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RESUMO

A necessidade de uma ferramenta mais rapida, precisa e confiavel para
estimar o consumo de drogas de abuso tem dado espaco a abordagem
conhecida como epidemiologia do esgoto. Este trabalho, por sua vez, tem o
objetivo de desenvolver um método analitico baseado em UPLC-MS/MS para
determinar cocaina, benzoilecgonina e 8 outros metabdlitos, anfetamina,
metanfetamina e outros 4 anfetaminicos, além de 3 dos principais metabdlitos
da cannabis, canabidiol, 11-nor-9-hidroxi-A-9-tetrahidrocanabinol e 11-nor-9-
carboxi-A-9-tetrahidrocanabinol; com o objetivo de produzir estimativas de
consumo utilizando epidemiologia do esgoto. Para o desenvolvimento do
meétodo, foi realizada otimizacdo dos parametros instrumentais do espectrémetro
de massa baseado em MRM para todos os analitos e foi desenvolvido método
cromatografico capaz de separar satisfatoriamente as substancias-alvo.
Planejamento fatorial 22 foi realizado para estudar os efeitos das seguintes
variaveis — solvente de condicionamento, solvente de elui¢cdo e pH da amostra —
sobre o processo de extracdo em fase sdlida SPE. O método de extracao final
foi capaz de apresentar recuperacdes satisfatérias para 14 dos 19 analitos
propostos inicialmente. Amostras de esgoto coletadas nos finais de semana dos
jogos da Copa do Mundo FIFA realizados em Brasilia — DF foram analisadas
seguindo o meétodo analitico desenvolvido. Foram detectadas no esgoto
benzoilecgonina, cocaina, anidroecgonina, fenacetina e levamisol. A
concentracdo de benzoilecgonina foi utilizada para estimar o consumo de
cocaina, que variou de 6,3 a 22,8 doses por dia para cada 1000 habitantes.
Sendo a regido norte, composta por Asa Norte, Lago Norte, Varjao e Estrutural,

detentora dos maiores consumos de cocaina.

Palavras-chave: drogas de abuso, cocaina, benzoilecgonina, esgoto, estimativa de consumo,

epidemiologia do esgoto, epidemiologia forense.



ABSTRACT

The need for a faster, trustful and more precise tool to estimate drug
abuse consumption has given space to the approach called sewage
epidemiology. This work aims to develop analytical method based on UPLC-
MS/MS to determine COC, BE and 8 other metabolites, AMP, MAMP and 4 other
amphetamine-like substances, and 3 of the major metabolites of cannabis, CBD,
OH -THC and THC-COOH; in order to estimate the consumption using sewage
epidemiology. For the development of the method, an optimization of MRM
parameters for all analytes was carried out and a chromatographic method to
adequately separate the target substances was developed. 23 factorial planning
was conducted to study the effects of two different levels for conditioning solvent,
elution solvent and pH value for the samples. The final extraction method was
able to produce satisfactory recoveries for 19 of the 14 originally proposed
analytes. Sewage samples were collected on the weekends of the FIFA World
Cup games that occurred in Brasilia — DF. They were analyzed using the
analytical method developed in this work. BE, COC, AE, phenacetin and
levamisole were detected in the sewage samples. The BE concentrations were
used to produce cocaine consumption estimations, which ranged from 6.3 to 22.8
doses per day for each 1,000 habitants. Being the northern region, that comprises
Lago Norte, Asa Norte, Varjdo and Estrutural, holder of the largest cocaine

consumption.

Keywords: drugs of abuse, cocaine, benzoilecgonine, sewage, waste water, drug use estimation,
sewage epidemiology, forensic epidemiology.
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1. INTRODUCAO

O consumo abusivo de drogas licitas e ilicitas é responsavel por
problemas consideraveis de ambito econémico, politico e social, estando, por
exemplo, entre os vinte maiores causadores de doengas em todo o mundo
(Cobiac, 2009).

Apesar de o panorama das drogas de abuso no cenario mundial ter sido
considerado estavel segundo o World Drug Report 2013, o numero total de
usuérios de drogas ilicitas tem aumentado anualmente. Estima-se que, somente
em 2011, até 6,9 % da populacao global entre 15 e 64 anos, ou 315 milhdes de
pessoas, tenha feito uso de substancias ilicitas em todo o mundo. Dentre estes
usuarios, 33,8 milhdes fizeram uso de estimulantes anfetaminicos. Apreensfes
dessas drogas chegaram a 123 toneladas neste mesmo ano, um aumento de 66
% comparado com o ano anterior (UNODC, 2014).

Ainda assim, a cannabis continua sendo a droga mais utilizada no
mundo, sendo produzida em praticamente todos os paises. O numero de
usuarios chegou, no ano de 2011, a 180,6 milhdes de pessoas em todo 0 mundo,
ou 3.9 % da populagéo adulta (UNODC, 2014).

Esses dados mostram a importancia da manutencéo dos esforcos para
controlar a utilizacdo de substancias psicoativas. Esforcos estes iniciados com a
Conferéncia de Xangai em 1909, quando pela primeira vez se discutiu iniciativas
para fiscalizar e controlar a utilizacdo dessas substancias (UNODC, 2008). A
partir de entdo, em todo o mundo tem-se desenvolvido estratégias para diminuir
a utilizacao ilicita de substancias psicoativas. Mas, para tal, € imprescindivel o
acesso a dados confiaveis sobre o numero de usuarios de cada droga,

tendéncias de consumo e locais com maior ocorréncia de usuarios.

Na maioria dos casos, estimativas de consumo e, consequentemente,
estudos feitos utilizando tais estimativas séo feitos com dados indiretos acerca
do consumo, tais como pesquisas epidemiologicas, procura por tratamento
meédico, quantidade de droga apreendida pelos 6rgdos de seguranca ou
entrevistas com usuarios. Segundo o proprio Relatdrio Brasileiro sobre Drogas,

publicado em 2009, que apresenta dados sobre consumo de varias drogas em
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todo o Brasil, suas informag0es devem ser analisadas com cautela, levando-se

em conta as limitagdes nos processos de coleta de dados. (SENAD, 2009).

Em 2001, uma nova abordagem para o monitoramento do consumo de
substancias foi proposta por Christian G. Daughton. Denominada pela
comunidade cientifica como epidemiologia do esgoto ou epidemiologia forense,
tal abordagem baseia-se essencialmente na quantificagdo das substancias e
seus metabdlitos no esgoto gerado pela populacao. Utilizando-se desses dados,
bem como informacgdes acerca do metabolismo da droga no organismo humano,
o percentual de excrecdo dos metabdlitos, o nUmero de pessoas atendidas pela
estacdo de tratamento de esgoto e a vazdo de esgoto que chega a mesma, é
possivel estimar o consumo de substancias de forma rapida e objetiva
(Daughton, 2001).

Percebe-se, portanto, a necessidade da utilizacdo de uma ferramenta
que gere dados mais rapidamente e que possam ser analisados com mais
facilidade. A epidemiologia do esgoto apresenta-se como uma alternativa aos
meétodos tradicionais, atendendo a essas necessidades e com o potencial de
possibilitar a criagdo de melhores politicas publicas e estratégias de combate ao
tréfico de drogas.

Estimativas de consumo utilizando epidemiologia do esgoto ja foram
produzidas com sucesso no DF (Feitosa, 2012). No entanto, o método analitico
desenvolvido na ocasido s6 permite determinar cocaina e benzoilecgonina, um
de seus principais metabdlitos. Neste trabalho, espera-se desenvolver método
analitico para quantificar 19 diferentes analitos, entre eles outros 6 metabdlitos
da cocaina, anfetaminicos comumente presentes em comprimidos de ecstasy, 3
metabdlitos da Cannabis e 2 adulterantes da cocaina que podem ajudar a

distinguir suas formas de utilizac&o (inalada ou fumada).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Drogas de abuso

O termo droga de abuso refere-se a qualquer substancia, psicotropica
ou nao, que é utilizada de forma abusiva por motivos nao-medicinais. Podem ser
incluidas nesses grupos, além de substancias como cocaina, anfetaminicos e
cannabis, derivados do Opio como heroina e morfina assim como
benzodiazepinicos. As drogas de abuso mais consumidas mundialmente ainda
s8o a cannabis, a cocaina e os anfetaminicos presentes, por exemplo, nos
comprimidos de ecstasy (UNODC, 2014).

2.1.1. Cenario das drogas

O Relatério Mundial sobre Drogas 2013 (UNODC, 2014) aponta
uma reducdo do uso de drogas tradicionais e um aumento significativo do
consumo de novas substancias psicoativas, consideradas como novas drogas,
muitas das quais ainda ndo estdo sob controle internacional. Ainda segundo o
relatério, no Brasil observa-se um crescimento do uso de cocaina e uma reducao

no uso de anfetaminicos.

A Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas € o 6rgao responsavel
por apresentar informacdes sobre consumo de drogas no Brasil. Avaliando o
relatério brasileiro sobre drogas 2010, percebe-se que os levantamentos sobre
consumo dependem de indicadores indiretos e subjetivos, principalmente
pesquisas socio-epidemiologicas, onde muitas vezes, segundo o proprio
relatorio, os entrevistados podem nao falar a verdade ao responder o0s
questionarios (SENAD, 2009).

2.1.2. Cocaina, anfetaminicos e cannabis

A cocaina (COC) é um poderoso estimulante do sistema nervoso central,
capaz de provocar dependéncia quimica. Pode ser consumida de forma inalada

ou fumada. No primeiro caso, a substancia encontra-se na forma de sal cloridrato
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e, quando fumada, encontra-as na forma de base livre, como no crack. A cocaina
€ metabolizada principalmente no figado, onde cerca de 45% dela é convertida
em benzoilecgonina (BE) por hidrdlise, parcela esta que € excretada atraves da
urina. Outros metabdlitos também podem ser gerados em quantidades menores,
como a ecgonina metil-éster (EME) e a nor-cocaina (Nor-COC) (Goldstein et. al.,
2009).

Ja os anfetaminicos sdo excretados na sua forma original pois nao
sofrem alteracdo consideravel no organismo do usuario. Cerca de 30% da
anfetamina (AMP) consumida ndo é absorvida e é eliminada através da urina.
Para a metanfetamina, essa porcentagem chega a 43% e para a
metilenodioximetanfetamina (MDMA), uma das principais substancias
constituintes do ecstasy, aproximadamente 65% da quantidade consumida é

excretada pelo organismo (van Nuijs et. al., 2011).

Em contato com o THC, o organismo do usuéario pode eliminar 4
diferentes metabdlitos: canabinol (CBN), canabidiol (CBD), 11-nor-9-hidroxi-A-9-
tetrahidrocanabinol (OH-THC) e 11-nor-9-carboxi-A-9-tetrahidrocanabinol (THC-
COOH). No entanto somente este ultimo, o THC-COOH, tem valores conhecidos
de taxa de excrecdo, que ainda assim é muito baixa e corresponde somente a
0,6% da quantidade de THC inicial consumida. Essa baixa taxa de excrecao
pode dificultar bastante a determinacdo dessa substancia no esgoto, ja que
resultardo em baixissimas concentragdes mesmo com cunsumo elevado (Nefau
et. al., 2013).

A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas da cocaina, anfetaminicos,

THC e seus principais metabdlitos.
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais cocainicos, canabindides e anfetaminicos.

2.2. Determinacao de drogas de abuso e adulterantes em esgoto bruto

Nos ultimos anos, a analise de esgoto bruto para quantificar metabdlitos
de drogas de abuso e posterior utilizacdo dessas concentracdes para estimar o
consumo dessas drogas tem sido aplicada em todo o mundo, mostrando o
interesse da comunidade cientifica pela epidemiologia do esgoto (Bijlsma et. al.,
2014; Nefau et. al., 2013; Senta et. al., 2014; Khan et. el., 2014; Heuett et. al.,
2015; Subedi et. al., 2015).
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2.2.1. Amostragem e preservacao

Dentre as técnicas de amostragem mais utilizadas estéo coleta simples
e coleta composta por um certo periodo de tempo, sendo esta ultima mais
interessante para estudos de epidemiologia do esgoto por gerar uma amostra
com maior representatividade (Pal et al., 2013). No entanto, Ort e colaboradores
(2010) indica amostragem proporcional a vazédo de chegada de esgoto a ETE

como melhor técnica de coleta.

Apés o esgoto ser levado ao laboratério, € indicado que os
procedimentos de extracdo sejam iniciados o quanto antes, ja que diferentes
estudos demonstram que, mesmo sendo armazenado em frasco de vidro ambar
e refrigerado a 4 °C, ou mesmo com adicéo de biocida antes do armazenamento,
as concentracdes das drogas de abuso e seus metabdlitos apresentam
variagdes ja nas primeiras 24h. Entretanto, os mesmos estudos demontram que
os cartuchos SPE, depois de carregados com esgoto, podem ser congelados e
armazenados por muitos dias sem que haja perda dos analitos (Castiglioni et.
al., 2006; Gonzalez-Marifio et. al., 2010).

Recentemente, Senta e colaboradores determinaram a meia-vida de
diferentes metabdlitos de drogas em esgoto bruto. E possivel observar que
todos os biomarcadores sofrem degradacéo consideravel ja nas primeiras 72h,
sendo que a COC, por exemplo, tem ta2 igual a 35h a uma temperatura ambiente
de 20 °C. O estudo aponta também que a degradacao pode ser diminuida e, para
algumas substancias, até controlada se as amostras forem armazenadas a
baixas temperaturas e pH reduzido. No entanto, para trabalhos analizando
muitos analitos simultaneamente, é dificil controlar a degradacdo de todas as
substancias de interesse, ja que elas reagem de forma diferente as condicfes
de armazenamento. Como é o caso do THC-COOH, por exemplo, que degrada

mesmo a pH reduzido (Senta et. al., 2014).

2.2.2. Preparo de amostra

A extracdo em fase sdélida é sem duvida o método de extragdo mais

utilizado em estudos de epidemiologia do esgoto. Diversos trabalhos, com
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diferentes substancias sendo estudadas, utilizam cartuchos SPE (do inglés, solid
phase extraction) (Loganathan et. al., 2009; Harman et. al., 2011; Langford et.
al., 2011; Hall et. al., 2012; Muckulak et. al., 2014).

A extracao em fase solida pode ser dividida em até 4 etapas. Séo elas:
condicionamento do cartucho, etapa em que solvente adequado é utilizado para
liberar os sitios ativos da fase soélida; carregamento do cartucho, etapa onde a
amostra € passada para que os analitos sejam extraidos; etapa de lavagem,
onde um solvente é utilizado para eliminar interferentes e a Ultima etapa de

eluicdo, onde o objetivo € retirar todos os analitos do cartucho.

A figura 2 ilustra as etapas geralmente utilizadas na extracdo em fase

soélida.

Condicionamento Carregamento Lavagem Eluicdo
0 v 4

Wr 7 dr lr

v 4

e . 5 ar

! ! ! !

Figura 2. Etapas da extracdo em fase soélida: condicionamento, carregamento, lavagem e

eluicéo.

Dentre as drogas de abuso, existem substancias com caracteristicas
muito polares, como é o0 caso de alguns cocainicos e outras com menores
polaridades, como os canabindides. Por esse motivo, em estudos onde se
procura analisar muitas drogas de abuso simultaneamente, € comum a utilizacao
de cartuchos com fases solidas compostas por co-polimeros de propriedades
hidrofilicas e lipofilicas, como o Oasis HLB®, da marca Waters, e 0 Strata-X®,
da marca Phenomenex. Utilizando fases sélidas com essas caracteristicas, €

possivel ajustar 0 método para que se consiga obter boas recuperacdes para
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diferentes substancias (Muckulak et. al., 2014; Ort et. al., 2014; Vazquez-Roig
et. al., 2010).

A figura 3 demonstra a estrutura da fase solida do cartucho Strata-X®. E
possivel observar o sitio hidrofilico em vermelho, onde predominam interacées

dipolo-dipolo; e o sitio lipofilico em preto.

n — 0
,"":""- k“.'\_
4 |}
i '.,'l.\_' A '
{" Wil
Y M

Figura 3. Composicdo da fase mével do cartucho SPE Strata X®, Phenomenex.

2.2.3. Determinacéo analitica

A determinacédo analitica de drogas de abuso (DA) em esgoto tem sido
realizada, quase que na totalidade dos trabalhos, utilizando cromatoégrafo liquido,
HPLC (high performance liquid chromatography) ou UPLC (ultra performane
liquid chromatography), acoplado a espectrometro de massas em

triploquadrupolo.

Outros analisadores de massas poderem ser utilizados. No entanto,
devido a complexidade da matriz esgoto, que apresenta normalmente muitos
interferentes, e as baixa concentracdes em que as DA sdo encontradas, o
analisador de massas em triploquadrupolo € a melhor op¢ao por apresentar alta

seletividade e sensibilidade (Gheorghe et. al., 2007; Huerta-Fontela et. al., 2007).

A figura 4 ilustra o caminho percorrido pelos analitos no espectrébmetro

de massas em triploquadrupolo.
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Figura 4. Principio de funcionamento de um espectrdmetro de massas em triplo-quadrupolo.

No quadrupolo 1 (Q1), os ions que chegam séo selecionados de forma
gque somente o ion-precursor seja direcionado ao Q2, onde ocorre a
fragmentacdo. O Q3 ¢é responsavel por selecionar os fragmentos mais
abundantes. O equipamento monitora toda o processo e dai vem sua
seletividade, pois mesmo que um ion com mesma massa molecular que o ion-
precursor chegasse simultaneamente ao Q1, ele teria que apresentar as

mesmas fragmentacdes para provocar erros na leitura do equipamento.

Os parametros MRM controlam desde a entrada das moléculas a
fragmentacao e a chegada dos ions-produto no Q3. Sendo assim, a otimizacao
é feita com o objetivo de identificar os principais fragmentos e aumentar a sua
abundancia no udltimo quadrupolo, possibilitando melhores condi¢cdes para a
quantificacdo e identificacdo dos analitos. Como o equipamento é capaz de
monitorar a fragmentacdo de cada ion de forma independente, os parametros

gue influenciam tal processo séo individuais para cada ion-precursor.
A seguir, uma descricdo de cada um desses parametros:

e DP (Declustering Potencial): E utilizado para minimizar a formagao
de clusters, que sao agrupamentos de ions e solvente.

e EP (Entrance Potencial): Diferenca de potencial que orienta a
entrada do ion no Q1.

e CEP (Collision Cell Entrance Potencial): Orienta a entrada do ion na
célula de colisédo (Q2).

e CE (Collision Energy): Potencial que controla a energia de colisdo
dos ions com o gas de colisdo, influenciando diretamente na

formacao dos ions-produto.
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e CXP (Collision Cell Exit Potencial): Potencial que guia e forca os

fragmentos para fora da célula de coliséo, levando-os ao Q3.

2.3. Estimativa do consumo de drogas por epidemiologia do esgoto

Inicialmente, é importante considerar que a qualidade de estimativas de
consumo de DA para uma populacao atendida por ETE esta diretamente ligada
a qualidade do sistema de esgoto da regido. No caso do Distrito Federal, 88,9%
das residéncias possuem saneamento adequado e 10,9% delas possuem
saneamento semi-adequado, demonstrando uma vasta cobertura feita pelas

estacoes de tratamento de esgoto (CAESB, 2014).

Ap6s o consumo de DA, o organismo do usuario metaboliza essas
substancias que, quando excretadas, em suas formas inalteradas ou néo, irdo
compor 0 esgoto da regido e chegardo como afluentes de uma estacdo de
tratamento de esgoto. Ao analizar amostras desses afluentes de esgoto, pode-
se determinar a concentracao dessas substancias e, através de um retro-célculo,
estimar o consumo da droga para a populacdo que compde o esgoto da ETE.
Para tal, utiliza-se também dados de vazao de afluente de esgoto na ETE, taxa
de excrecdo da droga ou metabdlito, razdo molar entre a droga excretada (DE)
e a droga inalterada (DI) e também o nimero de habitantes atendidos pela ETE.

A equacéo 1 a seguir demonstra como o consumo pode ser calculado
utilizando cada uma das informacdes (Zuccato, 2008).
_CXQyXEy
X X hab
1)
Utilizando-se c (g/L), Q,, (L/dia), E, (razdo molar entre DE e DI), X (taxa
de excrecao da DI ou DE) e hab (niUmero de habitantes atendidos dividido por
1000) pode-se obter o consumo C em gramas por dia para cada 1000 habitantes
(g diat 1000 hab).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal desenvolver um método
analitico para determinacdo de Cocaina, 7 de seus principais metabdlitos e 2
adulterantes, bem como Anfetamina, Metanfetamina e 4 derivados
anfetaminicos encontrados comumente no ecstasy, e 3 dos principais
metabdlitos da Cannabis em amostras de esgoto bruto, para auxilio em estudos
de epidemiologia do esgoto e producéo de estimativas de consumo de drogas

de abuso em regides do Distrito Federal.

Para realizagdo deste trabalho, foram tracados os seguintes objetivos

parciais:

- Realizar otimizacéo dos parametros instrumentais do espectrémetro de

massas para cada um dos compostos de interesse;

- Desenvolver método cromatogréfico adequado e capaz de separar

satisfatoriamente os compostos com mesma massa molecular;

- Desenvolver método de extracao baseado em SPE capaz de extrair os

19 compostos;

- Realizar andlise de amostras reais de esgoto coletadas em diferentes

ETEs do Distrito Federal para producéo de estimativas de consumo.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Otimizacdo de parametros instrumentais

O equipamento utilizado para realizacdo das analises deste trabalho é
um cromatografo liquido de ultraeficiéncia acoplado a espectrometro de massas
(UPLC-MS/MS) da marca ABSciex e modelo API 3200 presente no Instituto
Nacional de Criminalistica da Policia Federal em Brasilia, cujo analisador de
massas € do tipo triploquadrupolo com fonte de ionizagao por eletronspray (ESI)

operando em modo positivo. Como coluna cromatografica, foi utilizada uma
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coluna modelo Zorbax RRHD SB-C18, da marca Agilent, com 50 mm de
comprimento por 2.1 mm de didmetro interno e particulas de tamanho 1.8 pm.

Para os propoésitos deste trabalho, solugbes-estoque a 20 mg/L de todos
os analitos foram preparadas. Solugbes e spikes citados no decorrer deste

trabalho foram preparados a partir destas solugcbes-estoque.

Na otimizacdo dos parametros MRM (multiple reaction monitoring),
seguiu-se meétodo automatico indicado pelo fabricante do equipamento, onde
solucdes de cada analito em metanol, a uma concentracdo de 400 ug/L, sédo
injetadas separadamente direto no analisador de massas. A otimizagéo é feita
de forma univariada, ou seja, cada parametro é otimizado separamente sem que
seja considerada a infléncia de um parametro sobre o outro. O resultado sdo os
valores 6timos para cada analito. O objetivo é potencializar a ionizacdo das
moléculas-alvo, a fragmentacédo dos ions-precursores e a passagem desses ions

através dos quadrupolos.

A figura 5 ilustra o triploquadrupolo do API 3200 e mostra a posicao de

cada um dos paramentros otimizados.

CEP

RO1 (Q1) ROZ (Q2) RO3 (Q3)

SN
-\\:\EUR. CE CXP

Figura 5. Esquema do API 3200 ilustrando a posicao dos parametros DP, EP, CEP, CE e CXP.

Além dos parametros MRM, foi necessario otimizar os parametros da

fonte de ionizacao eletronspray (ESI).

A seguir, uma descricdo de cada um dos parametros da fonte de

ionizagao:
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e Curtain Gas: Fluxo de gas que impede que gotas de solvente
atrapalhem a passagem dos ions.

e lon Spray Voltage: Controla a voltagem aplicada na agulha da fonte
de ions.

e lon Source Gas 1: Pressdo do gas de eletronebulizacao.

e lon Source Gas 2: Pressdo do gas responsavel por evaporar o
solvente das gotas de amostra.

e Temperature: Temperatura aplicada durante a eletronebulizag&o.

O método cromatogréfico foi otimizado variando-se vazao e gradiente da
fase mével, volume de injecdo e temperatura da coluna cromatogréafica. Um mix
com todos os analitos a 200 ug/L foi preparado para ser utilizado nesta etapa.
Os valores considerados 6timos foram escolhidos por possibilitarem uma

separacdo satisfatéria dos analitos, com baixo tempo de retencéo.

4.2. Locais de amostragem e coleta de esgoto

As amostras de esgoto utilizadas neste trabalho foram coletadas dos
afluentes de esgoto que chegam as ETEs (acrébnimo para estacdes de
tratamento de esgoto). As coletas sdo do tipo composta, onde de hora a hora,
uma aliquota de esgoto é coletada dos afluentes e armazenada para que, ao fim
de 24 horas, possam formar uma amostra representativa daquele dia. A aliquota
coletada para composicdo da amostra representativa do dia tem seu volume
definido de acordo com a vazdo média de esgoto que chega a ETE no momento
da coleta. Tais coletas foram realizadas por técnicos da CAESB nas ETEs Norte

e Sul.

Aliquotas finais representativas de cada dia, com volume de 1L, foram
levadas ao laboratério em frascos de vidro ambar armazenados em isopor. Os
frascos foram previamente lavados com agua e detergente, e enxaguados com
agua ultrapura e etanol. O procedimento de tratamento de amostra e extracéo
foi iniciado imediatamente apds a chegada ao laboratério.
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A tabela 1 apresenta as regifes atendidas por cada ETE, bem como o

namero de habitantes e a vazdo média de esgoto que chega a ETE.

Tabela 1. Regides e nimero total de habitantes atendidos pelas ETEs estudadas neste trabalho.

ETE

Brasilia Norte

Brasilia Sul

Regides atendidas Total de habitantes*
Asa Norte
Lago Norte
Varjio 186493

S.C.I.A (Estrutural)

Asa Sul

Lago Sul

Aguas Claras
Sudoeste/Octogonal
Cruzeiro

S.LA

Park Way

Guara

522819

Nucleo Bandeirante
Candangolandia

*Numero de habitantes estimado pela CAESB.

A figura 6 traz um mapa de Brasilia e ilustra as areas atendidas pelas
ETEs Brasilia Norte e Sul.
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Figura 6. Regides administrativas atendidas pela ETE Brasilia Norte, em preto, e Brasilia Sul,

em azul.

4.3. Planejamento fatorial e tratamento de amostra

Para desenvolvimento de método de extracdo adequado aos propositos
deste trabalho, foi realizado um planejamento fatorial 23. As amostras de esgoto
para esta etapa foram coletadas na ETE Brasilia Norte.

O planejamento fatorial avaliou os efeitos do solvente utilizado para o
condicionamento e para a eluicéo, e o pH da amostra. A tabela 2 apresenta os

niveis aplicados a cada uma das variaveis estudadas.
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Tabela 2. Variaveis estudadas no planejamento fatorial e seus respectivos niveis.

Niveis Efeito 1 — Condicionamento  Efeito 2 — Eluicao Efeito 3 — pH

Nivel alto (+) Metanol/Acetonitrila (60/40) Metanol/Acetonitrila (60/40) 2

Nivel baixo (-) Metanol Metanol 6

As amostras de esgoto bruto, logo que chegaram ao laboratério, foram
divididas em duas porcdes as quais foram ajustadas a pH 2 e 6 para a realizacao
do planejamento fatorial. Em seguida, as amostras foram fortificadas com
padrdes dos analitos de interesse, de forma que adquirissem concentracoes de
1 mg/L dos mesmos. A recuperacdo do método de extracdo foi determinada
tomando a concentracdo obtida nas amostras fortificadas, subtraindo-a da
concentracdo encontrada nas amostras correspondentes sem fortificacdo e

comparando com a concentracao esperada (1 mg/L).

A figura 7 mostra como a recuperacgao para os analitos € calculada.

Sinal no analito em solvente
(concentracdo conhecida)

Sinal do analito na amostra final
(concentracdo conhecida)

Sinal do analito na amostra final

Figura 7. O maior sinal é proveniente do analito com concentracdo conhecida em solvente. O
sinal verde, geralmente menor por perdas durante a extracao, corresponde ao analito na amostra
de esgoto fortificada. J& o sinal vermelho indica a presenca de analito na amostra de esgoto

original, sem fortificacao.

Para a extragdo, 50 mL de esgoto sao eluidas pelo cartucho de extracédo

SPE (solid phase extraction), sendo ele moledo Phenomenex Strata X® (500 mg,
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6 mL) composto por co-polimero com grupamentos hidrofilicos e lipofilicos. O
condicionamento é feito com 6 mL de solvente e 3 mL de agua ultrapura, e a
eluicdo também utilizou 6 mL do solvente correspondente. Nos casos em que 0
procedimento ndo pode ser feito sem interrupcdes, os cartuchos foram
centrifugados por 5 minutos a 15 mil rpm e armazenados em congelador até que
se pudesse dar continuidade com a elui¢cdo. Apos a eluigdo, as amostras foram
levadas a secura em concentrador utilizando atmosfera de gas nitrogénio e
aguecimento a 40 °C, e reavolumados para 5 mL em metanol, o que equivale a
um fator de contracdo de 10 vezes, ja que desses 5 mL foram tiradas as aliquotas
levadas ao UPLC-MS/MS.

A tabela 3 apresenta as caracteristicas de cada ensaio do planejamento

fatorial.

Tabela 3. Caracteristicas dos ensaios do planejamento fatorial.

Ensaio Efeito 1 — Condicionamento Efeito 2 — Eluicao Efeito 3 - pH
1 Metanol/Acetonitrila (60/40) Metanol/Acetonitrila (60/40) 2
2 Metanol/Acetonitrila (60/40) Metanol 2
3 Metanol Metanol/Acetonitrila (60/40) 2
4 Metanol Metanol 2
5 Metanol/Acetonitrila (60/40) Metanol/Acetonitrila (60/40) 6
6 Metanol/Acetonitrila (60/40) Metanol 6
7 Metanol Metanol/Acetonitrila (60/40) 6
8 Metanol Metanol 6
4.4. Estimativas de consumo

Para a producéo das estimativas de consumo, foram coletadas amostras
de esgoto das ETEs Brasilia Norte e Brasilia Sul. As coletas foram realizadas,
segundo método ja descrito, nos dias 6, 7, 13 e 14 de julho. O objetivo € analisar
amostras de esgoto dos dias seguintes aos jogos da Copa do Mundo FIFA que

ocorreram em Brasilia nos dias 5 e 12 de julho.

As amostras coletadas foram analisadas seguindo método desenvolvido
neste trabalho. Para o tratamento de amostra, as condi¢bes do ensaio 2, que
podem ser vistas na tabela 3, foram aplicadas por apresentarem melhor

recuperacdo média para o maior numero de analitos, como sera discutido mais
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adiante. Ou seja, as amostras foram ajustadas a pH 2, o condicionamento do
cartucho foi feito com 6 mL de metanol/acetonitrila 60/40 e 3 mL de &gua, 50 mL
de esgoto foram utilizados na fase de carregamento do cartucho, 6 mL de
metanol foram utilizados na eluicdo e a amostra foi levada a secura e
reavolumada para 5 mL com metanol. Para reavaliar as recuperacdes, também
foram extraidas e analisadas amostras com spike dos analitos a 0,1 mg/L e 1

mg/L.

Ja para as andlises, os parametros MRM, da fonte ESI e cromatogréaficos
utilizados estdo apresentados, respectivamente, nas tabelas 4, 5 e 6 e foram
também resultado das otimiza¢Bes descritas anteriormente. A quantificacdo é

feita através de curva analitica produzida por calibragdo externa.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Neste trabalho, as determinac6es analiticas foram realizadas utilizando-
se UPLC-MS/MS e a extracdo dos analitos foi baseada em SPE. Com essas
etapas otimizadas, amostras de esgoto de diferentes ETEs foram analisadas e
0 consumo de cocaina foi estimado para as correspondentes regides do Distrito
Federal. Desta forma, inicialmente serdo discutidos os resultados das
otimizacdes dos parametros instrumentais e do método de extracdo e, em
seguida, os resultados das andlises das amostras de esgoto bruto e as

estimativas de consumo para as populacdes atendidas pelas ETEs investigadas.

5.1. Desenvolvimento do método

5.1.1. Otimizacdo de parametros instrumentais

Os primeiros resultados obtidos neste trabalho sdo advindos das
otimizacdes dos parametros MRM (Multiple Reaction Monitoring) para o0s
compostos investigados. Apds sofrerem ionizagdo, 0s ions-precursores entram
no primeiro quadrupolo, seguem para o fragmentador e chegam ao terceiro

quadrupolo em forma de fragmentos - os ions-produto - onde um sinal é gerado.

Seguindo outros trabalhos utilizando MRM (Huerta-Fontela et. al., 2008;
Kasprzyk-Hordern et. al., 2008) optou-se por operar o EletronSpray em modo
positivo (ESI+). Portanto, o ion-precursor corresponde sempre a molécula
protonada de cada analito, ou seja [M+H]*. Ao final da otimizacdo obteve-se,
além dos parametros, os fragmentos com maior abundancia relativa, dos quais
foram escolhidos um para quantificacéo e dois para confirmacgao, sendo estes

os 3 ions-produto monitorados nas analises subsequentes.

As otimizagOes foram realizadas de forma automatica e univariada pelo
equipamento, que varia cada parametro, um a um, e determina o valor 6timo.
Apesar de desconsiderar a influéncia de um parametro no outro, o0 método
univariado é bastante praticado e apresenta resultados satisfatorios, ja que a
sensibilidade do equipamento € muito boa para a maioria das susbstancias
(Bartelt-Hunt et. al., 2009). N&o ha até esta data estudos avaliando a diferenca

proporcionada por um método multivariado.
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Na Tabela 4, observa-se os ions-precursores, 0s parametros MRM e os

ions-produto resultados da etapa de otimizacao.

Tabela 4. Pardmetros MRM e transi¢cdes escolhidas como resultado da otimizacdo. Para cada

analito, as transicfes estéo apresentadas em ordem decrescente de abundancia relativa do ion-

produto, sendo a primeira, portanto, utilizada para quantificacéo.

Massas dos

Analito DP (V) EP (V) CEP (V) fons (Da) CE (eV) CXP (V)
cocC* 41 3,5 20 304,2—182,2 23 4
304,2—105,2 43 4
304,2—119,0 39 4
AEME* 81 3 10 182,2—-108,2 21 4
182,2—119,1 23 4
182,2—122,1 25 4
BE* 46 55 16 290,2—168,2 27 4
290,2—77,2 79 4
290,2—105,1 45 4
Nor-BE* 56 7 12 276,2—154 1 19 4
276,2—136.1 29 4
276,2—105,1 39 4
Nor-COC* 61 6,5 18 290,2—168,2 19 4
290,2—136.2 31 4
290,2—77,2 67 4
EME* 36 6 12 200,2—182,2 19 4
200,2—82,1 37 4
200,2—94,1 49 4
AE* 56 9,5 10 168,2—136,2 13 4
168,2—91,1 29 4
168,2—108,1 23 4
ECG* 36 5,5 8 186,2—168,2 19 4
186,2—136,1 29 4
186,2—68,1 39 4
Levamisol 61 9 12 205,2—91,2 45 4
205,2—178,1 27 4
205,2—123,1 39 4
Fenacetina 51 9,5 10 180,2—110,2 27 4
180,2—138,1 21 4
180,2—65,1 47 4
AMP* 16 4 12 136,2—119,1 13 4
136,2—90,9 23 4
MAMP* 26 6 10 150,2—91,1 27 4
150,2—119,0 13 6
MDA* 21 5 10 180,2—163,2 13 4
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180,2—105,1 29 4

180,2—77,1 49 4

MDMA* 26 5 10 194,2—163,2 15 4
194,2—105,1 33 4

194,277 1 57 4

MDEA* 36 7 12 208.3—163,2 17 6
208.3—105.2 31 4

208.3—-77,2 57 4

MBDB* 36 6 12 208.3—135.1 27 4
208.3—-77,2 55 4

208.3—-177,2 13 4

THC-COOH* 61 6 24 345,2—327,2 19 6
345,2—299,1 33 6

345,2—91,1 91 4

OH-THC* 51 6,5 18 331,2—313,1 17 6
331,2—193,1 31 4

331,2—105,2 47 4

CBD* 51 7 22 315,2—123,1 43 4
315,2—193,1 25 4

315,2—135,2 25 4

*COC: Cocaina; AEME: anidroecgonina metil-éster; BE: benzoilecgonina; Nor-BE: nor-benzoilecgonina;
Nor-COC: nor-cocaina; EME: ecgonina metil-éster; AE: anidroecgonina; ECG: ecgonina; AMP: anfetamina;
MAMP: metanfetamina; MDA: 3,4-metilenodioxianfetamina; MDMA: metilenodioximetanfetamina; MDEA:
3,4-metilenodioxietilanfetamina; MBDB: metilbenzodioxolilbutanamina; THC-COOH: 11-nor-9-carboxi-A-9-
tetrahidrocanabinol; OH-THC: 11-nor-9-hidroxi-A-9-tetrahidrocanabinol; CBD: canabidiol.

Ao comparar esses parametros com o0s encontrados em trabalhos
semelhantes, geralmente observam-se variacdes nas abundéancias de cada
fragmento devido a grande dependéncia das condicdes do equipamento
utilizado. Entretanto, de um modo geral, os fragmentos gerados a partir dos ions
precursores sao 0S Mesmos e, consequentemente as transicdes precursor-
produto, também. Dessa forma, é possivel encontrar trabalhos que confirmam
os fragmentos apresentados na tabela 4 (Locatelli et. al., 2011; Melis et. al.,
2011).

Uma segunda etapa de otimizacdo envolveu a fonte de ioniza¢do. Todas
as moléculas presentes na amostra sao ionizadas da mesma forma. Nao ha
como identifica-las antes do espectrometro de massas e, portanto, ndo é
possivel gerar uma ionizacdo otima para cada analito. Dessa forma, apds a
otimizacdo dos parametros MRM, escolhe-se um analito que apresentou sinais

de menor intensidade e otimiza-se a ionizagdo tomando por base este analito.
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Novamente o processo € univariado e automatico. A tabela 5 apresenta os

resultados desta otimizagao.

Tabela 5. Parametros étimos da fonte de ionizacéo ESI.

Parametro Valor
Curtain Gas (psi) 12
Collision Gas (psi) 6

lon Spray Voltage (V) 5500
Temperature (°C) 450

lon Source Gas 1 (psi) 50

lon Source Gas 2 (psi) 45

A Ultima etapa de otimizacdo envolveu o método cromatografico. O
objetivo era variar parametros como vazao e gradiente da fase movel, volume de
injecdo e temperatura da coluna cromatografica para que se obtivesse um
cromatograma capaz de apresentar todos o0s analitos satisfatoriamente
separados com um baixo tempo total de analise. Somando-se a isto, O
espectrometro de massas empregado neste trabalho é altamente seletivo, o que
implica na possibilidade de avaliacdo individual de cada uma das transicGes
atribuidas ao analito sem a interferéncia das demais transicdes precursor-
produto, tanto do préprio analito quanto de outras substancias investigadas.
Portanto, ndo houve, durante a etapa inicial de desenvolvimento do método,
necessidade de separar cromatograficamente todos os analitos. Os parametros
instrumentais, bem como as condicdes finais utilizadas para obtencdo de uma

analise cromatografica satisfatéria sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Paramentros cromatograficos otimizados. A fase mével é composta de agua ultrapura

(solvente A), metanol (solvente B) e 0,01% de &cido férmico.

Parametro Valor

Vazao da fase movel 300 pL/min
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Temperatura da coluna 20°C
Volume de injecao 2 uL
Gradiente de fase movel 0-3 min: 10-50% B; 3.1 min: 100% B*

*A porcentagem de metanol sobe gradativamente de 10% a 50% nos primeiros 3 min e em 3.1

min é elevada instantaneamente a 100%, ficando assim até o fim da corrida.

A tabela 7 mostra os valores obtidos para os tempos de retencdo

cromatograficos.

Tabela 7. Tempos de retencdo obtidos para as substancias quimicas investigadas neste

trabalho.

Substéncia Tempo de retencdo (min)
EME 0,36
ECG 0,46
AMP 0,94

MAMP 1,12
MDEA 1,59
Levamisol 1,75
MBDB 1,88
MDA 2,16
MDMA 2,17
cocC 2,28
AEME 2,29
AE 3,06
Nor-COC 3,07
BE 3,07
Nor-BE 3,18

Fenacetina 3,96
CBD 4,79

OH-THC 4,79
THC-COOH 4,86

Ao se utilizar as propriedades de separagcdo combinadas do método
cromatografico e do equipamento de espectrometria de massas, convém
mencionar que, mesmo que dois ou mais analitos diferentes coeluam

cromatograficamente e cheguem ao primeiro quadrupolo no mesmo instante, o
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equipamento ird monitorar a fragmentacdo de cada analito de forma separada
levando-se em conta a massa/carga do ion produto gerado, bem como a do ion
precursor. Sendo assim, em uma ultima analise, os unicos analitos que nao
poderiam coeluir durante a andlise cromatografica seriam aqueles que
apresentassem mesma relacdo massa carga do ion-precursor e o mesmo perfil
de fragmentacéo, o que iria culminar na geragéo de transi¢cdes precursor-produto
idénticas. Como exemplo, € possivel observar na Tabela 4 que tanto a fenacetina
guanto o MDA apresentam ion precursor com m/z de 208,2. Entretanto, além de
ndo coeluirem, as transi¢cdes formadas para ambas substancias a partir do ion
precursor séo diferentes entre si.

A figura 8 apresenta os cromatogramas das transi¢cdes de quantificacao

de cada um dos 19 reagentes.
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Figura 8. Cromatogramas das transi¢cdes de quantificacdo, segundo tabela 4, para os analitos estudados

neste trabalho.

Ao se avaliar as 55 transicdes atribuidas aos 19 analitos mostrados na
Tabela 4, é possivel observar que existem duas transi¢cdes precursor-produto
idénticas. A transicdo com m/z 208.3—77,2 aparece para MDEA e MBDB. Neste
caso, as substancias ndo coeluem cromatograficamente e as transi¢es ndo séo
empregadas para quantificacdo, o que nao implica em nenhum tipo de problema

para a analise. Entretanto, esta mesma condi¢cao ndo a satisfeita ao se avaliar a
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transicdo com m/z 290,2—168,2. Esta transi¢cao precursor-produto é empregada
para quantificagdo dos analitos BE e Nor-COC, substancias estas que
apresentam tempo de retencao bastante proximos, como € possivel observar na
Tabela 7. Desta maneira, houve uma preocupacdo mais intensificada com
relacdo a otimizacdo dos parametros cromatograficos de modo que ambas as
substancias nao apresentassem picos sobrepostos.

Os parametros da Tabela 6 foram obtidos através de algumas repeticdes
onde os mesmos foram variados para que se obtivesse uma corrida

cromatografica com as caracteristicas requeridas.

Os solventes dgua e metanol, bem como o &cido formico utilizado como
como aditivo da fase movel, tém sido empregados em trabalhos semelhantes
(Ort et. al.,, 2014) e tém se mostrado adequados para a determinacdo de
substancias pertencentes as mesmas classes investigadas neste trabalho. O
propoésito do aditivo € melhorar a ionizacdo dos analitos sob o modo de
polarizacdo positivo da fonte de ionizagdo por eletronebulizacdo. A opcéo de
elevar instantaneamente a porcentagem de metanol de 50% para 100% aos 3,1
min foi feita com objetivo de diminuir o tempo final da corrida cromatogréfica. Em
testes preliminares, observou-se uma janela de varios minutos entre a maioria
dos analitos e os canabindides. Provavelmente, estes ultimos ligam-se mais
fortemente a fase estacionaria da coluna cromatografica devido a sua menor

polaridade em comparagao aos demais analitos.

5.1.2. Planejamento Fatorial - método de extracéo

Com a definicdo de todos os parametros instrumentais necessarios para
se detectar e quantificar os analitos, a etapa de preparo da amostra representa
a etapa seguinte para que se construa um método analitico capaz de quantificar
drogas de abuso e seus metabodlitos em amostras de esgoto bruto. Devido a
complexidade da matriz e as baixas concentracdes esperadas dos compostos-
alvo nas amostras naturais, esta etapa foi de suma importancia para o
desenvolvimento do método. A extracdo em fase solida foi o procedimento

escolhido para a extragao dos analitos considerando-se a ampla utilizacao desta
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etapa em inumeros trabalhos semelhantes que obtiveram sucesso na
determinacdo de drogas em esgoto (Bisceglia et. al., 2013; Castiglioni et. al.,
2006; Gheorghe et. al., 2007).

Apesar de muitos trabalhos realizarem uma etapa de filtracdo do esgoto
bruto antes da extragdo em fase solida, alguns estudos demonstram perdas na
recuperacdo advindas dessas etapa (Heuett et. al.,, 2015), motivo pelo qual
optou-se por utilizar apenas chumacos de |a para reter o material particulado

mais grosseiro.

Para desenvolver um método de extracdo baseado em SPE (do inglés,
solid phase extraction) é essencial que o0 mesmo seja capaz de extrair diferentes
analitos de interesse do esgoto bruto, com boa exatiddo em termos de
recuperacdo. Considerando-se que os analitos selecionados neste trabalho
pertencem a diferentes classes optou-se por utilizar uma fase adsorvente em
SPE constituida de um co-polimero com grupamento hidrofilicos e lipofilicos.
Além disso, foi realizado um planejamento fatorial 2° para se estudar diferentes
condicBes de pH da amostra, de condicionamento da fase sélida e eluicdo dos
analitos de interesse. Para o condicionamento e para a elui¢cdo, os dois niveis
escolhidos foram metanol e mistura de metanol e acetonitrila 60/40. Paro o pH,
optou-se por testar os valores 2 e 6. Tais valores foram escolhidos tomando por
base trabalhos que obtiveram bons resultados para drogas de abuso em esgoto.
Feitosa demonstrou em seu trabalho boas recuperacdes para COC e BE
utilizando a mistura metanol/acetonitrila e valores de pH 2 e 6. Demonstrou
também uma diminuicdo nas recuperacfes causada pela adicdo de uma etapa
de lavagem, motivo pelo qual se decidiu ndo utilizar lavagem neste trabalho
(Feitosa, 2012).

As figuras 9 e 10 mostram as recuperacdes obtidas para cada analito de
interesse, obtidas em cada um dos 8 ensaios realizados para o planejamento

fatorial.
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Figura 10. Porcentagens médias de recuperacdo para 0s anfetaminicos, ordenadas,

respectivamente, para os ensaios de 1 a 8, com destaque para o ensaio 2.

O principal objetivo do planejamento fatorial, além de avaliar os efeitos
de cada variavel testada sobre as recupera¢des dos analitos, € encontrar o
método de tratamento de amostra que apresente melhores recuperacdes para o
maximo de compostos possivel, ja que se quer extrai-los de uma s6 vez. O
ensaio 2, no qual foi utilizado metanol/acetonitrila para o condicionamento,
metanol para a eluicdo e pH da amostra igual a 2, foi escolhido para ser utilizado
nas analises seguintes por apresentar melhores recuperacfes para a maioria
dos analitos. Nos casos em que 0 ensaio 2 ndo se apresenta como melhor opgao
(Nor-COC, MAMP e MDEA), este ainda apresenta valores de recuperacdo
aceitaveis, sendo estes de 70% a 130% para substancias em concentracdo-traco
(U.S.EPA, 2010).
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Observando as figuras 9 e 10 pode-se perceber que o ensaio 1, no qual
foi utilizada a mistura metanol/acetonitrila tanto no condicionamento quanto na
eluicdo e pH 2 para a amostra, também apresentou resultados satisfatorios para
alguns dos analitos. No entanto, para COC e AE observou-se recuperacdes
abaixo de 70%. Percebe-se ainda que, para alguns analitos, como COC, AEME,
fenacetina e levamisol, ha uma menor recuperacao nos ultimos 4 ensaios, onde

foi utilizado pH 6 nas amostras de esgoto.

N&o se obteve valores de recuperacéo satisfatorios para a substancia
EME e a ECG bem como os canabindides ndo foram recuperados. Os cocainicos
EME e ECG provavelmente ndo puderam ser recuperados devido a sua alta
polaridade, fator desfavoravel a recuperacdo em caso de matriz aquosa e
cartucho Strata X®, incapaz de reter analitos através de interacdes
eletrostasticas. Outros trabalhos obtiveram resultados satisfatorios para tais
substéancias utilizando cartuchos de troca cationica (Vazquez-Roig et. al., 2010).
Ja para os canabinoides imagina-se que tenha ocorrido o contrario. Devido a sua
baixa polaridade, € provavel que estes tenham ficado retidos a fase soélida do
cartucho e sua eluicdo com os solventes testados ndo tenha sido possivel.
Observa-se em trabalhos com canabindides em esgoto que solventes mais
apolares sao utilizados na eluicdo, ou que cartuchos mais adequados
especificamente a este grupo de substancias séo utilizados (Vazquez-Roig et.
al., 2010; Nefau et. al., 2013)

Os efeitos de cada variavel estudada, bem como suas interacoes,
foram calculados com o objetivo de demonstrar quais desses fatores tém
influéncia estatisticamente significativa sobre os valores de recuperacéo. O valor
de um efeito representa a influéncia causada pela passagem do nivel 1 para o
nivel 2 das variaveis do planejamento fatorial. Sendo assim, se o valor de um
efeito é positivo e consideravel, quer dizer que a utilizacdo do nivel 2 daquela

variavel traz melhoras as recuperacoes.

As tabelas 8 e 9 trazem os valores calculados dos efeitos e de suas

interacbes acompanhados de seus erros-padréo.
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Tabela 8. Valores dos efeitos calculados, em porcentagem, para 0s cocainicos e adulterantes,

seus erros-padréo e intervalos de confianca para ts,o5%.

Efeito BE COC Nor-COC AE EME AEME Nor-BE Fenac. Levam.
Principais
1 (Condic.) -4,9 -4,9 -31,5 -6,8 -231 5,5 -49,6 0,2 8,3
2 (Eluicéo) 4,1 27,2 2,2 281 -29 32,7 1,9 2,3 7,8
3 (pH) 2,0 -8,9 8,2 -7,0 21,8 -25,3 11,8 -22,7 -41,1
Interacé@o
12 0,5 11,1 1,2 2,7 -1,8 -12,3 0,5 -8,1 3,6
13 6,8 9,7 13,5 10,5 -2,8 4,9 2,6 8,5 24
23 -2,3 -12,3 -4,2 -17,8 55 12,0 -0,7 -3,2 -7,1
123 -1,2 -8,0 -11,4 -18,2 6,6 -32,3 -1,6 2,4 -6,8
Sefeito 29 2,3 2,1 2,7 1,3 6,3 2,3 8,0 9,7
I.C 6,7 53 4,7 6,2 3 14,5 54 18,6 22,4

Tabela 9. Valores dos efeitos calculados, em porcentagem, para os anfetaminicos, seus erros-

padrdo e intervalos de confianga para tsos%.

Efeito AMP MAMP MDEA MBDB MDA MDMA
Principais
1 (Condic.) -3,6 -2,9 -8,1 -9,3 -13,5 -4,2
2 (Eluicéo) 7,3 -2,6 3,3 11,8 7,3 8,0
3 (pH) 7,3 -2,6 3,3 11,8 7,3 8,0
Interacdo
12 -1,0 16,0 3,0 3,1 5,2 0,8
13 6,5 10,7 -0,1 3,6 4,9 54
23 -3,0 -5,5 1,1 -3,2 -3,3 -4,1
123 -4,0 -0,3 0,5 -3,8 -1,7 -4,1
Sefeito 1,8 8,3 2,7 2,3 2,9 2,3
l.C 4,3 19,2 6,3 52 6,7 5.2

Considera-se estatisticamente significativo o efeito que tiver valor maior
que o intervalo de confianca. Este, por sua vez, € o resultado do produto entre o
erro-padrao do efeito e o valor do t de Student, que neste caso foi tomado como

2,3 por corresponder a 95% de confianca e 8 graus de liberdade.

Observando entdo as tabelas 8 e 9, percebe-se que para a maioria dos
cocainicos o condicionamento ou eluicdo apresentam efeitos significativos, o que
também se observa nos anfetaminicos. Tais efeitos, quando significativos, séo
negativos para o condicionamento e positivos para a eluicdo, demostrando

novamente que a mistura metanol/acetonitrila no condicionamento e metanol na
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eluicdo apresentam melhores resultados de recuperagdo no contexto onde se

quer extrair todos os analitos ao mesmo tempo.

O pH apresenta efeitos positivos em alguns anfetaminicos mas
influencia negativamente, e com valores maiores, os analitos COC, AEME,

Fenacetina e Levamisol.

Concluiu-se, portanto, que o método de extracdo otimizado para os
propésitos deste trabalho deveria ter um condicionamento com
metanol/acetonitrila 60/40 e eluicdo com metanol. A amostra deve ter o pH

ajustado a 2 antes do processo de extragao.

5.2. Anélise de esgoto e estimativa de consumo

As amostras de esgoto coletadas nas ETEs Norte e Sul passaram por
extracdo segundo metodologia otimizada através do planejamento fatorial. As
andlises foram realizadas utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas e todos os parametros instrumentais utilizados foram

os do método analitico desenvolvido neste trabalho.

Na figura 12 estdo expostas as curvas analiticas de cada analito obtidas
por calibracdo externa, em que sao utilizadas solu¢gdes-padrao das substancias
estudadas. As equacdes destas curvas foram posteriormente utilizadas para

guantificar os analitos no esgoto.
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Como mostra a figura 11, h4 relacdo de linearidade entre a area dos
picos a as concentracdes das substancias, com valores de R? variando de 0,990
a 0,999.

Foram coletadas amostras de esgoto bruto das ETEs Norte e Sul
correspondentes ao sdbado e domingo posteriores aos jogos da copa do mundo
de futebol que ocorreram nas sextas-feiras dos dias 5 e 12 de Julho. Para que
se pudesse novamente observar a recuperacao, as amostras da copa também
foram analisadas com prévia fortificacdo das substancias-alvo. Dessa forma foi
possivel comparar o sinal obtido das amostras originais com as fortificadas e
observar quanto da concentracdo dos analitos estava sendo recuperada. A
tabela 10 apresenta as recuperacfes meédias calculadas para as amostras da

copa.

Tabela 10. Recuperacdes médias observadas nas analises das amostras da copa.

Analito Recuperacao
BE 86%
CocC 72%
AE 71%
AEME 90%
Nor-BE 95%
Nor-COC 70%
Fenacetina 85%
Levamisol 74%
AMP 67%
MAMP 62%
MDA 78%
MDMA 76%
MDEA 2%
MBDB 87%

Como se pode observar na Tabela 10, os mesmos analitos recuperados
no planejamento fatorial apresentaram novamente valores satisfatorios de
recuperacédo. Portanto, o fato de alguns dos analitos néo terem sido encontrado
nas amostras da copa sé pode ser atribuido a auséncia destes no esgoto ou a

concentracéo abaixo do limite de detec¢cdo do método.
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Neste sentido, a Tabela 11 apresenta os limites de detec¢do do método

para as substancias investigadas.

Tabela 11. Limites de detec¢do do método para os 19 analitos investigados.

Substéncia
BE
CcoC
AE
AEME
Nor-BE
Nor-COC
ECG
EME
Fenacetina
Levamisol
AMP
MAMP
MDA
MDMA
MDEA
MBDB
CBD
OH-THC
THC-COOH

Limite de deteccéo (ug/L)
2,5
2,5
6,0
25
2,5
2,5
6,0
5,0
2,5

5
10
25
10
5,0
8,0
6,0
25
50
60

*Valores de L.O.D determinados experimentalmente e correspondentes a relacéo sinal/ruido maior que 3.

As concentracdes encontradas nas amostras de esgoto sao

apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12. Concentracdo das substancias que foram encontradas nas amostras de esgoto. As

demais substancias néo presentes na tabela n&o foram observadas.

Regido BE cocC AE Fenacetina Levamisol
(mg/L)  (uo/L)  (ug/L) (Hg/L) (Hg/L)
Norte, dia 6 51 0,4 2,1 0,4 0,9
Norte, dia 7 3,2 0,5 2,0 0,5 0,7
Sul, dia 6 3,9 0,4 1,7 0,4 0,4
Sul, dia7 2,8 0,3 1,2 0,5 0,3
Norte, dia 13 3,4 0,3 2,0 0,4 0,6
Norte, dia 14 3,8 0,3 2,4 0,4 0,3
Sul, dia 13 1,8 0,2 1.4 0,8 0,4
Sul, dia 14 2,7 0,2 2,5 0,4 0,4

Dentre os 16 analitos investigados nas amostras de esgoto bruto,
apenas cinco foram encontrados: os cocainicos BE, COC e AE e os dois
principais adulterantes da cocaina investigados. Apesar de nenhuma outra
substancia ter sido detectada, convém observar que as cinco substancias
relacionadas ao uso de cocaina foram encontradas em todas as amostras
investigadas, evidenciando a ubiquidade das mesmas, bem como o padréo de
uso de cocaina pela sociedade. Enquanto que a concentracdo de BE é
comumente utilizada para se estimar o consumo de cocaina (van Nuijs et al.,
2011), a presenca de AE em amostras de esgoto pode ser utilizada para
diferenciar as formas de consumo desta droga, uma vez que a AE esta
diretamente associada a desidratacdo da cocaina e, conseqguentemente, ao

consumo da droga na forma de base livre fumada (como no crack).

Entretanto, diferentemente das situa¢cdes nas quais € possivel estimar o
consumo total de cocaina empregando-se a BE, ainda existem poucos dados na
literatura que suportem o uso de AE para possibilitar seu uso para se estimar o
consumo de crack. Isto ocorre por dois motivos principais. Primeiramente, a AE
tem sido pouco investigada em trabalhos ao redor do mundo, ja que a
perspectiva de consumo de cocaina na forma de base livre fumada tem sido
restrito a paises sul-americanos, ja que o0 custo desta droga € menor em
comparacdo a droga na forma de sal cloridrato (inaladvel). Em segundo lugar,
existe uma caréncia de informagdes na literatura associadas a AE que permitam
a realizacdo de calculos de estimativa de consumo, tais como taxa de
metabolizacdo e proporcao de produgcéo de AEME, precursor da AE, durante a

queima do crack. Neste ultimo caso, é importante mencionar que a producao de
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AEME podera depender de aspectos pouco passiveis de controle, tais como

condic¢des e/ou habilidade do usuario em manusear e fumar a droga.

A fenacetina e o levamisol sdo adulterantes que podem ajudar os 6rgaos
publicos responsaveis a identificar a origem da cocaina consumida. O projeto
PeQui, desenvolvido pela Policia Federal, tem o objetivo de tracar o pefrfil
quimico das impurezas da cocaina e tais farmacos ja foram identificados como
adulterantes da cocaina consumida no Brasil (Botelho et al., 2014. Zacca et al.,
2014). De maneira geral, tais trabalhos indicam uma prevaléncia de fenacetina
utilizada como adulterante em amostras de cocaina base livre, isto é, que
poderiam ser utilizadas diretamente na forma fumada e, de forma complementar,
o levamisol como adulterante presente em amostras de cocaina sal cloridrato.
Como o comeércio licito de tais adulterantes é virtualmente inexiste no Brasil, os
resultados obtidos neste trabalho propdem que outros indicadores de forma de
uso de cocaina e que poderiam orientar politicas de seguranca e saude publica.

Para se estimar o consumo de cocaina nas regifes atendidas pelas
ETEs Norte e Sul, nos finais de semana de dois jogo da copa do mundo, utiliza-
se as concentracdes de BE em um retrocélculo proposto por Zuccato (2005), o
qual também leva em conta a vazao de esgoto que chega a ETE bem como o
namero de habitantes atendidos por ela e a taxa de metabolizacdo da COC em
BE.

A tabela 13 apresenta o consumo de cocaina estimado baseado nas
concentracOes de BE da tabela 12.

Tabela 13. Estimativa do consumo de cocaina para os finais de semana de jogos da copa do

mundo em Brasilia.

Regido Atendida Vazao Consumo Consumo
(L/dia) (g/diax1000hab) (doses/diax1000hab)
Norte, dia 6 35620000 2,28 22,8
Norte, dia 7 34032000 1,36 13,6
Sul, dia 6 79221600 1,39 13,9
Sul, dia 7 71377669 0,90 9,1
Norte, dia 13 53782000 2,28 22,8
Norte, dia 14 58160000 2,75 27,5
Sul, dia 13 76643999 0,62 6,3
Sul, dia 14 69091200 0,82 8,25

47



E possivel observar, nos dois finais de semana, um consumo
consideravelmente mais concentrado na regido norte, que abrange Asa Norte,
Lago Norte, Varjao e S.C.I.A (Estrutural). No entanto, esse maior consumo na
regido norte ja havia sido observado em estudos realizados em 2010 e 2012
(Maldaner et al., 2012. Feitosa, 2012).

Feitosa (2012) estimou também o perfil de consumo semanal de cocaina
na regido norte de Brasilia por meio do célculo da estimativa de consumo da
droga em todos os dias de uma semana, entre 19 a 25 de abril de 2012. Neste
estudo, observou picos de consumo nos finais de semana e vales durante a
semana, evidenciando que existem variacdes significativas ao se comparar o
consumo durante uma semana tipica. Considerando-se apenas os dados
calculados por Feitosa (2012) para os dias de sabado e domingo, é possivel
estabelecer um comparativo estre os resultados calculados neste trabalho e
agueles gerados durante um final de semana em que n&o houve um evento
social de grandes proporcdes, tal quais aqueles que ocorreram durante a Copa
do Mundo da FIFA. A Figura 12 mostra os resultados obtidos em 2012 e aqueles

produzidos neste trabalho.

Domingo, dia 14
Feitosa

____________________________________________________|
|
Sabado, dia 13 |
Feitosa [—
Domingo, dia 7 |
Feitosa [N
|
|

Sabado, dia 6
Feitosa

Figura 12. Consumo estimado de COC obtido por Feitosa (2012) e por este trabalho para a ETE
Norte (g/diax1000hab).

Observando a figura 12 percebe-se que, em dias da semana

equivalentes, o consumo de COC estimado para os finais de semana de jogos
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da copa sdo consideravelmente maiores que os de um final de semana normal
de 2012. Um aumento tdo grande nao era esperado para um periodo de apenas
2 anos, ja que, segundo o Relatério Mundial sobre drogas (UNODC, 2014), o
consumo de cocaina na américa do sul ndo teve aumento consideravel, seguindo
apenas o aumento populacional. Além disso, comparando-se as estimativas de
consumo realizadas em 2010 por Maldaner e colaboradores (2012) e em 2012
por Feitosa (2012) observa-se que as estimativas de 2012 sdo menores na
maiorias das regides de Brasilia. Sendo assim, é possivel que esse grande
consumo observado nos finais de semana de jogos da copa tenha relagédo com
o grande numero de visitantes atraidos pelo evento. Entretanto, esta prerrogativa
ainda precisa ser balizada em funcdo do possivel aumento da populacdo
flutuante durante os periodos de jogos da Copa do Mundo da FIFA em Brasilia,
ja que muitos turistas certamente ficaram hospedados nos Setores Hoteleiros
Sul e Norte, regides estas que também fazem parte daquelas atendidas pelas
ETE Brasilia Sul e Norte.

A tabela 14 mostra o consumo de COC estimado em varios paises no
mundo através da epidemiologia do esgoto.

Tabela 14. Consumo de cocaina em varios paises do mundo estimado através de epidemiologia

do esgoto.
Pais Consumo (g/diax1000hab) Referéncia
Espanha 1,79 Postigo et. al., 2010
China 2,8 Khan et. al., 2014
Franca 0,1a24* Nefau et. al., 2013
Reino Unido 0,9 Kasprzyk-Hordern et. al., 2008
Brasil 0,92 Maldaner et. al., 2012
Brasil 1,08 Feitosa, 2012
Brasil 2,18 Presente trabalho

*Consumo variando e tendo picos nos fins de semana.
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Observando a Tabela 14 é possivel perceber que o consumo no Brasil
se equipara a outros paises, como China e Espanha. Isso indica que a
epidemiologia do esgoto pode ser aplicada em diferentes localidades e a
diferentes situacdes. Como é o caso deste trabalho, que estimou o consumo de
cocaina durante um evento de grande magnitude. No entanto, hd sempre que se
considerar as limitagcoes da ferramenta, que giram em torno da necessidade da
existéncia de amostras de esgoto com boa representatividade e regides bem

atendidas por estacdes de tratamento de esgoto.

Mais recentemente, Bijlsma e colaboradores estimaram o consumo de
diferentes drogas de abuso durante um grande festival de musica em Valencia —
Espanha, que reuniu cerca de 40 mil jovens. Os resultados mostraram aumentos
consideraveis nas concentracdes de BE, COC, MDMA e THC-COOH no esgoto
(Bijlsma et. al., 2014). Em 2011, Gerrity e colaboradores ja haviam sugerido uma
elevacdo no consumo de cocaina durante o final de semana do evento esportivo
Super Bowl (Gerrity et. al., 2011). Dessa forma, o elevado consumo observado
nos finais de semana da Copa do Mundo Fifa pode ser atribuido ao grande

namero de visitantes atridos pelo evento.

50



6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi desenvolvido com sucesso um método analitico
capaz de quantificar simultaneamente 14 analitos diferentes, dentre eles drogas
de abuso inalteradas e alguns de seus metabdlitos, em amostras de esgoto
bruto. Das 19 substancias avaliadas inicialmente, apenas os canabindides e 2
metabdlitos da cocaina, ECG e EME, ndo puderam ser recuperados no método
de extracdo em fase sélida desenvolvido aqui. No entanto, os parametros
instrumentais e cromatograficos que possibilitam a determinacgéo analitica foram
otimizados para as 19 substancias. Tais parametros instrumentais séo Uteis para
futuros trabalhos que utilizem equipamento semelhantes.

O planejamento fatorial demonstrou que a extracdo com pH da amostra
ajustado a 2, o condicionamento com 6 mL de metanol/acetonitrila 60/40 e 3 mL
de agua e a eluicao com 6 mL de metanol apresenta resultados satisfatorios de
recuperacado para 14 dos 19 analitos propostos para este trabalho.

5 diferentes substancias foram detectadas em todas as amostras de
esgoto analisadas: COC, BE, AE, fenacetina e levamisol, evidenciando o
consumo de cocaina pelas populacdes investigadas. A presenca de AE e
fenacetina indica o consumo de cocaina na forma fumada (crack). A
concentracdo de BE foi utilizada para estimar o consumo de cocaina, que variou
de 6,3 a 27,5 doses de 100 mg por dia para cada 1000 habitantes

Sendo assim, este trabalho contribui de maneira geral para
consubstanciar a epidemiologia do esgoto como alternativa viavel a producéo de

estimativas de consumo de drogas de abuso.
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