
PAULO ROBERTO XAVIER TOMAZ 

 

 

 

 

 

 

 

Avaliações farmacogenética e da relação de metabólitos da nicotina em 

pacientes tratados com fármacos antitabagismo 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo para obtenção do título de 

Doutor em Ciências 

 

 

Programa de Ciências Médicas  

Área de concentração: Distúrbios Genéticos de 

Desenvolvimento e Metabolismo 

 

Orientador: Prof. Dr. Paulo Caleb Júnior de Lima 

Santos 

 

 

(Versão corrigida. Resolução CoPGr 6018/11, de 13 de outubro de 2011. A versão 

original está disponível na Biblioteca da FMUSP) 

 

 

 

São Paulo 

2022



 

PAULO ROBERTO XAVIER TOMAZ 

 

 

 

 

 

 

 

Avaliações farmacogenética e da relação de metabólitos da nicotina em 

pacientes tratados com fármacos antitabagismo 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo para obtenção do título de 

Doutor em Ciências 

 

 

Programa de Ciências Médicas  

Área de concentração: Distúrbios Genéticos de 

Desenvolvimento e Metabolismo 

 

Orientador: Prof. Dr. Paulo Caleb Júnior de Lima 

Santos 

 

 

(Versão corrigida. Resolução CoPGr 6018/11, de 13 de outubro de 2011. A versão 

original está disponível na Biblioteca da FMUSP) 

 

 

 

São Paulo 

2022  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Nome: TOMAZ, Paulo Roberto Xavier 

Título: Avaliações farmacogenética e da relação de metabólitos da nicotina em 

pacientes tratados com fármacos antitabagismo 

 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo para 

obtenção do título de Doutor em Ciências 

 

 

Aprovado em: 

 

Banca Examinadora 

Prof. Dr.  

Instituição:  

Julgamento:  

 

 

Prof. Dr.  

Instituição:  

Julgamento:  

 

 

Prof. Dr.  

Instituição:  

Julgamento:  

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esse trabalho primeiramente a Deus e a Nossa 

Senhora, por sempre guiarem e iluminarem os meus passos. 

 

Aos meus pais Marilucia e Roberto, meu irmão Vinícius e a 

minha avó Maria Luiza, por sempre me apoiarem e 

incentivarem, por estarem comigo em todos os momentos. 

Amo vocês! 

 

 

  



AGRADECIMENTOS 

 

Ao meu orientador, Dr. Paulo Caleb; 

Paulo, obrigado por ter sido o melhor orientador, mestre e amigo durante toda a minha 

jornada de iniciação científica, mestrado e doutorado. Serei eternamente grato por 

toda a parceria e aprendizado durante todos esses anos. 

 

À minha grande amiga doutora, Juliana Rocha; 

Ju, a sua amizade e parceria sem dúvida alguma, foram um dos melhores presentes 

que já recebi, obrigado por todos os momentos, conquistas, conhecimentos e 

momentos divertidos que já vivenciamos. Você é incrível! 

 

Aos Doutores Alexandre Pereira, Jaqueline Scholz, Patrícia Gaya, Tânia Ogawa e 

Regina; 

Obrigado pelas dicas, instruções e sugestões. Vocês foram fundamentais para a 

realização deste trabalho. Jaque, Paty, Tânia e Regina, parabéns e obrigado pelo 

trabalho de vocês no ambulatório, não teríamos conseguido sem uma equipe tão 

comprometida e parceira como vocês! 

 

Aos meus amigos do Laboratório de Genética e Cardiologia Molecular e do 

Laboratório de Farmacologia Clínica e Pesquisa Translacional da Unifesp: Leiliane, 

Emanuelle, Thuane, Aline Morgan, Mariana, Fábio, Bruna, Gabriela Venturini, Pamela, 

Tamiris, Kalliandra, Michelle Sabrina, Lígia, Gabriele Darezzo, Théo, Maurício, 

Isabela, Mariliza, Renata Carmona, Ana Piesco, Ednalva, Andréia e Márcio; 

Muito obrigado pela parceria, trocas, conhecimento e momentos juntos! 

 

Aos doutores Eduardo Costa de Figueiredo, Henrique Dipe Faria e Isarita Martins do 

LATF (Unifal, MG); 

Muito obrigado pela colaboração neste trabalho, pelo conhecimento, sugestões e 

melhorias aplicadas. 

 

Ao Prof. Dr. José Eduardo Krieger e ao LGCM (FMUSP) 

Obrigado por disponibilizar os materiais, reagentes, equipamentos e toda a 

infraestrutura necessária para a realização deste projeto. 



 

 

Aos membros titulares e suplentes da banca examinadora 

Muito obrigado pelo comprometimento, sugestões e melhorias. 

 

A Deus 

Senhor, que rege a minha vida e de toda minha família, obrigado. Eu acredito no 

Senhor, eu tenho fé, e por esse motivo estou aqui, concluindo mais uma etapa da 

minha vida, graças ao Senhor, meu Deus! Amém! 

 

À minha família  

Pai, mãe, vó e irmão. Vocês são tudo para mim, são a minha base, a minha felicidade, 

a minha vida. Obrigado por estarem sempre comigo, por me formarem, por me 

apoiarem e por me incentivarem sempre. Se hoje estou aqui, se sou um profissional, 

uma pessoa de bem, sou só o resultado de tudo o que me ensinaram. Vocês são os 

melhores! Amo cada um, infinitamente! 

 

À CAPES, à FAPESP e ao CNPQ  

Agradeço o apoio financeiro para a execução desse trabalho. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"O correr da vida embrulha tudo.  

A vida é assim: esquenta e esfria, aperta 

e daí afrouxa, sossega e depois 

desinquieta. 

O que ela quer da gente é CORAGEM." 

Guimarães Rosa 

 

 

  



 

RESUMO 

 
Tomaz PRX. Avaliações farmacogenética e da relação de metabólitos da nicotina em 
pacientes tratados com fármacos antitabagismo [tese]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 

 

O tabagismo ainda é um problema de saúde pública global e representa a maior causa 
de mortes evitáveis. Apenas cerca de um terço dos pacientes tem sucesso no 
tratamento farmacológico antitabágico e por esse motivo avanços são cada vez mais 
necessários para tornar esse tratamento mais efetivo. Recentes estudos 
demonstraram que o uso de estratégias que permitem o tratamento mais 
individualizado, tais como a identificação de polimorfismos genéticos e a quantificação 
da relação de metabólitos da nicotina (RMN), podem ser capazes de aumentar a taxa 
de sucesso desses pacientes. Nesse contexto, o presente estudo tem os objetivos de 
avaliar a possível associação dos polimorfismos rs1801272, rs2839943 (CYP2A6) e 
rs8109525 (CYP2B6) com a taxa de sucesso no tratamento antitabágico com 
vareniclina; quantificar a RMN de pacientes que irão iniciar o tratamento farmacológico 
antitabágico e identificar possíveis associações com o desfecho do tratamento e com 
características gerais dos pacientes. Para a avalição farmacogenética, foram incluídos 
167 pacientes que concluíram o tratamento com vareniclina, com ou sem sucesso, 
provenientes do Programa de Assistência ao Fumante (PAF) do Instituto do Coração 
do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, 
Brasil. Os polimorfismos foram genotipados com a tecnologia de PCR em tempo real 
utilizando a plataforma TaqMan®. Para a avaliação da RMN, foram incluídos 185 
pacientes provenientes do PAF, que ainda iriam iniciar o tratamento farmacológico. 
Tais pacientes foram acompanhados de forma prospectiva para a avaliação do 
desfecho do tratamento. A razão trans-3'-hidroxicotinina/cotinina (3HC/CO) foi obtida 
a partir da dosagem de ambos os metabólitos, em amostras de soro, através da 
técnica de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS). 
Dos pacientes incluídos para a análise farmacogenética, identificamos que aqueles 
com genótipos AG ou GG, para o rs8109525, foram associados com maior OR para o 
sucesso no tratamento antitabágico com vareniclina, quando comparado ao grupo 
com genótipo AA (OR = 2,01; IC 95% = 1,01 - 4,00; p = 0,047). Dos pacientes incluídos 
na avaliação da RMN, 29,7% foram considerados metabolizadores lentos e 70,3% 
normais/rápidos. As médias de metabólitos foram associadas ao número de cigarros 
fumados por dia (p < 0,001 para cotinina e 0,023 para hidroxicotinina). No entanto, 
não foram encontradas associações significativas entre a RNM e o desfecho do 
tratamento ou características gerais dos pacientes. Destacamos que este estudo pode 
contribuir para a indicação de estratégias que possam fazer parte da customização de 
tratamentos e, consequentemente, melhorar as taxas de sucesso no processo de 
cessação do tabagismo. 
 
Palavras-chave: Vareniclina. Bupropiona. Farmacogenética. Abandonar o hábito de 
fumar. Polimorfismo genético. Citocromo P-450 CYP2B6. Citocromo P-450 CYP2A6. 
Nicotina. Cotinina. 

  



ABSTRACT 

 
Tomaz PRX. Evaluations of the pharmacogenetics and relation of nicotine metabolites 
in patients treated with smoking cessation drugs [thesis]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 

 

Tobacco use is still a global public health problem and represents the biggest cause 
of preventable deaths. Only about a third of patients are successful in anti-smoking 
pharmacological treatment and for this reason, advances are increasingly necessary 
to make this treatment more assertive. Recent studies have shown that the use of 
strategies that allow more individualized treatment, such as the identification of genetic 
polymorphisms and the quantification of the nicotine metabolite ratio (NMR), may be 
able to increase the success rate of these patients. In this context, the present study 
aims to evaluate the possible association of polymorphisms rs1801272, rs2839943 
(CYP2A6) and rs8109525 (CYP2B6) with the success rate in anti-smoking treatment 
with varenicline; to quantify the NMR of patients who will start anti-smoking 
pharmacological treatment and to identify possible associations with the treatment 
outcome and with general characteristics of the patients. For the pharmacogenetics 
analyses, 167 patients who successfully or unsuccessfully completed vareniclin 
treatment from the Smoker Assistance Program (SAP) of the Instituto do Coração from 
Hospital das Clínicas/University of São Paulo, Brazil, were included. Polymorphisms 
were genotyped with real-time PCR technology using the TaqMan® platform. For the 
NMR analyses, 185 patients from the SAP who had not yet started treatment were 
included. These patients were prospectively followed up for treatment outcome 
assessment. The trans-3'-hydroxycotinine/cotinine ratio (3HC/CO) was obtained from 
the dosage of both metabolites, in serum samples, using liquid-chromatography 
tandem mass-spectrometry (LC-MS/MS) instrumentation. From patients enrolled for 
pharmacogenetics analyses, we identified that those with AG or GG genotypes, for 
rs8109525, were associated with a higher OR for success in anti-smoking treatment 
with varenicline, when compared to the AA genotype group (OR = 2.01; CI 95 % = 1.01 
- 4.00; p = 0.047). From patients enrolled in the NMR assessment, 70.3% were 
classified as normal or fast metabolizers and 29.7% as slow metabolizers. The 
metabolite averages were associated with the number of cigarettes smoked per day (p 
< 0.001 for cotinine and 0.023 hydroxycotinine). However, we were unable to analyze 
the association of the NMR with general and clinical characteristics of patients under 
anti-smoking treatment. We emphasize that this study can contribute to the indication 
of strategies that can be part of the customization of treatments and, consequently, 
improve the success rate in the smoking cessation process. 
 
Keywords: Varenicline. Bupropion. Pharmacogenetics. Smoking cessation.  
Polymorphism, genetic. Cytochrome P-450 CYP2B6. Cytochrome P-450 CYP2A6. 
Nicotine. Cotinine. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Dados gerais e epidemiológicos do tabagismo 

O tabagismo é um grave problema de saúde pública, contribuindo 

significativamente para o risco de morte por câncer, doenças cardiovasculares, 

doenças pulmonares e acidente vascular encefálico. É atualmente considerado uma 

epidemia, matando mais de 8 milhões de pessoas por ano, em todo mundo. Dessas 

mortes, aproximadamente 7 milhões são decorrentes do uso direto e 1,2 milhões 

estão relacionadas ao uso passivo1. 

Aproximadamente 80% dos usuários de tabaco vivem em países de baixa e 

média renda, onde a carga de doenças e mortes relacionadas ao tabaco é ainda 

maior. Nesse contexto, o tabagismo contribui para a pobreza pois desvia recursos das 

famílias destinados às necessidades básicas para o tabaco2. 

Os custos econômicos do tabagismo envolvem não só as doenças causadas 

pelo uso do tabaco, como também a perda de capital humano resultante da 

morbimortalidade relacionada ao fumo. Dados do Centers for Disease Control and 

Prevention, (CDC) dos Estados Unidos, estimam um gasto de 225 bilhões de dólares 

por ano para o tratamento de doenças relacionadas ao cigarro3. 

As agências de saúde pública visam reduzir o consumo de tabaco; no entanto, 

a recaída ainda é comum durante os programas de tratamento antitabagismo. Estudos 

estimam que apenas cerca de um terço dos pacientes submetidos ao tratamento 

farmacológico antitabágico obtêm sucesso4. Em 2003, a Organização Mundial de 

Saúde (OMS) estabeleceu o primeiro tratado internacional para o controle do tabaco 

- Framework Convention on Tobacco Control (FCTC) - que está em vigor desde 2005 

e atualmente conta com 146 países. Como medidas pactuadas nesse tratado estão o 

monitoramento do uso do tabaco; instituição de políticas de prevenção; oferta de ajuda 

e tratamento para cessação tabágica; aplicação de proibições à publicidade, 

promoção e patrocínio do tabaco; aumento de impostos sobre o tabaco, entre outras5. 

Ainda que a prevalência de fumantes em nível global tenha sido reduzida, 

dados de 187 países mostraram que o número de fumantes diários aumentou 

significativamente de 721 milhões, em 1980, para 967 milhões, em 20126. O Brasil 

segue a mesma tendência mundial, segundo dados da Pesquisa Nacional sobre 

Saúde e Nutrição realizada em 1989, 34,8% da população brasileira acima de 18 anos 



19 
 

era fumante7. Os dados mais recentes oriundos da Pesquisa Nacional de Saúde, 

realizada em 2019, indicam um percentual de 12,6 %8. 

 

1.2 Propriedades farmacodinâmicas e farmacocinéticas da nicotina 

Derivada da planta do tabaco Nicotiana tabacum, a nicotina é um alcaloide que 

contém alta concentração de nicotina em suas folhas9. A nicotina é absorvida através 

dos alvéolos pulmonares, chegando rapidamente à circulação arterial, sendo 

distribuída pelos tecidos até atingir o sistema nervoso central (SNC), entre 10 a 19 

segundos10,11. No plasma e no SNC, os níveis de nicotina declinam rapidamente como 

resultado da distribuição para os tecidos periféricos12. Embora a toxicidade do fumo 

esteja relacionada a outros componentes do cigarro, a nicotina é a responsável pelo 

desenvolvimento da dependência13,14. O uso continuado da nicotina envolve a 

melhora do humor, redução da abstinência e melhora do desempenho físico15. 

Sobre os aspectos farmacodinâmicos, diversos neurotransmissores medeiam 

os efeitos psicoativos da nicotina; contudo, as vias dopaminérgicas são as mais 

estudadas16. Nessas vias, a nicotina estimula os receptores neuronais nicotínicos 

(nAChR), os quais promovem o aumento da liberação de dopamina mesolímbica17. 

Sobre sua farmacocinética, a nicotina é metabolizada principalmente pelo 

citocromo p450 (CYP) 2A6, e em menor parte pelas enzimas CYP2B6, CYP2D6 e 

CYP2E118,19. Vale ressaltar que a nomenclatura CYP2A6, designa o gene 6, da 

subfamília A, família 2. Contendo um grupamento heme, as enzimas do citocromo 

P450 são mono-oxigenases incorporadas principalmente à bicamada lipídica do 

retículo endoplasmático dos hepatócitos, participando do metabolismo de diversas 

drogas, esteroides e carcinógenos20. 

Através do metabolismo mediado pela CYP2A6, a cotinina é o metabólito 

primário da nicotina, que ainda é metabolizada em 3'-hidroxicotinina (3HC). Este 

trajeto representa 70-80% do metabolismo da nicotina, onde os metabolitos da 

cotinina representam a maioria dos metabolitos urinários18. A meia-vida da cotinina é 

de aproximadamente 13 a 19 horas, o que é muito maior do que a meia-vida da 

nicotina (1-2 horas) ou da 3HC (aproximadamente 5 horas)18,21. Pelo fato de a cotinina 

ter uma meia-vida longa, as suas concentrações no sangue e na urina de fumantes 

são relativamente estáveis ao longo do dia; no entanto, ainda são um pouco 

dependentes do tempo desde o último cigarro18,22. Dessa forma, as concentrações de 

https://www.ibge.gov.br/estatisticas/sociais/saude/9160-pesquisa-nacional-de-saude.html?=&t=resultados
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3HC dependem do metabolismo da cotinina que é mediado pela CYP2A622, e 

portanto, a proporção de 3HC para a cotinina é uma medida estável da atividade de 

CYP2A6 que não depende do momento da última ingestão de nicotina. 

 

1.3 Fármacos antitabagismo 

Considerando o quadro de alta prevalência do tabagismo, a forte possibilidade 

de dependência à nicotina e, principalmente, aos desfechos clínicos desfavoráveis 

associados ao uso do tabaco, indivíduos fumantes muitas vezes procuram auxílio para 

parar de fumar. Nesse contexto, estudos demostraram que os tratamentos 

farmacológicos para cessação do fumo são muito mais eficazes do que os tratamentos 

não farmacológicos23–25. 

Os tratamentos farmacológicos de primeira linha aprovados no Brasil incluem: 

a vareniclina (um agonista parcial dos nAChR α4β2), a bupropiona (um inibidor da 

recaptação da norepinefrina, dopamina e antagonista nicotínico), e a terapia de 

reposição de nicotina (TRN)23,26. A vareniclina é o fármaco mais eficaz para a 

dependência do tabaco e cessação do tabagismo quando comparada a outros 

medicamentos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration)23,27,28. 

 

1.3.1 Vareniclina 

A vareniclina é um fármaco desenvolvido especificamente para o tratamento do 

tabagismo, uma vez que age diretamente nos nAChR. Sua ação está principalmente 

relacionada ao agonismo parcial dos nAChR compostos pelas subunidades α4β229, 

que são importantes alvos da nicotina relacionados com os efeitos de recompensa, 

tolerância e sensibilização29–31. No entanto, a vareniclina também atua em outros 

nAChR; tais como o nAChR (α3β4), fracamente nos nAChR (α3β2) e em receptores 

contendo a subunidade α6. Ainda exerce atividade agonista total nos receptores α732. 

Evidências demonstram que náuseas e vômitos são os eventos adversos mais 

comuns no uso da vareniclina e sua ocorrência é relacionada com a dose utilizada, 

sendo inclusive um dos fatores reportados para justificar o abandono do tratamento33. 

A meia-vida da vareniclina é, em média, 24 horas, independente da dose 

administrada, sendo excretada em sua maior parte na forma inalterada (cerca de 
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90%)34. O clearence estimado da vareniclina é de 88 a 155 mL/min após a 

administração de uma única dose, e 92 a 143 mL/min após doses repetidas35,36. 

 

1.3.2 Bupropiona 

Inicialmente desenvolvido como um fármaco antidepressivo, observou-se 

durante a prática clínica o seu potencial em diminuir o desejo de fumar. A bupropiona 

atua como um inibidor relativamente seletivo da recaptação de norepinefrina e 

dopamina, com pequeno efeito na recaptação de serotonina. Por último, a bupropiona 

também atua como um antagonista não competitivo de diversos nAChR37. 

Ainda é desconhecido o mecanismo pelo qual a bupropiona aumenta a 

capacidade dos pacientes em abster-se do ato de fumar. De acordo com diversas 

revisões, sugere-se que o mecanismo seja mediado pelas vias noradrenérgicas e/ou 

dopaminérgicas, minimizando os sintomas da abstinência nicotínica38. Os eventos 

adversos relacionados à bupropiona, quando utilizada para cessação do tabagismo, 

são em sua maioria: insônia (30-40% dos pacientes) e boca seca (10% dos 

pacientes)39. 

 

1.4 Genética e tabagismo 

Ensaios com gêmeos e estudos de associação ampla do genoma demostraram 

que os genes têm um papel importante em diferentes fenótipos relacionados ao 

tabagismo40–44. Estudos recentes demostraram que a persistência do tabagismo e, 

consequentemente, a dificuldade de cessação do fumo têm uma grande influência de 

fatores genéticos, com uma herdabilidade de aproximadamente 50%45,46.  

Abordagens em genética, genômica e farmacogenômica se tornam cada vez 

mais importantes e apresentam um grande potencial para aumentar a compreensão 

das diferenças individuais na vulnerabilidade, no prognóstico das doenças, e nas 

respostas aos diferentes tratamentos. Estudos de associação genética podem ajudar 

a mover o campo da medicina no entendimento dos fatores genéticos envolvidos no 

processo de dependência à nicotina (DN) e no processo de cessação tabágica 

promovendo estratégias preventivas e terapêuticas individualizadas9,47. 

A farmacogenética é um campo da farmacologia que identifica o efeito da 

variação genética sobre o metabolismo, a eficácia e a toxicidade de fármacos sobre 



22 
 

os indivíduos. O objetivo da medicina personalizada com a farmacogenética consiste 

na combinação da informação genética com outros fatores individuais para adequar 

as estratégias preventivas e terapêuticas, a fim de melhorar a eficácia e identificar 

efeitos adversos em menor frequência47. 

Os principais genes relacionados ao tabagismo estão diretamente ligados a 

dois importantes grupos de vias diferentes. O primeiro se alia na identificação dos 

alelos que interferem na neurobiologia dos transmissores como dopamina, serotonina 

e noradrenalina; e o segundo na identificação de genes que podem influenciar a 

resposta à nicotina, interferindo nos receptores ou no metabolismo da nicotina48. 

Sobre esse último aspecto, sabe-se que indivíduos que metabolizam mais 

lentamente a nicotina são menos propensos a iniciar o hábito de fumar, pois tendem 

a experimentar efeitos adversos mais prolongados e mais intensos ao iniciarem o uso 

do tabaco. Seguinte à fase de iniciação do fumo, quando se tornam fumantes 

regulares, esse grupo de indivíduos geralmente fuma menos, pois mantém o nível 

sérico de nicotina alto por mais tempo. De acordo com esses parâmetros de 

metabolização, o polimorfismo no gene CYP2A6, que faz a regulação hepática da 

enzima transformadora de nicotina em cotinina, tem sido amplamente estudado48. 

Para o gene CYP2A6, estudos recentes têm encontrado polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs – do inglês Single Nucleotide Polimorphisms) que se 

mostraram relevantes frente ao tratamento antitabágico, possibilitando nortear novos 

estudos na área da farmacogenética. As variantes CYP2A6*2 (1799 T > A) rs1801272 

e CYP2A6*9 (- 48 T > G) rs28399433, por exemplo, foram apontados como 

importantes na metabolização de nicotina, podendo influenciar nas recaídas quando 

em uso de vareniclina e terapia de reposição de nicotina49. Para o gene CYP2B6, o 

alelo G de rs8109525 presente na região não codificadora foi associado a uma maior 

probabilidade de abstinência contínua no período de 9 a 12 semanas com fármacos 

antitabagismo50. 

 

1.5 Relação de metabólitos da nicotina (RMN)  

Nicotine Metabolite Ratio (NMR) ou Relação de Metabólito da Nicotina (RMN) 

é um biomarcador validado do metabolismo da nicotina; e é calculado por meio da 

relação 3HC/CO. Estudos indicam que maiores taxas são associadas a maior 

metabolização da nicotina (≥ 0,31), maior tempo de abstinência com medicamentos 
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não nicotínicos, enquanto que, menores taxas indicam uma menor metabolização da 

nicotina (< 0,31), possibilitando maior tempo de abstinência no tratamento 

antitabagismo com repositores nicotínicos18,45,51. A RMN pode ser medida de forma 

confiável em saliva, plasma ou soro, tem variação mínima diurna e não depende do 

tempo em que o ultimo cigarro foi fumado para aqueles indivíduos que fumam mais 

do que 5 cigarros por dia18,52. 

 

1.5.1 RMN e associação com desfecho de tratamento  

Lerman et al53 observaram a associação entre a taxa de metabolismo da 

nicotina com a resposta ao tratamento farmacológico para a cessação do tabagismo, 

em um ensaio com adesivo de nicotina comparado ao spray nasal de nicotina, em 480 

fumantes. Para os indivíduos que utilizaram adesivo, houve uma redução de quase 

30% nas taxas de desistência do tratamento a cada aumento no quartil de RMN. No 

entanto, não houve associação entre RMN e sucesso no tratamento para os 

participantes que receberam spray nasal de nicotina. Os autores atribuíram esse 

achado à titulação de autoadministração de spray nasal com base na taxa de 

metabolismo da nicotina; uma vez que os metabolizadores lentos usaram spray nasal 

menos frequentemente do que os metabolizadores normais neste estudo. 

Schnoll et al51 analisaram os dados de RMN em um estudo clínico envolvendo 

568 fumantes tratados com o adesivo de nicotina. Os autores identificaram taxas de 

abandono significativamente maiores no final do tratamento para os participantes no 

primeiro quartil de RMN (os metabolizadores mais lentos) em comparação com todos 

os outros quartis.  

Em um estudo realizado por Ho et al54, com fumantes leves - isto é, aqueles 

que consumiam menos que 10 cigarros por dia (CPD) - afro-americanos, também 

foram observados resultados semelhantes. Os participantes foram aleatoriamente 

designados para receber nicotina ou goma de placebo e aconselhamento. Ao final do 

tratamento, houve uma tendência para um maior sucesso de abandono entre os 

metabolizadores mais lentos em comparação com metabolizadores normais ou 

rápidos. No entanto, essas diferenças foram observadas tanto no grupo placebo 

quanto no grupo de goma de nicotina, sugerindo que a RMN não previu a eficácia da 

goma de nicotina comparada ao placebo neste estudo. 
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Em outro estudo realizado por Lerman et al55, observou-se que o tratamento 

com adesivo de nicotina (seis meses de tratamento comparado com terapia padrão 

de oito semanas), melhorou as taxas de abandono entre os metabolizadores lentos, 

mas não entre metabolizadores normais. 

De acordo com os dados apresentados, espera-se que o adesivo de nicotina 

em uma dose mais elevada seja mais eficaz quando comparado à dose padrão em 

metabolizadores normais. No entanto, dados de outro ensaio clínico não suportam a 

hipótese de que uma maior dose de adesivo de nicotina seria mais eficaz em 

metabolizadores rápidos56. 

Quanto ao tratamento de metabolizadores normais, uma estratégia alternativa 

seria o uso de medicamentos não nicotínicos. Em um ensaio clínico envolvendo 

fumantes, os indivíduos foram randomizados e receberam bupropiona ou placebo, 

durante 10 semanas de tratamento. Ao final do tratamento, aqueles indivíduos que 

receberam placebo apresentaram taxas de abandono mais baixas no final do 

tratamento em comparação com metabolizadores mais lentos. Os desfechos dos 

metabolizadores mais lentos (aqueles no primeiro quartil) foram aproximadamente os 

mesmos (~ 32%) em ambos os grupos de tratamento. No entanto, os metabolizadores 

mais rápidos (aqueles no quarto quartil) se beneficiaram significativamente mais do 

tratamento com bupropiona: as taxas de abandono do tratamento com bupropiona 

foram de aproximadamente 34%, em comparação com 10% entre metabolizadores 

rápidos que receberam placebo57. 

As terapias não nicotínicas podem ser tratamentos alternativos eficazes para 

os metabolizadores normais e rápidos que não respondem bem com repositores de 

nicotina. De acordo com os resultados apresentados dos estudos, sugere-se que o 

tratamento antitabágico de metabolizadores normais seja realizado com 

medicamentos não nicotínicos (vareniclina e/ou bupropiona) e de metabolizadores 

lentos seja realizado com repositores nicotínicos. Sendo assim, a RMN se torna um 

biomarcador útil para o tratamento personalizado da cessação do tabagismo. 

 

1.5.2 RMN e associação com características gerais 

Lerman et al58 verificaram que metabolizadores lentos se caracterizam por 

serem indivíduos jovens (p = 0,02), brancos (p < 0,0001), homens (p = 0,001) e que 

fumam poucos cigarros por dia (p < 0,001), quando comparado com metabolizadores 
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normais. As diferenças de sexo nos grupos de RMN são esperadas devido aos efeitos 

do estrogênio na taxa de metabolismo da nicotina. Já a diferença étnica, é esperada 

devido a diferenças na frequência de alelos CYP2A6 reduzidos/inativos. 

Chenoweth et al 59 observaram que a média de RMN foi maior em brancos 

quando comparado a afro-americanos [0,41 (0,20) versus 0,33 (0,21); p < 0,001] e em 

mulheres quando comparado aos homens [0,41 (0,22) versus. 0,37 (0,20); p < 0,001]. 

Schnoll et al 60 associaram raça e gênero com RMN e demonstraram que as 

mulheres apresentaram RMN média mais alta do que os homens (p <0,001) e os 

caucasianos apresentaram RMN média mais alta do que os afro-americanos (p < 

0,001). As mulheres eram mais propensas a serem metabolizadores normais da 

nicotina do que os homens (76% versus 67%; p = 0,004) e os caucasianos eram mais 

propensos a serem metabolizadores normais da nicotina do que os afro-americanos 

(81% versus 54%; p <. 001). A relação entre sexo e dependência de nicotina não foi 

consistente. O sexo não foi associado à dependência de nicotina medida pelo FTND. 
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2 JUSTIFICATIVA 

De acordo com a revisão da literatura, a investigação de polimorfismos que se 

mostram relevantes no processo de tratamento do tabagismo, juntamente com a 

relação de metabólitos da nicotina podem ser de extrema importância, possibilitando 

um tratamento individualizado e mais efetivo para a cessação do fumo na população 

brasileira. 
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3 OBJETIVOS 

Avaliar a possível associação dos polimorfismos rs1801272, rs2839943 

(CYP2A6) e rs8109525 (CYP2B6) com a taxa de sucesso no tratamento antitabágico 

com vareniclina. 

Quantificar a RMN e identificar possíveis associações com o desfecho do 

tratamento e com características gerais dos pacientes. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1  Estudo farmacogenético 

4.1.1 Casuística 

Estudo de coorte retrospectivo para a avaliação farmacogenética (n=167 

indivíduos) e aprovado na submissão de processo do Comitê de ética Institucional 

(SDC: 3579/10/168) do Programa de Assistência ao Fumante (PAF) do Instituto do 

Coração (InCor) do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo (HC/FMUSP) que já haviam concluído o tratamento antitabágico com 

vareniclina, com ou sem sucesso. Os dados dos pacientes que obtiveram desfecho 

no tratamento antitabágico foram observados no banco de dados do PAF.  O desenho 

do estudo foi baseado no PAF, que consistia de consulta médica inicial, e uma média 

de 4 consultas médicas de seguimento que eram distribuídas ao longo de 12 semanas. 

Para os pacientes que não compareceram nas consultas médicas programadas, o 

seguimento foi realizado através de ligações telefônicas. Foram coletados, em todas 

as consultas médicas, os dados clínicos dos pacientes e a concentração de monóxido 

de carbono exalado. Dados demográficos, socioeconômicos e clínicos foram 

questionados. Os pacientes foram aconselhados e tratados farmacologicamente por 

médicos especializados no processo de cessação tabágica. Bupropiona e/ou TRN, foi 

prescrita para os pacientes que fumavam menos de 1 maço de cigarro por dia. 

Vareniclina foi prescrita para os pacientes que fumavam 1 ou mais maços de cigarros 

por dia, ou para os pacientes que foram resistentes ou recaíram em tentativas prévias 

de cessação tabágica durante o tratamento com bupropiona e/ou TRN. A prescrição 

para iniciar a coadministração de bupropiona com vareniclina foi para os pacientes 

que não alcançaram abstinência completa após 2 ou 3 meses do início da terapêutica 

com vareniclina, ou alcançaram abstinência completa, mas apresentaram sintomas de 

abstinência moderados ou intensos com o uso da vareniclina em monoterapia. 

Como ferramentas para avaliar a dependência à nicotina nos pacientes, o teste 

de Fagerström para a dependência à nicotina (FTND) tem o intuito de avaliar de forma 

mais eficaz a dependência física e química em relação ao fumo do tabaco61–63. 

O FTND é aplicado em diversos países por ser um método barato, rápido e não 

invasivo na avaliação da DN. O teste é compreendido por seis questões, gerando um 
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escore que varia de 0 a 10 pontos, agrupando os indivíduos em 5 categorias de 

dependência64.  

O escore de consumo situacional Issa, foi estabelecido em 2012 através do 

Programa de Assistência ao Fumante (PAF) do Instituto do Coração de São Paulo 

(InCor), com o objetivo de avaliar a DN baseando-se nos efeitos psicoativos da 

mesma. Esse escore é utilizado pelo PAF com o objetivo de reclassificar, como 

moderados ou altamente dependentes, os pacientes que obtiveram o escore de FTND 

abaixo de 5, mas que possuem nível de dependência considerável em relação aos 

efeitos psicoativos da nicotina. São reclassificados os pacientes que obtiverem escore 

Issa ≥ 2 pontos, criando assim, a possibilidade de prescrição de fármacos 

antitabágicos65. 

 

 

4.1.2  Obtenção das amostras biológicas 

Foram coletados 8 mL de sangue, de cada indivíduo, por punção venosa. Para 

isto, foram utilizados tubos a vácuo BD Vacutainer System® com anticoagulante 

K3EDTA (0,15 mg/mL, Becton Dickinson, USA). 

 

4.1.3 Extração e avaliação do DNA genômico 

O DNA genômico foi extraído a partir dos leucócitos do sangue periférico, 

através do método de precipitação salina, segundo o protocolo descrito. 

Oito mL de sangue foram transferidos para um tubo de 50 mL, foi adicionado 

tampão A (1 mM NH4HCO3, 144 mM NH4Cl), completando-se o volume final para 30 

mL. A mistura foi agitada em vórtex por 20 segundos e armazenada a 4 °C por 10 

minutos. Em seguida, o material foi centrifugado a 4 °C por 10 minutos a 3.000 rpm. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido ao mesmo procedimento 

descrito acima. O sedimento leucocitário foi finalmente ressuspenso em 3 mL de 

tampão B (10 mM Tris-HCl pH 8, 400 mM NaCl, 2 mM Na2EDTA pH 8), 200 μL de 

SDS 10%, 500 μL de tampão C (50 μL de SDS 10%, 2μL de Na2EDTA 0,5 M pH 8, 

488 mL de água destilada) com proteinase K (2 μL de proteinase K 20 mg/mL diluída 

em 5 mL de tampão C) e mantido a 37 °C por aproximadamente 12-18 horas. Após 

esse processo, adicionou-se 1 mL de solução D (6 M NaCl), a mistura foi agitada 
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vigorosamente em vórtex por 1 minuto e, em seguida, centrifugada a 4 °C por 20 

minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo de 15 mL e a ele 

foram adicionados 10 mL de etanol absoluto gelado. Com uma leve agitação, já pôde 

ser notada a precipitação do DNA, que foi retirado cuidadosamente e transferido para 

um criotubo de 1,5 mL de capacidade contendo 1 mL de etanol 70% gelado. O criotubo 

foi então centrifugado a 4 °C por 15 minutos a 13.500 rpm; o etanol foi descartado e 

o sedimento (DNA) foi mantido à temperatura ambiente até a evaporação do etanol 

remanescente. Em seguida, este pellet foi ressuspendido em 1 mL de TE (10 mM Tris-

HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8). 

Após a completa ressuspensão do pellet, diluiram-se 20 μL do material em 980 

μL de TE e a determinação da concentração do DNA foi realizada em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 260 nm. A concentração final foi 

corrigida para 100 ng/μL, no tubo de estoque, e para 10 ng/μL, no tubo de uso. 

 

4.1.4 Genotipagem 

Os polimorfismos (Tabela 1) foram genotipados com a tecnologia de PCR em 

tempo real utilizando a Plataforma TaqMan® (Applied Biosystems, CA, USA) através 

do equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System. 

 

Tabela 1 - Relação dos polimorfismos analisados 

Gene rs Base nucleotídica Aminoácido 

CYP2A6 rs1801272 T>A Leu>His 

CYP2A6 rs28399433 T>G TATA box 

CYP2B6 rs8109525 

 

A>G Não codificante 

Onde rs: reference SNP; T: timina; A: adenina; G: guanina; Leu: leucina; His: histidina. 

 

A plataforma de genotipagem deve estar de acordo com um layout padrão 

oferecido pela empresa. Baseado na técnica de hidrólise das sondas TaqMan®, a 

genotipagem ocorre por meio de ensaios com duas sondas MGB (Minor Groove 

Binder) alelo-específica, sendo uma sonda para a sequência normal, marcada com o 

fluoróforo VIC®, e a outra para a sequência mutante, marcada com o fluoróforo FAM® 

e primers, permitindo a identificação dos alelos de forma precisa (Figura 1). 
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Figura 1 - Tecnologia TaqMan®. 

 

Fonte: Manual de procedimento TaqMan®66 

 

Durante a PCR, cada sonda hibridiza especificamente com a sua sequência 

complementar entre os sítios de primers foward e reverse. A DNA polimerase é capaz 

de clivar apenas sondas que hibridam ao seu alelo SNP específico. A clivagem separa 

o corante repórter do corante extintor, aumentando substancialmente a fluorescência 

do corante repórter. Assim, os sinais de fluorescência gerados durante a amplificação 

por PCR indicam que os alelos estão presentes na amostra. Em seguida é feita a 

leitura através de captação de fluorescência66. Além disso, 1% das amostras foram 

selecionadas e genotipadas aleatoriamente, como controle de qualidade, gerando 

resultados idênticos. 

 

4.1.5 Análise estatística 

As variáveis contínuas foram apresentadas como média e desvio padrão e as 

variáveis categóricas como frequências. O teste Qui-quadrado foi realizado para as 

análises comparativas de desfecho do tratamento no grupo total de pacientes de 

acordo com os polimorfismos nos genes CYP2A6 e CYP2B6. A análise do equilíbrio 

de Hardy-Weinberg também foi realizada através do teste Qui-quadrado. O teste t de 

Student foi utilizado para comparar os valores do escore de FTND de acordo com os 

polimorfismos. As variáveis IMC, Issa e número de doenças diagnosticadas não se 

apresentaram normais, portanto, foi realizado o teste não paramétrico de Wilcoxon-

Mann-Whitney. Modelos de regressão logística múltipla foram utilizados para avaliar 

a taxa de risco (odds ratio - OR) para o sucesso de acordo com os polimorfismos e 

alelos de risco. Foram utilizadas nos modelos, as covariáveis: idade, etnia 
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autodeclarada (branca), gênero (homem) e escore de FTND. O modelo dominante foi 

escolhido baseado em estudos prévios: CYP2A6 rs1801272 (TT versus TA+AA)67, 

CYP2A6 rs28399433 (AA versus AC+CC)67 e CYP2B6 rs8109525 (AA versus 

AG+GG). As análises estatísticas foram realizadas no software IBM SPSS Statistics 

20, com o nível de significância de P ≤ 0,05. 

 

4.2  Estudo da RMN 

4.2.1 Casuística 

Estudo de coorte prospectivo com 185 pacientes, de ambos os sexos, 

provenientes do PAF, através do protocolo de pesquisa: “Avaliação da eficácia do uso 

dos marcadores genéticos na escolha do tratamento farmacológico do tabagismo”, 

aprovado pelo Comitê de Ética Institucional (SDC: 4341/16/007). 

A relação de trans-3'-hidroxicotinina/cotinina (3HC/CO) foi obtida a partir da 

dosagem em soro sanguíneo de ambos os metabólitos pela técnica de cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS).  

As amostras foram coletadas no Tempo 0 (T0) das visitas, enquanto o paciente 

ainda estava fumando. Através da amostra de soro coletada no T0, foi possível 

observar a relação de metabólitos da nicotina através da relação 3HC/CO, e classificar 

os pacientes de acordo com os seguintes parâmetros18: RMN < 0,31ng/mL 

metabolizadores lentos; RMN ≥ 0,31 ng/mL metabolizadores normais e rápidos. 

Posteriormente, conforme o desenho do estudo (Figura 2), verificou-se a 

associação da RMN com o desfecho de tratamento (sucesso e não sucesso), 4 (T4) 

e 12 (T12) semanas após o início do tratamento. Os pacientes que pararam de fumar 

nos momentos avaliados foram considerados bem sucedidos. Os pacientes que 

iniciaram o tratamento com vareniclina em monoterapia e que foram considerados 

resistentes no T4, tiveram bupropiona adicionada ao tratamento como fármaco 

adjuvante. 

Além disso, também verificou-se a associação da RMN com características 

gerais, tais como idade, gênero, raça/cor autodeclarada e FTND. 
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Figura 2 - Desenho do estudo 

 

Fonte: Autoria própria 

 

4.2.2 Reagentes 

Todos os solventes foram adquiridos pela Merck (Darmstadt, Alemanha) e da 

Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). 

 

4.2.3 Padrões analíticos 

Padrões analíticos de cotinina (COT) e hidroxicotinina (3HC) na concentração 

de 1,0 mg/mL e o padrão deuterado cotinina-d3 (COT-d3) na concentração de 100 

μg/mL em metanol (todos com pureza > 99%) foram adquiridos da Ceriliant 

Corporation (Round Rock, EUA). 

 

4.2.4 Equipamentos e acessórios 

As análises foram efetuadas no sistema de cromatografia líquida Acquity UPLC 

da Waters (Milford, EUA) acoplado a um espectrómetro de massas Quattro Premier 

XE da Micromass (Wilmslow, Reino Unido). A separação cromatográfica foi obtida 

através de uma coluna Acquicty UPLC BEH C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 µm), adquirida 

também na Waters (Milford, EUA). 

A extração da amostra consistiu em uma precipitação de proteína simples e 

direta usando uma mistura fria de ACN/MeOH (80:20/v:v). Para isso, foi utilizado o 

equipamento vórtex multi-90 tubos, modelo VX-2500, da VWR (Thorofare, EUA), além 

de uma centrífuga, modelo 5702, da Eppendorf (Berzdorf, Alemanha). 
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O programa Microsoft Excel® 2011 foi utilizado para o tratamento dos dados 

obtidos através da exportação dos dados brutos. 

 

4.2.5 Método toxicológico para a determinação de cotinina e hidroxicotinina 

em amostras de soro 

O método toxicológico desenvolvido teve como objetivo a quantificação de 

cotinina e hidroxicotinina nas amostras de soro de pacientes coletadas no T0. Para tal 

foi utilizada a técnica de cromatografia liquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC-MS/MS).  

 

4.2.6 Extração 

O método desenvolvido consistiu em retirar uma alíquota de 100 μL de soro 

para um tubo Eppendorf juntamente com 20 μL do padrão interno deuterado (COT-

d3) a uma concentração de 500 ng/mL. Em seguida, diluiu-se com 880 μL de uma 

mistura fria de ACN/MeOH (80:20/v:v) e agitou-se durante 30 segundos utilizando o 

vórtex. Depois disso, a solução foi centrifugada a 9000 g durante 6 min e uma alíquota 

de 3 μL foi injetada diretamente no sistema LC68. 

 

4.2.7 Parâmetros cromatográficos 

A separação cromatográfica foi alcançada em uma coluna de Acquicty UPLC 

BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 μm) eluída com um gradiente de água (eluente A) e 

acetonitrila (eluente B) ambos suplementados com 0,1% de ácido fórmico com um 

fluxo de 0,4 mL/min, 40 °C e um tempo de execução cromatográfico de 5 min. O 

gradiente pode ser observado na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Gradiente cromatográfico utilizado incluindo o fluxo utilizado e a respectiva porcentagem de 
fases móveis A e B utilizadas ao longo da corrida cromatográfica. 

Onde %A: % do eluente A; %B: % do eluente B 

 

4.2.8 Parâmetros do espectrômetro de massas 

O espectrômetro de massa foi operado sob o modo de monitoração de reação 

múltipla (MRM) usando a técnica de ionização por eletrospray em modo positivo (ESI+; 

[M + H]+), como segue: gás de dessolvatação, 1100 L/h; gás do cone, 200 L/h; 

temperatura de dessolvatação, 450 °C; temperatura da fonte, 120 °C; tensão capilar, 

1000 V. Todas as transições MRM para todos os analitos e o respectivo padrão interno 

estão listados na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Transições MRM e condições experimentais para a detecção de todos os analitos e padrão interno 

Onde TR: tempo de retenção; QT: quantificador; QL: qualificador; EC: energia de colisão. 

 

4.2.9 Validação do método para a determinação de cotinina e hidroxicotinina 

em amostras de soro 

O método para a confirmação de cotinina e hidroxicotinina em amostras de soro 

foi validado de acordo com os parâmetros internacionais recomendados. Para isso, 

seguiram-se as seguintes diretrizes: Scientific Working Group for Forensic Toxicology 

(SWGTOX, 2013): "Práticas padrão para validação de métodos em Toxicologia 

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %A %B 

Inicial 0.4 98 2 

2.0 0.4 30 70 

2.5 0.4 30 70 

2.6 0.4 98 2 

5.0 0.4 98 2 

Analito TR  
Precursor 

ion (m/z) 

QT 

(m/z) 
EC 

QL 1 

(m/z) 
EC 

QL 2 

(m/z) 
EC 

Cotinina 0,98 177,4 79,81 24 97,84 20 145,88 18 

Hidroxicotinina 0,70 193,03 57,98 32 79,80 28 133,84 18 

Cotinina-d3 0,98 180,02 79,92 30 79,86 24 100,77 22 
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Forense”69 e United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC, 2009): "Orientação 

para a validação de metodologia analítica e calibração de equipamentos utilizados 

para testes de drogas ilícitas em materiais apreendidos e amostras biológicas”70. 

Neste contexto, os seguintes parâmetros foram testados: seletividade; menor 

limite de quantificação (LLOQ); linearidade; precisão intra e inter-dia; exatidão; 

carryover e efeito matriz. 

 

4.2.9.1 Seletividade 

A seletividade foi avaliada através da análise de seis amostras zero (apenas 

com padrão interno) e duas amostras em branco (sem qualquer substância 

adicionada). A presença ou ausência de picos interferentes (substâncias endógenas) 

perto do tempo de retenção do analito foi avaliada. 

 

4.2.9.2 Menor limite de quantificação, do inglês Lower Limit of Quantitation 

(LLOQ) 

Quanto à determinação de LLOQ, três amostras de uma concentração 

conhecida foram analisadas em três corridas para provar que todos os critérios 

necessários para a detecção; identificação; precisão e exatidão foram alcançadas 

(coeficiente de variação (%CV) < 15%). Foi também observado se os ensaios de 

LLOQ obtiveram tempos de retenção com uma variação máxima de ± 2% e espectros 

de massa com a mesma aparência e proporção de íons. Este foi também estabelecido 

como o primeiro ponto da curva. 

 

4.2.9.3 Linearidade  

A linearidade foi obtida através da análise de amostras extraídas, que foram 

estimadas nas concentrações desejadas em seis replicatas. Os coeficientes de 

determinação (r2) obtidos foram de 0,99. 

O estudo da linearidade foi estimado pela análise de amostras extraídas obtidas 

a partir de alíquotas de soro com concentração do padrão interno de 500 ng/mL. Os 

analitos de interesse não-deuterados foram adicionados nas seguintes 

concentrações: COT e 3HC: 10; 100; 250; 500; 750 e 1000 ng/mL. 
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4.2.9.4 Precisão intra e inter-dia 

A precisão intra-dia foi determinada pela análise de quatro controles de 

qualidade em seis replicatas em um único dia, enquanto que a precisão inter-dia foi 

determinada pela análise de quatro níveis de controle em seis replicatas por três dias 

consecutivos. 

Os resultados obtidos a partir deste ensaio são expressos em %CV e foram 

calculados através da função ANOVA de fator único no Microsoft Excel®. Os quatro 

níveis de controles estudados foram: baixo (CB); médios 1 (CM1) e 2 (CM2) e alto 

(CA) como indicado na Tabela 4, tendo em consideração que as concentrações do 

CB devem ser aproximadamente três vezes o ponto mais baixo da curva de calibração 

e as concentrações do CA devem estar dentro de aproximadamente 80% (ou mais) 

do ponto mais alto da curva de calibração, enquanto que as concentrações de CM1 e 

CM2 devem estar próximas dos pontos médios da curva de calibração. 

 

Tabela 4 - Valores dos controles baixo, médios e alto utilizados no método para a determinação de cotinina 
e hidroxicotinina em soro. 

 

Onde CB: controle baixo; CM: controle médio 1; CM2: controle médio 2; CA controle alto. 

 

4.2.9.5 Exatidão 

O teste de exatidão foi realizado através da quantificação de seis replicatas 

para cada nível de controle usando uma curva de calibração anterior. Os resultados 

obtidos a partir desse ensaio foram expressos como uma percentagem do valor da 

concentração conhecida: 

 

𝐸𝑥𝑎𝑡𝑖𝑑ã𝑜 =
concentração média medida − concentração nominal 

concentração nominal 
 ×  100 

 

O critério de aceitação utilizado foi de 20% para o CB e 15% para CM1; CM2 e 

CA. 

 

Analitos CB (ng/mL) CM1 (ng/mL) CM2 (ng/mL) CA (ng/mL) 

COT 25 300 600 900 

3HC 25 300 600 900 
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4.2.9.6 Carryover 

Este parâmetro foi testado através da análise de três amostras brancas 

injetadas no sistema LC-MS/MS imediatamente após a amostra mais concentrada da 

curva de calibração. 

 

4.2.9.7 Efeito matriz 

O efeito matriz (EM) foi calculado através da análise de seis amostras de soro 

de diferentes indivíduos adicionadas de padrão (concentração do CB) e a resposta foi 

comparada à resposta da análise realizada na mesma concentração em amostras 

brancas (sem soro).  

Após o cálculo das seis respostas o valor final é expresso em %CV, como se 

pode observar na seguinte fórmula: 

 

𝐸𝑀 (%) =
(á𝑟𝑒𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧 ÷  á𝑟𝑒𝑎 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜)𝑛

𝑚é𝑑𝑖𝑎 (á𝑟𝑒𝑎 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 ÷  á𝑟𝑒𝑎 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜) 
 ×  100 

 

Onde área matriz representa a área absoluta de cada amostra de soro; área 

branca, a área absoluta das análises sem matriz; área PI, a área absoluta do padrão 

interno e n, o número de análises (seis soros e seis replicatas da amostra branco)65. 

 

4.2.10 Análise estatística 

Em relação às características gerais, as variáveis contínuas (idade em anos e 

número de cigarros por dia) foram apresentadas como média e desvio padrão, e as 

variáveis categóricas (sexo e raça/cor autodeclarada) como frequências. 

O teste do qui-quadrado foi realizado para análise comparativa das variáveis 

categóricas gerais com o perfil do metabolismo e frequência de metabolizadores 

lentos de acordo com o tratamento farmacológico e seus desfechos. Os testes de 

Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram realizados para verificar a normalidade das 

variáveis contínuas. As características gerais estavam de acordo com o perfil de 

metabolização, e os valores de RMN e concentração de metabólitos estavam de 

acordo com o tratamento farmacológico e seus desfechos. O teste de hipótese de 
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Mann-Whitney foi utilizado para valores de RMN e concentração de metabólitos, pois 

essas variáveis não têm distribuição normal e, portanto, foram apresentadas como 

mediana e intervalo interquartil entre 25% e 75%. O teste de correlação de Spearman 

foi realizado para avaliar a associação das concentrações de metabólitos com o 

número de cigarros por dia. 

Toda as análises foram realizadas no software SPSS (versão 20, IBM Corp, 

Armonk, Nova York, EUA), considerando um nível de significância de P < 0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1  Estudo farmacogenético 

A Tabela 5 mostra as características gerais e clínicas do grupo total dos 

pacientes submetidos ao tratamento antitabagismo. 

 

Tabela 5 - Características clínicas e demográficas dos pacientes submetidos ao tratamento antitabagismo (n = 
167) 

Características gerais n 

Idade (anos) 52±0,8 

Gênero, mulheres (%) 57,2 

Raça/cor autodeclarada, brancos (%) 83,6 

Índice de massa corporal (kg/m2) 27±0,35 

Escolaridade, nível superior (%) 46,3 

FTND 7,0±0,2 

FTND, ≥6 (%) 78 

Escore Issa 3,0±0,2 

Escore Issa, ≥3 (%) 81,8 

Hipertensão (%) 47,2 

Doença arterial coronariana (%) 9,6 

Infarto agudo do miocárdio (%) 10,8 

Dislipidemia (%) 56,2 

Diabetes melito tipo 2 (%) 11,7 

Depressão (%) 18,7 

Ansiedade (%) 12 

Doença pulmonar obstrutiva crônica (%) 10,8 

Asma (%) 1,8 

Número de doenças diagnosticadas 1,8±0,1 

Onde FTND: teste de Fagerström para dependência à nicotina – Fagerström test for nicotine dependence (escala 

de 0 a 10 pontos) (n=159); Escore Issa: escore de consumo situacional Issa (escala de 0 a 4 pontos) (n=33). 

 

Devido a não amplificação de algumas amostras durante a genotipagem, o 

tamanho amostral (n = 167) foi reduzido em relação aos polimorfismos CYP2A6 

rs1801272, CYP2A6 rs28399433, CYP2B6 e rs8109525 (n = 159; n = 147; n = 162), 

respectivamente. 
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5.1.1 Resposta ao tratamento antitabagismo, de acordo com o polimorfismo 

CYP2B6 (rs8109525) 

A Tabela 6 mostra as características gerais e clínicas, de acordo com o 

polimorfismo CYP2B6 rs8109525, do grupo de pacientes tratados com vareniclina. 

Não foram encontradas diferenças significativas nos dados demográficos e clínicos 

dos pacientes tratados com vareniclina. 

 

Tabela 6 - Características clínicas e demográficas do grupo total de pacientes, de acordo com o polimorfismo 
CYP2B6 (rs8109525) 

Características gerais AA (n = 74) AG e GG (n = 88) P-valor 

Idade (anos) 52±1,2 52±1,1 0,82 

Gênero, mulheres (%) 62,2 53,4 0,26 

Etnia autodeclarada, brancos (%) 79,7 89,7 0,08 

Escolaridade, nível superior (%) 45,6 48,6 0,73 

Índice de massa corporal (kg/m2) 27±0,6 27±0,5 0,74 

FTND 6,7±0,3 7,0±0,3 0,24 

FTND, ≥ 6 (%) 77,5 77,4 0,99 

Escore Issa 3,5±0,2 2,8±0,2 0,09 

Escore Issa, ≥ 3 (%)  100 71,4 0,07 

Hipertensão (%) 45,2 48,8 0,65 

Doença arterial coronariana (%) 2,7 14,8 0,01 

Infarto agudo do miocárdio (%) 4,1 15,9 0,02 

Dislipidemia (%) 58,3 54,7 0,64 

Diabetes melito tipo 2 (%) 12,3 9,4 0,55 

Depressão (%) 20,3 17 0,60 

Ansiedade (%) 13,5 11,4 0,68 

DPOC (%) 12,2 10,2 0,70 

Asma (%) 1,4 2,3 1,0 

Número de doenças diagnosticadas 1,5±0,2 2,0±0,2 0,10 

Onde FTND: Teste de Fagerström para dependência à nicotina – Fagerström test for nicotine dependence (escala 

de 0 a 10 pontos) (n=159); Escore Issa: escore de consumo situacional Issa (escala de 0 a 4 pontos) (n=33); 

DPOC: Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica. 

 

5.1.2 Frequências genotípicas e análise do equilíbrio de Hardy-Weinberg  
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A Tabela 7 mostra a frequência alélica e a distribuição genotípica de cada 

polimorfismo, os quais estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE). 

 

Tabela 7 - Frequências genotípicas e análise do equilíbrio de Hardy-Weinberg 

Polimorfismos 
Distribuição 

genotípica (%) 

Alelo de menor 

frequência (%) 
HWE P-valor 

CYP2A6 

rs1801272 

TT = 96,2 (n = 153) 

TA = 3,8 (n = 6) 

AA = 0 (n = 0) 

Alelo A = 1,9 X2 = 0,06 0,81 

CYP2A6 

rs28399433 

AA = 89,1 (n = 131) 

AC = 8,9 (n = 13) 

CC = (n = 3) 

Alelo C = 6,5 X2 = 10,6 0,001 

CYP2B6  

rs8109525 

AA= 45,7 (n=74) 

AG= 46,3 (n=75) 

GG= 8,0 (n=13) 

Alelo G= 31,2 X2 = 1,0 0,32 

HWE: Equilíbrio de Hardy-Weinberg. Alelo de menor frequência encontrado na presente casuística (pacientes 

provenientes do Programa de Assistência ao Fumante - PAF). Se P < 0,05 não consistente com HWE. 

 

5.1.3 Taxa de sucesso no processo de cessação tabágica dos pacientes 

tratados com vareniclina de acordo com os genótipos 

A Tabela 8 mostra a taxa de sucesso na cessação tabágica dos pacientes de 

acordo com os genótipos para os polimorfismos CYP2A6 rs1801272, CYP2A6 

rs28399433 e CYP2B6 rs8109525. Os genótipos AG ou GG para o polimorfismo 

CYP2B6 rs8109525 foram associados a maior taxa de sucesso no tratamento 

antitabagismo com vareniclina quando comparado com o genótipo AA. 

 

Tabela 8 - Taxa de sucesso de acordo com os genótipos 

Polimorfismos Taxa de sucesso (%) P-valor 

CYP2A6 rs1801272 TT 43,0 TA ou AA 50,0 0,52 

CYP2A6 rs28399433 AA 41,4 AC ou CC 43,8 0,86 

CYP2B6 rs8109525 AA 33,3 AG ou GG 51,2 0,03 

Onde rs: reference SNP. 
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A Tabela 9 mostra uma análise de regressão logística múltipla para o sucesso 

na cessação tabágica dos pacientes tratados com vareniclina. Os genótipos TA ou AA 

e AC ou CC para os rs1801272 e rs28399433, não apresentaram OR para o sucesso 

(OR = 1,27; IC 95%= 0,24 - 6,73; P = 0,78); (OR = 0,92; IC 95% = 0,30 - 2,83; P = 

0,88) em um modelo múltiplo por gênero, idade, etnia e escore de FTND, 

respectivamente. 

 

Tabela 9 - Análise de regressão logística múltipla para o sucesso na cessação tabágica nos pacientes submetidos 
ao tratamento com vareniclina (n = 167) para o CYP2A6 rs1801272 e rs28399433 

Variáveis OR IC 95% P-valor 

Genótipos TA ou AA para o CYP2A6 rs1801272 1,27 0,24-6,73 0,78 

Gênero (homem) 1,38 0,70-2,72 0,36 

Idade 1,00 0,96-1,03 0,87 

Etnia autodeclarada (branca) 1,29 0,46-3,60 0,63 

Escore de FTND  0,95 0,84-1,07 0,38 

Genótipos AC ou CC para o CYP2A6 rs28399433 0,92 0,30-2,83 0,88 

Gênero (homem) 1,84 0,90-3,77 0,10 

Idade 0,99 0,96-1,03 0,58 

Etnia autodeclarada (branca) 1,45 0,51-4,10 0,49 

Escore de FTND  0,93 0,82-1,06 0,27 

Onde rs: reference SNP; FTND: teste de Fagerström para dependência à nicotina – Fagerström test for nicotine 

dependence; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confiança. 

 

Tabela 10 - Análise de regressão logística múltipla para o sucesso na cessação tabágica nos pacientes 
submetidos ao tratamento com vareniclina (n = 167) para o CYP2B6 rs8109525 

Variáveis OR IC 95% P-valor 

Genótipos AG ou GG para o CYP2B6 rs8109525 2,01 1,01-4,00 0,047 

Gênero (homem) 1,50 0,76-2,97 0,24 

Idade 0,99 0,97-1,03 0,95 

Etnia autodeclarada (branca) 1,21 0,43-3,46 0,72 

Escore de FTND  0,94 0,83-1,06 0,31 

Onde rs: reference SNP; FTND: teste de Fagerström para dependência à nicotina – Fagerström test for nicotine 

dependence; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confiança. 

 

A Tabela 10 mostra uma análise de regressão logística múltipla para o sucesso 

na cessação tabágica dos pacientes tratados com vareniclina. Os genótipos AG ou 

GG, para o rs8109525, foram associados com maior OR para o sucesso (OR = 2,01; 



44 
 

IC 95% = 1,01 - 4,00; P = 0,047) em um modelo múltiplo por gênero, idade, etnia e 

escore de FTND.  

 

5.2 Estudo da RMN 

5.2.1 Seletividade 

O método não apresentou picos de interferência nos tempos de retenção de 

interesse. O método foi seletivo para todos os analitos. 

 

5.2.2 Menor limite de quantificação, do inglês Lower Limit of Quantitation 

(LLOQ) 

Para ambas as substâncias foram atingidos valores de LLOQ de 10 ng/mL.  

 

5.2.3 Linearidade 

O intervalo linear estudado começou no valor de LLOQ (10 ng/mL) e foi até 

1000 ng/mL para ambos os analitos estudados.  

 

Tabela 11 - Resultado do ensaio de linearidade para os analitos de COT e 3HC 

Analitos 
Faixa de 

concentração 

Equação da curva de 

calibração 

Fator de peso 

aplicado 
r2 

COT 10 - 1000 ng/mL y = 0,0027x - 0.0004 1/y2 0.997 

3HC 10 - 1000 ng/mL y = 0,0028x + 0.0162 1/x2 0.999 

Onde 3HC: 3-hidroxicotinina; COT: cotinina. Os valores apresentados indicam: a faixa de concentração; 

equações da curva de calibração; fatores de pesagem aplicados e r2 após correção adequada utilizando a 

ferramenta estatística F-test. 

 

O método mostrou ser linear tanto para cotinina como para hidroxicotinina com 

valores de r2 iguais ou superiores a 0,99. O fenômeno de heteroscedasticidade foi 

observado através do teste F e a tabela a seguir apresenta os dados para os intervalos 

de concentração, equações da curva de calibração, fatores de peso utilizados e 

coeficientes de determinação após a colocação de pesos de correção adequados 
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(Tabela 11). As letras x e y representam a concentração e a área relativa do analito, 

respectivamente. 

 

5.2.4 Precisão intra e inter-dia 

Os valores da precisão intra-dia variaram de 5.26 a 18.27%, enquanto a 

precisão inter-dia mostrou uma variação entre 4.26 e 19.22% para os quatro níveis 

avaliado. Como pode ser observado na Tabela 12, os valores mais altos referem-se 

ao controle baixo (CB) da hidroxicotinina e isso é provavelmente devido ao fato de que 

essa substância foi analisada juntamente com o padrão interno deuterado da cotinina 

(COT-d3) e não dela própria, por não estar disponível. 

 

Tabela 12 - Resultados do ensaio de precisão intra e inter-dia para todos os níveis de controle de qualidade dos 
analitos de interesse, expressos como porcentagem do desvio padrão relativo (%CV) 

Níveis de controle COT (% CV) 3HC (% CV) 

Intra-dia CB 18.27 13.05 

CM1 7.05 8.36 

CM2 8.88 7.69 

CA 5.26 5.92 

Inter-dia CB 15.58 19.22 

CM1 4.26 11.63 

CM2 5.48 6.90 

CA 11.14 9.35 

Onde 3HC: 3-hidroxicotinina; COT: cotinina; CB: controle baixo; CM: controle médio 1; CM2: controle médio 2; CA 
controle alto; %CV: % do desvio padrão relativo. 

 

5.2.5 Exatidão 

Este parâmetro provou estar dentro dos critérios internacionais aceitos para a 

validação do método e os valores estão presentes na Tabela 13. 

De maneira geral, o menor valor obtido foi de 82.03% (CB da COT) e o mais 

alto 114.49% (CM1 da 3HC), o que demonstra que o intervalo está dentro de valores 

aceitáveis já que os guias de validação estipulam uma faixa entre 80 e 120% para os 

controles baixos e entre 85 e 115% para os demais.  
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Tabela 13 - Resultados da exatidão do método desenvolvido para a determinação de COT e 3HC em amostras de 
soro para todos os níveis de controle de qualidade do analito e seus respectivos valores expressos em 
porcentagem (%) 

Níveis de controle COT (%) 3HC (%) 

CB 82,03 106,98 

CM1 86,83 114,49 

CM2 86,22 100,96 

CA 85,34 95,99 

Onde 3HC: 3-hidroxicotinina; COT: cotinina; CB: controle baixo; CM: controle médio 1; CM2: controle médio 2; CA 
controle alto. 

 

5.2.6 Carryover 

Não foram observadas quaisquer interferências de carryover através da 

ausência de picos nos tempos de retenção do analito nas três amostras em branco 

consecutivas, injetadas diretamente após o ponto de calibração mais alto da curva de 

calibração. 

 

5.2.7 Efeito matriz 

O método não apresentou efeito matriz significativo uma vez que os 

coeficientes de variação (%CV) entre os ensaios foram menores do que 15%. 

 

5.2.8 Análises das amostras 

Inicialmente, o método foi validado inteiramente com amostras brancas de 

voluntários que não fizessem uso das substâncias de interesse. Posteriormente, após 

a validação do método, foram quantificadas um total de 185 amostras de pacientes 

fumantes. O cromatograma ilustra o resultado de uma das amostras analisadas, como 

exemplo. 

 

  

B 

C 
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Figura 3 - Cromatograma de LC-MS/MS obtido depois da análise da amostra número 14 através 
do método previamente descrito 

 
Os valores obtidos para nesta amostra foram de 3HC: 151.06 ng/mL (A); COT: 194.53 ng/mL (B) 

junto com o padrão interno de COT-d3 a 500 ng/mL (C). 

Fonte: Autoria própria 
 

 

5.2.9 Características gerais conforme a RMN 

Dos 185 pacientes avaliados, 130 (70,3%) foram classificados como 

metabolizadores normais ou rápidos e 55 (29,7%) como metabolizadores lentos pela 

RMN. A média de idade foi de 51±11 anos, sendo 113 (61,1%) do sexo feminino e 145 

(78,4%) autodeclarados brancos.  

 

Tabela 14 - Características gerais conforme a RMN. 

Características gerais 

Metabolizadores normais 

e rápidos* 

(n = 130) 

Metabolizadores 

lentos** 

(n = 55) 

P-valor 

Idade (anos) 52 ± 11 50 ± 12 0.32 

Gênero, mulher (%) 58.5 67.3 0.26 

Etnia#, branca (%) 80.0 74.5 0.41 

Número de cigarros por dia 20 ± 9 20 ± 8 0.97 

Onde RMN: Relação de Metabólitos da Nicotina. *Metabolizadores normais e rápidos: RMN ≥ 0.31. **Metabolizadores 

lentos: RMN < 0.31. #Etnia autodeclarada. 
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A média de cigarros por dia foi de 20±9. 113. A Tabela 14 mostra a comparação 

de idade, sexo, raça/cor autodeclarada e número de cigarros por dia segundo 

categorias de RMN. Não houve diferenças significativas entre as características gerais 

e metabolizadores normais/rápidos e lentos. 

 

5.2.10 Concentração de metabólitos de nicotina conforme os desfechos do 

tratamento antitabágico 

A concentração dos metabólitos da nicotina - CO e 3HC - medida no T0, foi 

apresentada como mediana (percentis 25% e 75%). Tais concentrações estão 

disponíveis na Tabela 15 de acordo com os resultados do tratamento para cessação 

do tabagismo, avaliados 4 e 12 semanas após o início do tratamento farmacológico.  

Os valores de RMN também foram apresentados como mediana (percentis de 

25% e 75%). Para este cálculo, a hidroxicotinina foi considerada como trans-3-

hidroxicotinina, uma vez que a quantidade de outros isômeros era irrelevante. 

 

Tabela 15 - Concentração de metabólitos da nicotina conforme o desfecho do tratamento antitabágico 

 

Resistente  

T4** 

(n = 105) 

Sucesso  

T4** 

(n = 59) 

P-valor 

Resistente 

T12** 

(n = 61) 

Sucesso  

T12** 

(n = 101) 

P-valor 

COT 

(μg/L)***  

74.60  

(47.75 - 118.53) 

59.20  

(43.00 - 92.10) 
0.08 

75.00  

(53.85 - 120.79) 

65.40  

(42.45 - 107.85) 
0.11 

3HT 

(μg/L)***  

60.80  

(5.80 - 101.77) 

37.40  

(9.60 - 66.50) 
0.07 

56.25  

(9.75 - 103.55) 

44.60  

(6.95 - 87.00) 
0.42 

RMN 
0.69  

(0.09 - 1.15) 

0.60  

(0.14 - 0.93) 
0.33 

0.65  

(0.23 - 0.96) 

0.64  

(0.10 - 1.09) 
0.80 

Metabolizadores 

lentos (%)* 
28.6 30.5 0.79 27.9 30.7 0.70 

Onde 3HT: 3-hidroxicotinina; COT: cotinina; RMN: Relação de Metabólitos da Nicotina; T4: visita 4 semanas após o 

tratamento farmacológico; T12: visita 12 semanas após o tratamento farmacológico. *Metabolizadores lentos: RMN < 0,31). 

**Resultados T4 (n = 164), resultados T12 (n = 162). ***Concentrações de metabólitos de amostras de soro coletadas antes 

do início do tratamento, enquanto os pacientes ainda estavam fumando (T0). 

 

Dos 164 pacientes avaliados em T4, apenas 59 (36%) obtiveram sucesso 

terapêutico com o tratamento farmacológico antitabagismo. Dos 105 (64%) pacientes 

que não obtiveram sucesso e, portanto, foram considerados resistentes, 30 (28,6%) 
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eram metabolizadores lentos, de acordo com a classificação de RMN realizada em 

T0. Dos 162 pacientes avaliados em T12, 101 (62,4%) obtiveram sucesso terapêutico 

com tratamento farmacológico antitabagismo. Dos 61 (37,6%) pacientes considerados 

resistentes, 17 (27,9%) eram metabolizadores lentos, de acordo com a classificação 

de RMN realizada em T0. Não foram identificadas diferenças significativas entre os 

grupos avaliados. 

A Tabela 16 mostra as concentrações medianas de metabólitos de nicotina 

(25% e 75% percentis) que foram coletadas em T0 de acordo com o resultado do 

tratamento com as drogas vareniclina, bupropiona e vareniclina mais bupropiona. 

Nenhum dos metabólitos apresentou diferença significativa entre os medicamentos e 

desfechos associados. 
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Tabela 16 - Concentração dos analitos conforme o desfecho de tratamento e fármacos antitabágicos 

Vareniclina 

 
Resistente T4  
(n = 70) 

Sucesso T4  
(n = 46) 

P-valor 
Resistente T12  
(n = 8) 

Sucesso T12  
(n = 56) 

P- valor 

COT (μg/L) 71.10 (47.50 - 104.05) 62.30 (41.23 - 86.93) 0.17 75.35 (58.48 - 158.49) 65.10 (41.80 - 102.98) 0.22 

3HT (μg/L) 59.70 (11.55 - 98.35) 37.65 (10.50 - 69.32) 0.23 55.50 (27.85 - 81.43) 44.77 (11.15 - 78.32) 0.56 

RMN 0.67 (0.20 - 1.20) 0.61 (0.29 - 0.92) 0.51 0.63 (0.36 - 0.87) 0.61 (0.29 - 0.93) 0.97 

Metabolizadores lentos (%)* 28.6 28.3 0.97 12.5 26.8 0.67 

Bupropiona 

 
Resistente T4  
(n = 31) 

Sucesso T4  
(n = 9) 

P- valor 
Resistente T12  
(n = 1) 

Sucesso T12  
(n = 7) 

P- valor 

COT (μg/L) 105.48 (58.00 - 139.64) 56.10 (41.30 - 135.60) 0.26 39.60 56.10 (43.00 - 145.34) 0.50 

3HT (μg/L) 67.23 (2.00 - 119.30) 40.60 (11.15 - 82.40) 0.42 40.10 42.90 (21.10 - 98.66) 0.75 

RMN 0.75 (0.04 - 1.14) 0.78 (0.17 - 1.17) 0.78 1.01 0.78 (0.31 - 1.32) 0.75 

Metabolizadores lentos (%)* 25.8 22.2 1.00 0.0 14.3 1.00 

Vareniclina e Bupropiona 

 
Resistente T4  
(n = 3) 

Sucesso T4  
(n = 4) 

P- valor 
Resistente T12  
(n = 27) 

Sucesso T12  
(n = 38) 

P- valor 

COT (μg/L) 45.90 (41.90 - 58.68) 64.65 (51.95 - 224.66) 0.40 84.40 (60.92 - 120.30) 70.30 (41.55 - 108.98) 0.17 

3HT (μg/L) 71.44 (1.60 - 103.67) 12.80 (0.95 - 34.17) 0.23 59.10 (1.10 - 114.50) 48.50 (1.10 - 100.10) 0.66 

RMN 1.00 (0.04 - 1.98) 0.08 (0.01- 0.41) 0.23 0.65 (0.02 - 0.93) 0.67 (0.02 - 1.29) 0.56 

Metabolizadores lentos (%)* 33.3 75.0 0.49 33.3 39.5 0.61 

Onde 3HT: 3-hidroxicotinina; COT: cotinina; RMN: Relação de Metabólitos da Nicotina; T4: visita 4 semanas após o tratamento farmacológico; T12: visita 12 semanas após o tratamento 

farmacológico. *Metabolizadores lentos: RMN < 0,31). Para Vareniclina, resultados T4 (n = 116), resultados T12 (n = 64). Para bupropiona, resultados T4 (n = 40), resultados 

T12 (n = 8). Para vareniclina e bupropiona, resultados T4 (n = 7), resultados T12 (n = 65) 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 Estudo farmacogenético 

De acordo com os resultados do presente estudo, o grupo de pacientes com 

genótipos AG e GG para o polimorfismo CYP2B6 rs8109525 apresentou maior taxa 

de sucesso no tratamento antitabagismo com vareniclina quando comparado com o 

grupo de genótipo AA. Nossos resultados corroboram com o estudo de King et al 47, 

os quais encontraram a associação do alelo G para o polimorfismo rs8109525 com 

uma maior probabilidade de abstinência contínua no período de 9 a 12 semanas em 

pacientes tratados com fármacos antitabagismo. 

O rs8109525 é um polimorfismo localizado na região intrônica do gene 

CYP2B6, o qual é responsável pela codificação da isoenzima de mesmo nome. A 

isoenzima CYP2B6 desempenha um papel importante no metabolismo da nicotina, 

embora não seja a principal isoenzima metabolizadora18,44. Além disto, a presença da 

variante rs8109525 foi relacionada à menor expressão de mRNA de CYP2B6 em 

amostras de fígado humano44. 

De maneira semelhante, há indícios de que a CYP2B6 também desempenha 

função no metabolismo cerebral da nicotina. Em ratos, a inibição seletiva do CYP2B 

cerebral, que mimetiza o metabolismo da CYP2B6 geneticamente lento em humanos, 

foi associada a altos níveis de nicotina no cérebro (mas não no plasma) e um maior 

número de sessões necessárias para extinguir o comportamento de 

autoadministração da nicotina 50. 

O polimorfismo também apresenta forte desequilíbrio de ligação com 

polimorfismos do tipo missense, os quais definem haplótipos paras as variantes 

CYP2B6 * 5 e * 6 (rs3211371, rs3745274 e rs2279343), preditoras de metabolização 

lenta. A presença desses polimorfismos poderia ser responsável pela associação 

encontrada44. 

Estudos recentes mostraram que metabolizadores nicotínicos normais 

apresentam maior reatividade do circuito de recompensa dopaminérgico do que 

metabolizadores lentos71. No mesmo sentido, Sofuoglu et al72 mostraram que 

metabolizadores normais apresentam maiores oscilações da concentração de nicotina 

no sangue (e provavelmente no cérebro). Assim, a variação da concentração de 

nicotina poderia explicar a maior exacerbação do circuito de recompensa e implicar 
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em sintomas de abstinência mais intensos. Consequentemente, menores flutuações 

cerebrais da concentração de nicotina em metabolizadores lentos, poderiam facilitar 

a cessação tabágica em resposta ao tratamento antitabagismo58,72. 

A nossa hipótese para explicar o maior sucesso no tratamento com vareniclina 

nos indivíduos portadores do alelo G para o rs8109525 tange as seguintes evidências: 

a menor expressão gênica da isoenzima CYP2B6; o possível desequilíbrio de ligação 

com polimorfismos preditores de metabolização lenta e as concentrações cerebrais 

menos variáveis de nicotina em metabolizadores lentos. 

 

6.2 Estudo da RMN 

O uso do tabaco ainda é um problema de saúde pública global e continua a 

representar a maior causa de morte evitável, sendo responsável por quase 30% da 

mortalidade relacionada ao câncer nos EUA73. Atualmente, medicamentos aprovados 

para a cessação tabágica, como a bupropiona e a vareniclina, têm uma taxa de 

sucesso de cerca de um terço dos pacientes74–76 enquanto a terapia de reposição de 

nicotina apresenta taxas de 20 a 25%77. Nesse contexto, onde apenas cerca de um 

terço dos pacientes obtém sucesso com o tratamento, o uso de estratégias que 

permitem o tratamento individualizado, como aquelas que consideram fatores 

genéticos e/ou individuais, pode ser capaz de aumentar as taxas de sucesso47. 

A RMN foi validada como uma ferramenta para selecionar o tratamento ideal 

para fumantes para garantir os melhores resultados possíveis78, pois espera-se que a 

relação 3HC/CO reflita a atividade do CYP2A6. Portanto, é possível inferir que quanto 

maior a atividade do CYP2A6, maior a ingestão de nicotina para manter os níveis 

desejados da substância no organismo, o que, consequentemente, levaria à 

necessidade de fumar mais cigarros18. 

A relação entre a RMN e a resposta ao tratamento farmacológico do tabagismo 

pode ser mediada pela variabilidade na recompensa neurobiológica da nicotina. 

Metabolizadores rápidos de nicotina têm maior disponibilidade de receptores 

nicotínicos, o que leva ao aumento da atividade cerebral em resposta ao tabagismo e 

maior recompensa subjetiva. Esses pacientes apresentam mais sinais e sintomas de 

dependência de nicotina e titular sua dose de nicotina fumando mais cigarros por dia78 

Nossa análise não conseguiu identificar diferenças entre metabolizadores lentos e 

rápidos ou normais em relação ao número de cigarros fumados por dia - uma média 
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de 20 cigarros foi identificada em ambos os grupos. No entanto, foi encontrada uma 

correlação positiva entre o número de cigarros fumados por dia e a concentração de 

CO e 3HC. Esses dados corroboram estudos que mostram maior confiança nas 

medidas de RMN de amostras de plasma79. 

Em nosso estudo, 29,7% dos pacientes foram classificados como 

metabolizadores lentos de acordo com a RNM e não foram encontradas diferenças 

significativas entre a RNM e as características gerais. Alguns estudos também não 

conseguiram demonstrar associações significativas entre RMN e sexo, idade ou 

raça80–82. Por outro lado, há evidências de que maior RMN foi associado ao sexo 

feminino, raça branca, número de cigarros por dia e medidas de dependência de 

nicotina83. 

Em relação à resposta ao tratamento farmacológico, estudos mostraram que a 

bupropiona aumentou significativamente as taxas de abandono entre metabolizadores 

rápidos de nicotina, mas não forneceu nenhum benefício adicional para 

metabolizadores lentos84. Embora não tenha sido possível detectar diferenças 

significativas, nosso estudo constatou que apenas 14,3% dos metabolizadores lentos 

tratados com bupropiona obtiveram sucesso após 12 semanas de tratamento. Esta foi 

a menor taxa de sucesso entre os metabolizadores lentos encontrados em nossa 

análise. Outros estudos também mostraram maior taxa de sucesso entre 

metabolizadores rápidos quando tratados com vareniclina, sugerindo que as terapias 

de reposição de nicotina são o tratamento mais adequado para metabolizadores 

lentos49,58. 

Shahab et al. não conseguiu demonstrar diferenças entre vareniclina e terapia 

TRN de acordo com a RMN em um cenário real. Alguns fatores devem ser 

considerados ao tentar replicar resultados de ensaios clínicos em estudos do mundo 

real, como diferenças sociodemográficas e variações étnicas entre os participantes 

incluídos em ensaios clínicos randomizados e estudos populacionais. Além disso, o 

acompanhamento rigoroso do tratamento e adesão é muitas vezes difícil de realizar 

fora de um ambiente controlado. Finalmente, os ensaios clínicos terão como objetivo 

maximizar o acompanhamento da resposta para obter uma estimativa precisa do 

efeito do tratamento, considerando que as taxas de acompanhamento em estudos 

populacionais como o nosso geralmente tendem a ser menores, resultando 

potencialmente em efeitos subestimativos do tratamento no contexto da análise da 

intenção de tratar85. 
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Existe uma variação substancial na resposta ao tratamento farmacológico para 

a cessação do tabagismo. Evidências sugerem que fatores individuais e ambientais 

podem contribuir para essas diferenças. A RMN provou ser uma ferramenta útil que 

contribui para melhores respostas farmacológicas. Em um contexto de medicina 

personalizada, a RMN poderia ser aplicada na prática clínica, em que fosse possível 

quantificar analitos e calcular a RMN na consulta médica, para que a melhor 

medicação para cada paciente fosse selecionada. Infelizmente, devido ao tamanho 

da amostra, não conseguimos demonstrar associações significativas entre a RNM e 

as características gerais ou o resultado do tratamento farmacológico, sendo essa a 

principal limitação do nosso estudo. No entanto, acreditamos que o uso da RMN 

apresenta grande potencial e pode ter um efeito sinérgico na cessação do tabagismo, 

juntamente com novas abordagens comportamentais para aumento da adesão e 

ferramentas farmacogenéticas, devendo ser foco de pesquisas futuras nessa área. 
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7 CONCLUSÕES 

Foi possível identificar polimorfismos associados com uma maior taxa de 

sucesso no tratamento antitabagismo com vareniclina. Além disso, fomos capazes de 

avaliar a RMN e observar categorias de metabolizadores em pacientes brasileiros sob 

tratamento farmacológico. Assim, este estudo pode contribuir para a indicação de 

estratégias que possam fazer parte da customização dos tratamentos antitabagismo 

e, consequentemente, melhorar as taxas de sucesso no processo de cessação do 

tabagismo. 
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ANEXO B - Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa  
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ANEXO C - Teste de Fagerström para a dependência à nicotina (versão em 

Português) 

 

 

 

Fonte: Pietrobon RC, Barbisan JN, Manfroi WC, Utilização do teste de dependência à nicotina 

de Fagerström como um instrumento de medida do grau de dependência. Versão em 

Português. Rev HCPA 2007;27(3):31-6. 
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ANEXO D – Artigo publicado na European Journal of Clinical Pharmacology, volume 

75, páginas 1541–1545 (2019). 
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ANEXO E – Artigo submetido na Frontiers in Pharmacology, sessão 

Pharmacogenetics and Pharmacogenomics (2022). 
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