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RESUMO 
 

GOMES, N. C. Saliva: uma matriz alternativa para determinação de 
biomarcadores do cigarro em gestantes. 2018. 115f. Dissertação (Mestrado) – 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 
O tabagismo durante a gravidez é o principal fator de risco previsível associado com 
complicações tanto no parto quanto na gestação. Estão relacionados, por exemplo, 
partos prematuros, baixo peso ao nascer, doenças no trato respiratório do feto e, 
com a morte infantil. A exposição à fumaça do tabaco pode ser avaliada através da 
presença de nicotina e cotinina nos fluidos biológicos, incluindo plasma, soro, urina, 
saliva, cabelo e unha. A saliva é uma matriz alternativa que apresenta como 
vantagens a facilidade de obtenção, não é uma amostra invasiva, a coleta pode ser 
assistida, é de baixo custo, o risco de contração de infecções durante a coleta e 
manuseio da amostra é mínimo e pode ser utilizada em situações que é difícil a 
obtenção de outro tipo de amostra. Como a prevalência de gestantes fumantes de 
cigarro é relativamente alta, é importante uma confirmação por um laboratório de 
análise para classificar de forma correta e confiável se a gestante é fumante ou não. 
O objetivo desta pesquisa foi desenvolver e validar um método para análise de 
nicotina e cotinina em amostras de saliva de gestantes. Foi utilizada a extração 
líquido-líquido para o preparo das amostras de saliva e foi realizada a cromatografia 
em fase gasosa com detector termiônico específico para a separação, identificação 
e quantificação dos analitos nicotina, cotinina e do padrão interno ketamina. O limite 
de detecção foi de 10 ng/mL para nicotina e de 6 ng/mL para cotinina. Os limites 
inferiores de quantificação foram de 40 ng/mL e 20 ng/mL para a nicotina e cotinina, 
respectivamente. O método foi considerado linear na faixa de concentração de 40 a 
2000 ng/mL (R=0,996) para a nicotina e de 20 a 2000 ng/mL (R=0,999) para a 
cotinina. Os valores de recuperação dos analitos variaram de 66,1% a 92,2%. A 
precisão intradia apresentou uma variação de 6,06% a 11,50% e a precisão interdia 
variou de 6,89% a 10,57%.  A exatidão intradia variou de -11,29% a 19,81%, e os 
valores da exatidão interdia variaram de -11,78% a 13,08%. Ambos os analitos 
apresentaram estabilidade nas amostras biológicas e em solução. Na primeira 
avaliação (período gestacional de 1 a 25 semanas), o método foi aplicado em 259 
amostras de saliva de gestantes fumantes e não fumantes. E na segunda (período 
gestacional de 36 a 40 semanas e até 113 dias após o parto), foi aplicado em 45 
amostras de gestantes fumantes. Foi observada uma diferença significativa ao 
comparar o autorrelato das gestantes fumantes e não fumantes, na primeira 
avaliação, com a concentração de nicotina e cotinina nas amostras de saliva 
(p<0,001). As concentrações de cotinina em amostras de saliva correlacionaram 
positivamente com o número de cigarros consumidos diariamente pelas gestantes 
fumantes, na primeira avaliação (p<0,001). Não foram obtidas diferenças 
estaticamente significativas para as variáveis: número de cigarros diários (p=0,255), 
concentração de nicotina (p=0,949) e cotinina (p=0,665). O ponto de corte da 
nicotina foi maior que zero, com sensibilidade de 36,8% e especificidade de 97,7%. 
Para a cotinina, o ponto de corte foi maior que 17,2 ng/mL, com sensibilidade de 
94,3% e especificidade de 98,8%. O método analítico desenvolvido e validado 
atendeu aos critérios exigidos pela resolução 27/2012 e à 899/2003 da Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária. 

Palavras-chave: Nicotina; Cotinina; Cromatografia gasosa; Gestantes fumantes. 
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ABSTRACT 
 

GOMES, N. C. Saliva: an alternative matrix for the determination of cigarette 
biomarkers in pregnant women. 2018. 115f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade 
de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2018. 

Smoking during pregnancy is the main factor associated with complications in both 
and gestation. It is related, for example, premature births, low birth weight, diseases 
in the respiratory tract of the fetus and, with child death. Exposure to tobacco smoke 
can be assessed by the presence of nicotine and cotinine in biological fluids including 
plasma, serum, urine, saliva, hair and nails. The saliva is an alternative matrix that 
presents as advantages the ease of obtaining, is not an invasive sample, the 
collection can be assisted, it is of low cost, the risk of contraction of infections during 
the collection and handling of the sample is minimal and can be used in situations 
where it is difficult to obtain another type of sample. As the prevalence of pregnant 
cigarette smokers is relatively high, confirmation by an analysis laboratory is 
important to correctly and reliably classify whether the pregnant woman is a smoker 
or not. The objective of this research was to develop and validate a method for the 
analysis of nicotine and cotinine in saliva samples from pregnant women. Liquid-
liquid extraction was used for the preparation of saliva samples and gas 
chromatography with specific thermionic detector was performed for the separation, 
identification and quantification of the analytes nicotine, cotinine and the internal 
standard ketamine. The limit of detection was 10 ng/mL for nicotine and 6 ng/mL for 
cotinine. The lower limits of quantification were 40 ng/mL and 20 ng/mL for nicotine 
and cotinine, respectively. The method was considered linear in the concentration 
range of 40 to 2000 ng/mL (R=0.996) for nicotine and 20-2000 ng/mL (R=0.999) for 
cotinine. The recovery values of the analytes range from 66.1% to 92.2%. The 
intraday precision ranged from 6.06% to 11.50% and the interday precision ranged 
from 6.89% to 10.57%. The intraday accuracy ranged from -11.29% to 19.81%, and 
the interday accuracy ranged from -11.78% to 13.08%. Both analytes presented 
stability in the biological samples and in solution. At the first evaluation (gestational 
period of 1 to 25 weeks), the method was applied to 259 saliva samples from 
pregnant smokers and nonsmokers. And in the second (gestational period of 36 to 40 
weeks and up to 113 days postpartum), it was applied in 45 samples of pregnant 
smokers. A significant difference was observed when comparing the self-report of 
pregnant smokers and nonsmokers in the first evaluation with the concentration of 
nicotine and cotinine in saliva samples (p<0.001). The concentrations of cotinine in 
saliva samples correlated positively with the number of cigarettes consumed daily by 
pregnant smokers in the first evaluation (p<0.001). No statistically significant 
differences were found for the variables: number of daily cigarettes (p=0.255), 
nicotine concentration (p=0.949) and cotinine (p=0.665). The cutoff point of nicotine 
was greater than zero, with sensitivity of 36.8% and specificity of 97.7%. For cotinine, 
the cutoff point was greater than 17.2 ng/mL, with sensitivity of 94.3% and specificity 
of 98.8%. The analytical method developed and validated met the criteria required by 
resolution 27/2012 and 899/2003 of the National Sanitary Surveillance Agency. 

Keywords: Nicotine; Cotinine; Gas chromatography; Pregnant smokers. 
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1 INTRODUÇÃO 

Linneu, o autor da primeira classificação científica dos vegetais, classificou a 

planta do tabaco ou fumo, como Nicotiana tabacum L. em homenagem ao Jean 

Nicot, embaixador francês, quem introduziu a planta na corte francesa. Por volta de 

1560, ele enviou a primeira planta à rainha Catarina de Médici, com o objetivo de 

aliviar suas enxaquecas. A partir daí, o hábito de fumar propagou rapidamente por 

toda a Europa (GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014). 

Com a chegada da Revolução Industrial o tabagismo foi difundido na 

sociedade moderna e teve o seu ápice com o fim das Grandes Guerras (UTAGAWA 

et al., 2007).  O hábito de fumar surgiu entre os homens e somente após o ano de 

1950 foi que se tornou comum entre as mulheres (GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 

2008). O consumo deste já foi associado a comportamentos sociais que abrangiam 

desde o glamour até a rebeldia (MARQUES; RIBEIRO, 2002). 

Atualmente, estima-se que há 1,3 bilhão de fumantes no mundo e que o 

consumo médio é de 5,5 cigarros por habitante. Segundo a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) ocorrem cinco milhões de óbitos associados ao consumo, e um milhão 

deles ocorre nas Américas (GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2008). Calcula-se que 

no ano de 2030, as mortes pelo uso do tabaco poderão exceder oito milhões ao ano 

(MALAFATTI; MARTINS, 2009). No Brasil, conforme a Pesquisa Nacional por 

Amostra de Domicílios, em 2008, cerca de 24,6 milhões de habitantes acima de 15 

anos fumavam derivados do tabaco. Nos últimos nove anos, o número de fumantes 

no Brasil caiu 30,7% (INCA, 2015). Segundo a Pesquisa Nacional de Saúde, em 

2013, o percentual de tabagismo na população brasileira acima de 18 anos era de 

14,7% e destes, 18,9% eram homens e 11,0% eram mulheres (INCA, 2016). 

Quanto mais precocemente o individuo começa a fumar maior o risco de 

dependência e de dificuldade para deixar de fumar. Segundo as estatísticas, 80% 

dos fumantes começaram a fumar com idade inferior a 18 anos (GALVÃO; GALVÃO; 

MOREAU, 2014). 

O uso do cigarro por mulheres no período gestacional é um sério problema de 

saúde pública, uma vez que apresenta consequências que vão além dos prejuízos à 

saúde materna. Há tantos malefícios sobre o feto que se pode dizer que ele é um 

verdadeiro fumante ativo (KROEFF et al., 2004). Nos últimos anos, várias pesquisas 

têm alertado para o aumento do consumo de álcool, tabaco, maconha e outras 
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drogas durante a gestação, porém não se observa mudanças significativas para 

diminuir este consumo por parte das gestantes, não só no Brasil, mas como também 

em alguns outros países. Embora haja esse aumento em nosso país, há poucos 

estudos epidemiológicos e analíticos que correlacionam gestação com consumo de 

drogas (YAMAGUCHI et al., 2008). No estudo realizado por Kroeff et al. (2004) a 

frequência de gestantes fumantes, entre os anos de 1991-1995, em São Paulo era 

de 16,1% e, em Porto Alegre, de 17,5%, e o consumo diário de cigarro era de 

aproximadamente 8 e 9, respectivamente. No estudo desenvolvido por Levy et al., 

em 2008, a prevalência do tabagismo entre as mulheres grávidas no Brasil foi de 

7,7%. 

Na tentativa de diminuir o tabagismo, alguns países possuem legislação que 

restringe a publicidade do tabaco, e que regulamenta quem pode comprar e usar 

produtos de tabaco, e onde as pessoas podem fumar (WHO, 2015). A cessação do 

tabagismo no início gestacional apresenta maiores benefícios para o 

desenvolvimento do feto, porém caso a interrupção seja em qualquer momento da 

gravidez ou mesmo no pós-natal, há um impacto significativo na saúde da família 

(KROEFF et al., 2004). 

A avaliação do estado de fumar entre as gestantes é baseada principalmente 

em autorrelatos. No entanto, apenas uma confirmação por um laboratório de análise 

pode levar a classificação correta e confiável, uma vez que as mulheres grávidas 

podem não admitir o consumo do tabaco (BOWKER et al., 2015). 

Neste sentido, é importante o desenvolvimento de métodos analíticos, 

precisos, rápidos e de menor custo para determinação de biomarcadores de 

exposição à fumaça do cigarro. Além disso, é de grande importância a seleção de 

amostras biológicas alternativas que sejam pouco invasivas e tão representativas 

quanto às convencionais. Assim, a saliva se enquadra nestes requisitos importantes 

para escolha da matriz. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 TABACO E CIGARRO 

O tabaco é obtido da planta Nicotiana da família Solanaceae, que engloba 

mais de 50 espécies diferentes (DELFIM, 2004). A nicotina, um alcaloide vegetal 

cuja principal fonte é o tabaco, está presente em matrizes humanas primeiramente 

devido à exposição à fumaça do tabaco, contudo também pode ser encontrada em 

uma série de vegetais (ROSEMBERG, 2003; BARROS, 2011). Membros dessa 

família, tais como batata, tomate, berinjela e pimenta, contém nicotina em sua 

composição, mas em concentrações baixas o que não gera riscos e efeitos quando 

consumidos. Considera-se que a presença da nicotina nestas plantas apresenta 

função de defesa natural contra fungos, bactérias, insetos e animais (BARROS, 

2011). 

A composição química do tabaco resulta da região de cultivo, do solo, da 

secagem e do armazenamento (GALVÃO; MOREAU, 1996). Duas principais 

espécies da família Solenaceae – Nicotiana tabacum L. e Nicotiana rústica L. – 

produzem grandes quantidades de nicotina que é sintetizada nas raízes, subindo 

pelo caule até as folhas (ROSEMBERG, 2003; DELFIM, 2004). As áreas mais altas 

e próximas ao talo armazenam maiores concentrações deste alcaloide (BARROS, 

2011). São encontrados na planta do tabaco mais de vinte tipos de alcaloides sendo 

que a nicotina constitui em média 98,0% do total. Esses alcaloides são os principais 

componentes ativos dos produtos de tabaco (KATAOKA et al., 2008). Pode-se 

destacar também a presença da anatabina e anabasina. Além de contribuírem para 

as propriedades organolépticas da fumaça do cigarro, esses alcaloides também 

indicam a qualidade do tabaco (CAI et al., 2003). 

As modalidades mais comuns do uso do tabaco são sob a forma de tabaco 

fumado e tabaco não fumado. A forma fumada engloba o cigarro industrializado e de 

cravo, cachimbo e charuto, já na forma não fumada tem-se o tabaco mascado e o 

rapé (GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014). 

Mundialmente o cigarro é a principal modalidade de uso do tabaco. No 

entanto, em alguns países ainda predominam outros usos tradicionais, sobretudo 

nas comunidades rurais e afastadas dos grandes centros. Por volta de 1840 o 

cigarro começou a ser industrializado e inicialmente era enrolado a mão, e em 1850, 

essa operação tornou-se mecanizada. Hoje em dia as máquinas de produção 
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chegam a produzir 16 mil cigarros por minuto (GALVÃO; MOREAU, 1996; GALVÃO; 

MOREAU, 2003). 

O cigarro industrializado apresenta um filtro em uma das extremidades na 

tentativa de diminuir a inalação de partículas tóxicas presentes na fumaça. A 

volatilização da nicotina ocorre uma vez que ela apresenta ponto de ebulição de 

247ºC e na queima do cigarro a temperatura chega a 850ºC, permitindo assim a 

inalação desse alcaloide (WILLS, 2002). Durante a combustão do tabaco, ocorrem 

três reações simultaneamente devido a essa alta temperatura gerada na brasa do 

cigarro, sendo estas: pirólise, pirossíntese e destilação. A pirólise, decorrente da 

decomposição térmica, resulta as substâncias orgânicas em pequenas moléculas 

fracionadas; na pirossíntese (síntese pelo calor), os elementos fracionados da 

pirólise se recombinam em novos componentes originalmente não existentes no 

tabaco.  E devido ao alto aquecimento na ponta do cigarro, algumas substâncias são 

destiladas, como por exemplo, a nicotina (GALVÃO; MOREAU, 1996; GALVÃO et 

al., 2003; BARROS, 2011) . 

Duas fases fundamentais do cigarro podem ser diferenciadas: a gasosa e a 

particulada. A fase gasosa é constituída de gases e vapores formados na pirólise e 

pirossíntese, tais como o monóxido de carbono, óxido de nitrogênio, amônia, 

aldeídos, nitrosaminas voláteis e nitrilas. E a fase particulada, também chamada de 

condensado, é composta por nicotina, água e alcatrão (GALVÃO; MOREAU, 1996; 

DELFIM, 2004). O alcatrão é definido pela FTC (Federal Trade Commission) como o 

conjunto das partículas da fumaça do cigarro com exceção da água e dos alcaloides. 

Ele é composto por pelo menos 3.500 substâncias químicas, que são formadas 

durante a queima, em consequência à combustão incompleta dos materiais 

orgânicos presentes (GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014). 

A fumaça do cigarro é composta por 4.800 substâncias. O potencial 

carcinogênico dessas substâncias foi avaliado, no ano de 2000, pela IARC 

(International Agency for Research on Cancer) e classificou 69 constituintes da 

fumaça como cancerígeno em animais, dentre essas, 11 também foram 

comprovados em humanos (KANE et al., 2005; GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 

2014). São também exemplos de substâncias que podem ser encontras na fumaça 

do cigarro: metais (arsênio, níquel, cádmio e cromo), promotores potenciais de 

câncer (acetaldeído e fenóis), irritantes (bióxido de nitrogênio e formaldeído), toxinas 

ciliares (cianeto de hidrogênio e monóxido de carbono) e elementos radioativos 
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(polônio-210, carbono-14, potássio-40) (HUSAIN; KUMAR, 2005; KANE et al., 2005). 

São adicionadas ao tabaco algumas substâncias com o intuito de melhorar as 

propriedades organolépticas, como agentes umectantes, flavorizantes e 

aglutinantes. Podem aparecer também, outros compostos como resultado da 

contaminação do mesmo, como praguicidas e fertilizantes (GALVÃO; MOREAU, 

1996). 

A Resolução RDC nº 14/2012, da Agência Nacional De Vigilância Sanitária 

(ANVISA), proibiu o uso da maioria dos aditivos em todos os produtos derivados do 

tabaco, uma vez que essas substâncias são adicionadas intencionalmente nesses 

produtos com a finalidade de mascarar o gosto ruim da nicotina, disfarçar o cheiro 

desagradável, reduzir a porção visível da fumaça e diminuir a irritabilidade da 

fumaça para os não fumantes. Sendo assim, um dos objetivos da resolução é de 

reduzir a atratividade dos produtos derivados do tabaco, o que apresenta impacto 

direto na redução da iniciação de novos fumantes (ANVISA, 2016). Também 

dispõem nessa Resolução, os valores dos limites máximos permitidos de alcatrão, 

nicotina e monóxido de carbono na corrente primária da fumaça dos cigarros que 

são comercializados no Brasil, sendo estes: 10 mg/cigarro, 1mg/cigarro e 10 

mg/cigarro, respectivamente (ASSESSORIA DE IMPRENSA DA ANVISA, 2016). 

Várias substâncias podem ser utilizadas como marcadores bioquímicos da 

exposição à fumaça do tabaco, resultante da queima de seus diversos 

componentes, como por exemplo, o monóxido de carbono, tiocianato, óxidos de 

nitrogênio e nitrosaminas (DELFIM, 2004). Dentre essas substâncias, uma das mais 

empregadas como biomarcador é a nicotina e o seu metabólito, cotinina (SHIN et al., 

2002).  

2.2 NICOTINA E COTININA 

Em 1828, Posselt e Reiman isolaram a nicotina das folhas do tabaco e no ano 

de 1843, Orfila iniciou os primeiros estudos farmacológicos com essa substância 

(ROSEMBERG, 2003; TAYLOR, 2006). 

A nicotina é a substância mais ativa da fumaça do cigarro. É um alcaloide 

líquido (pka 8,0), volátil, incolor, oleaginoso com estrutura pirrolidínica, que escurece 

quando entra em contato com o ar e a luz, uma vez que ocorre oxidação. É muito 

solúvel em água e em solventes orgânicos, principalmente em álcool e éter, que são 
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capazes de extraí-lo de sua solução alcalina (GALVÃO; MOREAU, 2003; GALVÃO; 

GALVÃO; MOREAU, 2014). 

2.2.1 Propriedades toxicocinéticas da nicotina 

Devido ao fato da nicotina ser muito solúvel em lipídios, ela pode ser 

absorvida de forma rápida pela pele, mucosa bucal, nasal e inalada pelos pulmões e 

isso proporciona importância toxicológica (KATAOKA, 2008). É um dos agentes 

tóxicos mais potentes e rapidamente fatais. No homem, pode ser letal doses entre 

40 a 60 mg, e os efeitos tóxicos já são observados com doses de 1 a 4 mg em 

indivíduos mais sensíveis (GALVÃO; MOREUA, 1996; GALVÃO; GALVÃO; 

MOREAU, 2014). 

A absorção da nicotina pela mucosa bucal é pH-dependente, uma vez que 

trata-se de uma base fraca. Isso explica o porquê de os fumantes de cachimbo e 

charuto não precisarem tragar, uma vez que a fumaça do tabaco utilizado nesses 

produtos é menos ácida (pH 6,5 ou maior) e a nicotina se encontra 

significativamente na forma não protonada, sendo, portanto, rapidamente absorvida 

pela mucosa bucal. Por outro lado, como a fumaça do cigarro apresenta caráter 

mais ácido (pH 5,5 a 6,0), há pouca absorção bucal, porque a nicotina está na forma 

protonada. Porém quando a fumaça alcança as vias aéreas inferiores e os alvéolos, 

ela é absorvida de forma rápida, devido à ampla superfície de contato dessas 

regiões (ROSEMBERG, 2003; BENOWITZ; HUKKANEN; JACOB, 2009), sendo que 

existe um aumento rápido nos níveis plasmáticos de nicotina, atingindo uma 

concentração máxima dentro de 10 minutos (BENOWITZ, HUKKANEN; JACOB, 

2009). 

Como a nicotina é pouco ligada às proteínas plasmáticas, a distribuição é 

rápida e ampla aos órgãos e tecidos do organismo (GALVÃO; MOREUA, 1996). É 

biotransformada a uma série de metabólitos pelas enzimas hepáticas (80 a 90%) e 

em menor grau nos pulmões e rins. A metabolização da nicotina varia entre os 

indivíduos, o mais comum é a oxidação de 70 a 80% da nicotina pelo CYP2A6 à 

cotinina que é posteriormente metabolizada, principalmente, em trans-3’-

hidroxicotinina (FURTADO, 2002; FONSECA et al., 2012; ORTUÑO et al., 2015). 

Outros metabólitos encontrados em menor quantidade são a nornicotina e a nicotina 

íon isômero. Pode ocorrer também a glicuronidação da nicotina, esta via geralmente 

tem menor importância, porém às vezes é determinante para a depuração da 
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nicotina no caso de pessoas com baixa atividade de CYP2A6 devido às variações 

genéticas (BENOWITZ et al., 2006; GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014). Portanto, 

os fumantes que apresentam baixo metabolismo pelo CYP2A6 possuem razão 

menor de cotinina e de trans-3’-hidroxicotinina quando comparado aos fumantes 

com metabolismo normal (BENOWITZ et al., 2006). Na Figura 1 estão representadas 

as principais vias de biotransformação da nicotina. 

 

Figura 1. Principais vias de biotransformação da nicotina e proporções estimadas 
dos metabólitos excretados na urina.  
Fonte: adaptada de BENOWITZ; HUKKANEN; JACOB, 2009; GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014. 

A excreção da nicotina pode ocorrer via renal por filtração glomerular e 

secreção tubular, com reabsorção variável dependendo do pH urinário, sendo assim, 

quando alcalino a excreção diminui. A meia vida desse alcaloide é em torno de 2 

horas, já da cotinina é por volta de 16 horas (GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014). 

Devido ao pka 4,5 da cotinina, maior quantidade se apresenta sob a forma não 
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ionizada no sangue (pH 7,4) e é fracamente solúvel em lipídios na forma de base 

livre, portanto há baixa taxa de distribuição para os tecidos. Esse fato explica 

parcialmente sua existência prolongada no sangue, outro fator que contribui para a 

meia vida prolongada é a baixa taxa de excreção renal quando comparada com a da 

nicotina (MALAFATTI; MARTINS, 2009). Consequentemente, a cotinina é bastante 

utilizada como um marcador quantitativo da exposição à nicotina, podendo ser 

detectada em vários fluidos biológicos, tais como plasma, soro, urina, saliva, cabelo 

e unhas (JACOB III et al., 2011; STRAGIEROWICZ et al., 2013; GALVÃO; GALVÃO; 

MOREAU, 2014). 

Nos fumantes, parte da nicotina, é excretada pela saliva e, quando deglutida, 

chega ao estômago em que o pH do meio é ácido, portanto não é absorvida. Porém, 

há absorção no intestino delgado onde o meio é alcalino. Esse mecanismo mantém 

os níveis de concentração da nicotina na circulação por certo tempo, após deixar de 

fumar (ROSEMBERG, 2003). 

2.2.2 Propriedades toxicodinâmicas da nicotina 

Quando uma pessoa fuma um cigarro, a nicotina chega até os pulmões onde 

é absorvida rapidamente, cai na corrente sanguínea, alcança o cérebro entre 10 a 

20 segundos, e se liga a receptores nicotínicos colinérgicos (nAChRs) que são 

constituídos por diferentes combinações de cinco subunidades, presentes nos 

gânglios autonômicos, na junção neuromuscular e no sistema nervoso central (SNC) 

(BENOWITZ; HUKKANEN; JACOB, 2009; MILLER et al., 2010). Em humanos, as 

subunidades mais abundantes são: α4β2, α3β4 e a α7 (homomérico). A subunidade 

β2 é crítica para os efeitos comportamentais da nicotina e para a liberação da 

dopamina. Já a subunidade α4 é importante, uma vez que determina a sensibilidade 

à nicotina. O subtipo α3β4 tem relação com os efeitos cardiovasculares provocados 

pela nicotina, enquanto que os receptores α-7 (homomérico) interferem na rápida 

transmissão sináptica e podem desempenhar um papel na aprendizagem (FOWLER 

et al., 2011; GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014).  

A ligação da nicotina nos receptores nAChRs, os ativam e faz com que esses 

adquiram conformação de canal aberto, permitindo o influxo de cátions, tais como o 

sódio e o cálcio. A nicotina também estimula esses receptores pré-sinápticos, 

localizados nos terminais dos axônios dos neurônios do SNC, permitindo a liberação 

de vários neurotransmissores, por exemplo: dopamina, norepinefrina, acetilcolina, 
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glutamato, serotonina, endorfinas e ácido gama-aminobutírico (GABA). Esses 

neurotransmissores exercem efeitos ansiolíticos, eufóricos, de realce e melhora da 

memória, vigilância, cognição, do desempenho, execução de tarefas e ação 

antidepressiva e neuroestimulante. A dopamina é essencial para os efeitos 

reforçadores de nicotina e outras drogas de abuso (ROSEMBERG, 2003; GALVÃO; 

GALVÃO; MOREAU, 2014). 

 Quando há uma exposição crônica à nicotina ocorre a neuroadaptação, isto é, 

há o desenvolvimento da tolerância farmacodinâmica que se evolui rapidamente 

para disforia, náuseas e vômitos. Essa evolução acontece em diferentes graus para 

várias respostas à nicotina, conforme as diferentes taxas de inativação dos subtipos 

de receptores nicotínicos colinérgicos (GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014). 

Segundo GALVÃO e MOREAU (1996), alguns estudos têm demonstrado que 

no caso da nicotina, parte desta tolerância se perde durante a noite, porém é 

rapidamente recuperada quando se recomeça a fumar nos dia seguinte, uma vez 

que os receptores se tornam ativos novamente. Com isso, há maior resposta 

subjetiva e cardiovascular no primeiro cigarro do dia quando comparado com os 

subsequentes. Ao longo do dia, à medida que os cigarros são fumados, as 

recompensas positivas vão progressivamente diminuindo, devido ao acúmulo de 

nicotina que resulta em um maior grau de tolerância, e os sintomas de abstinência 

se tornam mais fortes entre os subsequentes cigarros (GALVÃO; MOREUA, 1996; 

GALVÃO; GALVÃO; MOREAU, 2014). Desta maneira, a motivação de fumar no final 

do dia, se dá principalmente pelo alívio dos sintomas de abstinência (GALVÃO; 

GALVÃO; MOREAU, 2014). 

 Por consequência das características de dose-resposta e de tolerância, 

grande parte dos fumantes tende a absorver a mesma quantidade de nicotina 

diariamente para alcançar os efeitos desejados do cigarro (CDC, 2000). É 

comprovado que a nicotina é responsável pela dependência ao tabaco, quanto maior 

o consumo de tabaco maior é a nicotino-dependência. A dependência gerada pela 

nicotina é do mesmo tipo que a provocada por outros fármacos psicoativos. Isto 

significa que ela é o agente reforçador da dependência de fumar tabaco e 

desempenha os critérios de produzir efeitos euforizantes. Mesmo que a nicotina 

alcance o cérebro entre 10 a 20 segundos após a inalação da fumaça, o potencial de 

reforço gerado é menor que o da anfetamina ou da cocaína (GALVÃO; MOREAU, 

1996). 
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 Outros constituintes do cigarro também são contribuintes para a dependência. 

Como por exemplo, há inibição da atividade da MAO-A (monoamina oxidase-A) e da 

MAO-B (monoamina oxidase-B) pelos produtos formados da condensação do 

acetaldeído, presente na fumaça do tabaco, com as aminas biogênicas.  Existem 

evidências de que a inibição da MAO (monoamina oxidase) contribui para o aumento 

dos efeitos reforçadores da nicotina, uma vez que há maior disponibilidade da 

dopamina (GALVÃO, GALVÃO e MOREAU, 2014). 

 O tabagista pode se tornar dependente em poucas semanas. Foi proposto um 

limiar mínimo de nicotina na saliva ou no sangue para a geração da dependência. 

Em um estudo foi verificado que a média de concentração da nicotina no sangue dos 

tabagistas dependentes é de 300 ng/mL. Um cigarro atinge concentração no sangue 

em torno de 14 ng/mL, chegando a 70 ng/mL em quem fuma cinco cigarros por dia. 

Conforme esse estudo seria coerente estimar os níveis de nicotina de 50 a 70 ng/mL 

como os mínimos para gerar a dependência. Esses níveis correspondem à inalação 

diária de 4 mg a 6 mg de nicotina (BENOWITZ; HENNIGFIELD, 1994). 

  Quando há uma ausência abrupta da nicotina ocorre um desequilíbrio da 

homeostasia que era mantida pela nicotina crônica, e, portanto, tem-se a síndrome 

de abstinência. Desta maneira, há uma liberação subnormal de dopamina e outros 

neurotransmissores. Em consequência disso, ocorre uma deficiência na resposta da 

dopamina a estímulos novos em geral e um estado de mal-estar e incapacidade de 

sentir prazer. Pode-se citar como sintomas de abstinência mais elevados: 

irritabilidade, impaciência, ansiedade, distúrbios do sono (sonolência, insônia), 

dificuldades de concentração, náuseas, cefaleia, fadiga, aumento do apetite com 

consequente elevação de peso (GALVÃO; MOREAU, 1996; GALVÃO; GALVÃO; 

MOREAU, 2014). Manifestam-se também bradicardia, constipação e compulsão de 

fumar. Geralmente, os sintomas de abstinência atingem um pico na primeira semana 

de cessação e desaparecem durante as próximas 3 a 4 semanas (GALVÃO; 

GALVÃO; MOREAU, 2014). 

2.3 PRINCIPAIS EFEITOS TÓXICOS DO TABAGISMO 

Segundo a OMS, vários estudos clínicos, epidemiológicos e laboratoriais 

comprovam que o consumo do tabaco é a causa importante em diversas 

enfermidades incapacitantes e até mesmo letais, como o câncer de pulmão, a 
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bronquite crônica, o enfisema pulmonar e, em particular, a isquemia cardíaca 

(ZHONG et al., 2000). 

O hábito de fumar está relacionado com diversos tipos de câncer, tais como: 

câncer de boca, faringe, laringe, esôfago, pâncreas e bexiga. Também tem papel 

importante em 90,0% dos casos de câncer de pulmão. O ato de fumar, nos Estados 

Unidos, foi considerado o fator ambiental de maior importância na contribuição para 

mortes prematuras evitáveis (ALENCAR, 2005). 

A nicotina não é carcinogênica, porém é metabolizada em certas nitrosaminas 

como a 4-(nitrosometilamino)-1-(3-piridil)-1-butanona ou NNK, que é específica do 

tabaco e é classificada pela OMS como pertencente ao grupo 1 de carcinógenos 

(STEPANOV, et al., 2007; ROETHIG et al., 2009). A NNK pode ter um papel 

importante no desenvolvimento do câncer de pulmão tanto de fumantes ativos 

quanto de passivos. A N'-nitrosonornicotina, também específica do tabaco, é 

classificada pela IARC como carcinógeno humano, assim como a N-

nitrosoanatabina, a N-nitrosoanabasina, dentre outras (CAI et al., 2003; HECHT et 

al., 2006). 

2.3.1 Efeitos nocivos do tabaco na gravidez 

Durante a gravidez há um aumento na concentração de estradiol que induz a 

atividade de CYP2A6, consequentemente aumenta-se o metabolismo da nicotina 

(BENOWITZ; HUKKANEN ; JACOB, 2009; STRAGIEROWICZ et al., 2013). Quando 

essa substância está presente na circulação materna, ela atravessa a membrana 

amniocoriônica e parte dela alcança o feto via placentária e é eliminada no fluido 

amniótico pela urina (KÖHLER et al., 2010). Somente 1% do metabólito cotinina 

consegue atravessar a placenta (GRAY et al., 2008). 

O tabagismo durante a gravidez é o principal fator de risco prevenível 

associado com complicações tanto no parto quanto na gestação. Está relacionado 

com 5% das mortes infantis, 10% dos partos prematuros e 30% dos casos de baixo 

peso para a idade gestacional. Tanto o fumo ativo como o passivo, aumentam os 

riscos de descolamento da placenta, de ruptura prematura de membranas e de 

placenta prévia e de pré-eclâmpsia (LEOPÉRCIO; GIGLIOTTI, 2004; ALIYU et al., 

2011). A exposição intra-uterina aos componentes do cigarro acarreta também em 

problemas no desenvolvimento neural e cognitivo do feto (STRAGIEROWICZ et al., 
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2013), além de anomalias congênitas como fenda palatina e microcefalia 

(UTAGAWA et al, 2007). 

O cigarro afeta o funcionamento normal da placenta. Pode-se citar como 

exemplo a nicotina que tem a capacidade de aumentar a pressão sanguínea 

materna o que prejudica o fluxo sanguíneo materno-fetal. Consequentemente, 

ocorre diminuição do fornecimento de nutrientes e oxigênio para o feto e, portanto, 

gera um quadro de hipóxia e desnutrição. A nicotina prejudica também, o 

desenvolvimento dos pulmões do feto, diminui o movimento de respiração fetal e 

aumenta a frequência cardíaca (LAW et al., 2003; ALIYU et al., 2011; GALVÃO, 

GALVÃO e MOREAU, 2014). Outro mecanismo de ação se dá pela presença do 

monóxido de carbono que tem grande afinidade pelas moléculas de hemoglobina. 

Quando há ligação ocorre a formação de carboxiemoglobina o que também diminui 

a oferta de oxigênio para o feto (ALIYU et al., 2011; LAW et al., 2003). Esses são os 

principais mecanismos de toxicidade do tabagismo na gestação e também são os 

primeiros passos para o retardo do crescimento fetal (LAW et al., 2003). 

A exposição ao tabagismo também está associada a diferenças anatômicas 

no feto. Compararam fetos de gestantes fumantes com 23, 27 e 32 semanas, e 

descobriram que essa exposição está significativamente associada com o 

crescimento acelerado precoce da cabeça e dos diâmetros abdominais, bem como 

alteração no formato da cabeça, os braços são mais longos e as pernas mais curtas, 

e também apresenta uma redução da proporção do tamanho da tíbia com o fêmur 

(LAMPL; KUZAWA; JEANTY, 2005).  

Uma pesquisa desenvolvida no Reino Unido revelou que os efeitos nocivos do 

fumo durante a gravidez podem ser vistos no rosto do feto por meio de ultrassom 

4D. Ao observar as imagens, os pesquisadores descobriram que os fetos das 

gestantes fumantes tocavam a própria boca um número de vezes significativamente 

maior, em comparação com os das gestantes não fumantes, ou seja, a taxa de 

declínio desses movimentos foi significativamente mais lenta para fetos das 

gestantes fumantes. Segundo a pesquisa, isso acontece porque, quando a mulher 

fuma, o SNC do feto não se desenvolve como deveria, e atinge justamente a parte 

do cérebro que é responsável por controlar os movimentos da face e do corpo. 

Perceberam também que esse feto apresentou um atraso no desenvolvimento das 

habilidades para executar movimentos mais complexos e na capacidade de 

processamento da fala em crianças expostas ao fumo durante a gravidez. 
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Entretanto, ainda é necessária uma pesquisa mais ampla para confirmarem esses 

resultados (REISSLAND et al., 2015). 

Os efeitos causados pelo uso do cigarro durante a gravidez são mais comuns 

em mulheres grávidas que fumam bastante, já em mulheres que pararam de fumar 

até o terceiro mês de gestação essa incidência é reduzida (WILLS, 2002). 

Mesmo havendo um amplo conhecimento de que fumar durante a gravidez 

pode prejudicar o feto, a prevalência desse hábito ainda é alta. No último 

levantamento feito nos Estados Unidos verificou-se que 14,0% das gestantes eram 

fumantes (GALVÃO, GALVÃO e MOREAU, 2014). Em 1996, foi realizado um estudo 

com gestantes no Hospital Universitário – USP em São Paulo e na entrevista, 25,0% 

afirmaram ter utilizado álcool socialmente e 28,0% fizeram uso de cigarro, sendo que 

74,0% destas usaram até 10 cigarros por dia e 6,0% ingeriram álcool e fumaram 

cigarro simultaneamente (COSTA et al., 1998). Muitas gestantes fumantes não 

revelam o hábito de fumar durante a gravidez devido aos sentimentos de culpa, 

vergonha e até mesmo medo de serem repreendidas (CHAN et al., 2004). 

2.4 AMOSTRA BIOLÓGICA ALTERNATIVA: SALIVA 

A exposição à fumaça do tabaco pode ser avaliada através da presença de 

nicotina e cotinina nos fluidos biológicos incluindo plasma, soro, urina, saliva, cabelo, 

suor, leite materno, mecônio e líquido amniótico (JACOB III et al., 2011). Na Tabela 

1 estão listadas algumas técnicas de extração e de detecção de nicotina e cotinina 

em amostras biológicas, bem como seus limites de detecção e de quantificação, 

segundo as literaturas científicas nacionais e internacionais. 

As amostras biológicas não convencionais, também chamadas de 

alternativas, são utilizadas com sucesso para verificação da exposição à 

xenobióticos (MALAFATTI; MARTINS, 2009).  O interesse da saliva como amostra 

biológica progrediu nos últimos anos e poderá ser uma matriz de primeira escolha 

(SANTOS, 2014).  

A saliva é um fluído biológico, aquoso, hipotônico, transparente, com pH entre 

6,0 – 8,0 e é composta por 99,0% de água, 0,3% de proteínas (principalmente 

amilase) e 0,3% de mucina (SANTOS et al., 2007; KINTZ; SPIEHLER; NEGRUSZ, 

2008).  

A saliva é secretada diretamente na cavidade bucal pelas glândulas salivares 

maiores e menores. Normalmente é secretado, diariamente, entre 0,5 a 1,0 L de 
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saliva (SANTOS et al., 2007; KINTZ; SPIEHLER; NEGRUSZ, 2008). A secreção 

salivar é controlada pelos nervos autônomos. A estimulação simpática, através da 

noradrenalina (norepinefrina), faz com que tenha baixos níveis de fluido e 

concentrações elevadas de proteína, enquanto que a estimulação parassimpática, 

através da acetilcolina, induz à secreção de grandes quantidades de fluido (KINTZ; 

SPIEHLER; NEGRUSZ, 2008). 

O mecanismo de passagem das drogas do sangue para a saliva é por 

ultrafiltração ou difusão passiva, podendo ser detectada a forma não metabolizada 

nesta matriz.  Essa incorporação é restringida para as moléculas que apresentam 

alto peso molecular, drogas ionizadas ou ligadas a proteínas plasmáticas (BORDIN, 

et al., 2015). 

A saliva possui como principais vantagens a facilidade de obtenção, não é 

uma amostra invasiva, a coleta pode ser assistida e é de baixo custo (SANTOS, 

2014). O risco de contração de infecção, durante a coleta, é mínimo e pode ser 

utilizada em situações que é difícil a obtenção de outro tipo de amostra, como por 

exemplo, em crianças ou pacientes com deficiência ou em pessoas ansiosas 

(SANTOS, 2014). As concentrações do analito na saliva são altamente 

correlacionadas com as concentrações plasmáticas (JACOB III et al., 2011). A janela 

de detecção é tão curta quanto o sangue, o que é considerado uma desvantagem 

quando comparada a matrizes como cabelo, suor e urina. Com relação ao período 

de detecção é considerado o instante em que a substância cai na circulação 

sanguínea até aproximadamente quatro meia vida após a administração (COSTA, 

2008). No estudo realizado por Stragierowicz et al. (2013) o nível de cotinina na 

urina foi cerca de 4 a 5,5 vezes maior do que na saliva, porém esse valor depende 

do uso de correção de creatinina. 

A coleta da saliva pode ser feita através do depósito direto da matriz em um 

tubo coletor ou utilizar um estimulante para aumentar a salivação como o ácido 

cítrico, algodão ou parafilm® (BUENO, 2014).  O dispositivo, cujo nome comercial é 

“Salivette”, apresenta um rolo de algodão que mede aproximadamente 1 cm de 

espessura e 3,5 cm de comprimento que é capaz de absorver o fluido oral que 

contém, predominantemente, saliva e  também pequenas quantidades de fluído das 

fendas gengivais, de restos celulares e de sangue (KINTZ; SPIEHLER ; NEGRUSZ, 

2008).  
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Após a coleta, o material é introduzido em um tudo fechado e a recuperação 

da amostra se dá pela centrifugação deste tubo. Posteriormente, obtém-se a 

amostra de fluido oral e pode utilizá-la para a análise (Figura 2) (SANTOS et al., 

2007). 

 

 

Figura 2. Esquematização do dispositivo utilizado na coleta de saliva (fluído oral). 
Fonte: adaptada de Bueno, 2014. 



16 
 

 

Tabela 1.  Estudos que determinaram nicotina e cotinina em amostras biológicas. 

Autor Analito 
Método de 

análise 

Método de 

extração 
Amostra 

LD NIC 

(ng/mL) 

LD COT 

(ng/mL) 

LIQ NIC 

(ng/mL) 

LIQ COT 

(ng/mL) 

LINDQVIST et al., 

2002 
COT GC-NPD ELL Soro - - - 6,0 

MEGER et al.; 2002 
NIC e 

COT 
LC-MS/MS ELL e SPE Urina 0,1 0,1 10 10 

SHIN et al., 2002 
NIC e 

COT 
GC-MS ELL 

Urina 

Plasma 

Saliva 

0,2 

1,0 

1,0 

0,2 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

TORAÑO, 2003 
NIC e 

COT 
GC-MS ELL 

Saliva 

Urina 

0,6 

0,6 

0,6 

0,6 

10,0 

10,0 

10,0 

10,0 

DELFIM, 2004 
NIC e 

COT 
GC-NPD ELL Urina 5,0 5,0 10,0 10,0 

KARDANI, 2010 
NIC e 

COT 
GC-FID SDME 

Urina 

Saliva 

370,0 

330,0 

430,0 

340,0 

1230,0 

1100,0 

1430,0 

1130,0 

MALAFATTI, 2010 COT GC-NPD ELL Urina - - - 10,0 

SANT’ANNA, 2010 
NIC e 
COT 

GC-NPD ASE e SPE Mecônio 30,0 b 3,0 b 40,0 b 5,0 b 

BAHEIRAEI et al.; 
2011 

COT Kits ELISA - 

Urina 
Sangue do 

cordão umbilical 

- 
- 

1,0 
1,0 

- 
- 

1,0 
1,0 

BARROS, 2011 
NIC e 
COT 

GC-MS ELL e SPE Mecônio 10,0 b 60,0 b 60,0 b 100,0b 
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Continuação da Tabela 1. 

Autor Analito 
Método de 

análise 

Método de 

extração 
Amostra 

LD NIC 

(ng/mL) 

LD COT 

(ng/mL) 

LIQ NIC 

(ng/mL) 

LIQ COT 

(ng/mL) 

CONCHEIRO, 2011 COT LC-MS/MS SPE Suor - 0,75 c - 1,0 c 
FONSECA, et al., 

2012 
NIC e 
COT 

GC-MS/MS ELL e SPE Saliva 0,5 0,5 0,5 0,5 

BORDIN, 2013 
NIC e 
COT 

GC-MS DPX Mecônio 15,0 b 5,0 b 20,0 b 10,0 b 

IWAI, 2013 
NIC e 
COT 

GC-MS MEPS Urina 0,25 20,0 1,0 50,0 

STRAGIEROWICZ et 
al., 2013 

COT LC-MS/MS SPE 
Urina 
Saliva 

- 
- 

0,05 
0,12 

- 
- 

0,8 
0,4 

YUKI et al.; 2013 
NIC e 
COT 

LC-MS ELL e SPE 
Saliva 

Plasma 
- 
- 

- 
- 

0,5 
0,5 

0,5 
0,5 

CHIADMI, 2014 COT GC-MS SPE Urina - 0,06 - 10,0 

JACOB, 2015 
NIC e 
COT 

LC-UV ELL 
Saliva 

Leite materno 
1,7 
1,7 

1,3 
1,3 

7,5 
7,5 

7,5 
7,5 

ORTUÑO, 2015 
NIC e 
COT 

LC-MS/MS ELL 
Saliva 
Urina 

Cabelo 

0,158 
0,100 

0,008 a 

0,013 
0,017 

0,0006 a 

0,48 
0,30 

0,026 a 

0,040 
0,052 

0,002 a 

TSINISIZELI, 2015 
NIC e 
COT 

GC-MS/MS ELL e SPE Mecônio 1,25 b 1,25 b 5,03 b 1,25 b 

JACOB, 2016 
NIC e 
COT 

LC-UV ELL 
Saliva 

Líquido amniótico 
- 
- 

- 
- 

7,5 
7,5 

7,5 
7,5 

SHISLER et al., 2017 
NIC e 
COT 

LC-MS/MS - Mecônio - - 2,5 b 1,0 b 

a 
Valor expresso em ng/mg; 

b
 Valor expresso em ng/g; 

c
 Valor expresso em ng/patch; NIC: nicotina; COT: cotinina; GC-MS: cromatografia gasosa acoplado ao espectrômetro de 

massas; GC-FID: cromatografia gasosa acoplado ao detector de ionização de chamas; LC-MS: cromatografia líquida acoplada ao espectrômetro de massas; GC-NPD: 
cromatografia gasosa com detector de nitrogênio e fósforo; LC-UV: cromatografia líquida com detector de ultravioleta; Kits ELISA: imunoensaio competitivo em fase sólida; ELL: 
extração líquido-líquido, SDME: microextração em gota única; SPE: extração em fase sólida; DPX: extração em fase sólida modificada com ponteiras descartáveis; MEPS: 
microextração em solvente empacotado; ASE: extração acelerada por solvente. 
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2.2 TÉCNICAS DE EXTRAÇÃO 

As técnicas de extração e/ou pré-concentração permitem o isolamento dos 

componentes de interesse da matriz, com o objetivo de se obter no final do processo 

um extrato da amostra com os analitos em maior concentração e com menor número 

de interferentes inerentes da matriz (PINTO; QUEIROZ, 2015). 

A instrumentação analítica moderna proporciona o rápido desenvolvimento 

dos métodos analíticos. O preparo de amostra é a primeira e a mais trabalhosa 

etapa em uma análise (PINTO; QUEIROZ, 2015). 

2.2.1 Extração líquido-líquido 

Na extração líquido-líquido há a partição da amostra entre a fase orgânica e a 

aquosa (fases imiscíveis) (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). O coeficiente de 

partição entre as duas fases sofre influência pela escolha do solvente extrator, pH da 

fase aquosa e pela proporção do volume das fases, aquosa e orgânica. Os 

solventes mais compatíveis com a ELL são os de baixo ponto de ebulição, uma vez 

que são removidos com maior eficiência no final do processo de extração e de baixa 

viscosidade para permitir melhor interação com a matriz da amostra (QUEIROZ, 

2008). O rendimento da extração pode ser influenciado pela afinidade do soluto pelo 

solvente utilizado, da razão das fases e do número de extrações, portanto, quanto 

maior a afinidade do analito pelo solvente orgânico maior a recuperação (QUEIROZ; 

COLLIN; JARDIM, 2001). 

A ELL é simples de ser feita e há diversos solventes, puros e disponíveis 

comercialmente, que fornecem uma ampla faixa de solubilidade e seletividade. As 

proteínas presentes nas amostras são desnaturadas, com isso há eliminação dos 

interferentes da matriz e, consequentemente, diminui a contaminação da coluna 

cromatográfica. Por outro lado essa técnica de extração possui desvantagens, como 

por exemplo: os analitos que apresentam alta afinidade pela água são parcialmente 

extraídas pelo solvente orgânico o que pode resultar em baixas recuperações; há 

uma concentração das impurezas presentes nos solventes juntamente com o 

extrato, acarretando no uso de solventes ultrapuros e formação de emulsão, o que 

resulta em maior tempo de preparo da amostra uma vez que deve desfazê-la 

(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001; QUEIROZ, 2008). 
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Figura 3. Esquematização da extração líquido-líquido. 
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3 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

A pesquisa com seres humanos deve resguardar a integridade de todos os 

envolvidos, incluindo as questões sobre a preservação da privacidade, a 

minimização de riscos e desconfortos, a busca de benefícios, a não discriminação e 

a proteção de grupos de pessoas vulneráveis. Neste contexto é utilizado o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE), assim como a avaliação por Comitês de 

Ética em Pesquisa. O TCLE tem por objetivo permitir que a pessoa que está sendo 

convidada a participar de um projeto de pesquisa consiga compreender os 

procedimentos, os riscos, os desconfortos, os benefícios e os direitos envolvidos, 

visando permitir uma decisão autônoma (GOLDIM, PITHAN e OLIVEIRA, 2003). O 

TCLE desta pesquisa está em Anexo 1. 

Atendendo à Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde, bem como 

as normas complementares à mesma, esse estudo foi encaminhado e aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto (FCFRP/USP) – CAAE número: 56574416.3.0000.5403, número do parecer: 

1.771.184 (ANEXO 2). E também, pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Filosofia Ciências e Letras de Ribeirão Preto (FFCLRP/USP) – CAE número: 

56574416.3.3001.5407 (ANEXO 3). 

Atendendo também à Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde, 

bem como as normas complementares à mesma, o trabalho “Fatores sociais e 

psicológicos associados ao consumo do cigarro durante a gravidez”, foi 

encaminhado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da USP (HCFMRP/USP) – 

CAAE número: 42795615.4.0000.5440, número do parecer: 1.061.153, para a coleta 

das amostras (ANEXO 4). 
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4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver e validar um método para análise de nicotina e cotinina em 

amostras de saliva de gestantes. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

I. Desenvolver e validar o método para análise de nicotina e cotinina em amostras de 

saliva empregando a extração líquido-líquido. 

II. Aplicar o método desenvolvido em amostras de gestantes fumantes e não 

fumantes de cigarro e comparar as concentração de nicotina e cotinina, entre esses 

grupos, baseados no autorrelato. 

III. Comparar o número de cigarros e a concentração de nicotina e cotinina antes e 

após a intervenção para abstenção ao cigarro. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 MATERIAIS 

O padrão da nicotina e cotinina e o padrão interno ketamina foram adquiridos 

da Sigma-Aldrich, EUA. E os reagentes utilizados foram: hidróxido de sódio, metanol 

e isopropanol (JT Baker, EUA), diclorometano (Panreac, EUA). Todos os solventes 

utilizados eram grau HPLC, e todos os reagentes eram grau P.A. (Padrão Analítico). 

5.2 EQUIPAMENTOS E ACESSÓRIOS 

Para a realização das análises de nicotina e cotinina, foi utilizado um 

cromatógrafo em fase gasosa modelo CP 3800 (Varian) acoplado ao detector 

termiônico específico (TSD), com amostrador automático modelo CP 8400 (Varian); 

coluna capilar de sílica fundida OV-1 (15 m x 0,25 mm x 0,25 µm de espessura de 

filme); cilindro de ar sintético 5.0, nitrogênio 4.6 e hidrogênio 4.5 (Air Liquide, Brasil); 

seringa de injeção líquida de volume 10 µL (Agilent, EUA).  

 E ainda: concentrador de amostras Caliper LifeScience Turbo Vap (LP, EUA); 

cilindro de nitrogênio 4.0 (Air Liquide, Brasil); agitador TE 140 (Tecnal, Brasil); vórtex 

AP-56 (Phoenix, EUA); centrífuga universal 32 (Hettich, Alemanha); balança 

analítica BL 1500S (Sartorius, EUA). 

5.3 PREPARO DE SOLUÇÕES E REAGENTE 

5.3.1 Preparo de soluções-padrão 

A solução-padrão de referência de nicotina foi obtida em uma concentração 

inicial de 10 µg/mL e foi diluída para concentração de 1 µg/mL da seguinte forma: 

foram pipetados 100 µL da ampola de 1000 µg/mL em um balão volumétrico de 10 

mL e o volume final foi completado com metanol, originando a solução de 

concentração 10 µg/mL. Em seguida, 1 mL dessa solução foi transferido para outro 

balão volumétrico de 10 mL e o volume final foi completado com metanol originando 

a solução de 1 µg/mL.  

Já a solução-padrão de referência de cotinina foi obtida em uma concentração 

inicial de 5000 µg/mL e foi diluída para as concentrações de 1000 µg/mL,10 µg/mL e 

1 µg/mL da seguinte forma: foram transferidos 25 mg desse padrão para o balão 

volumétrico de 5 mL e foi completado o volume final com metanol, obtendo a 
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solução de concentração de 5 mg/mL. Partindo desta solução, foi transferido 1 mL 

para um balão volumétrico de 5 mL, o volume final foi completado com metanol, 

obtendo assim, a solução com concentração de 1000 µg/mL. Posteriormente, foram 

pipetados desta solução (1000 µg/mL) 100 µL para um balão volumétrico de 10 mL e 

o volume final foi completado com metanol, originando a solução de concentração 

10 µg/mL. Por fim, 1 mL dessa solução foi transferido para outro balão volumétrico 

de 10 mL e o volume final foi completado com metanol originando a solução de 1 

µg/mL. 

A solução de padrão interno (ketamina) foi preparada na concentração inicial 

de 10 µg/mL. Para tanto, foram pipetados 100 µL da ampola de 1000 µg/mL em um 

balão volumétrico de 10 mL e o volume final foi completado com metanol, originando 

a solução de concentração 10 µg/mL. 

Todas as soluções preparadas foram devidamente identificadas, 

armazenadas no freezer a -20ºC, em frascos de vidro com tampa rosqueável e 

envolvidos por papel alumínio. 

5.3.2 Preparo do reagente 

5.3.2.1 Solução de hidróxido de sódio 5M (NaOH 5M) 

Foram pesados 20 g de hidróxido de sódio e foi transferido para um béquer 

com 50 mL água deionizada, após a solubilização, o transferiu para um balão 

volumétrico de 100 mL e o volume final foi completado com água deionizada. A 

solução foi devidamente identificada e armazenada em um frasco de plástico. 

5.4 MÉTODOS 

5.4.1 Procedimento experimental 

O método para extração de nicotina e cotinina na saliva foi desenvolvido com 

base em procedimentos propostos por Malafatti et al. (2010) (ANEXO 5, FIGURA 28) 

e está esquematizado na Figura 4: 
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Figura 4. Esquema do procedimento analítico. 

No procedimento, 500 µL de saliva foram pipetados em um tubo de vidro de 

fundo cônico de 9 mL e foram fortificados com 300 ng (600ng/mL) do padrão interno 

(ketamina). Em seguida, foram adicionados 500 µL de hidróxido de sódio 5M (NaOH 

5M) e 1,5 mL de diclorometano. Esse tubo foi submetido duas vezes à agitação 

horizontal por 15 min a 200 rpm e duas vezes a centrifugação por 10 min a 2800 

rpm. Feito isso, 1 mL da fase orgânica foi transferida para outro tubo de vidro de 

fundo cônico de 15 mL. O extrato foi evaporado a 21ºC no concentrador de amostras 

sob fluxo de nitrogênio (N2), ressuspenso com 70 µL de isopropanol, agitado em 

vórtex por 30 segundos e transferidos 70 µL para o frasco do amostrador 

automático. Foram injetados 2 µL no GC-TSD. 

500 µL de saliva + 300 ng solução padrão interno  

500 µL de NaOH 5M + 1,5 mL de diclorometano 

Mesa agitadora – 15 min, 200 rpm 

Centrifugação – 10 min, 2800 rpm 

Mesa agitadora – 15 min, 200 rpm 

Centrifugação – 10 min, 2800 rpm 

Transferência de 1 mL da fase orgânica para o tubo de vidro cônico de 15 mL  

Evaporação com N2 a 21ºC 

Reconstituição com 70 µL de isopropanol 

Injeção no GC-TSD 
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5.4.2 Condições Cromatográficas 

Foi desenvolvido o método para determinação de nicotina e cotinina em 

amostra de saliva empregando um cromatógrafo em fase gasosa com detector 

termiônico específico (GC-TSD). A separação foi realizada em coluna capilar de 

sílica fundida OV-1 (15 m x 0,25 mm x 0,25 µm de espessura de filme). O fluxo do 

gás de arraste (N2) foi ajustado para 1,0 mL/min. As condições cromatográficas são 

apresentadas na Tabela 2.  

Tabela 2. Condições cromatográficas do método. 

Parâmetro Instrumental  

Tempo total de análise 13,60 min 

Temperatura do injetor 260ºC 

Temperatura do detector 280ºC 

Corrente da pérola 2.900 A 

Fluxo do gás de arraste 1,0 mL/min 

 

A rampa de temperatura da coluna capilar empregada no método 

cromatográfico está apresentada na Tabela 3. 

Tabela 3. Programação da coluna cromatográfica. 

Temperatura (ºC) 
Taxa de aquecimento 

(ºC/min) 

Tempo de permanência 

(min) 

70 - 1 

260 25 5 

 

5.4.3 Otimização do método de preparo da amostra 

Antes de iniciar os ensaios para a validação, foram realizados testes para 

verificar as condições ideais para os parâmetros que compõem o método de 
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extração. Cada um desses parâmetros foi analisado em triplicata e foi observado a 

área relativa dos analitos obtida no GC-TSD e o coeficiente de variação das áreas. 

5.4.3.1 Estudo da influência do solvente extrator e do nitrogênio e ar comprimido 

durante a etapa de concentração da amostra 

Foram pipetados em 12 tubos de vidro de fundo cônico de 9 mL, 500 µL de 

saliva e foram fortificados com os padrões nicotina e cotinina na concentração de 

200 ng/mL e com o padrão interno na concentração de 600 ng/mL. Em seis 

amostras, foi utilizado o diclorometano como solvente extrator e nas outras seis, foi 

utilizado o éter etílico. Durante a etapa de concentração da amostra, três dos 

extratos obtidos da extração com diclorometano, foram evaporados sob fluxo de N2 e 

nos outros três extratos foi utilizado o ar comprimido. O mesmo procedimento de 

concentração de amostras foi feito com os extratos obtidos da extração com o éter 

etílico. 

Sabe-se que o ar comprimido não é um gás inerte e não é recomendado utilizá-

lo para esse procedimento. Porém devido ao baixo custo em relação ao N2, foram 

realizados esses testes para verificar o possível uso. 

Essas amostras foram submetidas ao procedimento experimental descrito em 

5.4.1. 

5.4.4 Validação do método 

A validação de um método analítico tem como objetivo demonstrar que o 

método é apropriado para a finalidade pretendida, por meio de estudos 

experimentais e atendimento de requisitos específicos (ANVISA, 2012).  

Os parâmetros avaliados durante a validação do método foram os 

recomendados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) na resolução 

RDC nº 27 de 17 de maio de 2012, sendo estes: a precisão, exatidão, curva de 

calibração, efeito residual, efeito matriz, seletividade e estabilidade. Também foi 

realizado o parâmetro de recuperação conforme o recomendado na resolução RE nº 

899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA. Para a construção do banco de dados e 

cálculos das concentrações dos analitos foi utilizado o programa Microsoft® Excel® 

2010 e para as análises estatísticas foi utilizado o programa MedCalc® v16.4.3.  
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5.4.4.1 Determinação e preparo dos controles de qualidades e dos limites de 

detecção e quantificação 

Para realizar os ensaios de validação é necessário fazer a determinação e o 

preparo dos controles de qualidades e dos limites de detecção e quantificação. 

Os experimentos de controles de qualidade e dos limites de detecção e 

quantificação foram realizados em quintuplicata. As amostras foram preparadas 

utilizando saliva “branco” (amostras de saliva de gestantes não expostas ao cigarro 

segundo o autorelato e, nas quais os analitos não foram detectados na análise por 

GC-TSD) fortificadas com soluções padrão nas concentrações determinada para 

cada controle e limite. Estão descritos a seguir os procedimentos de preparo dos 

controles e dos limites: 

 Limite de detecção (LD): é a menor quantidade de analito em uma amostra 

que pode ser determinada. Para o estabelecimento desse limite, as amostras 

são fortificadas com soluções de concentrações conhecidas e decrescentes 

do analito, até o menor nível detectado, e não necessariamente quantificado, 

em que a razão sinal/ruído seja 3:1. 

 Limite inferior de quantificação (LIQ): é a menor quantidade do analito em 

uma amostra que pode ser determinada com precisão (até 20%) e exatidão 

(80 – 120%) aceitáveis, sob condições experimentais estabelecidas. As 

amostras de saliva foram fortificadas com concentrações decrescentes até o 

menor nível quantificável, com precisão e exatidão aceitáveis, considerando 

também a razão sinal/ruído 5:1. 

 Controle de qualidade de baixa concentração (CQB): as amostras foram 

fortificadas com concentração de três vezes superior a concentração do limite 

inferior de quantificação. 

 Controle de qualidade de média concentração (CQM): as amostras foram 

fortificadas com concentração próxima à média entre os limites inferior e 

superior de quantificação. 

 Controle de qualidade de alta concentração (CQA): as amostras foram 

fortificadas com 80% da maior concentração da curva de calibração. 

 Limite superior de quantificação (LSQ): as amostras foram fortificadas com a 

maior concentração do analito da curva de calibração. 
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5.4.4.2 Seletividade 

É a capacidade do método em detectar e quantificar os analitos, com exatidão 

aceitável, na presença de interferentes que podem estar presentes em situações 

reais de análises. Este parâmetro foi determinado pela análise de seis amostras de 

saliva “branco”, de diferentes indivíduos, fortificadas com a concentração do padrão 

interno e dos limites inferiores de quantificação, da nicotina e da cotinina, juntamente 

com uma concentração elevada (2000 ng/mL) dos possíveis interferentes. Os 

interferentes analisados foram: lidocaína, metilenodioximetanfetamina (MDMA), 

alprazolam, metoclopramida, cacaína, paroxetina, tetraidrocanabinol (THC), morfina 

e codeína. 

Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos nas amostras 

processadas do LIQ. Sendo assim, as respostas dos picos dos interferentes 

próximos ao tempo de retenção dos analitos devem ser inferiores a 20% da resposta 

dos analitos nas amostras do LIQ e inferiores a 5% da resposta do padrão interno. 

5.4.4.3 Efeito residual (carry over) 

O efeito residual avalia a influência de uma análise anterior no resultado da 

análise seguinte, devido à presença de resíduos que possam ficar retidos em alguns 

componentes do cromatógrafo como liner, injetor, coluna, seringa e detector. Este 

parâmetro foi determinado por três injeções de uma amostra de saliva “branco”, 

sendo uma injeção no início da curva de calibração e, as outras duas, logo após a 

injeção de uma amostra processada no limite superior de quantificação dos analitos. 

Para avaliar este parâmetro, devem-se comparar as respostas dos picos com 

tempos de retenção iguais aos dos analitos e ao do padrão interno com a resposta 

do analito e do padrão interno na concentração do LIQ. Sendo que as respostas dos 

picos interferentes devem ser inferiores a 20% da resposta dos analitos e 5% da 

resposta do padrão interno. 

5.4.4.4 Efeito matriz 

O efeito matriz avalia o efeito dos componentes da matriz biológica na 

resposta dos analitos e do padrão interno. Este parâmetro foi determinado através 

da análise de seis amostras processadas de saliva “branco” de indivíduos diferentes, 

e posteriormente foram adicionados os analitos nas concentrações do CQB e CQA e 



29 
 

 

do padrão interno. Também foram analisadas as soluções dos analitos nas 

concentrações do CQB e CQA e do padrão interno. Foi obtido o fator de matriz 

normalizado pelo padrão interno (FMN) para cada amostra, de acordo com a fórmula 

abaixo: 

 

 

 

 O coeficiente de variação dos FMNs relativos a todas as amostras deve ser 

inferior a 15%. 

5.4.4.5 Curva de calibração (linearidade) 

A linearidade tem como objetivo avaliar a capacidade do método analítico 

apresentar resultados diretamente proporcionais à concentração do analito na 

amostra, dentro de um intervalo especificado. Este parâmetro foi determinado pela 

análise em quintuplicata de amostras de saliva “branco” fortificadas com o padrão 

interno na concentração de 600 ng/mL e com os analitos em oito concentrações 

diferentes. Também foram analisadas uma amostra “branco” (isenta de analitos e 

padrão interno) e uma amostra “zero” (fortificada apenas com padrão interno) para 

cada curva de calibração. Para cada analito foram avaliadas e construídas três 

curvas de calibração. 

 Para obter as curvas de calibração foi plotado no eixo “y” a razão entre as 

áreas do pico do analito e do padrão interno, e no eixo “x” o valor da concentração 

em que as amostras foram fortificadas. Não foram utilizados os resultados da 

amostra “branco” e da amostra “zero” para a construção da equação da curva de 

calibração. 

A curva de calibração é aprovada quando, no mínimo, 75% dos padrões de 

calibração são aprovados, ou seja, o LIQ deve apresentar desvio inferior ou igual a 

20% da concentração nominal e os outros padrões devem apresentar desvio inferior 

ou igual a 15% e, no mínimo, devem ser aprovados seis padrões de concentração 

diferentes, incluindo o LIQ e LSQ. Também é calculado o coeficiente de correlação 

linear (R), sendo que este deve ser maior ou igual a 0,99. 

FMN = 
Resposta do analito em matriz / Resposta do padrão interno em matriz 

Resposta do analito em solução / Resposta do padrão interno em solução 
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5.4.4.6 Recuperação 

A recuperação avalia a eficiência do procedimento de extração dos analitos 

de uma matriz biológica dentro de um limite de variação. As porcentagens de 

recuperação do analito e do padrão interno são desejáveis próximas a 100 %, porém 

admitam-se valores menores, desde que a recuperação seja precisa e exata. Foi 

determinada comparando-se os resultados de quantificação de cinco amostras 

extraídas e fortificadas anteriormente à extração, com os resultados das análises de 

cinco amostras extraídas e fortificadas posteriormente. Este parâmetro foi avaliado 

nos 3 controles de qualidade (baixo, médio e alto) e o padrão interno foi adicionado 

anteriormente à extração nas duas situações. 

O cálculo da recuperação foi obtido pela relação percentual das 

concentrações das amostras fortificadas antes e depois da extração. 

5.4.4.7 Precisão 

 A precisão avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de 

medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma corrida. Foram avaliadas a 

precisão intradia, determinada em uma mesma corrida, e a precisão interdia, 

determinada em três corridas provenientes de dias diferentes. As corridas foram 

feitas em quintuplicatas e nas concentrações do LIQ, CQB, CQM e CQA. 

 O cálculo da precisão intradia foi obtido pelo Coeficiente de Variação (CV) 

baseado nas cinco replicatas e o da precisão interdia foi baseado nas cinco 

replicatas dos três dias, de acordo com a fórmula abaixo: 

 

 

O coeficiente de variação deve ser inferior ou igual a 20% para o LIQ e inferior 

ou igual a 15% para os outros padrões de calibração. 

5.4.4.8   Exatidão 

 A exatidão é a proximidade dos resultados obtidos pelo método analítico 

aplicado em relação ao valor verdadeiro. Foram avaliadas a exatidão intradia, 

determinada em uma mesma corrida, e a exatidão interdia, determinada em três 

CV = 
Desvio padrão X 100 

Concentração média experimental 
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corridas provenientes de dias diferentes. As corridas foram feitas em quintuplicatas 

nas concentrações do LIQ, CQB, CQM e CQA. 

 O cálculo da exatidão intradia foi obtido pelo Erro Padrão Relativo (EPR) 

baseado nas cinco replicatas e o da exatidão interdia foi baseado nas cinco 

replicatas dos três dias, de acordo com a fórmula abaixo: 

 

  

 

 Os EPRs devem estar dentro da faixa de ±20% do valor nominal para o LIQ e 

de ±15% do valor nominal para os demais padrões de calibração. 

5.4.4.9 Estabilidade do analito em matriz biológica 

Este parâmetro permite avaliar se a concentração do analito permanece 

dentro dos limites estabelecidos durante a análise em uma dada matriz biológica. 

Para determinar a estabilidade dos analitos na matriz biológica, três amostras foram 

fortificadas nas concentrações de CQB e CQA e analisadas imediatamente após sua 

preparação. Posteriormente, foram comparadas com as análises de três amostras 

fortificadas com CQB e CQA após serem submetidas aos ensaios descritos abaixo: 

I. Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento: avalia a 

estabilidade do analito em condições de congelamento e descongelamento que as 

amostras são submetidas. As amostras de saliva foram congeladas à -20ºC e 

mantidas por no mínimo 12 horas, sendo então submetidas ao descongelamento à 

temperatura ambiente. No total, as amostras foram submetidas a dois ciclos de 

congelamento e descongelamento e, em seguida, foi realizada a quantificação do 

analito. 

II. Estabilidade de curta duração: avalia a estabilidade do analito durante o 

processamento de todas as amostras em temperatura ambiente, sobre a bancada 

de análise. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente até o 

processamento da última amostra (12 horas), e posteriormente foram processadas e 

analisadas. 

III. Estabilidade de longa duração: avalia a estabilidade do analito durante o 

período e condições de armazenamento das amostras. As amostras de saliva foram 

processadas e armazenadas a -20ºC por cinco meses. 

EPR = 
(Concentração média experimental – Valor nominal) X 100 

Valor nominal 
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IV. Estabilidade pós-processamento: avalia a estabilidade do analito durante o 

tempo de análise das amostras. Foi realizada a reinjeção das amostras processadas 

após 24 horas da primeira injeção. 

Nos três primeiros ensaios, o padrão interno foi adicionado após as amostras 

passarem pelas condições descritas anteriormente. 

A estabilidade é demonstrada quando a desvio for inferior ou igual a 15% da 

média das concentrações obtidas com relação ao valor nominal. 

5.4.4.10 Estabilidade dos analitos em solução 

Avalia a estabilidade do analito na solução primária e na solução de trabalho 

por um tempo superior ao período de uso e armazenamento. Foi analisada a 

estabilidade da nicotina e cotinina em solução, através de três amostras da solução 

trabalho de 10 µg/mL e de 1 µg/mL armazenadas a -20ºC durante seis meses e 

submetidas a análise e comparadas com a resposta de soluções recém-preparadas. 

 Para considerar as soluções estáveis, estas não devem apresentar desvio 

superior a 10% de suas respostas em comparação com as respostas das soluções 

recém-preparadas. 

5.5 CASUÍSTICA 

Tanto a coleta das amostras de saliva e dos dados, quanto os procedimentos 

de intervenção para abstenção do consumo de cigarro na gestação, foram 

realizados pela aluna de doutorado Ângela Tamye Lopes Fujita do programa de Pós-

Graduação em Medicina Clínica (2015). Enquanto que o procedimento de 

desenvolvimento do método analítico e a análise dos biomarcadores do cigarro na 

saliva foram realizados pela pesquisadora deste trabalho de mestrado. 

5.5.1 Critérios de inclusão e exclusão 

Foram incluídas todas as mulheres com diagnóstico confirmado de gravidez 

com idade mínima de 18 anos e que se disponham a participar do estudo, 

independentemente do número de gestações prévias. O período de gestação 

considerado foi de 1 a 25 semanas e entre 36 a 40 semanas e até 113 dias após o 

parto. E foram excluídas gestantes em que o feto apresentasse distúrbios ou 

anomalias, e as que eram portadoras de comorbidades graves tais como: 
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cardiopatias congênitas, anemias, transplantadas, pneumopatias graves ou 

neoplasias. Também foram excluídas as amostras de saliva com quantidade 

insuficiente para análise. 

5.5.2 Desenho do estudo 

Trata-se de um estudo do tipo ensaio clínico, analítico e com abordagem 

quantitativa.   

As amostras de saliva foram coletadas das gestantes fumantes e não 

fumantes nos Postos de Saúde de Ribeirão Preto. Obtivemos um total de 87 

amostras de salivas de gestantes fumantes na primeira avaliação e 45 amostras na 

segunda avaliação, e 172 amostras de saliva de gestantes não fumantes, no período 

de 17/06/2015 a 17/08/2017. 

Quando a gestante era fumante a saliva foi coletada em dois momentos 

(primeira avaliação e segunda avaliação), sendo o primeiro quando o período 

gestacional era de 1 a 25 semanas. Neste momento, foi aplicada uma intervenção e 

foi analisado o nível dos biomarcadores do cigarro na saliva. No segundo momento, 

quando o período gestacional foi de 36 a 40 semanas ou até 113 dias após o parto, 

o nível dos biomarcadores do cigarro foi analisado (Figura 5). Já para gestantes não 

fumantes, caso controle, a saliva foi coletada somente uma vez durante o período 

gestacional de 1 a 25 semanas, e, posteriormente foi realizada a análise laboratorial 

das concentrações de nicotina e cotinina. 

 

Figura 5. Desenho de estudos para gestantes fumantes. 
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Para a coleta, foi utilizado o dispositivo específico, o Salivette®, que 

apresenta um algodão em seu interior. As voluntárias inseriram o algodão na boca, e 

foi mantido por 2 minutos. Posteriormente, o algodão embebido com o fluido oral que 

contém predominantemente a saliva, foi transferido novamente ao frasco coletor e 

foi centrifugado a 3000 rpm por cinco minutos. As amostras foram identificadas 

somente com o número do Hygia das voluntárias e foram armazenadas no 

congelador a -20ºC até o momento da análise (Figura 6). 

 

Figura 6. Amostra de saliva (fluído oral). 

Além da coleta das amostras de saliva, também foram coletados dados sobre 

a frequência de uso do cigarro, exposição passiva à fumaça do cigarro e uso de 

outras drogas (Figura 7). Também foi aplicado o Teste de Dependência à Nicotina 

de Fagerström (FTND) que é composto por seis perguntas (ANEXO 6, Tabela 23). 

Para cada alternativa existe uma pontuação e, a soma destes pontos, permite 

avaliar e classificar o grau de dependência de nicotina em: muito baixa, baixa, 

média, elevada e muito elevada (PIETROBON; BARBISAN; MANFROI, 2007).  
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Figura 7. Dados coletados das gestantes fumantes e não fumantes. 

Foi construída uma tabela de contingência para as gestantes fumantes e não 

fumantes, para avaliar o uso de cigarro segundo o autorrelato e a presença de 

nicotina e cotinina na saliva, na primeira avaliação (n=259). Foram considerados 

positivos para esses biomarcadores do cigarro na saliva, os valores superiores ou 

iguais ao limite de detecção do método analítico. 

5.5.3 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas no programa estatístico MedCalc® 

v16.4.3 e, para todos os testes, o nível de significância (p) adotado foi de 0,05. 

Foi feita uma comparação da concentração de nicotina e cotinina entre o 

grupo de gestantes fumantes e de gestantes não fumantes, na primeira avaliação 

(n=259). Foram consideradas fumantes as gestantes que relataram ser fumante 

regular e de início recente, e não fumante as gestantes que relataram que nunca 

fumaram e as ex-fumantes. Os valores de concentrações de nicotina e cotinina 

foram considerados positivos, quando estes estavam acima ou iguais ao limite de 

detecção de cada analito. Os resultados foram expressos em medidas de tendência 

central (média e mediana) e em medidas de dispersão (mínimo, máximo e desvio 

padrão) das concentrações dos analitos nicotina e cotinina para cada grupo. Na 

análise inferencial foi realizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney. 

O teste de Spearman foi realizado nas análises de correlações entre as 

concentrações de nicotina e cotinina e o número de cigarros consumidos por dia 

pelas gestantes fumantes (n=85). Neste teste, foi determinado o coeficiente de rho 
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que varia entre -1 e 1, quanto mais próximo estiverem destes extremos, maior será a 

correlação entre as variáveis. 

Foram comparados o número de cigarros consumidos diariamente e as 

concentrações de nicotina e cotinina entre a primeira e a segunda avaliação (n=45), 

através de um teste não paramétrico de comparação pareada chamado de 

Wilcoxon. 

5.5.4 Análises estatísticas adicionais 

Foi construída uma curva ROC (Receiver Operating Characteristic) que é uma 

ferramenta capaz de avaliar quantitativamente o desempenho do teste diagnóstico 

por meio das medidas de sensibilidade, especificidade e valores preditivos negativo 

e positivo. Também foi determinada a área sob a curva (AUC – Area Under the 

Curve) que avalia o desempenho deste teste, sendo assim, quanto mais próximo o 

valor for de 1, maior é a capacidade do teste de diferenciar os indivíduos que foram 

expostos (fumantes) dos que não foram expostos (não fumantes). Para a construção 

da curva ROC foram utilizadas as concentrações de nicotina e cotinina encontradas 

nas salivas das gestantes fumantes e não fumantes, na primeira avaliação (n=259). 

 Por meio da curva ROC, foi determinado um ponto de corte para a 

concentração de nicotina e cotinina de modo a priorizar a sensibilidade do método. 

Cada ponto de corte está associado a um valor de sensibilidade e especificidade. A 

sensibilidade da análise de nicotina e cotinina é a probabilidade do teste ser positivo 

para um indivíduo, quando ele realmente é fumante. E a especificidade é a 

probabilidade de um indivíduo ser negativo no teste de nicotina e cotinina, quando 

ele é realmente não fumante. Os valores preditivos positivo e negativo também 

foram calculados, sendo o positivo a proporção de indivíduos verdadeiramente 

expostos entre os positivos para nicotina e cotinina, e, os negativos, a proporção de 

indivíduos verdadeiramente não expostos entre os negativos para estes analitos.  



37 
 

 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO ANALÍTICO 

No desenvolvimento do método de análise de nicotina e cotinina em saliva foi 

feita a otimização das condições de análise por cromatografia gasosa com detector 

termiônico específico e também do método de extração desses analitos na saliva. 

6.1.1 Determinação das condições cromatográficas 

Para estabelecer as condições desta análise, iniciou o desenvolvimento do 

método com a análise das soluções padrões de nicotina, cotinina e do padrão 

interno ketamina. 

Inicialmente, foram testadas as condições cromatográficas descritas por 

Malafatti et al. (2010), em que a temperatura do injetor empregada foi de 260ºC e do 

detector de 280ºC. A programação da temperatura do forno foi iniciada em 180ºC e 

foi elevada a 250ºC a uma taxa de 30ºC/min permanecendo por 0,5 minutos, 

posteriormente foi elevada a 259ºC a uma taxa de 15ºC/min permanecendo por 0,1 

minutos, e depois aumentou a temperatura para 260ºC a uma taxa de 0,1ºC/min, 

totalizando 13,40 minutos de análise. Ao utilizar essas condições, foi obtido um 

cromatograma com a ausência da separação do analitos, em que estes 

provavelmente saíram no mesmo tempo de retenção do solvente isopropanol. O 

cromatograma está ilustrado na Figura 8. 

Foi realizado outro teste em que foram mantidas as temperaturas do injetor e 

do detector a 260ºC e 280ºC, respectivamente, e utilizou a programação da 

temperatura do forno igual à realizada por Franqui et al. (2015), em que a 

temperatura foi iniciada a 120ºC, permanecendo por 2 min, e foi elevada até 300ºC, 

a uma taxa de 40ºC/min e permanecendo por 4 min, totalizando 8,0 minutos de 

análise. Essas condições cromatográficas resultaram em um cromatograma com a 

separação dos analitos, nicotina, cotinina e padrão interno, porém o pico da nicotina 

teve tempo de retenção muito próximo ao do isopropanol. O cromatograma está 

ilustrado na Figura 9. 
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Figura 8. Cromatograma obtido ao analisar a solução padrão de 100 ng de nicotina 

e cotinina e 300 ng do padrão interno ketamina nas condições cromatográficas 

descritas por Malafatti et al. (2010). 

 

Figura 9. Cromatograma obtido ao analisar a solução de 100 ng de nicotina e 

cotinina e 300 ng do padrão interno ketamina utilizando a programação da 

temperatura do forno descrita por Franqui et al. (2015). 

Foram realizados vários testes com modificações na programação da 

temperatura do forno, na taxa de aquecimento e no tempo de permanência da 

temperatura, a fim de melhorar a separação da nicotina. Foi obtida a melhor 

separação ao alterar a rampa de temperatura, o tempo de permanência da 
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temperatura inicial e da final e ao diminuir taxa de aquecimento de 40ºC/min para 

25ºC/min. Na Figura 10 está ilustrado o cromatograma obtido com os tempos de 

retenção de cada analito, sendo da nicotina 2,554 minutos, da cotinina 4,159 

minutos e do padrão interno ketamina 4,976 minutos. 

 

Figura 10. Cromatograma obtido na otimização dos picos dos analitos ao analisar a 

solução padrão de 180 ng de nicotina e cotinina e 300 ng do padrão interno 

ketamina. 

6.1.2 Desenvolvimento do método de extração 

Inicialmente foram avaliados alguns métodos de extração, sendo estes: a 

extração em fase sólida (SPE), a extração líquido-líquido (ELL) e a extração em fase 

sólida modificada com ponteiras descartáveis (DPX). 

 A SPE foi realizada em três amostras de saliva branco (500 µL) fortificadas 

com 100 ng de nicotina e cotinina e 300 ng de ketamina, adicionadas de 2 mL de 

NaOH 5 M e 1,8 mL de água Milli-Q. Em seguida, esses tubos de vidro de fundo 

cônico foram colocados na mesa de agitação horizontal por 20 minutos a 200 rpm e 

centrifugados por 15 minutos a 2500 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo de vidro de fundo cônico. No procedimento de purificação 

e concentração dos analitos foram utilizados os cartuchos Bond Elut Certify I (200 

mg – 6 mL) que apresentam um fase extratora mista, formada por grupamentos octil 

(oito carbonos) ligados a grupamentos de ácido benzenosulfônicos. Os cartuchos 

foram condicionados com 2 mL de metanol, lavados com 1 mL metanol e eluídos 

com 3 mL de acetato de etila. O eluato foi evaporado a 21ºC no concentrador de 
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amostras sob fluxo de N2, reconstituído com 70 µL de isopropanol e submetido à 

análise por GC-TSD. Os resultados obtidos com essa técnica não foram 

satisfatórios, pois foi possível extrair somente a cotinina. 

 Outra técnica testada foi a extração em fase sólida modificada com ponteiras 

descartáveis (DPX), também realizada em triplicata. No preparo da amostra, foram 

pipetados 500 µL de saliva branco em um tudo de vidro de fundo cônico de 9 mL, e 

foram fortificadas com 180 ng de nicotina e cotinina e 300 ng de ketamina. Foram 

adicionados 2 mL de metanol e 100 µL de ácido clorídrico 0,1 M e, em seguida, foi 

submetido a agitação no vortex e posteriormente à agitação horizontal por 20 

minutos a 200 rpm e a centrifugação por 20 minutos a 2800 rpm. A fase orgânica foi 

transferida para outro tubo de vidro de fundo cônico.  

Na etapa de purificação e concentração dos analitos foi utilizada a ponteira 

DPX-CX1 que apresenta grupamentos sulfônicos de forte interação de adsorção 

com compostos básicos. O condicionamento dessa ponteira foi feito com 1 mL da 

solução de acetonitrila (30% v/v). Em seguida, aspirou a amostra e a manteve em 

contato com a fase sólida por 30 segundos, permitindo a entrada de ar constante, 

para ocorrer o contato da amostra com o polímero sulfonado presente na fase sólida 

da ponteira e para que a concentração dos analitos seja realizada com sucesso. 

Posteriormente, foi feito a lavagem das ponteira com 1 mL de metanol por 10 

segundos. E, para a eluição dos analitos, foi utilizado 1 mL da solução de 

diclorometano: isopropanol: hidróxido de amônia (78:20:2), realizando três vezes o 

procedimento para garantir a retirada dos analitos retidos na fase sólida da ponteira. 

O eluato foi evaporado a 21ºC no concentrador de amostras sob fluxo de N2, 

reconstituído com 70 µL de isopropanol e submetido à análise por GC-TSD. 

Os resultados obtidos da extração com a DPX foram bastante satisfatórios, 

uma vez que foi possível extrair os analitos nicotina e cotinina e a ketamina (Figura 

11 e 12). Porém, não foi possível desenvolver o método utilizando a DPX devido a 

quantidade insuficiente dessas ponteiras no laboratório e o alto custo destas. 
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Figura 11. Cromatograma obtido pela análise de uma amostra de saliva "branco", 

submetida à extração com a DPX. 

 

Figura 12. Cromatograma obtido pela análise de saliva fortificada com 180 ng dos 

padrões nicotina e cotinina e 300 ng do padrão interno ketamina, submetida à 

extração com a DPX. 

A técnica escolhida foi a extração líquido-líquido (ELL), uma vez que tratar-se 

de uma técnica simples de ser feita, os solventes extratores apresentam ampla faixa 

de solubilidade e seletividade e também o custo é mais baixo do que em relação a 

SPE e a extração com a DPX. Além disso, as proteínas presentes na amostra de 

saliva podem ser desnaturadas através da ELL, sendo assim, é possível obter um 

cromatograma com menor número de interferentes da matriz. A Figura 13 representa 
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o cromatograma de uma amostra de saliva fortificada com concentrações 

conhecidas dos analitos nicotina e cotinina e o padrão interno ketamina. E na Figura 

14, há a sobreposição dos cromatogramas de uma amostra de saliva “branco” com 

uma amostra fortificada. 

 

Figura 13. Cromatograma obtido pela análise de saliva fortificada com 180 ng dos 

padrões nicotina e cotinina e 300 ng do padrão interno ketamina, submetida à 

extração líquido-líquido. 

 

Figura 14. Sobreposição dos cromatogramas de uma amostra "branco" (cor preta) 

com uma amostra de saliva fortificada com 180 ng dos padrões nicotina e cotinina e 

300 ng do padrão interno ketamina (vermelho), submetida à extração líquido-líquido. 
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6.1.3 Otimização do método de preparo da amostra 

Na otimização do método de extração foram avaliadas as seguintes variáveis: 

solvente extrator e gás utilizado na etapa de concentração da amostra. 

6.1.3.1 Estudo da influência do solvente extrator e do nitrogênio e ar comprimido 

durante a etapa de concentração da amostra. 

Após a escolha da ELL como técnica de extração, foram testados dois 

solventes extratores a fim de se obter melhor recuperação dos analitos. Os 

solventes utilizados foram: diclorometano e éter etílico. Cada um desses solventes 

foram adicionados separadamente em tubos de vidro de fundo cônico contendo 

NaOH 5M e as amostras de saliva (500 µL) já fortificadas, seguido de agitação 

horizontal, centrifugação e evaporação. Para cada tipo de solvente foi testada a 

evaporação do extrato sob fluxo de N2 e, também, sob fluxo de ar comprimido. 

 Ao comparar os resultados obtidos com relação aos solventes extratores, foi 

observado que com o diclorometano, as áreas relativas dos analitos, nicotina e 

cotinina, foram maiores do que com o éter etílico (FIGURAS 15 e 16). A extração 

realizada com diclorometano também apresentou coeficiente de variação melhor do 

que com éter etílico, como pode ser observado na Tabela 4. Portanto, foi escolhido 

como solvente extrator o diclorometano. 

 Com relação ao fluxo de gás utilizado para a evaporação do extrato, 

originados da extração feita com diclorometano, foi observado que com o gás N2, as 

áreas relativas da nicotina foram, aproximadamente, seis vezes maiores do que ao 

evaporar o extrato sob fluxo de ar comprimido (FIGURA 15). Já para a cotinina, as 

áreas relativas da evaporação feita com ar comprimido foram, aproximadamente, 

duas vezes maiores do que com o gás N2 (FIGURA 16). Porém, como em uma 

amostra estará presentes ambos os analitos e o coeficiente de variação da cotinina 

foi bom nas duas condições de evaporação (TABELA 4), foi determinado utilizar o N2 

para concentrar a amostra. 
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Tabela 4. Coeficiente de variação da nicotina e da cotinina com relação aos 

solventes extratores e aos gases utilizados na concentração das 

amostras. 

Condições Nicotina Cotinina 

Diclorometano e N2 11,57% 2,30% 

Diclorometano e Ar comprimido 34,07% 2,30% 

Éter Etílico e N2 19,96% 5,26% 

Éter Etílico e Ar comprimido 43,28% 21,08% 

 

 

Figura 15. Área relativa da nicotina. 

 

 

Figura 16. Área relativa da cotinina. 
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6.2 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

A validação de um método analítico garante que os resultados analíticos 

sejam confiáveis, sendo isso essencial para interpretação correta dos resultados e, 

consequentemente, a realização de uma intervenção clínica adequada. A seguir, 

estão apresentados os resultados da validação. 

6.2.1 Determinação dos controles de qualidade e dos limites de detecção e 

quantificação 

O limite de detecção dos analitos foi determinado nas amostras de saliva 

fortificadas com concentrações decrescentes, até o limite mínimo de 6 ng/mL para a 

nicotina e cotinina. Esses valores variaram para cada analito, sendo de 6 ng/mL para 

a cotinina e 10 ng/mL para nicotina, enquanto que os valores do limite inferior de 

quantificação foram 20 ng/mL para cotinina e 40 ng/mL para nicotina. 

 Os valores do limite superior de quantificação foi 2000 ng/mL para ambos os 

analitos. Foram estabelecidos os valores dos controles de qualidade baixo, médio e 

alto, a partir desses valores. Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 5. 

Tabela 5. Concentrações do LD, LIQ, CQs e do LSQ para a nicotina e a cotinina. 

Analitos 
LD 

(ng/mL) 

LIQ 

(ng/mL) 

CQB 

(ng/mL) 

CQM 

(ng/mL) 

CQA 

(ng/mL) 

LSQ 

(ng/mL) 

Nicotina 

Cotinina 

10 

6 

40 

20 

120 

60 

1000 

1000 

1500 

1500 

2000 

2000 

LD: limite de detecção, LIQ: limite inferior de quantificação, CQB: controle de qualidade de baixa concentração, CQM: controle 
de qualidade de média concentração, CQA: controle de qualidade de alta concentração, LSQ: limite superior de quantificação. 

 Em um método o limite inferior de quantificação é importante, uma vez que 

ele determina a sensibilidade do método e também pode ser responsável por 

resultados falsos negativos, caso esse valor seja elevado (MOORE et al., 1995). 

Os LD e LIQ do método foram considerados satisfatórios e adequados para o 

propósito do estudo, pois foi possível diferenciar as gestantes fumantes das não 

fumantes. 

 Na pesquisa realizada por Toraño e Van Kan (2003) em que utilizaram o 

GC-MS, os valores de LD e LIQ em saliva, foram inferiores aos encontrados neste 

trabalho, uma vez que o LD foi de 0,6 ng/mL para nicotina e cotinina e o LIQ foi de 

10 ng/mL para ambos os analitos. Assim como na pesquisa realizada por Shin et 
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al. (2002), que também utilizou GC-MS e amostra de saliva, sendo os valores de 

LD e LIQ de 1,0 ng/mL para nicotina e cotinina. Já no estudo realizado por Kardani, 

Daneshfar e Sahrai (2010) que utilizaram o GC-FID, os valores desses limites em 

amostras de saliva, foram superiores ao deste estudo, sendo o LD de 330 ng/mL 

para nicotina e de 340 ng/mL para cotinina, e o LIQ de 1100 ng/mL e 1130 ng/mL, 

para nicotina e cotinina, respectivamente.  

Essa diferença nos valores do LD e LIQ pode ter ocorrido devido ao tipo de 

equipamento utilizado para as análises, uma vez que o cromatógrafo acoplado ao 

espectrômetro de massas normalmente consegue detectar e quantificar 

concentrações mais baixas dos analitos. Outros valos de LD e LIQ encontrados na 

literatura estão apresentados na Tabela 1. 

6.2.2 Seletividade 

Os nove interferentes analisados na concentração de 2000 ng/mL (lidocaína, 

MDMA, alprazolam, metoclopramida, cacaína, paroxetina, THC, morfina e codeína) 

não interferiram no tempo de retenção, na identificação e na quantificação dos 

analitos e do padrão interno. Sendo assim, o método foi seletivo e específico para o 

objetivo de análise proposto. Na Tabela 6, estão apresentados os valores das 

concentrações dos limites inferiores de quantificação obtidos no parâmetro de 

seletividade. 

Tabela 6. Resultados das concentrações de CQB dos analitos na análise do 

parâmetro de seletividade. 

Analitos Concentração (ng/mL) 

Nicotina (40 ng/mL) 43,1 

Cotinina (20 ng/mL) 22,0 

 

6.2.3 Efeito residual (carry over) 

Não foi observado efeito residual, ou seja, não houve detecção dos analitos 

nas amostras “branco” analisadas imediatamente após o maior ponto da curva 

analítica, como mostra na Figura 17. Portanto, este método cromatográfico foi 

adequado e, a análise de uma amostra de saliva com concentração menor ou igual 

ao LSQ, não interferiu no resultado da análise seguinte.  
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Figura 17. Cromatograma da análise de um extrato de uma amostra "branco", após 

a injeção do ponto mais alto da curva de calibração. 

6.2.4 Efeito matriz 

Neste parâmetro foi calculado o fator de matriz normalizado (FMN) pelo 

padrão interno para cada amostra. O coeficiente de variação do FMN para as 

amostras nos CQB e CQA foram menores que 15% tanto para a nicotina quanto 

para a cotinina e estão apresentamos na Tabela 7. 

Tabela 7. Valores dos coeficientes de variação dos fatores de matriz normalizados 

para cada analito nos controles de qualidade baixo e alto. 

Analitos CQB CQA 

Nicotina 1,04% 13,51% 

Cotinina 4,23% 2,05% 

CQB: controle de qualidade baixo, CQA: controle de qualidade alto. 

6.2.5 Curva de Calibração 

O método foi considerado linear na faixa de concentração de 20 a 1000 

ng/500µL (40-2000 ng/mL) para a nicotina e de 10 a 1000 ng/500µL (20-2000 ng/mL) 

para a cotinina. A faixa de concentração dos analitos da curva de calibração 

contemplou as concentrações esperadas nas amostras de saliva da população em 

estudo. Os coeficientes de correlação linear foram de 0,996 para a nicotina e de 

0,999 para a cotinina. 
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As Figuras 18 e 19 representam as curvas de calibração e linearidade de 

cada analito. O eixo Y representa a razão da área do padrão pela área do padrão 

interno e o eixo X representa a concentração do analito expressa em ng/500µL de 

saliva. 

 

Figura 18. Curva de calibração, equação da reta, coeficiente de determinação (R2) e 

coeficiente de correlação linear (R) da nicotina. 

 

Figura 19. Curva de calibração, equação da reta, coeficiente de determinação (R2) e 

coeficiente de correlação linear (R) da cotinina. 

 Shin et al. em 2002 determinaram, por GC-MS, a faixa de linearidade para a 

nicotina e cotinina em amostra de saliva de 1,0 a 10000 ng/mL e com o valor de R 

igual a 0,998 para ambos os analitos. Sant’Anna (2010) analisou amostras de 

mecônio no GC-NPD e determinou a faixa de linearidade de 40 a 500 ng/g para a 

nicotina, com valor de R igual a 0,993, e de 5 a 500 ng/g para a cotinina, com valor 

de R igual a 0,99. Malafatti et al. (2010) também utilizou o GC-NPD, porém 

determinou em amostras de urina somente a cotinina. Foram construídas duas 
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faixas de linearidade para este analito, sendo uma de 10 a 1000 ng/mL (R=0,999) e 

outra de 500 a 6000 ng/mL (R=0,998). 

 Durante as análises dos padrões de calibração para construção da curva de 

calibração, foram analisadas uma amostra “branco” (isenta de analitos e do padrão 

interno) e uma amostra “zero” (isenta de analitos, porém com adição do padrão 

interno), mas estas não foram incluídas na construção da curva de calibração. 

Nenhum dos analitos, padrão interno e interferentes foram identificados na análise 

da amostra branco, portanto o método cromatográfico foi adequado. Além disso, é 

necessário que os analitos não estejam presentes na amostra “branco”, uma vez 

que estas são utilizadas no preparo dos controles de qualidade dos ensaios de 

validação. Na análise da amostra “zero”, a nicotina e a cotinina não foram 

detectadas, indicando que o padrão interno ketamina não interfere na análise dos 

analitos em estudo. Nas Figuras 20 e 21 estão ilustrados os cromatogramas obtidos 

na análise da amostra branco e na amostra zero, respectivamente. 

 

 

Figura 20. Cromatograma obtido pela análise de uma amostra "branco" submetida à 

extração líquido-líquido. 
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Figura 21. Cromatograma obtido pela análise de uma amostra "zero" submetida à 

extração líquido-líquido. 

6.2.6 Recuperação 

Os valores de recuperação dos analitos variam de 66,1% a 92,2% para o 

CQM da nicotina e CQM da cotinina, respectivamente. O analito que apresentou 

maiores valores de recuperação foi a cotinina (valor médio 88,7%) e a nicotina foi o 

analito que apresentou menores valores de recuperação (valor médio 76,2%). A 

Tabela 8 mostra os valores obtidos da recuperação para todos os CQs da nicotina e 

cotinina. 

Tabela 8. Valores de recuperação (%). 

Controles de 

qualidade (CQ) 
Nicotina 

Desvio 
padrão 

Cotinina 
Desvio 
padrão 

CQB 83,1 0,008 86,6 0,045 

CQM 66,1 0,111 92,2 0,607 

CQA 79,3 0,411 87,3 0,582 

Média 76,2 0,744 88,7 1,768 

CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de qualidade médio, CQA: controle de qualidade alto. 

Ortuño et al. (2015) determinaram valores de recuperação próximos ao deste 

estudo, sendo de 76,6% para nicotina e de 71,4% para cotinina em amostras de 

saliva submetidas à extração líquido-líquido. Porém, Barros (2011) que utilizou a 

extração em fase sólida e a amostra de mecônio obteve valores inferiores de 

recuperação, sendo a média destes de 58,52% para a nicotina e de 67,66% para a 
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cotinina. Porém, baixas porcentagens de recuperação já são esperadas em 

amostras complexas, como o mecônio, considerando algumas perdas atribuídas à 

própria amostra. 

6.2.7 Precisão 

Para ambos os analitos, os valores do coeficiente de variação dos limites 

inferiores de quantificação e dos controles de qualidade baixo, médio e alto, estavam 

dentro dos critérios estabelecidos pela ANVISA, tanto no ensaio intradia quanto no 

ensaio interdia. A precisão intradia apresentou uma variação de 6,06% a 11,50%, 

que foram os valores do LIQ e CQA da nicotina, respectivamente. E a precisão 

interdia variou de 6,89 a 10,57%, que correspondem aos valores de CQA da cotinina 

e do CQM da nicotina. Os resultados obtidos estão descritos na Tabela 9 e 10. 

Tabela 9. Valores do coeficiente de variação (%) obtidos no ensaio de precisão 

intradia. 

Analitos LIQ CQB CQM CQA 

Nicotina 6,06 8,93 9,05 11,50 

Cotinina 10,41 6,96 6,63 8,81 

LIQ: limite inferior de quantificação, CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de qualidade médio, CQA: controle de 
qualidade alto. 

 

Tabela 10. Valores do coeficiente de variação (%) obtidos no ensaio de precisão 

interdia. 

Analitos LIQ CQB CQM CQA 

Nicotina 9,46 8,04 10,57 7,55 

Cotinina 8,49 8,20 8,82 6,89 

LIQ: limite inferior de quantificação, CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de qualidade médio, CQA: controle de 
qualidade alto. 

 Na pesquisa realizada por Sant’Anna (2010), os valores da precisão intradia 

variaram de 4,7% a 12,9% que correspondem aos valores de CQA da cotinina e de 

CQM da nicotina, respectivamente. Já a precisão interdia variou de 3,0% a 20,1% 

que corresponde aos valores de CQB da nicotina e da cotinina. No estudo publicado 

por Meger et al. (2002),  os valores da precisão tiveram uma menor variação, sendo 

o valor da intradia de 3,2% a 6,9% que equivale aos valores de CQM da nicotina e 
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da cotinina, e da interdia de 2,8% a 6,0% que equivale aos valores de CQB da 

cotinina e de CQM da nicotina. 

6.2.8 Exatidão 

Os valores de erro padrão (relativo aos limites inferiores de quantificação e 

aos controles de qualidade baixo, médio e alto para ambos os analitos) estavam 

dentro dos critérios estabelecidos pela ANVISA, tanto no ensaio intradia quanto no 

ensaio interdia. A exatidão intradia variou de -11,29%, para o CQA da nicotina, a 

19,81%, para o LIQ da cotinina. E os valores da exatidão interdia variaram de -

11,78% a 13,08% que correspondem aos valores de CQA da nicotina e de LIQ da 

cotinina. Os resultados estão descritos na Tabela 11 e 12. 

Tabela 11. Valores de erro padrão relativo (%) obtidos no ensaio de exatidão 

intradia. 

Analitos LIQ CQB CQM CQA 

Nicotina 0,58 -8,57 2,17 -11,29 

Cotinina 19,81 14,85 3,98 -1,82 

LIQ: limite inferior de quantificação, CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de qualidade médio, CQA: controle de 
qualidade alto. 

 

Tabela 12. Valores de erro padrão relativo (%) obtidos no ensaio de exatidão 

interdia. 

Analitos LIQ CQB CQM CQA 

Nicotina 4,50 -9,38 6,01 -11,78 

Cotinina 13,08 10,54 0,96 -2,23 

LIQ: limite inferior de quantificação, CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de qualidade médio, CQA: controle de 
qualidade alto. 

 

No estudo realizado por Shin et al. (2002), os valores de erro relativo 

encontrado nos ensaios de exatidão intradia foram de 4,8% e 3,7% para a nicotina 

nas concentrações de 10 ng/mL e 50 ng/mL em saliva, respectivamente, e de 3,0% 

e 2,4% para a cotinina nas mesmas concentrações citadas anteriormente. Valores 

superiores foram encontrados na pesquisa feita por Malafatti et al. (2010) em que a 

exatidão variou de -1,7% a 11,9% para a cotinina que correspondem as 

concentrações de 6000 ng/mL e 30 ng/mL de urina. 
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6.2.9 Estabilidade dos analitos na matriz biológica 

Os analitos são considerados estáveis na matriz biológica quando não há 

desvio superior a 15% da média das concentrações obtidas com relação ao valor 

nominal. Portanto, de acordo com os valores encontrados neste estudo, os analitos 

foram estáveis em todos os ensaios de estabilidade. Pode-se notar que a cotinina 

apresentou maior estabilidade na maioria dos ensaios quando comparada à nicotina. 

Os resultados estão descritos na Tabela 13.  

Tabela 13. Valores de estabilidade dos analitos na saliva dado em porcentagem da 

variação da concentração com relação à concentração nominal. 

Ensaio de estabilidade Concentração NIC COT 

Após dois ciclos de 
congelamento e 

descongelamento 

CQB 
CQA 

13,25 
1,12 

1,85 
1,18 

Curta duração 
CQB 
CQA 

11,91 
5,84 

3,75 
1,01 

Longa duração 
CQB 
CQA 

13,98 
10,96 

3,21 
8,87 

Pós-processamento 
CQB 
CQA 

6,10 
8,00 

8,10 
1,85 

CQB: controle de qualidade baixo, CQA: controle de qualidade alto. 

Ortuño et al. (2015) realizaram os ensaios de estabilidade a longo prazo (um 

mês), após três ciclos de congelamento e descongelamento e também a estabilidade 

intradia. Em todos testes a nicotina e cotinina foram estáveis, assim como neste 

estudo. 

6.2.10 Estabilidade dos analitos em solução 

A nicotina e a cotinina mostraram-se estáveis em solução de metanol após 6 

meses de armazenamento sob refrigeração a -20ºC, uma vez que o desvio foi 

inferior a 10% de suas respostas em comparação com as respostas das soluções 

recém preparadas de ambos os analitos. Os resultados estão descritos na Tabela 

14. 
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Tabela 14. Valores de estabilidade dos analitos em solução dado em porcentagem. 

Ensaio de estabilidade Concentração NIC COT 

Estabilidade dos analitos 
em solução 

Solução de 10 µg/mL 
 

Solução de 1 µg/mL 

1,63 
 

4,02 

7,59 
 

4,23 

 

6.3 APLICAÇÃO DO MÉTODO DESENVOLVIDO NA ANÁLISE DAS AMOSTRAS 

DE SALIVA 

A coleta da amostra de saliva foi realizada em dois momentos, nomeados de 

primeira e segunda avaliação. A primeira ocorreu quando o período gestacional era 

de 1 a 25 semanas e a segunda de 36 a 40 semanas e até 113 dias após o parto. 

Na primeira avaliação realizou-se a coleta e a análise das amostras de saliva, 

tanto de gestantes que relataram o uso de cigarro durante a gravidez (gestantes 

fumantes), quanto de gestantes que relataram o não uso deste durante a gestação 

(gestantes não fumantes). Nesse primeiro momento foram analisadas 87 amostras 

de gestantes fumantes e 172 amostras de gestantes não fumantes. 

A segunda avaliação foi desenvolvida apenas para as gestantes fumantes. 

Destas 87 gestantes, foram analisadas 45 amostras de saliva na segunda avaliação, 

uma vez que 28,57% (n=12) das amostras não foram enviadas para o laboratório, 

30,95% (n=13) das pacientes não foram encontradas para realização da coleta, 

2,38% (n=1) tiveram aborto no segundo trimestre da gestação e 38,1% (n=16) não 

estavam no período gestacional de 36 a 40 semanas. 

A idade média das gestantes não fumantes foi 25,60 anos (n=172; M=24,5; 

DP±5,70) e a do período gestacional foi 14 semanas (DP±4,80). Destas, 87,20% 

(n=150) nunca fumou cigarro e 12,80% (n=22) eram ex-fumantes. Com relação à 

exposição passiva à fumaça de cigarro, 77,32% (n=133) relataram que nunca foram 

expostas em suas casas, 18,02% (n=31) foram expostas diariamente, 1,74% (n=3) 

semanalmente e 2,33% (n=4) mensalmente. Das gestantes não fumantes, 46,51% 

(n=80) não trabalhavam, 44,18% (n=76) trabalhavam em ambiente fechado, 4,07% 

(n=7) em ambiente aberto e 5,23% (n=9) trabalhavam em ambiente aberto e 

fechado. Sendo que, 15,2% (n=14) das gestantes que trabalhavam sofreram 

exposição passiva à fumaça do cigarro no ambiente de trabalho. Em relação ao 
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consumo de bebida alcoólica e maconha, 20,93% (n=36) e 0,58% (n=1) relataram, 

respectivamente, o consumo no último mês. 

As gestantes fumantes apresentaram idade média de 27,9 anos (n=87; 

M=27,7; DP±5,70). Na primeira avaliação a média do período gestacional foi 16 

semanas (n=87; M=16; DP±5,42), e na segunda avaliação a média foi de 37 

semanas (n=30; M=37; DP±2,23) e de 27 dias após o parto (n=15; M=16; 

DP±27,81). 

Com relação ao status tabágico das gestantes fumantes, na primeira 

avaliação, 96,55% (n=84) eram fumantes regulares de cigarro e 3,45% (n=3) 

fumantes de início recente. A média do período de tabagismo foi de 12 anos 

(DP±5,98) e a do consumo de cigarro por dia foi de 11 (DP±9,47). Quanto ao grau 

de dependência à nicotina, a média da pontuação no teste FTND foi de 5 (M=5; 

DP±2,37). Das 87 gestantes fumantes, 42,53% (n=37) nunca foram expostas de 

forma passiva à fumaça do cigarro dentro de suas casas, mas 56,32% (n=49) foram 

expostas diariamente e 1,15% (n=1) semanalmente. Em relação ao trabalho, 59,77% 

(n=52) das gestantes não trabalhavam, 24,14% (n=21) trabalhavam em ambiente 

fechado, 4,60% (n=4) em ambiente aberto e 11,49% (n=10) em ambiente aberto e 

fechado. No entanto, destas que trabalhavam 20,0% (n=7) sofreram exposição 

passiva à fumaça do cigarro no ambiente de trabalho. 50,57% (n=44) e 5,75% (n=5) 

das gestantes fumantes relataram o consumo de bebida alcoólica e de cocaína, 

respectivamente, no último mês.  

Em relação ao status tabágico das gestantes fumantes, na segunda 

avaliação, 91,11% (n=41) eram fumantes regulares e 8,89% (n=4) eram ex-fumantes 

e a média do número de cigarros fumados por dia foi de 9 (DP±8,69). 

A análise cromatográfica foi realizada nas amostras de saliva, tanto de 

gestantes que relataram o uso de cigarro durante a gravidez, quanto nas que 

relataram o não uso deste durante a gestação. A Tabela 21 apresenta as respostas 

dadas por 87 gestantes que relataram o uso de cigarro durante a gravidez e os 

valores encontrados para nicotina e cotinina (APÊNDICE A); e a Tabela 22 para as 

gestantes que relataram o não uso deste durante a gestação e também os valores 

encontrados para estes analitos (APÊNDICE B). 

Foi construída uma tabela de contingência para as gestantes fumantes e não 

fumantes (n=259), para avaliar o uso de cigarro segundo o autorrelato e a presença 

de nicotina e cotinina na amostra de saliva, na primeira avaliação. Nas Tabelas 15 e 
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16 estão descritos os resultados das associações entre o consumo de cigarros 

durante a gestação e a presença de nicotina e cotinina na amostra de saliva, 

respectivamente. 

Tabela 15. Associação entre o consumo de cigarros durante a gestação e a 

presença de nicotina na amostra de saliva. 

Análise de nicotina 
Consumo de cigarro durante a gestação 

Não                                 Sim 
Total 

Nicotina negativa 

(Concentração < LD) 
168                                    55  223 (86,1%) 

Nicotina positiva 

(Concentração ≥ LD) 
  4                                     32  36 (13,9%) 

Total 172 (66,4%)                       87 (33,6%)  259 

Consumo de cigarro na gestação: consumo referido pelas gestantes de qualquer quantidade de cigarro durante o período 
gestacional de 1 a 25 semanas. 

 

Tabela 16. Associação entre o consumo de cigarros durante a gestação e a 

presença de cotinina na amostra de saliva. 

Análise de cotinina 
Consumo de cigarro durante a gestação 

Não                                 Sim 
Total 

Cotinina negativa 

(Concentração < LD) 
167                                   5  172 (66,4%) 

Cotinina positiva 

(Concentração ≥ LD) 
  5                                   82  87 (33,6%) 

Total 172 (66,4%)                       87 (33,6%)  259 

Consumo de cigarro na gestação: consumo referido pelas gestantes de qualquer quantidade de cigarro durante o período 
gestacional de 1 a 25 semanas. 

 Com relação aos resultados discordantes, 55  (21,24%) casos foram positivos 

para o relato das gestantes e negativo para a nicotina e 5 (1,93%) casos foram 

positivos para o relato das gestantes e negativos para a cotinina. As amostras de 

números 31, 35, 42, 84 e 86, da Tabela 21, são exemplos de amostras em que os 

valores desses analitos não foram detectáveis, apesar das gestantes terem relatado 

o consumo de cigarro durante a gravidez. Como a nicotina apresenta uma meia vida 

(t1/2= 2 horas) menor que a cotinina (t1/2= 16 horas), isso pode ter interferido nesses 

resultados, uma vez que é eliminada mais rapidamente do organismo, o que 
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também dificulta a detecção deste analito nas amostras de saliva. Além disso, a não 

detecção pode ter sido decorrente da variabilidade interindividual no metabolismo da 

nicotina devido às diferenças étnicas na atividade das enzimas (CYP2A6 e UGT1A) 

(STRAGIEROWICZ  et al., 2013). Esses resultados também podem ter sido 

influenciados, pela alteração do metabolismo da nicotina durante a gravidez. 

Segundo Stragierowicz  et al. (2013), a depuração metabólica da cotinina pode 

aumentar acentuadamente em 140% durante a gravidez, resultando em uma meia 

vida menor em quase 50% do que em uma mulher não grávida. Essa mudança do 

metabolismo pode ser explicada pela influência da maior concentração de estradiol 

durante a gravidez, o que induz a atividade do CYP2A6 que é responsável pelo 

metabolismo da nicotina, sendo assim, este analito também é eliminado do 

organismo de forma mais rápida (STRAGIEROWICZ  et al., 2013). Rebagliato et al. 

(1998) relataram em sua pesquisa que o nível de cotinina salivar foi 

significativamente menor durante a gravidez quando comparado com o pós-parto 

(p<0,001). 

Os valores também foram discordantes em 4 (1,54%) casos positivos para 

nicotina e negativo para o relato das gestantes, e em 5 (1,93%) casos positivos para 

cotinina e negativo para o autorrelato. As amostras de saliva que apresentaram 

estas discordâncias foram as de números 29, 45, 71, 80, 83, 91, 107 e 109, da 

Tabela 22. As gestantes das amostras de números 29, 45, 80, 107 e 109 relataram 

que nunca fumaram cigarro e que não foram expostas de forma passiva em casa ou 

no trabalho. A gestante da amostra número 91 informou que é ex-fumante há sete 

anos e que também não sofreu exposição passiva em casa ou no trabalho. Porém, 

pode ser que estas gestantes, tenham sido expostas de forma passiva à fumaça do 

cigarro em outro ambiente que não foi relatado ou podem ter omitido o consumo 

deste. Já as gestantes das amostras números 71 e 83 informaram que foram 

expostas de forma passiva à fumaça do cigarro no local de trabalho e em casa, 

respectivamente, e podem também terem omitido o consumo deste.  

As amostras dos casos discordantes citadas acima (números: 31, 35, 42, 84 e 

86 – Tabela 21; e 29, 45, 71, 80, 83, 91, 107 e 109 – Tabela 22) foram analisadas 

duas vezes para a confirmação dos resultados. 

Nas Figuras 22 e 23 estão ilustrados os cromatogramas da amostra número 

23 (positiva) e da amostra número 01 (negativa), respectivamente. 
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Figura 22. Cromatograma da amostra número 23, da segunda avaliação, positiva 

para nicotina e cotinina e fortificada com 300 ng do padrão interno ketamina. 

 

Figura 23. Cromatograma da amostra número 01, negativa para nicotina e cotinina e 

fortificada com 300 ng do padrão interno ketamina. 

6.3.1 Análises estatísticas 

Na análise inferencial foi realizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney, 

em que comparou a concentração de nicotina e cotinina entre o grupo de gestantes 

fumantes (n=87) e de não fumantes (n=172), na primeira avaliação (n=259). Houve 

diferença estatisticamente significativa nas concentrações de nicotina e cotinina 

(p<0,001) nas amostras de saliva entre os grupos de gestantes fumantes e não 
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fumantes (Tabela 17). No trabalho realizado por Babhadiashar et al. (2014) também 

foi encontrado diferença estatisticamente significativa (p<0,001) para as 

concentrações de cotinina nas amostras de urina entre os grupos de indivíduos 

fumantes e não fumantes. 

Tabela 17. Comparação das concentrações de nicotina e cotinina na saliva entre o 

grupo de gestantes fumantes e não fumantes. 

Analitos 
(ng/mL) 

N Média 
Desvio 
padrão 

Mediana Mínimo Máximo 
Análise 

Inferencial 
U               p 

Nicotina 
87 (F) 

172 (NF) 

34,40 

0,59 

71,32 

3,94 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

383,80 

34,00 
4856,0 <0,001 

Cotinina 
87 (F) 

172 (NF) 

160,99 

1,147 

122,88 

9,89 

141,2 

0,00 

0,00 

0,00 

802,00 

125,20 
473,50 <0,001 

F: fumante, NF: não fumante. 

 O teste de Spearman foi estatisticamente significativo e apresentou maior 

correlação das concentrações de cotinina com o número de cigarros consumidos por 

dia pelas gestantes fumantes na primeira avaliação (rho=0,486 e p<0,001). Já para a 

nicotina, essa correlação foi menor (rho=0,179) e não foi estatisticamente 

significativa (p=0,099).  

 Na Tabela 18 estão apresentados os valores de rho e p obtidos na correlação 

das concentrações dos analitos com o número total de cigarros fumados por dia 

pelas gestantes fumantes na primeira avaliação. 

Tabela 18. Correlação das concentrações dos analitos com o número de cigarros 

fumados por dia pelas gestantes fumantes. 

Concentração dos 

analitos (ng/mL) 
Correlação 

Número de cigarros por 

dia 

Nicotina 
Rho 

p 

0,179 

0,099 

Cotinina 
Rho 

p 

0,486 

<0,001 

  

 Babhadiashar et al. (2014) também realizaram esse teste e não encontraram 

correlação significativa entre as concentrações de cotinina nas amostras de urina e o 

número médio de cigarros consumidos (rho=0,061). 
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No teste de Wilcoxon foram comparados o número de cigarros consumidos 

diariamente e as concentrações de nicotina e cotinina, entre a primeira e segunda 

avaliação das gestantes fumantes (n=45). Na Tabela 19 pode-se observar que não 

foram encontradas diferenças estatisticamente significativas para essas variáveis: 

número de cigarros consumidos por dia (p=0,255), concentrações de nicotina 

(p=0,949) e cotinina (p=0,665). 

Tabela 19. Comparação do número de cigarros consumidos por dia e das 

concentrações de nicotina e cotinina entre a primeira e a segunda 

avaliação. 

Variáveis Média 
Desvio 

Padrão 
Mediana Mínimo Máximo 

Valor de 

p 

Nº de cigarros primeira 

avaliação (por dia) 
11,36 10,36 9,00 1,00 60,00 

0,255 Nº de cigarros 

segunda avaliação 

(por dia) 

9,16 8,69 5,00 0,00 30,00 

Concentração de 

nicotina (ng/mL) – 

Primeira avaliação 

127,73 89,40 69,00 29,00 383,80 

0,949 
Concentração de 

nicotina (ng/mL) – 

Segunda avaliação 

195,67 287,37 60,40 24,30 1873,60 

Concentração de 

cotinina (ng/mL) – 

Primeira avaliação 

165,72 100,15 142,00 28,60 442,40 

0,665 
Concentração de 

cotinina (ng/mL) – 

Segunda avaliação 

190,68 214,74 150,60 15,40 1372,60 

 

 A ausência de diferença estatisticamente significativa para o número de 

cigarros consumidos diariamente e as concentrações dos analitos nas amostras de 

saliva das gestantes fumantes, entre a primeira e a segunda avaliação, pode ser 

atribuída devido à diversidade do comportamento do consumo de cigarro após a 

intervenção, visto que 28,89% das gestantes aumentaram o consumo de cigarros da 

primeira avaliação (n=13; M=10; DP±5,84) para a segunda (n=13; M=20; DP±7,70) 
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(FIGURA 24), 20,0% mantiveram o mesmo consumo (n=9; M=10; DP=8,23) 

(FIGURA 25), 42,22% diminuíram da primeira (n=19; M=10; DP±13,55) para a 

segunda avaliação (n=19; M=4; DP±4,29) (FIGURA 26) e 8,89% pararam de fumar 

(n= 4). 

 

Figura 24. Aumento do número de cigarros consumidos, da primeira para a segunda 

avaliação, segundo o autorrelato das gestantes. 

 

Figura 25. Gestantes que relataram manter o número de cigarros consumidos por 

dia da primeira para a segunda avaliação. 

0

5

10

15

20

25

30
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V
1

ªA
V

2
ªA

V

N
ú

m
e
ro

 d
e
 c

ig
a
rr

o
s
 (

p
o

r 
d

ia
) 

Avaliações 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

1
ªA

V

2
ªA

V

1
ªA

V

2
ªA

V

1
ªA

V

2
ªA

V

1
ªA

V

2
ªA

V

1
ªA

V

2
ªA

V

1
ªA

V

2
ªA

V

1
ªA

V

2
ªA

V

1
ªA

V

2
ªA

V

1
ªA

V

2
ªA

V

N
ú

m
e
ro

 d
e
 c

ig
a
rr

o
s
 (

p
o

r 
d

ia
) 

Avaliações 



62 
 

 

 

Figura 26. Diminuição do número de cigarros consumidos por dia, da primeira para 

a segunda avaliação, segundo o autorelato das gestantes. 

 Um fator que pode ter influenciado na concentração dos biomarcadores na 

saliva das gestantes fumantes foi o não controle do horário em que a gestante 

fumou o último cigarro antes da coleta da amostra, uma vez que após determinado 

tempo de exposição a concentração dos analitos diminui, principalmente da nicotina 

(t1/2= 2 horas) que apresenta meia vida mais curta em relação à cotinina (t1/2= 16 

horas). Além disso, o metabolismo da nicotina também pode interferir nesses 

resultados, como discutido anteriormente. 

 Outro fator que pode influenciar nas concentrações desses analitos é a 

quantidade variável de nicotina entre as marcas de cigarro. Neste estudo, não foi 

coletado este dado.  

 Todos esses fatores podem ter influenciado nos resultados de concentração 

de nicotina e cotinina nas amostras de salivas das gestantes fumantes e, 

consequentemente, obteve-se ausência de resultados significativos nos testes de 

correlação de Spearman para nicotina e na comparação entre a primeira e segunda 

avaliação pelo teste de Wilcoxon.  

6.3.2 Análises estatísticas adicionais 

 Através da curva ROC foi avaliado o desempenho das medidas de nicotina e 

cotinina em identificar os casos positivos, levando em consideração as 

concentrações desses analitos na saliva das gestantes fumantes e não fumantes. 
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Também foi determinado a AUC e o ponto de corte da concentração dos analitos 

para positividade dos casos. A sensibilidade e a especificidade do método foram 

calculadas a partir desse ponto de corte, assim como os valores preditivos, positivo 

e negativo, do teste. Os resultados dessa avaliação estão descritos na Tabela 20 e 

na Figura 27. 

Tabela 20. Parâmetros da avaliação da eficácia do método de análise de nicotina e 

cotinina em amostra de saliva diante da exposição à fumaça do cigarro. 

Parâmetros Nicotina Cotinina 

Sensibilidade (%) 36,8 94,3 

Especificidade (%) 97,7 98,8 

Ponto de corte (ng/mL) >0 >17,2 

Valor preditivo positivo 88,9 97,6 

Valor preditivo negativo 75,3 97,1 

AUC 0,675 0,968 

p <0,001 <0,001 

AUC= área sob a curva; p= nível de significância.  

 

 

Figura 27. Curva ROC e sua respectiva área sob a curva (AUC) para análise da 

nicotina (A) e da cotinina (B) em relação a exposição à fumaça do cigarro. 

A área sob a curva para a nicotina foi de 0,675 e para a cotinina foi de 0,968, 

sendo mais próximo de 1 e maior a capacidade do teste de diferenciar os indivíduos 

que foram expostos (gestantes fumantes) dos que não foram expostos (gestantes 

A) B) 

AUC= 0,675 
p <0,001 AUC= 0,968 

p <0,001 
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não fumantes). A cotinina também apresentou melhores valores de sensibilidade 

(94,3%) e de especificidade (98,8%). Como explicado anteriormente, a meia vida da 

nicotina pode ter interferido nesses resultados. Consequentemente, pode-se dizer 

que a cotinina é melhor biomarcador de exposição à fumaça do cigarro do que a 

nicotina. Este pode ser um dos motivos em que alguns pesquisadores quantificam 

em amostras biológicas somente a cotinina. 

O ponto de corte da nicotina foi maior que zero e para a cotinina foi maior que 

17,2 ng/mL. Na literatura há várias pesquisas sobre o ponto de corte para a cotinina, 

mas apenas algumas incluem as gestantes, como na pesquisa desenvolvida por 

Stragierowicz et al. (2013) em que o valor encontrado foi relativamente próximo ao 

do presente estudo, sendo este de 18,8 ng/mL de saliva (sensibilidade=98,3%, 

especificidade=89,6%), ao combinar todos os períodos gestacionais (primeiro, 

segundo e terceiro trimestre). A proximidade desse ponto de corte da cotinina pode 

ser explicada devido ao fato de ambos os estudos conterem amostras de maiores 

períodos gestacionais. 

No estudo realizado por Hegaard et al. (2007) também foi utilizado a amostra 

de saliva de gestantes fumantes e não fumantes, o ponto de corte encontrado para a 

cotinina foi de 13 ng/mL de saliva (sensibilidade=99%, especificidade=98%), sendo 

inferior ao deste estudo. Porém, na pesquisa realizada por Stragierowicz et al. 

(2013) foi verificado que o ponto de corte varia de acordo com o período gestacional, 

uma vez que o valor  encontrado no primeiro trimestre foi de 31,9 ng/mL, no 

segundo de 18,1 ng/mL e no terceiro de 11,47 ng/mL, com sensibilidade de 100% e 

especificidade de 96% para todos estes testes. Como o período gestacional não foi 

relato por Hegaard et al. (2007), caso não seja semelhante ao do presente estudo, 

isso pode explicar a diferença entre os pontos de corte encontrados. 

Na pesquisa realizada por Etter, Duc e Perneger (2000), com amostras de 

saliva de indivíduos fumantes e não fumantes, o ponto de corte também foi inferior 

ao deste estudo, sendo valor de 7 ng/mL de saliva. Durante a gravidez há um 

aumento do volume de sangue (30 a 40%), do volume de distribuição e da taxa de 

metabolismo da nicotina. Essas são as prováveis razões pelas quais os pontos de 

corte para a cotinina na saliva, de acordo com o período gestacional, diferem 

daqueles estabelecidos para a população em geral. 
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7 CONCLUSÃO 

 

O método analítico desenvolvido e validado, empregando a extração líquido-

líquido e a GC-TSD, atendeu aos critérios exigidos pela resolução 27/2012 e à 

899/2003 da ANVISA, sendo possível detectar e quantificar os biomarcadores do 

cigarro, nicotina e cotinina, em amostras de saliva de gestantes. 

Ao comparar o autorrelato das gestantes, na primeira avaliação, com as 

concentrações de nicotina e cotinina nas amostras de saliva, foi possível observar 

uma diferença significativa nessas concentrações para ambos os analitos (p<0,001) 

entre os dois grupos, o de gestantes fumantes e o de não fumantes. As 

concentrações de cotinina em amostras de saliva correlacionaram positivamente 

com o número de cigarros consumidos diariamente pelas gestantes fumantes, na 

primeira avaliação (rho=0,486 e p<0,001).  

No teste de Wilcoxon não foram obtidas diferenças estaticamente 

significativas para as variáveis: número de cigarros diários (p=0,255), concentração 

de nicotina (p=0,949) e cotinina (p=0,665).  
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APÊNDICE A  

Tabela 21. Respostas dadas pelas 87 gestantes que relataram o uso de cigarro durante a gravidez e as concentrações para nicotina e cotinina. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(ANOS) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

1 - 1ªAV 17 semanas e 15 dias Fumante regular 14 20 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 8 

Muito 
elevado 

77,8 158 

1 - 2ªAV 38 semanas Fumante regular 14 20 - - - - - 24,3 1372,6 

2 - 1ªAV 14 semanas e  3 dias Fumante regular 10 5 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 50,6 

2 - 2ªAV 36 semanas e 6 dias Ex-fumante 10 0 - - - - - ND ND 

3 -  1ªAV 13 semanas e 1 dia Fumante regular 17 1 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio 60,2 313,2 

3 - 2ªAV 23 dias após o parto Fumante regular 17 5 - - - - - 42 226 

4- 1ªAV 21 semanas e 4 dias Fumante regular 7 20 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 6 Elevado 317,4 249,4 

4 - 2ªAV 36 semanas e 6 dias Fumante regular 7 2 - - - - - 64 127,8 

5 - 1ªAV 13 semanas e 6 dias Fumante regular 10 10 Diariamente Fechado Não 3 Baixo ND 151,3 

5 - 2ªAV 9 dias após o parto Fumante regular 10 12 - - - - - ND 91,2 

6 - 1ªAV 22 semanas e 4 dias Fumante regular 11 20 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 7 Elevado 59,2 221,8 

6 - 2ªAV 36 semanas Fumante regular 11 4 - - - - - ND 64,2 

7 - 1ªAV 24 semanas e 3 dias Fumante regular 18 20 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Não 7 Elevado ND 229,1 

7 - 2ªAV 43 dias após o parto Fumante regular 18 30 - - - - - 67,8 494 

8 - 1ªAV 18 semanas e 6 dias Fumante regular 16 6 Diariamente Fechado Não 2 Muito baixo 29 153,8 

8 - 2ªAV 37 semanas e 1 dia Fumante regular 16 5 - - - - - 48,6 226,8 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica; - : ausência de dados; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 21. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(Anos) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

9 - 1ªAV 19 semanas Fumante regular 20 8 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 4 Baixo ND 304 

9 - 2ªAV 26 dias após o parto Fumante regular 20 2 - - - - - ND 178,4 

10 - 1ªAV 19 semanas Fumante regular 16 6 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 1 Muito baixo ND 42,4 

10 - 2ªAV 38 semanas e 4 dias Ex-fumante 16 0 - - - - - ND 15,4 

11 - 1ªAV 11 semanas e 2 dias Fumante regular 4 20 Nunca Fechado Não 6 Elevado 43,2 80,8 

11 - 2ªAV 4 dias após o parto Fumante regular 4 3 - - - - - 34,2 98,4 

12 - 1ªAV 18 semanas e 3 dias Fumante regular 13 20 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Sim 6 Elevado 84,4 286,2 

12 - 2ªAV 37 semanas e 4 dias Fumante regular 13 10 - - - - - 30,4 110,8 

13 - 1ªAV 11 semanas e 1 dia Fumante regular 17 10 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 1 Muito baixo 177,2 263,8 

13 - 2ªAV 36 semanas Fumante regular 17 20 - - - - - ND 41,2 

14 - 1ªAV 9 semanas Fumante regular 13 9 Diariamente Fechado Não 3 Baixo ND 162 

14 - 2ªAV 38 semanas Fumante regular 13 5 - - - 
  

147 249,6 

15 - 1ªAV 9 semanas e 4 dias Fumante regular 8 2 Nunca Fechado Não 0 Muito baixo ND 67,6 

15 - 2ªAV 38 semanas Fumante regular 8 1 - - - - - ND 170 

16 - 1ªAV 8 semanas e 1 dia Fumante regular 11 7 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 43 

16 - 2ªAV 4 dias após o parto Ex-fumante 11 0 - - - - - ND 18,6 

17 - 1ªAV 19 semanas Fumante regular 5 4 Diariamente 
Aberto e 
fechado 

Não 4 Baixo ND 132,8 

17 - 2ªAV 48 dias após o parto Fumante regular 5 2 - - - - - ND 272,2 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica; - : ausência de dados; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 21. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(Anos) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

            

18 - 1ªAV 8 semanas e 6 dias Fumante regular 5 5 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 3 Baixo ND 127,2 

18 - 2ªAV 37 semanas e 4 dias Fumante regular 5 5 - - - - - ND 43,8 

19 - 1ªAV 10 semanas e 1 dia Fumante regular 25 1 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 0 Muito baixo ND 31,6 

19 - 2ªAV 36 semanas e 5 dias Ex-fumante 25 0 - - - - - ND ND 

20 - 1ªAV 8 semanas Fumante regular 7 10 Nunca Fechado Não 7 Elevado 55,8 257,4 

20 - 2ªAV 37 semanas e 3 dias Fumante regular 7 3 - - - - - ND 97,2 

21 - 1ªAV 22 semanas e 1 dia Fumante regular 19 10 Nunca Fechado Não 5 Médio ND 110 

21 - 2ªAV 30 dias após o parto Fumante regular 19 20 - - - - - 59,8 150,6 

22 - 1ªAV 10 semanas e 5 dias Fumante regular 17 4 Diariamente 
Aberto e 
fechado 

Não 4 Baixo ND 137,4 

22 - 2ªAV 39 semanas Fumante regular 17 20 - - - - - 33,4 241,4 

23 - 1ªAV 16 semanas e 3 dias Fumante regular 16 20 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 7 Elevado 57,4 86,5 

23 - 2ªAV 16 dias após o parto Fumante regular 16 20 
   

- - 1873,6 251,8 

24 - 1ªAV 22 semanas e 1 dia Fumante regular 10 10 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio 43,8 84,6 

24 - 2ªAV 37 semanas Fumante regular 10 4 - - - - - ND 59,8 

25 - 1ªAV 11 semanas e 2 dias Fumante regular 8 10 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 133,4 

25 - 2ªAV 37 semanas Fumante regular 8 5 - - - - - 150,6 131,4 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica; - : ausência de dados; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 21. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(Anos) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

26 - 1ªAV 12 semanas e 2 dias Fumante regular 10 7 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 7 Elevado ND 195,8 

26 - 2ªAV 12 dias após o parto Fumante regular 10 4 - - - - - 439,4 432 

27 - 1ªAV 19 semanas e 1 dia Fumante regular 8 7 Diariamente Fechado Não 5 Médio ND 142 

27 - 2ªAV 113 dias após o parto Fumante regular 8 15 - - - - - 37 411,2 

28 - 1ªAV 15 semanas Fumante regular 13 30 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 8 

Muito 
elevado 

ND 261,6 

28 - 2ªAV 38 semanas e 1 dia Fumante regular 13 20 - - - - - ND 200 

29 - 1ªAV 23 semanas e 5 dias Fumante regular 10 6 Nunca Fechado Não 6 Elevado ND 137,6 

29 - 2ªAV 38 semanas Fumante regular 10 10 - - - - - 386,2 265,6 

30 - 1ªAV 8 semanas e 2 dias Fumante regular 23 10 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 2 Muito baixo ND 322,6 

30 - 2ªAV 40 semanas Fumante regular 23 10 - - - - - 113,8 95,2 

31 - 1ªAV 20 semanas e 1 dia Fumante regular 6 meses 1 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 4 Elevado ND ND 

31 - 2ªAV 38 semanas e 2 dias Fumante regular 
10 

meses 
1 - - - - - ND ND 

32 - 1ªAV 15 semanas e 4 dias Fumante regular 11 4 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 3 Baixo ND 115,4 

32 - 2ªAV 39 semanas e 2 dias Fumante regular 11 4 - - - - - 41,4 197,4 

33 - 1ªAV 14 semanas Fumante regular 11 20 Diariamente 
Aberto e 
fechado 

Não 7 Elevado ND 92,6 

33 - 2ªAV 37 semanas Fumante regular 11 30 - - - - - ND 196,6 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica; - : ausência de dados; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 21. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(Anos) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

34 - 1ªAV 14 semanas Fumante regular 8 4 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 6 Elevado ND 163,4 

34 - 2ªAV 42 dias após o parto Fumante regular 8 6 - - - - - ND 152 

35 - 1ªAV 18 semanas Fumante regular 10 3 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Não 3 Baixo ND ND 

35 - 2ªAV 15 dias após o parto Fumante regular 10 2 - - - - - ND 61,2 

36 - 1ªAV 12 semanas e 6 dias Fumante regular 8 3 Nunca Fechado Não 6 Elevado ND 57,6 

36 - 2ªAV 36 semanas e 1 dia Fumante regular 8 2 - - - - - ND 31,2 

37 - 1ªAV 24 semanas e 6 dias Fumante regular 15 5 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio 112,6 280 

37 - 2ªAV 9 dias após o parto Fumante regular 15 5 - - - - - 60,4 171,8 

38 - 1ªAV 22 semanas Fumante regular 12 20 Nunca Fechado Não 5 Médio ND 104,4 

38 - 2ªAV 36 semanas Fumante regular 12 20 - - - - - ND 96 

39 - 1ªAV 17 semanas Fumante regular 13 20 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Não 7 Elevado ND 285,6 

39 - 2ªAV 37 semanas Fumante regular 13 20 - - - - - ND 164,4 

40 - 1ªAV 6 semanas e 7 dias Fumante regular 6 3 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 2 Muito baixo 56,6 77,8 

40 - 2ªAV 36 semanas Fumante regular 6 4 - - - - - ND 109 

41 - 1ªAV 17 semanas e 6 dias Fumante regular 4 15 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 128,8 

41 - 2ªAV 38 semanas Fumante regular 4 8 - - - - - ND 122,2 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica;  - : ausência de dados; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 21. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(Anos) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

42 - 1ªAV 23 semanas Fumante regular 5 5 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 28,6 

42 - 2ªAV 37 semanas e 5 dias Fumante regular 5 4 - - - - - ND ND 

43 - 1ªAV 25 semanas Fumante regular 7 10 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 6 Elevado 234,6 144,4 

43 - 2ªAV 36 semanas e 4 dias Fumante regular 7 20 - - - - - ND 111,4 

44 - 1ªAV 9 semanas e 6 dias Fumante regular 17 60 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 10 

Muito 
elevado 

383,8 267,6 

44 - 2ªAV 10 dias após o parto Fumante regular 17 4 - - - - - 63,8 198,8 

45 - 1ªAV 24 semanas Fumante regular 15 20 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio 250,6 442,4 

45 - 2ªAV 35 semanas e 6 dias Fumante regular 15 25 - - - - - ND 68,6 

46 - 1ªAV 13 semanas e 3 dias Fumante regular 15 10 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 6 Elevado 90 162 

47 - 1ªAV 9 semanas e 4 dias Fumante regular 14 2 Diariamente Fechado Sim 4 Baixo 40,2 430 

48 - 1ªAV 18 semanas e 4 dias Fumante regular 14 20 Diariamente Aberto Sim 8 
Muito 

elevado 
38,8 193,6 

49 - 1ªAV 4 semanas e 3 dias Fumante regular 14 3 Nunca Fechado Não 7 Elevado ND 202,8 

50 - 1ªAV 16 semanas e 6 dias Fumante regular 23 40 Nunca Fechado Sim 8 
Muito 

elevado 
30,2 302,6 

51 - 1ªAV 12 semanas e 5 dias Fumante regular 5 3 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 1 Muito baixo ND 38,6 

52 - 1ªAV 20 semanas e 1 dia Fumante regular 16 2 Diariamente Fechado Não 4 Baixo 15,2 18,2 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica;  - : ausência de dados; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 21. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(Anos) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

53 - 1ªAV 16 semanas e 7 dias Fumante regular 7 2 Diariamente Aberto Não 4 Baixo ND 150,4 

54 - 1ªAV 7 semanas e 2 dias Fumante regular 13 10 Diariamente Fechado Não 5 Médio 18,4 141,2 

55 - 1ªAV 9 semanas e 6 dias Fumante regular 10 6 Diariamente Fechado Nâo 6 Elevado ND 282,4 

56 - 1ªAV 9 semanas e 1 dia Fumante regular 22 20 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 6 Elevado ND 210 

57 - 1ªAV 19 semanas Fumante regular 9 7 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 3 Baixo 116,8 130,6 

58 - 1ªAV 6 semanas e 6 dias Fumante regular 5 10 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio 20,6 315 

59 - 1ªAV 11 semanas e 4 dias Fumante regular 5 3 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 3 Baixo ND 117,8 

60 - 1ªAV 8 semanas e 6 dias Fumante regular 13 12 Diariamente Aberto Sim 5 Médio ND 134 

61 - 1ªAV 23 semanas e 5 dias Fumante regular 7 10 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 6 Elevado ND 64 

62 - 1ªAV 15 semanas e 4 dias Fumante regular 16 20 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Não 3 Baixo ND 241,5 

63 - 1ªAV 21 semanas e 5 dias Fumante regular 16 20 Nunca Aberto 
Não 
sabe 

7 Elevado ND 151,2 

64 - 1ªAV 25 semanas e 4 dias Fumante regular 14 3 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 1 Muito baixo 19 98,4 

65 - 1ªAV 19 semanas e 6 dias Fumante regular 12 10 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 260 

66 - 1ªAV 24 semanas e 1 dia Fumante regular 7 4 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 6 Elevado 30,8 244,6 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica;  - : ausência de dados; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 

 

 



81 
 

 

Continuação Tabela 21. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(Anos) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

67 - 1ªAV 18 semanas e 5 dias Fumante regular 4 0,5 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 0 Muito baixo 77,6 ND 

68 - 1ªAV 9 semanas Fumante regular 10 1 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Não 0 Baixo 68,8 27,4 

69 - 1ªAV 17 semanas e 5 dias Fumante regular 13 6 Nunca Fechado Não 3 Baixo 60,4 165,4 

70 - 1ªAV 15 semanas e 5 dias Fumante regular 13 20 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 4 Baixo ND 285 

71 - 1ªAV 24 semanas e 1 dia Fumante regular 4 7 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 4 Baixo ND 26 

72 - 1ªAV 16 semanas Fumante regular 13 20 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 7 Elevado ND 158,4 

73 - 1ªAV 19 semanas Fumante regular 14 20 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 7 Elevado 39,8 204 

74 - 1ªAV 25 dias e 5 dias Fumante regular 12 3 Diariamente 
Aberto e 
fechado 

Não 0 Muito baixo ND 133,4 

75 - 1ªAV 8 semanas Fumante regular 10 3 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 264,6 

76 - 1ªAV 12 semanas e 6 dias Fumante regular 33 10 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 7 Elevado ND 802 

77 - 1ªAV 18 semanas e 5 dias Fumante regular 24 10 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 7 Elevado ND 93,4 

78 - 1ªAV 15 semanas e 2 dias Fumante regular 13 15 Diariamente Fechado Sim 4 Baixo ND 58 

79 - 1ªAV 16 semanas e 4 dias Fumante regular 11 4 Semanalmente 
Não 

trabalha 
NA 0 Muito baixo ND 38,8 

80 - 1ªAV 14 semanas e 5 dias Fumante regular 16 20 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 7 Elevado ND 256,2 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica;  - : ausência de dados; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 21. 

IDENTIFICAÇÃO FREQUÊNCIA DE USO DE CIGARRO EXPOSIÇÃO PASSIVA 

TESTE DE 
DEPENDÊNCIA À 

NICOTINA DE 
FAGERSTRÖM 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período 
gestacional 

Status 
tabágico 

Tempo 
Fumo 

cigarros 
(Anos) 

Cigarros 
(ao dia) 

Em casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Pontos 
Grau de 

dependência 

Concentração 
NIC 

(ng/mL) 

Concentração 
COT 

(ng/mL) 

81 - 1ªAV 13 semanas e 6 dias Fumante regular 15 6 Nunca 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 86 

82 - 1ªAV 12 semanas Fumante regular 18 1 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 1 Muito baixo ND 18,8 

83 - 1ªAV 16 semanas e 4 dias Fumante regular 14 7 Diariamente 
Não 

trabalha 
NA 5 Médio ND 84 

84 - 1ªAV 12 semanas e 6 dias 
Fumante de 

início recente 
- 

3 por 
semana 

Nunca 
Não 

trabalha 
NA - - ND ND 

85 - 1ªAV 10 semanas e 5 dias 
Fumante de 

início recente 
- - Nunca Fechado Não - - 218,4 45,4 

86 - 1ªAV 18 semanas 
Fumante de 

início recente 
- - Nunca 

Não 
trabalha 

NA - - ND ND 

87 - 1ªAV 23 semanas Fumante regular 3 10 Diariamente Fechado Sim 6 Elevado 64,2 244,2 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NA: não se aplica;  - : ausência de dados; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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APÊNDICE B  

Tabela 22. Respostas dadas pelas 172 gestantes que relataram o não uso de cigarro durante a gestação e as concentrações 

de nicotina e cotinina. 

IDENTIFICAÇÃO 
FREQUÊNCIA DE USO DE 

CIGARRO 
EXPOSIÇÃO PASSIVA ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período gestacional Status tabágico 
Cigarros 
(ao dia) 

Fumo na casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Concentração 
NIC (ng/mL) 

Concentração 
COT (ng/mL) 

1 - 1ªAV 5 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

2 - 1ªAV 9 semanas Ex-fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

3 - 1ªAV 19 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

4 - 1ªAV 9 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

5 - 1ªAV 11 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

6 - 1ªAV 18 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

7 - 1ªAV 20 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

8 - 1ªAV 18 semanas Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

9 - 1ªAV 14 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

10 - 1ªAV 14 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Diariamente Fechado Não ND ND 

11 - 1ªAV 8 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

12 - 1ªAV 14 semanas e 6 dias Ex-fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

13 - 1ªAV 24 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

14 - 1ªAV 20 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

15 - 1ªAV 14 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Aberto Não sabe ND ND 

16 - 1ªAV 11 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

17 - 1ªAV 25 semanas e 3 dias Ex-fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

18 - 1ªAV 13 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

19 - 1ªAV 12 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

20 - 1ªAV 15 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 22. 

IDENTIFICAÇÃO 
FREQUÊNCIA DE USO DE 

CIGARRO 
EXPOSIÇÃO PASSIVA ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período gestacional Status tabágico 
Cigarros 
(ao dia) 

Fumo na casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Concentração 
NIC (ng/mL) 

Concentração 
COT (ng/mL) 

21 - 1ªAV 11 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

22 - 1ªAV 17 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

23 - 1ªAV 8 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Semanalmente Fechado Sim ND ND 

24 - 1ªAV 23 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

25 - 1ªAV 19 semans e 1 dia Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

26 - 1ªAV 14 semanas e 1 dia Ex-fumante 0 Diariamente Fechado Não ND ND 

27 - 1ªAV 14 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

28 - 1ªAV 12 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

29 - 1ªAV 10 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Mensalmente Fechado Não ND 17,2 

30 - 1ªAV 7 semanas Nunca fumante 0 Diariamente Fechado Não ND ND 

31 - 1ªAV 13 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

32 - 1ªAV 17 semanas e 7 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

33 - 1ªAV 19 semanas e 6 dias Ex-fumante 0 Diariamente Fechado Não ND ND 

34 - 1ªAV 16 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

35 - 1ªAV 15 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

36 - 1ªAV 19 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

37 - 1ªAV 16 semanas Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

38 - 1ªAV 13 semanas e 6 dias Ex-fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

39 - 1ªAV 10 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

40 - 1ªAV 16 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

41 - 1ªAV 16 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

42 - 1ªAV 10 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

43 - 1ªAV 11 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 22. 

IDENTIFICAÇÃO 
FREQUÊNCIA DE USO DE 

CIGARRO 
EXPOSIÇÃO PASSIVA ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período gestacional Status tabágico 
Cigarros 
(ao dia) 

Fumo na casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Concentração 
NIC (ng/mL) 

Concentração 
COT (ng/mL) 

44 - 1ªAV 12 semanas e 3 dias Ex fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

45 - 1ªAV 20 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não 17,4 ND 

46 - 1ªAV 10 semanas Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

47 - 1ªAV 10 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

48 - 1ªAV 19 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

49 - 1ªAV 8 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

50 - 1ªAV 10 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

51 - 1ªAV 14 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

52 - 1ªAV 14 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Aberto 
Não 
sabe 

ND ND 

53 - 1ªAV 24 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

54 - 1ªAV 12 semanas Ex-fumante 0 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Sim ND ND 

55 - 1ªAV 11 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Aberto 
Não 
sabe 

ND ND 

56 - 1ªAV 12 semanas Ex-fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

57 - 1ªAV 21 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Mensalmente Fechado Não ND ND 

58 - 1ªAV 17 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Sim ND ND 

59 - 1ªAV 18 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

60 - 1ªAV 23 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Aberto Sim ND ND 

61 - 1ªAV 14 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

62 - 1ªAV 12 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

63 - 1ªAV 18 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

64 - 1ªAV 9 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 22. 

IDENTIFICAÇÃO 
FREQUÊNCIA DE USO DE 

CIGARRO 
EXPOSIÇÃO PASSIVA ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período gestacional Status tabágico 
Cigarros 
(ao dia) 

Fumo na casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Concentração 
NIC (ng/mL) 

Concentração 
COT (ng/mL) 

65 - 1ªAV 11 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

66 - 1ªAV 17 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

67 - 1ªAV 21 semanas e 5 dias Ex-fumante 0 Diariamente 
Aberto e 
fechado 

Não ND ND 

68 - 1ªAV 9 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Não ND ND 

69 - 1ªAV 6 semanas Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

70 - 1ªAV 13 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

71 - 1ªAV 17 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Sim 26,2 21 

72 - 1ªAV 10 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Diariamente Fechado Não ND ND 

73 - 1ªAV 9 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

74 - 1ªAV 11 semanas Nunca fumante 0 Mensalmente Fechado Não ND ND 

75 - 1ªAV 25 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

76 - 1ªAV 16 semanas e 1 dia Ex-fumante 0 Nunca Fechado Sim ND ND 

77 - 1ªAV 10 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

78 - 1ªAV 20 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

79 - 1ªAV 12 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

80 - 1ªAV 16 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Aberto 
Não 
sabe 

ND 17,2 

81 - 1ªAV 7 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

82 - 1ªAV 8 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

83 - 1ªAV 5 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Semanalmente Não trabalha NA ND 16,6 

84 - 1ªAV 9 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

85 - 1ªAV 15 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 22. 

IDENTIFICAÇÃO 
FREQUÊNCIA DE USO DE 

CIGARRO 
EXPOSIÇÃO PASSIVA ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período gestacional Status tabágico 
Cigarros 
(ao dia) 

Fumo na casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Concentração 
NIC (ng/mL) 

Concentração 
COT (ng/mL) 

86 - 1ªAV 19 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

87 - 1ªAV 13 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

88 - 1ªAV 12 semanas e 4 dias Ex-fumante 0 Nunca Fechado Sim ND ND 

89 - 1ªAV 16 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Sim ND ND 

90 - 1ªAV 20 semanas Ex-fumante 0 Diariamente Fechado Não ND ND 

91 - 1ªAV 13 semanas e 5 dias Ex-fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND 125,2 

92 - 1ªAV 13 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

93 - 1ªAV 15 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

94 - 1ªAV 22 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

95 - 1ªAV 11 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

96 - 1ªAV 20 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

97 - 1ªAV 15 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Sim ND ND 

98 - 1ªAV 24 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

99 - 1ªAV 13 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

100 - 1ªAV 13 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Diariamente Fechado Não ND ND 

101 - 1ªAV 12 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

102 - 1ªAV 8 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

103 - 1ªAV 16 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

104 - 1ªAV 16 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

105 - 1ªAV 12 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

106 - 1ªAV 15 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

107 - 1ªAV 11 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não 24 ND 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 22. 

IDENTIFICAÇÃO 
FREQUÊNCIA DE USO DE 

CIGARRO 
EXPOSIÇÃO PASSIVA ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período gestacional Status tabágico 
Cigarros 
(ao dia) 

Fumo na casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Concentração 
NIC (ng/mL) 

Concentração 
COT (ng/mL) 

108 - 1ªAV 10 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

109 - 1ªAV 21 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA 34 ND 

110 - 1ªAV 8 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

111 - 1ªAV 19 semanas Nunca fumante 0 Semanalmente Fechado Não ND ND 

112 - 1ªAV 10 semanas e 1 dia Ex-fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

113 - 1ªAV 15 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

114 - 1ªAV 8 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

115 - 1ªAV 17 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

116 - 1ªAV 9 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

117 - 1ªAV 13 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Não ND ND 

118 - 1ªAV 12 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

119 - 1ªAV 17 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

120 - 1ªAV 11 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

121 - 1ªAV 7 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Sim ND ND 

122 - 1ªAV 14 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

123 - 1ªAV 14 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

124 - 1ªAV 9 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

125 - 1ªAV 7 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

126 - 1ªAV 20 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Sim ND ND 

127 - 1ªAV 12 semanas Nunca fumante 0 Não sabe Aberto 
Não 
sabe 

ND ND 

128 - 1ªAV 8 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 22. 

IDENTIFICAÇÃO 
FREQUÊNCIA DE USO DE 

CIGARRO 
EXPOSIÇÃO PASSIVA ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período gestacional Status tabágico 
Cigarros 
(ao dia) 

Fumo na casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Concentração 
NIC (ng/mL) 

Concentração 
COT (ng/mL) 

129 - 1ªAV 8 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

130 - 1ªAV 18 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

131 - 1ªAV 12 semanas e 4 dias Ex-fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

132 - 1ªAV 13 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

133 - 1ªAV 20 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

134 - 1ªAV 11 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

135 - 1ªAV 15 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

136 - 1ªAV 20 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

137 - 1ªAV 9 semanas e 1 dia Ex-fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

138 - 1ªAV 15 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

139 - 1ªAV 8 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

140 - 1ªAV 19 semanas Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

141 - 1ªAV 22 semanas e 3 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

142 - 1ªAV 24 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

143 - 1ªAV 10 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Diariamente Fechado Não ND ND 

144 - 1ªAV 9 semanas e 6 dias Ex-fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

145 - 1ªAV 12 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

146 - 1ªAV 12 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

147 - 1ªAV 9 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

148 - 1ªAV 17 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

149 - 1ªAV 13 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Diariamente Fechado Sim ND ND 

150 - 1ªAV 14 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

151 - 1ªAV 9 semanas e 5 dias Ex-fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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Continuação Tabela 22. 

IDENTIFICAÇÃO 
FREQUÊNCIA DE USO DE 

CIGARRO 
EXPOSIÇÃO PASSIVA ANÁLISE LABORATORIAL 

Nº Amostra 
no laboratório 

Período gestacional Status tabágico 
Cigarros 
(ao dia) 

Fumo na casa 
Local de 
trabalho 

Fumo 
trabalho 

Concentração 
NIC (ng/mL) 

Concentração 
COT (ng/mL) 

152 - 1ªAV 6 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

153 - 1ªAV 12 semanas e 3 dias Ex-fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

154 - 1ªAV 7 semanas Ex-fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

155 - 1ªAV 20 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

156 - 1ªAV 13 semanas Ex-fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

157 - 1ªAV 20 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

158 - 1ªAV 14 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca 
Aberto e 
fechado 

Sim ND ND 

159 - 1ªAV 8 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

160 - 1ªAV 15 semanas Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

161 - 1ªAV 22 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

162 - 1ªAV 19 semanas e 2 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Sim ND ND 

163 - 1ªAV 14 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

164 - 1ªAV 17 semanas e 6 dias Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

165 - 1ªAV 12 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Mensalmente Aberto 
Não 
sabe 

ND ND 

166 - 1ªAV 13 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Diariamente Não trabalha NA ND ND 

167 - 1ªAV 8 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

168 - 1ªAV 17 semanas e 1 dia Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

169 - 1ªAV 6 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

170 - 1ªAV 19 semanas e 4 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

171 - 1ªAV 21 semanas Nunca fumante 0 Nunca Fechado Não ND ND 

172 - 1ªAV 11 semanas e 5 dias Nunca fumante 0 Nunca Não trabalha NA ND ND 

1ªAV: primeira avaliação; 2ªAV: segunda avaliação; NIC: nicotina; COT: cotinina; ND: não detectado. 
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ANEXO 3 
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ANEXO 4 
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Anexo 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Esquematização da extração líquido-líquido feita por Malafatti et al. 

(2010). 

 

 

 

 

 

 

 

500 mL urina 

1 mL NaOH 5M + lidocaína  (PI) 

5 mL clorofórmio 

Agitação mecânica – 15 minutos  

Centrifugação – 15 minutos, 840 g 

Transferência de 4,5 mL da fase orgânica para outro tubo de vidro 

Secagem sob fluxo de N2 a 40ºC 

Reconstituíção com 500 µL de isopropanol 

Injeção GC-NPD 
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Anexo 6 

 

Tabela 23. Teste de dependência à nicotina de Fagerström. 

Pergunta Resposta Pontuação 

1) Quanto tempo após 

acordar você fuma seu 

primeiro cigarro? 

(1) Dentro de 5 minutos 

(2) Entre 6-30 minutos 

(3) Entre 31-60 minutos 

(4) Após 60 minutos 

(5) Não fuma 

3 

2 

1 

0 

 

2) Você acha difícil não 

fumar em lugares 

proibidos, como igrejas, 

ônibus, etc.? 

(1) Sim 

(0) Não 

1 

0 

3) Qual cigarro do dia 

traz mais satisfação? 

(1) O primeiro pela manhã 

(2) Outros 

(3) Nenhum 

1 

0 

 

4) Quantos cigarros 

você fuma por dia? 

(1) Menos de 10 

(2) De 11 a 20 

(3) De 21 a 30 

(4) Mais de 31 

(5) Não fuma 

0 

1 

2 

3 

 

5) Você fuma mais 

frequentemente pela 

manhã? 

(1) Sim 

(0) Não 

1 

0 

6) Você fuma mesmo 

doente? 

(1) Sim 

(0) Não 

1 

0 

Fonte: Pietrobon, Barbisan, Manfroi, 2007. 

Conclusão sobre o grau de dependência: 

0-2 pontos= muito baixo; 3-4 pontos= baixo; 5 pontos= médio; 6-7 pontos= elevado; 8-

10 pontos= muito elevado.  

 


