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Resumo

A epidemiologia do esgoto tem sido aplicada no Distrito Federal para estimar o
consumo de cocaina. Porém, a determinacdo de biomarcadores da cannabis exige
condig0es diferenciadas de preparo de amostras. Este trabalho buscou desenvolver um
método analitico baseado em UPLC-MS/MS para quantificar A9-tetrahidrocanabinol
(THC) e 11-nor-9-carboxi-A9-tetrahidrocanabinol (THC-COOH), além de avaliar a
quantificacdo concomitantemente de cocaina (COC), benzoilecgonina (BE) e
cocaetileno (COE). Parametros baseados em MRM (Multiple Reaction Monitoring)
foram obtidos visando a melhor detectabilidade para canabinoides. A analise
cromatografica distinta de cocainicos e cannabinoides foi a melhor estratégia para
quantificacdo do THC-COOH, metabolito usado para estimar o consumo de cannabis.
Amostras compostas de esgoto (24h) foram coletadas na afluéncia das estagdes de
tratamento Brasilia Norte (ETEN) e Sul (ETES) durante 15 dias consecutivos (01/03 a
15/03/2019), incluindo o periodo de Carnaval (um evento festivo). Aliquotas (100 mL)
foram enrigquecidas com analogos deuterados (surrogates), filtradas (0,45 pm), passadas
por cartuchos de extracdo em fase solida (HLB Oasis 500 mg), reconstituidas em
metanol, evaporadas, ajustadas a 1,0 mL (agua:metanol 20:80, v/v) e filtradas
novamente (PVDF 0,2 um). Com excecdo do THC, foi possivel quantificar os demais
analitos apds um Unico preparo de amostra. Estimou-se um consumo médio de cocaina
de 2524 e 2154 mg/dia/1000hab pela a populacdo atendida pelas ETEN e ETES (15 a
64 anos), respectivamente. Embora comparaveis aos obtidos previamente no DF, estes
valores sdo maiores aos observados em outros paises. Para a cannabis, estimou-se um
consumo medio de 17004 e 7274 mg/dia/1000hab (15 a 64 anos) nas regides cobertas
pelas ETEN e ETES, respectivamente. O consumo na regido Norte foi comparavel ao
observado em outros paises. Observou-se maior consumo de cannabis e cocaina no
periodo do Carnaval (33,5% e 66,6%, respectivamente) em comparagdo ao periodo
subsequente. Ao contrario do esperado, ndo foi observado aumento no consumo de
cocaina no fim de semana seguinte ao Carnaval, indicando alteracdo do perfil de
consumo ou reducdo de oferta. No caso da cannabis, com excec¢do do periodo de
Carnaval, a auséncia de tendéncia temporal é corroborada por relatos da literatura
indicando consumo constante e independente do dia da semana.

Palavras-chave: Canabinoides, cannabis, cocainicos, epidemiologia do esgoto,
desenvolvimento de método, tetrahidrocanabinol, carboxi-tetrahidrocanabinol, cocaina,
benzoilecgonina, cocaetileno.
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Abstract

The wastewater-based epidemiology has been applied at the Brazilian Federal
District (FD) to estimate cocaine consumption. However, the determination of cannabis
biomarkers requires unique sample preparation steps. This study aimed the development
of an analytical method based on UPLC-MS/MS to quantify A9-tetrahydrocannabinol
(THC) and 11-nor-9-carboxy-A9-tetrahydrocannabinol (THC-COOH), with the
concomitant quantification of cocaine (COC), benzoylecgonine (BE) and cocaethylene
(COE). Multiple Reaction Monitoring parameters were obtained to improve the
detectability of the cannabinoids in the MS/MS system. Distinct chromatographic and
MRM analyses for cocainics and cannabinoids were essential to the successful
quantification of THC-COOH, the THC metabolite used to estimate cannabis use. Raw
wastewater composite samples (24h) were collected in the entrance of Brasilia Norte
and Brasilia Sul wastewater treatment plants (N-WWTP and S-WWTP, respectively)
for 15 consecutive days (03/01 to 03/15/2019), including the Carnival holliday. Aliquots
(100 mL) were enriched with isotope-labeled standards (surrogate), filtered (0.45 um),
extracted using solid phase extraction (HLB Oasis 500mg, Waters), reconstituted in
methanol, evaporated, adjusted to 1.0 mL (water:methanol 20:80, v/v) and filtered again
(PVDF 0.2 pum). With the exception of THC, all analytes were assessed in the samples
after a single extraction step. The average cocaine consumption was 2524 and 2154
mg/day/1000hab for the population served by N-WWTP and S-WWTP (15 to 64 years),
respectively. Although comparable with previously results obtained in FD, these values
are much higher than the ones observed in other countries. For cannabis, the average
consumption was 17004 e 7274 mg/day/1000hab (15 to 64 years) in the regions covered
by N-WWTP and S-WWTP, respectively. The consumption in the north region was
comparable to other countries. A higher consumption of cannabis and cocaine was
observed during the Carnival period (33.5% and 66.6%, respectively) compared to the
subsequent period. Unexpectedly, the consumption of cocaine did not increase during
weekend after the Carnival period, indicating alteration on the consumption pattern or
reduction of drug supply. For cannabis, besides the Carnaval period, the absence of a
temporal trend indicates a constant consumption during the week, as seen in other
studies.

Key-words: Cannabinoids, cannabis, cocainics, wastewater-based epidemiology,
method development, tetrahydrocannabinol, carboxy-tetrahydrocannabinol, cocaine,
benzoylecgonine, cocaethylene.
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1. Introducéo

Em 2017 cerca de 271 milhdes de pessoas (aumento de 30% desde 2009), ou
5.5% da populacdo global com idades entre 15 e 64 anos, usaram drogas de abuso —
substancias com capacidade de alterar fungbes do Sistema Nervoso Central (SNC) — ao
menos uma vez, e dessas pessoas, aproximadamente 42 milhdes perderam suas vidas
saudaveis (morte ou doencas) devido ao uso de drogas, 35 milhGes sofrem de transtorno
devido ao uso de substancias, e em torno de 585 mil pessoas morreram por
consequéncia do consumo de drogas de abuso em 2017 (um aumento de 30% desde
2015) (UNODC, 2019a).

O uso de drogas de abuso além de impactar de modo negativo 0 bem-estar e a
salide dos usuérios e pessoas ao seu redor, também é uma ameaca concreta para a
estabilidade, seguranca, economia e desenvolvimento social de regibes inteiras
(Causanilles et al., 2017), portanto, relatérios visando a estimativa de consumo pela
comunidade sdo imprescindiveis para a alocacdo de recursos governamentais,
principalmente os relacionados a seguranca publica.

Atualmente, a maioria dos relatérios com estimativa de consumo de drogas de
abuso por comunidades se baseiam em pesquisas feitas por questionarios, dados de
apreensoes, overdoses e hospitalizagdes (UNODC, 2018). O problema desses métodos €
a presenca de diversas incertezas, ja que os questionarios dependem da honestidade de
guem responde e da possibilidade do desconhecimento do produto realmente
consumido, além disso, os dados de apreensdo ndo refletem a quantidade total das
drogas ilicitas — as drogas de abuso proscritas no Brasil séo definidas pela portaria N°
344/98 SVS/MS — em circulacdo no pais, pois a probabilidade da apreenséo total das
drogas ilicitas em circulacdo é infima, e por fim, apenas uma pequena parcela dos
usuarios consome droga o suficiente para haver overdose ou necessidade de
hospitalizacdo. Haja vista esses problemas, ha uma clara necessidade de alguma fonte
de dados sobre consumo de droga mais objetiva e mais eficiente para obter uma melhor
estimativa do consumo de drogas de abuso, tanto as licitas, como benzodiazepinas,
quanto ilicitas, como cannabis e cocaina.

Pela primeira vez, em 2001, a andlise de substancias quimicas presentes no
esgoto foi sugerida como um novo método ndo intrusivo para avaliar tanto o consumo

de drogas ilicitas quanto o uso indevido de farmacos a partir de efluentes gerados por



uma determinada populacdo (Daughton, 2001). Esse método é denominado como
Epidemiologia do Esgoto (EE) e envolve a amostragem de uma fonte de esgoto,
comumente o afluente da estagdo de tratamento de esgoto (ETE), e a analise dessa
amostra permite com que seja possivel o calculo da estimativa do consumo de drogas de
abuso da comunidade ao quantificar os niveis dos biomarcadores de interesse de cada
droga que sdo excretados pela urina (Zuccato et al., 2008).

Em anos mais recentes, a EE tem sido aplicada com sucesso por diversos grupos
de pesquisa tanto em locais de pequena escala, como escolas (Zuccato et al., 2017),
guanto em locais de grande escala, como cidades (EMCDDA, 2019a). Os resultados de
diversos estudos que utilizaram a EE para estimar o consumo de drogas de abuso por
uma determinada comunidade mostraram que essa ferramenta € promissora como
método complementar as ferramentas convencionais que atualmente séo utilizadas para
estimar este consumo, por isso, os resultados obtidos a partir da EE foram utilizados no
Relatério Mundial sobre Drogas de 2017 publicado pelo escritério das nagdes unidas
sobre drogas e crime (UNODC do inglés United Nations Office on Drugs and Crime) e
no Relatério de Drogas da Europa de 2019 publicado pelo Observatorio Europeu da
Droga e da Toxicodependéncia (EMCDDA do inglés European Monitoring Centr for
Drugs and Drug Addiction) (EMCDDA, 2018; UNODC, 2017). Ainda mais, a EE
fornece informacdes geograficas e temporais dos padrdes de consumo de drogas em
tempo real, ou quasi-real (Feitosa et al., 2013), informacgfes que permitem ao governo
alocar recursos publicos com mais eficiéncia.

A abordagem quantitativa dos compostos alvo e seus metabdlitos € muito bem
estabelecida para estimar o consumo de cocaina, anfetamina, metanfetamina e 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA), porém, ao contrario dessas substancias, a
estimativa do uso de cannabis utilizando EE é extremamente problematica (Causanilles
et al., 2017; EMCDDA, 2016). As dificuldades incluem um coeficiente de particdo
octanol/agua (K,y) alto (em relacdo as substancias supracitadas) (Feitosa et al., 2013);
baixa taxa de excrecdo do metabdlito primario, utilizado como marcador, da substancia
psicoativa da cannabis; o fato da farmacocinética das substancias da cannabis ndo ser
muito bem elucidada; a possivel perda de analitos por sor¢do de substancias nos grupos
silanois presentes na superficie de materiais de vidro; e a sor¢do de substancias de
interesse no biofilme e no material particulado ao longo do transporte no esgoto. Estas
dificuldades demandam um preparo das amostra e um tratamento de dados diferenciado

em comparacado as demais substancias (Causanilles et al., 2017).



Enquanto que métodos voltados a estimar o consumo de cocaina e estimulantes
anfetaminicos ja sdo operacionalmente definidos no ambito das atividades do
Laboratorio AQQUA do Instituto de Quimica da UnB, a quantificacdo de substancias
canabinoides no esgoto ainda ndo foi conseguida de maneira satisfatoria. Assim, este
trabalho busca acessar os niveis de A9-tetrahydrocanabinnol e 11-nor-9-carboxy-A9-
tetrahydrocanabinnol que corresponde a substancia psicoativa da cannabis e seu
biomarcador, respectivamente, e concomitantemente a quantificacdo das substancias
cocainicas comumente investigadas em trabalhos anteriores desenvolvidos no
Laboratério AQQUA. O desenvolvimento de método analitico para determinacao
simultanea de substancias cocainicas e canabinoides possibilita estimar o consumo de
cannabis, e cocaina, além de acessar a fracdo de cocaina consumida junto com alcool. O
método foi aplicado para amostras coletadas antes, durante e depois do feriado de
Carnaval de 20109.

2. Revisdo Bibliografica

2.1. Epidemiologia do Esgoto

Epidemiologia do Esgoto é uma estratégia que envolve a analise de amostras do
esgoto, obtidas a partir do afluente da ETE que atende a populagdo alvo, com o intuito
de quantificar os biomarcadores das drogas de abuso de interesse. A EE possui 0
potencial de monitoramento, em tempo quasi-real, das tendéncias de consumo de drogas
da populacdo alvo, o que é uma informacdo valiosa para politicas publicas que visam

esta populacdo. A Figura 1 esquematiza as etapas desta estratégia.
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Figura 1: Diagrama demonstrando os passos da Epidemiologia do esgoto (Adaptado de EMCDDA,
2018a).

3. Quantidade da susbstancia alvo que

A EE consiste em diversos passos: Primeiro, a amostragem € feita a partir da
coleta de diversas amostras ao longo de 24 h para gerar uma amostra composta
representativa do dia; segundo, analisam-se as amostras compostas obtidas para
quantificar os biomarcadores de interesse e suas concentracbes sdo mensuradas;
terceiro, o valor mensurado das concentracdes das substancias alvo sdo multiplicadas
pela taxa de fluxo diario do esgoto para se obter a quantidade total diaria da substancia
alvo presente no esgoto; quarto, o fator de correcdo calculado para cada biomarcador é
aplicado ao valor da quantidade total didria para obter o consumo total diario da
substancia alvo; quinto, a quantidade total diaria é dividida pela estimativa do namero
de pessoas que geraram aquele esgoto, no caso da estacdo de tratamento basta utilizar o
namero de pessoas que a ETE atende; por fim, o sexto passo € opcional mas preferivel,
transformar o consumo de mg/dia/1000hab para doses/dia/1000hab. Seguindo esse
método se obtém um valor de consumo per capita que facilita a comparacdo entre
comunidades (EMCDDA, 2019b).

A EE ja foi aplicada para comunidades grandes, como bairros e cidades (Feitosa
et al., 2013; Krizman-Matasic et al., 2019; Thomas et al., 2012), e também ja foi
aplicado em comunidades de pequeno porte, como prisdes (Postigo et al., 2011) e
escolas (Zuccato et al., 2017). Em todos estes estudos, a EE mostrou ser um método
complementar importante aos métodos convencionais de estimativa de consumo de
drogas ilicitas (EMCDDA, 2019c, 2018). Além disso, esse método mostrou-se eficaz

em demonstrar a contribuicdo de eventos festivos — como carnaval, copa do mundo,



inicio do semestre académico e dia da independéncia — para a mudanca de tendéncias ou
padrdes do consumo de drogas de abuso durante este periodo (Foppe et al., 2018; Sodré
et al., 2017). A Figura 2 mostra o consumo médio diario medido por EE de algumas

cidades da Europa.

Legenda

2000 mg/1000p/dia

1000 mg/1000p/dia

500 mg/1000p/dia

50 mg/1000p/dia

Abaixo do nivel de quantificaéo

Figura 2: Consumo médio em mg/1000habitantes/dia de cocaina em diversas cidades da Europa
(Adaptado de EMCDDA, 2018a)

Uma vez que a concentracdo da substancia alvo é descoberta, esse valor é
utilizado para calcular o consumo da droga de abuso (C), através da Equacdo 1

mostrada abaixo.

cxQuxf
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Para calcular o consumo, a equacgdo supracitada se embasa na concentracdo da
substancia alvo no esgoto (¢, em mg L), na vazdo volumétrica do esgoto afluente da
ETE (Qv em L dia™), no fator de correcéo ( f) que se baseia na divisdo da razio entre a
substancia psicoativa e 0 seu biomarcador pela taxa de excre¢do de seu biomarcador e
por fim no nimero de habitantes (hab) atendidos pela ETE (Feitosa et al., 2013).

Para o estudo em questdo as drogas de abuso alvo sdo a cannabis e a cocaina,
sendo que o biomarcador utilizado para o calculo retroativo do consumo a partir da EE
sdo, respectivamente, THC-COOH e BE, além disso o COE serd quantificado para

avaliar o uso concomitante da cocaina com alcool.



2.2. Drogas de abuso

Droga € um termo genérico que se da a qualquer substancia capaz de alterar o
funcionamento normal do corpo, essas substancias podem ser separadas em licitas, as
que ndo sdo proscritas, e ilicitas, as que tém o uso proscrito. As drogas de abuso sdo as
drogas utilizadas de maneira ou quantidade ndo contempladas pelo previsto na
medicina, podendo gerar dependéncia ou vicio do usuario. As drogas de abuso podem
ser separadas em cinco classes: narcoticos, depressores, estimulantes, alucindgenos e
anabolizantes (DEA, 2017).

A cannabis é uma droga de abuso produzida a partir da planta Cannabis Sativa
L. e ndo se encaixa em nenhuma dessas classes supracitadas, portanto hd uma classe
exclusiva para essa droga de abuso ilicita. A cannabis é uma droga capaz de alterar o
SNC do usuério, porém de forma mais branda e de forma distinta das drogas de abuso
das outras classes. J& a cocaina pertence ao grupo de estimulantes, substancias
simpatomimeéticas, que causam aumento do rendimento fisico e mental, aumento do
estado de alerta, diminuicdo de apetite, aumento da autoestima e da sensacdo de
satisfacdo (DEA, 2017).

2.2.1. Cannabis

Cannabis € termo genérico que se refere aos varios produtos derivados da planta
Cannabis sativa L. sendo que o produto mais comum é uma mistura das folhas, flores e
caule secos desta planta, que possui uma coloragdo esverdeada. Essa droga pode ser
consumida de diversas formas, fumando ao enrolar a mdo no formato de cigarros, no
cachimbo, cachimbo de agua — mais conhecido como hookah, arguile, narguilé ou
shisha — e vaporizadores; bebido como cha — geralmente nos casos quando a cannabis é
usada com fins medicinais — ou comido ao misturar com comestiveis, comumente bolo,
brownie, cookies ou doces (NIDA, 2018). Além disso, existem formas mais fortes de
cannabis, como resinas concentradas — contendo altas concentra¢Ges dos principios
ativos da cannabis — de alta viscosidade, conhecida como O¢leo de haxixe ou
simplesmente haxixe, apesar de ndo ser muito comum no Brasil, possui uma prevaléncia
pronunciada na Europa, Africa Setentrional e Oriente Médio (NIDA, 2018; UNODC,
2018).



Cannabis foi a droga mais consumida em 2017, com 188 milhGes de usuarios
entre 15 e 64 anos que consumiram a0 menos uma vez no ano, o0 que equivale a 3,8% da
populacdo nessa faixa etdria. A Figura 3 mostra as melhores estimativas das
prevaléncias, em porcentagem, do uso de cannabis em cada pais. Apesar de um declinio
de 2,1% no ndmero de usuarios de cannabis entre 2016 e 2017, ainda houve um
aumento de 30% do numero de usuérios entre 1998 e 2017. Em contrapartida, houve um
declinio mundial de 27% na apreensdo global da erva cannabis, para 4.386 toneladas,
em 2016, esse declinio na apreensao foi principalmente na América do Norte, onde ha
disponibilidade de cannabis medicinal em diversas localidades e a legalizagcdo do uso
recreativo de cannabis em varios estados do Estados Unidos da América, o que pode

explicar em parte esse declinio (UNODC, 2018).
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A principal substancia psicoativa — substancia capaz de atuar no SNC — da
cannabis € o A9-tetrahidrocanabinol (THC), substancia presente principalmente na
resina das folhas e flores. Além de conter o THC ainda possuem mais 500 outras
substancias quimicas, incluindo 100 compostos da mesma classe do THC, os CBN,
como o canabinol e o canabidiol (NIDA, 2018).

Quando a cannabis é fumada, o THC e as outras substancias da planta vao para o
pulméo, sdo absorvidos pelos alvéolos e entram na corrente sanguinea produzindo
efeitos quase que imediatos. Caso seja consumida na forma de comida ou bebida os
efeitos sdo produzidos entre 30 min e 1 hora, pelo fato de passar pelo trato
gastrointestinal. Os efeitos incluem euforia e tranquilidade, mas em alguns casos,
normalmente quando o consumo é de grandes quantidades, os usuarios podem sentir

ansiedade, medo, paranoia ou panico (NIDA, 2018).



O THC possui uma estrutura muito similar a da anandamida, um
neurotransmissor da familia dos CBN enddgenos, a Figura 4 demonstra a similaridade
das nuvens eletrénicas entre 0 THC e a anandamida, por conta dessa similaridade, o
THC consegue ativar esses receptores, interrompendo o funcionamento normal do
sistema endocanabinoide (NIDA, 2018). Os CBN enddgenos se ligam aos receptores
canabinoides que estdo presentes em locais no cérebro que influenciam prazer,
memoria, pensamento, concentracdo, locomocdo, coordenacdo motora, e percepgao
sensorial e temporal. Ao consumir cannabis os efeitos negativos de curto prazo incluem
a paranoia e psicose — em doses elevadas — e 0 comprometimento da memdria de curto
prazo, da coordenacdo motora e da capacidade de julgamento; os efeitos negativos de
longo prazo incluem o desenvolvimento cerebral alterado, risco de desenvolver psicose
crbnica aumentada, capacidade cognitiva comprometida — o quociente de inteligéncia
(QI) de consumidores cronicos na adolescéncia diminui —, sintomas de bronquite
crbnica, diminuicdo da satisfacdo com a vida e conquistas, e um menor desempenho

educacional, com aumento da probabilidade de abandono escolar (Volkow et al., 2014).
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Figura 4: Estrutura quimica com a nuvem eletronica da Anandamida (endocanabinoide) a esquerda, e do
THC (canabinoide) a direita (Adaptado de NIDA, 2018).

Os dados farmacocinéticos mais importantes para estudos desta natureza sdo o
metabolismo e a excrecdo. A Figura 5 montra a via metabolica do THC no corpo
humano. Sendo que o metabdlito primario — que também contribui para o efeito da
cannabis, por também ser ativo — é o 11-hidroxi-A9-tetrahidrocanabinol (11-OH-THC)

que em seguida €& metabolizado, por oxidacdo, em 11-nor-9-carboxi-A9-
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tetrahidrocanabinol (THC-COOH) inativando a substancia (Baselt, 2004; Gracia-Lor et
al., 2016).

O THC, por ser altamente metabolizado, ndo é um biomarcador interessante para
ser utilizado, por isso é mais interessante o uso dos metabolitos THC-COOH e 11-OH-
THC (Postigo et al., 2010), e como o0 11-OH-THC é rapidamente oxidado em THC-
COOH e por ser um metabolito relativamente estavel, o0 THC-COOH é o metabolito
mais utilizado tanto para areas forenses quanto para o célculo retroativo em estudos de
EE (Gracia-Lor et al., 2016). Apesar do THC-COOH ser excretado em sua forma
conjugada (Baselt, 2004), a beta-glucuronidase das bactérias fecais do esgoto hidrolisam
0 THC-COOH conjugado com o acido glucurénico transformando-o em sua forma livre
novamente, portanto o0 THC-COOH em sua forma livre é o biomarcador de escolha a
ser quantificado para a realizacdo do célculo de consumo da cannabis (Castiglioni et al.,
2006; Khan and Nicell, 2012). A Figura 5 mostra a metabolizacdo humana do THC em

seus metabdlitos.
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Figura 5: Via de metabolismo do THC (Adaptado de Gracia-Lor et al., 2016).

O THC-COOH possui propriedades distintas dos demais biomarcadores das

outras drogas de abuso, algumas dessas propriedades irdo afetar o fator de correcdo. As
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propriedades mais importantes a serem levadas em consideracdo para refinar o valor do
fator de correcdo, para minimizar a incerteza do calculo do consumo por EE, sdo a taxa
de excrecdo do biomarcador — que varia dependendo da via de administracdo —, e a
razdo molar entre a substancia psicoativa e o seu biomarcador (Feitosa et al., 2013;
Gracia-Lor et al., 2016). Os estudos de farmacocinética do THC e seus metabdlitos no
corpo humano estdo resumidos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Média das porcentagens de excrecdo do tetrahidrocanbinol + DPa e seus metabolitos na urina
para vias de administrac@es diferentes (Adaptado de Gracia-Lor et al., 2016).

Composto Via de Numero de Faixa das doses Numero total de Média de
Administragdo pesquisas (mg) pacientes (faixa excrecdo por
por estudo) paciente % + DPa
THC Oral 1 30 3 0.006 + 0,002
THC-COOH  Oral 3 0.39-4 24 (5-7) 2.2+1.2
Intravenoso 1 2.2-4 12 4
Fumado 1 15.8-33.8 16 (4-6) 05+0.1
11-OH-THC Intravenoso 1 10 4 5
Canabinoides  Oral 3 4-6 21 (4-6) 151+16
Totais Intravenoso 4 0.5-4 29 (4-6) 214+ 4.6
Fumado 2 10-20 12 (2-9) 6.6+2.1
Inalado 1 10 3 9.6+5.1
Acidos polares  Oral 1 15-20 12 6.5
Intravenoso 1 2.2-4 12 5.1

Tabela 2: Média das porcentagens de excrecdo do tetrahidrocanabinol £ DPa e seus metabolitos em fezes
para as diferentes vias de administracdo (Adaptado de Gracia-Lor et al., 2016).

Composto Via de Namero de Faixa das doses Numero total de Média de
Administragdo pesquisas (mg) pacientes (faixa excrecdo por
por estudo) paciente % + DPa
THC Oral 1 15-20 11 5+1.8
Intravenoso 1 2.2 9 21+11
THC-COOH  Oral 1 15-20 11 9.7+37
Intravenoso 1 2.2-4 9 6.1+4.3
11-OH-THC Oral 1 15-20 11 3.8+£0.9
Intravenoso 2 2.2-10 18 (4-9) 13442
Canabinoides  Oral 2 15-20 15 (4-6) 478+3
Totais Intravenoso 3 0,5-4 21 (3-5) 37.3+129
Acidos polares  Oral 1 15-20 11 6.1+22
Intravenoso 1 2.2-4 9 29+18

Para refinar o fator de correcdo do consumo de cannabis levou-se em
consideracdo a porcentagem média de excre¢do do THC-COOH na urina quando a
cannabis é fumada — que é 0,5% —, ja que a grande maioria do consumo de cannabis é
pela via pulmonar (Passagli, 2013), além disso, o valor da razéo entre o peso molecular
THC/THC-COOH é de aproximadamente 0,91 e também deve ser levado em
consideracdo. Logo, o valor proposto do fator de corre¢do para o THC-COOH, foi de
182 (Gracia-Lor et al., 2016).
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2.2.2. Cocaina

A cocaina — um alcaloide tropanico — é uma droga estimulante do SNC e
altamente viciante. Por milhares de anos populagbes da América do sul —
principalmente Bolivia, Coldmbia e Peru — fazem o uso da folha de coca, Erythroxylon
coca (fonte da cocaina), pelo fato de ser um estimulante que auxilia na resisténcia fisica
em grandes altitudes e longas jornadas. Em 1860 a cocaina foi isolada das folhas de
coca e caracterizada pelo quimico alemao Albert Niemann, e passou a ser usada como
medicamento para tratar a depressao, pacientes com dependéncia de heroina. Também
foi utilizado como anestésico topico, e como um dos ingredientes da formulacéo inicial
da Coca-Cola® (NIDA, 2016; Passagli, 2013).

A cocaina — também conhecida por p6, neve, brisola, bright, branquinha, farinha,
pico, crack, coca, basuco e pedaco — € utilizada em duas formas o cloridrato de cocaina,
um pé branco e cristalino, e a base livre. As vias de administragdo do cloridrato de
cocaina sao a intranasal, intravenosa e oral. Sendo que a via oral é comumente utilizada
concomitantemente com o uso de bebidas alcoodlicas. O cloridrato de cocaina ndo pode
ser fumado, pois nessa forma ndo se volatiliza com facilidade e se decompde com altas
temperaturas. A cocaina na sua forma de base livre — como o crack, a merla e o oxi — é
fumada, tendo em vista que esta forma apresenta baixo ponto de fuséo e quando
aquecida permite que seus vapores sejam inalados ao ser fumado (Passagli, 2013).

Uma vez que a cocaina € absorvida os processos de metabolizagdo pelo corpo
comecam, gerando diversos metabdlitos, sendo que os mais importantes sdo o éster
metilecgonina (EME) 35 a 48%, benzoilecgonina (BE) 30 a 45%, norcocaina (NCOC) 2
a 6%, éster de metilanidroecgonina (AEME do inglés anhydroecgonine methyl ester)
que é gerado por pirélise quando a cocaina é fumada, e o cocaetileno (COE) gerado
quando a cocaina é administrada juntamente com bebidas alcodlicas. Além disso, é
possivel que a cocaina seja eliminada em sua forma inalterada em uma concentracdo
que varia de 2 a 14% (Passagli, 2013; Sodré et al., 2017). Apesar da existéncia de todos
esses metabolitos, a BE é o metabolito que serd quantificado e utilizado no calculo
retroativo do consumo de cocaina, ja que este possui uma taxa de excrecdo alta e uma
boa estabilidade no esgoto, e 0 COE pode ser utilizado para avaliar 0 uso concomitante
do alcool com cocaina (EMCDDA, 2016). A Figura 6 mostra a metabolizagdo humana

da COC e seus metabdlitos.
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O fator de correcdo do consumo de cocaina se da pelo célculo a partir da
excrecdo relativa a BE, sendo que essa taxa de excrecdo depende da via de
administracdo, como no Brasil cerca de 70% da via de administracdo € intranasal e
30% é pela via pulmonar (fumada), a taxa de excrecdo ponderada € de
aproximadamente 25%, e a razdo da massa molecular COC/BE é de 1,048, logo o
valor calculado proposto do fator de correcdo para o Brasil foi de 4,19 (Sodré et al.,
2018).

2.3. Determinagéo de substancias alvo em afluente de esgoto

O esgoto € considerado uma matriz de alta complexidade, por possuir diversos
tipos de compostos — que podem agir como interferentes de analises — e micro-

organismos (Baker et al., 2012; Santos et al., 2015). Mesmo assim, com o estado da arte
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da tecnologia instrumental é possivel identificar substancias em concentragdes infimas.
Atualmente, estudos de epidemiologia quantificam substancias em concentragdes na
ordem de centenas de nanogramas por litro (ng L™), normalmente lancando mio de
técnicas de pré-concentracdo e analises em instrumentos baseados em cromatografia
acoplada a espectrometria de massa (Causanilles et al., 2017; Krizman-Matasic et al.,
2019; Zhang et al., 2019).

2.3.1. Amostragem

A primeira etapa para a parte experimental de um estudo de EE consiste na
amostragem, uma parte crucial no experimento que ndo deve ser negligenciada. Para
garantir a diminui¢do dos erros na amostragem um planejamento deve ser feito tendo
em mente que o objetivo principal é obter uma amostra representativa do todo que se
esta analisando.

O método de amostragem para estudos de estimativa de consumo de drogas por
EE ja esta bem estabelecido e consiste na coleta de uma amostra composta de 24 horas
do esgoto afluente — esgoto ndo tratado — das estacOes de tratamento de esgoto, visto
que existem diferengas na vazéo do esgoto ao longo do dia (van Nuijs et al., 2011),
portanto, o volume coletado é dependente da vazdo do afluente no momento que a
coleta é feita (EMCDDA, 2019b). O mais comum ¢ a coleta de hora em hora, por 24
horas, normalmente realizado por um amostrador automatico e preferencialmente cada
aliquota coletada deve ter o volume proporcional a vazdo no momento da coleta, tudo
isso depende da programacdo usada no amostrador. Assim que coletados as aliquotas
sdo armazenadas em um mesmo recipiente para formar a amostra composta

representativa do dia.

2.3.2. Preservacdo de amostras

Idealmente a preservacdo da amostra deve ser feita 0 mais rapido possivel apds o
término da coleta, diversas drogas de abuso e seus metabdlitos sofrem degradacdo ou
adsorcdo no préprio material em que a amostra esta sendo armazenada (Causanilles et
al., 2017; Senta et al., 2014). Muitos estudos foram realizados para analisar a

estabilidade de drogas de abuso e seus biomarcadores na amostra, porém nao ha muitos
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estudos avaliando a estabilidade dessas substancias ao longo do transporte pelo esgoto
(MccCall et al., 2016).

Em uma amostra ndo filtrada e estocada a -20 °C, aproximadamente 50% do
THC é degradado apo6s sete dias e mais de 90% é degradado apds 123 dias. Ja o THC-
COOH possui alta estabilidade no periodo de 72 horas na amostra ndo modificada,
porém ha uma degradacdo significativa apds sete dias, mesmo sendo estocada a 4 °C.
Em amostras congeladas o THC-COOH ¢ estavel até quatro meses, devido a diminuicéo
de interacOes intermoleculares. Além disso, diferentemente da COC, a acidificacdo da
amostra piora a recuperagdo de THC-COOH, pois nestas condi¢des o THC-COOH fica
em sua forma molecular, e ndo iénica. Estudo. indicam que se a amostra for acidificada
para pH 2, ha uma perda de aproximadamente 54% do THC-COOH — o THC-COOH
possui um aumento de adsorcdo em pH baixo —, comparado com 10% de perda sem
modificacdo do pH da amostra (Causanilles et al., 2017; McCall et al., 2016).

A estabilidade da cocaina na amostra, em diversas condicBes, é baixa. A
hidrolise da cocaina € pH dependente, sendo que e a acidificagdo da amostra aumenta
sua estabilidade em temperaturas baixas ou altas por pelo menos trés dias (McCall et al.,
2016; Sodré et al., 2018). Conservantes como metabissulfito de sédio (Na,S,0s) ou
azida de sodio (NaN3) podem ser utilizados para evitar a degradacdo de cocaina, além
disso, os estudos indicam que a degradacao é desprezivel assim que a cocaina é extraida
em cartuchos de extracdo em fase-sélida (SPE do inglés solid-phase extraction), mais
especifico do tipo equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB do inglés hydrophilic-lipophilic
balance) e forem estocados corretamente a -20 °C (McCall et al., 2016). Ao contrario da
COC, a BE mostrou alta estabilidade na amostra em diversas condigdes, principalmente
em amostras que foram extraidas em SPE, estaveis até pelo menos trés meses (McCall
et al., 2016).

Portanto, para garantir uma alta recuperagdo dos analitos, recomenda-se extracdo
em cartuchos de SPE do tipo HLB e estocadas a pelo menos -10°C, assim que a amostra
for adquirida, ja que alguns analitos podem sofrer perda na recuperacdo se

permanecerem na amostra sem modificacdes (McCall et al., 2016; Senta et al., 2014).

2.3.3. Preparo de amostra

O preparo da amostra é uma etapa fundamental para garantir uma analise exata e

precisa, principalmente quando se trata de uma matriz complexa como esgoto
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juntamente com substancias em concentragdes ultra-traco, que estdo na faixa de ng L%,
0 que demanda alguma técnica de pre-concentragéo.

Primeiro passo a ser realizado é o enriquecimento da amostra com padrfes
surrogate, técnica muito utilizada em analises ambientais. Esse tipo de padronizacao
consiste em substancias com propriedades similares aos seus analitos e que ndo estdo
presentes na amostra. Em sua grande maioria essas substancias sdo versoes
isotopicamente modificadas de seus analitos, comumente deutérios no lugar de
hidrogénios. Com essa similaridade entre os analitos e seus anélogos deuterados, é
possivel assumir que perdas na recuperacdo, efeitos de matriz, ou qualquer outra
variavel que possa interferir na exatiddo ou precisao das analises irdo ocorrer em ambos.
Portanto, ao se utilizar a razdo entre o sinal do analito e o sinal de seu deuterado para
calcular a concentracdo do analito na amostra, todas essas variaveis ja estardao sendo
levadas em consideracdo, melhorando a exatidao e precisdo das analises.

Em seguida filtracdes prévias destas amostras enriquecidas devem ser feitas,
utilizando-se membranas hidrofébicas de 1,2 um e 0,45 um, para reterem 0s materiais
particulados de grandes dimensdes, em seguida a extracdo em um cartucho de SPE e
estocagem em um refrigerador é recomendada, para evitar degradacdo dos analitos
(Causanilles et al., 2017). Os cartuchos de SPE mais utilizados, e que resultam o0s
melhores resultados para diversos analitos — incluindo canabinoides e cocainicos —, sdo
0S que possuem sorvente com grupos funcionais hidrofilicos e lipofilicos, o que facilita
a extracao de substancias com diferentes polaridades em um mesmo cartucho. A Figura

7 mostra o sorvente utilizado no cartucho Oasis HLB da Waters (MA, EUA).

AN

Monoémero Monomero
Hidrofilico Lipofilico

Figura 7: Sorvente que preenche o cartucho de extracdo em fase sélida Oasis HLB.
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O modelo de preparo de amostra utilizando cartuchos de extragdo em fase sélida
mostrou ser 0 mais adequado (Causanilles et al., 2017; EMCDDA, 2016; Thomas et al.,
2012).

2.3.4. Quantificacdo das drogas de abuso alvo e seus metabdlitos no esgoto

Levando em consideracdo que as substancias alvo estdo na faixa de concentracédo
de ultra-traco; que as substancias quantificadas sdo relativamente similares — ja que sao
metabolitos das substancias psicoativas —; e que a matriz é extremamente complexa, é
necessario langar mao de uma técnica extraordinariamente sensivel, seletivo e um limite
de guantificacdo excepcionalmente baixa. Nas centenas de estudos que utilizaram EE, a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa € a técnica mais utilizada para
este tipo de analise (Causanilles et al., 2017; EMCDDA, 2019b, 2019c, 2019a). A

Figura 8 esquematiza uma visao geral de um instrumento baseado nesta técnica.

Amostras: mistura de

Solventes: Fase mavel .
multiplos componentes.

Detector

r Tt
Analisador de massa, QqQ,
QToF, Orbitrap, etc.

A LC-MS 2t <~
| Interface +
| Fonte de fons O
onones || >
Instrumento de Cromatografia Liquida I . ’
de ultra performance (UPLC) Coluna de UPLC:

Fase estaciondria

Figura 8: Esquema geral de uma cromatégrafo liquido acoplado a um espectrémetro de massa (Adaptado
de Norena-Caro, 2017).

Quando se acopla um cromatdgrafo liquido a um espectrémetro de massa uma
fonte de ionizacdo capaz de fazer a interface entre esses dois equipamentos é necessaria,
ja que a andlise pelo espectrdmetro de massa é na fase gasosa e em alto vacuo ha uma
necessidade de vaporizagdo e ionizacdo simultanea na fonte de ionizacdo do
espectrometro de massa (Gross, 2011; Hoffmann and Stroobant, 2007). A interface de
comunicacdo mais utilizada quando ha esse tipo de acoplamento é a lonizagcdo por
Electrospray (ESI do inglés Electrospray ionization), que consiste em uma técnica de
lonizacdo a pressao atmosférica (APl do inglés atmospheric pressure ionization). A

Figura 9 mostra o esquema da fonte de ionizacdo utilizada para realizar essa interface.

16



Figura 9: Esquematizagdo da fonte Ionizadora Turbo V™ ESI da Sciex que faz a interface entre o
cromatografo liquido e o espectrometro de massa (Sciex, 2017).
1. Tubo de amostra; 2. Porca de ajuste do eletrodo; 3. Anel retentor; 4. Torre da sonda; 5. Parafuso de
ajuste da agulha de descarga corona; 6. Micrdmetro usado para posicionar a sonda no eixo horizontal; 7.
Porta da janela; 8. trava que prende a fonte de ions ao espectrémetro de massa; 9. Unido de aterramento;
10. Micrémetro usado para posicionar a sonda no eixo vertical.

O ESI é produzido quando se aplica um campo elétrico forte, sob pressdo
atmosférica, em um liquido passando por um tubo capilar com um fluxo baixo. O
campo elétrico formado é da ordem de 10° V m™, esse campo elétrico induz um
acumulo de cargas na superficie do liquido ao mesmo tempo em que o liquido evapora
pela alta temperatura e gases de secagem, aumentado a razdo carga/volume do liquido,
que gera uma repulsdo de cargas até que essa repulsdo seja forte o suficiente para gerar
um fenémeno denominado explosdo couldémbica, esse fendmeno ira gerar 0s ions
precursor dos analitos na forma gasosa para serem analisados pelo analisador de massa
do espectrometro de massa (Gross, 2011; Hoffmann and Stroobant, 2007). A Figura 10

esquematiza o funcionamento de uma fonte de ionizacgao do tipo Eletrospray.
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Figura 10: Esquematizacdo bésica de uma fonte de ionizacdo por Eletrospray (ESI).

Os analisadores de massa mais utilizados em estudos de analitos em nivel de

ultra-traco e em matrizes complexas, sdo: o triplo quadrupolo (QqQ); o hibrido duplo

quadrupolo com tempo de voo (QToF); e em alguns estudos utilizam-se o Orbitrap

(Causanilles et al., 2017). Cada analisador de massa possui suas vantagens, 0 QgQ é o

mais utilizado por sua grande sensibilidade e reprodutibilidade, ja que é um analisador

de massa continuo ndo ha muita perda de analitos durante a analise, porém a resolucéo é

baixa (resolucdo unitaria); o QToF e o Orbitrap possuem uma alta resolugdo e acuracia

de massa, permitindo uma identificagdo mais exata e confidvel, porém como a anélise

de ambos € de forma pulsada, uma analise continua ndo é possivel gerando eventuais

perdas dos ions de interesse (Gross, 2011; Hoffmann and Stroobant, 2007). A Figura 11

demonstra a arquitetura basica de cada analisador de massa supracitado.
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Figura 11: Esquema de diferentes Analisadores de Massas.
A. QToF (Adaptado de Murray, 2017); B. Orbitrap (Adaptado de Thermo Fisher Scientific, 2011); C.
QqQ (Adaptado de Jackson, 2015).

No caso de analises MS/MS com o QgQ, o modo monitoramento de reacfes
multiplas (MRM) é o mais indicado. Neste modo o primeiro quadrupolo atua como um
filtro de massa, selecionando o ion precursor de cada analito. O ion precursor segue para
0 segundo quadrupolo, que atua como uma célula de colisdo, local em que os ions
precursores sdo fragmentados e geram os ions produto. No terceiro quadrupolo, esses
fons produto sdo filtrados e finalmente detectados por uma placa multiplicadora de

elétrons que gera amplificacdo do sinal elétrico.

3. Objetivos

Este trabalho foi divido em objetivo geral e especificos. O objetivo geral
consiste no desenvolvimento de um método capaz de quantificar canabinoides (THC e
THC-COOH) e cocainicos (COC, BE e COE) em amostras de esgoto afluente. Os
objetivos especificos incluem a otimizacdo dos pardmetros instrumentais para a
determinacdo e quantificacdo das substancias alvo; a otimizacdo do método de
separacdo cromatografica; a avaliagdo da viabilidade da quantificacdo de cannabis e
cocaina com 0 mesmo preparo de amostra; quantificagcdo efetiva dos analitos no esgoto
afluente das ETEs Sul e Norte do DF; e a estimativa do consumo de cannabis e cocaina
durante o periodo de carnaval (01/03/2019 até 05/03/2019) e o periodo ap6s o carnaval
(06/03/2019 até 15/03/2019) utilizando a EE.
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4. Materiais e desenvolvimento de método

4.1. Materiais

4.1.1. Solventes e cartuchos de extracao em fase sélida

Acido formico 98%-100% grau MS LiChropur Merck (Darmstadt, Alemanha).
Metanol (MeOH) de grau HPLC adquirido da Tedia (OH, EUA). Acetonitrila (ACN)
grau HPLC J.T. Baker (PA, EUA). Agua ultrapura foi obtida purificando-se &gua
destilada em um sistema Milli-Q (MA, USA). Cartuchos de extracdo em fase sélida
Oasis® HLB 6 cc 500 mg adquiridos da Waters.

4.1.2. Padroes analiticos

Solucdes padrdes utilizadas foram adquiridas da Cerilliant (TX, EUA) através da
Sigma-Aldrich, compreendendo os padrdes de THC (concentracdo de 1 g L™); THC
com trés deutérios (THC D3) (concentracdo de 100 mg L™); THC-COOH (concentracio
de 100 mg L*); THC-COOH D3 (concentracdo de 100 mg L™); COC (concentracéo de
1 g L™Y); CcOC D3 (concentragdo de 100 mg L™); BE (concentragdo de 1 g L™); BE D3
(concentracdo de 100 mg L™); COE (concentragdo de 1 g L™); e COE D3 (concentracio
de 100 mg L™). As substancias deuteradas foram utilizadas como padrdo interno na

curva analitica e como padrdo surrogate nas amostras.

4.1.3. Equipamentos e Acessorios

O instrumento hibrido de cromatografia liquida de ultra performance acoplado a
espectrometria de massa em tandem (UPLC-MS/MS) utilizado para a andlise das
amostras foi um 1290 Infinity da Agilent (MA, EUA) acoplado ao APl 3200 da AB
Sciex (CA, EUA), instalado no Instituto Nacional de Criminalistica (INC) da Policia
Federal (PF) em Brasilia. A coluna cromatogréfica utilizada foi a Kinetex® C18, da
marca Phenomenex (CA, EUA), com 50mm de comprimento por 2,1mm de diametro
interno e particulas de 1,3 um. Amostrador automatico refrigerado AUTO REFR AS950
HACH 115VAC (CO, EUA). Os sistemas de filtracao, extracdo e elui¢do sdo do tipo
manifold construidas no laboratério. Filtro 1,2um de microfibra de vidro GF/C
Whatman (Maidstone, Reino Unido), filtro de 0,45 pum de mistura de ésteres de celulose

20



(MCE), filtro de seringa 0,22 pm de fluoreto de polivinilideno (PVDF) hidrofilico da
Merck e o filtro de 0,2 de politetrafluoretileno (PTFE) da Sartorius Stedim Biotech
(Gottingen, Alemanha).

4.2. Desenvolvimento de método

4.2.1. Otimizagéo dos parametros instrumentais

A Figura 12 esquematiza os passos utilizados para realizar a otimizagdo instrumental.
Essa otimizacdo foi imprescindivel para garantir os sinais com as maiores razoes de
sinal/ruido instrumentais possiveis, conferindo uma exatiddo e precisdo adequadas ao

método.

3. Otimizacao dos
parametros do
MRM por Injecao
Direta

1. Identificacdo dos 2. Identificacdo dos
padrdes via Injecao Fragmentos de
Direta maior intensidade

6. Otimizacao dos 5. Otimizacdo dos
parametros do parametros da fonte
MRM para cada para os Fragmentos

Fragmento menos intensos

4.0timizacao do
Método
Cromatografico

Figura 12: Esquematizacdo do processo criado para a otimizacdo de qualquer composto no UPLC-
MS/MS utilizado.

O primeiro passo para essa otimizacdo consiste na determinagdo do ion
precursor de cada analito através de uma injecdo direta no instrumento (sem método
cromatografico). O passo dois consiste na selecdo dos ions-produto de cada ion
precursor via injecdo direta, sendo que o mais abundante é utilizado para a quantificacdo
e 0 segundo para a identificacdo do analito, com o intuito de aumentar a confiabilidade
da identificagéo e quantificagéo.
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Assim que os ions de maior intensidade sdo selecionados, 0 passo trés é iniciado,
que consiste na otimizacdo dos parametros dependentes do composto via injecao direta.
Esses parametros sdo: potencial de desaglomeracdo (DP do inglés declustering
potential); potencial de entrada (EP do inglés entrance potential); potencial de entrada
da cela de colisdo (CEP do inglés collision cell entrance potential); energia de colisdo
(CE do inglés collision energy); e potencial de saida da cela de colisdo (CXP do inglés
collision cell exit potential).

O DP é o pardmetro utilizado para minimizar as aglomeragdes do solvente da
amostra depois que j& tenham entrado na cdmara de vacuo. EP é o pardmetro que guia e
foca os ions através do quadrupolo focalizador. CEP é o pardmetro utilizado para
focalizar os ions para entrarem na cela de colisdo. CE pardmetro que controla a
quantidade de energia que o ion precursor recebe assim que € acelerado para a cela de
colisdo, onde ocorre colisdo com gas inerte e o fragmenta nos ions produto. Por ultimo,
0 CXP é o parametro que controla a diferenca de potencial dos ions que saem da cela de
colis&o.

Apos a otimizacdo dos parametros dependentes do composto, quarto passo pode
ser iniciado, que consiste na otimizacdo do método cromatografico (necessario para o
quarto passo). Este passo s6 foi completado assim que os padrGes geraram picos
separados e de formato adequado. E importante salientar que ndo queremos a separacéo
do padréo do seu anadlogo deuterados, os sinais destes devem sair juntos. Com 0 método
cromatogréafico ideal em mdos, realizamos o quinto passo, que consiste na otimizacao
dos pardmetros da fonte de ionizagdo para o0 ion menos intenso via cromatografia. Os
parametros da fonte sdo o suprimento do curtain gas (CUR do inglés curtain gas); gas
de colisdo (CAD); tensdo do ionspray (IS do inglés ionspray); temperatura (TEM); gas
nebulizador (GS1); e géas auxiliar (GS2).

CUR é o parametro que auxilia na evaporacdo do solvente e previne que
goticulas do solvente entrem e contaminem a Otica idbnica. CAD € o parametro que
define a pressdo do gas de colisdo dentro da cela de colisdo. IS depende da polaridade e
afeta a estabilidade e sensibilidade do spray. TEM parametro que controla a temperatura
do gés auxiliar da fonte. GS1 gas que ajuda na formacdo de pequenas goticulas da
amostra, afeta estabilidade e sensibilidade do spray. GS2 gas que auxilia na evaporacao
do solvente para produzir ions da amostra na fase gasosa.

Com os parametros da fonte otimizados, 0 sexto passo € realizado, que consiste

na otimizacdo dos parametros dependentes do composto para cada transicdo via
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cromatografia. ApOs 0 sexto passo um ciclo entre o quinto e o sexto passo foi realizado
até se obter sinais com a melhor razdo sinal/ruido. Este ciclo foi necessario visto que 0s
sinais gerados pelo THC e THC-COOH estavam com a razdo sinal/ruido abaixo do

adequado, mesmo em concentracdes altas.

4.2.2. Método cromatografico

O método cromatografico foi definido a partir dos estudos que obtiveram 0s
melhores resultados nas quantificagbes de THC e THC-COOH (Causanilles et al.,
2017). A fase organica (fase B) utilizada foi acetonitrila e o modificador foi o acido
formico a 0,1%, ja a fase aquosa (fase A) foi composta de &gua ultrapura e &cido
férmico a 0,1%. O modificador das fases mdveis foi o acido férmico, visto que a analise
no espectrdmetro de massa foi feita no modo positivo. A separacdo cromatogréafica foi
feita em fase reversa, utilizando uma coluna Kinetex® C18, da marca Phenomenex,
com 50mm de comprimento por 2,2mm de didmetro interno e particulas de 1,3 um. Os
parametros que foram otimizados foram o volume de injecdo, o fluxo da fase movel, o

modo de eluicdo, a temperatura , 0 tempo de condicionamento e a limpeza da coluna.

4.2.3. Locais de amostragem e coleta

Das quinze estacOes de tratamento do DF, as estacdes Sul e Norte foram
escolhidas em funcdo da praticidade da coleta e por atenderem aproximadamente
700.000 pessoas. Logo pode se afirmar que as amostras coletadas do esgoto afluente
dessas estacdes correspondem a populacdo atendida, permitindo uma extrapolacdo para
a populacdo do DF. Na Tabela 3 e Figura 13 sdo mostradas as cidades atendidas pelas
estacdes de tratamento de esgoto Norte e Sul.
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Figura 13: Localizagdo das ETEs Sul e Norte do DF e as areas atencdidas por estas (da Silva et al., 2018).

Tabela 3: Caracteristicas das Estages de Tratamento de Esgoto Sul e Norte (CAESB, 2019)

ETE Vazdo Area de atendimento Populacéo
média atendida
(LsY

Sul 1319 Asa Sul/ Parte da Area Central de Brasilia, Nucleo 492.733

Bandeirante, Guard | e Il, Cruzeiro/Octogonal/Sudoeste, Lago
Sul (parte), Riacho Fundo (Quadra QN1), S.I.A., Parte de
Aguas Claras, Candangolandia, cidade do automével e setor de
inflamaveis.

Norte 450 Asa Norte/ Vila Planalto/ Parte da Area Central de Brasilia, 196.011

Lago Norte, Taquari, Vila Estrutural, Vila Varjao, Torto.

As coletas das amostras foram realizadas por técnicos da CAESB, com o auxilio
de um amostrador automatico refrigerado AUTO REFR AS950 HACH 115VAC
(HACH, Colorado, USA) mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Amostrador automatico utilizado pelos técnicos da CAESB para coleta de amostras nas ETES

As coletas foram realizadas do dia 1 ao dia 15 de marco de 2019, que
corresponderam ao periodo de Carnaval, e o periodo subsequente ao Carnaval. Por se
tratar de um material continuo — esgoto afluente a estacdo —, usou-se a frequéncia
amostral acumulada para a obtencdo de amostras representativas dos dias em questao.
No caso desse estudo uma coleta foi feita a cada 60 minutos, a partir das 00h00min — do
dia que se quer a amostra a ser analisada — até as 00h0Omin do dia seguinte, para assim
obter-se uma amostra composta representativa de 24 horas. Na Tabela 4 temos os
valores de vazdo média do esgoto nos dias de coleta, valores necessario para realizar o

calculo retroativo do consumo via Equacéo (1).
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Tabela 4: Vazéo do esgoto na estacdo de tratamento nos dias em que as coletas foram realizadas.

Data da Coleta Vazdo ETE Sul (m® dia™) Vazdo ETE Norte (m® dia™)
01*/03/2019 133513,2 53294,4
02*/03/2019 117720,0 53938,8
03*/03/2019 124919,2 53834,4
04*/03/2019 1184724 46400,4
05*/03/2019 120265,2 44049,6
06/03/2019 103618,8 46220,4
07/03/2019 109339,2 47116,8
08/03/2019 110386,8 45147,6
09/03/2019 108021,6 38901,6
10/03/2019 97610,4 41677,2
11/03/2019 91498,0 42616,8
12/03/2019 108086,4 49100,4
13/03/2019 108936 48855,6
14/03/2019 122169,6 46976,4
15/03/2019 119098,8 49665,6

*. Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao
Carnaval.

4.2.4. Método de extracdo em fase solida

As amostras compostas foram levadas ao laboratdrio e extraidas por extracdo em
fase solida conforme o protocolo proposto por Causanilles et al. (2017). Aliquotas de
100 mL das amostras foram enriquecidas com 4 pg L™ dos padrées deuterados de cada
analito, filtradas em membranas de microfibra de vidro 1.2 um, seguida de uma
membrana de mistura de ésteres de celulose 0.45 pum. Para o processo de SPE
primeiramente o sorvente do cartucho foi condicionado com 10 mL de metanol e 10 mL
de 4gua ultrapura, entdo as amostras filtradas foram percoladas através de cartuchos
HLB Oasis 6¢cc com 500mg de sorvente sob baixo fluxo — cerca de 3 a 4 mL min™ — por
meio de um sistema manifold de extracdo construido no laboratério, demonstrado na

Figura 15.
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Figura 15: Sistema de éxtragéo manifold utilizado para realizar a extracdo em fase sélida.

Apos o término da extracdo, os cartuchos foram centrifugados a 4000 rpm por 8
min para realizar a secagem. Os cartuchos foram entdo embalados a vacuo e estocados a
-20 °C para evitar a degradacdo dos analitos até 0 momento das analises (Causanilles et
al., 2017; Senta et al., 2014)

Imediatamente antes da analise, os analitos foram eluidos dos cartuchos. Para a
eluicdo, 10 mL de metanol foram passados por cada cartucho sob baixa vazdo em um

sistema manifold a vacuo, mostrado na Figura 16.

Figura 16: Sistema de eluicdo manifold utilizado para realizar a eluicéo dos analitos.

Em seguida os eluatos foram submetidos a secagem em sistema de evaporacdo

paralela Syncore® Analyst, para reducdo do volume de 10 mL para cerca de 200 L.
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Por fim, o volume final do extrato foi completado para 1,0 mL com agua ultrapura para
obter um fator de pré-concentracdo de 100 vezes. Antes das injecdes, 0s extratos foram

filtrados em membrana de PVDF com porosidade de 0,22 pm.

5. Resultados

5.1. Otimizacéo dos parametros instrumentais

Tendo como base os trabalhos que envolveram a aquisicdo das concentracGes
dos biomarcadores das drogas de abuso cannabis e cocaina por MRM, o ion precursor
de cada analito e padrdo desse estudo foi a sua molécula protonada — [M+H]" —, ja que o
ESI estda no modo positivo de ionizacdo (Causanilles et al., 2017). O primeiro passo foi
utilizar a infusdo direta para analisar a solucdo contendo todos os analitos no
espectrometro de massa no modo de aquisi¢ao de ions produto para saber quais sdo 0s
ions produto com os sinais mais intensos de cada ion precursor, a Figura 17 mostra qual

a razdo massa/carga (m/z) de cada ion produto selecionado.
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Logo que os valores dos ions produto foram selecionados, ainda na infusao
direta, 0 modo de aquisicdo MRM com rampa dos parametros DP, EP, CEP, CE e CXP
foi utilizado para obter os melhores valores desses parametros. Estes novos valores
obtidos foram utilizados no modo de analise por injecdo de vazdo (FIA do inglés flow
injection analysis) automatico para fazer a Gltima otimizacao desses parametros, ja que
pelo FIA esses parametros séo otimizados utilizando o fluxo e porcentagens das fases
moveis da cromatografia. Das quatro transicdes que foram otimizadas, apenas as duas
transi¢cbes mais intensas e seus parametros otimizados foram escolhidos. Os valores

obtidos das transicOes e seus parametros estdo na Tabela 5.
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Tabela 5: Par&metros otimizados para cada analito e deus respectivos ions-
produto mais intensos.

Transicdes MRM

Analito  DP (V) EP (V) CEP (V) CE (eV) CXP (V)

(m/z)
THC 36,0 4,0 12,0 315,2—193,1 30,00 2,3
315,2—135,2 25,00 4,0
THC D3 46,0 5,0 21,0 318,1—196,3 32,00 4,0
318,1—123,1 42,00 4,0
THC-COOH 36,0 4,0 12,0 345,3—327,4 21,50 4,3
345,3—299,1 27,00 12,3
THC-COOH D3 50,0 5,0 24,0 348,2—330,2 16,00 6,7
348,2—302,4 22,52 55
COoC 37,0 4,0 12, 304,2—182,3 24,00 3,7
304,2—105,2 47,70 3,0
COC D3 31,0 5,0 21,0 307,2—185,3 22,00 3,0
307,2—105,3 44,00 3,0
BE 37,0 4,0 12,0 290,1—168,4 27,00 3,0
290,1—105,2 40,70 3,6
BE D3 35,0 5,0 21,0 293,1—171,4 27,00 5,0
293,1—105,3 46,00 4,0
COE 39,0 4,0 12,0 318,2—196,2 46,00 2,3
318,2—82,1 27,40 1,7
COE D3 31,0 5,0 21,7 321,1—199,3 23,00 3,5
321,1—85,2 44,00 2,3

Em seguida a otimizacdo dos parametros da fonte de ESI foi realizada de forma
automatica e univariada pelo equipamento ao realizar injegdes sucessivas, para
determinar o melhor valor de cada um dos parametros. Os pardmetros da fonte de ESI
foram otimizados para o analito de menor intensidade, que no caso as andlises
mostraram ser 0 THC e seus ions-produto. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos

dessa otimizacao especifica para o THC e seus ions-produto.

Tabela 6: Valores dos parametros da fonte de ESI otimizados para o THC.

Parametro Valor
Suprimento da Curtain Gas (psi) 10
Gas de coliséo (psi) 6
Tenséo do lonspray (V) 5500
Temperatura (°C) 550
Gas 1 (psi) 40
Gas 2 (psi) 45
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5.2. Separacdo Cromatografica

A otimizacdo dos parametros cromatograficos foi realizada através da injecdo

sucessiva de uma mistura de todos os padrdes analiticos até se adquirir um

cromatograma ideal, ou seja, aquele que apresenta 0s seguintes requisitos:

N&o apresentar nenhum sinal nos segundos iniciais ou finais do
cromatograma, momentos em que h& muitos interferentes polares e apolares,
respectivamente.

Apresentar sinais separados, com excecdo dos sinais dos padrdes e de seus
deuterados, j& que a coeluicdo é um pré-requisito quando se utiliza um
deuterado como padréo surrogate

Condicionamento e limpeza da coluna para andlises subsequentes,
otimizacdo necessdria para garantir a reprodutibilidade desse tipo de
analises;

Elevada resolucgdo dos sinais no menor tempo possivel, de modo a aumentar
a frequéncia de andlise e ainda permitir uma separacdo adequada dos sinais
para aumentar a frequéncia de analise e ainda possuir uma separacdo boa

dos sinais.

Os valores otimizados no método cromatografico estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores dos pardmetros do método cromatografico otimizados.

Parametro Valor
Vazdo da fase movel 200 pL/min
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injegéo 10 pL
Gradiente de fase movel 0-1,0 min: 20% B

1,0-6,0 min: 20-95% B
6,0-10,0 min: 95% B

Tempo de condicionamento da coluna 5 min

O método cromatografico possui 15 min de duragdo, ja& que ha 5 min de

condicionamento da coluna, e foi capaz de apresentar um cromatograma com uma

separacdo satisfatoria de todos os analitos. A Figura 18 ilustra o cromatograma da

contagem total de ions (TIC do inglés total ion count) e da contagem dos ions extraidos

(XIC do inglés extracted ion count) das transi¢cfes escolhidas.
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Nos cromatogramas € possivel notar que houve coelui¢cdo dos analitos e seus
deuterados, mas mesmo assim foi possivel identifica-los separadamente. Isso € possivel
ja que o modo MRM fornece transi¢cdes distintas para cada substancia. Além disso, a
coeluicdo do padrdo e seu deuterado é ideal para corroborar & afirmacdo de que os
deuterados estdo submetidos as mesmas variaveis ao longo do método analitico. Ja que
os deuterados estdo sendo usados como padrdes surrogate essa afirmacdo € de suma

importancia. Na Tabela 8 estdo os tempos de retencdo de cada composto.

Tabela 8: Tempo de retencdo de cada composto.

Analito Tempo de retencdo (min)
THC 6,87
THC D3 6,87
THC-COOH 5,70
THC-COOH D3 5,74
CcocC 1,93
COoC D3 1,95
BE 1,14
BE D3 1,15
COE 2,79
COE D3 2,81

Ao se analisarem as amostras, notou-se que os sinais de THC-COOH e THC
estavam muito baixos. Assim, foi necessario revisar as condi¢Bes instrumentais de
modo a buscar a maior detectabilidade possivel. Dois hovos métodos cromatograficos e
do MRM foram desenvolvidos, um especifico para THC e THC D3 e outro especifico
para THC-COOH e THC-COOH D3. Esta abordagem foi necessaria visto que o
monitoramento de varias transicdes em uma mesma analise MRM, pode promover uma
queda inerente do sinal das transi¢fes, pois quanto maior o numero de transi¢cdes
monitoradas, maior 0 tempo necessario para o sistema retornar ao campo elétrico
especifico para cada transicdo, podendo acarretar em perda de ions, ou seja, perda de
sinal.

O método dedicado e especifico para THC e THC D3 ndo resultou em melhoria
na intensidade do sinal. Porém, o método dedicado ao THC-COOH e seu deuterado
gerou uma melhoria substancial para os sinais. A Tabela 9 mostra os parametros
utilizados para o método dedicado e a Tabela 10 os tempos de retencdo dos compostos

analisados.
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Tabela 9: Pardmetros obtidos do método cromatogréafico novo exclusivo para THC-COOH

Parametro Valor
Vazao da fase movel 300 pL/min
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injecéo 10 L
Gradiente de fase movel 0—-1min: 20% B

1-2min: 20-95% B
2 -3 min: 95% B
Tempo de condicionamento da coluna 5 min

Tabela 10: Tempos de reten¢do do novo método cromatografico especifico para o THC-COOH

Analito Tempo de retengdo (min)
THC-COOH 1,53
THC-COOH D3 1,52

5.3. Desempenho analitico

5.3.1. Linearidade das curvas analiticas

Para avaliar a linearidade do método, uma curva analitica foi construida com
padronizacdo interna, empregando-se doze pontos de 20 a 1000 pg L™. As Figuras 19 a

23 mostram as curvas analiticas obtidas para cada composto.
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Figura 19: Curva analitica da BE com padronizacdo interna pela BE D3.
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Figura 20: Curva analitica da COC com padronizacao interna pela COC D3.
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Figura 21: Curva analitica do COE com padronizagdo interna pela COE D3.
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Nota-se que as curvas ndo possuem, necessariamente, 0s doze pontos que foram
adquiridos, isso se deu pelo fato de que em alguns pontos os valores obtidos foram
muito andmalos, 0 que gerou uma necessidade da realizacdo do teste Q. Foi necessario
eliminar os seguintes pontos: no caso da BE e COC retirou-se 0 450 e 0 500; do COE o
50 e 500; do THC-COOH o0 250 e 300; e do THC o 150, 250 e 500.

Os dados utilizados para calcular essa curva foram tratados pelo modelo de

regressdo linear simples, a Tabela 11 apresenta os parametros adquiridos.

Tabela 11: Parametros calculados das curvas analiticas.

. x x 2 Faixa Linear
Analito Padrédo Interno Equacdo da reta R (Lg/L)
BE BE D3 y =0,0069x + 0,1397 0,992 20— 1000
COoC COC D3 y =0,0078x + 0,3327 0,997 20— 1000
COE COE D3 y =0,0047x + 0,2954 0,996 20— 1000
THC-COOH THC-COOH D3 y=0,0073x + 0,4498 0,973 20 — 1000
THC THC D3 y =0,0094x - 0,0748 0,970 20 — 1000

Os resultados mostram que a linearidade do método esta adequada em virtude
dos valores de R? obtidos pelo ajuste de dados. O R?, pelas normas da ANVISA, deve
ser superior a 0,99, e nota-se que as curvas do THC-COOH e THC n&o alcangaram esse
requisito, porém ao levar em consideragdo que esses compostos ndo possuem uma
ionizacdo boa (diferente dos outros trés analitos), um R? de aproximadamente 0,97 é

considerado adequado.

Ao realizar as analises das amostras, notou-se que as faixas de trabalho das
curvas analiticas geradas ndo estavam adequadas as concentragdes do analito na amostra
apos tratamento. As concentracGes estavam menores do que os limites das curvas, o que
demandou a confeccdo de novas curvas analiticas usando concentracBes menores para
todas as substancias, com exce¢do do THC, haja vista que ndo houve deteccdo desta
substancia em nenhuma das amostras. Nas Figuras 24 a 27 estdo as curvas geradas e a

Tabela 12 mostram 0s novos parametros obtidos.
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Tabela 12: Parametros das novas curvas analiticas geradas

. « « 2 Faixa Linear
Analito Padrdo Interno Equacdo da reta R (Lg/L)
BE BE D3 y =0,00411x + 0,00439 0,998 1-350
cocC COCD3  y=0,00503x +0,00632 0,996 1-100
COE COED3  y=0,00312x + 0,00619 0,995 1-100
THC-COOH THC-COOH D3y =0,00623x + 0,01739 0,995 5-350

Além da faixa de trabalho ter sido deslocada para valores menores, também
houve uma melhora substancial no R2 das curvas analiticas, notadamente para 0 THC-
COOH e do BE, se comparado as curvas geradas anteriormente, permitindo uma maior
confiabilidade para os célculos de concentracdo. Cabe mencionar que o THC-COOH foi

analisado usando um método cromatografico dedicado.

5.3.2. Detectabilidade

A capacidade de deteccdo do método deste trabalho foi calculada a partir do
limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ). Como neste trabalho o
calculo da concentragdo é realizado a partir das areas dos sinais gerados pelo
equipamento, o LOQ é o mais importante, pois sua definicdo consiste na menor
concentracdo do analito que pode ser quantificada na amostra com preciséo e exatidao
aceitaveis. Neste estudo existem dois tipos de LOQ e LOD, o instrumental e o do
método. O instrumental é exclusivo da técnica utilizada (LC-MS/MS), sem levar em
consideracdo o preparo de amostra, em que houve uma pré-concentragdo de 100 vezes
da amostra. Ja 0 LOQ e o LOD do método, levam em consideracdo a técnica utilizada e
0 preparo de amostra, por isso estes dois sdo 100 vezes menor que os LOQ e LOD
instrumentais.

Neste estudo, os LOD e LOQ do instrumento (LODI e LOQI respectivamente)
foram calculados a partir do menor ponto de cada curva analitica. Para realizar esse
calculo, levou-se em consideracdo que a concentracdo do ponto mais baixo da curva
analitica corresponde ao LOQ, e que o LOD € 0,3 vezes do LOQ.

Uma vez que os LODI e LOQI sdo calculados, os LOD e LOQ do método
(LODM e LOQM) s&o obtidos considerando-se que no preparo de amostra ha uma pré-
concentracdo em 100 vezes. A Tabela 13 mostra os valores de LODI, LODM, LOQI e

LOQM que foram calculados.
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Tabela 13: Valores de LOD e LOQ de cada composto

Analito LODIpgL*  LOQIpgL® LODMngL? LOQMnglL™
THC 6 20 60 200
THC-COOH 15 5 15 50
coc 0,3 1 3 10
BE 0,3 1 3 10
COE 0,3 1 3 10

5.3.3. Precisao

A precisdo do instrumento corresponde a reprodutibilidade dos resultados

obtidos de uma série de medidas de diversas replicatas de uma amostra homogénea sob

as mesmas condigdes. Nas Tabelas 14 e 15 estdo os coeficientes de variagdo (CV) de

alguns pontos das primeiras curvas analiticas e das ultimas curvas analiticas produzidas,

respectivamente.

Tabela 14: Coeficientes de variacdo (em %, n = 3) para as solu¢es padrdo usadas na construcdo de
curvas analiticas com padronizacao interna. Faixa de trabalho superior.

CV (%)
Compostos 20 pg/L 100 pg/L 200 pg/L 300 pg/L 400 pg/L 500 pg/L 1000 pg/L
BE 7,75 5,07 3,85 3,19 4,45 2,68 6,02
cocC 3,49 2,93 3,42 2,51 3,53 2,36 3,76
COE 4,01 3,67 8,32 3,43 3,68 3,40 0,93
THC 10,68 7,20 4,78 7,67 7,53 6,83 4,08
THC-COOH 9,01 7,72 7,56 6,33 6,27 9,90 8,53

Tabela 15: Coeficientes de variacdo (em %, n = 3) para as solu¢des padrdo usadas na construcdo de
curvas analiticas com padronizacao interna. Faixa de trabalho inferior.

CV (%)
Composto 1pupg/L 10 pg/L 50 pg/L 100 pg/L 150 pg/L 350 pg/L
BE 3,61 4,37 2,99 1,56 2,78 3,9
COoC 1,26 1,10 1,77 3,55 * *
COE 2,26 1,91 1,30 5,57 * *
(-IrggH * 1,56 * 2,25 3,94 3,34

*: N&o analisada
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Os CVs, das curvas que foram usadas para a quantificagdo, ficaram menores que

10%, portanto a precisao obtida € aceitavel em niveis de ultra-traco.

5.3.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € definida pelo grau de concordancia entre 0s
valores obtidos de uma medida com um método analitico em estudo e os valores obtidos
de referéncia tidos como verdadeiros. No caso deste estudo as varidveis que irdo afetar a
exatidao dos resultados obtidos séo a recuperagdo dos analitos no preparo da amostra e a
supressao de sinal gerada pela matriz, por se tratar de uma matriz tdo complexa como o
esgoto afluente.

Para circundarmos essas variaveis, padrdes surrogate (substancias deuteradas de
cada analito) foram utilizados. Esses padrbes surrogate utilizados s@o idénticos aos
analitos, salvo pelos deutérios no lugar dos hidrogénios. Portando € possivel assumir
que todas as variaveis que afetam a recuperacdo e a magnitude do sinal analitico das
substancias de interesse também irdo afetar os padrbes surrogate. Por isso que a curva
analitica é construida com a raz&o entre sinal mais intenso do analito e o sinal mais

intenso de seu analogo deuterado.

5.4. Quantificagdo dos analitos nas amostras de esgoto afluente

As amostras laboratoriais foram analisadas e as areas dos sinais foram calculadas
através do algoritmo SignalFinderl do Multiquant 3.0.3, que é o software de
quantificacdo da Sciex. Com as areas calculadas, as integracdes feitas pelo programa
foram checadas individualmente para corrigir eventuais erros de integracdo por parte do
algoritmo. A Equacdo 2 foi utilizada para calcular a concentragcdo dos analitos no

esgoto.

C . — (Asinai—b) 1000
analito axf.

)

Sendo que a (Canaiito) COrresponde a concentragéo do analito em ng L™; (Asinal) €
a razdo entre a area do sinal gerada pelo analito e a area do sinal gerada pelo seu
analogo deuterado; (b) € coeficiente linear da curva analitica produzida para o analito;
(a) corresponde ao coeficiente angular da curva analitica produzida para o analito; (f;) é
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o fator de concentragdo no preparo da amostra — que no caso deste trabalho foi de 100 —;
e a multiplicagdo por 1000 é para transformar a concentragdo de pg L™ para ng L™,
visto que a curva analitica foi construida em pg L™ Na Tabela 16 estdo as
concentraces em ng L™ de cada dia, j&4 levando em consideragio o fator de

concentracédo de 100 vezes utilizado no preparo das amostras.

Tabela 16: ConcentracBes das substancias alvo quantificadas (em ng L) nas amostras coletadas durante o
periodo de Carnaval de 2019 e o periodo subsequente das estacdes de tratamento norte e sul.

Dia da Semana Data BE (ng L) COC (ng L) COE (ng L) THC(ng L™) TH(%CLC_{?H
ETE Norte
Sexta-feira*  01/03/2019 29454 1161,0 15,2 <LOD 244,6
Sabado™ 02/03/2019 24533 1092,3 37,4 <LOD 446,3
Domingo™  03/03/2019  2436,4 822,8 26,4 <LOD 351,4
Segunda-feira*  04/03/2019  1703,9 867,2 10,4 <LOD 327,7
Terca-feira*  05/03/2019 28436 779,4 20,0 <LOD 375,2
Quarta-feira  06/03/2019 21814 676,9 56 <LOD 304,0
Quinta-feira  07/03/2019  2125,8 610,7 9,4 <LOD 3134
Sexta-feira  0g/03/2019  2036,4 778,1 9,3 <LOD 269,1
Sabado 09/03/2019  1537,9 1093,8 53,3 <LOD 3037
Domingo 10/03/2019 17525 943,6 45,3 <LOD 2431
Segunda-feira  11/03/2019  1426,7 646,9 25,3 <LOD 251,4
Terca-feira  12/03/2019 12835 7185 13,2 <LOD 280,8
Quarta-feira  13/03/2019  1211,3 631,1 <LOQ <LOD 311,2
Quinta-feira  14/03/2019  1423,8 543,8 12,6 <LOD 256,4
Sexta-feira  15/03/2019  1904,1 730,1 5,2 <LOD 279,8
ETE Sul

Sexta-feira*  01/03/2019  2087,9 838,5 58 <LOD 106,9
Sabado™ 02/03/2019  3680,1 1190,2 29,5 <LOD 279,8
Domingo™  03/03/2019  1902,3 1012,9 17,5 <LOD 190,9
Segunda-feira*  04/03/2019  1387,0 730,0 8,2 <LOD 218,3
Terca-feira*  05/03/2019  1971,7 753,6 7.4 <LOD 163,6
Quarta-feira  06/03/2019  1565,9 606,9 <LOQ <LOD 108,9
Quinta-feira  07/03/2019  1537,7 616,0 <LOQ <LOD 149,9
Sexta-feira  0g/03/2019 N/A N/A N/A N/A N/A
Sabado 09/03/2019  1264,4 825,7 145 <LOD 172,7
Domingo 10/03/2019  1200,9 576,8 138 <LOD 168,2
Segunda-feira  11/03/2019 11825 572,8 13,9 <LOD 165,5
Terca-feira  12/03/2019  1036,4 500,2 <LOQ <LOD 196,9
Quarta-feira  13/03/2019  1395,2 491,4 6,5 <LOD 167,6
Quinta-feira  14/03/2019  1811,7 711,9 2,8 <LOD 139,8
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Sexta-feira  15/03/2019  2238,1 688,2 88 <LOD 208,3

*. Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao
Carnaval.

< LOD: Valores menores que o LOD.

< LOQ: Valores menores que 0 LOQ.

N/A: Amostra ndo-analisada por erro durante a eluicao.

Os valores destas concentracdes estdo semelhantes as concentragfes encontradas
por estudos prévios realizados pelo nosso grupo nas mesmas ETEs (da Silva et al.,
2018; Maldaner et al., 2012; Sodré et al., 2018, 2017). E importante salientar que nestes
estudos 0 método de preparacdo de amostra era focado na extracdo de BE e COC,
método que ndo gera bons resultados para 0 THC-COOH. Portanto, pode-se inferir que
0 método de preparacdo deste trabalho foi eficiente em extrair simultaneamente THC-
COOH, COC, BE e COE de amostras de esgoto bruto. Essa extracdo simultanea nao é
trivial, visto que os canabinoides e cocainicos possuem propriedades fisico-quimicas
distintas que normalmente demandam preparo de amostra especifico para cada um

desses grupos de substancias psicoativas.

5.5. Razdo COC/BE e a procedéncia da cocaina do esgoto

Outro dado importante que € possivel obter a partir da quantificacdo dos
compostos da cocaina no esgoto afluente é saber qual a procedéncia da cocaina presente
no esgoto, se essa cocaina provéem da metabolizacdo por consumo humano ou por
despejo direto no esgoto por locais em que a cocaina € manuseada. Os estudos
realizados por Van Nuijs et al., 2009 propuseram um valor limite de 0,75 para essa
razdo, sendo que valores abaixo de 0,75 sugerem que a fonte foi de metabolizacdo
humana da cocaina e valores acima indicam o despejo direto da cocaina no esgoto. A

Figura 28 demonstra as razdes COC/BE adquiridas nesse estudo.
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Figura 28: Projecdo Boxplot dos valores obtidos da razdo COC/BE das ETEs Norte e Sul.

Apesar de utilizarem os valores das razbes COC/BE como um indicio da
procedéncia da cocaina no esgoto, este indicador ndo esta sendo muito utilizado nos
Gltimos anos, visto que a metabolizacdo e estabilidade dessas moléculas no esgoto
serem de dificil determinacdo ainda, esse indicador vem com muitas incertezas. Apesar
da situacdo deste indicador, as raz0es obtidas de COC/BE estéo abaixo do valor de 0,75
estabelecido por Van Nuijs et al., 2009, portanto pode indicar um predominio do
consumo humano para explicar de onde estad vindo a cocaina presente no esgoto, em
detrimento do despejo direto por manuseio. A Figura 29 mostra os dados dessa razdo de

todos os dias em que as amostras foram avaliadas.
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Figura 29: Gréfico das razbes COC/BE obtidas de cada dia em que as amostras foram analisadas de cada
estacdo de tratamento.

*. Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao
Carnaval.

Os resultados das razées COC/BE obtidos neste estudo estdo similares aos que
foram encontrados por estudos prévios pelo nosso grupo nas mesmas ETEs (da Silva et
al., 2018; Maldaner et al., 2012; Sodré et al., 2018, 2017) quanto em trabalhos
realizados em outros paises (Ratola et al., 2012; van Nuijs et al., 2009). Mais um
resultado que corrobora para a utilizacdo desse método para a quantificacdo destes
cocainicos.

Na Figura 29 podemos ver que no dia 09/03/2019, um sabado, houve um pico
dessa razdo COC/BE em ambas ETEs, indicando um possivel aumento do despejo de
cocaina ndo consumida no esgoto, e uma diminuicdo da cocaina consumida, para

explicarmos a procedéncia da cocaina presente no esgoto.

5.6. Consumo concomitante de alcool e cocaina

O uso concomitante de alcool e cocaina e bastante comum, e muito nocivo, visto
que o metabolito gerado especifico deste uso € o COE, um metabdlito ativo, ou seja,
este composto também possui alguma a¢do no corpo humano, que no caso € muito

similar ao da COC.
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A farmacocinética da cocaina muda quando ha uso com o alcool, a porcentagem
de excrecdo de BE diminui entre 20 e 40% e a taxa de excrecdo do COE varia entre 0,1
e 0,7%, sendo que essa Ultima taxa estd diretamente ligada a proporcdo de alcool e
cocaina ingeridos, com essas informacdes € possivel avaliar se houve uma preferéncia
pelo consumo concomitante de cocaina com &lcool ao calcular a razdo COE/BE
(Rodriguez-Alvarez et al., 2015). A Figura 30 mostra a razdo de COE/BE em cada dia

avaliado neste estudo.
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Figura 30: Grafico Boxplot dos valores obtidos das razdes COE/BE das ETEs Norte e Sul.

No caso desse estudo a maioria dos valores das razbes COE/BE obtidos foram
abaixo do esperado, visto que Cami et al. (1998) obtiveram valores entre 0,025 e 0,033,
Harris et al. (2003) observaram valores entre 0,031 e 0,055 e da Silva et al., 2018
reportaram valores entre 0,015 e 0,074 para amostras coletadas em Brasilia, sendo uma
delas proveniente do Carnaval de 2018. A Figura 31 mostra as razdes obtidas de
COE/BE nos dias avaliados neste estudo para avaliar se hd alguma variacdo ao longo do
periodo de coleta.
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Figura 31: Grafico das razdes COE/BE obtidas de cada dia em que as amostras foram analisadas de cada
estacdo de tratamento.

*. Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao
Carnaval.

A partir da Figura 31, é possivel notar um pico dessa razdo no fim de semana do
periodo carnaval e no fim de semana do periodo subsequente, fenbmeno mais
proeminente na ETE Norte. Estes resultados estdo de acordo com os resultados gerados
pelo nosso grupo em estudos anteriores (da Silva et al., 2018), corroborando para a
eficiéncia deste método. Este fendmeno pode ser explicado pela maior frequéncia do
uso concomitante de alcool e cocaina durante os fins de semana, e eventos festivos.

Além disso, mais especificamente, é possivel notar um aumento exacerbado da
razdo COE/BE na ETE Norte no dia 09/03/2019, similar ao que ocorreu com a razao
COC/BE neste mesmo dia. Visto que o consumo de alcool com cocaina gera uma
diminuigdo na excrecdo de BE, podemos inferir que esse poli uso possa ter contribuido
para esses picos no dia 09/03/2019 de ambas as razdes, ja que esse poli uso acarreta em
uma diminuicdo substancial da concentracdo presente no esgoto do denominador de

ambas as razoes.

5.7. Estimativa do consumo por habitante via EE

Assim que as concentracdes das substancias foram obtidas, foi possivel realizar
o célculo da estimativa de consumo de cocaina e cannabis pela Equacdo (1), além disso,

a unidade foi normalizada para mg/dia/1000hab. Apesar de ndo ser um passo
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obrigatorio é recomendado pela EMCDDA, pois permite a comparacdo entre estudos

distintos. Na Tabela 17 podemos ver as estimativas de consumo em cada dia que

amostras foram coletadas.

Tabela 17: Estimativa do consumo de COC e THC (em mg/dia/1000hab) do periodo de carnaval e do
periodo subsequente da populagdo atendida pelas estacdes de tratamento norte e sul do DF.

Dia da Semana Data COC (mg/dia/1000hab) THC (mg/dia/1000hab)
ETE Norte
Sexta-feira*  01/03/2019 3355,53 12102,79
Sabado* 02/03/2019 2828,74 22351,22
Domingo*  03/03/2019 2803,73 17567,32
Segunda-feira*  04/03/2019 1690,08 14119,95
Terca-feira®  05/03/2019 2677,58 15344,08
Quarta-feira  06/03/2019 2155,23 13047,63
Quinta-feira  07/03/2019 2141,08 13710,14
Sexta-feira  8/03/2019 1965,28 11281,07
Sabado 09/03/2019 1278,93 10970,45
Domingo  10/03/2019 1561,32 9408,53
Segunda-feira  11/03/2019 1299,73 9949,33
Terca-feira  12/03/2019 1347,15 12800,85
Quarta-feira  13/03/2019 1264,97 14118,37
Quinta-feira  14/03/2019 1429,72 11184,71
Sexta-feira  15/03/2019 2021,47 12905,00
ETE Sul
Sexta-feira*  01/03/2019 2370,47 5275,79
Sabado™ 02/03/2019 3683,92 12167,97
Domingo™  03/03/2019 2020,58 8810,53
Segunda-feira*  04/03/2019 1397,34 9553,75
Terca-feira*  05/03/2019 2016,45 7267,60
Quarta-feira  06/03/2019 1379,85 4167,39
Quinta-feira  07/03/2019 1429,72 6054,87
Sexta-feira  8/03/2019 N/A N/A

Sabado 09/03/2019 1161,47 6891,58
Domingo  10/03/2019 996,87 6063,26
Segunda-feira  11/03/2019 906,99 5514,22
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Tercga-feira
Quarta-feira
Quinta-feira

Sexta-feira

12/03/2019
13/03/2019
14/03/2019
15/03/2019

952,57
1292,47
1882,10
2266,72

7859,79
6743,35
6306,66
9164,72

*: Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao

Carnaval.

N/A: Amostra ndo-analisada por erro durante a elui¢éo.

Considerando que a pureza media da cocaina no Brasil é de 71% (Botelho et al.,

2014) e a pureza da cannabis fumada varia de 0,5% até 10% (Passagli, 2013), podemos

calcular o consumo dessas duas drogas de abuso. Na Tabela 18 estdo as estimativas de

consumo calculadas das drogas de abuso cocaina e cannabis, sendo que a unidade de

medida foi alterada para g/dia/1000hab para facilitar a visualiza¢do dos resultados.

Tabela 18: Célculo da estimativa do uso das drogas de abuso a partir da sua pureza em g/dia/1000 hab de
todos os dias que foram avaliados.

Cannabis 0,5% Cannabis 10% Cocaina 71%
Dia da Semana Data . . .
(g/dia/1000hab)  (g/dia/1000hab) (g/dia/1000hab)
ETE Norte
Sexta-feira*  01/03/2019 2420,6 121,0 4,7
Sabado™  02/03/2019 4470,2 223,5 39
Domingo™  03/03/2019 3513,5 175,7 39
Segunda-feira*  04/03/2019 28239 141,2 2,4
Terca-feira*  05/03/2019 3068,8 153,4 3,8
Quarta-feira  06/03/2019 2609,5 130,5 3,0
Quinta-feira  07/03/2019 2742,0 137,1 3,0
Sexta-feira  0g8/03/2019 2256,2 112,8 2,8
Sabado 09/03/2019 2194,1 109,7 1,8
Domingo  10/03/2019 1881,7 94,1 2,2
Segunda-feira  11/03/2019 1989,9 99,5 1,8
Terca-feira  12/03/2019 2560,2 128,0 1,9
Quarta-feira  13/03/2019 2823,7 141,2 1,8
Quinta-feira  14/03/2019 2236,9 111,8 2,0
Sexta-feira  15/03/2019 2581,0 129,1 2,8
ETE Sul

Sexta-feira*  1/03/2019 1055,2 52,8 3,3
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Sabado™

02/03/2019 2433,6 121,7 5,2

Domingo™  03/03/2019 1762,1 88,1 2,8
Segunda-feira*  04/03/2019 1910,8 95,5 1,9
Terca-feira*  05/03/2019 14535 72,7 2,8
Quarta-feira  06/03/2019 833,5 41,7 1,9
Quinta-feira  7/03/2019 1210,9 60,6 2,0
Sexta-feira  0g8/03/2019 N/A N/A N/A
Séabado 09/03/2019 1378,3 68,9 1,6
Domingo  10/03/2019 1212,7 60,6 1,4
Segunda-feira  11/03/2019 1102,8 55,1 13
Terca-feira  12/03/2019 1571,9 78,6 1,3
Quarta-feira  13/03/2019 1348,7 67,4 1,8
Quinta-feira  14/03/2019 1261,3 63,1 2,6
Sexta-feira  15/03/2019 1832,9 91,7 3,2

*. Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao
Carnaval.
N/A: Amostra ndo-analisada por erro durante a eluicéo.

A partir dos resultados obtidos, mostrados na tabela 18, as Figuras 32, 33 e 34

foram construidas.

Faixa do consumo de cannabis ETE Norte
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Figura 32: Faixa de consumo da droga de abuso cannabis em g/dia/1000hab na ETE Norte, levando em
consideracéo as porcentagens usuais de THC presentes na droga.
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Faixa do consumo de cannabis da ETE Sul
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Figura 33: Faixa de consumo da droga de abuso cannabis em g/dia/1000hab na ETE Sul, levando em
consideracdo as porcentagens usuais de THC presentes na droga.
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Figura 34: Consumo da droga de abuso cocaina em g/dia/1000hab nas ETEs Norte e Sul, levando em
consideracédo a porcentagem média de pureza da cocaina.
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5.7.1. Estimativa do consumo da populacdo entre 15 e 64 anos

Levar em consideracdo a populacao inteira que é atendida pelas ETES pode ser

outra fonte de incerteza que pode afetar a exatiddo do resultado gerado, visto que nessa

populacédo existem pessoas de certas idades que ndo contribuem para a concentragdo dos

biomarcadores no esgoto afluente. Para fazer uma estimativa mais exata, levando em

consideracao esse fato, faz-se o calculo de consumo com a Equacéo 1 utilizando o valor
de habitantes na faixa etaria de 15 a 64 anos (UNODC, 2019b). Segundo o IBGE a
porcentagem da populacdo no DF que estd nesta faixa é de 78,75% (IBGE, 2020),

fazendo com que o nimero estimado de habitantes nesta faixa etaria que € atendida pela
ETE Norte seja de 154350 e pela ETE Sul seja de 388027. Na Tabela 19 podemos ver a

alteracdo na estimativa de consumo ao levar a faixa etaria em consideracao.

Tabela 19: Estimativa do consumo de COC e THC (em mg/dia/1000hab) Considerando a populacdo na
faixa etaria entre de 15 a 64 anos atendida pelas estacdes de tratamento norte e sul do DF.

Dia da Semana Data COC (mg/dia/1000hab) THC (mg/dia/1000hab)
ETE Norte
Sexta-feira*  91/03/2019 4261,0 15368,7
Sabado* 02/03/2019 3592,1 28382,6
Domingo* 03/03/2019 3560,3 22307,8
Segunda-feira*  4/03/2019 2146,1 17930,2
Terca-feira*  5/03/2019 3400,1 19484,6
Quarta-feira  06/03/2019 2736,8 16568,5
Quinta-feira  (97/03/2019 2718,8 17409,8
Sexta-feira 08/03/2019 2495.6 14325,2
Sabado 09/03/2019 1624,0 13930,8
Domingo 10/03/2019 1982,6 119474
Segunda-feira  11/03/2019 1650,5 12634,1
Terca-feira 12/03/2019 1710,7 16255,1
Quarta-feira  13/03/2019 1606,3 17928,2
Quinta-feira  14/03/2019 1815,5 14202,9
Sexta-feira  15/03/2019 2567,0 16387,4
ETE Sul

Sexta-feira*  1/03/2019 3010,1 5275,8
Sabado* 02/03/2019 4678,0 12168,0
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Domingo* 03/03/2019 2565,8 8810,5
Segunda-feira*  4/03/2019 1774,4 9553,7
Terca-feira*  (5/03/2019 2560,6 7267,6
Quarta-feira  06/03/2019 1752,2 4167,4
Quinta-feira  7/03/2019 1815,5 6054,9
Sexta-feira 08/03/2019 N/A N/A
Sabado 09/03/2019 1474,9 6891,6
Domingo 10/03/2019 1265,9 6063,3
Segunda-feira  11/03/2019 1151,7 5514,2
Terca-feira  12/03/2019 1209,6 7859,8
Quarta-feira  13/03/2019 1641,2 6743,3
Quinta-feira 14/03/2019 2390,0 6306,7
Sexta-feira 15/03/2019 2878,4 9164,7

*. Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao
Carnaval.
N/A: Amostra ndo-analisada por erro durante a eluigdo

Na Tabela 19 podemos observar que a queda do valor dos habitantes em 21,25%
acarretou em um aumento de 27% na estimativa do consumo de ambas substancias
psicotrépicas. Uma estimativa mais fidedigna que leva em consideracdo a faixa etaria

que faz o uso de drogas de abuso.

5.8. Padrbes de consumo dos usuarios no periodo de Carnaval e no periodo

subsequente

Segundo o Ill Levantamento nacional sobre o uso de drogas pela populacéo
brasileira (ICICT/FIOCRUZ, 2017), a prevaléncia do uso de cannabis é cerca de 7,7% e
o0 de cocaina é 3,1%. Portanto é de se esperar que o consumo estimado de THC pela EE
seja significativamente superior ao consumo da COC, e é exatamente isso que
observamos nas Tabelas 17 e 19 e nas Figuras 35 e 37. Estes resultados indicam que a
EE é uma estratégia promissora para a estimativa do consumo de drogas de abuso, visto
que sdo resultados similares aos encontrados em outras estratégias convencionais de
estimativa de consumo.

Como foi possivel observar, houve um aumento do consumo das duas drogas de
abuso durante o Carnaval — principalmente no segundo dia de Carnaval 02/03/2019, um

sabado — Nota-se também que houve uma espécie de veisalgia pos Carnaval, em que
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nos primeiros dias depois do Carnaval houve uma queda de consumo das duas drogas,
inclusive durante o fim de semana, periodo em que 0 consumo tende a ser maior (da
Silva et al., 2018). Além disso, a partir dos dias 11/03/2019 e 12/03/2019 houve um
aumento gradual no consumo, provavelmente o que estamos vendo é o perfil de

consumo voltando ao seu normal.
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Figura 35: Consumo de THC entre os dias 01/03/2019 e 15/03/2019 em mg/dia/1000hab
*. Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao

Carnaval.

O primeiro fendmeno notavel é o fato de que na ETE Norte o consumo de THC
é significativamente maior do que na ETE Sul. J& para a cocaina ocorre algo
semelhante, porém a diferenca ndo € tdo exacerbada como podemos ver no THC. Tendo
em vista que o maior consumo de drogas se da por adolescentes, jovens adultos e
adultos (UNODC, 2019a), essa grande diferenca entre os consumos de THC das ETEs
pode se dar pelo fato de que ha uma maior populacdo de estudantes atendida pela ETE
Norte.

Além disso, é possivel notar que ha um maior consumo de THC nos periodo de
Carnaval do que no periodo subsequente principalmente no sabado e no domingo de
Carnaval. Este fendmeno foi visto em outro festival de musica no verdo por Nefau et al.,

2013, isso pode ser explicado pelo fato de que ambos os eventos sdo populares entre 0s
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jovens, causando um aumento no consumo de THC. E importante salientar que outros
estudos realizados por Foppe et al., 2018 e Mackul'ak et al., 2014 ndo reportaram esse
fendmeno em situagdes similares.

Também podemos ver que depois do Carnaval o consumo de THC fica
relativamente constante ao longo dos dias da semana, fenébmeno muito bem
documentado pela literatura (Bijlsma et al., 2016; Lai et al., 2011; Mastroianni et al.,
2017; Tscharke et al., 2016; Zuccato et al., 2016), logo, podemos inferir que a maconha
ndo é uma droga de abuso ocasional, igual a Cocaina, e sim uma droga de uso constante,
similar ao perfil de consumo do cigarro. Na Figura 36 podemos ver a comparagdo do
perfil de consumo diario de diversos estudos.
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Figura 36: Comparacdo dos perfis semanais de consumo encontrados neste estudo e estudos realizados
em outros paises por Bijlsma et al., 2016; Lai et al., 2011; Tscharke et al., 2016; e Zuccato et al., 2016.

A Figura 37 nos tras o perfil de consumo da COC no periodo de 15 dias que
foram analisados neste estudo.
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Figura 37: Consumo de COC entre os dias 01/03/2019 e 15/03/2019 em mg/dia/1000hab
*: Periodo do Carnaval de 2019, os outros dias foram classificados como periodo subsequente ao
Carnaval.

No caso da COC, podemos notar que o consumo durante o periodo do Carnaval
€ maior que o consumo do periodo subsequente, 0 que ja era de se esperar segundo 0s
resultados de estudos prévios realizados pelo nosso grupo (da Silva et al., 2018). Além
disso, podemos notar uma queda acentuada no dia 04/03/2019, uma segunda. Este
fendmeno pode ser explicado pelo fato do Unico dia de feriado oficial era na terca, dia
05/03/2019, e o fato de que normalmente as segundas e tercas sdo as detentoras dos
menores consumos (da Silva et al., 2018; EMCDDA, 2019d; Sodré et al., 2018).
Portanto essa queda brusca seguida de um novo aumento na terca ja era algo de se
esperar.

Outro fato que podemos extrair da Figura 37 ¢ uma diminuicdo gradual do
consumo de cocaina a partir do dia 06/03/2019 até o dia 12/03/2019, seguida de um
aumento mais acentuado a partir do dia 13/03/2019 até 15/03/2019. Esse fendmeno
pode se dar ao fato de que o uso exacerbado de cocaina durante o Carnaval cause uma
espécie de “veisalgia cocainica”, incapacitando o usuario por algum tempo. Ja o
aumento acentuado a partir do dia 13/03/2019 pode ser decorrente da recuperacdo dos
usuarios ap6s o uso agudo no Carnaval, acarretando na normalizacdo do perfil de
consumo semanal de cocaina. Na Figura 38 e 39 podemos ver uma comparacao entre 0s

perfis de consumo semanal da COC deste estudo e de outros estudos realizados.
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Figura 38: Perfis semanais de consumo descobertos neste estudo em comparagdo com perfis semanais de
consumo das mesmas comunidades descoberto em estudos prévios realizados pelo nosso grupo(da Silva
et al., 2018; Sodré et al., 2018).
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Figura 39: Perfis semanais de consumo descobertos neste estudo em comparacdo com os perfis semanais
descobertos em diversos estudos realizados em paises distintos (EMCDDA, 2019d; Tscharke et al., 2016)
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Como podemos notar nos outros estudos, em uma semana comum, o usual do
perfil é ter um aumento gradual do consumo de COC a partir do primeiro dia Util até o
altimo dia util, e no fim de semana ter um pico de consumo. Fendmeno que nao
observamos depois do Carnaval de 2019, em que o sdbado e domingo subsequentes ao
carnaval possuem um dos menores valores de consumo calculados no periodo de 15
dias, tornando o periodo subsequente ao Carnaval atipico.

A fim de realizar a comparacao entre o consumo durante o periodo Carnaval e o
periodo subsequente, fizemos a divisdo dos 15 dias avaliados em 2 grupos, o periodo de
Carnaval e o periodo subsequente. O grupo Carnaval corresponde do dia 01/03/2019 até
o0 dia 05/03/2019 — sendo que este ultimo dia é o oficial de Carnaval —, o grupo periodo
subsequente ao Carnaval corresponde do dia 06/03/2019 até o dia 15/03/2019. Com essa
separacdo foi possivel avaliar a diferenca entre o consumo durante o periodo de
Carnaval e o periodo Subsequente. As Figuras 40 e 41 foram montadas a fim de facilitar

a visualizacéo desta diferenca entre estes dois grupos.
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Figura 40: Gréfico que demonstra as diferencas entre os padrdes de consumo de THC durante o periodo
Carnaval e o periodo subsequente (em mg/dia/1000hab).
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Figura 41: Grafico que demonstra as diferencas entre os padrdes de consumo de COC durante o periodo
de Carnaval e o periodo subsequente (em mg/dia/1000hab).

Nas Figuras 40 e 41 podemos ver claramente que a media do consumo do
periodo de Carnaval é superior ao do periodo subsequente ao Carnaval. Para a COC este
fendmeno ja foi documentado em diversos estudos (da Silva et al., 2018; Foppe et al.,
2018). Além disso também é notavel um aumento relevante de THC durante o periodo
de Carnaval e o periodo subsequente. Este resultado é semelhante ao que foi encontrado
por Nefau et al., 2013.

Nas Figuras 42 a 45 podemos avaliar a similaridade dos valores obtidos em outros
estudos que englobaram estimativa de consumo de THC e COC, para ser possivel
realizar essa comparacdo foi necessario a transformacdo de mg/dia/1000hab para
doses/dia/1000hab, sendo que o valor considerado para a dose ira depender do estudo
em questdo, por exemplo, Mastroianni et al., 2017 e Krizman-Matasic et al., 2019
consideraram que a dose é de 125mg de THC, porém escolheram 100mg e 30mg para a

dose de COC, respectivamente.
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Figura 42: Comparacdo dos resultados obtidos neste estudo com os resultados dos valores obtidos da
estimativa do consumo de THC por EE de anos anteriores em uma ETE de Barcelona (ES). Dose =
125mg de THC

30

= 25
=
o
S
S
3

E 20
A
g
=

E 15
@)
o
o

< 10
o
E
=
]
g

o 5

0

2011-2016 2019
m Este Estudo ETE Norte = Mastroianni et al., 2017 m Este Estudo ETE Sul

Figura 43: Comparacdo dos resultados obtidos neste estudo com os resultados dos valores obtidos da
estimativa do consumo de THC por EE de anos anteriores em uma ETE de Barcelona (ES). Dose =
100mg de COC
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Figura 44: Comparacdo dos resultados obtidos neste estudo com os resultados dos valores obtidos da
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Figura 45: Comparacdo dos resultados obtidos neste estudo com os resultados dos valores obtidos da
estimativa do consumo de COC por EE de anos anteriores em Zagreb (HR). Dose = 30mg de COC

Como podemos observar, apesar de existirem diferencas, os resultados estdo
dentro dos que se encontram na literatura, dando mais confiabilidade aos resultados
obtidos. Ao que os estudos indicam, em Zagreb o consumo de cocaina é menor que em
Brasilia, porém o consumo de cannabis em Zagreb, a partir de 2013 € significativamente
superior ao de Brasilia, mesmo durante o Carnaval de 2019. J& em Barcelona as
estimativas de consumo de cocaina se equiparam, porém o consumo de cannabis é
substancialmente maior do que a estimativa de consumo de cannabis em Brasilia.

Portanto aparenta existir uma diferenca entre a utilizacdo de drogas pelos usuarios.
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Esses valores estdo similares as estimativas por métodos convencionais para estimar a
prevaléncia. Visto que no Brasil a prevaléncia do uso de Cannabis é 7,7% e de cocaina é
3,1% (ICICT/FIOCRUZ, 2017), ja na Espanha, Cannabis chega a 18.3% e cocaina a
2.8%, e na Crodcia a prevaléncia de Cannabis € de 16% e da cocaina de 1,6%.

As Figuras 46 e 47 comparam resultados de consumo médio obtidos de diversos
estudos com os resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 46: Comparacdo dos resultados de diversos estudos realizados no DF que utilizaram a EE para
estimar o consumo de COC em mg/dia/1000hab (da Silva et al., 2018; Maldaner et al., 2012; Sodré et al.,
2017).

2500

1500

Média dos consumos de COC mg/dia/1000hab

2018 2019

™ Bristol (UK) m Amsterdam (NL) ™ Zurich (CH) W Antwerp Zuid (BE)
m Barcelona (ES) mST. Gallen Hofen (CH) m Geneva (CH) m Valencia (ES)

= Basel (CH) Paris Seine Centre (FR) m Este Trabalho Carnaval m Este Trabalho Semana Subsequente

Figura 47: Comparacdo entre o0s resultados da média das estimativas de consumo de COC

(mg/dia/1000hab) deste estudo e os resultados obtidos dos estudos realizados em diversas cidades da
Europa (EMCDDA, 2019d).
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Como podemos observar nas Figuras 46 e 47 os resultados obtidos da cocaina
estdo na mesma ordem de magnitude de estudos prévios realizados pelo grupo,
corroborando para a eficacia deste metodo. Além disso, na Figura 47 é possivel ver que
a média do consumo durante o periodo Carnaval e o periodo subsequente de 2019 no
DF esta bem superior as médias anuais de consumo de COC em cidades na Europa. Este
fendmeno é esperado, visto que é senso comum a maior utilizagdo de drogas de cocaina

em eventos festivos de grande porte, porém agora possuimos uma confirmacéo objetiva.

5.9. Estimativa da carga diaria de COC e THC para a populagdo do DF

A carga diaria de uma substancia psicotrépica é a quantidade, dada em g dia™,
que corresponde a quanto desta substancia passou pela ETE em questdo. E preciso
lembrar que para realizar esses célculos estamos usando o0s metabolitos como
biomarcadores para realizar os calculos de estimativa de consumo. Portanto para fazer o
calculo de carga diaria utilizamos a concentracdo do biomarcador da substancia
psicotrdpica e o fator de correcao relativo ao biomarcador. Na Figura 48 e 49 podemos
ver a média das cargas diarias das duas ETEs nos periodos do Carnaval o periodo

subsequente.
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Figura 48: Média das cargas diaria de COC em g dia™ durante o periodo de Carnaval e o periodo
subsequente das ETEs Norte e Sul.
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Figura 49: Média das cargas diaria de THC em g dia® durante o periodo de Carnaval e o periodo
subsequente das ETEs Norte e Sul.

Nas Figuras 48 e 49 podemos ver que a carga diria da ETE Sul é superior a da
ETE Norte, 0 que corrobora para os resultados anteriores encontrados pelo nosso grupo
(Sodré et al., 2017). Esta diferenca se da principalmente pelo fato de que na ETE Sul ha
251,38% da populacdo atendida pela ETE Norte, porém quando h& a normalizacdo da
carga diaria em relagdo a populacdo que gerou essa carga, nhotamos que a ETE Norte
possui 0 maior consumo dessas substancias psicotropicas, como foi mostrado

anteriormente.

5.9.1. Extrapolacdo das cargas diarias da populac¢éo inteira do DF

Como ndo pudemos realizar as coletas em todas as ETES para estimarmos o
consumo de COC e THC da populacdo do DF inteiro fazemos um célculo com
extrapolacGes proporcionais ao aumento da populagédo. Levando em consideracdo que o
numero de habitantes estudados foi de 688744 e que a populacéo total do DF estimada é
de 3036117 (IBGE, 2020), sabemos que este estudo abrangeu 22,68% da populacédo

total do DF. Na Tabela 20 estéo os resultados das cargas diarias e da extrapolagéo.
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Tabela 20: Célculo da média das cargas didria dos habitantes atendidos pelas ETEs Sul e Norte e da
extrapolacdo para os habitantes do DF durante o periodo de Carnaval e periodo subsequente.

Habitantes atendidos pelas Extrapolagdo para Habitantes
veriod ETEs Sul e Norte do DF
eriodo CcoC THC CcOoC THC
(g dia’®) (g dia) (g dia™) (g dia™)

Periodo de 958,1 3866,5 42237 17044,3

Carnaval

Periodo 571.9 2966,4 2521,0 13076,4
subsequente

Com esses valores mostrados na Tabela 20, podemos estimar que entre os dias
do periodo de Carnaval, 01/03/2019 e 05/03/2019, 4790,5g de COC e 19332,5 passaram
pelas ETEs Norte e Sul. Ja no periodo subsequente ao Carnaval, entre 06/03/2019 e
15/03/2019, 5719g de COC e 29664g de THC passaram pelas ETEs Norte e Sul. Ao
extrapolar para a populacéo inteira do DF, 21118,5g de COC e 85221,5g de THC
passaram nas ETEs do DF durante o periodo de Carnaval. E no periodo subsequente ao
Carnaval um total de 25210g de COC e 130,8Kg de THC passaram por ETEs do DF.

6. Conclusoes

O objetivo geral — e por consequéncia os especificos — foi alcancado, ja que 0s
resultados mostraram que € possivel analisar as amostras com o mesmo método de
preparo para a quantificagdo dos cocainicos e canabinoides. Porém, esse método néo
aparenta ser eficiente na extracdo de THC, j& que o THC ficou abaixo do LOD, nédo
houve nenhum sinal, apenas do THC D3. Ainda houve a tentativa de outra otimizacao,
incluindo um método cromatografico somente para 0 THC e o THC D3, porém nao
surtiu efeito para reverter a falta de sinal do THC. De qualquer forma, a estratégia
melhorou substancialmente o sinal gerado pelo THC-COOH e THC-COOH D3.

Essa grande dificuldade em se quantificar os canabinoides ja era de se esperar,
em decorrente de propriedades da metabolizacdo do THC e algumas fontes de incerteza.
A dificuldade ja comeca com a taxa de excre¢édo infima de 0,5% do melhor biomarcador
que temos. Além disso, existem diversas incertezas que ainda ndo se tem uma resposta
objetiva, por exemplo, a dindmica dos canabinoides no esgoto ainda ndo esta
completamente elucidada; Koy, do THC-COOH é alto, o que indica que existe um
potencial quimico forte da fase aquosa para os materiais particulados do esgoto; a

estabilidade do biomarcador no esgoto até a sua chegada na estacdo de tratamento; e a

69



ionizagédo dos canabinoides, o que gera um aumento exagerado do LOD e LOQ. Outro
problema é o fato de estar presente em uma amostra complexa, com diversos
interferentes capazes de diminuir ainda mais a ioniza¢do de compostos.

Este estudo foi o primeiro a conseguir quantificar com sucesso THC-COOH em
amostras de esgoto em nosso grupo de pesquisa. Além disso, esse método de preparo de
amostra mostrou que € possivel a quantificacdo de BE, COC e COE mesmo sendo um
método que ndo acidifica em momento algum as amostras, passo muito importante,
segundo a literatura, para manter a recuperacao de BE e COC altos. O que permitiu esse
resultado foi o fato de utilizarmos padrdes surrogate deuterados. A vantagem de se usar
deuterados é o fato de que qualquer perda que o deuterado sofrer ao longo do preparo de
amostra, 0 composto analogo também iréa sofrer, por isso que na quantificacdo se utiliza
a razdo entre 0 composto e seu analogo deuterado.

Os resultados mostraram algo que ja se imaginava, porém agora se tem uma
comprovacgédo objetiva. Observamos um maior consumo de ambas as drogas de abuso
durante o periodo de Carnaval, se comparado ao periodo subsequente, sendo que o
aumento relativo do consumo de cocaina foi superior ao de cannabis. H& também uma
grande diferenga entre as quantidades de consumo de cannabis das ETEs Sul e Norte,

provavelmente devido a uma diferenca na populagéo jovem atendida por estas ETEs.

7. Perspectivas

Tendo tudo isso em vista, este estudo abre as portas para mais estudos de EE
focada ndo somente em cannabis, mas em cocaina também. E é de suma importancia
que outros estudos nesta area surjam, estudos que serdo realizados para melhorar ainda
mais esses resultados. Outros estudos a serem realizados de maior importancia para
sanar as davidas sobre as incertezas que envolvem os canabinoides e sua interagdo com
esgoto, talvez assim, a estimativa consiga ser mais exata e precisa, € 0 preparo de
amostra simplificado ainda mais.

Mesmo a EE sendo uma estratégia relativamente nova, ja se mostrou capaz de
realizar boas estimativas dos consumos de diversas drogas. Ao que tudo indica, quando
estudos mais aprofundados enderecarem e sanarem as fontes de incerteza dessa
estratégia, a EE pode ser usada como Unica estratégia para se estimar o consumo de

drogas de abuso de qualquer populacao que gere esgoto bruto coletavel.
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