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Resumo

A analise do esgoto gerado por uma populagdo, conhecida como epidemiologia do
esgoto, tem fornecido informacgdes complementares ao monitoramento do consumo de drogas.
Essa ferramenta vem sendo empregada no Distrito Federal desde 2010 para estimar 0 consumo
de cocaina. Dados anteriores mostraram que o consumo de cocaina € maior durante fins de
semana, sugerindo que podem existir grupos distintos de usuarios. Um dos grupos constituido
por dependentes quimicos que fazem uso constante da droga e outro formado por pessoas que
fazem uso intermitente da droga e podem dobrar o consumo de cocaina no fim de semana. Para
tentar diferenciar situagdes como esta, uma alternativa seria monitorar o cocaetileno (COE), um
produto de metabolizacdo da cocaina formado na presenca de etanol, que pode indicar o
consumo concomitante da droga com alcool. Neste contexto, o presente trabalho buscou
quantificar cocaina, bem como seus metabdlitos benzoilecgonina (BE) e cocaetileno, além dos
adulterantes, fenacetina (FEN) e levamisol (LEV) em amostras de esgoto por SPE-LC/QTOF.
Benzoilecgonina foi usada para estimar o consumo de cocaina usando um fator de correcédo
adaptado que considera as taxas de excrecdo de BE para diferentes vias de administracéo, bem
como a fracdo de usudrios de crack no Brasil. Analises diarias indicam um maior uso de cocaina
nos finais de semana, com picos no domingo nas areas sul (7385+121 mg dia* 1000 hab™) e
norte (3566+171 mg dia* 1000 hab™) de Brasilia. Um alto consumo de cocainicos também foi
observado no dia do Carnaval de 2018 na regi&o norte (6229+219 mg dia™* 1000 hab™). A razéo
COE/BE foi usada para avaliar o consumo simultdneo de cocaina e alcool. Raz6es maiores
também foram observados durante o final de semana. No entanto, razGes mais elevadas aos
sébados do que aos domingos podem ser explicadas pela diminuicdo da excre¢do de BE durante
0 poliuso, o que pode levar a estimativas subestimadas de uso de cocaina aos sabados, bem
como por diferentes padrdes de uso de pé e crack, sendo que os ultimos geralmente bebem
quantidades menores de alcool. Os dados de epidemiologia comparados com as apreensdes
sugerem que a Policia Civil de Brasilia apreendeu apenas 3% de cocaina durante o estudo. As
guantidades de adulterantes de cocaina, fenacetina e levamisol no esgoto foram relacionadas as
amostras de crack e cocaina apreendidas pela Policia Federal para estimar uma prevaléncia
numérica de consumo entre uma ou outra via de administracdo. Estima-se que os usuéarios de
crack no DF sejam responsaveis por cerca de 50% dos usuarios de cocainicos. Os dados gerados
contribuem para tornar a ferramenta mais robusta e completa, além de continuar fornecendo

informagdes Gteis as iniciativas de enfrentamento ao uso e ao trafico de drogas.

Palavras-chave: consumo de cocaina, cocaetileno, epidemiologia do esgoto, drogas ilicitas,
consumo recreativo de drogas.



Abstract

The analysis of target molecules in a wastewater generated by a population has provided
complementary information to the monitoring of drug use. This tool, commonly known in the
literature as wastewater-based epidemiology has been used in the Brazilian Federal District
since 2010 to estimate the consumption of cocaine. Previously results showed that cocaine
consumption doubles during weekends in Federal District suggesting the existence of different
group users. One of the groups is composed of chemical dependents who constantly use drugs
and the other one of intermittent users who may double cocaine consumption during the
weekends. With the purpose of differentiating this kind of situation, an alternative would be
monitoring the product of cocaine and alcohol metabolization called cocaethylene, which might
indicate co-consumption of both substances. In this context, this work quantified cocaine, its
metabolites benzoylecgonine and cocaethylene, plus its adulterants phenacetin and levamisole
wastewater samples by SPE-LC/QTOF. Benzoylecgonine was used to estimate cocaine
consumption using a country-tuned correction factor that considers BE excretion rates for
different routes of administration as well as the fraction of crack users in Brazil. A day-to-day
analysis indicates higher cocaine use in weekends with peaks on Sunday in both southern
(7385+121 mg day* 1000 inhab™) and northern (3566+171 mg day* 1000 inhab™) areas of
Brasilia. A significant high cocaine use was also observed in the Carnival Day of 2018 in the
northern area (6229+219 mg day 1000 inhab™). COE/BE ratios were used to assess cocaine
and alcohol co-consumption since COE is produced during the polyuse of both substances.
Higher ratios were also observed during the weekend. However, higher ratios on Saturdays
rather than Sundays may be explained by the decrease of BE excretion during the polyuse,
which may lead to an underestimation of the cocaine use estimates on Saturdays, as well as by
different patterns of polyuse by powder and crack users, where the latter usually drink lower
amounts of alcohol. The data compared to seized drugs suggests that the Brazilian Civil Police
seized only 3% of cocaine during the study. The amounts of cocainics’ adulterants, phenacetin
and levamisole in the sewage were related to the crack and cocaine samples seized by the
Federal Police to estimate a numerical prevalence of consumption between one or another route
of administration. It has been estimated that crack cocaine users in the DF account for about
50% of cocaine users. The findings contribute to making the tool more robust and complete, as

well as providing useful information for initiatives to combat drug use and trafficking.

Key-words: cocaine consumption, cocaethylene, wastewater-based epidemiology, recreational

drug users, illicit drugs.
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1. Introducéo

O Relatério Mundial sobre Drogas de 2017, publicado pelo Escritério das Nac6es
Unidas sobre Drogas e Crime estima que 1 em cada 20 adultos entre 15 e 64 anos fez uso de
pelo menos uma droga ilicita em 2015 (UNODC, 2017). Ainda, sugere que 29 milhGes de
pessoas sofrem de algum problema de salde relacionado ao uso de drogas, sendo que 190
mil morreram em 2015 em decorréncia de algum problema relacionado as drogas (UNODC,
2017). Os dados sdo compilados no relatorio UNODC a partir de questionarios respondidos
pelos paises-membros sobre o quadro institucional de cada pais, politicas sobre drogas,
extensdo e padrbes de uso, cultivo e tréfico.

A maconha e as anfetaminas continuam sendo as drogas mais usadas no mundo.
Entretanto, o uso de cocaina e derivados tem aumentado, de cerca de 14 milhdes em 1998
para 18,8 milhdes em 2014, devido principalmente ao uso na América do Sul. A Figura 1
mostra 0s paises nos quais 0 consumo é mais relevante, bem como as principais rotas globais

de trafico de cocaina.

Figura 1. Principais rotas do trafico de cocaina no mundo entre 2011-2015. As setas de cor rosa
indicam as rotas principais e de cor branca as rotas alternativas. Paises de cor verde s&o aqueles onde
0 uso e tréafico de cocaina sdo mais relevantes (UNODC, 2017).

Nota-se, na Figura 1, a importancia da Ameérica Latina no trafico e no uso de cocaina.
No Brasil, segundo dados de apreens@es da Policia Federal, a maconha e a cocaina® foram

1 Na forma de pasta base, crack (base livre) e cloridrato de cocaina



as drogas mais apreendidas em 2016, alcangando valores de 224,8 e 39,3 toneladas,
respectivamente (Policia Federal, 2017).

Ainda, segundo o relatério UNODC, o uso regular de cocaina per capita tem
diminuido no mundo, enquanto 0 uso recreativo, ou seja, ndo regular, tem aumentado
(UNODC, 2017). O uso recreativo de drogas, tanto ilicitas quanto licitas, tem aumentado
nos Ultimos anos. Esse aumento reflete também no poliuso de drogas, caracteristico de
usuarios recreativos, podendo potencializar os efeitos de uma droga assim como seus danos
(Karjalainen et al., 2017).

O uso concomitante de cocaina com alcool, benzodiazepinicos com &lcool e heroina
com cocaina ja sdo bem conhecidos (Karjalainen et al., 2017). Os efeitos das drogas podem
ser somados causando danos maiores tanto a curto quanto a longo prazos. A overdose e 0
enfarte do miocardio estdo entre as principais causas de mortes pelo uso de drogas
combinadas (Caulkins and Reuter, 1996; EMCDDA, 2008; UNODC, 2017).

Os dados utilizados para a confec¢do de relatorios sobre drogas no mundo baseiam-
se principalmente em questionarios anuais e apreensdes pela policia (Botelho et al., 2014;
UNODC, 2017). Os questionarios estdo sujeitos ao viés da resposta e ao desconhecimento
dos compostos realmente consumidos. Por outro lado, as apreensdes s6 mostram parte do
cenario envolvendo o uso de drogas, pois a policia ndo é capaz de apreender toda a droga
que circula no mercado. Uma novidade no Relatério UNODOC de 2017 foi a utilizacdo de
métodos alternativos e complementares aos tradicionais para se estimar o consumo de
drogas. Dentre estes métodos, destaca-se a epidemiologia do esgoto que consiste na analise
do esgoto gerado por uma populacdo como forma de estimar o consumo de diferentes
substancias por meio de retrocalculos (UNODC, 2017). O desenvolvimento de métodos para
a determinacéo de drogas no esgoto pode gerar estimativas empiricas, portanto mais realistas
e capazes de elucidar tendéncias de consumo e trafico de drogas em escalas temporais e
espaciais diferenciadas em comparacao aos métodos tradicionais (Baz-Lomba et al., 2016;
Castiglioni et al., 2016; van Nuijs et al., 2011).

Tendo-se em vista a necessidade de consolidar os estudos de epidemiologia do esgoto
no DF e contribuir para e entendimento do perfil dos usuarios de drogas, este trabalho busca
quantificar cocaina, alguns de seus metabdlitos e adulterantes em amostras de esgoto bruto
provenientes de duas estacdes de tratamento de esgotos (ETE Brasilia-Sul e ETE Brasilia-
Norte). Pela primeira vez, buscou-se quantificar o metabdlito cocaetileno, produzido
notadamente a partir do consumo concomitante de cocaina e alcool, de forma que seja

possivel, estimar o poliuso de drogas e, consequentemente, contribuir para identificacdo do
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perfil de usuérios. Além da cocaina e do cocaetileno, outros analitos investigados neste
trabalho sdo a benzoilecgonina — principal metabdlito dos cocainicos e comumente
empregada para se estimar o consumo da droga —, a fenacetina — farmaco adulterante
predominante em amostras de crack — e levamisol — vermifugo utilizado como adulterante

em amostras de cloridrato de cocaina (forma po).
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2. Revisdo Bibliografica

2.1 Drogas de abuso

O conceito de drogas é bastante amplo. Podem ser diferenciadas em droga-substancia
e droga-produto. A droga substancia € o composto ativo que se destina a fornecer atividade
farmacologica, fornecer efeitos diretos no diagnostico, cura, mitigacdo, tratamento e/ou
prevencdo de doencas ou afetar a estrutura/funcéo do corpo humano. A droga produto é uma
forma de dosagem terminada, por exemplo, comprimido, capsula ou solugdo, que contém o
composto ativo em associagdo com um ou mais ingredientes (FDA, 2017).

O termo droga de abuso é utilizado quando uma droga é consumida sem fins médicos
para produzir efeitos psicoldgicos e/ou fisicos que possam gerar vicio (Will, 2005). O vicio
é caracterizado pela busca e uso compulsivo de drogas, apesar dos seus efeitos prejudiciais.
Atualmente, o abuso de drogas é considerado uma doenca mental, devido as mudangas de
estrutura e funcionamento causadas no cérebro que, a longo prazo, podem levar a
comportamentos prejudiciais (Volkow et al., 2015). Na Figura 2 sdo mostradas duas imagens
de tomografia por emissdo de pdsitrons tipicas de individuos saudaveis e que fazem uso

abusivo de cocaina.

Figura 2. Tomografia por emisséo de positrons mostrando um cérebro saudavel a esquerda e cérebro
de um usuario de cocaina a direita (NIDA, 2014).

Na Figura 2, o metabolismo normal é indicado pelas cores tendendo ao amarelo.
Nota-se que o cérebro de um usuario de cocaina apresenta uma reducdo do metabolismo
cerebral quando comparado ao funcionamento normal do 6rgéo.

Outro efeito bastante comum do consumo de drogas € a dependéncia fisica. Esse
efeito ndo é caracteristico somente de drogas de ilicitas, mas também de drogas prescritas.
A dependéncia fisica ocorre quando o corpo se adapta a droga, seja exigindo maiores

quantidades para conseguir um certo efeito, também chamado tolerancia, seja provocando
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sintomas fisicos ou mentais especificos se o uso for interrompido abruptamente (NIH, 2012).
Algumas drogas, como a morfina, precisam de doses cada vez maiores para produzir seus
efeitos. Nestes casos, a tolerancia, muitas vezes, leva a superdosagem e, consequentemente,
a morte (Nagi and Pineyro, 2011).

Quanto a sua acdo neurologica, as drogas sdo classificadas em estimulantes do
sistema nervoso central (SNC), depressores do SNC e perturbadores do SNC (Chalout,
1971). Como estimulantes temos, por exemplo, as anfetaminas e a cocaina. Como
depressores, a heroina, o 0pio, e alguns solventes e inalantes. O acido lisergico (LSD), o
ecstasy (MDMA) e os derivados da maconha sdo alguns dos perturbadores do SNC (Katzung
et al., 2014; Nadeau and Sobolewski, 1960). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) € responsavel pela publicacdo da Portaria SVS/MS 344/98 que estabelece a lista

de substancias entorpecentes, psicotrdpicas, precursoras e outras sob controle especial.

2.1.1 Cocaina e metabdlitos

A cocaina vem sendo comercializada desde o século XIX. A droga, antes permitida,
foi muito comercializada na Europa e nos Estados Unidos em bebidas, chocolates e como
anestésico local (Benowitz, 1993). Um dos primeiros entusiastas do uso da cocaina foi
Sigmund Freud que defendia o uso de pequenas doses diarias da droga para dispepsia e
depressdao. Apds mais de uma década defendendo o uso da cocaina, Freud desistiu da droga
ndo somente pelos efeitos deletérios em si mesmo, mas também por ter tratado usuarios de
opioides, proximos a ele, que sofreram efeitos graves e morreram durante o tratamento
(Cohen, 2011). Somente em 1914 o congresso americano aprovou o Harinsson Narcostics
Act que proibia o comércio de cocaina sem fins médicos (Oliveira, 2013). Em 1921, o Brasil
teve sua primeira lei de drogas que estabelecia penas para quem vender/expor/ministrar
substancias “venenosas” sem legitima autorizacdo ou prescri¢do. Entre essas substancias,
estavam a cocaina, o opio e a morfina (Brasil, 1921). Desse momento em diante, o Brasil
criou diversas leis de criminalizagdes de drogas, repressdo ao tréfico, politicas de prevencédo
e recuperacdo de usuarios (Boiteux, 2006; Oliveira, 2013).

A cocaina € extraida de duas espécies de coca chamadas erytroxylum novogranatense
e erytroxylum coca. As espécies sdo cultivadas geralmente nos Andes e também em algumas
regides da floresta Amazonica (Negrete, 1992).

Pode-se dividir os cocainicos em forma base, que sdo chamados de crack, merla e

oxi e forma sal/p6 que é quimicamente conhecida como cloridrato de cocaina. A cocaina é
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normalmente obtida em laboratérios clandestinos (Policia Federal, 2017). Um dos
procedimentos utilizados para a extracdo e purificacdo da cocaina é apresentado na Figura
3.

Folhas de Coca

Maceragao
Extragdo com querosene

em meio acido
Y

Extrato

Mistura com amoniaco,
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| Pasta de coca
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Permanganato de potassio
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T
Acetona, éter e Bicarbonato de sodio
acido cloridrico e agua
Filtragem Aquecimento
Secagem \
Cloridrato de Cr‘iCk
coc?l‘na

Bicarbonato de sédio,
agua e amaonia

Aquecimento

Figura 3. Etapas do processo de obtengdo de cocainicos (Ribeiro e Laranjeira, 2010; Toledo et al.,
2017).

As folhas de coca sdo secas ao sol, prensadas e pisoteadas. Em seguida, adiciona-se
querosene e acido sulfurico, neste momento uma solu¢do com baixa pureza de cocaina €
formada (Extrato). A cocaina assume diferentes formas dependendo do procedimento
aplicado ao extrato (Botelho et al., 2014; Negrete, 1992).

A cocaina é normalmente administrada por via pulmonar na forma base, pois é mais
volatil, vaporizando-se ao ser minimamente aquecida. Enquanto que na forma de sal, ela é
administrada via intranasal, pois € muito bem absorvida pelas mucosas nasais (Ribeiro e
Laranjeira, 2010). A Figura 4 mostra os diferentes metabolitos gerados pela administragéo
de cocaina.
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Figura 4. Produtos de transformacao e metabolizagdo da cocaina (Adaptado de Silva, 2012).

Ao entrar na corrente sanguinea, a cocaina sofre hidrélise mediada por colinesterase
e no figado por carboxilesterase. Os principais metabdlitos gerados sdo o éster de metil
ecgonina (EME) = 45%, e a benzoilecgonina (BE) = 29 %. Ha também formacéo de
norcocaina (NC) = 5% por desmetilacdo da cocaina (Castiglioni et al., 2006; Silveira et al.,
2016). Se a cocaina for administrada via aquecimento, ha formacdo consideravel do
metabdlito éster de metilanidroecgonina (AEME), que é em seguida metabolizado através
da clivagem enzimaética e da hidrolise quimica espontanea para formacéo da anidroecgonina
(AE) (Sodre et al., 2017). Esta € uma caracteristica que permite, preliminarmente, diferenciar
usuarios de crack e de cocaina na forma inalada (Fiorentin et al., 2017). Quando a cocaina é
consumida conjuntamente com bebidas alcodlicas, os niveis plasmaticos de cocaina e
norcocaina aumentam, a quantidade de benzoilecgonina diminui e um novo metabolito é
formado; cocaetileno (COE), por um mecanismo de transesterificagdo mediado por agéo
enzimatica de carboxilesterase (hCE1) (Bermejo et al., 2006; Occupati et al., 2017; Wilson
and French, 2002).

18



2.1.2 Alcool e metabdlitos

O éalcool é uma funcéo organica caracteristica por possuir grupos hidroxila (-OH). O
etanol (CH3CH20H) é o alcool mais conhecido, justamente por ser usado como combustivel,
em perfumes e bebidas alcodlicas.

Pequenas quantidades diarias de alcool podem diminuir o risco de doencas
cardiovasculares e a até a perda cognitiva em pessoas idosas (Ruitenberg et al., 2002;
Stampfer et al., 2005). Entretanto, o consumo de alcool deve ser visto com cautela por ndo
se saber a quantidade ideal para que ndo seja prejudicial (Ferrieres, 2004). Trabalhos recentes
tém mostrado a influéncia do alcool no desenvolvimento de cirrose, diabetes, cancer de
mama e préstata (Scappaticcio et al., 2017). Adicionalmente, estima-se que 30% das pessoas
internadas em hospitais apresentam problemas coexistentes devido ao consumo de alcool
(Cherpitel et al., 2017; Donovan et al., 2006).

O etanol é um depressor do sistema nervoso central que em baixas quantidades
promove sensacdo de bem-estar e leve euforia (Donovan et al., 2006). Apds a ingestdo, o
etanol sofre rapida absorcédo pelo trato gastrointestinal. A maior parte do alcool é oxidado
no figado e uma menor parte é metabolizada por vias ndo-oxidativas no pancreas. A principal
via de metabolismo do lcool envolve as enzimas alcool desidrogenase e aldeido
desidrogenase nos hepatocitos, que convertem o etanol a acetaldeido e posteriormente a
acido acético (Sandoval et al., 2017). O etil glicuronideo (EtG) e o etil sulfato (EtS) séo
metabdlitos diretos da degradacdo ndo-oxidativa do alcool, no entanto sua excrecdo é
limitada a menos de 0,1% (Andres-Costa et al., 2016; Crunelle et al., 2014; Mastroianni et
al., 2014).

2.2 Adulterantes dos cocainicos

Ha dois tipos de substancias que sdo adicionadas a droga: os adulterantes e os
diluentes. Os adulterantes sdo adicionados para imitar ou adicionar novos efeitos a droga,
enquanto que os diluentes sdo adicionados para aumentar o volume da droga (Cole et al.,
2011). Os adulterantes mais comuns da cocaina no Brasil sdo: benzocaina, cafeina,
fenacetina, lidocaina, levamisol e paracetamol (Botelho et al., 2014; Santos et al., 2017).

A benzocaina e a lidocaina sdo anestésicos locais, acredita-se que podem imitar os
efeitos da cocaina. A cafeina é outro adulterante bastante comum, encontrado em varios

farmacos e bebidas, presente no cotidiano das pessoas como diurético e estimulante
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(Conceicdo et al., 2014). A fenacetina (FEN) é um analgésico e antitérmico que foi retirado
do mercado por apresentar nefrotoxicidade (Brasil, 2010). E bastante utilizada como
adulterante por prolongar o efeito da cocaina. A fenacetina também é utilizada como
diluente, conferindo um aspecto mais cristalino ao crack, que os usuarios associam a pureza
(Conceicdo et al., 2014; de Souza et al., 2016; Santos et al., 2017). O paracetamol,
analgésico amplamente usado no mundo, é um metabdlito ndo toxico da fenacetina (Brasil,
2010; Katzung et al., 2014). O levamisol (LEV) é um anti-helmintico de uso veterinario e
apresenta grande toxicidade para humanos, incluindo a inducdo de leucoencefalopatia
(Chang et al., 2010; Graebner, 2012). O levamisol é metabolizado a aminorex no organismo,
um medicamento anoréxico, que é classificado como uma substancia semelhante as
anfetaminas (Chang et al., 2010). Segundo Hofmaier et al., 2014, enquanto o levamisol em
si tem apenas efeitos moderados sobre os transportadores de neurotransmissores, seu
metabdlito aminorex pode exercer efeitos psicoestimulantes tdo potentes quanto os da
cocaina, sendo esse, 0 motivo da adi¢do de levamisol a cocaina. O levamisol, apesar da sua
toxicidade, diferente de paises como EUA e Canada, ainda é permitido no Brasil para
humanos e animais (ANVISA, 2012; Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda., 2013).

Na Figura 5 sdo vistos alguns dos estados do Brasil onde a cocaina ja foi estudada e

sua pureza determinada.
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Figura 5. Adulterantes encontrados em cocainicos apreendidos em seis Estados do Brasil.
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No Distrito Federal, fenacetina, levamisol, cafeina e lidocaina sdo os adulterantes
mais encontrados em amostras apreendidas pela Policia Federal (Goulart Janior, 2012). No
Estado de S&o Paulo a maior parte das amostras de cocaina apreendidas estdo na forma base,
ou seja, crack, e seu principal adulterante € a fenacetina. No Distrito Federal, o principal
adulterante do cloridrato de cocaina € o levamisol, enquanto que o do crack é a fenacetina,
assim como em Sdo Paulo (Duailibi et al., 2008; Maldaner et al., 2016).

2.3 Determinacéo de espécies de interesse no esgoto bruto

O esgoto € uma matriz extremamente complexa por conter diversos tipos de
compostos organicos, inorganicos e micro-organismos (Baker et al., 2012; Santos et al.,
2015). Entretanto, os avancos na tecnologia instrumental levaram a uma condicdo na qual a
analise de matrizes ambientais alcancou novos e mais altos patamares. Atualmente, €
possivel isolar espécies moleculares e atbmicas em amostras de solo, ar, esgoto e rios em
niveis de concentracdo na ordem de dezenas de nanogramas por litro e amostra (Castiglioni
et al., 2014, 2006; Rodayan et al., 2016).

2.3.1 Amostragem

A amostragem € a primeira etapa da parte experimental, e por isso deve ser feita com
bastante planejamento. Ela envolve o conhecimento da regido onde a amostra sera coletada
e das suas redondezas. O objetivo principal é a coleta de uma amostra representativa do todo
(Castiglioni et al., 2013).

Existem basicamente trés tipos de erros nesta etapa:

1) Erro de amostragem: ocorre porque ndo € possivel analisar a totalidade da area,
quantidade insuficiente de amostra;

2) Erro de selecéo dos locais: derivam da retirada de amostras ndo representativas da
regido;

3) Erros analiticos: podem resultar da manipulacdo, do recipiente de coleta, da
estocagem, do preparo e da técnica analitica.

Levando em consideracdo os trés tipos de erros citados, pode-se fazer um
planejamento adequado para a etapa de amostragem (Filizola, 2006).

A frequéncia de amostragem é essencial para analise do consumo de drogas, pois a

vazdo do esgoto apresenta variagdes durante o tempo. Para contornar esse fato, a maioria
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dos trabalhos utiliza a frequéncia amostral acumulada durante 24 horas, 12 horas ou 6 horas,
dependendo da finalidade do trabalho. A amostra também pode ser coletada durante
diferentes dias da semana/més/ano para verificar variagcbes em curtos e longos periodos (van
Nuijs et al., 2011).

O EMCDDA, 2016 sugere um protocolo de amostragem para que haja concordancia
entre os trabalhos. A amostra deve ser coletada durante 24 horas, considerando a vazéo do
afluente e pode ser armazenada em garrafas PET ou de vidro. Sugere-se também que
parametros adicionais sejam coletados, como pH, DBO, DQO, nutrientes (P, N) e
temperatura. Os parametros de DBO, DQO e nutrientes podem ser utilizados para
estimativas da populacdo atendidas pela estacdo de tratamento de esgoto. O pH e a
temperatura podem ser utilizados para estudos de estabilidade dos analitos nas condicdes da
matriz (Been et al., 2014; Castiglioni et al., 2013).

2.3.2 Preservacao de amostras

A preservacdo de amostras deve comecar desde a coleta. A cocaina e seus
metabdlitos sofrem bastante degradagdo, por isso a amostragem é normalmente feita em até
24 horas (van Nuijs et al., 2011). Castiglioni et al., 2016 analisaram a estabilidade da
cocaina, benzoilecgonina, morfina e outras drogas em esgoto durante 3 dias a 4°C. A
concentracdo de cocaina, norcocaina e cocaetileno diminuiram de 36, 15 e 13%,
respectivamente. Enquanto que a concentracao de benzoilecgonina aumentou 14%.

Levando em consideracdo a degradacdo da cocaina, a maioria dos trabalhos mantém
as amostras no escuro a 4°C e a determinacdo analitica é feita em até 3 dias. Enquanto que
se a amostra ndo for analisada em 3 dias, elas devem ser mantidas a -20°C (Castiglioni et al.,
2013). Alguns trabalhos também tém mostrado que a acidificacdo da amostra ajuda na
estabilizacdo da cocaina e benzoilecgonina (Gheorghe et al., 2008; Sodré et al., 2018). Sodré
et al., 2018 fizeram alguns testes com as seguintes condi¢des de preservacdo dos analitos na
amostra:

1) Sem tratamento;

2) Filtracdo com membrana de 0,45 pm de poro;

3) Filtragdo com membrana de polietersulfona (PES) com 0,22 um de poro;

4) Acidificacdo a pH 2 com &cido cloridrico 50%;

5) Filtracdo com membrana de acetato de celulose com 0,45 pum de poro seguida de

acidificacdo a pH 2;
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6) Adicdo de azida de s6dio NaNz (0,2 % m/v);

7) Adicéo de formaldeido (5 % v/v) e

8) Extracdo em fase sdlida e armazenamento do cartucho de extracao antes da eluicao
das substancias de interesse.

Os testes mostraram que a melhor condigdo para armazenar a amostra é a acidificacao
a pH 2,0 do esgoto bruto (4) (Sodré et al., 2018). Gonzalez-Marino et al., 2010, analisaram
a estabilidade de vérias drogas, incluindo BE e COC. Todas as espécies mostraram-se
estaveis durante trés meses quando armazenadas a -20°C em cartuchos de extracdo em fase
solida (SPE) com sorvente de equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) (Gonzalez-Marino et
al., 2010).

2.3.3 Preparo de amostra

A preparacdo da amostra é essencial, ndo somente por se tratar de uma amostra
extremamente complexa, mas também pelo fato de os analitos encontram-se em nivel traco,
na faixa de ng L.

O método mais empregado é a filtracdo preliminar da amostra com membranas de
1,2 um e 0,45 um, seguido de extracdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid Phase
Extraction) que requer um volume de amostra entre 50 e 1000 mL. Os cartuchos mais
utilizados sdo os formados com um copolimero contendo grupos funcionais hidrofilicos e
lipofilicos, que garantem a extracdo de espécies com polaridades diferentes (Tang et al.,
2016). A Figura 6 mostra o sorvente utilizado no cartucho de SPE deste trabalho.
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Figura 6. Sorvente utilizado no cartucho de extracdo em fase solida Strata-X (Torrance, CA, EUA)
e seus diferentes tipos de interacBes com compostos polares e apolares.

O metodo SPE pode também ser feito on-line, utilizando quantidades menores de
amostra. Entretanto, a técnica on-line é mais cara e nao apresentou boa reprodutibilidade

(Castiglioni et al., 2013; Yao et al., 2016). Atualmente, tem-se usado também o amostrador
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integrativo de compostos organicos polares (POCIS, do inglés Polar Organic Integrative
Samplers). O POCIS utiliza os mesmos sorventes SPE entre duas membranas microporosas
e sdo expostos durante um periodo no ambiente (Sanchez-gonzalez et al., 2016). O aspecto
negativo é que a taxa de amostragem fica indefinida, além de dificultar o controle de

saturacdo das membranas (van Nuijs et al., 2011).

2.3.4 Quantificacéo de residuos e metabolitos da cocaina no esgoto

Os analitos a serem determinados encontram-se em nivel traco e dissolvidos em uma
matriz bastante complexa que possui um numero incontavel de compostos com
caracteristicas semelhantes. Faz-se necessario o uso de técnica extremamente sensivel e com
limites de deteccéo e quantificacdo extremamente baixos. A cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas € a técnica mais adequada para este tipo de analise por promover
baixos limites de detecgéo e alta seletividade (Rees et al., 2012; Tarcomnicu et al., 2011).

A maioria dos trabalhos cita o uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
do inglés high performgnce liquid chromatography), seguida da cromatografia liquida de
ultra performance (UPLC, do inglés ultra performance liquid chromatography). A
cromatografia gasosa também é relatada, entretanto, uma etapa adicional torna-se necessaria;
a derivatizacdo dos compostos para que eles se tornem mais volateis (Alves et al., 2017;
Bermejo et al., 2006; Heuett et al., 2015).

A cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas necessita de uma
técnica adicional para a transformacdo da amostra de fase liquida para fase gasosa, uma vez
que a analise no espectrdmetro de massas € a vacuo. Na Figura 7 é apresentado um sistema
de ionizacdo a pressao atmosférica chamado ESI-Dual, do inglés electrospray dual
ionization, que ¢ a utilizado como interface entre o cromatografo liquido e o espectrémetro

de masssas deste trabalho.
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Figura 7. Fonte de ions ESI-Dual (Adaptada de Agilent Technologies, 2015).

Os compostos nebulizados na saida do HPLC entram em uma regido de campo
elétrico bastante forte e entram em contato com um gas neutro de secagem (GS) para que
ocorra a ionizacdo das moléculas. As moléculas carregadas entram no capilar e sdo
direcionadas para o analisador de massas, assim como os ions de referéncia, que calibram o
equipamento ao mesmo tempo em que a analise ocorre.

Os analisadores de masas mais utilizados para quantificacdo em nivel trago sdo: o
triplo quadrupolo (QgQ, do inglés triple quadrupole), a armadilha de ions (IT, do inglés ion
trap) e o tempo de voo (TOF, do inglés time of flight). O QgQ ¢ ainda o mais utilizado por
sua grande sensibilidade, entretanto o TOF estd ganhando espaco por permitir analises mais
exatas (Bade et al., 2015; Gonzalez-Marino et al., 2016; Ibanez et al., 2014). O analisador
de massas QTOF, do inglés, hybrid quadrupole-time of flight, possui alta resolucéo e
acuracia de massas, sendo capaz de identificar compostos com base em suas massas exatas
e distribuigdes isotopicas, o que implica em uma melhor identificacdo (Gonzalez-Marino et
al., 2016; Rodriguez-Alvarez et al., 2014). Na Figura 8 o sistema QTOF é apresentado.
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Figura 8. Sistema HPLC acoplado ao QTOF (Adaptada de Agilent Technologies, 2015).

O primeiro quadrupolo atua como filtro de massas, selecionando o ion precursor. Os
octapolos sdo utilizados para focalizar os ions. O ion precursor segue para a célula de coliséo,
um hexapolo onde os fragmentos sdo gerados e finalmente seguem para o analisador de
tempo de voo. No TOF, os ions sdo acelerados, refletidos (espelho de ions) e detectados em
uma placa de microcanal onde ha amplificacdo do sinal elétrico. A regido de vacuo aumenta
no sentido da esquerda para a direita da Figura 8, pois o fluxo de gés deve ser muito baixo

para ndo haver colisdo de ions e assim prejudicar a exatiddo da analise.

2.4 Epidemiologia do esgoto

Nos ultimos anos, a analise de esgoto gerado por uma populacdo tem fornecido
informacBes complementares ao monitoramento do consumo de drogas, estilo de vida e
salde publica (Ryu et al., 2016; Santos et al., 2015). Desde o primeiro trabalho para a
determinacdo do consumo de cocaina na Italia (Zuccato et al., 2005), os estudos de
epidemiologia do esgoto tém avancado significamente. Atualmente, inimeras outras drogas
de abuso ja foram quantificadas e muitas ja estdo bem estabelecidas, como: cocaina, ecstasy,
metanfetamina e maconha (Gracia-Lor et al., 2017). Mesmo as novas drogas psicoativas
(NP’s), que estdo presentes em baixissima concentragdo ja foram detectadas no esgoto
(Gonzalez-Marino et al., 2016). Segundo definicdo do UNODC, 2017, as NP’s sdo
moléculas sintetizadas, principalmente com fins ilicitos, para ndo serem afetadas por

medidas de controle nacional e internacionalmente aplicadas as substancias ja controladas,
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das quais derivam ou mimetizam os efeitos, como as feniletilaminas, os canabinoides
sintéticos e as catinonas sinteticas.

Alcool, cigarro e cafeina também estdo incluidos na epidemiologia do esgoto,
podendo trazer informaces sobre o estilo de vida e habitos de uma populacdo (Andres-Costa
et al.,, 2016). Outros biomarcadores utilizados sdo os farmacos, adogantes sintéticos,
pesticidas, plastificantes, entre outros, que podem trazer informagdes sobre venda ilegal de
farmacos, uso indiscriminado de antibioticos, exposicdo a compostos tdxicos, etc (A
Causanilles et al., 2017; Hernandez et al., 2015; Rousis et al., 2017).

Em trabalho pioneiro no pais, conduzido pelo grupo de pesquisa AQQUA, da UnB,
estimou-se o consumo de cocaina no Distrito Federal (DF) em cerca de 1080 mg dia*
1000hab™. Calculou-se, a partir da carga da droga no esgoto e o nimero de habitantes, que
mais de uma tonelada da droga é consumida por ano na regido (Maldaner et al., 2012). Em
2012, foi estimada a cocaina consumida na regido atendida pela ETE Norte de Brasilia
durante uma semana e foi identificado praticamente o dobro do consumo da droga aos finais
de semana (Silva, 2012). Dois anos depois, durante a Copa do Mundo de 2014, foram feitas
coletas nas regides atendidas pelas estacGes de tratamento Sul e Norte de Brasilia e foi
estimado um consumo 25% maior de cocaina durantes os eventos festivos em comparagéo
aos dias normais (Sodré et al., 2017). A Figura 9 mostra o consumo de cocaina em varias
cidades da Europa, onde a epidemiologia do esgoto é bastante utilizada, e de outras cidades

do mundo.

1.200
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'
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Fonte: Sewage Analysis CORE Group Europe (SCORE).

Figura 9. Consumo de cocaina em varias cidades por epidemiologia do esgoto.
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O valor encontrado no DF de mais de 1000 mg dia™® 1000hab™ esta na faixa do
encontrado nas cidades da América Latina, representados na Figura 9 como Medellin,
Coldmbia e Fort de France, Martinica.

O célculo empregado para se estimar o consumo de uma droga (C) é mostrado na

Equacéo 1.

cXQyXf
C = 1
hab @

A Equagcdo 1 baseia-se na concentragio da substancia alvo no esgoto (c, em mg L),
na vazdo volumetrica do esgoto que aflui em uma estacdo de tratamento de esgoto (ETE)
(Qy, em L dial), em um fator de correcdo (f) relativo a proporgdo da droga metabolizada e
excretada apds o uso e no numero de habitantes (hab) atendidos pela ETE (Feitosa et al.,
2013).

A quantidade de cocaina (COC) consumida pode ser estimada multiplicando a massa
de seu principal metabolito, a benzoilecgonina (BE) pelo fator f relativo a proporgédo da
COC metabolizada a BE. O fator de corre¢édo f depende da rota de administracao e pode ser
diferente dependendo da preferéncia dos usuarios de uma regido. A Tabela 1 mostra os
diferentes valores de fator de correcdo f encontrados e o proposto neste trabalho.

Tabela 1. Fatores de correcdo da Equacéo 1 a partir das rotas de administragdo preferenciais da regido
analisada.
Rota de administracdo preferencial (%)

Taxa de Razéo Fator de
. excrecao* Molar correcéo Referéncia
Intranasal Fumada Injetada Oral (%) (COC/BE) f

100 45 1,05 2,33 Zuccato et al., 2005
100 35 1,05 3,00 EMCDDA, 2008
95 4 2 29,2 1,05 3,59 Castiglioni et al., 2013
25 75 18,5 1,05 5,67 Devault et al., 2014
70 30 25 1,05 4,19 Sodré et al., 2018

* Taxa de excre¢do ponderada na urina pelas rotas de administragdo.

O primeiro valor proposto considera a cocaina consumida por via intranasal, em que
45% de toda COC é excretada na urina na forma de BE. Dividindo a razdo das massas
moleculares de COC/BE (303/289) por 0,45 chegamos ao valor de f aproximadamente 2,33,
que relaciona o metabdlito com o composto originalmente consumido (van Nuijs et al.,
2011). Mais recentemente, o fator f foi reformulado para 3,59, uma vez que foi desenvolvido

considerando uma grande quantidade de dados farmacocinéticos para ingestdo da cocaina,
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seja por forma intranasal (29,4%), intravenosa (37,4%), oral (55%) ou fumada (14,8%). Os
valores foram ponderados por dados epidemiolégicos de questionarios sobre a preferéncia
de forma de consumo na Europa (95% cocaina intranasal), chegando ao valor de 29,2% de
BE na urina (Castiglioni et al., 2013). Devault et al., 2014, proporam o fator de excrecéo na
urina de 18,5% ponderado para a regido de Martinica, territério francés no Caribe, onde
acredita-se haver consumo preferencial de crack (75%). O fator de 4,19 proposto nesse
trabalho utiliza os fatores de excrecdo na urina de Castiglioni et al., 2013 e é ponderada pela
prevaléncia de consumo no Brasil por pesquisas a partir de questionarios domiciliares, sendo
70% inalada e 30% fumada (Abdalla et al., 2014).

Para a determinac&o do alcool, os biomarcadores utilizados s&o o Etil Glucoronideo
(EtG) e o Etil Sulfato (EtS), provenientes da metabolizacdo ndo-oxidativa do etanol. O EtG
ndo tem se mostrado estavel no esgoto, entretanto o EtS é bastante estavel e tem sido
utilizado em inimeros estudos para determinar o consumo de alcool de uma popula¢do. Em
relacdo ao poliuso de drogas, o cocaetileno ja foi utilizado em estudos de epidemiologia do
esgoto para comparar o0 uso de cocaina com alcool em duas cidades europeias. Os estudos
mostraram uma maior quantidade de cocaetileno durante os finais de semana e em cidades
mais urbanizadas (Rodriguez-Alvarez et al., 2015).

A determinacgéo de adulterantes de drogas no esgoto pode ser uma alternativa para
estimar o padrdo de consumo de cocainicos, pois parte dos adulterantes, como fenacetina e
levamisol ndo sdo amplamente utilizados em ambiente urbano e sua grande quantidade no
esgoto pode estar relacionada ao consumo de drogas. Adicionalmente, utilizar as relacdes
entre os adulterantes encontrados no esgoto (FEN e LEV) podem nos dar informacGes sobre
as os diferentes padrfes de uso de cocaina, seja através da forma base ou cloridrato (Sodré
etal., 2017).
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3. Parte Experimental

Este trabalho foi colaborativo e envolveu a coleta e preparo de amostras no Brasil e
parte das andlises dos extratos na Espanha. As analises foram feitas no Institute of Food
Analysis and Research da Universidade de Santiago de Compostela sob a supervisédo do

Professor Pesquisador José B. Quintana e da Pesquisadora Iria Gonzélez-Marifio.

3.1 Padrodes, solventes e sorventes

3.1.1. Utilizados no Brasil

Acido cloridrico (37%) adquirido da Dindmica Quimica (Diadema, SP, BR). Metanol
(MeOH) e acetonitrila (ACN) grau HPLC foram adquiridos da Tedia (Fairfield, OH, EUA).
Agua ultrapura foi obtida purificando-se agua destilada em um sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). Cartuchos de extracdo em fase solida StrataX®, contendo como
sorvente uma fase polimérica com grupos hidrofilicos e lipofilicos de 200 mg, adquiridos da
Phenomenex (Torrance, CA, EUA).

3.1.2. Utilizados na Espanha

Cocaina (COC), cocaetileno (COE), benzoilecgonina (BE) e seus analogos
deuterados foram adquiridos da empresa Cerilliant (Round Rock, EUA) em solucGes de
acetonitrila (ACN) ou metanol (MeOH) 1,0 mg mL™ para os padrdes e 0,1 mg mL™ para os
padroes deuterados. Levamisol (LEV) foi adquirido de Sigma (St. Louis, USA) e a
fenacetina (FEN) da empresa TCI Chemical (T6quio, Japdo). MeOH e ACN grau HPLC,
acido férmico 98-100%, acido cloridrico (37%) foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Agua ultrapura também foi obtida em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, EUA).

3.2 Coleta de amostras de esgoto bruto

O DF possui uma das maiores coberturas de saneamento do Brasil, quase 90% das
residéncias possuem redes de esgotamento adequadas que chegam até a estacdo de
tratamento (IBGE, 2010), conforme visto na Figura 10. Pode-se assim, considerar que a
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amostras de esgoto coletadas estdo diretamente ligadas com a populacdo atendida pela
estacao.

Fercal(6.89 %)

Brazldndia(87.78 %)

Planaitina(82.2 %)

2 P
Brasilia(99.27 %% e
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.
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Escala: 1:421.556

Area Urbanizada Rede © ETE
Area Urbanizada do DF —— Rede de Esgotamento Sanitério | L2905

Figura 10. Cobertura percentual do servico de esgotamento sanitario por regido administrativa do
DF, Adasa, 2013.

A Tabela 2 mostra as cidades atendidas pelas estacdes de tratamento Norte e Sul,

onde as coletas foram realizadas.

Tabela 2. Caracteristicas das Estagdes de Tratamento Sul e Norte (CAESB, 2018).

ETE Vazdo Area de atendimento (cidades) Populagdo
Média .
1 atendida
(Ls™)
Sul 1319 Asa Sul, Parte do centro de Brasilia, Nicleo Bandeirante, Guara l e 525.055

I1, Cruzeiro, Octogonal, Sudoeste, Lago Sul (parte), Riacho Fundo
(QN1), SIA, Aguas Claras (parte), Candangolandia, cidade do
Automovel e setor de inflamaveis.

Norte 450 Asa Norte, Vila Planalto, Parte do centro de Brasilia, Lago Norte, 144.287
Taquari, Estrutural, Varjao e Torto.

A Figura 11 mostra a localiza¢do das cidades atendidas pelas ETE Sul e Norte no
mapa do Distrito Federal, Brasil.
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Figura 11. Localizagdo das ETE Sul e Norte e suas areas de atendimento.

A coleta das amostras foi feita com o auxilio de um amostrador automatico
refrigerado AUTO REFR AS950 HACH 115VAC (HACH, Colorado, USA) mostrado na

Figura 12.

Figura 12. Amostrador automatico (HACH, Colorado, USA) utilizado na coleta das amostras nas
estacOes de tratamento de esgoto.
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A frequéncia amostral foi acumulada, em que a vazdo do esgoto para cada aliquota
coletada foi considerada, como mostra a Tabela 3 abaixo. A coleta foi feita a cada 60

minutos, obtendo-se uma amostra composta de 24 horas.

Tabela 3. Volume coletado em fungéo da vazéo durante a amostragem, Caesb 2017.

Faixa de vazio (L s™) Volume coletado (mL)

<576 55

577 -704 85

705 —980 110

981 - 1211 145
1212 — 1437 170
1438 — 1645 200
1646 — 1696 220
>1696 240

A vazdo média do esgoto no dia da coleta é necessaria para o calculo de consumo da

Equacdo 1. Os dados de vazéo de entrada do esgoto encontram-se na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Vaz&o do esgoto na entrada da estacdo de tratamento nos dias da coleta.

Data de coleta Vazdo ETE Sul (m? dia™) Vazdo ETE Norte (m? dia™)
30/05/2017 109117 NC
31/05/2017 118197 42742
01/06/2017 110107 42352
02/06/2017 115274 NC
03/06/2017 99705 32534
04/06/2017 108127 29558
05/06/2017 115748 39184
06/06/2017 111652 44142
13/02/2018 NC 36232
07/06/2018 95457 47436
08/06/2018 92640 47436
09/06/2018 89607 36052
10/06/2018 89390 38280

NC= Nao houve coleta.

3.3 Preparo de amostra

As amostras de esgoto bruto foram acidificadas a pH 2,0 com uma solugdo de HCI
2,0 mol L. Aliquotas de 50 mL da amostra acidificada foram transferidas para tubos
individuais de seringas de 60 mL, conectados em linha aos cartuchos de extragdo em fase
solida. Para evitar entupimento na parte superior dos cartuchos, uma porcao de |a de vidro

de laboratorio foi colocada dentro de cada um, conforme observado na Figura 13.
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Figura 13. Sistema de extracdo dos analitos no esgoto.

Primeiramente, o cartucho foi condicionado com 6 mL de uma mistura de
MeOH:ACN (60:40 v/v) seguido de 6 mL de agua ultrapura a pH 2,0. As amostras foram
passadas através dos cartuchos a um fluxo de 3-4 mL min™ de modo a proporcionar um
contato adequado entre os analitos e a fase sorvente. Os cartuchos foram empacotados e
refrigerados a -10°C. Posteriormente foram levados para a Universidade de Santiago de
Compostela, Espanha. Os cartuchos foram descongelados e secados com gas de nitrogénio

para retirar o excesso de umidade (Figura 14).
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Figura 14. Sistema de secagem de cartuchos com Na.

Os analitos foram recuperados com 6 mL de metanol em tubos de vidro previamente
limpos e adicionou-se os padrdes internos deuterados a 4,0 ng mL™. O eluato foi evaporado
com fluxo gas nitrogénio a 40°C com o equipamento TurboVap® Il (Biotage, SE) visto na

Figura 15, e concentrados a um volume final de 0,2 mL.

Figura 15. Amostras sendo concentradas no aparelho TurboVap® a 40 °C e com fluxo de N..
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3.4 Determinacéo analitica

A técnica utilizada para determinacdo dos analitos foi a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucéo, também chamada de LC-
QTOF. O equipamento utilizado consistiu de um sistema cromatografico Agilent 1200
Series HPLC com bomba binéria, amostrador automatico e forno para coluna acoplado a um
sistema QTOF (Agilent, USA). A coluna cromatografica utilizada foi uma Zorbax SB-Aq
(Agilent, USA) com 4.6 mm de diametro interno, 15 cm de comprimento e 5 um de particula.
A fase movel consistiu em &dgua com 0,1% de acido formico como fase aquosa e metanol
com 0,1% de acido formico como fase orgénica. A interface entre os equipamentos
cromatografico e de espectrometria de massas foi estabelecida por meio de um maédulo de

ionizacdo dual por eletronebulizacdo com voltagem capilar de 4kV.
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4. Resultados e discussdes

4.1 Otimizacéo de Parametros Instrumentais

Os cocainicos (BE, COC, COE) e adulterantes (FEN e LEV) foram quantificados em
modo MS, onde ¢ feita sele¢do dos ions no quadrupolo seguido da analise da massa exata no
TOF, e modo MRM (Monitoramento de Reac6es Multiplas) no qual ocorre o monitoramento
das transicdes entre os ions precursores e 0s ions produtos. O modo MS apresenta alta
resolucéo e um ganho de cerca de 100 vezes no sinal sem perda de sensibilidade. Ressalta-
se que a analise em modo MS e MRM é feita a0 mesmo tempo e o cromatograma total de

ions (TIC) tem a aparéncia tipica do cromatograma mostrado na Figura 16.

1,2x10"

1,0x10’
8,0x10°
6,0x10°

4,0x10°

Intensidade (u.a.)

2,0x10°

0,0 ; . . . ;
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min)

Figura 16. Cromatograma total de ions (TIC) registrado da tela do software MassHunter (Agilent,
USA).

Na Figura 16, a regido mais escura entre 6 e 9 minutos indica onde ocorre 0 modo
MS e MRM intermitentemente. Nessa regido os ions sdo selecionados e fragmentados.

O modo ESI-dual permite a infusdo constante de uma solugédo de referéncia com
massa/carga de 121,050873 e 922,009798, referente a compostos adquiridos do proprio
fabricante do equipamento QTOF (Agilent, USA). As massas de referéncia aparecem em
todo o espectro e durante toda a corrida cromatogréfica, permitindo a calibracdo constante

do equipamento, conforme observado na Figura 17.
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Figura 17. Registro da tela do software MassHunter (Agilent, USA) de espectro de massas durante a
corrida cromatografica.

Na Figura 17 observa-se um registro na forma de espectro de massas durante 4,879
min (A), 10,444 min (B) e 7,733 min (C). Os compostos de referéncia, 121,050873 m/z e
922,009798 m/z, estdo presentes durante toda a analise.

Os ions [M+H]* foram extraidos com uma janela de massas de +10 ppm no modo
MS e £ 20 ppm no modo MRM. Os espectros foram registrados a cinco espectros por
segundo. Os parametros de fonte foram obtidos por analise multivariada e encontram-se na
Tabela 5.

Tabela 5. Parametros de fonte do QTOF

Temperatura (°C) 350
Fluxo de gas (L/min) 6
GS (psig) 45
IS (V) 4000
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Os parametros da Tabela 6 foram obtidos por sucessivas inje¢cdes dos analitos no

sistema LC-QTOF e otimizados de forma manual de modo a obter o melhor sinal

instrumental.

Tabela 6. Parametros instrumentais do QTOF utilizados na determinacdo dos analitos.

Compostos Fragmentor (V) EP (V) Transicdo MRM (m/z) CE (V)

CcocC 140 65 304,1531—182,1169 20
304,1531—82,0658

BE 140 65 290,1368—168,1008 20
290,1368—105,0335

COE 140 65 318,1687—196,1325 20
318,1687—150,0907

FEN 140 65 180,1009—110,0600 20
180,1009—138,0914

LEV 140 65 205,0746—178,0692 30
205,0746—91,0533

COC-Ds 140 65 307,1732—185,1354 20

BE-D3 140 65 293,1575—171,1196 20

COE-Ds 140 65 321,1888—199,1513 20

EP: Potencial de Entrada; CE: Energia de colisdo.

A quebra do ion precursor e sua transformacdo em ion produto ocorre de forma

bastante especifica (Hernandez et al., 2015; Rodriguez-Alvarez et al., 2014). Os espectros

de massas que resultaram na escolha dos produtos de fragmentacdo dos compostos

encontram-se na Figura 18.
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Figura 18. Espectros de massas dos Cocainicos e Adulterantes obtidos com o programa Qualitative
Navigator B.08.00 (Agient, USA).

Escolheu-se ions produtos com razao massa/carga proximas aos dos precursores para
garantir que as transicdes analisadas sejam do ion precursor para o ion produto e ndo de
outros rearranjos moleculares que resultam na mesma transicdo, como podem ocorrer

quando se utiliza m/z baixas.
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A cocaina e seus metabolitos, cocaetileno e benzoilecgonina, apresentam como
fragmentos principais os ions 182 m/z, 196 m/z e 168 m/z respectivamente, resultante da
perda de acido benzoico (Figura 19). O mesmo ocorre com seus compostos deuterados com
a diferenca de aproximadamente 3 Da. Esta perda ocorre por um mecanismo de
fragmentacdo com retencao de carga que ocorre a baixas energias de colisdo e nesse caso €
chamado de reacdo retro-hetero-eno com rerranjo do tipo McLafferty. A partir desse
fragmento, outras fragmentac6es podem ocorrer em seguida ou de modo concertado, como
exemplos temos a perda de alcoois na cocaina e no cocaetileno gerando o fragmento 150 m/z
(Figura 20), do grupo benzoil na benzoilecgonina para gerar o 105 m/z (Figura 21) 0s
rearranjos envolvendo perda de carbonila para gerar o fragmento 82 m/z (Figura 22).

i M+H]+ o F
W [M+H]+ \r{ .
ES| A |
. P .
| = | e g
o =

Figura 19. Principal mecanismo de fragmentag@o dos cocainicos em ESI. O grupo R corresponde a
*COOCHs3 para a cocaina, *COOCH,CH3 para o cocaetileno ¢ *COOH para a benzoilecgonina.
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Figura 21. Fragmentacdo da benzoilecgonina para a formacao do fragmento 105 m/z.
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Figura 22. Formacéo do ion metilpiridinio 82 m/z a partir do fragmento 150 m/z formado a partir da
cocaina e do cocaetileno, conforme Figura 20.

Os parametros cromatogréficos foram escolhidos variando-se a vazdo da fase movel,
a porcentagem de fase orgénica, a temperatura da coluna e o volume de inje¢do. O &cido
formico, escolhido como modificador da fase movel, proporcionou uma melhora na
ionizacdo das moléculas e na intensidade do sinal cromatografico. Os parametros

cromatograficos utilizados encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros cromatograficos otimizados.

Vazao da fase mével (uL/min) 300

Temperatura da coluna (°C) 40

Volume de injecdo (uL) 2

Gradiente de fase movel* 0-3 min: 20-50% B; 3.1-6 min: 100% B; 6.1-13min: 100-10% B
Pressdo Méxima (bar) 400

*Fase movel: A (4gua ultrapura 0.01% de &cido férmico) e B (metanol com .01% de &cido férmico).

A Figura 23 apresenta o cromatograma total de ions obtido nas condicGes da Tabela

7.
5x10° L I Levamisol
X I Benzoilecgonina
I Cocaina
4x10° F I Cocaetileno
X I Fenacetina
©
3 5
T 3x10° |
S
®
S
2 2x10° |
Q
£
1x10° |
O LI L | L L] |

. e e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tempo (minutos)

Figura 23. Cromatograma dos compostos gerados por LC-MS/MS.
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Tendo em vista que a principal separagdo ocorre no espectrometro de massas, a
cromatografia ndo exige um trabalho minucioso. Entretanto, os pardmetros cromatogréaficos
de separacdo foram calculados para se ter uma estimativa da eficiéncia da separacao, dado
que os cocainicos saem em tempos de retencdo muito proximos. Os parametros calculados

para a separagdo cromatografica encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Pardmetros da separacdo cromatografica

Pratos Tedricos (N) HEPT (N/cm)
cocC 15749,5 0,000952411
BE 19155,75 0,000783055
COE 5714,25 0,002625016
FEN 7666,5 0,001956564
LEV 1070,5 0,014012144

Seletividade (o) Resolucdo (Rs)
COC-COE 1,031 7,123310167
BE-COC 1,005 1,287018117
COE-BE 1,018 2,484692884

O numero de pratos teoricos (N) refere-se a dispersdo do pico cromatografico em
relacdo ao centro, que no caso é o tempo de retencdo da espécie. N é um parametro que pode
variar com o tempo e o desgaste da coluna. Assume-se que quanto maior N, mais finos séo
0s picos, pois ocorrem mais equilibrios entre o analito e a fase estacionaria durante a
separacdo. O calculo de nimero de pratos tedricos € feito com a Equacéo 2, onde tr € o tempo

de retencdo e w é a largura do pico na base.

2

N =16 x (tl> (2)

w

Utilizando a Equacdo 2, nota-se que o LEV € o pico mais largo o que corrobora com
a Figura 23. O pico de LEV pode ser melhorado, futuramente, por ajustes no gradiente de
fase organica ou aumentando o fluxo da fase mdvel, para que seja obtido um pico mais fino.
O parametro HEPT ¢ referente a altura equivalente a um prato tedrico, ou seja, divide-se o
valor de N pelo tamanho da coluna, nesse trabalho de 15 cm. O valor de HEPT é muito
utilizado em cromatografia gasosa, onde colunas de cerca de 30 m sdo utilizadas para
aumentar a eficiéncia da separagdo. Os valores de HEPT né&o sdo referentes ao tamanho da

coluna, sdo alcangados devido ao tamanho das particulas (5 pm) na coluna. Menores
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particulas e alta pressdo sdos equivalente aos resultados de uma coluna de maior
comprimento em relacdo a eficiéncia da separacao.

A seletividade a relaciona a separagao de um pico em relacao ao outro, usando a
razdo entre seus tempos de retencdo. Quando os valores sdo iguais a 1 ndo ha separagdo. Os
valores da Tabela 8 sdo levemente maiores que 1, o que indica pouca separacdo dos picos.

Quando combinamos os dois fatores, N e a, temos a resolucdo Rs expressa na Equagéo 3.

RS:(@)x(}{L)x(‘Z;l) ©

O parametro k descreve a velocidade com que dado composto migra ao longo da

coluna, relacionando o tempo de retencdo com o tempo morto. Foram observados valores de
pratos tedricos altos, portanto, a resolucdo ndo foi afetada. Houve separacdo consideravel

entre COE e 0s outros cocainicos (valores >2) e separacdo parcial entre COC e BE (1<Rs<2).

4.2 Validacao do método analitico

4.2.1 Exatidao

A incerteza relacionada a exatiddo do método é um erro sistematico que reporta a
concordancia entre os valores encontrados e o valor verdadeiro. A recuperacdo expressa o
erro relacionado a perda do analito durante a preparacdo da amostra, enquanto que o efeito
de matriz é relacionado aos possiveis efeitos de supressdo ou aumento de sinal durante a
ionizacdo dos compostos na fonte do espectrometro de massas. Neste trabalho, exatidao foi
calculada em termos de recuperacdo e efeito de matriz e expressa como eficiéncia do método
para posterior correcao durante a quantificacdo dos compostos (Eurachem, 2014).

As amostras coletadas passaram pelo processo de extracdo descrito no item 3.3,
foram congeladas e levadas para a Espanha. Durante o armazenamento no freezer ndo séo
esperadas grandes perdas, com possibilidade de armazenamento durante 3 meses (Gonzalez-
Marino et al., 2010). Entretanto, o transporte ndo pdde ser feito com os cartuchos
congelados, haja vista o periodo de 24h referente ao deslocamento para a Espanha onde os
cartuchos permaneceram a temperatura ambiente. Por este motivo, foi realizado um teste
para determinar a estabilidade dos analitos nos cartuchos durante o periodo de viagem.

Assim, amostras de esgoto foram enriquecidas com os analitos e submetidas a extragdo em
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triplicata. Apos a extragdo, os cartuchos foram deixados & temperatura ambiente durante o
mesmo periodo de viagem e, em seguida, os analitos foram eluidos e analisados, esse extrato
foi chamado de Ra.

Ao mesmo tempo em que ensaio de R estava sendo feito, aproveitou-se para a
realizacdo de teste de efeito de matriz para célculo da eficiéncia do método. Trés extratos
p6s-SPE e trés aliquotas de solvente (MeOH) foram fortificados com um mix de padrées
analiticos.

Foram obtidos diferentes sinais: um do padrdo em solvente (R1), um da amostra

fortificada antes da SPE (R2) e um da amostra fortificada apos a SPE (Rs). O efeito da matriz

(% ME) € calculado como % %X 100 e o de recuperacdo do método (% R) % X 100 . A
1 3

eficiéncia do método é definida como (E%) R (Matuszewski et al., 2003). Os resultados

ME X
100
sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Recuperacdo, efeito de matriz e eficiéncia do método.

Analitos Cocaetileno Benzoilecgonina Cocaina Fenacetina Levamisol
Recuperacéo 88+6% 90+5% 98+3% 85+5% 90+8%
Efeito de Matriz 80+£7% 85+9% 81+7% 82+10% 75+11%
Eficiéncia 71+9% 77£10% 80+8% 69+11% 67+12%

A Tabela 9 mostra que a recuperacgédo dos analitos mostrou-se suficiente e dentro dos
valores encontrados na maioria dos trabalhos (Castiglioni et al., 2014; Gracia-Lor et al.,
2017, 2016; McCall et al., 2016). O efeito da temperatura ambiente e do periodo por um dia
ndo foi consideravelmente alto, variando de -8% para cocaetileno e +9% para
benzoilecgonina (Castiglioni et al., 2011; Feitosa et al., 2013; Gonzalez-Marino et al., 2012).
Finalmente, a eficiéncia do método ficou entre 67-80 %, sugerindo que houve supressao
consideravel do sinal para a fenacetina e o levamisol. Esse comportamento ja era esperado,
justamente pela matriz de esgoto ser bastante complexa. Mesmo separando grande parte dos
interferentes por cromatografia, muitos ainda coeluem com os analitos, podendo competir
com os analitos-alvo pelas mesmas condicdes de ionizagdo levando a uma supresséo do sinal
dos analitos-alvo. Esse processo é chamado de efeito de matriz, bastante comum em analises
por LC-ESI-MS (Matuszewski et al., 2003; Tang et al., 2016). Um bom tratamento de
amostra, uma boa separacdo cromatografica e o uso de padrdes surrogados podem diminuir

esse efeito, mas ndo suprimi-lo completamente (Bijlsma et al., 2014).
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4.2.2 Precisao

A precisdo instrumental é o componente aleatorio da incerteza do método e €
caracterizada pela concordancia entre os valores obtidos a partir de vérias replicatas do
mesmo composto sob a mesmas condi¢es e em diferentes niveis (Eurachem, 2014). Na
Tabela 10 sdo mostrados os compostos analisados em trés niveis de concentracéo e o desvio

padrdo relativo de trés medidas.

Tabela 10. Repetibilidade dada em termos de desvio padrdo relativo (DPR) em trés niveis de
concentracao.

Compostos DPR (%)
25ng mL*? 100 ng mL? 1000 ng mL*
CcocC 5,26 3,91 5,43
BE 7,12 8,98 7,05
COE 5,31 3,98 4,02
FEN 8,33 6,55 5,05
LEV 9,36 9,20 3,84

Os DPR’s ficaram todos menores que 10%, mostrando-se aceitaveis para medidas
em nivel de traco (CGCRE, 2010).

4.2.3 Detectabilidade

Neste trabalho, a sensitividade do método € calculada em termos de limites de
quantificacdo (LOQ) e limites de deteccdo (LOD). O limite de quantificacdo € o mais
importante para o objetivo desse trabalho, pois € definido pela menor concentracdo do
analito que pode ser determinada na amostra com aceitavel repetibilidade e exatiddo. O
limite de detec¢do é a menor quantidade que pode ser distinguida do sinal do ruido.

O LOQ instrumental foi calculado experimentalmente, considerando a area do
analito sendo 10 vezes superior ao sinal do ruido do cromatograma, enquanto LOD sendo 3
vezes superior ao sinal do ruido com até 10% de incerteza. O ruido é a regido do
cromatograma onde ndo se consegue distinguir o sinal do analito do sinal da linha de base

do equipamento. O LOQ e LOD do método foram calculados a partir do fator de

LOQ; X1000
Qinstrumental X E,
250

concentracdo da amostra e da eficiéncia do método, sendo LOQ =

LODinstrumenta1 1000
250

e LOD = X E. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11. Limites de quantificacdo e detec¢cdo do método analitico.

Compostos LOQ Instrumental LOD Instrumental LOQ Método LOD Método
ng mL! ng mL! ng L ng L

cocC 15 5 48 14

BE 15 8 46 13

COE 15 5 42 12

FEN 15 5 41 12

LEV 20 6 53 16

A detectabilidade para os compostos estudados estdo entre 12-16 ng L%, condizente
com os reportados para LC-QTOF-MS/MS (10-100 ng L) (Gonzalez-Marino et al., 2010,
2012).

4.2 .4 Seletividade

A seletividade € um parametro muito importante para garantir que a espécie de
interesse esta sendo detectada sem interferéncia de outras espécies. O método de LC-MS de
alta resolucdo é bastante seletivo, pois permite a identificacdo da massa exata com quatro
casas decimais depois da virgula, além de fragmentar os compostos que apresentam padrdes
diferentes dependendo da sua estrutura quimica. O equipamento LC-QTOF também realiza
a fragmentacéo das moléculas, analisando as transi¢des de forma semelhante a uma anélise
em triplo quadrupolo. A andlise da razdo das &reas encontradas a partir das transi¢ces da
Tabela 6, traz uma garantia adicional da presenca do composto de interesse. A Tabela 12
mostra a razdo entre as areas geradas pelas transi¢cbes das espécies no solvente e nas

amostras.

Tabela 12. Razdo entre as areas geradas pelas transicdes MRM no solvente e nas amostras.

Compostos Solvente* Amostras Zeta-Score
cocC 2,88x0,39 2,75x0,27 0,274064
BE 2,37+0,37 2,30+0,36 0,135597
COE 6,85+0,49 6,82+0,68 0,035793
FEN 6,45+1,82 5,68+0,98 0,372507
LEV 2,17+0,72 1,86+0,32 0,393447
*Metanol

O Zeta-Score é um teste estatistico capaz de inferir se ha concordancia entre dois

valores comparando suas médias e incertezas. Pode ser calculado pela Equagéo 4.
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Xamostra - Xsolvente

Zeta-Score = —— = (4)
\/Samostra + Ssolvente

A Equacéo 4 mostra o Zeta-Score obtido pela razdo média das duas &reas geradas por
transicdes MRM dos analitos (Xgmostra Xsowente) € PelO desvio padrdo nas duas matrizes

(S20stra »Sivente). Para testar a hipotese nula (X gmostra = Xsomwente) 0 Modulo de zeta-
score precisa ser menor ou igual a 2. Todos os valores da Tabela 12 ficaram menores que 2,
sendo assim, assume-se a igualdade entre os resultados. Em termos de seletividade da
andlise, os compostos apresentam a mesma relacdo de &reas no solvente e na amostra de

esgoto.

4.2.5 Linearidade

A quantificacdo dos compostos foi feita por curva analitica com correcdo de padrdo
interno deuterado. A correcdo ajuda a compensar o efeito de matriz causado na fonte ESI
(Brito et al., 2003). Este método baseia-se na adi¢cdo de uma quantidade fixa de padrao
interno aos brancos, solugdes-padrdo e amostras. Os ions de cada substancia e seus
compostos deuterados sdo quimicamente equivalentes e os tempos de retencdo séo
praticamente os mesmos. Efeitos de supressdo ou aumento do sinal afetardo ambas as
espécies igualmente (Gonzalez-Marino et al., 2012). Os analitos sdo quantificados a partir
da divisdo do sinal do padréo pelo sinal do padréo interno durante toda a curva de calibracéo.
Na Figura 24 e 25 estdo expostas as curvas analiticas de cada analito no sistema LC-QTOF,

assim como a plotagem dos residuos do ajuste linear a direita.
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Figura 24. Curvas analiticas para os cocainicos obtidas por LC-QTOF.
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Figura 25. Curvas analiticas para os adulterantes obtidas por LC-QTOF.

Os residuos apresentados em funcgéo da concentragdo apresentam um comportamento

homocedastico, ou seja, apresentam homogeneidade na variancia dos residuos da regressao

na faixa linear de trabalho. Na Tabela 13 os parametros obtidos a partir das curvas de

calibracdo das Figuras 24 e 25 séo apresentados.

Tabela 13. Parametros das curvas analiticas.

Compostos Padréo Interno Curva Analitica R? Faixa Linear
y=a+hx ng mL*

cocC COC-d3 y=0,0448+0,005x 0,996 90-700

BE BE-d3 =-0,0465+0,0071x 0,999 70-1000

COE COE-d3 y=0,0048+0,0510x 0,991 15-100

FEN COE-d3 y=0,0237+0,0026x 0,990 15-160

LEV BE-d3 y=-0,0304+0,0136x 0,989 20-150

a Coeficiente linear da equacdo b Coeficiente angular da equagédo

Observa-se que o grau de ajuste dos dados a curva, dado pelo coeficiente de

determinacéo (R?), apresentou valores de 0,989-0,999.
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4.2.6 Estabilidade das espécies no esgoto

O esgoto é uma matriz bastante complexa. Micro-organismos, compostos organicos,
inorganico, bastante material particulado comp&em a amostra e podem afetar a concentracéao
dos analitos na amostra por mecanismos que auxiliam na transformag&o dessas espécies. Na
Tabela 14 encontram-se dados de preservacdo dos compostos na amostra de trabalhos

anteriores e deste trabalho.

Tabela 14. Estabilidade dos compostos estudados sob diferentes condi¢des no esgoto bruto.

Referéncia van Nuijset  Baker et al., 2014 Thai et al., Sodré etal., Este trabalho,

al., 2012 2014 2018 2018 (n=3)*
Condigdes 20°C, 12h 19°C, 20°C +24°C 23°C
experimentais pH=7,5 12h?, 24hP 12h 72h 24h

pH=7,4 pH=7,5 pH=7 pH=75

cocC -40% -7,7%2, -12,3%" -20% -29,4% -14,6+1,6%
BE +6% +5,5%2, +7,4%°, +28% +11,3% +9,0+4,0%
COE — -6,8%? - - -2,0£0,1%
LEV - - - - -14,1+4,4%
FEN - - - - -19,1+5,9%

* Trés replicatas auténticas de cartuchos SPE.

Os valores de estabilidade encontrados neste trabalho para COC, BE e COE
mostraram-se de acordo com os trabalhos anteriores no sentido de mostrar a degradacéo de
cocaina/cocaetileno, e aumento de benzoilecgonina. Ndo foram encontrados valores de
estabilidade no esgoto para FEN e LEV em trabalhos publicados anteriormente. Sodré et al.,
2018 realizaram estudos de estabilidade dos analitos em amostras de esgoto do DF durante
72 h. Comparando com o estudo de estabilidade dos compostos durante 24 h, realizado neste
trabalho, os dados concordam entre si a0 mostrar que quanto mais tempo o analito esta na
matriz de esgoto, se ndo houver nenhum tratamento de preservacao, vai haver transformacao
e/ou degradacdo. Por essa razdo, a amostra deve ser refrigerada e apds a coleta, acidificada

e levada imediatamente para extragdo no laboratorio.
4.3 Quantificacdo dos compostos em amostras de esgoto bruto
As amostras foram coletadas em duas estacdes de tratamento de esgoto de Brasilia

durante 24 horas de dias distintos. O modelo utilizado para calcular a concentracdo dos

compostos e seus erros é apresentado na Equagéo 5 (k=2, IC=95%).
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Agnalito — a
Canalito:%XESXEf + [(\/SrZ+S§+S§+Sf~s+Sf~f>X2] (5)
c

Na Equacgdo 5, a concentracdo do analito na amostra ( Cgnaico. €M Ng L) foi
calculada a partir da area do sinal instrumental (Agnq1it0), d0S coeficientes linear e angular
da regresséo (a e b, respectivamente), do fator de concentracdo da amostra (f.= 250 vezes
neste trabalho), da eficiéncia do método (Ef) e do fator de estabilidade da espécie no esgoto
durante 12 horas (E;). O erro é estimado com base no componente de incerteza de
repetibilidade (s2), no componente de incerteza dos coeficientes da regresséo da curva de
calibracéo (s2 e s2), no componente de incerteza dos testes de estabilidade das espécies no
esgoto (sZ,) e no componente de incerteza da eficiéncia do método (séf).

As quantidades dos compostos em ng L, encontrados no esgoto bruto, encontram-
se na Tabela 15. Algumas amostras foram analisadas no Brasil com o sistema de
cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas triplo quadrupolo-armadilha de
ions LC-QTRAP apresentado no Anexo 1.

Tabela 15. Concentracdo dos analitos no esgoto bruto.
Dia da Semana Data BE(ngL') COE(ngL?Y) COC(ngL?Y FEN(ngL?') LEV (ngL?)

ETE Norte
Terca-feira NC NC NC NC NC NC
Quarta-feira 31/05/2017 1598127 59+13 865+63 381+44 168+34
Sexta-feira NC NC NC NC NC NC
Quinta-feira 01/06/2017 1746+150 7815 835158 334+39 196145
Sébado 03/06/2017 2788+168 188+34 1376 £111 464129 181+28
Domingo 04/06/2017 4155+199 104+29 1502+144 747101 178127
Segunda-feira ~ 05/06/2017 2338+148 103+ 28 1256+70 591+91 165+25
Terca-feira 06/06/2017 1866+151 89+19 1066+130 449435 181+48
Carnaval* 13/02/2018 5920+ 208 422 +44 1153+143 499+139 620+60
Quinta-feira* 07/06/2018 2794+277 1943 603+150 720167 9345
Sexta-feira* 08/06/2018 3677+368 2414 757112 514475 128+4
Séabado* 09/06/2018 3862+431 77112 1593+217 766+149 147+16
Domingo* 10/06/2018 4951+457 96+10 1639+153 544182 188+21
ETE Sul

Terca-feira 30/05/2017 2115+162 <LOD 944477 306119 4861110
Quarta-feira 31/05/2017 2000 £150 <LOD 787+50 189+14 289+33
Quinta-feira 01/06/2017 2374 +94 <LOD 1175+£125 212 +49 480£75
Sexta-feira 02/06/2017 1659+146 <LOD 63579 229+81 29430
Séabado 03/06/2017 2745+152 101+16 977+73 316125 16629
Domingo 04/06/2017 8559+141 155414 1983+40 395432 179475
Segunda-feira  05/06/2017  1636+93 19+12 743451 267442 163+40
Terca-feira 06/06/2017 1599+106 25+11 837147 336143 16967
Quinta-feira* 07/06/2018 2822+418 3216 745171 485172 99+11
Sexta-feira* 08/06/2018 34514631 24+3 7114198 663+116 94+14
Sabado* 09/06/2018 4197+360 737 1941+364 1058+252 17514
Domingo* 10/06/2018 4495+486 138+11 17751253 988+159 411436

NC = amostra néo coletada
* Determinado no sistema LC-QTRAP (Anexo 1).
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A coleta na ETE Norte ndo foi continua devido a problema técnico na estacdo de
tratamento. Logo, ndo foi possivel a realizacdo de coleta no dia 30/05/2016 e no dia
02/06/2017. Observa-se também que ha uma amostra do dia 13/02/2018 correspondente a
terca-feira de Carnaval. Essa amostra foi coletada para a realizacao de testes de estabilidade
e recuperacdo, aproveitando a amostra, também foi realizada a quantificacdo dos analitos.

A Tabela 16 mostra a carga dos analitos no esgoto.

Tabela 16. Carga diaria dos analitos no esgoto bruto.

ETE Norte
Dia da semana Vazdo (L/dia) BE (g/dia) COE (g/dia) COC (g/dia) FEN (g/dia) LEV (g/dia)
Quarta (31/05/2017) 42742000 68,3 2,5 37,0 16,3 7,1
Quinta (01/06/2017) 42352000 73,9 3,3 35,4 14,1 8,3
Sabado (03/06/2017) 32534000 90,7 6,1 44,8 15,1 58
Domingo 04/06/2017 29558000 122,8 3,1 44,4 22,1 52
Segunda (05/06/2017) 39184000 91,6 4,0 49,2 23,2 6,4
Terca (06/06/2017) 44142000 82,4 3.9 47,1 19,8 7,9
Carnaval (13/02/2018) 36232000 2145 15,3 41,8 18,1 22,4
Quinta (07/06/2018) 47436000 132,5 0,9 28,6 34,2 4,4
Sexta (08/06/2018) 47436000 174,4 1,1 35,9 24,4 6,0
Sébado (09/06/2018) 36052000 139,2 2,8 57,4 27,6 53
Domingo (10/06/2018) 38280000 189,5 3,7 62,7 20,8 7,2
ETE Sul

Dia da semana Vazdo (L/dia) BE (g/dia) COE (g/dia) COC (g/dia) FEN (g/dia) LEV (g/dia)
Terca (30/05/2017) 109117000 230,8 0,0 103,0 33,4 53,0
Quarta (31/05/2017) 118197000 236,4 0,0 93,0 22,3 34,1
Quinta (01/06/2017) 110107000 261,4 0,0 129,4 23,3 52,8
Sexta (02/06/2017) 115274000 191,2 0,0 73,2 26,4 33,8
Sabado (03/06/2017) 99705000 273,7 10,1 97,4 31,5 16,5
Domingo (04/06/2017) 108127000  925,5 16,8 2144 42,7 19,3
Segunda (05/06/2017) 115748000 189,4 2,2 86,0 30,9 18,8
Terca (06/06/2017) 111652000 178,5 2,8 93,5 37,5 18,5
Quinta (07/06/2018) 95457000 269,4 31 71,1 46,3 9,4
Sexta (08/06/2018) 92640000 319,7 2,2 65,9 61,4 8,7
Sébado (09/06/2018) 89607000 376,1 6,5 173,9 94,8 15,6
Domingo (10/06/2018) 89390000 401,8 12,3 158,7 88,3 36,7

Foi observado um aumento significativo na carga dos analitos durante o Carnaval.
Isso mostra a influéncia dos eventos festivos no consumo de drogas na cidade. A regido

atendida pela ETE Sul € bem maior, por isso a carga dos analitos também é maior.

4.3.1. Razdo COC/BE e o consumo de cocaina

Previamente a estimativa de consumo € necessario saber se a cocaina presente no
esgoto tem como principal fonte a metabolizacdo humana. Desse modo, uma estratégia é
utilizar a razéo entre as concentracdes de cocaina e benzoilecgonina como indicador de

consumo. Van Nuijs et al., 2009 proporam um valor de corte para indicar 0 consumo da
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droga, considerou-se os limites de excrecdo na urina da COC e BE (maximo de 15% para
COC e minimo de 20% para BE). Dividindo 15% por 20%, eles chegaram ao valor de 0,75.
Sugeriram, entdo, que todos os valores abaixo de 0,75 provém do consumo e metabolizacao
humana de cocaina. Valores acima de 0,75 poderiam sugerir que a cocaina tem como fonte
primaria o lancamento no esgoto proveniente de laboratdrios clandestinos, pois a maior parte
da cocaina ndo foi metabolizada. Como visto na Figura 26, todos os valores de COC/BE

obtidos neste trabalho ficaram abaixo de 0,75.
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Figura 26. Raz&o COC/BE como indicador de consumo da droga nas ETE’s Sul e Norte.

As razdes COC/BE observadas na Figura 26, abaixo de 0,75, indicam que a cocaina
encontrada no esgoto provém do consumo humano nas duas regides analisadas. A maioria
dos trabalhos encontrados mostram valores entre 0,1 e 0,4 (van Nuijs et al., 2009b). Apesar
de a estratégia de utilizacdo da razdo COC/BE como indicador consumo ser bastante
limitada, e estar entrando em desuso, por questdes de metabolizacdo e estabilidade no esgoto
dos dois compostos, ela ainda pode indicar situagfes ndo-usuais de consumo. Acredita-se
que valores acima de 0,75 ou até proximos de 1,0 podem sugerir que algo diferente de
consumo pode estar ocorrendo, como o descarte direto de residuos da droga por laboratérios
clandestinos que trabalham com a adulteracdo e distribuicdo de grandes quantidades da

droga.
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4.3.1.1 Estimativa de consumo por habitante e perfil semanal

A estimativa de consumo de cocaina é feita com um dos seus principais metabolitos
e mais estavel encontrado no esgoto, benzoilecgonina, utilizando a Equacéo 1 (Gracia-Lor
etal., 2017; Reid et al., 2014). A cocaina néo é utilizada porque é minimamente liberada em
sua forma néo alterada COC (1-15%), adicionalmente, ela ndo é estavel no esgoto. Além da
concentracdo de BE detectada no esgoto, a vazao, a estimativa da populacédo e o fator de
correcdo sdo muito importantes. O consumo em mg/dia/1000habitantes estimado utilizando
os valores obtidos com a Equacgédo 1 durante a semana e o fim de semana encontram-se na

Tabela 17. O fator de correcdo utilizado foi 0 4,19, pois considera a realidade brasileira.

Tabela 17. Consumo de cocaina por 1000 habitantes em 2017, 2018 e Carnaval.

ETE Consumo (mg/dia/1000hab)
2017 2018
Norte Dias da Semana 21744533 4352+537
Fim de Semana 3100+745 4661+561
Carnaval - 6228+709
Sul Dias da Semana 17074390 2295+271
Fim de Semana 33194641 30314643

Na Tabela 17, os valores apresentados mostram um leve aumento no consumo de
cocainicos no fim de semana na area atendida pela ETE Norte, enquanto que na regido
atendida pela ETE Sul esse aumento é mais consideravel. Na Tabela 18, os valores de
consumo no DF sdo comparados com os valores de consumo reportados em outras regides

do mundo.

Tabela 18. Consumo de cocainicos (mg/dia/1000hab) em varios paises utilizando epidemiologia do

esgoto.

Amostragem Pais Ano Consumo Referéncia
(mg/dia/1000hab)

Brasilia2 ETE’s  Brasil 2017-2018 1770 — 4661* Este trabalho
2 ETE's Africa do Sul 2017 100,6 — 589,6 Archer et al., 2018
49 cidades Europa 2016 0,9-914,8 EMCDDA, 2016
Medellin Colémbia 2015 2747,0 — 3465,0 Bijlsma et al., 2016
Bogota Colémbia 2015 703,0-871,0 Bijlsma et al., 2016
Auckland Australia 2014 243-37,1 Laietal., 2017
Liberia Costa Rica 2014 1880,0 — 2550,0 Causanilles et al., 2017
El Roble Costa Rica 2014 2390 Causanilles et al., 2017
1ETE Canada 2014 12 Palardy et al., 2015
1ETE Reino Unido 2011 1023,0 -1767,0 Baker et al., 2014
1ETE Republica Tcheca 2011 115,9 - 329,2 Baker et al., 2012
2 ETE's Canada 2010 390,0 - 3750,0 Yargeau et al., 2014

* Valores desconsiderando o dia de Carnaval.
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Observa-se, na Tabela 18, que o consumo de cocainicos em Brasilia é similar ao de
cidades como Medellin e Liberia, localizadas na América Latina, onde o consumo minimo
estd na faixa dos 1000 mg/dia/1000hab. Por questdes de comparagdo, 0 consumo no
Carnaval ndo foi utilizado por se tratar de um evento festivo, o que pode levar a um consumo
maior do que o normal (Sodré et al., 2018; Thomas et al., 2012)..

Somando a carga de cocaina/crack consumida nas duas esta¢cdes temos em torno de
1210 g.dia™ para 669.342 pessoas. A populacdo do DF estimada pelo IBGE em 2017 é de
3.013.000 pessoas, equivalente a 5446 g.dia™, o que corresponde a mais de 2,13 toneladas
de cocainicos por ano. Adicionando a pureza média da cocaina no Brasil que é em torno de
49,8%, este valor sobe para 3,19 toneladas por ano (Maldaner et al., 2016). Estimativas
anteriores chegaram ao valor de aproximadamente 2 toneladas de cocainicos consumidos
por ano (Sodré et al., 2018).

A Figura 27 mostra a evolucdo na estimativa de consumo de cocainicos no DF entre
2010-2018 por epidemiologia do esgoto durante os dias da semana e finais de semana.

7000 4 M Dias da Semana

|/ I Fim de Semana

6000 4 |HHIE Carnaval
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1000 -

0.

Consumo({mg/dia/1000hab)

2010 2012 2014 2017 2018
(Maldaner, A.O. (Sodré, FF.et  World Cup (Estetrabalho) (Este trabalho)
et al., 2012) al., 2018)  (Sodré, FF. etal,,
2017)

Figura 27. Estimativa de consumo de cocaina no Distrito Federal entre 2010 e 2018.

Observa-se que de 2012 a 2018 o consumo estimado durante os fins de semana tem
mantido-se constante, enquanto que de 2010 a 2017, durante os dias de semana, nota-se um
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leve aumento. A Figura 28 mostra a estimativa de consumo diario nas regides atendidas pelas
duas ETE’s durante uma semana em 2017.
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Figura 28. Perfil semanal do consumo de cocaina em Brasilia nas duas ETE’s.

Para as duas ETE’s o pico de consumo concentra-se no domingo, o que pode estar
relacionado ao consumo recreativo da droga durante o periodo do final de sabado e dia de
domingo, pois a coleta é feita durante 24 horas.

Sodré et al., 2018 fizeram o perfil semanal de consumo de cocainicos em 2012 na
regido atendida pela ETE Norte. A Figura 29 mostra a comparacdo dos resultados

encontrados, onde observa-se uma mudanca no pico de consumo do sabado para o domingo.
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Figura 29. Perfil semanal de consumo de cocaina na ETE Norte em 2012 (Sodré et al., 2018) e
2017 (Este trabalho).

Nota-se que 0 aumento de consumo de cocaina muda do sabado para o domingo, mas
continua no final de semana. Trabalhos na area reportam os dois resultados, com dados de
pico de consumo tanto no sdbado quanto no domingo (Been et al., 2016; Gracia-Lor et al.,
2017; Yang et al., 2016).

4.3.2 Razdo COE/BE e consumo concomitante de cocaina e alcool

O consumo concomitante de alcool com drogas é bastante comum e em alguns casos
muito mais prejudicial do que o uso de uma s substancia (Harris et al., 2003). Um bom
indicador do uso concomitante é o cocaetileno, gerado quando ha uso simultaneo de cocaina
e alcool, afetando drasticamente o sistema nervoso e circulatério (Wilson and French, 2002).

Ao ser metabolizada com alcool, a cocaina diminui a producéo de benzoilecgonina
de 20 a 40%. O valor de cocaetileno excretado na urina varia de 0,1 a 0,7% e é bastante
dependente da quantidade de alcool e cocaina ingeridos, por este motivo a razdo COE/BE
foi usado para estimar o consumo de cocaina com alcool (Rodriguez-Alvarez et al., 2015).
Utilizando a razdo COE/BE pode-se sugerir se houve um consumo preferencial da droga
sozinha ou com alcool. Na Figura 30 é mostrado a razdo COE/BE de alguns dias da semana
onde cocaetileno foi encontrado no esgoto.
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Figura 30. Razdo COE/BE como indicador do consumo de cocaina com &lcool.

A regido na cor azul e outra na cor roxa mostram os valores de COE/BE provenientes
de dados farmacoldgicos de usuarios que fizeram uso de cocaina com alcool e variam de
0,025 a 0,033 (Cami et al., 1998) e 0,031 a 0,055 (Harris et al., 2003). Rodriguez-Alvarez
et al., 2015 proporam o valor ponderado de 0,039 indicado na linha verde tracejada para
indicar o consumo preferencial de cocaina com alcool. Os valores de COE/BE encontrados
no DF mostraram-se maiores durante o sabado e no dia de carnaval. Esse fato pode estar
associado ao poliuso mais frequente no comeco do fim de semana e em eventos festivos.

Em termo farmacoldgicos, sabendo que a quantidade de benzoilecgonina diminui
quando cocaetileno é formado, o perfil semanal da Figura 28 pode ter sido influenciado pela
quantidade de cocaetileno durante o sabado, que pode ter valores maiores do que o estimado.
Ou seja, quando ha bastante poliuso, a estimativa de consumo de cocaina sozinha pode ser
influenciada, mostrando-se necessario levar em consideracao o poliuso para estimativas mais

realistas.

4.3.3. Fenacetina e levamisol como adulterantes

Dados gerados por peritos da Policia Federal em cinco capitais brasileiras mostraram
que a fenacetina é o principal adulterante do crack, enquanto que o levamisol aparece
somente nas amostras de cloridrato de cocaina (Botelho et al., 2014; Maldaner et al., 2016).

Em 2014, FEN e LEV foram determinados nas ETE’s Sul e Norte durante a Copa do
Mundo de Futebol e foi encontrada uma razéo duas vezes maior de FEN/LEV na regido da
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ETE Sul. A razéo FEN/LEV foi utilizada para indicar o consumo predominante de crack ou
cocaina em uma determinada regido em comparagdo a outra. Sabendo que as amostras de
crack contém mais fenacetina que as de cocaina, foi sugerido que quanto maior a razao
FEN/LEV, maior seria 0 consumo de crack na regido (Sodré et al., 2017). Na Figura 31 a

razdo FEN/LEV é mostrada paras as duas ETE’s.

5L ETE Norte ETE Sul

of T

Razao

Al T

| |
FEN/LEV FEN/LEV
Figura 31. Razbes entre os adulterantes FEN e LEV encontrados no esgoto das regifes atendidas
pelas ETE’s Norte e Sul.

Os dados da Secretaria de Seguranca Publica que mapeiam os consumos de droga no
DF corroboram com os resultados da Figura 31. Os pontos de consumo de crack no Plano
Piloto encontram-se na Figura 32.
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Figura 32. Pontos de consumo de crack no centro de Brasilia (SSPDF, 2017).

Uma analise preliminar da Figura 32 mostra que os pontos de consumo de crack estdo
distribuidos principalmente entre o centro do Plano Piloto e algumas quadras da W3 Norte.
A razdo FEN/LEV foi cerca de duas vezes maior na ETE Norte, 0 que pode indicar uma
mudanca da regido onde o crack é consumido de 2014 para 2017.

Maldaner et al., 2016 quantificaram a fenacetina e o levamisol e determinaram a
prevaléncia nas amostras apreendidas. A quantidade e a prevaléncia dos adulterantes nos

cocainicos encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19. Quantidade e prevaléncia dos adulterantes, fenacetina e levamisol, em drogas apreendidas
nas capitais brasileiras.

Droga Numero de Fenacetina Levamisol
amostras  “p Qtd. Qtd. D | P  Qt Qtd. D
(%) média corrigida (%) | (%) média corrigida (%)
(%) (%) (%) (%)
Crack 411 54 15,2 10,3 89,7 |0 0 0 0
Cloridrato 65 18 2,4 0,3 99,7 | 23 13,2 11,9 88,1
de cocaina
Outros 166 44 4,8 - 2 15 - -
- - Qtd. 224 - - Qtd. 14,7 - -
total total
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Na Tabela 19, a quantidade total de fenacetina, incluindo crack, cloridrato e outros
foi de 22,4% e de levamisol 14,7%. Sendo assim, a quantidade de fenacetina encontrada no
esgoto que vem do crack é 10,3% e da cocaina 0,3% e o levamisol da cocaina é de 11,9%.
A quantidade da droga aprendida, crack ou cocaina, menos a quantidade correspondente aos
adulterantes (100 — Qtd. corrigida) encontra-se na Tabela 18 na coluna D (%).

Na Tabela 20 encontram-se os valores dos adulterantes no esgoto em 2014, 2017,
2018 e no Carnaval.

Tabela 20. Concentracdo dos adulterantes no esgoto em 2014 (Sodré et al., 2017), 2017 e dados
necessarios para os calculos das Equaces 6 e 7.

Adulterante Excrecéo na urina Ano Carga no esgoto (g dia?)
E, (%) Referéncia ETE Norte ETE Sul
2014 31+4 66+15
2017 19+4 32+7
FEN ! NIH, 2007 Carnaval 18+6 -
2018 27+6 72+10
2014 47+12 52+11
2017 7+2 26+10
LEV 0,5 Hess et al., 2013 Carnaval 2245 -
2018 5+2 17+10

A quantidade de levamisol e fenacetina excretada na urina é limitada a poucos
estudos de ingestdo oral. A quantidade excretada é muito baixa, limitada a menos de 1 %
para ambos 0s compostos. Sugere-se, entdo, que a alta quantidade de fenacetina e levamisol
encontrados no esgoto, ndo tem como fonte primaria o consumo com fins terapéuticos. A
fenacetina é um analgésico que ndo é utilizado atualmente por sua alta toxicidade e o
levamisol é um vermifugo mais utilizado para animais. Os valores encontrados no esgoto
possuem a mesma ordem de grandeza de medicamentos muito utilizados pela populacao,
como ibuprofeno 7.39-137.9 g dia %, dicoflenaco 17.3-43.8 g dia ! e carbamazepina 1.44-
6.71 g dia ** (Radjenovic et al., 2007).

Neste trabalho, inferiu-se quantidade relativa de crack e cocaina a partir dos
adulterantes com base nas Equacbes 6 e 7.

QCrack = 100 X Ex (6)
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Cren XP XD  Cgy XP XD

QCocalna 100 % Ex + 100 X Ex ()

Nas Equacdes 6 e 7, a quantidade da drogas—alvo a partir dos adulterantes (Q ) foi
calculada a partir da carga do adulterante no esgoto (C em g dia*), do fator de correlagio de
concentracdo na droga-alvo (D), que considera a quantidade de adulterante presente na
droga, relacionando-o com a quantidade total da droga, prevaléncia nas amostras (P),
conforme mostrada na Tabela 18. Finalmente, apds obter os dois valores de Q, pode-se obter

o valor de prevaléncia da droga PD, conforme mostra a Equacao 8.

QDroga—alvo

PD =
QCocaina + QCrack

(8)
Na Tabela 21 encontram-se os valores de prevaléncia da droga (PD), encontrados a
partir da Equacdo 8, e uma coluna com o valor sugerido pelo ultimo levantamento sobre

alcool e drogas (Laranjeira et al., 2012).

Tabela 21. Prevaléncia de crack e cocaina por epidemiologia do esgoto pelo Il Levantamento
Nacional de Alcool e Drogas (LENAD).

Prevaléncia (PD)

I ETE Norte ETE Sul ETE ETE ETE ETE ETE
Droga LENAD Copa do Copa do Norte Sul Norte Norte Sul
Mundo Mundo 2017 2017 Carnaval 2018 2018
2014* 2014* 2018
Crack 30 % 38 % 49 % 60 % 49 % 42 % 66 % 64 %
Cocaina 70 % 62 % 51 % 40 % 51 % 58 % 34 % 34 %

*Calculado com base nos dados levantados por Sodré et al., 2017.

Observa-se que o perfil de consumo de 2014 era praticamente o mesmo mostrado
pelo 11 LENAD. Em 2017 este perfil muda, mostrando que o consumo de crack ja € maior
que o de cocaina nas regides analisadas. A presenca de crack foi bem maior do que o
esperado. A prevaléncia do crack na regido atendida pela ETE Norte mostrou-se menor que
ada ETE Sul em 2014 durante a Copa, levemente maior em 2017, e praticamente a mesma
em 2018. Os dados levam a crer que a prevaléncia de usuérios durante o tempo € dindmica
e ndo um numero estatico. Pode depender de eventos, como a Copa do Mundo e Carnaval.
Observou-se um aumento na preferéncia de consumo de cocaina durante estes eventos,

enquanto que em periodos normais o crack predomina. Em relacdo ao crack, os usuérios
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estédo espalhados por toda a cidade, mesmo que haja alguns pontos de distribui¢do, como
mostra a Figura 32, a maioria das pessoas com uso problematico de crack ndo tem uma
residéncia fixa (Bertoni et al., 2013).

Os resultados apresentados sobre prevaléncia de consumo a partir dos adulterantes

séo parte de uma ideia nunca explorada antes, sujeita a aprimoramentos em trabalhos futuros.

4.5 Apreensdes da policia e epidemiologia do esgoto

As apreensdes de drogas em pequenas quantidades, ou seja, caracterizados por serem
de usuarios finais variam dependendo de varios fatores, entre eles 0 nimero de agdes
policiais, eventos especiais na cidade e a disponibilidade da droga (Lima et al., 2017). A
Figura 33 mostra 0 numero de ocorréncias registradas durante o ano de 2017, e ao lado, a

distribuicdo de frequéncias de ocorréncias, que variam de 50 a 100 por més.

120 -
100 -+
g / \ / .

60 u

40 -

Uso de drogas (Num. Ocorréncias.)
‘m
./
-

| | I | 1 | | I I |
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Tempo (més)

Figura 33. Numero de ocorréncias mensais de uso de drogas no DF (SSP-DF,2017).

A informacdo de que as apreensdes de drogas com usuarios “finais” variam em um
intervalo conhecido é importante para analisar as apreensfes diarias com relacdo a
quantidade encontrada no esgoto. Pode-se, entdo, ter uma estimativa anual de quanto é
apreendido e quanto esta no mercado.

Os laudos gerados pela Policia Civil do DF fornecem informacgdes sobre a
composicdo da droga apreendida, a quantidade de porgdes, a massa e a localizagdo da

apreensdo. Os valores encontrados durante o periodo selecionado (30/05-06/06/2017)
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variam bastante e sdo melhor apresentados por tabelas onde mostram os valores maximos e

minimos encontrados (Tabela 22) e sua distribui¢do percentual (Tabela 23).

Tabela 22. Valores extremos encontrados nas apreensées individuais.

Quantidade (g)

Cocaina Maior 2323,50
871,00
265,00
121,24

43,80

= o B~ W N

Menor 0,01
0,05
0,05
0,10

0,20

Crack Maior 956,49
95,60
13,60
11,81

8,00

Menor 0,01
0,10
0,11

0,14

o A WO N P[00 B W DN OB DN

0,15

Tabela 23. Distribuicdo percentual da quantidade de droga apreendida.

Percentis (%)

Massa (g)
5 10 25 50 75 90 95

Cocaina 0,05 0,11 0,41 1,77 15,71 113,49 840,70
Crack 0,10 0,14 0,40 0,96 2,69 11,43 91,50

A Tabela 23 mostra que 90% das apreensdes de crack encontram-se em quantidades
menores que 11,43 g, ou seja, em menores quantidades do que é encontrado de cocaina. A

massa de cocaina e crack apreendidas durante esse periodo foi somada e separada entre
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grandes quantidades (Figura 34) e pequenas quantidades (Figura 35) por delegacia para
melhor visualizagcdo nos mapas.
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Figura 34. ApreensBes em quantidades que variam de 51,61 g a 2323,51 g por delegacia.
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Figura 35. ApreensBes em quantidades que variam de 0,25 g a 27,58 g por Delegacia.

Na Figura 34 observou-se uma maior quantidade de cocaina apreendida pelas
delegacias das cidades satélites, enquanto que na Figura 35, observou-se uma maior
distribuicdo de crack no centro da cidade. A distribuicdo por local de apreensdo é apresentada
na Figura 36.
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Figura 36. Distribuicdo das quantidades de crack e cocaina (p6) em gramas apreendidas no Distrito
Federal na semana de coleta de amostras para analise de esgoto.

A Figura 36 mostra que o crack e a cocaina estdo espalhadas por todo o Distrito

Federal, principalmente na regido central de Brasilia, onde estaria localizada a “cracolandia”

da cidade. Para comparar as apreensdes com a carga diaria de cocaina no esgoto, a

quantidade diaria de crack e cocaina apreendida em todas as delegacias do Distrito Federal

foi somada e quantidade de cocaina estimada no esgoto foi extrapolada para uma populacéo

de trés milhGes de pessoas, que € aproximadamente a populagdo atual do Estado. Na Figura

37 é mostrado graficamente as quantidades diarias com diferentes eixos verticais.
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Figura 37. Apreensdo de crack e cocaina em relacdo a carga encontrada por epidemiologia do
esgoto.

A Figura 37 sugere que, em algumas ocasides, 0 consumo diminui quando uma
grande quantidade da droga foi apreendida. Entretanto, seriam necessarios periodos de
compara¢do mais longos ou apreensdes em quantidades suficientes grandes para que alguma
alteracdo significativa seja detectada no esgoto. Comparando os valores de consumo por
epidemiologia do esgoto durante uma semana com o que foi apreendido, estimou-se que
10% da droga no mercado foi apreendido pela policia civil do Distrito Federal. Esse nimero
€ muito importante para a avaliacdo da efetividade das acbes policiais. Propostas de
integracdo da epidemiologia do esgoto aos servicos de inteligéncia policial podem contribuir

para o fortalecimento da ferramenta.

4.6 Discussao sobre o perfil de usuario de cocainicos no Distrito Federal

Os trabalhos com usuérios de drogas sdo complexos e englobam areas da salde e das
ciéncias sociais. Com o objetivo de integrar a quimica ao contexto social e contribuir para
os estudos epidemiologicos de salde publica, os dados gerados neste trabalho foram
compilados e levados para serem discutidos com o grupo do Centro de Referéncia sobre

Drogas e Vulnerabilidades Associadas da Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia.
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Diante dos dados que mostraram um aumento do consumo de cocainicos durante o
final de semana, questiou-se se os usuarios de fim de semana sdo diferentes dos regulares,
ou sdo os dependentes que abusam da droga por ter mais tempo livre. As pessoas com uso
problematico de qualquer droga tém um padréo de uso caracteristico, ou seja, regular. Mas
que isso nao significa que ela ndo possa aumentar esse padrdo em eventos festivos e finais
de semana. Surgiram, entdo, duas hipo6teses: que o aumento no final de semana néo se deve
somente as pessoas que fazem uso social/recreativo da droga, mas também as pessoas que
ndo, necessariamente, tem um padrédo de dependéncia da substancia, mas que tem um padrao
de uso chamado de binge, ou uso excessivo episodico, que é tdo problematico quanto o
préprio quadro de dependéncia, ou seja, essas pessoas passam a semana toda sem usar, mas
guando chega o final de semana, elas usam excessivamente (Vosburg et al., 2010).

O uso recreativo e o binge, atribuidos como responsaveis pelo aumento do consumo
no final de semana, podem também ser associados a outras drogas. O poliuso referido neste
trabalho é relativo ao uso simultaneo, por questdes de interagdes farmacoldgicas. Entretanto,
o0 poliuso também se extende a usuarios que fazem uso de diferentes drogas, mas em periodos
diferentes. Sdo praticas diferentes, mas ndo exclusivas (Guindalini et al., 2006). A detec¢édo
do cocaetileno no esgoto, principalmente no final de semana corrobora com a ideia de que a
associacao de cocainicos com alcool é predominante nos dias livres e feriados. A associacdo
de cocainicos com alcool é bastante comum, inclusive é a mais comum (Escobar et al.,
2018). Adicionalmente, usuarios de cocaina na forma “p6” relatam episodios de associagdo
com alcool mais frequentes que usudrios de crack (Gossop et al., 2006). Essa informacéo
pode sugerir que o pico de concentragdo de cocaetileno no final de semana podem ter origem,
principalmente, em usuarios de cocaina na forma “p6”. Adicionalmente, a prevaléncia de
cocaina pode ter aumentado em relacdo ao crack durante o carnaval, conforme sugerem os
resultados de prevaléncia das formas de consumo obtidos com o uso dos adulterantes. Esses
resultados reforcam ainda mais a contribuicdo de usuarios de cocaina na forma de pd,
geralmente associada a um maior poder aquisitivo e consequentemente utilizada por

individuos com maior capacidade financeira.
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5. Conclusao e Perspectivas

O trabalho realizado veio contribuir com os estudos de epidemiologia do esgoto para
determinar drogas de abuso no Distrito Federal. Foi utilizado um método de extracéo ja
validado anteriormente com o diferencial de que as amostras foram levadas para anélise no
exterior e mesmo assim apresentou bons resultados. O transporte de cartuchos de extragdo
de fase solida € bem mais simples e permite que as amostras sejam armazenadas congeladas
por até 3 meses. Novos, estudos de estabilidade das drogas nos cartuchos podem ser
realizados futuramente para avaliar possiveis perdas durante o transporte. 1sso tornaria
possivel o envio de amostras provenientes de varias regides do Brasil para realizacdo das
analises em um Unico local, o que permitiria uma melhor visualizacdo do trafico e do
consumo de drogas no pais

Foi a primeira vez que a quantificagdo de drogas por LC-QTOF foi feita em nosso
grupo de pesquisa. O analisador de massas QTOF é de alta acurécia e permitiu uma analise
mais exata dos compostos sem perder a sensibilidade. Além disso, o uso de padrdes internos
deuterados permitiu a quantificacdo pelo método de razdo das areas que atenua o efeito de
matriz.

Os resultados mostraram que 0 pico de consumo continua no fim de semana e que 0
poliuso de drogas pode estar relacionado com isso. A detec¢do de cocaetileno no esgoto
mostrou que houve um consumo preferencial de cocaina com alcool nos fins de semana.
Sugere-se a andlise do sulfato de etila, marcador do &lcool, para compara¢cbes com o
cocaetileno e benzoilecgonina, e uma melhor visualizagdo do poliuso. Trabalhos futuros
podem tentar investigar diferentes metabdlitos para avaliar outras combinac6es de drogas.

Os adulterantes, fenacetina e levamisol, foram utilizados, pela primeira vez, para
prever a prevaléncia de consumo de cocaina e crack. As quantidades encontradas para 0s
adulterantes no esgoto foram comparadas com a quantidade nas drogas apreendidas pela
Policia Federal. O consumo de crack apresentou um crescimento consideravel na regido,
entre 2014 e 2017. O uso de cocaina mostrou-se elevado durante o carnaval, o que sugere
um padrao de uso recreativo/social de cocaina (pd) em comparacgéo ao crack, ja que usuarios
na forma de pd sdo mais adeptos ao co-consumo com alcool em comparacgdo ao usuario de
crack, que prefere consumir drogas isoladamente e sem um contexto social.

Finalmente, a estimativa da quantidade de droga no esgoto, em g/dia, foi comparada
com a quantidade apreendida de cocainicos durante a semana da coleta. Estimou-se que
cerca de 10% da droga foi apreendida pela Policia Civil do DF. Os resultados mostraram
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uma leva queda na quantidade no esgoto quando grandes apreensdes eram feitas. Estudos
futuros podem relacionar esse efeito a longo prazo para identificar se ha alguma correlacéo,

0 que estabeleceria ainda mais a ferramenta.
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APENDICE 1

O preparo de amostra seguiu 0 mesmo procedimento descrito em 3.3, com excecao
de que os cartuchos permaneceram congelados (-10°C) até o momento da analise. A Os
analitos foram recuperados com 6 mL de metanol em tubos de vidro previamente limpos e
adicionou-se 100 pL dos padrdes internos deuterados (1 mg L™). O eluato foi evaporado
com fluxo de N2, e concentrados a um volume final de 1,5 mL.

O espectrometro de massas utilizado no Brasil possui o sistema QTRAP 3200, do
inglés hybrid quadrupole-ion trap, que é apto a realizar determinagdes como triplo
quadrupolo ou armadilha de ions, um esquema do equipamento é apresentado na Figura 38.

Curtain Plate

DP Orifice Plate
Skimmer
/ Ep(00)| Q1) I (Q2) | @) IDF (Deflector)
=7 1 i
HPLC El ~~ | % CE Q; Detector
\\ I I |'_v_,| N4
\ AuxRF  EXB(Lentes de saida)
CUR (Curtain Gas)

Figura 38. Sistema QTRAP (Adaptada de AB SCIEX, 2013).

Inicialmente os analitos sdo separados pela coluna cromatografica e seguem para a

fonte de ionizacgdo (ESI, do inglés electrospray ionization). Na fonte, os ions séo gerados a
pressao atmosférica com o auxilio de um gas nebulizador (GS1) e de uma diferenca de
potencial (IS), que varia de - 4500 a 5500 V dependendo da polaridade dos ions. O gas de
cortina (CUR, do inglés curtain gas) controla o fluxo de gas entre o curtain plate e o orifice
plate. O parametro DP, do inglés declustering potential, controla a diferenca de potencial
entre o skimmer e o orifice plate, minimizando os clusters de ions com o solvente. O
Turbogéas (GS2) age em conjunto com a temperatura da fonte de ions (TEM) para auxiliar
na evaporacao da fase mdvel vinda da cromatografia. Os ions que entram no caminho idnico
sdo primeiramente focados pelo quadrupolo Q0 com o auxilio do potencial de entrada (EP)
entre 0 QO e o skimmer. Os ions seguem para o quadrupolo Q1 que classifica os ions antes
de entrar na célula de colisdo Q2. O Q2 é uma célula de colisdo onde o0s ions sdo
fragmentados por colisdes com moléculas de gas N2 ultrapuro. A energia de colisdo (CE, do
inglés collision energy) é a quantidade de energia que 0s ions precursores recebem ao serem
85



fragmentados em Q2. O CEP, do inglés Collision Entrance Potential, estabelece o potencial
de entrada de Q2, guiando os ions para dentro da célula de colisdo, enquanto que o CXP, do
inglés Collision Exit Potential, guia e acelera o ion para fora da célula de colisdo. Depois de
passar pela célula de colisao, os ions entram no quadrupolo Q3, e finalmente seguem para o
detector. No detector, os ions criam uma corrente que é convertida em um pulso de tensdo.
Os pulsos de tensdo que saem do detector sdo diretamente proporcionais a quantidade de
ions que entram e sdo convertidos em sinais elétricos. O sinal representa a intensidade do
ion para uma relagdo massa/carga (m/z) particular e o software exibe essa informacédo como
um espectro de massa.

A técnica utilizada para a realizacdo das analises foi a cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas LC-MS/MS. A separacdo cromatografica dos analitos foi
realizada em fase reversa. A fase movel consistiu em dgua com 0,1% de acido férmico como
fase aquosa e metanol com 0,1% de éacido formico como fase organica. A coluna
cromatografica utilizada foi uma Eclipse XDB-C18 (Agilent, USA) com 4,6 mm de diametro
interno, 15 cm de comprimento e 5 um de particula.

Os cocainicos (BE, COC, COE) e adulterantes (FEN e LEV) foram quantificados no
modo MRM, do inglés multiple reaction monitoring, onde ocorre 0 monitoramento das
transicdes entre os ions selecionados e os ions produtos. Os parametros instrumentais foram

obtidos por analise multivariada e experimental, encontrando-se na Tabela 24.

Tabela 24. Par@metros de Fonte do 3200 QTRAP.

TEM (°C) 550

IS (V) +4500
GS1(psig) 45
GS2(psig) 45
CUR (V) 15

Os parametros MRM sdo Unicos para cada molécula. Eles foram otimizados
individualmente para cada composto, assim como seus produtos de fragmentacao,

apresentados na Tabela 25.
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Tabela 25. Parametros do equipamento otimizados para cada analito e suas respectivas transices

MRM.
Compostos  DP (V) EP(V) CEP(V) CAD Transicdo MRM (m/z) CE (V) CXP (V)
coc 51 1 26 Meédio  304,1—182,0* 39 10
26 304,1—105,1 45 24
BE 51 5 20 290,1—168,1* 25 4
20 290,1—105,0 41 4
COE 26 4,5 14 318,1—-196,2* 23 4
14 318,1—105,3 55 4
FEN 56 8 28 180,1—109,9* 31 4
28 180,1—-137,8 25 24
LEV 16 3,5 100 205,0—-178,1* 27 4
100 205,0—123,2 39 4
COC-Ds 16 5 22 307,1—185,1* 25 4
BE-Ds 16 4,5 98 293,1>171,1* 25 4
COE-Ds 11 5 28 321,1—199,1* 27 4

*Transico utilizada para quantificagio

Os parametros cromatogréaficos foram escolhidos variando-se a vazdo da fase movel,

a porcentagem de fase organica e o volume de injecdo. A coluna foi mantida a temperatura

ambiente. A fase movel foi acidifica com &cido formico 0,1 % para auxiliar na ionizacao das

moléculas e, consequentemente, na intensidade do sinal cromatografico. Os parametros

cromatograficos utilizados encontram-se na Tabela 26.

Tabela 26. Parametros cromatograficos otimizados.

Vazéo da fase mdvel (uL/min)
Volume de injecéo (uL)

Gradiente de fase movel*

Pressdo Méxima (bar)

300
20

0-3 min: 20-50% B; 3.1-6 min: 100% B; 6.1-13min: 100-10% B; 13-
17min; 27% B

140

*Fase movel: A (agua ultrapura 0.01% de &cido férmico) e B (metanol com .01% de acido férmico).

Na Figura 39 encontra-se o cromatograma obtido pela analise MRM dos analitos no

LC-QTRAP.
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Figura 39. Cromatograma total de ions obtido por LC-QTRAP

Nas Figuras 40 e 41 estdo as curvas de calibragdo no sistema LC-QTRAP. A
plotagem dos residuos do ajuste linear encontra-se a direita, mostrando que os dados sdo
homocedasticos.
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Figura 40. Curvas de calibracéo para os cocainicos obtidas por LC-QTRAP.
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Figura 41. Curvas de calibragéo para os adulterantes obtidas por LC-QTRAP.
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Na Tabela 26 as figuras do método sdo apresentadas. O LOQ instrumental foi

calculado experimentalmente, considerando a &rea do analito sendo 10 vezes superior ao

sinal do ruido do cromatograma, enquanto LOD sendo 3 vezes superior ao sinal do ruido

com até 10% de incerteza.

Tabela 27. Figuras de mérito do método no sistema LC-QTRAP

Composto Pl Tr Curva Analitica R2?¢ Faixa LOD' LOQ¢® DPR ¢
(min) y=a+hx pugmL?  pgL L1 pg Lt %
cocC COC-d3 10,6 y=0,006+0,001x 0,989 10-100 3 10 13,01
BE BE-d3 9,9 y=0,723+0,077x 0,998 10-100 3 10 14,12
COE COE-d3 11,2 y=0,093+0,012x 0,994 10-75 3 10 8,33
FEN COE-d3 124 y=0,014+9,703x 0,976 10-100 3 10 18,34
LEV BE-d3 9,1 y=0,012+0,001x 0,991 10-100 3 10 11,36

a Coeficiente linear da equagdo b Coeficiente angular da equag&o c Faixa linear de trabalho (IS (50 ng/mL) d Desvio padréo

relativo do mesmo padréo (3 replicatas) na faixa de LOQ e Limite de quantificacdo da curva S/N=10 f Limite de

quantificacdo da curva S/N=3

Pl= Padréo Interno Deuterado

Tr= Tempo de retencdo na coluna cromatogréafica

90



ANPENDICE 2

A Policia Civil do DF faz anélise de cocaina e crack por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas para gerar os laudos de confirmacdo de cocaina. Os
dados obtidos pela PCDF durante a semana da coleta foram analisados e comparados com a
biblioteca do NIST. Esta etapa teve como objetivo verificar a presenga destes compostos
como adulterantes periodo da coleta. A Figura 42 mostra 0 cromatograma de uma amostra

de crack apreendida dia 30 de maio de 2017.
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Figura 42. Cromatograma de uma amostra de crack apreendida pela PCDF.

O cromatograma da Figura 42 foi obtido por cromatografia gasosa conectada ao
espectrometro de massa utilizando uma fonte de ionizacao por elétrons (CG-EI-MS). O pico
em 2,550 minutos é de fenacetina e o de 4,893 de cocaina. A confirmacdo do adulterante no
tempo de retencdo de 2,550 minutos se deu com auxilio da biblioteca NIST que compara o
espectro de massas obtido com o de varias moléculas com mesmo tempo de retencao e perfil
de fragmentacdo. O uso da ferramenta NIST, onde o espectro de massas do ion extraido do

tempo de retencao 2,550 min é mostrado na Figura 43.
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Figura 43. Confirmacao da presenca de fenacetina na amostra de crack usando NIST.
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Na Figura 44, observa-se a semelhanca da fenacetina encontrada nas amostras de

crack por GC-EI-MS e da fenacetina encontrada no esgoto por LC-ESI-MS/MS mesmo que

obtidos por técnicas diferentes.
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Figura 44. Fenacetina obtida por analise de amostras apreendidas de crack e de esgoto.

A fenacetina tem massa molecular em torno de 179 Da. No espectro de GC-EI-MS o

mecanismo de ionizac¢do ocorre com o descarregamento de elétrons com energia em torno

de 70 eV, onde ocorre a captura ou retirada de um elétron da molécula, a massa/carga
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permanecendo igual. Como mencionado antes, no LC-ESI-MS/MS a ionizagdo ocorre por

meio de eletronebulizag&o, adicionando um H* neste caso, gerando o ion de 180 Da.

A Figura 45 mostra o cromatograma de uma amostra de cocaina na forma “p6”

apreendida dia 31 de maio de 2017.
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Figura 45. Cromatograma de uma amostra de cocaina apreendida pela PCDF.

A presenca do levamisol é confirmado com auxilio da biblioteca do NIST (Figura
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Figura 46. Confirmacdo da presenca de levamisol na amostra de cocaina usando NIST.

Na Figura 47 observa-se o espectro de massas do levamisol encontrado nas amostras

de cocaina na forma “p6” por GC-EI-MS e encontrado no esgoto por LC-ESI-MS/MS.
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Figura 47. Levamisol obtido por analise de amostras apreendidas de cocaina e de esgoto.

Além de fenacetina e levamisol, cafeina, aminopririna e lidocaina apareceram como
adulterantes. Das 111 amostras de apreensdo analisadas durante a semana da coleta de
esgoto, a fenacetina se mostrou predominante. A cinamoilcocaina também apareceu em
alguns cromatogramas. Essa espécie é utilizada para determinar o grau de oxidacdo da
cocaina (Botelho et al., 2014).

94



