
SIGMA-ALDRICH contido em uma ampola com cerca de 1 ml com concentragao
de 1000 mg.L-' em metanol. Na preparagéo foi realizado uma diluicdo em um
baldo de 10 ml, em metanol, resultando em uma solugdo de 100 mg.L™" de
cotinina (solugdo estoque). A solucdo estoque foi armazenada a uma

temperatura de -12 °C.

Foi utilizado como padrao interno o 2-fenilimidazol, visto que apresenta
propriedades proximas da cotinina em um tempo de retencao diferente, além de
apresentar uma boa taxa de recuperagdo (CATTANEO et al., 2006). O 2-
fenilimidazol foi pesado, e solubilizado em metanol obtendo-se uma

concentragéo final de 1 mg.L" e condicionada sob refrigeragéo.

3.2.3. DESCRIGAO DO METODO ANALITICO

O método empregado para a determinagdo de cotinina urinaria seguiu
procedimentos ja fundamentados na literatura, sendo principalmente utilizado o
proposto por Cattaneo e Alegretti (2006). A metodologia consiste na adicao de
100 uL de padréo interno (2-fenilimidazol 1,0 ug.mL™") na urina, extragdo da
cotinina presente com 4 mL de diclorometano, seguido por secagem em fluxo de
nitrogénio, reconstituicdo com 200 uL do eluente e posterior analise por CLAE.

Maiores detalhes serdo descritos nos capitulos seguintes.
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3.3. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Para a separagéo e quantificagao foi utilizado um cromatografo liquido de
alta eficiéncia Agilent® Infinity 1290, equipado com uma coluna Zorbax Eclipse
XDB-C8 (4,6mm x 150mm x5um) e detector UV-Vis, cujo comprimento de onda
foi mantido em 260 nm. Utilizou-se um volume de injecdo de 20 yL e um fluxo
isocratico da fase mével de 0,4 mL.min"", correspondendo a uma pressao média
do sistema de 160 bar. Esses parametros permitiram um tempo total de analise
de 9 min e uma boa separagao dos componentes como pode ser visualizado na
Figura 8. A Tabela 7 descreve os parametros cromatograficos utilizados para a
determinacao de cotinina e a Figura 4 mostras de forma ilustrativa o equipamento

(A) e a coluna (B) utilizados.

Tabela 7. Parametros cromatograficos utilizados na determinag&o de cotinina.

Parametro Descricao

Equipamento Agilent® Infinity 1290

Detector UV-Vis (A =260 nm)
Zorbax Eclipse XDB-C8 (4,6mm x 150mm x5um Agilent®).

Coluna

Agua:metanol: acetato de sddio 0,1mol.L":acetonitrila
Fase Moével (50:15:25:10,v/v) e adigao de 5 mL de trietilamina e 1 mL
de &cido citrico 1 mol.L"

Fluxo 0,4 mL min™
Tempo de corrida 9 min
Volume injetado 20 uL
Pressao Max. 400 bar
Amostrador Automatico

Tempo de retencao da
2-fenilimidazol
Tempo de retencao da
cotinina

6,26 min

7,26 min
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Figura 4. llustracdo do equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(A) e coluna utilizada (B).

3.4. CURVA ANALITICA

A curva analitica foi construida a fim de avaliar a linearidade do método
proposto e correlacionar o sinal analitico a concentragao da cotinina presente na
urina. Para tanto, foi utilizado o método de padronizagdo interna, ou seja, foi
adicionado uma quantidade fixa do padrao interno. Devido a grande variabilidade
de concentracdo da cotinina encontrada na urina dos pacientes, foi necessario
trabalhar com curvas em duas faixas de concentracgdes distintas. A obtencéo dos
valores de concentracdo dos pontos da curva analitica, seguiu as seguintes

etapas:

1 — Preparacéo da solugao trabalho - A partir da solugao estoque de 100
mg.L"" de cotinina fez-se diluigbes sucessivas em tubos eppendorf de 2 mL, com
auxilio de uma micropipeta, em agua ultrapura, que resultou em duas solugdes
de trabalho de 1 e 10 mg.L™".

2 — Solugdes padrdes de cotinina em urina - Foram preparados a partir da
urina centrifugada de individuo ndo exposto a fumaga de cigarro. Foram
adicionados 10 uL de NaOH 25 mol.L", 100 pL da solugéo do padréo interno 1
mg. L' e quantidades pré-determinadas da solugao trabalho de 1 mg.L" para a

curva na faixa de 0 — 100 ng.L-! e da solugéo trabalho de 10 mg.L" para a curva
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na faixa de 0-1500 pg.L™'. A Tabela 8 traz as descrigbes de volumes adicionados
no preparo de cada padrao a depender da faixa de concentragao pretendida. A

ordem de adigcado seguiu a ordem descrita nas Tabelas.

3 — Extracdo da cotinina — A cada solucéo padréao de cotinina em urina foi
adicionado aproximadamente 5,3120 g de diclorometano, pesado em balanga
analitica para compensar a perda por volatilidade, o que corresponde a4 mL e
agitada por 40 min em agitador do tipo vortex VX-200, como mostrado pela

Figura 5.

4 — Separacgao da fase organica/aquosa - Apos agitagao, os tubos contendo
a mistura bifasica foram centrifugados (Figura 5) durante um periodo de 10 min
a 3000 rpm, para promog¢ao da separagao entre a fase organica na parte inferior
e aquosa na parte superior. Um volume de 2 mL da fase organica foi transferido

para um microtubo com capacidade de 2 mL previamente identificado.

5 — Processo de secagem - O diclorometano foi evaporado utilizando-se
um manifold (tubo de distribuicdo de ar) com pipetas Paster que permitiu a
passagem de um pequeno fluxo de nitrogénio ultrapuro e ou hélio na superficie
da solugéo. O fluxo do gas foi cuidadosamente ajustado com o objetivo de evitar
perdas por respingamento. Esse manifold permitiu a secagem de até 9 tubos

simultaneamente.

6 — Analise cromatografica - Apds a secagem completa do extrato, foi feita
a reconstituicdo com 200 uL do eluente o qual foi transferido para um microvial,
com capacidade de 400 uL e por fim foi levado para injegado no equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Figura 5), obtendo-se a area equivalente

a cada solucio padrao de cotinina em urina.

Vale ressaltar que as variaveis referentes a quantidade de diclorometado
adicionado e ou retirado, tempo de agitagao e centrifugagao foram controlados

para proporcionar um processo reprodutivel nas diferentes fases das analises.

Para a analise das amostras, o sistema foi calibrado no inicio da semana e
2 pontos da curva de calibragdo foram injetados juntamente com as amostras

para checagem diaria da calibragdo.
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Tabela 8. Volumes adicionados do padrao de cotinina no preparo dos padrdes
de calibragao para analise de cotinina em urina.

SOLUGCAO TRABALHO DE COTININA (1 mg . L")

FAIXA DA CURVA: 1 -100 pg.L"

Concentragao Volume Volume da Volume da solugao de Volume de
da cotinina na de urina solucao de NaOH 10 mol.L" 2-fenilimidazol
urina (ug.L") (ML) cotinina (L) (L) 1 mg.L'(pL)

0,0 1875 0 25 100

5,0 1865 10 25 100

10 1855 20 25 100

20 1835 40 100

30 1815 60 25 100

50 1775 100 25 100

70 1735 140 25 100

90 1715 180 25 100

SOLUGAO TRABALHO DE COTININA (10 mg.L"")

FAIXA DA CURVA: 100 — 1500 pg.L"

100 1855 20 25 100
200 1835 40 25 100
400 1795 80 25 100
600 1755 120 25 100
800 1715 160 25 100
1000 1695 200 25 100
1200 1655 240 25 100
1500 1595 300 25 100

Na Figura 5 pode-se visualizar as principais etapas do processo de

extragao da cotinina.
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Figura 5. Processo de extragao e analise da cotinina. (a) Agitacao das amostras
(B) Centrifugagdo da solugdo para separagao da fase aquosa/organica; (c)
Retirada de 2 ml do diclorometano; (d) Processo de vaporizagdo do
diclorometano até a secagem completa; (e) Adicado de 200 uL do eluente; (f)

Analise cromatografica.
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3.5. PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras foram entregues por pacientes do ProAr, sendo sugerido que
apos higienizagao fosse coletada a primeira urina do dia desprezando-se o
primeiro jato. O autorrelato foi feito em dois momentos, primeiro pelo
preenchimento de questionario em entrevista com pneumologista e o segundo
apos preenchimento do segundo questionario? (em anexo), ambos a respeito
dos tipos de exposi¢cao a fumacga de cigarro, bem como tempo de exposigéo e
tempo de nao exposi¢cao. As amostras foram congeladas em freezer sob uma
temperatura de -70 °C, sendo descongelada apenas no periodo de analise.
Essas amostras foram transportadas para o LAQUAM usando uma bolsa térmica
com quantidades que seriam analisadas por dia, geralmente entre de 30 e 50,
recebidas por pessoa autorizada mediante assinatura de documento contendo a
sigla e cddigo das amostras. Apos recebimento, seguiu-se o tratamento descrito

a seguir.

Apods a completa liquefagao (visto que as amostras eram armazenadas a
temperatura de -70 °C), a urina foi centrifugada por um periodo de 10 min, a fim
de decantar qualquer material solido presente. Transferiu-se cerca de 1870 L
de urina para um tubo de centrifuga de capacidade de 5 mL, ao qual foi
acrescentado 25 uL de uma solugéo de hidréxido de sédio 10 mol.L"" e 100 pL
da solugao estoque do padrao 2-fenilimidazol. A extragdo da cotinina seguiu as
mesmas etapas descritas anteriormente. O esquema resumido das etapas

envolvidas na analise das amostras pode ser visualizado na Figura 6.

2 Os questionarios sdo uma adaptacdo do questionério do Ministério da Saude do Brasil, utilizado pelo
programa VIGITEL (2010) e pelo IBGE no censo de 2010.
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3.6. VALIDAGAO DO METODO

A validagdo do método proposto seguiu os parametros descritos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os quais sdo encontrados na
resolucdo RE n°® 899 de 29 de maio de 2003. A descricdo experimental utilizada
na obtencdo da seletividade, linearidade, precisdo e limites de detecgao e

quantificacdo encontra-se no item 4.1.
3.6.1. SELETIVIDADE

Com a finalidade de avaliar a seletividade do método proposto, foi feito
todos os procedimentos de analise na matriz sem a presenca do analito, ou
amostra branco e com adi¢ao independente de duas concentragdes conhecidas
do analito. Assim sendo, pode-se averiguar se haveria coeluicdo de algum
composto no mesmo tempo de retengdo da cotinina, ou seja, avaliar a separagéo
da cotinina de outros constituintes da matriz. De modo semelhante, todas as
amostras foram comparadas ao padrao de urina utilizado, assegurando a

separacao e tempo de retengao da cotinina no periodo de analise.

3.6.2. LINEARIDADE

A linearidade esta relacionada com a capacidade de o método produzir
resultados diretamente proporcionais a concentragdo do analito na matriz
estudada, em uma determinada faixa de concentragdo. Apds extragao e injecéo
dos padrdes foram construidas as curvas analiticas (descrita em 3.4.), as quais
relacionam a razédo do sinal da cotinina com o sinal do padrao interno e a
concentracao da cotinina. Segundo a ANVISA (RE n° 899 de 29 de maio de
2003), as curvas analiticas devem apresentar coeficientes de correlagdo acima

de 0,99, para apresentarem uma boa linearidade.
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3.6.3. PRECISAO E EXATIDAO

Com a finalidade de avaliar a precisao e a exatiddao do método, utilizou-se
trés niveis diferentes de concentragédo de cotinina em urina, preparados a partir
da adigao da solugao estoque em urina de individuo sem exposi¢géo ao cigarro,
sendo elas, 50, 100 e 1000 ug.L™" para avaliar a preciséo e 50, 500 e 1000 ug.L"
' para avaliar a exatiddo, injetadas seis vezes no equipamento, possibilitando o

célculo do desvio padrao relativo e da porcentagem de recuperagao.

3.6.3.1. PRECISAO

A precisdo tem o proposito de avaliar o quanto os valores obtidos
experimentalmente se dispersam, em uma multipla amostragem (ANVISA, RE
n° 899 de 29 de maio de 2003). A precisao foi determinada utilizando-se dois
parametros, a saber: repetitividade (medidas sucessivas dos padrées, utilizando
as mesmas condi¢gdes de analise) e a precisdo intermediaria (determinagdes
realizadas em diferentes dias). Ambas foram expressas como desvio padrao
relativo (DPR), sendo este definido como a porcentagem da razédo do desvio
padrao (DP) pela média da concentragao determinada (CMD), como mostrado

pela equacgao 1.

DPR = 22 x100 1
CMD

O ensaio de repetitividade foi realizado com 6 inje¢cdes sequenciais dos
padrées 50, 100 e 1000 pg.L' e a precisdo intermediaria foi realizada com
injecoes desses padrdes, preparados em dias consecutivos. A reprodutibilidade
(preciséo inter-laboratorial) ndo foi possivel ser realizada devido a inexisténcia
de outro laboratério com a metodologia de determinagao de cotinina implantada.
Os valores de repetitividade e precisao intermediaria devem estar abaixo de 2%
para substancias em escala macro e 20% em escala trago, segundo a ANVISA
(RE n° 899 de 29 de maio de 2003)

43



Determinacéo de cotinina urinaria por HPLC-UV para avaliacio da exposicéo de pacientes asmaticos ao tabagismo Diego da Silva Vasconcellos

3.6.3.2. EXATIDAO

E a concordancia entre o valor encontrado e um valor tido como verdadeiro
(CHASIN et al.,, 1998). De modo a avaliar se os resultados encontrados
experimentalmente condiziam com os valores tedricos de concentragdo da
cotinina, fez-se o teste de exatiddo do método, o qual foi calculado pela taxa de
recuperacgao do analito, em amostras enriquecidas com quantidades conhecidas

do mesmo.

A exatiddo ou porcentagem de recuperagcdo € a porcentagem da razao
entre a concentragdo meédia determinada (CMD) e a concentracgédo teodrica (CT),

como ilustrado pela equacéo 2.

Recuperacio (%) = %xlOO 2

Segundo a ANVISA (RE n° 899 de 29 de maio de 2003) esses valores de
recuperacao devem estar entre 70 e 120 %. Utilizou-se urinas enriquecidas com
concentragéo de cotinina de 50, 500 e 1000 ug.L™", as quais foram injetadas 6
vezes cada com finalidade de obter a média das concentragdes. Vale ressaltar

que nao foi possivel a obtengcdo de amostras de referéncia de cotinina em urina.

3.6.4. LIMITE DE DETECGAO E LIMITE DE QUANTIFICAGAO

O limite de detecgdo (LD) € a menor concentragdo da substancia de
interesse detectada, entretanto, ndo necessariamente quantificada fazendo-se
uso de uma determinada metodologia (RIBANI et al., 2004). O limite de
quantificacéo (LQ) é a menor concentragdo da substancia de interesse que pode
ser quantificada com valores de precisdo e exatiddo aceitaveis em um
determinado procedimento experimental (ANVISA RE N°899, 2003).

Devido a auséncia de sinais do analito nos ensaios branco, utilizou-se as
curvas analiticas relacionadas ao seu desvio de variacao (Miller e Mille, 6° edt,
2010). A equacéao 3 é proposta por Miller e Miller para calculo do desvio de
distribuicdo em y, sendo este igual a raiz da razdo do somatorio do quadrado dos

residuos emy (yi—y), pelo nimero de pontos subtraido duas unidades (n-2).
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O limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foi calculado para cada
curva analitica construida, efetuando-se a divisdo do desvio proposto por Miller
e Miller pelo coeficiente angular (s) da referida curva e multiplicando-se o
resultado pelo fator 3 e 10 respectivamente, como pode ser visualizado nas

equacodes abaixo.

LD=3.SYT/X 4

e,
LQ=10.SVT/X 5

Segundo a ANVISA (resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003), a
determinacdo do limite de detecgdo se faz pela inje¢do de concentragdes
decrescentes do analito até o menor nivel detectavel. Escolheu-se o método
estatistico, pois os resultados obtidos representam um valor médio ao longo de
todo o processo de analise das amostras. O valor de LD calculado por esse

método sera maior do que o recomendado pela ANVISA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. PARAMETROS DE VALIDAGCAO

Com intuito de validar o método de determinacao de cotinina em urina, fez-
se uso dos parametros da ANVISA, segundo “guia de validagdo para métodos

analiticos e bioanaliticos” resolu¢cao RE n° 899 de 29 de maio de 2003.

4.1.1. SELETIVIDADE

Na comparagao dos cromatogramas obtidos pelo preparo de padrbes de
urina (branco, 500 e 1000 pg.L") observou-se a auséncia de pico, associado ao
tempo de retencédo da cotinina em 7,26 min obtido a partir do cromatograma
referente ao branco (Figura 7). Nos cromatogramas sobrepostos (padrao 500 e
1000 ug.L") ilustrados pela Figura 8, observou-se que o pico referente a cotinina
apresenta uma boa separacao dos outros picos presentes na matriz e do padrao
interno 2-fenilimidazol cujo tempo de retencdo é de 6,26 min. Salienta-se que a
area do pico do padrao interno permanece constante em ambas as analises,
visto que a quantidade adicionada € a mesma para todos os padrbes. Esses
resultados indicam que nenhuma outra substancia presente na matriz co-eluiu
com ambas as substancias. O método em questdo, portanto, apresentou uma

boa seletividade no que diz respeito a determinacéo da cotinina.
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41.2. CURVA ANALITICA E LINEARIDADE

Afim de avaliar a linearidade construiu-se curvas analiticas com pontos
entre 0 e 1500 pg.L". Segundo a ANVISA (RE n° 899 de 29 de maio de 2003),
coeficientes de correlacdo acima de 0,99 denotam uma boa linearidade. O
método proposto apresenta boa linearidade, a partir dos valores de coeficiente
de correlagéo (R) apresentados na Tabela 9, na qual lista-se as curvas analiticas
utilizadas na validacdo do método. Os coeficientes angulares das curvas ao
longo do tempo demostram que a sensibilidade permaneceu praticamente
constante atestando a estabilidade do sistema. Os coeficientes lineares

relacionam-se com a linha de base e o ruido presentes no cromatograma.

Tabela 9. Curvas analiticas utilizadas na validacido do método.

CURVAS ANALITICAS

Equacio da reta (R?) (R)
y = 0,0022x+0,0026 0,9965 0,9982
y = 0,0019x-0,0028 0,9976 0,9987
y = 0,0022x-0,0008 0,9981 0,9990
y =0,0021x+0,001 0,9983 0,9991
y = 0,0028x+0,0025 0,9993 0,9996
y = 0,0024x+0,0023 0,9975 0,9987
Correlagao linear média 0,9976 0,9987

4.1.3. PRECISAO

Os valores de repetitividade foram de 3,2% para a concentracéo de 50 pg.L-
', 8,4% para 100 ug.L"' e 4,3% para 1000 ug.L" (Tabela 10). Os valores de
precisdo intermediaria foram de 6,4% para 50 ug.L™", 2,8% para 100 ug.L' e
0,8% para 1000 pg.L" (Tabela 11). Os resultados obtidos estdo dentro do
estabelecido pela ANVISA, ou seja, abaixo de 20%
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Tabela 10. Valores de repetitividade, descritos em desvio padrao relativo (DPR)

nas concentragdes estudadas.

Concentracao Média
determinada

Concentracao Teédrica

(Mg-L") (ug.L)
50 53,50 3,2%
100 108,8 8,4%
1000 1103 4,3%

Tabela 11. Valores de precisao intermediaria, descritos em desvio padrao

relativo (DPR) nas concentragdes estudadas.

Concentracao Média
determinada

Concentracao Teédrica

(Mg-L") (ug.L")
50 47,21 6,4%
100 99,45 2,8%
1000 1016 0,8%

4.1.4. EXATIDAO

A Tabela 12 traz os valores obtidos de porcentagem de recuperagao para
cada concentracao estudada. As porcentagens de recuperagao foram de 102,1,
101,4 e 102,4% para 50, 500 e 1000 pg.L", respectivamente, o que se encaixa

nos parametros descritos pela resolucédo da ANVISA.

Tabela 12. Porcentagens de recuperagao nas concentragcdes estudadas.

Concentragcdao Concentragcao Média Recuperacgao

Teérica determinada
(ng.L") (ng.L")
50 50,23 102,1% 7,20%
500 507,2 101,4% 3,82%
1000 1024 102,4% 5,97%
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4.1.5. LIMITE DE DETECGAO E LIMITE DE QUANTIFICAGAO

Os resultados (Tabela 13) foram de 6,46 + 1,42 e 19,59 + 4,35 ug.L" para

os limites de deteccao e quantificacdo respectivamente.

Tabela 13. Parametros para determinacdo dos limites de deteccdo e

quantificagao.
LD (ug.L") LQ (pg.L)
0,0055 8,25 2517
0,0043 7,47 22,63
0,0039 5,85 17,73
0,0033 5,19 15,72
0,0062 7.31 22,14
0,0034 4,67 14,16
Média 6,46 19,59
Desvio 1,42 4,35

A Tabela 14 traz uma comparagao entre o método existente na literatura e
o descrito no presente estudo. Observa-se similaridade entre os resultados
obtidos no presente trabalho quando comparado ao trabalho desenvolvido por

Cattaneo e colaboradores (2006).
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Tabela 14. Comparacao ente os parametros de validagao obtidos neste trabalho

e reportados por Cattaneo et al.

Parametro Cattaneo et al. Presente Estudo
Avaliado
Linearidade 0,9979 0,9976
LD 5 ug.L! 6,46 £ 1,42 pg.L™"
LQ 10 ug.L™” 19,59 + 4,35 pug.L™!
Exatidao P50=107,0% P50=100,5%

P500=101,7%

P500=101,4%

P1000=97,0%

P1000=102,4%

Precisao P50=11,2%

P50=3,2%

P500=12,3%

P100=8,4%

P1000=8,1%

P1000=4,3%

4.2, APLICAGCAO EM AMOSTRAS REAIS

Apos completa validacdo do método, procedeu-se a extracdo de 1317
amostras reais, divididas em 422 amostras do grupo controle (sem asma), 411
do grupo com asma leve e 484 do grupo com asma grave, sendo seguindo
procedimento descrito no subitem 3.4. As amostras foram analisadas de terca a
sexta feira e as segundas era feita a calibragcao do sistema. Diariamente, essa
calibragado era checada pela injegao de 2 padrdes de calibragdo preparados no
dia.

As caracteristicas sociodemograficas dos participantes do presente estudo
sao descritas pela tabela 15. Observa-se que a maioria dos participantes séo do
sexo feminino, cerca de 80%. Vale ressaltar que os individuos componentes do
grupo de asma grave, em geral, apesentam maiores médias de idade e menores
niveis de escolaridade, quando comparado aos participantes dos grupos de
asma leve e grupo sem asma. A racga foi atribuida aos participantes mediante
autodefinicdo, ou seja, cada participante relatou a sua raga, mediante

preenchimento de questionario.
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Tabela 15. Caracteristicas sociodemograficas dos participantes do estudo.

Caracteristicas Asma grave Ievel?nsonJZra da Sem asma
% % %
Sexo
Feminino 81,7% 77,2% 87,3%
Média de Idade
(anos) + DP 52,0+ 13,4 36,8+12,8 44,0£12,3
Nivel de escolaridade
Sem instrugao 7,0% 0,7% 1,4%
Primario 23,5% 5,5% 11,0%
Ginasio 23,7% 13,2% 23,0%
2° grau 39,5% 51,5% 54,5%
Superior 6,2% 29,0% 10,1%
Cor autorreferida
Preta 39,0% 44 1% 40,1%
Parda 51,6% 47,0% 51,6%
Outras 9,4% 8,9% 8,1%
Renda Familiar (R$)
Média * DP 1206,01+1315,72 | 1413,74+1065,53 | 1289,85+1494,57

Apods integracdo dos cromatogramas e aplicagdo da equagao, que
relaciona a area da cotinina pela area do padrao interno, obtida por regressao
linear da curva de calibragao, foi possivel montar um banco de dados com
valores de concentragédo da cotinina para cada paciente contido no registro do
NEA. Os dados brutos permitem o seu tratamento para diferentes cenarios, séo
eles: 1 - Distribuir graficamente os valores de cotinina encontrados
experimentalmente; 2- Determinar a linha de corte para a formagao de grupos
de exposic¢édo, a partir da analise do componente hierarquico (HCA); 3 - Calcular
a percentagem de individuos, separando em n&o expostos, fumantes passivos
e ativos, considerando a concentracdo de cotinina encontrada
experimentalmente e as respostas obtidas no questionario sobre os habitos

tabagistas; 4- Avaliar a percentagem de respostas contraditorias, ou seja,
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respostas onde o paciente indica que nao é fumante, mas que a analise da sua
urina indica que é fumante ativo; 5 - Quantificar o percentual de acertos,
individuos fumantes autodeclarados com valores acima da linha de corte para

fumantes ativos.

A distribuicdo das amostras em funcao das faixas de concentragdo de
cotinina presente nas amostras de urina s&o mostradas na figura 9. O grafico
mostra uma maior densidade de individuos em torno do LD demostrando que a
maioria dos pacientes analisados, cerca de 80 %, podem ser considerados como
nao fumantes ou com baixos graus de exposi¢cao a fumaga do cigarro nas ultimas
40 h. A faixa da concentracio de cotinina nas amostras de urina foi de abaixo do
limite de deteccdo (<6,46) a 1658 ug.L-'. Observou-se uma média de
concentragdo de cotinina maior para o grupo controle (sem asma) quando
comparado aos demais grupos, além de uma maior faixa nos valores de cotinina
urinaria. Nos pacientes com asma grave a média de concentracdo foi a segunda
maior, entretanto observou-se menor faixa de concentragdo que os demais

grupos.

A dispersao dos dados pode ser entendida como a influéncia dos inumeros
fatores que interferem individualmente no grau de exposigéo do individuo, ou
seja, para as pessoas que nao fumam o contato com fumantes em ambiente de
convivio e para os que fumam o numero de cigarros consumidos por dia, marca
do cigarro, tipo do cigarro e maneira de fumar (HAUFROID e LISON, 1998).
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As analises quimiométricas sdo de suma importancia no que tange a avaliagao
da correlacdo existente entre eles. Nesse sentido, foi aplicado a Analise do
Agrupamento Hierarquico (HCA) com o objetivo de se verificar a unificagdo dos dados
em grupos maiores, por utilizagdo de medidas de similaridade ou distancia entre eles,

resultando em uma arvore hierarquica.

A Figura 10 ilustra os dendogramas obtidos da analise de agrupamento
hierarquico utilizando como variavel principal a concentracao de cotinina. Observa-se
baixa similaridade entre os dados, ou seja, altas distancias Euclidianas entre eles, o
que pode ser entendido pela diferenca entre as concentragbes de cotinina nos
diferentes graus de exposi¢do. Nota-se a formagdo de trés grupos principais e
distintos entre eles. O primeiro, representado pelo numero 1, composto pelos
individuos com baixo ou nenhum grau de exposi¢ao a fumaga do cigarro, o segundo,
representado pelo numero 2, caracterizado pelos individuos que apresentam uma
exposicao passiva a fumaga ambiental e o terceiro representado pelo numero 3,

caracterizado pela exposicao ativa dos individuos que o compde.

A faixa de concentragao de cotinina, obtido pelos dendogramas, no primeiro
agrupamento (nenhuma ou baixa exposigao a fumacga) foi de abaixo do limite de
deteccdo até aproximadamente 21 ug.L', para todos os grupos de exposigcdo
analisados, o segundo agrupamento (exposi¢ao passiva a fumaca) foi caracterizado
por apresentar uma faixa de aproximadamente 21 a 100 ug.L' e o terceiro
agrupamento (exposi¢céo ativa a fumaga) foi iniciado em todos os dendogramas da

figura 10 em torno de 100 pg.L™".

A literatura descreve faixas de concentracdo de cotinina em urina, a qual
determina o grau de exposi¢cédo a fumacga de cigarro. Tuomi e colaboradores (1999),
descrevera que valores entre 22,5 ug.L™' e 100 pg.L™! qualificam o individuo em
fumantes passivos e valores de concentragdo de cotinina acima de 100 pg.L™
qualificam em fumantes ativos, estudo realizado na Finlandia. Varios autores utilizam
parametros de concentracao diferentes no que diz respeito a classificagdo em grupos
de exposicdo, Mateos-Vilchez e colaboradores, 2014, classificaram que
concentragdes abaixo de 20 ug.L" caracterizavam individuos ndo fumantes, 20-125
ug.L" fumantes passivos e ocasionais, 125 - 500 pg.L"' fumantes moderados e acima
de 500 pg.L™' fumantes severos, em estudo realizado em Andaluzia entre os anos de
2007 a 2012. Kim e colaboradores, 2013, descreveram que valores de cotinina urinaria
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acima de 100 pg.L™" classificavam os individuos em fumantes ativos, em trabalho
realizado na Coréia. Ja Campo e colaboradores, 2016, destacaram que valores abaixo
de 30 pg.L", descreviam individuos ndo expostos a fumacga do cigarro, em estudo
realizado no Brasil. Apseloff e colaboradores, 1994, destacam que valores abaixo de
50 pg.L" sdo mais apropriados para qualificar o individuo como ndo fumante. Man e
colaboradores, 2006, publicaram que niveis de cotinina urinaria acima de 100 ug.L™"
sdo apropriadas para qualificar o individuo em fumante ativo enquanto que valores

menores que 5 ug.L-' em n&o exposto.

Os valores dos limites dos grupos principais formados pelos dendogramas,
indicam as seguintes faixas para classificagdo da exposigédo ao tabagismo: Individuos
ndo expostos (concentragdo de cotinina <23,0 ug.L'"), fumantes passivos (
concentragéo de cotinina entre 23,0 -100 ug.L™") e fumantes ativos (Concentragéo de
cotinina 2100 pg.L"). Estas faixas corroboram aos valores ja descritos na literatura,
e sao os valores de corte utilizados no presente trabalho para classificar os

participantes do estudo de acordo com o seu grau de exposigao.
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Figura 10. Dendogramas obtidos da analise de agrupamento hierarquico utilizando como variavel principal a concentragcado de
cotinina em amostra de urina, (A) Dendograma total, de 1317 individuos, (B) Dendograma do grupo controle, de 422 individuos, (C)

Dendograma do grupo asma leve ou provavel, de 411 individuos e (D) Dendograma do grupo asma grave, de 484 individuos.
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Apos a classificacdo em grupos de exposigcdo seguindo os agrupamentos
formados pelos dendogramas, ilustrados na figura 10, foi possivel classificar os
participantes no estudo pelo grau de exposicao a fumacga do cigarro. A Tabela
16 traz as porcentagens de fumantes ativos, passivos e ndo fumantes para cada
grupo estudado de acordo com o levantamento feito pelo questionario e pela

analise das amostras de urina.

Tabela 16. Porcentagem de classificagdo em grau de exposi¢ao dos grupos de
individuos estudados.

Grupo de % fumantes % nao fumantes

% fumantes

estudo . passivos
ativos

Percentagem obtida pela analise das amostras

Grupo

9,00% 5,93% 85,1%
controle

Asma leve 4,13% 7,30% 88,6%

Asma
7.45% 7,.87% 85,3%

grave
Total 6,91% 6,91% 86,0%

Percentagem obtida pela resposta do Questionario

Grupo

7,60% 9,24% 83,2%
controle

Asma leve 3.41% 7.54% 89.1%

Asma
1,45% 7,45% 91,1%

grave
Total 4.0% 7,1% 88,9%
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O tratamento estatistico mostra uma maior prevaléncia de individuos com
baixos graus de exposi¢cao a fumacga de cigarro. Aproximadamente 86,0% das
amostras continham valores abaixo do limite de quantificacéo (19,59 + 4,35 pg.L-
1), cerca de 6,9% apresentavam concentragdo de cotinina entre 21 e 100 ug.L™’
e 6,9% apresentavam concentragdes acima de 100 ug.L-'. A percentagem de
6,9% das pessoas analisadas sdo fumantes ativos e concorda com dados
divulgados pelo ministério da saude (2014) onde mostra que a cidade de
Salvador possui um dos menores indices de fumantes dentre as capitais

brasileiras, com cerca de 6% da populagao acima de 18 anos.

Considerando os dados percentuais obtidos pela analise das amostras e
apresentados na Tabela 16, pode-se observar que o maior percentual de
fumantes ativos se encontra no grupo controle que nao possui sintomas
associados a asma, seguido do grupo de asma grave e leve respectivamente.
Era de se esperar que pacientes com asma grave tivessem menor indice de
fumantes ativos devido a piora dos sintomas pelo habito do fumo. Infelizmente,

nao foi possivel relacionar os dados obtidos com os sintomas clinicos desse

grupo.

Quando comparados as percentagens obtidas através das analises dos
pacientes divididos por grupo e a percentagem obtida pelas respostas dadas
pelo questionario observa-se uma clara discrepancia em todos os grupos. Essa
discrepéancia foi maior no grupo de pacientes com asma grave onde 1,45%
declararam serem fumantes ativos, mas as analises mostram que na realidade

7,45% apresentaram valor de cotinina compativel com fumantes ativos.

Tabela 17. Porcentagem de contradigdes entre o questionario e analise das
amostras.

Grupo de estudo Percentual de contradi¢cbes

Grupo controle 1,42%
Asma leve 0,73%
Asma grave 6,00%
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A Tabela 17 traz os valores de discrepancia entre o cruzamento dos dados
obtidos a partir das analises das amostras individuais e as obtidas pelo
questionario. Observa-se que cerca de 6,00% dos individuos com asma grave
apresentaram contradicdes nas respostas dadas no questionario e a
concentragdo de cotinina encontrada experimentalmente, contra 1,42% dos
individuos do grupo controle e 0,73% do grupo de asma leve ou provavel. Nesse
caso, a possibilidade de n&o ser aceito no programa e consequentemente n&o
ser beneficiado pelos exames e assisténcia médica gratuita pode ter conduzido
a omissao de sua real condicdo de fumante ativo. Esse dado revela que a
utilizacdo do questionario como fonte de informacédo primaria tem que ser

criteriosa e pode nao refletir a realidade.

Dos 1317 participantes no estudo 52 destes se autodeclararam fumantes,
considerando-se como verdadeira a resposta dada no questionario, pode-se
calcular o percentual de acerto do método proposto. A tabela 18 relaciona o
cbdigo referente a cada individuo fumante autodeclarado com a concentragéo

de cotinina presente na urina deste.

Tabela 18. Fumantes autodeclarados e concentracéo de cotinina urinaria.

Codigo Cotinina Cédigo Cotinina % Acertos
108956 784570
160703 787022
162942 795973
168324 872839
214257 905578
219488 975677
241914 253453
263742 253778
281341 481923
281373 744808
286702 752276
393476 834617
404158 885520
430476 105535
446258 122277
481072 151761
487375 245285
582580 452781
593866 466575
598659 494285
619216 526269
675861 520993
690986 660702
692217 694513
727818 711909
783757 886227

71%
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Na tabela 17 em verde estéo os valores acima de 100 ug.L-', considerado
valor de corte para classificagdo como fumante ativo, em amarelo valores de
concentracéo de cotinina que caracterizam o individuo como fumante passivo e
em vermelho descreve os individuos com valores de cotinina que denotam baixa
exposicao ao cigarro. A partir desta constata-se um percentual de 71% de acerto
nas analises, considerando apenas os valores acima de 100 pg.L'. Vale
ressaltar que nao existe informacdo a respeito do ultimo horario que os
participantes do estudo fumaram antes da coleta da urina, podendo esse fator
conduzir a uma concentracado de cotinina na urina que o classifique em fumante
passivo. Além disso, a concentragao de cotinina na urina e a atuagao da enzima
responsavel pela metabolizagdo da nicotina no organismo dependem de varios
fatores tais como raga, grau de exposic¢ao, idade, tipo de alimentagéo, taxa de
excrecao renal, entre outros (HAUFROID e LISON,1998), que também n&o foram

considerados no presente estudo.

Os resultados mostram que o método validado, no trabalho presente,
apresentou-se apropriado na avaliagao de amostras de urina dos pacientes do
NEA. Esses dados foram encaminhados para pesquisadores do mesmo, onde
serdo avaliadas a real influéncia da exposi¢do a fumaga de cigarro e do

tratamento fornecido aos pacientes, com os sintomas apresentados por estes.
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5. CONCLUSOES

e O método proposto foi implementado e validado segundo a ANVISA (RE
n° 899 de 29 de maio de 2003), apresentando seletividade e linearidade
a cotinina. Os valores de precisao, calculado como desvio padrao relativo
e exatidao, calculado como percentual de recuperacgao, estdo dentro dos
parametros estabelecidos pela ANVISA, para as concentragcbes
estudadas. Os limites de deteccédo e quantificagdo foram 6,46 ug.L"' e
19,59 ug.L " respectivamente;

e Os valores de cotinina em 1317 individuos variaram de concentragoes
abaixo do limite de detecgéo a 1658 ug.L';

e Segundo tratamento multivariado HCA, observou-se uma baixa
correlagdo dos valores obtidos experimentalmente nos grupos controle,
asma leve e asma grave, ratificando a existéncia de grupos distintos de
exposicao a fumaca do cigarro. O limite de formagao de cada grupo foi o
parametro utilizado para classificagdo dos individuos em grau de
€Xposicao;

e Os dados foram separados por grau de exposi¢céo a fumaga do cigarro,
levando em consideragdo as faixas encontradas nos agrupamentos
formados pelos dendogramas. Observou-se uma maior prevaléncia de
individuos com baixa ou nenhuma exposicdo a mesma;

e Com base nas informagdes encontradas no questionario, observou-se
incoeréncias nos dados fornecidos pelos pacientes do NEA e os
encontrados experimentalmente, estas mais pronunciadas nos pacientes
que apresentavam asma grave. O questionario ndo constitui de um
instrumento conclusivo para uma avaliacdo correta da real exposigao
destes individuos;

e A partir da avaliacdo de fumantes autodeclarados observou-se que a
maioria tinha valores acima de 100 ug L', porém é imprescindivel uma
melhor avaliagdo nas variaveis responsaveis pela concentragdao de
cotinina na urina;

e Os resultados obtidos, encaminhados ao NEA, serdo de suma
importancia para que os pacientes com diagndstico de asma e com

classificagao de fumante tenha um tratamento mais adequado;
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ANEXO |
QUESTIONARIO SUBMETIDO AOS PACIENTES DO ESTUDO
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Data / /
Iniciais e registro do paciente:

QUESTIONARIO DE FUMO

1. EXPOSIGAO DE FUMO ATIVO
Q60. O(a) sr(a) fuma?

( ) ndo — (pule para Q63 e marque "Nao
se aplica" em Q61 e Q62)

( ) sim, diariamente

( ) sim, ocasionalmente (menos que
diariamente)

Q61 e Q62: Apenas para fumantes
(resposta "1" ou "2" na questao Q60)

Q61. Quantos cigarros o(a) sr(a) fuma
por dia? cigarros (99) Nao se
aplica (Nao fuma)

(0)1-4(1)5-9(2)10-14(3)15-19(4)
20-29 (5) 30-39 (6 ) 40 ou + (9) Nao se
aplica (Nao fuma)

Q62. O(a) senhor(a) ja tentou parar de
fumar?

() sim

( ) néo

( ) Nao se aplica (Nao fuma)

1.2 FUMO NO PASSADO

Q63. O(a) sr(a) ja fumou?

( ) Nao (pule para "Exposi¢ao domiciliar"
e marque " Nao se aplica" nos proximos 6
itens)

() Sim

( ) Nao se aplica (Ainda fuma)

Q64. Que idade o(a) sr(a) tinha quando
comecou a fumar regularmente?
anos

Q65 e Q66: Apenas para ex-fumantes
(Resposta "1" na questdo Q63)

Q65. Que idade o(a) sr(a) tinha quando
parou de fumar? anos

Q66. Quantos cigarros o (a) sr(a) fumava
por dia? cigarros

1.3 NUMERO DE ANOS DE
TABAGISMO

Atual anos
Passado anos
Anos/macgo anos

EXPOSIGAO PASSIVA:

2.1 EXPOSIGAO DOMICILIAR(mede
exposi¢ao sim/nao; intensidade
exposic¢ao; duragao da exposicao)

1. Quantas pessoas fumam dentro de sua
residéncia? (Apenas moradores)

( )Zero

( )Uma

( )Duas ou +

() Nao sabe/Nao respondeu

2. E permitido fumar em todos os lugares
dentro de seu domicilio? (Moradores e
visitantes)

( )Nao

( )Sim

() Nao sabe/Nao respondeu

3. Qual a frequéncia com que alguém fuma
dentro de seu domicilio?

( ) Diaria

( )Semanal
( )Mensal
()< que mensal

( ) Nunca

() Nao sabe/Néo respondeu

Obs.: Se "(4) Nunca ", pule para "
TRABALHO/ESCOLA" e assinale " Zero"
nos 4 préximos itens.

4. Durante a ultima semana, quantos
cigarros vocé estima que foram fumados
dentro de sua residéncia? EM DIAS DE
SEMANA

5. Durante a ultima semana, quantos
cigarros vocé estima que foram fumados
dentro de sua residéncia? EM FINAIS DE
SEMANA OU FERIADOS
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6. Quanto tempo vocé estima que fica
exposto a fumacga de tabaco em seu
domicilio?

( ) <th/dia

( )de 1ad4h/dia

() >4h/dia

() Zero

() Nao sabe/Nao respondeu

7. Nas ultimas 24h, quanto tempo vocé
esteve exposto a fumaca de tabaco?

( )<th

( )de 1a4h

()>4h

( )Zero

() Nao sabe/Nao respondeu
2.2EXPOSICAO NO TRABALHO /

ESCOLA - APENAS SE TIVER
ATIVIDADE EXTRA DOMICILIAR.

O individuo tem atividade extra
domiciliar (trabalha ou estuda fora do
lar)?

() Né&o (Pule para "OUTRAS
EXPOSICOES")
() Sim

1. Existem normas sobre fumar em
ambientes fechados em seu local de
trabalho?

( )Sim

() Nao ha norma

() Nao se aplica

() Nao sabe/Nao respondeu

2. Quantas pessoas fumam perto de vocé?
() Zero

( )Uma

( )Duas ou +

() Nao se aplica

() Nao sabe/Nao respondeu

Obs.: Se "(0) Zero", entdo pule para
"OUTRAS EXPOSICOES" e assinale "
(3)Zero " proximos itens.

3. Quantas horas vocé estima estar
exposto a fumacga de tabaco? Considere
perto o suficiente para ficar com cheiro de
fumaga no cabelo e/ou nas roupas.

) <1h/dia
1 a 4h/dia
> 4h/dia

Py

() Nao sabe/Néo respondeu4. Nas
ultimas 24h, quanto tempo vocé esteve
exposto a fumaca de tabaco?
()<1h

1a4h

N&o se aplica
Nao sabe/Nao respondeu

2.3 OUTRAS EXPOSIGOES

1. Durante a ultima semana, vocé esteve
exposto a fumaga em algum tipo de
transporte publico?

( ) Nao

() Sim, <de 1h/dia

( )de 1 ad4h/dia

() >4h/dia

() Nao se aplica (n&o usa transporte
publico)

() Nao sabe/Néo respondeu

Obs.: Se marcar "(8) Nao se aplica', finalize
e assinale "(0 ) Nunca" noitem2e"
(3)Zero" no item 3.

2. Com que frequéncia vocé esta exposto a
fumaga de tabaco além do seu domicilio e
do trabalho/escola?

( ) Nunca

( ) <1 vez/semana

( )>1vez/semana

( ) Sim, diario

( ) Nao sabe/Nao respondeu
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/MCO/UFBA

MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORGO003460. Assurance FWA00002471, October 26, 2010
IRB0O0004123, October 5, 2007 - October 4, 2010

“(-._‘ I_l.. . I '.. -

Arggasie
e e

PARECER/RESOLUCAO N.” 099/2009

Registro CEP. 095/09. e atmero o coxm o do Pareos s doven ser cindos sas . aete

Titulo do Projeto. “Fatores de Risco, biomarcadores e endofenotipos da asma
grave.”

Patrocinio/Financiamento. Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia
(FAPESB).

Pesquizad or Responsivel. Professor, Doutor, Alvaro Augusto Souza da Cruz Filho,
Meédice, Professor, Doutor com Pos-Doutorado na Universidade Johns Hopkins (EUA).
Pesquisadores Principais e “Curricula Vitae” apensos, 94 {quatro), Médicos e Dentista,
Professores, Doutores, e, mais, 32 (trinta e dois) colaboradores, entre os quais
Pesquisadores Cientificos de alla expressividade Nacioral/Internacional.

Instituicio. Programa de Controle da Asma e da Rinite Alérgica da Bahia (ProAR),
Unidade/Orgiio do Departamento de Medicina da Faculdade de Medicina da Babhia,
Universidade Federal da Bahia (ProAR/DMFAMEB/UFBA).

Area do Conhecimento. 4.00, Ciéncias da Saude: 4.01, Medicina; Nivel T, Grupo L

Objetivos. Geral — caracterizar os endofendtipos di asma grave e identificar seus
fatores de risco. Especificos — formalizar o Nucleo de Exceléncia em Asma,
NEAB'UFBA em colaboragio com a Universidade de Feira de Santana (UEFS);
identificar potenciais biomarcadores dos endofenétipas da asma grave em adultos na
Bahia; identificar fatores de risco ambientais para a asma grave, incluindo poliigio do
ar, exposicio e agentes infeccicsos, ambiente de trabalhn, ambiente domiciliar e padrbes
de dietz e; identificar fatores de risco individuais.

Resum. Apds justificada a imperiosa necessidade do aporte financeiro para ampliagio
das inslalag¢des fisicas e instrumentais, com a consequente: e plena funcionalidade para
o NEAB/UFBA — este descrito desde sua origem at: sua situagfio atual — e, apos
propositura académica junto ao N/H/EUA aprovada com encdmios mas
financeiramente ndo deferida por critérios de prioridade, estéa sendo feita a presente
solicita;io. Também encontram-se registradas as solidas interrelacdes mantidas com
entidades <ientificas e assistenciais, governamentais, pablicas e particulares, além das
alentadas e meritérias produtividades cientificas dos seus principais componentes, ao
par das respectivas credenciais de suas formagdes e exercicios docente-profissicnais.
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MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORGO003460. Assurance FWADO002471, October 26, 2010
IRWZZ, mw 5; 290? - mr i‘, Eﬂiﬂ
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Estabelecidos os pardmetros e objetivos que norteariio a pesquisa propriamente dita,
apos coasolidagdio dos meios ¢ plenamente justificada sua procedéncia medico-
assistencial garantida pelas formacBes dos respectivos executores e emidades
envolvidas, passa-se & correta Metodologia processanmie para todas as modaidades
apresentadas pela ASMA e suas co-morbidades mantenedoras e/ou desencadeantes
vastas Referéncias Bibliograficas encerram a proposigio de trabalho em todos seus
aspectos considerados. Toda esta complexidade executdria sera gerenciada per duas
estruturss de Diregiio e Apoio: o Conselho Cientifico e o Comité Executive, cujas
finalidades, composigbes e normas de ac#io estio precedentemente normatizadas ¢

expostas

Serdo estudados 500 {(quinhentos) pacientes com asma grave, de ambos os sexos ¢
idade ignal ou superior a 18 (dezoito) anos, divididos em grupos segundo o grau de
controle obtido apds 01 (hum) ano de acompanhamento, observados por 02 (dois)
“experts”. lgualmente outros 500 {quinhentos) com asma leve ou intermitente,
também moradores em Salvador, serio acompanhados para valorizagio das informagdes
clinicas, ambientais e biologicas Finalmente, outros 500 (quinhentos) individuos sem
histéria pregressa de asma e residéncia equivalente por vizinhanca aos anteriores, serdo
igualmeste estudados e acomparhados, inclusive geneticamente avaliados. Avaliagio da
Saude Cral, Mental, das Vias Aéreas, Imunologica, Genética, Ambiental. Tabagismo e
Nutri¢dia, sob a objetividade Geral e Especifica, constituem a Amostra a ser estudada,
donde serio gerados o Poder de Amostra e o Planc de Anidlise Estatistica cujos
resultades, para melhoria da populagiio especifica, serfic divuigados a sua consmtagio.
Com base nos resultados pardais ¢ finais esperados haverdio impactos ciemificos,
tecnoldgicos, sociais, ambientas e econdmicos gue exercerfio influéncias e respostas
individmis ¢ comunitarias sobre a compreensdio € o tratamento da patologia
especificada. Outro resultado consideravel sera a formagdo de 20 (vinte) Mestres e 10
{dez) Doutores, com as respectivas publicagdes de suas Dissertagdes e Teses,
apresentagio de 50 (cingienta) trabalhos ou comunicagies em Congressos e 20 (vinte)
publicacbes de Artigos em periddicos indexados Croaograma exposto com duracio
prevista de 48 (quarenta e oito) meses, com demarcagdes de objetivos diversos e
inumeras a serem alcangados, desde a reorganizagiio da Unidade até as varias etapas
cientificas e docentes. Termo de Consentimento Livre ¢ Pré-Esclarecido sintético,
intelegivel a futura clientela e suficientemente esclarecedor encerra a longa, complexa e
explicits proposigio.

Comentirios. Trabalho docerte-assistencial que se traduz pela reestruturaglo e
capacitagio fisica, instrumental e docente de um Nacleo de Estudo e Pasquisa
especifico para a compreensio ca terceira patologia que demanda a diuturna assisténcia
médica geral ¢ especifica no Sistema Unico de Saide e, também, pela execugio da
pesquisa sobre os fatores individuais, sociais, ambientais ¢ genéticos que presidem a sua
ocorréngia, evolugio e persisténcia. A colaboragio a ser prestada pela “Pesquisadora™
da Universidade Johns Hopkins ¢ por outros dois da “Universidade de S#@o Paulo” e
uma da Lomdon School Higrene and Tropical Medivine, agregam e assegaram ?,\
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validacac genética ¢ a experiéncia clinica a presente Propositura, dando-lhe, inclusive, a
caracteriziica de colaboragio estrangeira, esta restrita apenas ao aspecio processaal -~

revisio liminas genéticas — reduzidissima quando conparada ao todo, porém nio
menos vaiosa, fundamentada e certamente referencial. Pratocolo aprovivel.
% 2’3 LA ;f:{i 6Hv Salvador, 11 de Novembro de 2009
Fa = A i
! 1 it
4 " 4 I

Jide T

Professor, Doutor ;ﬂa‘;tt&nia;ﬁas Santos Barata,

‘ Coordenador + CEP/MCO/UFBA

Observardes importantes. Toda 2 documentacio anexa ao Protocolo proposto ¢

rubricada pelo (a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP, ¢ também a outra devolvida

com a rebrica da Secretina deste {a) a0 {a) mesmo {a), faz parte intrinseca deste

parecer/Resolucio ¢ nas “Recomendagdes Adicionais” apensas, bem como a

impostergavel entrega de relatérios parciais e final como consta nesta libera¢io,
(Modelo de Redagio para Relatorio de Pesquisa. anexol.
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o MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
TORGO0034A0. Assursnce PWADDOOI4TL, expirm om 13 de Fav /2019
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PARECER/RESOLUCAQ ADITIVA N.” 0322014

Para onilise ¢ deliberagdo deste Instiiucional o Professor, Doutar Alvare Augusti
Soaza da Cruz Filbo, Pesquisador Responsivel pelo Projeto de Pesquisg intinalado
“Fatores de Rise, biomarcadores e endofenotipos da asma grave™ aprovads em 14
de Abril de¢ 2010 através do Parecer/Resolucho N® 0992009, encaminhou, am 19 de
Novembro de 2014, o8 “Relatdrios Parcinis de Jameire de 2013 » Outubro de r JEN
Terma de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, Fatores de riseo, bismareadores ¢
endofenotipos da asma grave (para pessoas gom asma), versio IV, datado de 06 de
MNovembre de 2012 ¢ Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarccidn, Fatores de
riseo, biomuarcadores ¢ endofenotipes da asma grave (parn pessoas SEH AT )
versdio I'V, datada de 06 de Novembro de 20127,

[mexistindo nas referidss proposigbes conflitns administrative, processunl e éteo que
contr-indiquem a conseqilente execucdo da pesguiza. fica a mesma aprivada por mals
1 ono o et Instingia,

aafvador, 19 de Novembro de 3014

4ﬁwfﬂ jf{’;ﬁ%

Profesgar, Doror, Edunrdo Martins Nefio
Coordenador CEPMOO'UFBA

Dbservacia importante. Toda a documenisgso mexa so Protocolo proposto ¢ rubriceda pelo
in} Pesquisacdor (al, argquivada neste CEF, ¢ tambem 8 outrn develvide com o mubriea da
Secrotdrin deste a0 (&) mesmo (a), far parte intrinsecs deste Parecer/Resoluglio Aditiva e nas
“Recomendagies Adicionais™ apensn, bei como o impostergiavel entregas de relabries
pearciaes ¢ final coma consta nesin liberagio, (Modeie de Redacao pars Relminio de Pesguisa,
anexo]
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