IOLANA CAMPESTRINI

DETERMINACAO DE COCAINA E METABOLITOS
EM AMOSTRAS DE URINA DE USUARIOS DA
DROGA E EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

CAMPINAS
2015



i



g"’é. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
( Vd
um.cimp INSTITUTO DE QUIMICA

IOLANA CAMPESTRINI

DETERMINACAO DE COCAINA E METABOLITOS EM
AMOSTRAS DE URINA DE USUARIOS DA DROGA E EM
AMOSTRAS AMBIENTAIS

ORIENTADOR: PROF. DR. WILSON DE FIGUEIREDO JARDIM

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA AO
INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP PARA
OBTENCAO DO TITULO DE DOUTORA EM CIENCIAS.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA POR
IOLANA CAMPESTRINI E ORIENTADA PELO PROF. DR. WILSON DE FIGUEIREDO
JARDIM

Assinatura do Orientador

CAMPINAS
2015

il



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Quimica
Simone Lucas Gongalves de Oliveira - CRB 8/8144

Campestrini, lolana, 1985-

C154d Determinagéo de cocaina e metaboélitos em amostras de urina de usudrios da
droga e em amostras ambientais / lolana Campestrini. — Campinas, SP : [s.n.],
2015.

Orientador: Wilson de Figueiredo Jardim.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Quimica.

1. Cocaina. 2. Epidemiologia do esgoto. 3. Amostras ambientais. 4. Aqua
tratada. 5. LC-MS/MS. |. Jardim, Wilson de Figueiredo. Il. Universidade Estadual
de Campinas. Instituto de Quimica. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Determination of cocaine and metabolites in users urine samples and
in environmental sample

Palavras-chave em inglés:

Cocaine

Sewage Epidemiology

Environmental samples

Drinking water

LC-MS/MS

Area de concentragédo: Quimica Analitica
Titulagao: Doutora em Ciéncias

Banca examinadora:

Wilson de Figueiredo Jardim [Crientador]
André Henrique Rosa

Robson José de Cassia Franco Afonso
Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Jose Alberto Fracassi da Silva

Data de defesa: 22-04-2015

Programa de Pés-Graduacdo: Quimica

1\



vi



Dedico este trabalho aos meus pais
Dormelho e Salvatina e aos meus

irmaos Cristiane e Fernando.

Vil



viii



“Néao ves que somos viajantes?

E tu me perguntas:Que € viajar?

Eu respondo com uma palavra: é avangar!
Experimentais isto em ti.

Que nunca te satisfacas com aquilo que €s
Para que sejas um dia aquilo que ainda ndo és.
Avanca sempre!

Nao fiques parado no caminho.
Mesmo que ja tenha feito uma longa
caminhada, sempre havera mais um

caminho a percorrer.”

Santo Agostinho
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RESUMO

DETERMINACAO DE COCAINA E METABOLITOS EM AMOSTRAS DE URINA DE
USUARIOS DA DROGA E EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Este trabalho apresenta a determinagao de sete subprodutos da cocaina (COC),
incluindo a benzoilecgonina (BE), em amostras de urina de usudrios da droga.
Com os dados obtidos foi avaliada a incerteza no célculo da razio entre a BE e
o somatdrio dos demais metabdlitos da COC, sendo que a razdo média
encontrada foi utilizada para inferir sobre o consumo de COC aplicando a
epidemiologia do esgoto. Os resultados dessa razdo apresentaram grande
amplitude de valores e mostraram elevada influéncia sobre a estimativa do
consumo. Apresenta, também, a avaliagdo da efici€éncia de remog¢ao (ER) para
a COC e BE nas estacdes de tratamento de esgoto (ETE) Anhumas e Capivari
e da qualidade de mananciais e de dguas de abastecimento do estado de Sao
Paulo. Os melhores indices de remocdo foram observados para a ETE
Capivari, os quais variaram entre 96 e 99%. Tanto nas amostras de mananciais
como nas amostras de 4gua de abastecimento, a BE foi determinada em
maiores concentragcdes do que a COC. Nos rios Piracicaba, Capivari e
Anhumas observaram-se os maiores niveis de BE, os quais variaram entre 300
e 1000ng L' Nas amostras de dgua de abastecimento do rio Capivari e do rio
Atibaia foram determinadas as maiores concentracdoes de BE, chegando a 650
ng L. Para a andlise dessas amostras foi utilizada a extracio em fase sélida
(SPE) seguida de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS). No geral, o método apresentou exatidao superior a
70%, com coeficiente de variacio menor do que 15% no nivel de ng L™

Palavras-chave: Cocaina, excre¢do urindria, epidemiologia do esgoto, urina

de usudrios, esgoto sanitdrio, mananciais, dgua tratada, LC-MS/MS
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ABSTRACT

DETERMINATION OF COCAINE AND METABOLITES IN USERS URINE
SAMPLES AND IN ENVIRONMENTAL SAMPLES

This work describes the determination of seven cocaine (COC) metabolites,
including the major one benzoylecgonine (BE), in urine of cocaine users.
These determinations allowed the calculation of the ratio between BE
concentration and the sum of the other COC metabolites concentration, as well
as allowed an assessment of the uncertainty involved in this ratio. The ratios
were used to estimate cocaine consumption applying sewage epidemiology
yielding high amplitude of values among the ratios calculated. The work also
presents COC and BE removal efficiency (RE) in two wastewater treatment
plant (WWTP), namely Anhumas and Capivari, where the best RE were
obtained for the Capivart WWTP, which varied between 96% and 99%. Also
the assessment of water quality, for both surface and drinking waters of the
State of Sao Paulo, Brazil, was evaluated. The metabolite BE occurred more
frequently and at higher concentrations when compared to COC, considering
the same samples. For surface water, the highest BE concentrations were
found in the Piracicaba, Capivari and Anhumas rivers, and the results varied
from 300 to 1000 ng L. For drinking waters, the highest BE concentration
was found in waters from Capivari and Atibaia rivers, at650 ng L. Solid
phase extraction and the liquid chromatography tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) were used for the determination of the compounds. In general,
the method presented accuracy above 70% and relative standard deviation
below 15%, at ng L' level.

Keywords: cocaine, urine excretion, sewage epidemiology, cocaine users

urine, sewage, source water, served water, LC-MS/MS.
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CAPITULO -

INTRODUCAO






O consumo de drogas faz parte da histéria da humanidade e, inimeros
problemas de caréter politico, social e econdmico estdo relacionados a esse
tema. Atualmente, o amplo consumo dessas substincias € motivo de
preocupacdo entre entidades de ambito nacional e internacional, as quais
dedicam esforcos na tentativa de controlar o consumo e o trafico de drogas.

As estratégias para o planejamento e desenvolvimento de politicas
publicas antidrogas relacionam-se a dados epidemiolégicos sobre as
tendéncias de consumo e 0 mapeamento do consumo em um determinado pais,
cidade ou regidao (SENAD, 2009).

A distribuicdo de questiondrios entre a populagdo tem sido o método
mais utilizado para o mapeamento do consumo de drogas ilicitas. Porém, por
depender da resposta de usudrios de drogas, o método fornece dados
subjetivos, além de demandar tempo demasiadamente longo. Visando suprir
essas limitacdes, uma nova abordagem foi recentemente proposta: a
epidemiologia do esgoto.

A epidemiologia do esgoto consiste da coleta de informagdes sobre o
consumo de drogas ilicitas através da determinacdo do metabolito mais estivel
da excrecdo urindria da droga, em amostras de afluentes sanitdrios'nas
estacOes de tratamento de esgoto (ETE). Consequentemente, os dados obtidos
sdo de maneira mais objetiva e rdpida, quando comparada aos métodos
tradicionais.

Em decorréncia da excrec¢ao corporea e do lancamento dos residuos na
rede coletora de esgoto sanitdrio, os metabdlitos de drogas ilicitas t€m como
destino final o ambiente aquatico. As ETE existentes foram, em sua maioria,

projetadas para cumprir a legislagdo vigente e, para muitos compostos nao

I <

afluente sanitario”: termo utilizado para definir o esgoto sanitdrio afluente a estacdo de
tratamento de esgoto; esgoto sanitdrio bruto.
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legislados, como os objetos deste estudo, a remog¢ao prévia ao langcamento nos
corpos aqudticos ndo € garantida.

A presenga de drogas ilicitas e de seus metabolitos em cursos d’agua
pode ameacar a preservagao dos organismos aquaticos e comprometer a saide
humana, considerando que muitos deles sao utilizados como mananciais para
o abastecimento da populacdo. Mas a ocorréncia dessas substiancias no
ambiente tem sido pouco estudada entre a comunidade cientifica e menor
atencdo tem sido dispensada aos efeitos deletérios causados por essa
exposi¢ao indireta.

Este trabalho foi estimulado e fundamentado no propdsito de
contribuir com a temdtica das drogas ilicitas, tanto no estabelecimento da
epidemiologia do esgoto como uma ferramenta complementar para o
mapeamento e enfrentamento as drogas ilicitas, como no conhecimento do
cendrio atual da contaminagdo dos corpos aqudticos e das dguas de
abastecimento publico do estado de S@o Paulo. Este estudo teve a cocaina
(COC) como foco principal por ser uma das drogas ilicitas mais nocivas ao
usudrio e que tem grande prevaléncia de uso entre a populagdo mundial,
inclusive no Brasil.

Para a apresentacdo deste trabalho, a tese foi dividida em cinco
capitulos: esta introdu¢do geral do assunto foi definida como capitulo I. Na
sequéncia, o capitulo II apresenta uma contextualizacdo dos temas abordados,
os conceitos gerais do tema e os objetivos do projeto. O capitulo III aborda um
estudo voltado para a epidemiologia do esgoto, e o capitulo IV apresenta um
estudo relacionado as questdes ambientais da cocaina. Para a melhor defini¢dao
desses estudos, os objetivos do capitulo III e do Capitulo IV serdo retomados
antes da apresentacdo de cada estudo. Por fim, o capitulo V mostra a

conclusao do trabalho realizado.



CAPITULOII -

CONCEITOS GERAIS E OBJETIVOS






II - 1. DROGAS ILICITAS

O escritorio das nacdes unidas sobre drogas e crimes (UNODC — do
inglés United Nations Office on Drugsand Crime), 6rgdo internacional que
implementa medidas para o combate e controle do uso de drogas,ao definir o
termo droga ilicita considera ndo apenas a identidade quimica da substancia,
mas todo o seu ciclo desde a inten¢do da produgcdo até o seu consumo
(UNODC, 2004).

Segundo o UNODC (2004), a cannabis, as anfetaminas, a cocaina e os
opidceos sdao as classes de drogas ilicitas mais consumidas no mundo,
correspondendo a aproximadamente 90% do consumo mundial. Entretanto, a
prevaléncia e os padrdes de uso variam entre paises. No Brasil, os tltimos
dados publicados pelo observatério brasileiro de informagdes sobre drogas
(OBID) e pelo UNODC relataram a cannabis e a COC como as classes de
maior consumo entre os usuarios (CEBRID, 2006; SENAD, 2009; UNODC,
2013; UNODC, 2014).

Em 2004, estimou-se que 2,7%dos brasileiros com idade entre 15 e 64
anos eram usudrios de cannabis e que 0,7% deles eram usuarios de COC. Em
2011, a prevaléncia dos consumidores de cocaina entre 15 e 64 anos chegou a
1,75%, e a 3% dos brasileiros estudantes universitarios. Nesse ano, o Brasil foi
reconhecido como o segundo maior consumidor de COC no mundo, atras
apenas dos Estados Unidos. Ainda em 2011, foi estimado que o nimero de
pessoas que usaram COC sob a forma de pasta base (crack ou merla) ao
menos uma vez no ano chegou a 340.000, considerando apenas a populagdo
das capitais brasileiras (CEBRID& UNIFESP, 2006; SENAD, 2009, UNODC,
2013; UNODC, 2014, FIOCRUZ, 2014).


http://www.unodc.org/

O alto consumo de COC no Brasil decorre principalmente das
fronteiras terrestres com os trés principais paises produtores da droga (Bolivia,
Colombia e Uruguai) e da extensa costa acessivel ao Oceano Atlantico. Com
uma posicdo geografica que facilita o transporte ilegal de drogas em direcdo a
Africa e a Europa, o Brasil desempenha um papel ativo no mercado global de
drogas, tanto como um pais de destino quanto como um pais de distribuicdo.

A cocaina € obtida a partir das folhas da planta de coca Erythroxylum
coca (E. coca), que ocorre principalmente nas regioes andinas da América do
Sul. Apos ser processada € distribuida na forma de cloridrato de cocaina (p9)

ou na forma de pasta base (crack).

II - 2. OCORRENCIADA COCAINA E METABOLITOS EM
AMOSTRAS AMBIENTAIS

Ap6s ser consumida, a cocaina € biotransformada no organismo
resultando em metabdlitos ligeiramente mais hidrofilicos do que o composto
parental. Esses metabdlitos sdo eliminados principalmente via urina e
posteriormente sdo lancados no ambiente, atingindo os compartimentos
ambientais.

Na Figura 1, a rota 1 representa o lancamento dos subprodutos do
consumo da COC nos sistemas sanitdrios locais e a contribuicdo do descarte
direto da droga ndao consumida em pias, ralos e vasos sanitdrio. Esses
subprodutos alcancam as ETE (rota 2),onde sdo submetidos a processos de
tratamento e, posteriormente, sdo langados nos corpos aquéticos (rota 4).Na
falta de tratamento prévio o langcamento ocorre diretamente nos
compartimentos aquaticos (rota 3). Estudos tém demonstrado a a¢do, muitas

vezes, ineficaz dos tratamentos de esgoto sobre as drogas ilicitas.



Consequentemente, a contaminagdo dos corpos aqudticos pela droga ilicitas
pode ocorrer devido ao lancamento do efluente das ETE nos compartimentos
ambientais (rota 4) ou, ainda, pela disposi¢ao do lodo residual das ETE no

solo (rota 5) (Snyderet al., 2001; Postigo et al., 2008).

" ICocainicos

Esgoto sanitario o Afluente sanitério

Estagdo de tratamento de esgoto

Efluente sanitario Sedimento/lodo

¢ °

e Solo

0

Aguas superficiais e Aguas subterraneas
Estacdo de tratamento de agua 9

Aguas de consumo humano | <

Figura 1. Ilustracdo das possiveis vias de transporte da cocaina no ambiente (figura
adaptada Feitosa et al., 2013).

As rotas 6 a 8 ilustram o transporte dos subprodutos da COC que

interagem com o lodo do esgoto das ETE e através dele podem chegar as



aguas superficiais e as dguas de abastecimento da populagdo. Frequentemente,
a por¢do do lodo do esgoto sanitdrio que € descartada nas ETE tem sido
utilizada como fertilizantes dos solos na agricultura (rota 5) e, uma vez
presente no solo, podem ser carreados até as 4guas superficiais por
escoamento (rota 6) ou até as dguas subterraneas por lixiviagdo (rota 7). Das
aguas subterraneas, podem chegar aos corpos aquaticos por meio da interface
existente entre esses dois compartimentos (rota 8)e as dguas de abastecimento
publico, por bombeamento (rota 9). O tratamento ineficaz realizado pelas
companhias de tratamento de dgua pode resultar na contaminagdo das dguas
de abastecimento (rota 10).

O estudo sobre a ocorréncia das drogas ilicitas no ambiente ganhou
enfoque na ultima década. A COC e seus metabdlitos t€m sido as substancias
predominantemente estudadas nos trabalhos sobre drogas ilicitas disponiveis
na literatura, sendo investigadas em amostras de esgotos sanitirios, aguas
superficiais, lodo da ETE, 4gua de abastecimento publico e, em menor
numero, no ar atmosférico. Devido a elevada frequéncia de detec¢do no
ambiente, as drogas ilicitas, inclusive a COC, sdo atualmente reconhecidas
como contaminantes emergentes (Zuccato et al., 2005; Cecinato et al., 2009;
Kaleta et al., 2006; Jones-Lepp, 2007; Huerta-Fontela et al., 2008a; Zuccato et
al., 2008).

A ocorréncia da COC e de seus metabdlitos nos compartimentos
ambientais, assim como 0s niveis encontrados, variam em func¢do de inimeros
fatores. Citam-se: as propriedades fisico-quimicas das substincias e do meio
em que estdo inseridas, a prevaléncia e o padrio de uso de drogas, a
sazonalidade, a eficiéncia de remocdo das ETE e das estagdes de tratamento
de agua (ETA), dentre outras. Na Tabela 1 estdo apresentadas algumas
propriedades fisico-quimicas da COC e de seu metabodlito benzoilecgonina
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(BE). Esses parametros podem ser utilizados para prever os aspectos
relacionados a distribuicao (i.e. transporte, persisténcia e destino) dos
cocainicos nas interfaces ar/dgua/matéria orgéanica (i.e. solo, sedimento/lodo
da ETE, material particulado e biota).

Tabela 1. Paradmetros fisico-quimicos de interesse ambiental para a cocaina e
benzoilecgonina, a 25 °C (Domenech et al., 2009).

Parametro Cocaina Benzoilecgonina
N ] N 9
d OH
Estrutura

o,

o o
Ky (mol m~atm™)* 79x 107" 2,06 x 107"
Log Kow 2,65 2,56
Koc (L kg™) 19 0,032
oKa 8.6 3,5 (pKal);
8,6 (pKa2)

*Ky: Constante de Henry

A volatilidade da COC e da BE, avaliada pela constante de Henry,
mostra uma tendéncia muito pequena de transferéncia da fase liquida para o ar
atmosférico. Porém, a COC tem sido encontrada no ar atmosférico de algumas
cidades do mundo, no nivel de pg m™ ou menor (Cecinatoer al., 2009).
Concentracdoes mais elevadas de COC e BE tém sido encontradas na fase
liquida das matrizes ambientais, aonde concentracdes entre ng L' e ug L™ vém
sendo observadas. Os niveis elevados observados em dguas naturais para COC
e BE, ocorrem devido ao baixo grau de bioacumulagdo ou adsor¢do no
ambiente aquatico dessas substancias, demonstrado pelas constantes K, e

K., respectivamente (Tabela 1).
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O pH das 4guas de esgotos domésticos e superficiais influéncia
diretamente do grau de dissociagdo das moléculas e, consequentemente, na
afinidade pela fase liquida ou pela fase solida (orginica). Com base nos
valores de pKa da COC e da BE (Tabela 1) e no pH das 4guas naturais,
geralmente entre 4 e 9 (Feitosa et al., 2013), tais substancias encontram-se
ionizadas. Consequentemente, a afinidade pela fase sélida € reduzida.

Estudos que avaliaram a ocorréncia da COC e da BE na fase aquosa e
no sedimento de amostras de esgotos sanitirios mostraram a adsor¢cao da COC
no sedimento de apenas 1,4 a 2,0%. Para a BE, essa porcentagem foi menor do
que 0,01%. Devido a maior afinidade da COC e de seus metabdlitos pela fase
aquosa, os estudos nesta drea t€m se concentrado em matrizes aqudticas, sendo
considerada a adsor¢do na matéria organica negligencidvel (Metcalfe et al.,
2010; Baker e Kasprzyk-Hordern, 2011a e 2011b; Domenech, 2009).

Pesquisas mostraram a presenca da COC em amostras de &aguas
coletadas em corpos aqudticos que receberam ou ndo aporte de esgoto
sanitdrio. Estudos foram conduzidos em cidades localizadas em paises
Europeus (e.g. Espanha, Inglaterra, Bélgica, Holanda, Finlandia, Alemanha,
Suica, dentre outras) e encontraram concentracdes de BE na ordem de ng L™
Os niveis de BE mais elevados foram observados nos corpos aquaticos
receptores de esgoto sanitdrio (Kasprzyk-Hordern et al., 2008a; Kasprzyk-
Hordern et al., 2008b; Rosi-Marshall et al., 2015; Berset et al., 2010; Postigo
et al., 2010; Huerta-Fontela et al., 2007; Zuccato et al., 2005; Zuccato et al.,
2008).

Os processos de tratamento de esgoto sanitdrio tém apresentado
eficiéncia de remog¢ao de COC e de BE entre 65 € 99%. Mas a remocao de
drogas ilicitas pelos processos de tratamento de dgua ndo tem sido reportada
(Postigo et al., 2010; Huerta-Fontela, et al., 2007; Castiglioni et al., 2006;
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Kasprzyk-Hordern et al., 2009b). Ressalta-se que as ETE e as ETA foram
projetadas para atender a legislacdo local vigente, a qual ndo enquadra
substincias ilicitas e ndo legisladas. Assim, niveis residuais desses grupos de
compostos vém sendo encontrados também em 4guas de abastecimento
publico. Na América Latina, por exemplo, a BE foi determinada entre 0,6 e 15
ng L' na Espanha a concentracio média encontrada foi de 60,2 ng L’
(Boleda et al., 2011; Jurado et al.; 2012; Huerta-Fontela et al., 2008b).

Estudos voltados para o conhecimento da ecotoxicidade da COC vém
demonstrando efeitos deletérios a vida aquética. Alteracdoes no DNA e no
perfil das proteinas, estresse oxidativo e alteragdes na locomog¢do de moluscos
e micro-organismos de 4gua doce foram alguns desses efeitos observados.
Estudos relacionados as consequéncias da exposi¢do crOnica humana a
residuos de drogas ilicitas ainda sdo inexistentes (Parolini ef al.,2013a; Binelli
et al., 2013; Parolini et al.,2013b; Nathaniel et al., 2013; Stuart et al., 2012;
van der Aa et al., 2013; Rosi-Marshall ez al., 2015).

II - 3. ESTIMANDO CONSUMO DE COCAINA:
INCERTEZAS ASSOCIADAS A EPIDEMIOLOGIA DO
ESGOTO

A epidemiologia do esgoto parte da premissa de que o esgoto sanitario
corresponde, dentre outros residuos, a um conjunto de excretas urindrias dos
usudrios de drogas atendidos pela ETE e, assim, possivelmente refletem o
consumo de drogas ilicitas por essa populacdo. Assim, a partir da andlise do
afluente sanitdrio coletado em uma ETE, é possivel determinar a concentracdo
do metabolito majoritario das drogas ilicitas no afluente sanitdrio, a qual ird

refletir a quantidade da droga consumida pela populacdo atendida pela ETE.
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No célculo utilizado para a estimativa do consumo de drogas ilicitas,
(Equacao 1) sdo utilizadas, além da concentracdo do metabolito, informagdes
sobre a ETE, tais como: vazao média diaria do afluente, nimero de habitantes
servidos pela ETE. Sao utilizados, ainda, dados sobre a excrec¢do urindria das
drogas, uma vez que a estimativa parte da concentracdo de um metabdlito da

droga, ao invés da droga parental (Zuccato et al., 2005).

(MM COC)
[BE] fugre X VETE X WMé\I/IEBE
& . —_ © €XCt.
Equacao 1: COC= >
Sendo:

COC,: cocaina equivalente consumida (mg dia” hab™);

[BE].auerE: concentragdo de BE no afluente sanitario da ETE (mg L'l);

VEere: vazao do aporte do afluente na ETE estudada (L s'l);

MMcoc: massa molar da COC(g mol'l);

MMgEg: massa molar da BE (g mol'l);

9%0BE.: porcentagem da droga absorvida pelo organismo e excretada como
BE;

P:numero de habitantes servidos pela ETE.

Proposta na década de 90 (Ternes, 1998; Daughton, 2001), a
epidemiologia do esgoto como uma ferramenta alternativa aos métodos
tradicionais para obtencdo de dados sobre o consumo de drogas ilicitas
intensificou-se a partir de 2008 (Zucatto et al., 2005.; Zucatto et al., 2011).

Caracterizada como uma abordagem direta, ndo invasiva,
representativa da populacado estudada, independente da resposta do usudrio e
capaz de fornecer resultados em um menor intervalo de tempo, a
epidemiologia do esgoto apresenta um carater inovador e vantajoso frente aos
métodos tradicionais atualmente utilizados. Contudo, para tornid-la uma

ferramenta mais confidvel, alguns fatores que interferem no calculo da
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estimativa do consumo tiveram e ainda precisam ser elucidados, tais como:
estimativa do nimero de habitantes servidos pela ETE; procedimento de
amostragem do afluente sanitario; estabilidade dos metabdlitos utilizados
como biomarcadores das drogas no afluente sanitario; vazdo do afluente da
ETE (Castiglioni et al., 2013; van Nuijs et al., 2011a;van Nuijs et al., 2012).

Além dos fatores mencionados acima, uma das principais questoes,
ainda desprovida de elucidacdo, € o estabelecimento das propor¢des entre os
metabdlitos biomarcadores e os demais subprodutos das drogas encontradas
na urina de usudrios de drogas. Devido a ampla variacdo da excregao
metabdlica entre diferentes individuos, a relagdo metabdlica das drogas ilicitas
na urina vem sendo frequentemente discutida nos trabalhos sobre a
epidemiologia do esgoto e apontada como um dos principais desafios dessa
nova abordagem (Mathieu et al., 2011; Castiglioni et al., 2013;Castiglioni et
al.,2014)

A BE € o metabdlito da COC utilizado como biomarcador para inferir
sobre o consumo da droga através da epidemiologia do esgoto (Equacgdo 1).
Além de ser o metabdlito majoritidrio da excrecdo urindria, a BE apresenta
maior estabilidade no afluente sanitdrio quando comparado aos demais
metabolitos da cocaina (Castiglioni et al., 2011). A proporcao da BE excretada
via urina, em relacdo a quantidade da droga absorvida pelo organismo, pode
variar entre 35 e 54%, enquanto que para a droga parental essa propor¢ao
varia entre 1 e 9%.

A COC pode ser consumida sob a forma de pasta base ou crack,
fumada em cachimbos, ou sob a forma de cloridrato de cocaina ou po, por via
intranasal (IN) ou endovenosa (EV). Dependendo da forma de administracao
escolhida pelo usudrio, diferentes metabdlitos da COC sdo gerados no
organismo e excretados via urina em diferentes proporcdes (Figura 2).
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Independente da via de uso, os principais metabodlitos gerados a partir da agdo
enzimdtica no figado sdo: a BE, o éster metilico da ecgonina (EME) e a
ecgonina (ECG). A BE pode ser formada ainda por hidrélise em pH acima de
4 (EMDDA, 2008).

Quando ingerida em conjunto com dalcool, ocorre a transesterificacao
da COC no figado, pela acdo da enzima carboxiesterase, produzindo o
cocaetileno (CE). Essa reacdo inibe a formac¢do da BE, devido a conversao da
COC ao CE. Ainda no figado e na presenca de élcool, o CE € convertido ao
éster etilico da ecgonina (EEE).

A queima da pasta base produz o produto éster metilico da
anidroecgonina (AEME), que apds ser inalado pelo usuério, € hidrolisado a

anidro ecgonina (AE) (Cone et al., 2003; EMCDDA. 2008).
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Figura 2.Biotransformac¢do da cocaina sob a forma de cloridrato de cocaina, na presenca e
auséncia de consumo de dlcool, e da cocaina sob a forma de pasta base.

Estudos relacionados a excre¢cdo da cocaina mostram que a
concentracdo dos metabdlitos encontrados na urina de usudrios e os picos de
concentracdo (farmacocinética) sao determinados por fatores como: forma de
administracdo da droga, histérico de consumo e, principalmente, quantidade
de droga consumida. Os picos de concentracdo da BE na urina variam entre 6
e 8 horas apds o uso da droga; e para a COC, os picos de concentragdao
ocorrem entre 2 e 4 horas (EMCDDA,2008). De acordo com a via de
administragdo, os picos de concentra¢do na urina ocorrem em intervalos cada
vez mais curtos, devido a diferente cinética de absorc¢do e de eliminacdo das
substincias no organismo. A via fumada resulta na elimina¢do mais rapida da
droga pela urina, sendo mais lenta para as vias de administracio injetada (EV)

e inalada (IN), nessa ordem.
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Uma vez que o cdalculo da estimativa do consumo de cocaina,
utilizando a epidemiologia do esgoto (Equacdo 1), faz uso de um dado
metabdlico, as variacdes na excre¢do urindria da cocaina entre diferentes
usudrios e diferentes vias de administracdo da droga levam a uma incerteza
inevitavel. Esta incerteza ird refletir no resultado do calculo, sendo o consumo
da droga sub ou sobre estimado. A maioria dos trabalhos voltados a
epidemiologia do esgoto endossa uma propor¢do média entre a BE excretada
via urina e a quantidade de droga consumida pelo usuério de 45%. Entretanto,
essa informagdo € questionavel, pois foi obtida a partir de estudos realizados
em laboratério, com um ndmero pequeno de individuos e sob condi¢des
especificas (Cone et al., 2003; EMCDDA, 2008;van Nuijs et al., 2011Db).
Assim, a incerteza sobre a porcentagem de excrecdo devido ao distinto
metabolismo entre usudrios de cocaina ainda € desconhecida.

A propor¢do entre a concentragdo de BE e de COC na urina de
usudrios da droga vem também sendo utilizada como um pardmetro para
inferir sobre a origem dessas substancias no afluente sanitario. Isso porque, o
descarte direto da cocaina no sistema sanitdrio tende a aumentar os niveis de
COC no afluente, alterando a proporcdo entre a BE e COC resultante de
despejos de cocaina consumida (via urina). Estudos mostram que ao comparar
a razao BE/COC, obtida com base nos dados farmacocinéticos, aquela
encontrada em amostras de afluentes sanitarios, nao é observada uma
correlagdo entre os dados: enquanto os dados farmacocinéticos indicam uma
razao BE/COC entre 4 e 60 (média 25) na urina de usudrio, as razoes
encontradas no afluentes sanitdrios variam entre 1,4 e 6 (média 4) (van Nuijs
et al., 2009a e b; Kasprzyk-Hordern et al., 2009a e b; Postigo et al., 2008;
Castiglioni et al., 2006).

18



A auséncia de correlagdo entre os dados da excrecdo urindria da
cocaina e os dados obtidos por meio da andlise de amostras de afluentes
sanitarios refor¢a a necessidade por estudos que venham a contribuir para a
elucidacdo da excrecdo urindria da cocaina, € que possam aumentar a
confiabilidade dos dados gerados pela epidemiologia do esgoto. O interesse
dessa nova abordagem para o Brasil é motivado pelas suas diversas
aplicacOes, tais como: auxiliar no mapeamento de locais de
producdo/distribuicdo da cocaina; indicar a prevaléncia do consumo da
cocaina crack no pais, além de gerar dados sobre o consumo da cocaina em
tempo real (Feitosa et al., 2013; Maldaner et al., 2012; EMCDDA, 2008).
Essas informacoes obtidas em tempo real contribuiriam, expressivamente, no

desenvolvimento de politicas antidrogas mais efetivas no pais.

II-4. DETERMINACAO DE COCAINA E SEUS
METABOLITOS

Devido a complexidade das amostras de urina humana e das amostras
ambientais e aos baixos niveis de concentragdo da cocaina e seus metabdlitos
nas amostras ambientais, geralmente na faixa de ng L', a determinagio dessas
substancias requer a utilizacdo de técnicas analiticas de alta detectabilidade e
seletividade (van Nuijs et al., 2011a). Cada uma das etapas envolvidas na
determinacdo dessas substancias, desde a amostragem e preservacdo da
amostra at€ a determinagio analitica, precisam ser planejadas e executadas de
modo a gerarem resultados representativos e confidveis.

Para fins da epidemiologia do esgoto, existe um consenso sobre 0s
procedimentos para a determinacdo de drogas em amostras de afluentes

sanitdrios, tais como processo de amostragem, armazenamento, preparo de
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amostra e técnicas analiticas empregadas, os quais serdo abordados a seguir

(Thomas et al., 2012).
II - 4.1. Coleta e amostragem

A coleta de amostras de urina de usudrios de droga deve ser realizada
em recipiente plastico descartavel apropriado. No recipiente deve conter
apenas data, sexo e idade. A identificacdo da amostra deve ser realizada por
c6digo, sendo vedada a identificagio dos individuos pelos Comités de Etica.

As amostras de esgoto sanitdrio apresentam uma variacdo amostral
bastante expressiva ao longo do dia, devido a alteracdo na frequéncia e no
volume de pulsos de descarga e a ocorréncia de chuvas pontuais. Trabalhos
disponiveis na literatura t€ém enfatizado a realizacdo de uma amostragem
cumulativa ao longo de 24 horas, na qual sdo consideradas variacoes
referentes a vazao do aporte de esgoto na ETE (Ort et al., 2010; Lai et al.,
2011). A utilizacdo desse tipo de amostragem, principalmente para as
amostras de esgotos sanitarios afluentes a ETE, estd relacionada as aplicacOes
epidemioldgicas ja que, desta forma, a amostra obtida apresentard maior
representatividade para a realizacdo de estimativas de consumo.

Corpos d’agua, dguas subterraneas e dguas de abastecimento ptblico
ndo apresentam variagdes tao expressivas ao longo do dia quanto aos esgotos
sanitirios. Assim, na grande maioria dos trabalhos sdo realizadas coletas
simples (instantaneas) de 0,5 a 2 litros de amostra (Feitosa et al., 2013).

Caso as analises ndo sejam realizadas logo apds a coleta, alguns
cuidados com as amostras sdo indispensaveis antes e depois da coleta, tais
como a limpeza e a escolha da vidraria adequada, o armazenamento em
refrigerador e procedimentos que visem a conservacao da amostra. Logo apds

a coleta, as amostras sdo preservadas sob refrigeracdo, geralmente a 4 °C, e
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em frascos de vidro dmbar até a extracdo ou andlise direta.Na necessidade de
armazenamento por mais de 24 horas, sdo recomendadas a acidificacdo das
amostras, a filtracdo em membranas de diferentes porosidades e estocagem a
-20°C(Castiglioni et al., 2006; Gheorghe et al., 2008; Lai et al., 2011; Baker e
Kasprzyk-Hordern et al., 2011b).

II - 4.2. Preparo de amostra

A extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) tem
sido o preparo de amostra preferencialmente empregado. Além da limpeza da
amostra, a SPE possibilita também a concentracdo das substancias de
interesse(Baker and Kasprzyk-Hordern, 2011b, van Nuijs et al., 2011a)

A possibilidade de automacgio da SPE e o uso de pequenos volumes de
solventes organicos sdo algumas das conveniéncias que a tornaram uma
alternativa frente a extracdo liquido-liquido. Além das vantagens citadas, a
disponibilidade de fases extratoras diversificadas possibilita extracoes
seletivas para determinada classe de compostos (Baker e Kasprzyk-Hordern,
2011b, van Nuijs et al., 2011a). Os mecanismos de separacdo envolvidos

podem ser baseados em processos quimicos (adsorc¢ao, parti¢do, troca idnica).

As etapas da SPE consistem em (Figura3):

I- Condicionamento: percolacio de solventes apropriados pela fase
extratora do cartucho, preparando-a para reter os analitos;

II- Adi¢do da amostra: percolagdo da amostra pela fase extratora
condicionada, retendo os analitos com afinidade pela fase extratora presentes
na amostra;

ITI- Lavagem: passagem de um solvente pelo cartucho para retirar

interferentes e manter os analitos de interesse na fase extratora.
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IV- Eluigdo: percolacdo de baixo volume de solvente apropriado pela fase

extratora, recuperando os analitos de interesse retidos.
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Figura3. Esquema ilustrativo das etapas envolvidas em SPE: (x) interferentes; (*) analitos;
por¢do em azul claro ilustra a amostra; em cinza, a fase extratora e em branco, o solvente.

Na necessidade de um fator de pré-concentragdo mais alto dos analitos
ou no preparo do extrato da amostra em um solvente apropriado para a anélise,
o volume de solvente utilizado na eluicao pode ser evaporado e o extrato seco
dissolvido em volume e solvente desejados. O fator de concentracao resultante
depende do volume inicial da amostra e do volume final do extrato (Caldas et
al.,2011; van Nuijs et al., 2011a).

A escolha da fase extratora depende das propriedades fisico-quimicas
das substancias a serem determinadas e da matriz de interesse. Para a extracao
de cocaina e seus metabolitos, as fases extratoras usualmente empregadas sdao
a fase mista e a fase de troca catidnica. Os cartuchos defase mista (Figura 4)

sdo constituidos por um polimero com grupamento organico polar (e.g. N-
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vinilpirrolidona), responsavel pela retencdo dos analitos por interacdo
hidrofilica, e grupamento organico apolar (e.g. divinilbenzeno), o qual é
responsavel pela retencdo dos analitos por interacdo lipofilica. As fases de
troca cationica (e.g. Oasis MCX® e Oasis WCX®) sdo formadas pela adicio de
fungdes 4cidas ao grupo divinilbenzeno(Vazquez-Roig et al. 2010; Gonzalez-
Marino et al., 2009, Caldas et al., 2011).

A recuperagdo dos analitos na extracdo em fase solida depende da
complexidade da matriz e do equilibrio quimico do analito entre a fase
polimérica e o solvente. Os compostos interferentes presentes na matriz
competem com os analitos pelos sitios ativos da fase extratora, podendo
causar baixos valores de recuperacdo da SPE (Cassiano et. al., 2009; Ribani et

al., 2004).
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Figura 4. Estruturas quimicas dos polimeros utilizados como fase sélida nos cartuchos
Oasis HLB, Oasis MCX e Oasis WCX. Adaptado de Waters ®.

II - 4.3. Determinacao analitica empregando LC-MS/MS

O estabelecimento da técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS, do inglés liquid
chromatography tandem mass spectrometry) foi um avango analitico de
extrema importincia na drea ambiental, pois proporcionou a investigacao de
compostos no ambiente aqudtico com elevado grau de detectabilidade,
seletividade e confiabilidade analitica. Equipamentos de LC-MS/MS sao
constituidos por um cromatografo a liquido, uma fonte de ionizacdo epor

analisadores espectrometro de massas.
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Dentre os analisadores disponiveis, o analisador triplo quadrupolo vem
sendo preferencialmente empregado devido a simplicidade, a facilidade de ser
operado e ao baixo custo. Entretanto, a escolha do analisador € baseada, entre
outros fatores, na resolugdo e na exatidao de massas. O analisador quadrupolo
apresenta baixa resolucdo (entre 1.000 — 4.000)e exatiddo de massa,
geralmente, entre 0,1 e 0,2 unidades de massa atomica. Sua aplicacdo €
limitada quando o objetivo da andlise € a identificacdo da espécie eluida do
sistema cromatografico pelo espectrometro de massas, sendo empregado,
principalmente para fins quantitativos. O analisador do tipo ion trap
(aprisionadores de {ons) apresenta resolu¢do similar a do quadrupolo
(unitdria), sendo que resolucdes proximas de 5.000 podem ser alcancadas,
empregando-se varreduras lentas e em uma faixa de massas estreita. Frente
aos analisadores citados, os analisadores baseados em tempo de voo (TOF, do
inglés time off light) e em transformada de Fourier (FT, do inglés Fourier
transform) apresentam alta resolu¢do de razdo massa/carga (m/z), podendo
alcancar resolucdes na ordem de 10° sendo assim, frequentemente

empregados para a identificacdo de ions.
11-4.3.1. Cromatografia liquida

Em cromatografia a liquido, a separacdo das espécies ocorre em
funcdo do equilibrio de particdo entre a fase estaciondria e a fase movel dos
analitos na coluna cromatogréfica. Para as drogas ilicitas, inclusive a cocaina,
a cromatografia em fase reversa ¢ a mais utilizada. As colunas analiticas
empregadas geralmente utilizam fase estacionaria Cg(octil) ou Cg(octadecil) e
tamanho da particula variavel entre 3 ¢ 5 um. Acetonitrila (ACN) ou metanol
(MeOH) sdo utilizados como solventes organicos e dgua ultrapura enriquecida

com um eletrélito (e.g. dcido férmico, hidréxido de amodnio) é utilizada como
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solvente aquoso; o aditivo eletrolitico tem por finalidade favorecer a ionizagao
dos analitos antes de serem direcionados a fonte de ionizagdo,proporcionando
maior eficiéncia na formacdao de moléculas protonadas ou desprotonadas. A
ionizacao dos analitos ainda na fase liquida do sistema cromatografico, tende a
proporcionar maior detectabilidade a determinagdo por LC-MS/MS(Valcarcel
et al., 2012; Baker e Kasprzyk-Hordern, 2011b e Zuccato et al., 2011).

Alguns avancos nesta técnica podem ser destacados: o
desenvolvimento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC, do
inglés Ultra Performance Liquid Chromatography) e a cromatografia de
interacdo  hidrofilica (HILIC, do inglés Hydrophilic Interaction
Chromatography). A primeira emprega fases estacionarias com particulas de
didmetro inferior a 2 um, permitindo separacdes mais rapidas, além de utilizar
menor volume de fase mével e de amostra, sem perder a resolu¢do da
separacdo cromatografica. Entretanto, exigem equipamentos que suportem
pressdes mais elevadas do que os equipamentos de cromatografia liquida
convencionais. A HILIC emprega fase estacionaria mais polar que a
cromatografia em fase reversa e fase movel de baixa polaridade (i.e. baixa
porcentagem de fase aquosa e alta porcentagem de fase organica), sendo mais
eficiente na retencdo de compostos organicos polares frente a cromatografia
em fase reversa. Essas modalidades tém sido pouco empregadas para a
determinacdo de drogas ilicitas frente a cromatografia em fase reversa
(Maldaner et al., 2010; Bijilma et al., 2009; Baker e Kasprzyk-Hordern,
2011a; Kasprzyk-Hordern et al., 2007; Boleda et al., 2009, Castiglioni et al.,
2011)

11-4.3.2. Espectrometria de massas: fonte de ionizacdo

26



A fonte de ionizacdo € a parte do espectrometro de massas que produz
ions dessolvatados dos analitos. A partir da fonte de ionizacdo, os fons sdo
conduzidos ao analisador, onde serdo analisados de acordo com a razao
massa/carga (m/z). Dentre as fontes de 1onizacdo disponiveis para
equipamentos de LC-MS/MS, as mais empregadas sdo a fonte de ionizagdo
por electrospray (ESI, do ingl€s electro spray ionization), a ionizagdo quimica
a pressdo atmosfera (APCI, do inglés atmospheric pressure chemical
ionization) e a fotoionizacdo a pressao atmosfera (APPI, do inglés
atmospheric pressure photoionization).

Dentre as técnicas deionizacdo citadas, a ESI tem sido
predominantemente utilizada para a determinacao de drogas ilicitas (Vazquez-
Roig et al.,2013; Feitosa et al., 2013). A formacdo de ions na ESI ocorre por
reacoes em fase liquida de perda ou ganho de prétons a molécula neutra,
gerando moléculas protonadas (i.e. [M+H,]"") ou desprotonadas (i.e.
[M-H,]")(Crotti et al., 2006).

A cocaina e os seus metabodlitos apresentam grupamentos aminas
aceptores de protons na estrutura molecular, e a ionizacdo por ESI ocorre,
predominantemente, por ganho de préton a molécula neutra. Assim, para
induzir a formacdo dos ions ainda em fase liquida, aditivos eletroliticos
doadores de prétons(i.e. dcidos organicos) sdo utilizados na fase mével do
sistema cromatografico.

Durante a ionizacdo dos analitos por ESI, compostos semi-voléteis e
ndo voldteis presentes na amostra competem com o analito nos mecanismos de
ionizacdo. Essa interferéncia € denominada de efeito matriz e serd mais
pronunciada conforme maior a complexidade da matriz e a dificuldade do
analito em ser ionizado e/ou dessolvatado na fonte de ionizagdo. O efeito
matriz pode levar a supressiao de ioniza¢ao ou ao incremento de ionizacdo. O
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tratamento prévio da amostra tende a minimizar o efeito matriz, € o uso de
padrdo interno para a quantificacdo dos analitos é uma alternativa para
normalizd-lo, proporcionando maior confiabilidade dos resultados
quantitativos (Annesley, 2003; Crotti et al., 2006; Chiaradia et al., 2008;
Ribani et al., 2004).

11-4.3.3. Espectrometro de massas: analisador

Um analisador triplo quadrupolo consiste em um conjunto de trés
modulos funcionais dispostos em sequéncia (Figura 5). O primeiro e o terceiro
modulo sdo formados por quadrupolos e o segundo mddulo. Ao invés de um
quadrupolo, a célula de colisdo € geometricamente um hexapolo, preenchida
com um gas neutro, tais como nitrogénio, hélio e argdnio.

A andlise de fons € realizada no modo de aquisi¢ao de monitoramento
de reacdes multiplas (MRM, do inglés Multiple Reaction Monitoring) (Figura
5). O primeiro quadrupolo (Q1) atua como um filtro de massas, selecionando
os ions precursores referentes aos analitos de interesse, ionizados na fonte de
ionizacdo. Os fons precursores selecionados sdo direcionados a célula de
colisdo (Q2), aonde sdo fragmentados, formando ions fragmentos. Os ions
fragmentos sdo direcionados ao segundo quadrupolo (terceiro médulo — Q3),
onde os {fons fragmentos mais intensos de cada {on precursor sio
selecionados.Assim, multiplas transi¢cdes “ion precursor — fon fragmento”
podem ser monitoradas em uma unica andlise. A resultante € um sinal
analitico de intensidade relativa em funcdo da concentracdo de cada ion
precursor de interesse presente na amostra, formando cromatogramas de ions
totais (TIC, do inglés fotal ion chromatogram) e os cromatogramas de MRM

sdo obtidos a partir do TIC(Chiaradia et al.,2008).
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Figura 5. Ilustracdo da andlise de fons MRM em um analisador espectrometro de massas

triplo quadrupolo
O MRM confere elevada seletividade para a andlise quimica, e um

ajuste fino dos parametros do espectrometro de massas para cada transi¢ao

garante a melhor resposta analitica da técnica.
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IT - 5. OBJETIVOS GERAIS

Estudar a excrecdo urindria da cocaina em um conjunto amostral de

urina de usudrios da droga, com foco na epidemiologia do esgoto;

Comparar um conjunto amostral de urina de usudrios de cocaina com
um conjunto amostral de afluente sanitdrio, em relacdo aos dados

metabdlitos da droga;

Inferir sobre o consumo de cocaina em diferentes regides do municipio

de Campinas, utilizando a epidemiologia do esgoto;
Avaliar o cendrio da contaminagdo pela cocaina e benzoilecgonina de

aguas superficiais e de dguas de abastecimento publico, do estado de

Sao Paulo.
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CAPITULO III -

OCORRENCIA DE COCAINA E SEUS METABOLITOS EM
AMOSTRAS DE URINA DE USUARIOS DA DROGA E DE
AFLUENTE SANITARIO: EPIDEMIOLOGIA DE ESGOTO
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III - 1. INTRODUCAO

A epidemiologia do esgoto tem sido estudada como uma abordagem
alternativa aos métodos convencionais (i.e.distribuicdo de questiondrios
domiciliares),utilizados atualmente para a obtencdo de dados sobre a
quantidade e a prevaléncia do uso de drogas ilicitas em diferentes locais. Essa
nova abordagem vem sendo utilizada em alguns paises do mundo, como
Espanha (Huerta-Fontela et al., 2008a, Franca (Karolak et al., 2010), Itdlia
(Castiglioni et al., 2006), Bélgica (van Nuijs et al., 2009a), Estados
Unidos(Bisceglia et al., 2010) e mais recentemente Canada (Yargeau et al.,
2014), Portugal (Lopes et al., 2014),China (Khan et al., 2014) e Finlandia
(Kankaanpi et al., 2014). Na Europa a epidemiologia do esgoto foi utilizada
num estudo comparativo, avaliando o consumo de drogas ilicitas em 19
municipios de diferentes paises (Thomas et al., 2012).

Os resultados obtidos com esses trabalhos reforcam a aplicabilidade da
epidemiologia do esgoto como uma ferramenta auxiliar no planejamento e
desenvolvimento de politicas publicas, voltadas para o enfrentamento de
drogas ilicitas. Entretanto, para aumentar a confiabilidade dessa nova
abordagem, ainda € necessdria a elucidacao de alguns desvios que podem estar
associados ao cdlculo do consumo, tais como flutuagdes na populagdo servida
pelas ETE, no tempo de residéncia das substancias no sistema sanitério, dentre
outros.Além dessas questdes, um dos principais desafios abordado pela
comunidade cientifica é o estabelecimento das propor¢des dos metabolitos
excretados apds o uso, adotados no cdlculo da epidemiologia do esgoto
(Castiglioni et al., 2013; Feitosa et al., 2013).

O estudo da excrecdo urindria da cocaina pode fornecer informagdes

importantes que venham a suprir esta lacuna da epidemiologia do esgoto,
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gerando dados sobre os produtos da biotransformagao da cocaina, que podem
ser utilizados como biomarcadores para as diferentes op¢des de consumo da
droga (i.e.IN, EV, fumada ou em conjunto com bebida alcodlica). Podem ser
gerados também, dados sobre as propor¢des dos subprodutos excretados por
via urindria, ap6s o consumo da droga (e.g. razdo BE/COC). Esses dados sdao
essenciais para se interpretar a influéncia da forma de administracdo de COC
sobre a propor¢do dos produtos da biotransformag¢do da droga na urina e no
afluente sanitdrio, e para se avaliar a correlacdo entre estes dois conjuntos
amostrais.

Pesquisas envolvendo usudrios de drogas ilicitas sdo vetadas pelos

comités de ética, dificultando o desenvolvimento de estudos relacionados a

[@N

excrecdo urindria. Para fins da epidemiologia do esgoto, uma alternativa
estudar um amplo nimero de amostras de urina de usudrios da droga, sendo
que o afluente sanitario consiste, dentre outros residuos, por um conjunto de
urinas oriundas de diferentes usudrios e excretadas em diferentes intervalos de
tempo, apds o consumo da droga (Paul et al., 2005).

Em face ao que se tem conhecimento, ndo se encontram na literatura
trabalhos que reportem estudos similares a estes. Castiglioni et al. (2011)
compararam a porcentagem de BE em relacdo aos demais produtos da
biotransforma¢do da cocaina obtida por meio de estudos farmacocinéticos,
com a mesma porcentagem encontrada em amostras de afluentes sanitarios,
coletadas em ETE de Mildao e Como (Itdlia) e de Chicago (Estados Unidos).
Embora os resultados tenham apresentado porcentagens de BE correlativas, os
dados farmacocinéticos utilizados nesse trabalho foram gerados a partir de
estudos realizados em laboratorio, envolvendo menos de 10 individuos e sob
condi¢des especificas de administracdo da droga. Assim, os dados gerados
apresentam representatividade limitada.
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A aplicagdo da epidemiologia a realidade brasileira € interessante sob a
Otica de que o Brasil corresponde ao segundo maior consumidor de COC no
mundo e um dos principais paises de transi¢ao da droga por meio do mercado
ilicito de cocaina. Ademais, pouquissimos trabalhos que utilizam essa
abordagem foram publicados no Brasil, incentivando o desenvolvimento de

pesquisas voltadas para esse tema no pais (Locatelli, 2011; Silva, 2013).
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III - 2. OBJETIVOS
I1I-2.1.1. Objetivo Geral

Estudar a excrecdo urindria da cocaina em amostras de urina de
usudrios da droga para estimar o desvio do célculo da propor¢do da BE com
relacdo ao somatorio dos demais metabolitos da COC excretados via urina e
utilizar a epidemiologia do esgoto para inferir sobre o consumo de cocaina em

duas diferentes regides socioecondmicas de Campinas-SP.
I11-2.1.2. Objetivos especificos:

= Avaliar os métodos utilizados para a determinacdo de cocaina e seus
metabdlitos em amostras de urina humana e de afluente sanitario.

= Determinar cocaina e seus metabdlitos em amostras de urina de usuarios
da droga e inferir sobre os biomarcadores das diferentes formas de
administracdo da droga;
=  Estabelecer a propor¢ao de BE excretada via urina em relacdo aos demais
metabdlitos da COC e estimar o desvio associado ao célculo dessa propor¢ao;
= Estabelecer a razio [BE] / [COC] caracteristica do consumo de cocaina;
=  Determinar a concentragdo de BE em amostras de afluente sanitario de
duas ETE de Campinas, visando inferir consumo de cocaina em diferentes
regioes socioecondmicas e em diferentes sazonalidades.

» Estimar a incerteza do cdlculo do consumo de cocaina por meio da
epidemiologia do esgoto, utilizando dados da literatura e o desvio associado

ao cdlculo da proporcao de BE excretada via urina.
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III - 3. PARTE EXPERIMENTAL

I1I - 3.1. Reagentes e padroes analiticos

Os solventes utilizados no preparo das solugdes e da fase mdvel para a
andlise cromatografica foram acetonitrila (ACN) (Mallinckrodt), grau
cromatogréfico e dgua ultrapura (MilliQ Plus, Millipore). Acido férmico de
grau LC-MS (Fluka) foi utilizado como aditivo da fase mével.

Padrdes analiticos de COC, BE, EME, AEME, CE e EEE e os padrdes
analiticos deuterados COC-d3, BE-d3 e EME-d3 foram adquiridos da
Cerilliant® Analytical Reference Standards, mediante autorizacdo de
importacao de produtos controlados pelo Ministério da Saude e pela agéncia
nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) (processo 848916/11-5). Os
padrdes foram obtidos em solucdo de metanol (MeOH) ou de ACN nas
concentracdes 0,1 g L' e 1,0g L'. A AE foi obtida na forma de material
certificado sélido, produzido e fornecido pelos professores Dra. Renata
Pereira Limberger e Dr. Pedro Eduardo Frohelich, ambos da Faculdade de

Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

III - 3.2. Coleta e amostragem de urina de usuarios de cocaina e

de afluente sanitario
1l1-3.2.1. Amostras de urina de usudrios de cocaina

As amostras de urina foram obtidas a partir da colaboragdo do hospital
das clinicas da UNICAMP (HC/UNICAMP). Em um primeiro momento, foi
estabelecida uma colaboracdao com o laboratério de liquidos biolégicos da
divisdo de patologia clinica (LLB) para a obten¢do de amostras de urinas de

diferentes individuos. Entre o segundo semestre de 2011 e o primeiro semestre
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de 2012 foram analisadas 123 amostras de urinas, das quais apenas duas
apresentaram concentragdes de BE acima dos limites de deteccdo do método
analitico. No segundo semestre de 2012 iniciou-se uma nova colabora¢do com
o laboratorio de andlises toxicologicas do centro de controle de intoxicagao
(CCI) do HC/UNICAMP. Dessa nova colaboracdo, 97 amostras de urina de
diferentes usuarios de cocaina foram analisadas.

A utilizacdo das amostras de urina para fins deste estudo foi aprovada
pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (n°
doc. 0278.0.146.000-11).

As amostras de urina foram armazenadas em caixas de isopor e
mantidas resfriadas durante o transporte do CCI até o laboratério, onde foram

armazenadas a -20°C até a analise.

111-3.2.2. Amostras de afluente sanitdrio

IMI-3.2.2.1. Selecao dos locais de coleta

O sistema de esgotamento sanitdrio do municipio de Campinas atende
88% da populacao urbana do municipio, através de 24 estacOes de tratamento
de esgoto localizadas em tré€s bacias de drenagem:bacia do rio Atibaia, do

ribeirdo Quilombo e do rio Capivari(Figura 6).
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Figura 6. Mapa ilustrativo das bacias de esgotamento e suas subdivisdes do municipio de
Campinas-SP (fonte: SANASA, 2015)

Duas das 24 ETE do municipio de Campinas foram selecionadas para
estudo com base no numero de habitantes atendidos e nas caracteristicas
socioecondmica de cada regido: a ETE Capivari e a ETE Anhumas. A Figura
7mostra a localizacdo no mapa de Campinas das sub-regiOes atendidas pela
ETE Capivari e pela ETE Anhumas.

ETE Capivari: A ETE Capivari esta localizada na regido sudoeste do

municipio de Campinas, as margens do rio Capivari, fazendo parte da bacia de
esgotamento do rio Capivari (Figura 7). A regido atendida é uma das regides
de menor poder aquisitivo do municipio, onde menos de 1% dos domicilios
particulares permanentes recebem mais de 5 saldrios minimo (IBGE, 2010a).
Contempla uma regido residencial e um pequeno centro comercial, num total
de 60 mil habitantes. Até o momento deste estudo, essa ETE tratava em média
80 L s' de esgoto sanitirio, sendo projetada para tratar em média 86

L s'(SANASA,2015).
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Figura 7. Mapa do municipio de Campinas com as regides contempladas pelas bacias de
esgotamento do municipio em destaque e a localizacdo da sub-regido atendida pela ETE
Capivari e pela ETE Anhumas (Fonte: SANASA, 2015)

ETE Anhumas: Considerada a maior estacdo de tratamento de

Campinas, além de uma das maiores ETE do interior do estado de Sdo Paulo,
foi projetada para tratar em média 1200 L s de esgoto sanitério.Atende a
maior regido do municipio de Campinas, aproximadamente 250 mil
habitantes, onde se localizam bairros universitarios, centros comerciais €
bairros residenciais. Representa uma regiao de médio-alto poder aquisitivo do
municipio, onde 17% dos domicilios particulares permanentes recebem mais
de 5 salarios minimo (IBGE, 2010a). Esta localizada a beira do ribeirao
Anhumas, fazendo parte da bacia de esgotamento do mesmo ribeirdo (Figura
7). Até o momento deste estudo, a ETE Anhumas tratava em média 650 L !

de efluente sanitario(SANASA,2015).
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I11-3.2.2.2. Coleta das amostras de afluentes sanitarios

Os frascos ambar (1 L) utilizados para a coleta das amostras nas ETE
foram previamente lavados com detergente de uso profissional, enxaguados
com agua destilada, dgua deionizada e,posteriormente, com etanol e com
acetona. Apds a lavagem, os frascos foram submetidos a um tratamento
térmico a 400°C por 4 horas.

As amostras de esgotos sanitirios das regides atendidas pelas ETE
Capivari e ETE Anhumas foram coletadas na entrada da ETE apds o
tratamento preliminar (i.e. gradeamento e retencdo de areia). Realizou-se uma
amostragem cumulativa de 24 horas do afluente sanitario de cada ETE,
conforme procedimento detalhado a seguir:

Amostragcem cumulativa de 24 horas na ETE Capivari (Figura 8A):

Cada amostra cumulativa de 24 horas foi obtida por meio da coleta de uma
aliquota de 200 mL do afluente sanitdrio dessa ETE em intervalos de 2 horas.
A coleta iniciou-se as 8:00 h e finalizou-se as 8:00 h do dia seguinte. Cada
aliquota de 200 M1 foi transferida para um frasco plastico com capacidade
para 5 litros e em seguida armazenada em refrigerador a 4°C. Ao final da
amostragem, a amostra cumulativa fo1 homogeneizada e 1 litro desta amostra
foi transferido para um frasco ambar (1 L) e transportada sob refrigeracdo até
o laboratério.

Amostragem composta de 24 horas na ETE Anhumas (Figura 8B): A

aliquota do afluente sanitario foi coletada em intervalos de 2 horas, sendo que
o volume da aliquota coletado foi estabelecido de acordo com a vazio
instantdnea do aporte do afluente sanitdrio na ETE. A Tabela 2 mostra os

volumes das amostras e horarios estabelecidos para a coleta. A amostra
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composta foi homogeneizada, transferida para um frasco ambar (1 L) e

transportada sob refrigeracao até o LQA.

Tabela 2.Volumes da aliquota de afluente sanitdrio coletados para compor a amostra
cumulativa de 24 horas na ETE Anhumas

Volume de amostra Hora Volume de amostra Hora Volume de amostra

Hora (mL) (mL) (mL)
00:00 380 08:00 360 16:00 540
02:00 340 10:00 540 18:00 460
04:00 200 12:00 560 20:00 460
06:00 200 14:00 560 22:00 560
24:00 380

Volume total (mL) 5920

Figura 8.Estacdes de tratamento de esgoto selecionadas para o estudo: A) ETE Capivari. B)
ETE Anhumas
(Fonte A: PAC, 2009; FonteB:http://www.panoramio.com/photo/972413)

I1I-3.2.2.3. Descricdo das campanhas de coleta

Trés campanhas de amostragem cumulativa de 24 horas foram

realizadas (Tabela 3).
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Tabela 3.Data, nimero de amostras e sazonalidades das campanhas de coleta de amostras
de afluente sanitario nas ETE estudadas.

Campanha 1 Campanha 2 Campanha 3
Data 10/07/2013 15a21/07/2013 3/03/2014
Numero de amostras 1 7 1
ETE Capivari ETE Capivari
Local ETE Anhumas
ETE Anhumas ETE Anhumas
Sazonalidade de
Seco Seco Chuvoso
chuvas®*
Sazonalidade de Evento festivo
Semanal Dia da semana
periodo (Carnaval)

*Fonte: CEPAGRI/UNICAMP
III - 3.3. Preparo de amostra

Para as etapas da SPE foi utilizado um dispositivo para controle de
extracio em fase sélida manifold(marcaPrepSep™). Protocolos de extracio
similares foram aplicados para ambas amostras, 0os quais se basearam no

método desenvolvido por Feitosa et al. (2013).

I11-3.3.1. Protocolo da extracdo em fase solida para as amostras de

urina de usudrios

Cartuchos de extragdo Oasis HLB (Waters ®) constituidos de 60 mg
de fase extratora foram empregados para a SPE. A etapa de condicionamento
do cartucho foi realizada pela percolagao de 2 mL de metanol, 3 mL de ACN
e4 mL de dgua ultrapura. Para a extracdo das amostras de urina utilizou-se um
volume de 250 pl. de amostra, previamente diluidos em 7,5 mL 4gua ultrapura
(fator de dilui¢ao de 30 vezes). O excesso de dgua adsorvido a fase extratora

pela percolacio da amostra diluida foi removido sob baixa pressao (10
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mmHg) por 5 minutos, e a elui¢do dos analitos foi realizada com 6 mL de
solucdo MeOH:ACN 40:60 (v v'). O eluato obtido foi seco sob fluxo de N,
resultando no extrato seco da amostra. Antes da andlise por LC-MS/MS,o
extrato seco foi dissolvido emlmL de solu¢do de 4cido férmico 0,1%/ACN,
90:10(v v'), resultando na dilui¢do dos analitos em relacdo 2 amostra em um

fator de 4 vezes.

I11-3.3.2. Protocolo da extracdo em fase solida para as amostras de

afluentes sanitdrios

A ilustracdo do processo de SPE para as amostras de afluentes
sanitarios encontra-se na Figura 9. A etapa de condicionamento do cartucho
(Oasis HLB, 500 mg) foi realizada com a percolagdo de 3 mL de MeOH,
seguidos de 4 mLL de ACN e 5SmL de 4gua ultrapura pela fase extratora. As
amostras de afluente sanitarios das ETE foram filtradas em membrana de fibra
de vidro (diametro do poro de 1,7 um—Schleicher & Schuell) e de acetato de
celulose (diametro do poro de 0,45 um - Sartorius) para a retirada do material
particulado, previamente a etapa de extragdo. Um volume de 70 mL da
amostra filtrada foi passado pelo cartucho de SPE,com o auxilio de seringas
plasticas com capacidade para 60 mL. A limpeza da amostra foi realizada com
3 mL de 4gua ultrapura e o excesso de dgua restante foi removido sob baixa
pressdo (10 mmHg) por 10 minutos.A elui¢do dos analitos foi realizada com
6mL de solugio MeOH:ACN 40:60 (v v'') e oextrato da amostra foi preparado
pela dissolucdo do extrato seco em ImL de solu¢do de acido foérmico

0,1%/ACN, 90:10 (v V'l), antes da analise.
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Figura 9. A)Sistema utilizado para a filtracdo das amostras de afluente sanitario das ETE.B)
Sistema utilizado para a SPE. C) Extrato das amostras analisado por LC-MS/MS

I1I - 3.4. Métodoanalitico: LC-MS/MS

Empregou-se um cromatografo a liquido (modelo 1200, Agilent
technology ®), constituido de bomba binaria, acoplado a um espectrometro de
massas triplo quadrupolo sequencial (modelo 6410B, Agilent technology®)e
1onizacao por ESI.

Para a cromatografia liquida em fase reversa, utilizou-se coluna
analitica C18 de 2,1x30 mm e 3,5 um de tamanho de particula (Zorbax SB-
Agilent Technology, Brasil). A fase mével foi composta por solugdo de dcido
férmico 0,1% (v v'') e ACN, previamente filtrados em membranas de 0,22um
de poro.A Tabela 4apresenta o programa de gradiente utilizado para a

separa¢ao cromatografica.
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Tabela 4. Programa de gradiente empregado na separagdo cromatografica para a COC e
seus metabolitos

Tempo(min) ACN(%) Vazao(mL min'l)
0-0,5 10 0,3
0,5-5 10-80 0,3
5-7 80 0,3
7-11 80-10 0,3
11-16 10 0,3

Os analitos foram ionizados no modo positivo. As condicdes da fonte
de ionizacdo foram cuidadosamente ajustadas: o gas N, no nebulizador foi
mantido a 325 °C, a 10L min™ e a30 psi; o potencial do cone aplicado foi de
120 V e o potencial do capilar de seleciao de ions +2500 V.

Para a identificagdo dos analitos nas amostras, foram monitoradas duas
ou trés transicdes “fon precursor — ion fragmento” para todos 0os compostos,
além do tempo de retencdo da separacdo cromatografica. Os fons fragmentos
que apresentaram a maior intensidade de sinal foram utilizados para a
quantificacdo dos compostos, e os demais foram utilizados para confirmar a
identificacdo dos compostos nas amostras. Na Tabela 5 estdo expostos os fons

precursores, os ions fragmentos, a func¢do analitica e a energia de colisdo

necessdria para a formacao do ion fragmento.
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Tabela 5. fons precursores e fons fragmentos utilizados para a quantificacio (Q) e
confirmacao (C) da COC, de seus metabdlitos e dos compostos deuterados.

Ion Precursor Ion Fragmento Funcao Energia de
Composto
(m/z) (m/z) Analitica colisdo (EV)

182,1° Q 15
CcocC 304,17 105,0" C 30
82,17 C 30
185,2" Q 15

COC-d3 307,2°
85,2" C 30
168,0+ Q 15
BE 290,17 105,1+ C 30
82,2+ C 30
171,2% Q 15

BE-d3 293,17
105,2* C 20
182,1° Q 15

EME 200,17
82,0" C 30
185,0" Q 15

EME-d3 203,17
85,0" C 25
196,17 Q 15

EEE 214,17
82,1" C 25
150,0" Q 15

AEME 182,17
118,0" C 20
91+ Q 15

AE 168,1+
71+ C 15
196,17 Q 15

CE 318,17
82,2" C 25
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I1I-3.4.1. Avaliagdo do método analitico para a determinagdo de

cocaina e seus metabadlitos

O método analitico utilizado para a determinagdo da cocaina e seus
metabdlitos em amostras de urina de usudrios da droga e em amostras de
afluente sanitdrio foi avaliado com base nos pardmetros de desempenho
analitico, tais quais: recuperacdo do processo de SPE, efeito matriz, exatidao,
precisdo, linearidade e faixa de trabalho.

Para a avaliagdo desses parametros em amostras de urina humana,
foram realizados ensaios de desempenho analitico do método, nos quais o
padrdo dos analitos foi adicionado em uma amostra de urina isenta dos
analitos. Em amostras de afluente sanitério, estes ensaios foram realizados por
meio da adicdo do padrao deuterado da COC (COC-d3), da BE (BE-d3) e da
EME (EME-d3) a uma amostra de afluente sanitdrio, em decorréncia da
auséncia de amostra isenta dos analitos e de amostra certificada (Ribaniet al.,
2004; Cassiano et al., 2009; SWGTOX, 2013). Os parametros foram avaliados
em dois niveis de concentracao para a amostra de urina (i.e. nivel baixo, CCl1,
e nivel alto, CC2) e em trés niveis de concentracdo para a amostra de afluente
sanitario (i.e.nivel baixo, CC1, intermediario, CC2, e alto, CC3) (Tabela 6).

A seguir estdo descritos o procedimento geral utilizado nos ensaios de

desempenho analitico para a avaliagdo dos paramentos mencionados a cima.
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Tabela 6. Concentragdes no nivel baixo (CC1) e no nivel alto (CC2) dos padrdes analiticos
dos analitos adicionados a amostra de urina isenta dos analitos, e concentracdes no nivel
baixo (CCl1), intermedidrio (CC2) e alto (CC3) dos padrdoes dos analitos deuterados
adicionados a amostra de afluente sanitdrio,utilizadas nos ensaios de desempenho analitico
do método.

Concentracdo (ug L™)

Nivel de Urina isenta das substincias Afluente sanitario
Concentragio | coc  BE EME AEME AE CE EEE | COC-d3 BE-d3 EME-d3
CC1 200 500 500 50 50 200 200 35 70 10
cC2 2000 5000 5000 250 250 2000 2000 105 350 70

CC3 - - - - - - - 210 700 100

111-3.4.2. Recuperacdo do processo de extracdo em fase solida

Para a avaliacdo da recuperacao do processo de SPE (R), aliquotas de
uma amostra de urina, isenta dos analitos, € de uma amostra de afluente
sanitario foram fortificadas com os padrdes analiticos dos analitos descritos
acima, antes da SPE (Tabela 6). E aliquotas das mesmas amostras foram
fortificadas nos mesmos niveis de concentracdo, apds a SPE. Apds a SPE, as
amostras fortificadas antes e apds a SPE foram analisadas por LC-MS/MS. As
areas dos picos cromatograficos obtidas na determinacdo de cada analito nas
amostras fortificadas antes da SPE foram comparadas com as dreas obtidas

nas amostras fortificadas apos a SPE (Equacao 2).

Equagio 2: R ( % )= area do analito na amostra antes da SPE %100

area do analito na amostra apds a SPE

111-3.4.3. Efeito matriz

Para avaliar o efeito matriz (EM), aliquotas de uma amostra de urina,
1senta dos analitos, e de uma amostra de afluente sanitario foram fortificadas
apos a etapa de SPE (Tabela 6). Uma solugdo idéntica a fase movel do sistema

cromatogréfico, nas condi¢des iniciais do gradiente de elui¢do, foi fortificada
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com os analitos, nas mesmas concentracoes. Tanto as amostras fortificadas
apos a SPE e a solucdo de solventes (fase movel) fortificadas foram analisadas
por LC-MSMS. As dreas dos picos cromatograficos obtidas na determinacdo
de cada analito nas amostras fortificadas apds a SPE foram comparadas com
as dreas obtidas na solugdo de solventes (Equacao 3).

Equacao3:

(érea do analito na amostra apds a SPE - 4rea do analito no solvente)

EM(%)= x100

area do analito no solvente

111-3.4.4. Precisdo do método analitico

Aliquotas de uma amostra de urina, isenta dos analitos, e de uma
amostra de afluente sanitdrio foram fortificadas com os analitos nos niveis de
concentracdo apresentados na Tabela 6. As aliquotas fortificadas foram
submetidas a SPE e os analitos determinados por LC-MS/MS. A precisao foi
avaliada em termos do coeficiente de variacio (CV) (Equacio 4) da
determinacdo dos analitos em preparacoes repetidas das amostras fortificadas
no mesmo nivel de concentracao.

A repetitividade do método analitico (precisdo intra-dia) foi avaliada
através da determina¢do dos analitos em preparacdes das amostras fortificadas
repetidas em um mesmo dia. Para avaliar a precisdo intermedidria (precisao
inter-dia), foram realizadas a determinacdo dos analitos em preparacdes das

amostras fortificadas repetidas em trés dias alternados.

Equacio4: CV(%)= % %100 onde

Sendo:

CV(%): coeficiente de variacao da determinagdo;
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s: estimativa do desvio padrdo da determinagao;

X: determinacdo média nas amostra fortificadas;

x;: determinacdo em cada amostra fortificada (i = 1, 2, 3...n);

n: nimero de repeticdes da preparacdao das amostras fortificadas com

os analitos.
111-3.4.5. Exatiddao do método analitico

A exatidao do método foi avaliada em termos da eficiéncia do método
analitico (EMA) por meio de ensaios de recuperacdo (Ribani et al., 2004).
Esse ensaio consistiu da fortificagdo de aliquotas de amostras de urina, isenta
dos analitos, e de afluente sanitario antes da SPE (Tabela 6). Uma solugao
idéntica a fase moével do sistema cromatografico, nas condi¢des iniciais do
gradiente de eluicdo, foi fortificada com os analitos nas mesmas
concentracdes. Tanto as amostras fortificadas antes da SPE e a solucao de
solventes (fase movel) fortificadas foram analisadas por LC-MSMS. As dreas
dos picos cromatogrificos obtidas na determinacdo de cada analito nas
amostras fortificadas apés a SPE foram comparadas com as dreas obtidas na

solucdo de solventes (Equacdo 5).

~ c. __drea do analito na amostra antes da SPE
Equagaos: EMA(%)= darea do analito no solvente x100

I11-3.4.6. Curva analitica e faixa de trabalho

Prepararam-se solugdes padrdo de concentracdes conhecidas da
cocaina e de seus metabdlitos, as quais se adicionou50 pgL’' do padrio
analitico EME-d3 e 100 ug L' BE-d3 como padrio interno. O padrio EME-d3
foi utilizado como padrao interno dos compostos AEME, AE, EME e EEE e o
padrao BE-d3 dos compostos COC, BE e CE. Apos a andlise dessas solucoes
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por LC-MS/MS, foi construido um gréafico, relacionando a razdo de dreas
(4rea do pico do analito/drea do pico do padrdo interno que tem concentragao
constante) coma concentracdo (variada) do analito (Ribani et al., 2004).A
partir desse grafico e da aplicacdo da regressao linear, foi obtida a curva
analitica, da qual foi extraido o coeficiente linear (A),0 coeficiente angular
(B),o coeficiente de correlacao (r), além do desvio padrao do coeficiente linear
e do coeficiente angular. A partir desses parametros foram calculados o limite
de deteccdo (LD) e o limite de quantificagdao (LQ) para cada composto (Miller
& Miller, 2005) (Equacdo 6 e Equacdo 7):

Equagio 6  LD= 3>]<35A

Equagdo 6: LQ= 1O§SA

Sendo:

LD:limite de detecc¢ao;

LQ:limite de quantificacio;

Sa:desvio padrdo do coeficiente linear da curva analitica;

B:coeficiente angular
A partir do LQ foi estabelecida a faixa de trabalho para a determinagao

de cada substancia nas amostras de interesse.

III - 3.5. Avaliacao da estabilidade dos analitos nas amostras de

urina

A estabilidade da cocaina e dos seus produtos da biotransformag¢do na
urina foi avaliada, uma vez que a analise das amostras foi realizada at€ uma

semana apds a sua coleta. Embora as amostras fossem mantidas a
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aproximadamente -20°C, procedimentos para evitar possivel degradacdo dos

analitos nao foram realizados.
111-3.5.1. Estabilidade de armazenamento

Para verificar a estabilidade dos analitos quando mantidos a -20°C por
até uma semana, aliquotas de uma mesma amostra de urina isenta dos analitos,
aqui denominadas como “sub-amostras”, foram separadas. A essas sub-
amostras foram adicionados os padrdes analiticos dos analitos, nos niveis de
concentragdes descritos na Tabela 7. Posteriormente, as sub-amostras foram

submetidas aos protocolos descritos a seguir:

1. 2sub-amostras de 250uL cada foram submetidas a SPE e analisadas;
2. 2sub-amostras, de 2 mL cada, foram armazenadas a -20 °C por 1dia;

3. 2sub-amostras, de 2 mL cada, foram armazenadas a -20 °C por 3 dias.

Ap6s o tempo de armazenamento indicado, as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente. Aliquotas de 250ul. foram retiradas,
submetidas ao protocolo de SPE e analisadas por LC-MS/MS.As
concentracdes dos analitos determinadas nas sub-amostras foram comparadas
com as concentracdes determinadas em uma solugdo,recém preparada,dos

padrdes analiticos, na mesma amostra de urina € nas mesmas concentracoes

(Tabela 7).

Tabela 7. Concentragdes de cocaina e de seus metabdlitos utilizadas nos ensaios de
estabilidade da cocaina e de seus metabdlitos na urina humana.

. COC BE EME AE AEME CE EEE
Analito

Concentracdo (ug L") | 200 500 500 200 200 200 200

53



I11-3.5.2. Estabilidade  de  ciclos de  congelamento e

descongelamento

A amostra de urina isenta dos analitos foi fortificada com os padroes
analiticos nas concentracOes descritas na Tabela 7. A amostra fortificada foi
levada ao congelador e, apds 24 h, a mesma amostra foi descongelada a
temperatura ambiente. Apos o total descongelamento da amostra, a mesma
amostra foi congelada e descongelada seguindo o mesmo protocolo (24 h em
freezer; descongelada a temperatura ambiente). Este procedimento
corresponde a um ciclo de congelamento/descongelamento.

Completado o ciclo, uma aliquota de 250 uL da amostra descongelada
foi submetida ao protocolo de SPE e, posteriormente, analisada por LC-
MS/MS. As concentracdes dos analitos determinados na amostra apds o ciclo
de congelamento/descongelamento foram comparadas com as concentracdes
determinadas em uma solucdo, recém preparada, dos padrdes analiticos, na

mesma amostra de urina e nas mesmas concentragdes (Tabela 7).

III - 3.6. Avaliacao da estabilidade da cocaina e da

benzoilecgonina no afluente sanitario

Um litro de amostra de afluente sanitdrio foi transferido para um
béquer com capacidade para 2 litros. A amostra foi mantida na auséncia de
luz, sob agitacdo branda e a temperatura ambiente, na tentativa de mimetizar
as condicdoes do sistema sanitdrio. Uma amostra de urina, contendo
concentracdes previamente determinadas de COC e BE, foi adicionada ao
afluente sanitério, resultando num fator de dilui¢io da amostra de urina de 500

vezes.Aliquotas de 70 mL foram retiradas do béquer antes da adicao da
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amostra de urina e apds 0, 5,1, 2, 3, 4 e Shoras da adi¢do da urina,

completando 5 horas de experimento. Cada aliquota retirada do sistema foi
submetida ao protocolo de SPE e analisada por LC-MS/MS. Este ensaio foi

realizado em duplicata, simultaneamente.
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III - 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

III - 4.1. Método analitico baseado em LC-MS/MS para
determinaciao de cocaina e metabdlitos em amostras de urina e

afluentes sanitarios

A seguir serdo abordados os resultados sobre a avaliacdo dos métodos

empregados para a andlise das amostras de interesse.
Il11-4.1.1. Recuperacdo do processo de extracdo em fase solida

A recuperacdo do processo de SPE ¢ um dos fatores que afetam a
exatidao do método analitico, pois se houver perda dos analitos durante a SPE,
o valor quantificado ndo serd condizente com o valor real presente na amostra
antes do procedimento de extracdo. Os resultados obtidos para os ensaios da
recuperacao estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados obtidos para a recuperacdo do processo de SPE para cocaina e seus

metabdlitos nas amostras de urina e nas amostras de afluentes sanitarios das ETE, nos
niveis de concentracdo estudados.

Recuperacao do processo de SPE (%)

) Urina humana Afluente sanitario
Nivel de
. EME-
Concentraco | BE EME AEME AE CE EEE | COC-d3 | BE-d3 0
CC1 94 92 75 120 4 106 61 86 94 67
CC2 96 101 85 94 4 94 85 87 96 80
CcC3 - - - - - - - 92 97 74

Os intervalos aceitdveis de recuperacdo para andlise de residuos
geralmente estdo entre 70 e 120%, podendo ser de até 50 a 120%, com

precisdo de até + 15% (GARP, 1999apud Ribani et al., 2004).
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Observa-se pela Tabela 8 que a AE apresentou valores de recuperagao
menores do que 5%, muito abaixo dos valores recomendados pelo GARP, nao
sendo vidvel a sua determinacdo analitica. A recuperagdo minima para o AE
estd relacionada a sua alta polaridade e solubilidade em meio aquoso, sendo o
metabdlito da cocaina mais polar (Figura 2). Em meio aquoso a interagcdo
hidrofilica entre este analito e a fase extratora ndo foi suficiente para a
retencdo da AE e, praticamente, todo o analito foi eluido pelo solvente da
amostra. Neste caso, cartuchos com fase extratora de troca catidnica podem
apresentar maiores valores de recuperacdo da SPE, porém, ndo foram testados
para fins deste estudo.

Para os demais analitos, a recuperacao da SPE nas amostras de urina e
nas amostras de afluentes sanitdrios foi adequada, pois variaram entre 61 e
101%, com CV menor do que 15%. Estes valores encontram-se dentro dos

limites aceitaveis.
I11-4.1.2. Avaliacdo do efeito matriz

A literatura recomenda a investigacao do efeito matriz, em virtude da
influéncia sobre o desempenho do método analitico (CDER, 2001; SWGTOX,
2013). Os resultados para a avaliacdo do efeito matriz estdo mostrados na
Tabela 9. Um valor negativo significa um efeito de supressdo de ionizagdo,
enquanto um valor positivo indica um efeito de incremento de ionizacgdo.

Quanto mais préximo de zero (0) menor o efeito matriz.
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Tabela 9.Efeito matriz para a cocaina e metabdlitos nas amostras de urina e nas amostras de
afluentes sanitarios, em diferentes niveis de concentracgao.

Efeito matriz, %
(O TR Amostras de urina Amostras de AS
controle coc BE EME AEME AE CE EEE| COC-d3 BE-d3 EME-d3
CCl1 -10 -20 -70 -20 -80 -30 -80 -28 -25 -61
cC2 -10 -1 -50 -10 -80 20 -50 -20 -25 -58
CC3 -24 -19 -54

Nos niveis de concentracdo estudados, foi observado um efeito matriz
de supressdo de ionizacdo para todos os analitos. Para os compostos menos
polares, COC, BE, CE, e para a AEME a supressao de ioniza¢cdo foi menor de
30%. Para estes analitos, o uso de padrio interno pode garantir a
confiabilidade da determina¢do dos analitos, caso a imprecisdao do método seja
inferior a 15% (Cassiano et al., 2009). Para os compostos mais polares, tais
quais a AE, EME e EEE, a supressdo de ionizacdo foi superior a 50%,

podendo comprometer a detectabilidade do método.
I1-4.1.2.1. Precisao e exatidao do método analitico

Na Tabela 10eTabela 11 estdo apresentados os resultados obtidos para
a precisdo e exatiddo do método analitico, na determinacdo dos analitos em
amostras de urina humana e de afluentes sanitarios.

Em andlises de amostras complexas e em determinacdesnos niveis
abaixo de 10 mg L' o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento)recomenda que o coeficiente de variagdo ndo exceda 30%,
porém os guias de validacdo analitica para métodos bioanaliticos e para
andlises toxicoldgicas forense recomendam imprecisdes menores de 20% e

exatiddo a cima de 80% (MAPA, 2011; CDER, 2001; SWGTOX, 2013).
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Tabela 10. Precisdo e exatiddo do método analitico na determinagdo da cocaina e

seusprodutos de biotransformac¢ao em amostras de urina, em dois niveis de concentragao.

Nivel de precisao Exatidao
Analito Repetitividade (CV, %) | Intermediaria (CV, %) (%)
CC1* CC2s#* CC1* CC2* CC1* CC2*

coC 15 13 10 5 85 83
BE 9 4 8 6 83 94
EME 14 10 16 16 5 15
AEME 12 3 9 11 102 82

AE 12 9 9 8 1 S
CE 16 12 12 7 72 78
EEE 9 6 15 12 30 23

*n=3; **n=6

Tabela 11. Precisdo e exatiddao do método analitico na determinacdo da cocaina e seus
produtos de biotransformag¢do em amostras de afluentes sanitarios, em trés niveis de
concentracao.

Nivel de precisao _
Exatidao
. tividade (CV, %) Intermediaria (%)
. epetitividade o )
Analito ? (CV,%)
CC1* CC2** CC3* CC2* CC1* CC2* CC3*

COC-d3 5 2 1 11 79 79 70

BE-d3 4 2 1 3 71 72 78
EME-d3 17 11 13 20 26 34 34

*n=3; **n=6

Observa-se na Tabela 10 e na Tabela 11, que em termos de precisdo o
método analitico respondeu adequadamente, pois os valores obtidos
encontraram-se dentre os limites aceitdveis. Em termos de exatiddo, para os
compostos COC, BE, CE e AEME o método analitico apresentou valores
entre 70 € 102%, com CV inferior a 15%, considerando as duas matrizes

estudadas, ou seja, dentre dos limites recomendados. Para o EME, a AE e o
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EEE a exatiddo do método encontrou-se fora dos limites recomendados,
principalmente para a AE (exatidao menor de 5%).

Especificamente para a AE, o método analitico deve ser empregado
apenas para fins qualitativos. Para os demais, o uso de padrdes interno na
determinacdo poderd ser utilizado para garantir a confiabilidade aos
resultados, normalizando o efeito matriz. O comprometimento da exatidao do
método analitico para esses metabdlitos mais polares da COC foi resultante
dos baixos valores de recuperagcdo da SPE e,principalmente, pelo efeito
matriz, como mostrado anteriormente. Para a obtencdo de resultados
quantitativos com maior confiabilidade, a determinacdo dos analitos foi

realizada com base na curva analitica por padronizagao interna.
111-4.1.3. Linearidade e faixa de trabalho

A Figura 10 mostra os cromatogramas de MRM da transi¢cdo de

quantificacdo “ion precursor — fon fragmento” obtidos por LC-MS/MS.
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Figura 10. Cromatogramas MRM para a transi¢do de quantificacdo “ion precursor—ion
fragmento” para COC e seus metabélitos a 70pug L. (Coluna Zorbax SB-C18, 2,1 x 30 mm
e 3,5 um de tamanho de particula; fase mével dcido férmico 0,1%/ACN).

d3 para quantificar os analitos mais polares (i.e. EME, EEE, AEME e AE) e o
padrdo interno BE-d3 para os compostos menos polares (i.e. COC, BE e CE).
Os padrdes internos foram adicionados no solvente (fase mével) e no extrato
das amostras, antes da determinacdo por LC-MS/MS. Na Tabela 12 estdao
expostos os parametros obtidos para a linearidade do método. Para a COC e

BE, duas faixas lineares foram empregadas, dependendo da concentragcdo

+ESI MRM Frag=120,0V CID@25,0 (304,2000 -> 182,1000) COC AE EEE 0,070ppm-r001.d
1

Counts vs. Acquisition Time (min)

Para a construc¢ao da curva analitica utilizou-se o padrdo interno EME-

desses compostos nas amostras.

61
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Tabela 12. Parametros da curva analitica por padroniza¢do interna para a cocaina e

metabolitos
. CcoC BE EME AEME AE CE EEE
Parametros
t(min) 8,3 7.8 0,5 1,5 0.6 8,5 0,6
Faixa linear 0.5 - 150 0.5 - 150
; ; 05-150 | 05-150 | 05-150 | 1-150 | 1-150
(ug LY 150-1000 | 150 — 1000
R? 0,999 0,999 0,999 0,998 0,995 0,994 0,998
0,998 0,999
Coef. Angular 0,019 0,039 0,010 0,013 0,003 0,100 0,078
0,036 0,060
DP do Coef. Linear | 012 0,020 0,004 0,013 0,009 0,114 0,102
0,590 0.285
LD (ug L™ 2 2 1 3 8 4 4
. 6 5
L L! 4 10 28 12 13
Qg L7 162 174
Faixa de trabalho
6- 150 5-150 4-150 10— 150 28-150 | 12-150 | 13- 150
(ng LY 162 - 1000 | 174 — 1000
III - 4.2. Estabilidade da cocaina e metabolitos em urina

humana

A Figura 11 apresenta os resultados do estudo da estabilidade da

cocaina e de seus produtos de biotransformac¢do, em termos de porcentagem

residual, sob as condi¢bes de armazenamento das amostras de urina

empregadas neste estudo.
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Figura 11.Estabilidade da cocaina e de seus metabdlitos na urina apds armazenamento da
amostra fortificada a -20 °C por 1 (T1) e 3 (T3) dias e apds ciclo de congelamento e
descongelamento (C/D). Porcentagem residual em relagdo a determinacdo da amostra
imediatamente ap6s a fortificacdo.

O primeiro teste de estabilidade envolveu a determinacao em duplicata
dos analitos na amostra de urina fortificada apés 1 (T1) e 3 (T3) dias de
armazenamento a -20 °C (Figura 11). O segundo ensaio consistiu da
determinacdo dos analitos, em duplicata, apos dois ciclos de congelamento e
descongelamento sucessivos. A concentragdo residual encontrada foi
comparada com a concentracdo determinada das substancias imediatamente
apos a fortificagdo da amostra (CDER, 2001).

Observou-se que a BE, a COC, o EME e o CE foram estdveis apods 1
dia de armazenamento. O AEME apresentou uma diminui¢io na concentragao
de aproximadamente 16%, ¢ a AE e o EEE apresentaram um aumento
proximo de 20%. Ap0s 3 dias de armazenamento, ocorreu uma diminuicdo da

concentracdo da COC e da EME, a qual foi observada também apos ciclos de
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congelamento e descongelamento.E a variacdo na concentracdo de AE e da
AEME foi ainda maior.

A diminuicado na concentra¢cdo do AEME e o aumento na concentragao
da AE podem estar relacionados a hidrélise da AEME, formando a AE, reagao
esta favorecida em pH acima de 7 (Preston et al., 2002; Smith et al., 2010). A
perda na concentragdo da COC e do EME pode estar relacionada a ocorréncia
de reacdes de hidrélise no grupo éster metilico destas moléculas, levando a
formacao da BE e da ecgonina (produto da biotransformagao nao investigado),
respectivamente (Peterson et al., 1995).Variacdes nas concentracdes de CE e
EEE foram observadas. In vivo, a conversdo do CE ao EEE ocorre por reacoes
de transesterificacao através de acdao enzimatica no figado, sendo provavel que
esta transesterificacdo continue in vitro(Peterson et al., 1995).

Os resultados descritos indicam possiveis alteracdes na concentracao
de cocaina e de seus produtos de biotransformagcdo em amostras de urina
humana, quando armazenadas sem procedimentos apropriados para evitar a
degradacao/formagdo dos analitos. Para evitar etapas de armazenamento ou
ciclos de congelamento e descongelamento das amostras, bem como a
degradacdo/formacao dos analitos apds a coleta, procurou-se analisd-la sem

até uma semana apos serem alocadas no laboratorio.

I1I - 4.3. Estabilidade da cocaina e da benzoilecgonina no

afluente sanitario

A Figura 12mostra a variagdo da concentracdo de COC e da BE no
afluente sanitdrio, antes e ap0Os a adicdo de uma amostra de urina positiva para
esses analitos, durante 5 horas. O afluente foi mantido a temperatura ambiente

(varidvel entre 22 e 25°C) e pH 6,8, sob agitacdao branda e na auséncia de luz.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade da COC e da BE durante a
permanéncia € o transporte no sistema sanitdrio, até alcancarem a ETE. O
tempo total do experimento (i.e.5 horas) foi estabelecido de acordo com o
tempo de residéncia de uma amostra de urina na rede de esgoto. Esta
informagcdo foi concedida pelo responsdvel técnico da companhia de

saneamento de Campinas.
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Figura 12. Varia¢des na concentracdo de cocaina e benzoilecgonina no afluente sanitdrio de
uma ETE, antes (caixa em cinza) e apds a adi¢do de urina (fator de diluicdo da urina no
afluente de 500 vezes), ao longo de 5 horas. Condicdes experimentais: temperatura
ambiente, pH6,8, agitacdo branda e auséncia de luz.

Apés a adicdo da amostra de urina no afluente sanitirio, a
concentracido de COC no afluente aumentou cerca de 5 vezes, € a
concentracdo de BE aumentou aproximadamente 20 vezes. Esse deslocamento
nos niveis de concentra¢io para valores mais concentrados foi proporcional a
dilui¢do da amostra de urina adicionada ao afluente (i.e. aproximadamente 500
vezes).No periodo de realizagdo do experimento,as concentracdes de COC e

de BE ndo sofreram alteragOes significativas, como mostra a Figura
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12.Embora o ensaio nao represente uma reproducao fiel do sistema sanitario,
os resultados indicam que no tempo avaliado e nas condi¢Oes experimentais
estudadas, os analitos apresentaram estabilidade.

Estudos de estabilidade da COC e da BE no afluente sanitario,
conduzidos por tempos mais longos do que 5 horas, foram realizados por
outros grupos de pesquisa. Em 12 horas de experimento, a 20 °C e pH entre
6,0 e 7,5, a COC degrada entre 40 a 50% de sua concentragdo inicial, levando
a um aumento nas concentragoes de BE entre 6 e 15% (Bisceglia et al., 2010;
van Nuijs et al., 2012; Gheorghe et al., 2008).

O tempo em que as drogas ilicitas permanecem no sistema sanitirio
varia amplamente, dependendo da extensdo da rede coletora do esgoto local.
A natureza bioldgica, a temperatura e a composi¢do do afluente sanitirio
apresentam elevada variacdo entre diferentes regides, em funcdo da
precipitacdo de chuvas, cultura de consumo, clima, dentre outros fatores. Em
func¢do de tais variagdes, a degradagdo das drogas ilicitas deve ser considerada
na estimativa de consumo. Para a estimativa do consumo de cocaina através
da epidemiologia do esgoto, assume-se uma incerteza de 10% na
determinacdo da concentracdo da BE, em funcdo da estabilidade da COC e da

BE (Castiglioni et al., 2013).

I1I - 4.4. Determinacio de cocaina e metabélitos nas amostras

de urina e de afluentes sanitarios

As amostras de urina objetos de estudo deste trabalho correspondem as
99 amostras obtidas a partir da colaboracio com o CCI e o LLB
(HC/UNICAMP), que apresentaram concentragdes de BE acima do limite de

quantificacdo do método analitico. Dados sobre a quantidade de droga
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consumida e o intervalo entre o uso da substancia e a coleta da urina nio
foram informados pelos usudrios. Durante as campanhas amostrais de
afluentes sanitarios da ETE Anhumas e da ETE Capivari, obteve-se 16
amostras cumulativas de 24 horas, as quais foram incluidas neste estudo. Os
resultados da determina¢do dos analitos nos conjuntos amostrais citados serao

apresentados e discutidos nos topicos a seguir.

1l11-4.4.1. Estudo da ocorréncia da cocaina e metabolitos nas

amostras de urina

A Figura 13 mostra as concentracdes e as frequéncias de deteccdo de
COC e seus produtos de biotransformacdo nas amostras de urina analisadas.
No grifico Box plot da Figura 13, a caixa mostra a menor € a maior
concentracdo, onde se encontram 50% das amostras; a linha central (—)
representa a concentracdo mediana e as linhas acima e abaixo da caixa
correspondem a maior € a menor concentracdo encontrada no conjunto
amostral. Os outliers estio marcados por asteriscos. A concentracdo média é
representada pelo simbolo O.

Os produtos de biotransformacdo da cocaina de interesse e a droga
parental foram encontrados em mais de 50% das amostras de urina analisadas,
com excecdo do AEME, o qual apresentou frequéncia de deteccao de 22%. Os
analitos mais abundantes foram a BE e a EME. Em relacio a BE, as
concentracoes de COC encontradas foram em média 30 vezes mais
baixas.Estes resultados concordam com os estudos farmacocinéticos da
excrecdo urindria da cocaina, os quais reportaram a BE e o EME como os
produtos majoritarios da ingestdo da droga.De acordo com estes estudos,

45%da quantidade total de droga consumida sdo excretados como BE, e 40%

67



como EME. Para a COC, essa porcentagem varia entre 1 € 9% (Ambre, 1985 e
Baselt, 2004 apud EMDDA, 2008; Smith et al., 2010).
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Figura 13. Concentracdes encontradas e frequéncia de deteccdo para a COC e seus

metabolitos nas amostras de urina analisadas. Valores das medianas descritos em cada Box
Plot.

Esses resultados concordam, também, com os trabalhos que indicam a
BE como biomarcador do consumo de cocaina para fins da epidemiologia do
esgoto (Zuccato et al., 2005). Além de ser um dos produtos da
biotransformacgdo da cocaina majoritarios, a BE apresentou-se mais estavel do
que o EME e a droga parental, tanto em amostras de urina como em amostras
de afluente sanitario. O uso da droga parental, indicado por alguns trabalhos
(Bones et al.,2007), pode fornecer resultados super ou sub estimados do

consumo da droga, em decorréncia,principalmente, da descarga da droga sem
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ser consumida no sistema sanitirio e da instabilidade no esgoto sanitario
(Kasprzyk-Hordern et al.,2009a).

A Figura 13 mostra ainda a ocorréncia dos produtos caracteristicos do
consumo da cocaina na forma de pasta base (i.e. AEME e AE). A frequéncia
de deteccdo foi maior para a AE do que para o AEME, e os niveis encontrados
para a AE foram maiores do que os niveis encontrados para o AEME, muito
embora o desempenho do método analitico para a determina¢do da AE niao
permite uma conclusdo livre de duividas. Estes resultados concordam com o
estudo da excrecdo urindria da cocaina crack conduzido por Shimamura et al.,
2001, no qual foram observados niveis de AE cerca de sete vezes acima dos
niveis de AEME. Os maiores niveis de AE em relacdo ao AEME, pode estar
relacionado a instabilidade do AEME no pH da urina, o que favorece a
hidrélise do grupo éster metilico e leva a formacdo de AE. Embora sejam
resultados preliminares, devido a aplicacdo qualitativa do método analitico
para a AE, os dados obtidos inferem a AE como um biomarcador para a
estimativa do uso de cocaina sob a forma de pasta base.

O CE e o EEE, metabdlitos caracteristicos do consumo de cocaina com
ingestdo concomitante de bebida alcodlica, foram detectados em 60% e 68%
das amostras analisadas, respectivamente. As concentracOes determinadas
foram similares para ambos, considerando diferengas na exatiddo do método
analitico para cada um destes compostos. Entretanto, os ensaios de
estabilidade em amostras de urina mostraram uma tendéncia no sentido de
formacao do EEE, a partir do CE presente na urina. Esta mesma tendéncia
pode ser observada no afluente sanitdrio, devido as condi¢des bioldgicas e de
pH do meio. O estudo conduzido por Castiglioni et al.(2011) observa-se a
degradacdo do CE no esgoto sanitdrio em cerca de 30% apdés 3 dias de

armazenamento a -4 °C; o EEE nao foi incluido neste estudo. Com os
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resultados encontrados neste trabalho, ambos podem ser detectados no

afluente sanitdrio, mas o EEE parece ser o biomarcador mais adequado.

111-4.4.2. Estudo da ocorréncia da cocaina e seus produtos de

biotransformagdo nas amostras de afluente sanitdrio

A Figura 14 mostra as concentracoes de COC e seus produtos de
biotransformacgdo nas amostras de afluente sanitario analisadas. A COC, BE,
EME, CE e EEE foram detectados em 100% delas, e o AEME e a AE nao
foram detectados. Em geral, as concentra¢des dos analitos determinadas nas
amostras coletadas nas ETE estudadas apresentaram niveis semelhantes. Os
niveis variaram entre 0,1 e 15 pg L™, sendo que os niveis determinados nas
amostras da ETE Capivari foram ligeiramente mais elevados do que aqueles
determinados nas amostras da ETE Anhumas.

Observando as concentracdes determinadas de COC, BE e EME, os
niveis de BE foram, na maioria dos casos, maiores do que as concentracoes de
COC e EME, corroborando com os resultados encontrados no estudo com as
amostras de urina de usudrios da droga. Em relacdo aos niveis determinados
no conjunto amostral de urina, as concentragdes de COC no afluente sanitario
mostraram-se elevadas. Enquanto os niveis de COC nas amostras de urina
foram em média 30 vezes menores do que os niveis de BE, no afluente
sanitario as concentracoes de COC foram, em média, 2,5 vezes menores. Estes
resultados indicam uma discrepancia entre os conjuntos amostrais estudados.

A ndo detectabilidade dos produtos da biotransformac¢ido da cocaina
crack, ndo significa auséncia de consumo dessa forma de cocaina nas regides
estudadas. Tanto a AEME como a AE ocorrem no afluente sanitdrio em niveis

de algumas dezenas de ng L™, sendo necessrios procedimentos de pré-
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concentragdo seletivos para os analitos. No trabalho realizado por Castiglioni
et al. (2011)foram utilizados cartuchos de troca catidnica para a pré-
concentracao desses analitos, em 70 amostras de afluente sanitario de Mildo e
Como (Italia) e de Chicago (Estados Unidos). A AEME néao foi detectada em
nenhumas das amostras analisadas no trabalho, enquanto a AE foi
determinada em 100% delas, em concentracdes que variaram entre 1 e 45
ng L. Cartuchos para SPE que utiliza fase extratora baseadas em interacio
eletrostitica tendem a apresentar maior eficiéncia de extragdo para analitos
polares e de baixo peso molecular. Métodos analiticos voltados para a
determinacdo da AE sdo necessarios, para se obter dados fidedignos sobre a
ocorréncia de AE no afluente sanitario. A partir destes dados, torna-se
possivel a estimativa da prevaléncia do uso de cocaina crack no Brasil,

utilizando a epidemiologia do esgoto.
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Figura 14. Concentragdes de cocaina e seus metabodlitos determinadas em amostras de

afluente sanitdrio, coletadas na ETE Capivari (n=8) e na ETE Anhumas (n=9). Valores das
medianas inseridas em cada Box Plot.
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O CE e o EEE foram quantificados em niveis entre 100 e 500 ng L™,
aproximadamente 2500 vezes mais diluidas em relagdo aos niveis encontrados
no conjunto amostral de urina de usudrios. Em geral, tanto o EEE como o CE
puderam ser identificados e determinados em todas as amostras de afluente
sanitdrio analisadas, confirmando os resultados obtidos a partir do estudo com
amostras de urina. A razio entre o biomarcador para o consumo de cocaina e o
biomarcador para o consumo da droga com bebida alcodlica (i.e. BE/EEE) na
urina de usudrios foi em média 27, enquanto que a mesma razao no afluente
sanitdrio foi em média o dobro (i.e. 50). Essa diferenca na razao BE/EEE pode
estar relacionada a degradacdo da EEE no afluente, ou a uma menor
prevaléncia do uso da droga por essa via do que aquela observada no conjunto
amostral de urina de usudrios.

O estudo da determinacdao de COC e BE nas amostras de urina de
usudrios mostrou que, de maneira geral, os resultados foram correspondentes
aos dados da excrecdo urindria disponiveis na literatura. Porém, observou-se
uma grande amplitude de valores nas concentracdes desses analitos, os quais
nao corresponderam aqueles determinados nas amostras de afluente
sanitdrio.A partir dessa observacdo, as concentracdes de COC e de BE
determinadas nos conjuntos amostrais foram utilizadas para estudar a relacao
entre eles. Nesse estudo, foram consideradas apenas amostras positivas para a

BE

I1I - 4.5. Comparaciao da excrecao urinaria da COC e da BE

com a determinacdo em amostras de afluentes sanitarios

Para avaliar se existe uma correlacdo entre os niveis de COC e de BE

nas amostras de urina de usudrios, o conjunto amostral de urina foi dividido
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em cinco grupos, de acordo com a concentracdo de BE determinada em cada
amostra (Tabela 13). Em cada um dos grupos foi avaliada a frequéncia de

deteccao de cocaina e as concentragdes de cocaina determinadas em cada um

das amostras.

Tabela 13. Divisdao das amostras do conjunto amostral de urina de usudrios da droga em
grupos de acordo com a concentracido de BE determinada.

[BE], ug L' | <1000 | 1000— 10000 ] 10001 — 25000 | 25001 — 100000 | >100001
Grupo I I I v %

Na Figura 15 estdo apresentadas as concentragdes de COC, sua

frequéncia de detecc¢do e as concentracdes de BE em cada grupo.
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Figura 15.Concentragdes de BE e de COCe frequéncia de deteccdo para a cocaina nos
grupos de amostras de urina de usudrios com concentragdes de BE entre: Grupo I:
inferior a 1.000 pg L Grupo II: entre 1.000 e 10.000 pg L Grupo III: entre 10.001 e
25.000 pg L'I;Gmpo IV: entre 25.000 e 100.000 png L'e Grupo IV: superior a 100.001

ng L'

Observa-seque quanto maior a concentracdo de BE determinada em
uma amostra de urina, maior € a probabilidade de a cocaina ser detectada na
mesma amostra. Entretanto, observa-se que, entre os grupos de amostras, a
amplitude de concentracio de COC € menor do que a amplitude de
concentracdo de BE. Consequentemente, nao foi observada uma relacao entre
a ocorréncia de COC e de BE no conjunto de amostras de urina de usudrios
estudado. E, portanto, o valor médio para a propor¢dao da droga consumida
excretada como BE ndo necessariamente ird refletir a excrecdo da cocaina
como BE dos usudrios da droga.

De acordo com a literatura, a quantidade de droga parental ¢ de BE
excretada via urina € proporcional a quantidade de droga consumida pelo
usuério. O pico de concentracdo na urina, apds o consumo da droga, € mais
tardio para a BE do que para a COC, em decorréncia da lenta transformagao
da COC a BE in vivo, fazendo com que diferentes propor¢cdes entre a BE e a
COC podem ser encontradas ao longo da excrecdo urindria da droga (Preston
et al., 2002; Smith et al., 2010).

A COC ¢ eliminada sob a forma inalterada até 24 horas apds o
consumo da droga, e ap0ds esse tempo, a droga consumida € excretada somente
na forma de outros produtos da biotransformag¢do. Enquanto a COC ¢
determinada na urina em até 24 horas, a BE pode ser encontrada até 4 dias
apos o consumo. Apenas entre 1 € 9% da droga consumida € excretada como

COC, e cerca de 45% ¢ excretada como BE (Preston et al., 2002; Smith et al.,
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2010). Em razdao disso, concentragcdes mais elevadas de BE serdo

determinadas com maior frequéncia do que concentracoes elevadas de COC.
Pra estimar qual é a variagdo da propor¢do de BE excretada, em

relacdo aos demais produtos de biotransformacdo de cocaina, foi calculada a

razdo entre a concentracdo de BE e a concentracdo total dos metabdlitos da

COC mais a droga parental (i.e. ) em cada amostra de urina

> met.+COC
disponivel para este estudo. Além dessa razdo, a razao entre a concentracdo de
BE e a concentracdo de COC (i.e.BE/COC) em cada amostra foi também
estimada. Essas razdes foram comparadas com as mesmas razdes estimadas

em amostras de afluente sanitario.

I11-4.5.1. Estudo da proporcdo de BE excretada em relacdo ao
somatorio dos produtos de biotransformagcdo da cocaina nas

amostras de urina de usudrios da droga e de afluentes sanitdrios

BE
A Figura 16mostra o histograma da distribui¢ao da razao m,
expressa como porcentagem de BE (%BE), nas amostras de urina de usudrios
da droga. Na auséncia de informagdes sobre a quantidade da cocaina
consumida pelo usudrio, considerou-se que toda a droga consumida €
excretada via urina na forma de produtos de biotransformagdo e da droga
parental. Considerando a aplicabilidade qualitativa do método analitico para a

AE, este produto nao foi considerado no célculo.
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Figura 16.Histograma da porcentagem de BE, em relacdo aos demais metabdlitos da
cocaina e a droga parental, com excecdo da AE, encontrada nas amostras do conjunto
amostral de urina de usudrios.

Observa-seque as amostras estdo distribuidas entre 0 e 100% de BE
excretada e que a maioria delas, cerca de 70%,apresentou valores de %BE
entre 10 e 60%. O valor médio para a %BE entre todas as amostras foi de
48%, com coeficiente de variacdo de 52%.Ao considerar apenas as amostras
que ocupam a regido central do histograma, a média cai para 35%, com
coeficiente de variagdo de 46%. Esses resultados mostraram que a %BE média
no conjunto amostral estudado corrobora os estudos farmacocinéticos
disponiveis na literatura (Ambre, 1985 e Baselt, 2004 apud EMDDA, 2008) e
utilizados para estimar consumo de cocaina através da andlise de afluentes
sanitarios (Zuccato et al., 2005). Entretanto, os dados indicam um desvio
associado ao célculo da %BE entre 46 e 52%.

Além da quantidade de droga consumida pelos usudrios e do diferente
perfil de excrecdo dos metabolitos da cocaina, especula-se que a via de
administragdo da droga escolhida pelo usudrio também pode influenciar na
excre¢do urindria da droga, sendo assim um dos fatores que proporcionam

essa alta variabilidade entre os resultados para a %BE obtidos. Os estudos
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conduzidos por Harris et al. (2003) e Smith et al.(2010) mostraram que a via
de administracdo tem influéncia sobre a cinética da biotransformacao da COC,
mas nao interfere na concentragdo dos produtos excretados, para uma mesma
dose da droga administrada por via EV e fumada. Contudo, a ingestdo de
bebida alcoolica tente a diminuir a quantidade de BE por inibicdo da enzima
responsavel pela biotransformacdo da COC a BE, produzindo o metabdlito CE
a partir da COC (Harris et al., 2003).

A Figura 17 mostra o histograma da %BE nas amostras de urina de
usudrios, nas quais foi detectada a presenga dos biomarcadores para inferir

diferentes vias de consumo de cocaina.

amostras +BE,EME,COC ] _ Amostras +CE EEE Amostras + AEME e AE

Numero de amostras

Figura 17. .Histogramas da %BE para as diferentes op¢des de vias de consumo da
cocaina(A) por via IN ou EVsob a forma de p6;(B) com bebida alcodlica e (C)fumada sob a
forma de pasta base.

A Figura 17 mostra uma distribuicdo desigual da %BE entre as
diferentes vias de uso de cocaina. Esse resultado proporcionou valores para a
%BE média distintos para cada via de administracdo da droga na seguinte
ordem: IV ou EV > com bebida alcodlica > fumada> fumada com bebida
alcodlica (Tabela 14), concordando com a literatura (Harris et al., 2003;

Castiglioni et al., 2013).
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Tabela 14. %BE média calculada para as diferentes vias de administragao da cocaina nas
amostras de urina de usudrios da droga (n=97).

Fumada
Via de uso INou EV Fumada Com etanol
Com etanol
Y%BE n¢diax CV 63 +39 41 £ 60 51+ 49 39 £ 55
Nuamero de amostras 21 52 24 40

Observa-se que enquanto a %BE média calculada para o consumo de
COC por via IN ou EV foi 15% maior do que aquela observada para o
conjunto amostral sem distincdo de via, para os demais subconjuntos de
amostras a %BE média foi entre 3 € 10% menor. Esse resultado confirma que
a via de administracdo da cocaina escolhida pelo usudrio interfere na %BE
excretada via urina.

Considerando o conjunto de amostras de usudrios estudado, em mais
de 80% das amostras foram detectados os biomarcadores da cocaina crack, e
em cerca de 60% e 20% delas, foi detectada a presenca dos biomarcadores do
consumo da droga com bebida alcodlica e por via IN ou EV, respectivamente.
Essa distribuicao das amostras indica uma contribuicao significativa da via de
administra¢do da droga no conjunto amostral estudado, sendo razoével afirmar
que a %BE média calculada através da analise desse conjunto de amostras €
representativa das diferentes vias de administracio de cocaina. Assim,
considerou-se que no desvio estimado para a %BE média, estd considerada a
incerteza relacionada as distintas excrecdes metabdlicas da cocaina.

Conhecendo a excrecdo metabdlica da cocaina, estudou-se a propor¢ao
de BE determinada em um conjunto de amostras de afluentes sanitdrios, em
relacdo ao somatorio dos demais subprodutos da cocaina determinados nas
mesmas amostras (%BEas). A Figura 18 mostra a distribuicdo das %BExg

calculadas.
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Observa-se que para a maioria das amostras, mais de 90% delas, a
%BE s variou entre 55 e 70%, enquanto que em apenas 1 amostra um valor
inferior a 45% foi estimado. Para todo o conjunto amostral, a %BE,s média
foi de 63%,com coeficiente de variagao de 10%, ou seja, 15%maior do que a
%BE média observada para o conjunto amostral de urina de usudrios da
droga.Nao € possivel avaliar se essa diferenca nas médias da %BE calculadas
¢ significante, pois conforme o teste estatistico F no nivel de confianga de
95% (Fiico:1,84) (Skooget al., 2007), as variancias dos conjuntos amostrais
sdo estatisticamente distintas (Feyeuado: 27,04). Nado € possivel avaliar,
também, se a relacdo dos metabdlitos da COC determinada no afluente

sanitario reflete ou nao a excre¢do urindria dos usudrios da droga.
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Figura 18.Histograma da %BEas no conjunto de amostra de afluentes sanitdrios: amostras
de afluente sanitério coletadas na campanha 1 e na campanha 2 (n=15).

O esgoto doméstico, bem como os afluentes sanitdrios das estacdes de
tratamento de esgoto, consiste de um amplo conjunto, de certa forma,
homogéneo de despejos liquidos residenciais, comerciais, dguas de infiltragdo

na rede coletora, etc. Além da rota por excre¢cao humana, a cocaina, bem como
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outros compostos, pode chegar aos sistemas sanitarios por lancamento direto
em ralos, pias, vasos sanitdrios, seja de maneira intencional (traficantes se
livrando da droga em abordagens policiais, por exemplo) ou involuntaria
(residuos presentes em embalagens descartadas, limpeza de utensilios em
locais de producdo ou distribui¢do da droga, dentre outros).

O descarte direto da COC na rede coletora, além da biodegradacao da
COC no afluente mencionada em outros topicos, pode alterar as proporcoes
desses analitos no afluente sanitdrio, em relacdo a propor¢cdo oriunda da
descarga de urinas na mesma rede de coleta de esgoto. Essa alteracdo tende a
proporcionar resultados sobre ou subestimados, a partir do calculo da
estimativa de consumo da droga. Embora as diferencas entre os conjuntos
amostrais ndo permitam uma comparagdo estatistica entre os conjuntos
amostrais, a razdo BE/COC tem sido utilizada para avaliar possiveis alteracoes
nas concentracoes de COC ou de BE no afluente sanitirio, em fun¢do dos

aspectos mencionados.

I11-4.5.2. Estudo da razdo BE/COC nas amostras de urina de

usudrios e de afluentes sanitdrios

Ao considerar que entrel - 9 % da droga consumida pelo usudrio €

(N

excretada via urina na forma da droga parental, e que entre 35 e 54%
excretada na forma de BE, a razio BE/COC caracteristica do consumo
humano poderia variar a entre 4 e S4(EMCDDA,2008; Postigo et al., 2010).
Essa faixa para a razdo BE/COC tem sido considerada como um parametro

para inferir sobre a origem dessas substancias no afluente sanitario das ETE.
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Buscou-se avaliar se essa mesma faixa de razao € predominante no
conjunto amostral de urinas de usudrios de cocaina e no conjunto amostras de
afluentes sanitarios nas ETE de Campinas estudadas.

A Figura 19mostra a distribuicdo da razdo BE/COC no conjunto
amostral de urinas de usudrios; as amostras foram divididas em grupos de
acordo com razdes BE/COC, tais quais: < 1; 1 —5; 6 —20; 21 — 100; >101 e
negativas para COC (ND COC).
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Figura 19.Distribui¢do da razdo BE/COC no conjunto amostral de urina de usudrios da
droga. ND COC: cocaina nio determinada.

Considerando apenas o conjunto de amostras nas quais foi determinada
concentragdes de BE e também de COC, a razao BE/COC variou entre 0,1 e
650, mostrando uma amplitude de variagdo superior aquela reportada na
literatura. Para a maioria das amostras do conjunto amostral de usuérios da
droga (44%), a razao BE/COC variou entre 6 e 100 e para uma parcela
semelhantes delas, 42%, a COC nao foi determinada. Enquanto que para
apenas 1 amostra, ou 1% delas, observou-se concentracdo de COC maior do
que a concentragdo de BE.

De acordo com os dados supracitados, a faixa de razdo BE/COC entre

6 e 100 representa o conjunto amostral de urinas de usudrios, apresentando
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uma tendéncia para valores acima de 20, considerando o amplo nimero de
amostras nas quais a BE foi determinada em concentracdes bem maiores do
que as concentragdes de COC. De maneira geral, os dados apresentaram uma
grande amplitude de variacdo e mostram uma tendéncia para razoes BE/COC
superiores aquelas reportadas pela literatura.

A Figura 20apresenta a distribui¢ao da razao BE/COC nas amostras de

afluentes sanitarios das ETE Anhumas e da ETE Capivari.
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Figura 20. Distribuicdo da razdo BE/COC no conjunto de amostras de afluentes sanitarios
da ETE Anhumas e da ETE Capivari coletadas durante a Campanha 1, 2 e 3.

Observou-se que para a maioria das amostras, regido central do
histograma (Figura 20) a razdo BE/COC encontrada nas amostras estao
distribuidas entre 1,5 e 3. A partir desses valores e dos dados supracitados, €
possivel observar concentracdes de COC elevadas em relacdo as
concentracdes de BE, indicando que a ocorréncia da COC nessas amostras tem

a contribuicdo de descarte in natura da droga.
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Os resultados encontrados foram similares aqueles observados por
trabalhos desenvolvidos na Itdlia, nos Estados Unidos e na Bélgica. Nesses
paises, a razdo BE/COC encontrada foram 3,3, 1,8 e 2,5, respectivamente
(Castiglioni et al., 2011; van Nuijs et al., 2009a). Razdes BE/COC muito
proximas de 1 ou menores sugerem o lancamento de grandes quantidades de
cocaina in natura no sistema sanitirio e podem indicar descarte direto em
grandes quantidades de droga (Maldaner et al., 2012).

Observando a razdao BE/COC nas amostras de afluentes sanitdrios da
ETE Capivari e da ETE Anhumas durante a campanha 2 (perfil semanal)
(Figura 21), valores entre 0,8 e 3,5 foram encontrados, sendo a menor razao
observada na amostra de terca-feira, coletada na ETE Anhumas. Supde-se,
assim, que nesse dia possivelmente houve descarte de quantidades
considerdveis de droga na rede coletora de esgoto, levantando suspeita de
haver locais de refino ou distribui¢ao da droga na regido atendida pela ETE

Anhumas.
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Figura 21. Variacao semanal na razdo BE/COC nas amostras de afluentes sanitarios da ETE
Anhumas (simbolos em preto) e na ETE Capivari (simbolos em vermelho), durante a
campanha amostral 2. N=3

Il - 5. ESTIMATIVA DO CONSUMO DE COCAINA
EMPREGANDO A EPIDEMIOLOGIA DO ESGOTO

Na Figura 22 encontram-se os resultados para a estimativa do consumo
de cocaina nas amostras de afluentes sanitarios das ETE Anhumas e Capivari,
durante a campanha 2 e campanha 3 (carnaval), empregando a Equagdo 1.
Visando uma analise comparativa com outros paises, onde a epidemiologia do
esgoto também foi utilizada para inferir consumo de cocaina, a estimativa foi
calculada utilizando a porcentagem de excrecdao metabdlica média como 45%

de BE (Zuccato et al., 2005), ao invés de 48% como calculado neste trabalho.
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Figura 22. Estimativa do consumo de cocaina per capita durante a segunda semana de julho
de 2013 e durante a segunda feira de carnaval de 2014,estimada com base na epidemiologia
do esgoto.

A Figura 22mostra maior quantidade de cocaina equivalente
consumida durante os finais de semana do que em dias semanais para ambas
as regides estudadas. Esses resultados confirmam o padrio de consumo
recreacional da cocaina, o qual € caracterizado por ser maior aos finais de
semana. Resultados semelhantes foram encontrados em outros municipios, a
exemplo do Distrito Federal, onde o consumo de cocaina nos finais de semana
foi praticamente o dobro (Maldaner et al., 2012). A regido atendia pela ETE
Capivari mostrou um consumo mais elevado do que a regido atendida pela
ETE Anhumas, o que mostra que a prevaléncia de consumo da droga varia
entre diferentes regides socioecondmicas do municipio de Campinas.

Durante a terca-feira de Carnaval foi registrado um consumo cerca de

50% maior daquele observado durante o final de semana entre os dias 20
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€21/07/2013, na mesma regido. Esse maior consumo pode estar associado ao
evento festivo de trés maneiras: ou a populacdo local consome maior
quantidade de droga ou a regido recebe maior quantidade de usuérios ou
ambos os casos, considerando que dentre a regido atendida pela ETE
Anhumas ha locais onde acontece aumento na concentracdo de pessoas vindas
de outras regidoes do municipio para participar do evento. Variagdes no
consumo de cocaina em funcdo de eventos festivos ou esportivos foram
observadas sem outros paises. Na Espanha, o consumo de cocaina estimado,
utilizando dados epidemioldgicos, foi aproximadamente 5 vezes maior durante
um evento musical do que num final de semana sem eventos festivos(Bijlsma
et al., 2009). Nos Estados Unidos o consumo de cocaina também foi maior
durante o Super Bowl quando comparado ao consumo durante um final de
semana em que nao houve o evento (Gerrity et al., 2011).

A ocorréncia de precipitacoes elevadas em periodos chuvosos tende a
diluir o afluente sanitdrio, diminuindo as concentragdes dos analitos em
relacdo a um periodo de seca. Essa diluicdo do afluente pode resultar em uma
subestimativa do consumo de drogas por meio da epidemiologia do esgoto.
Em Campinas-SP, o periodo entre os meses de fevereiro e marco ¢
caracterizado por um periodo chuvoso e o periodo entre de junho e setembro
por um periodo de seca (CEPAGRI/JUNICAMP). De maneira atipica, no
periodo de Carnaval de 2014,quando as amostras da Campanha 3 foram
coletadas, foi registrado um periodo de estiagem pela Defesa Civil de
Campinas, e durante o periodo de coleta ndo foi observada a presenca de
precipitacoes. Assim, possiveis variagdes na concentracdo da BE determinada

nas amostras devido a diluicao por chuvas foram descartadas.
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I11-5.1.1. Estimando a prevaléncia de usudrios de cocaina entre a

populacdo servida pelas ETE estudas.

A cocaina equivalente calculada utilizando a epidemiologia do esgoto
corresponde ao consumo da droga 100% pura, ou seja, sem nenhuma
adulteracao ou dilui¢do. A pureza da cocaina distribuida aos usuérios no Brasil
varia entre 10 e 97%, sendo a grande maioria da droga distribuida com pureza
inferior a 20% (Silva et al., 2008; Magalhaes et al., 2013).

A pureza média da cocaina de 20% foi utilizada para avaliar a
prevaléncia do consumo médio didrio per capta entre a populagdo servida pela
ETE Anhumas (250.000 habitantes) e pela ETE Capivari (60.000 habitantes).
Utilizaram-se dados do ultimo censo demogréfico brasileiro, o qual mostrou
que as pessoas entre 15 e 69 anos no municipio de Campinas-SP
correspondem a 70,2% da populagdo (1.154.617 habitantes)(IBGE, 2010b).

O calculo foi realizado com base no consumo de cocaina,estimado
empregando a epidemiologia do esgoto no sdbado(Campanha 2) e na segunda-
feira de carnaval (Campanha 3). Considerou-se que uma dose de droga
consumida pelo usudrio equivale a 100 mg de droga com 20% de pureza
(UNODC, 2004).

A Tabela 15 apresenta a estimativa da prevaléncia de usudarios de
cocaina nas regides estudadas, bem como um resumo dos dados utilizados

nessa estimativa.
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Tabela 15. Dados utilizados para estimativa da prevaléncia dos usudrios de cocaina entre a
populacdo com idade entre 15 e 69 anos nas regides atendidas pela ETE Anhumas e ETE
Capivari. Estimativa com base no consumo per capita no sibado, do final de semana
estudado (21/07/2013), e na segunda-feira de Carnaval (03/03/2014).

ETE ANHUMAS ETE CAPIVARI
Dados Carnaval Sabado Sabado
Consumo (cocaina pura)
mg dia” hab™ 2,3 1,6 2,1
Consumn(i ;fj?iﬁ(ﬁgz)l pureza) 115 g 10.5
Consumo na regiéo* 2.020 1.405 442
g dia’
Numero de doses (100 mg)* 20.200 14.050 4.422
Prevaléncia (%) 12 8 10
“Habitantes entre 15-69 anos 175.622 42.120

De acordo com os resultados, a prevaléncia de consumo nas regides
mostrou que entre 8 e 12 pessoas a cada 100 fazem uso de, a0 menos,uma
dose (100 mg) de cocaina por dia. Em comparagdo com dados oficiais
publicados pela OBID e pela UNODC, os quais relataram a prevaléncia entre
0,7 a 1,7% entre os brasileiros com idade entre 15 e 64 anos, os dados
encontrados neste estudo indicam prevaléncia aproximadamente 10 vezes
maior. Segundo depoimentos de usudrios de cocaina em blogs disponiveis na
internet, um usuario de cocaina consome, na maioria dos casos, entre 2 e 5 g
de droga ndo pura por dia de uso. Considerando que o consumo médio seja de
2g entre os usudrios, a prevaléncia de usudrios na regido diminui para 0,6 -
1,0%, concordando com os dados oficiais (SENAD, 2009; UNODC, 2013;
UNODC, 2014).

Em comparacdo com outras regides onde a epidemiologia do esgoto

foi também utilizada para estimar consumo de cocaina (Figura 23), a
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populacdo atendida pela ETE Capivari apresentou um consumo, em média,
4,5 vezes maior de cocaina do que a populacdo de Londres, Mildao e Paris
(Thomas et al., 2012). O consumo observado na regido atendida pela ETE
Capivari foi semelhante ao observado em Antuérpia (Bélgica) (Thomas et al.,
2012) e Amsterdam (Holanda) (Prichard et al., 2014), locais onde um elevado
consumo de cocaina vem sendo registrado pela UNODC. Em relagdo ao
consumo registrado em Brasilia, o consumo na mesma regido foi praticamente

o dobro (Maldaner et al., 2012).
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Figura 23.Cocaina equivalente calculada utilizando a epidemiologia do esgoto em
diferentes paises. Campinas, BRA: regido atendida da ETE Capivari do municipio de
Campinas-SP.

Uma melhor comparacdo entre diferentes municipios dar-se-ia por
meio da extensdao da estimativa para todo o municipio de Campinas, mas essa
estimativa seria bastante grosseira, uma vez que a populacdo atendida pelas
duas ETE estudadas corresponde a apenas 27% da popula¢do do municipio.
Todavia, esses dados mostraram um indicio do elevado consumo da cocaina
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no municipio, quando comparado com o consumo da droga observado em
outros paises, e demonstram, ainda, a aplicabilidade da epidemiologia do

esgoto para mapear o consumo de cocaina em diferentes localidades.
III - 5.2. Estimando as incertezas da epidemiologia do esgoto

As principais incertezas associadas a epidemiologia do esgoto
abordadas pela literatura sdo:determinagdo analitica; processo de amostragem
de esgoto doméstico; estabilidade dos analitos BE e COC no sistema sanitario;
estimativa da populacdo atendida pela ETE; e excre¢do metabdlica da cocaina
entre diferentes usudrios. Estas incertezas interferem no resultado final do
célculo da estimativa do consumo da cocaina, segundo a Equacgdo 1, proposta
por Zuccato et al. (2005). Através de uma revisdo bibliografica, foram
adquiridos alguns dados sobre tais incertezas, os quais estdo apresentados na
Tabela 16.

Neste trabalho foi avaliada a incerteza associada a excre¢ao metabdlica
da COC entre diferentes usuarios de droga, com base no cdlculo da %BE.
Avaliou-se , também, a incerteza relacionada adeterminacdo dos niveis de BE
no afluente sanitdrio, em funcdo da estabilidade dos analitos COC e BE
durante a permanencia no sistema sanitiario. Com esses dados, a incerteza da
epidemiologia do egoto foi estimada com base no ciculo de progressao da
incerteza de varidveis independentes(Equacdo 7). A Tabela 16 apresenta as

incertezas individuais utilizadas no calculo.
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Tabela 16. Fatores e suas incertezas de medi¢ao sobre o cédlculo da estimativa do consumo
de cocaina utilizando a epidemiologia do esgoto

Faixa de Incerteza | Incerteza utilizada Referéncia
Fator de incerteza
(%) para o calculo (%)
Descarga (D) 1-10 10 Mathieu et al. (2011)
. - . Mathieu et al. (2011);
Determinagao analitica (DA) 15-20 20 S
Castiglioni et al., 2013
Tipo de amostragem (Am) 0,8-3 3 Mathieu er al. (2011)
.. e Castiglioni et al., 2013;
Estabilidade no afluente sanitario (E) 6-20 10
Este trabalho
Excrec¢ao metabdlica (%BE) 46 — 52 52 Este trabalho
Numero de hab. Atendidos (P) 7-55 55 Castiglioni et al., 2013;
Equacao 7

Ucoceq = \/(UD)Z + (upp)? + (uay )? + (ug)? + (ugpg)? + (up)?

Na Equacdo 8, foram utilizadas as incertezas maximas de cada um dos
fatoresinterferentes no caculo do consumo de cocaina(Tabela 16)(i.e.
amostragem, determinacdo analitica, estimativa da populacido atendida pela
ETE), sendo estimada a incerteza maxima associada a epidemiologia do

esgoto. AFigura 24 mostra o diagrama das incertezas e suas contribui¢do na

incertezas total.
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Figura 24. Contribuicdo das incertezas individuais na incerteza total da estimativa do
consumo de cocaina (COCgq)através da epidemiologia do esgoto: %BE - excrecdo
metabolica; P - Numero de hab. Atendidos pela ETE; DA - determinacdo analitica da BE
no esgoto; E - estabilidade no esgoto sanitdrio; D - descarga da urina no sistema sanitario;
Am — tipo de amostragem do afluente sanitdrio da ETE.

Observa-se, na Figura 24, que a incerteza méxima associada ao calculo
da epidemiologia do esgoto € de 79%. Os desvios relacionados a estimativa da
populacdo atendida pela ETE e ao cdlculo %BE correspondem as maiores
contribui¢des a incerteza total do céaculo (79%).A incerteza dadeterminagao
analitica apresentou contribuicao cerca de 30% menor, mas significante, na
incerteza total.

O valor de 79% de incerteza pode ser minimizado aprimorando-se as
etapas da epidemiologia do esgoto. Para algumas delas, a incerteza esté
relacionada a desvios aleatdrios e sdo extremamente dificeis de minimizar. A
exemplo deste tipo de incerteza € a excre¢do metabodlica, a qual € um

parametro intrinseco de cada individuo. Por ser um dos fatores predominantes
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na incerteza total, mesmo que a incerteza dos demais parametros fosse
reduzida ao minimo, a incerteza da excre¢ao metabdlica é em média 50%.

Apesar da incerteza da excre¢cdo metabdlica ser irredutivel, métodos
alternativos para inferir sobre o nimero de habitantes atendidos pelas ETE
vém sendo propostos (Lai et al., 2011; Brewer et al., 2012; Daughton, 2012).
Geralmente, a populacdo atendida € estimada a partir da medi¢ao da demanda
bioquimica de oxigénio no afluente sanitdrio, da vazao e pulsos de descarga de
efluente na rede coletora e, principalmente, a partir de dados recolhidos por
meio de censos demograficos (Lai et al., 2011; Castiglioni ef al., 2013). Uma
alternativa que vem sendo proposta e utilizada por alguns autores € a
determinacdo de biomarcadores no afluente sanitdrio, que apresentam
consumo e excre¢do conhecidos, tais como alguns fiarmacos e creatinina.
Minimizar a incerteza da estimativa da populacdo parece ser o meio mais
adequado e eficaz para reduzir a incerteza total da epidemiologia do esgoto,
uma vez que juntamente com a excre¢do metabdlica, € um dos fatores
predominantes na incerteza total (Figura 24).

De maneira geral, a incerteza do calculo da estimativa do consumo
utilizando a epidemiologia do esgoto pode ser estimada de acordo com os
procedimentos do método utilizados, e deve ser considerada para fins

comparativos do consumo de cocaina em diferentes localidades.
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CAPITULO1V -

OCORRENCIA DE COCAINA E BENZOILECGONINA EM
AMOSTRAS AMBIENTAIS
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IV - 1. INTRODUCAO

Segundo o udltimo levantamento realizado pelo sistema nacional de
informacoes sobre saneamento (SNIS - 2013), apenas 48% do esgoto gerado
no Brasil é coletado pelas companhias de saneamento basico. Dessa parcela
coletada, apenas 39% recebem algum tratamento, demonstrando o elevado
volume de esgoto sanitario langado diretamente nos corpos d’dgua, sem
qualquer tratamento prévio.

O despejo de esgoto sanitdrio nos corpos receptores tem como
consequéncia o descarte de diversas substincias utilizadas pela populacgdo,
cujos efeitos deletérios a saide humana e aos demais seres vivos ainda ndo sao
complemente elucidados. Dentre essas substiancias encontram-se as drogas
ilicitas, as quais ndo estdo inclusas nas legislacdes de saneamento vigentes e
ndo sdo rotineiramente monitoradas pelas companhias de tratamento de esgoto
e de dguas. Como consequéncia, os corpos d’agua e possivelmente as dguas
destinadas ao consumo humano sao contaminadas por inimeras substancias.

Apesar das drogas ilicitas serem atualmente reconhecidas como
possiveis contaminantes deletérios, a ocorréncia em amostras de aguas
superficiais e em 4guas para consumo humano ainda é pouco explorada.
Alguns trabalhos recentes t€ém encontrado a cocaina, droga ilicita objeto de
estudo deste trabalho, em amostras de dguas superficiais em concentra¢des na
ordem de ng L'I(Huerta—Fontela et al., 2007.; Huerta-Fontela er al.,
2008b;Kasprzyk-Hordern et al., 2009b; Kasprzyk-Hordern et al., 2008b).
Pesquisas voltadas ao conhecimento do cendrio atual da contaminacdo dos
mananciais brasileiros sdo escassas. Recentemente, um estudo relatou
concentracdes de BE entre 5 e 170ng L' em amostras de mananciais

formadores da Bacia Hidrografica do Rio Atibaia, localizada no estado de Sao
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Paulo (Locatelli, 2011). Ao que se tem conhecimento, o estudo foi um dos
trabalhos pioneiros no Brasil e veio enfatizar a importancia de novas pesquisas
voltadas para a problematica ambiental das drogas ilicitas no pais.

Tendo em vista o exposto, este trabalho visou contribuir para o
conhecimento da contaminag¢do ambiental pela COC e BE no estado de Sao
Paulo, ampliando a drea estudada em relagdo ao trabalho anterior e
acrescentando um estudo a respeito da eficiéncia de remocdo pelos processos

usuais de tratamento de esgoto sanitério.
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IV - 2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a ocorréncia de cocaina e benzoilecgonina em amostras
ambientais aquosas coletadas em diferentes regides no estado de Sao Paulo, e
avaliar o cendrio da contaminacdo ambiental de &4guas superficiais e de

abastecimento publico.

Objetivos especificos

= Avaliar o método analitico baseado em LC-MS/MS para a

determinacdo de COC e BE em amostras ambientais aquosas;

. Obter dados sobrea remocdo da COC e da BEemduas ETE de
Campinas;
. Avaliar a ocorréncia de COC e de BE em amostras de dguas

superficiais e de 4guas de abastecimento publico coletadas em pontos

amostrais localizados no estado de Sao Paulo.
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IV - 3. PARTE EXPERIMENTAL

IV - 3.1. Amostragem e coleta das amostras ambientais

As amostras ambientais de interesse deste estudo sdo: esgoto sanitario
(i.e. afluente e efluente sanitdrio), 4guas superficiais e 4gua de abastecimento

publico.
IV-3.1.1. Amostras de esgoto sanitdrio

As ETE do municipio de Campinas elencadas para este estudo foram
as mesma ETE descritas no capitulo anterior: ETE Capivari € ETE Anhumas.
Os processos de tratamento utilizado nessas ETE sdo distintos, possibilitando
um estudo sobre a efici€éncia de remog¢ao dos analitos, por meio de diferentes

processos de tratamento.

ETE Capivari: A ETE Capivari trata apenas esgoto sanitdrio
doméstico. Apds a etapa de tratamento pré-eliminar por gradeamento e
remoc¢ao da areia, o processo de tratamento inicia-se com reatores de
tratamento bioldgico anaerébio (Reatores UASB), seguido de camara
anoxica(desnitrificacdo autotréfica e heterotrofica). Apds esta etapa, filtros
biologicos aerados submersos fazem o tratamento aerdbio do efluente do
reator UASB. A desinfeccdo com hipoclorito finaliza o processo de
tratamento, previamente ao lancamento do efluente no Rio Capivari. Em
média, o tratamento € realizado em 21 horas, podendo variar de acordo com a
vazdo do aporte de afluente na ETE (SANASA, 201).

ETE Anhumas: A ETE Anhumas atende apenas esgoto sanitario

doméstico. Apds a etapa de gradeamento, o tratamento do afluente inicia-se

com reatores de tratamento biologico anaerobio (Reatores UASB). Em
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seguida, ocorre a floculagdo quimica, e a flotacdo finaliza o processo de
tratamento. O efluente tratado é lancado no ribeirdo Anhumas. A desinfec¢ao
com hipoclorito ndo € utilizada nesta ETE. Em média, o TDH leva 20 horas,

varidvel de acordo com a vazao do aporte de efluente na ETE.
IV-3.1.1.1. Coletas das amostras de esgoto sanitdrio

A Figura 25 ilustra os pontos de coleta do afluente e do efluente das

ETE.

Estacdo de tratamento de esgoto

Coleta do afluente
dasETE

i ,
(D o i ol e P

Coleta do efluente ¢ l l
Rio \ = \

na ETEANHUMAS
Coleta do efluente

na ETE CAPIVARI

Figura 25. Ilustragdo dos pontos de coletas das amostras de efluente sanitirio nas ETE

Em cada ponto de coleta realizou-se a amostragem cumulativa de 24
horas de afluente e de efluente das ETE. Apos a coleta, as amostras foram
transferidas para o laboratério e armazenas sob refrigeracao a 4 °C. Todas as
amostras foram submetidas a SPE até 24 horas apds a coleta.

As coletas de esgoto foram realizadas durante as campanhas de
amostragem descritas no capitulo anterior, sendo duas campanhas em julho de
2013, incluindo a campanha semanal, e uma coleta em marco de 2014, na

segunda-feira de Carnaval (Tabela 3; pag. 43 deste trabalho).
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IV-3.1.2. Amostras de dguas superficiais

Selecionaram-se, de forma aleatéria, corpos d’adgua localizados no
estado de Sao Paulo. Os rios e ribeirdes selecionados sdo corpos d’agua
formadores da Bacia Hidrogrifica do PCJ (Rios Piracicaba, Campinas e
Jundiai) e da Bacia do Mogi-Guagu. Além de rios e ribeirdes, a represa de
Guarapiranga, localizada no municipio de Sdo Paulo, também foi selecionada
para o estudo. Ressalta-se, que alguns desses corpos d’agua sdo utilizados
como mananciais para o abastecimento da populagdo local.

Bacia Hidrogréfica do PCJ: A Bacia Hidrografica do PCJ (Figura 26)

abrange as Bacias do rio Piracicaba, a Bacia do rio Capivari e a Bacia do rio
Jundiai, além de outras bacias hidrograficas menores. Contempla 14.040
km’doestado de Sdo Paulo, com aproximadamente 5.000.000 habitantes

atendidos, em regides predominantemente urbanas.
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Figura 26. Ilustracdo da Bacia do PCJ localizada no estado de Sdo Paulo.
Fonte: Consorcio PCJ (agua.org.br/bacias-pc;j)
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Foram selecionados os principais rios formadores da Bacia do PCIJ,
assim como a bacia do Ribeirdo do Pinhal, inserida na Bacia do PCJ, por
abranger uma regido predominantemente rural. A Bacia do Ribeirdao do Pinhal
localiza-se no municipio de Limeira-SP e tem 90% de sua area ocupada pelo
plantio da cana-de-agtcar. Seus principais afluentes sdo o ribeirdo Pires, o
ribeirdo Pinhal e ribeirdo Tabajara, os quais formam a represa do Tatu.

Bacia Hidrografica do Mogi-Guacu: Esta Bacia esta localizada na

regido nordeste do estado de Sdo Paulo, sendo que ao sul faz divisa com a
Bacia Hidrografica do PCJ. Com uma extensdo de 18.938 km?, abrange
municipios tais como Mogi-Guagu e Mogi-Mirim e atende mais de 1.300.000
habitantes. O rio Mogi-Guagu € o principal rio formador desta Bacia, tendo
como principal afluente o rio Mogi-Mirim, ambos incluidos neste estudo.

A Figura 27ilustra os rios e os pontos de coleta distribuidos nas Bacias
Hidrogréficas citadas. Amostras de aguas foram coletadas em 17 pontos
amostrais, distribuidos em 13corpos d’agua da Bacia do PCJ (simbolizados
por um circulo em azul)e 2corpos d’adgua localizados na Bacia de Mogi-Guacu

(stimbolizados por um circulo em laranja).
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Figura 27.Ilustracdo da localizacdo dos pontos de coleta das amostras de dgua superficial na
Bacia Hidrografica do PCJ e na Bacia Hidrogréfica de Mogi-Guagu

Realizaram-se duas campanhas amostrais: uma em fevereiro de 2014,
em meio a um periodo de estiagem, e outra em setembro de 2014, no inicio do
periodo chuvoso, embora tenha sido caracterizado por um periodo atipico,
devido a pouca quantidade de chuva registrada na regido (Defesa Civil,
Campinas-SP). Somente no Rio Atibaia em Campinas-SP, foi realizada uma
coleta em outubro de 2014. A Tabela 17 apresenta a localizacao dos pontos de

amostragem e as datas das realizacOes de coleta.
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Tabela 17. Locais dos pontos de coleta das amostras de 4guas superficiais da Bacia
Hidrografica do PCJ e data da realizacdo das coletas.

Rio Cidade Campanha 1 Campanha 2
Ribeirdo Pires Limeira 24/02/2014
Ribeirdao do Pinhal Limeira 24/02/2014
Ribeirdo Tabajara Limeira 24/02/2014
Represa do Tatu Limeira 24/02/2014
Rio Capivari Campinas 14/02/2014 26/09/2014
Rio Atibaia Campinas 14/02/2014 18/09/14; 17 e 23/10/14
Rio Atibaia Jaguaritina 25/09/2014
Rio Jaguari Cosmoépolis 24/02/2014
Rio Jaguari Jaguaritna 25/09/2014
Rio Corumbatai Rio Claro 26/02/2014
Rio Corumbatai Piracicaba 26/02/2014 25/09/2014
Rio Camanducaia Jaguaritna 26/02/2014 25/09/2014
Ribeirdo Anhumas Campinas 26/02/2014 25/09/2014
Rio Piracicaba Piracicaba 26/02/2014 25/09/2014
Rio Pirapitingui Jaguaritna 25/09/2014
Rio Jundiai Indaiatuba 26/09/2014
Rio MogiGuagu Mogi-Guagu 26/02/2014
Rio MogiMirim Mogi-Mirim 26/02/2014

Represa de Guarapiranga:A represa de Guarapiranga (Figura 28) situa-

se na regido sul do municipio de Sdo Paulo e € abastecida pelosrios

Guarapiranga,Embu-Mirim, Embu-Guacu, Santa Rita, Vermelho, Ribeirdo

Itaim, Capivari e Parelheiros. Junto com a Represa Billings, abastece cerca

de4.900.000 pessoas das zonas sul e sudoeste da capital paulista.Ao todo, trés

pontos de diferentes graus de intervengdo antrépica foram amostrados no
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interior desta represa. As coletas foram realizadas nos dias 19 de fevereiro e

01 de outubro de 2014.

Figura 28. Represa de Guarapiranga
(Fonte: sabesp.com.br)

IV-3.1.2.1. Coletas das amostras de agua superficiais

A coleta das amostras de dguas superficiais foi realizada conforme o
Guia de coleta da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB) e conforme a ilustracdo da Figura 29. Utilizaram-se frascos de
ambar (1 L) para o transportadas amostras até o laboratério, os quais foram
mantidos sob refrigeracao ao longo do transporte. Uma vez no laboratorio, as
amostras foram mantidas a 4°C até o procedimento de preparo de amostra, o

qual foi realizado até 24 horas ap6s a coleta (CETESB, 2011).
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Figura 29. Ilustracdo do procedimento de coleta das amostras de dguas superficiais

1V-3.1.3. Amostras de dguas de abastecimento piiblico

Realizaram-se coletas de amostras de dguas de abastecimento publico

em cinco municipios abastecidos pelos principais mananciais da Bacia

Hidrografica do PCJ. As amostras foram coletadas em fevereiro e setembro de

2014. Além destas campanhas de coleta, amostras de dgua tratada proveniente

do rio Atibaia em Campinas-SP foram coletadas nos dias 17 e 23 de outubro

de 2014 (Tabela 18)

Tabela 18.Locais dos pontos de coleta das amostras de d4guas de abastecimento publico do
estado de Sdo Paulo e datas da realizacdo das coletas.

Rio Cidade Campanha 1 Campanha 2
Jaguari Limeira 24/02/2014
Capivari Campinas 14/02/2014 26/09/2014
Atibaia Campinas 14/02/2014 | 18/09/14; 17 e 23/10/14
Ribeirdo da cachoeira | Espirito Santo do Pinhal 16/02/2014
Piracicaba Santa Barbara D’Oeste 23/02/2014
Corumbatai Piracicaba 25/09/2014
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O procedimento de coleta foi realizado conforme o guia de coleta da
CETESB, utilizando frascos de vidro ambar, previamente descontaminados,

com capacidade para 1 litro (CETESB, 2011).
IV - 3.2. Preparo das amostras ambientais

As extracoes das amostras ambientais, cujos volumes empregados
estdo apresentados na Tabela 19,foram realizadas empregando cartuchos Oasis
HLB (500 mg), seguindo o protocolo de extracdo apresentado no item III-
3.3.2 (pag.44). Para a percolacdo das amostras pela fase extratora, utilizaram-
se os sistemas para extracao mostrados na Figura 30.0 extrato seco resultante
do protocolo de SPE foi dissolvido emImL de solugdo BE-d;
100 pg L'l,preparada em acido férmico 0,1%:ACN, 90:10 (v V‘l).

Tabela 19. Volume das amostras ambientais submetidos a SPE e a andlise por LC-MS/MS

Amostra Agua de Agua Efluente Afluente
ambiental abastecimento Superficial Sanitario sanitario
Volume de

1000 1000 100 70
amostra (mL)

108



Figura 30. Sistemas utilizados para auxiliar a SPE das amostras ambientais: (A) SPE das
amostras de efluente sanitario utilizando Manifold (PrepSepTM) e seringas plésticas com
capacidade para 70 mL e (B)SPE das amostras de dguas superficiais e de abastecimento
publico utilizando bomba peristéltica, conectores de PTFE (Teflon®), vdlvula metdlica e
suportes universais.

IV - 3.3. Analise das amostras por LC-MS/MS

As amostras ambientais pré-concentradas foram analisadas
empregando um método analitico baseado em LC-MS/MS, descrito no item
III - 3.4. (pag. 45). Para a determinacdo de COC e de BE nas amostras de
interesse, curvas analiticas por padronizacdo interna foram construidas,
empregando o padrio interno BE-d3 a 100 pg L™

O método analitico desenvolvido para a determinacdo de COC e BE
nas amostras ambientais foi avaliado quanto a recuperacdo do processo de
SPE, ao efeito matriz, a exatidao (eficiéncia do método analitico) e a precisao
(repetibilidade e precisdo intermedidria), conforme procedimentos descritos no
capitulo anterior. Na auséncia de amostras certificadas e na indisponibilidade

de se obter um branco das amostras ambientais, os ensaios para a avaliacao do
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método foram realizados por meio da adicao dos padrdes analiticos deuterados

COC-d3 e BE-d3 as amostras ambientais de interesse.

IV - 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV - 4.1. Método analitico para determinacio de cocaina e

benzoilecgonina em amostras ambientais

A Tabela 20 apresenta as concentracoes controles dos padroes

deuterados COC-d3 e BE-d3 adicionados as amostras ambientais para a

avaliacao do método analitico.

Tabela 20. Concentragdes controles utilizadas nos ensaios para avaliacio do método
analitico na determinacdo de cocaina (COC-d3)e benzoilecgonina(BE-d3) nas amostras

ambientais:
Concentracio Controle (pg L™)
Nivel de Agua de Agua Efluente Afluente
concentracio | abastecimento superficial Sanitario Sanitario
COC-d3 BE-d3 COC-d3 BE-d3 COC-d3 BE-d3  COC-d3 BE-d3
CC1* 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 1,5 5,0
CC2* 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 2,0 3,0 10,0
*n=2

IV-4.1.1. Recuperacdo dos compostos do processo de extracdo em

fase solida

A recuperacdo da COC-d3 e da BE-d3 no processo de extracdo em

fase solida estd apresentada na Tabela 21.

110




Tabela 21. Recuperacdo da COC-d3 e BE-d3 no processo de SPE nas amostras ambientais
em dois niveis de concentragdo.

Recuperacao no processo de SPE (%)
Nivel de Amostras ambientais
concentraciio Agua de Agua Efluente Afluente
Abastecimento superficial Sanitario Sanitario
COC-d3  BE-d3 COC-d3 BE-d3 COC-d3 BE-d3 i COC-d3 BE-d3
CC1* 100 99 100 90 87 93 87 96
CcC2x 99 98 91 91 92 98 92 97
*n=2

Para ambos analitos,a recuperagdo variou entre 87 e 100%,
considerando os dois niveis de concentracdo estudados. Observou-se que a
recuperacdo, tanto para a COC como para a BE, foi similar para todas as
amostras ambientais (entre 87 ¢ 100%).

Os resultados obtidos demonstram que os cartuchos HLB responderam
de forma adequada para SPE da COC e BE nas amostras ambientais, pois
apresentou recuperacao entre os limites aceitdveis pela literatura (i.e. entre 70

e 120%)
IV-4.1.2. Avaliagdo do efeito matriz

Na Tabela 22estd apresentado o efeito matriz sobre os analitos,

expresso em porcentagem, nas concentracoes mencionadas na Tabela 20.
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Tabela 22. Efeito matriz para os padrdes analiticos COC-d3 e BE-d3 nas amostras
ambientais em dois niveis de concentragao.

Nivel de

Efeito matriz (%)

Amostras ambientais

Agua de Agua Efluente Afluente
concentracio abastecimento superficial Sanitario Sanitario
COC-d3 BE-d3 | COC-d3 BE-d3 | COC-d3 BE-d3 | COC-d3 BE-d3
CC1 -22 -15 -25 -11 -24 -19 -20 -25
cC2 -14 -10 -15 -8 -20 -15 24 -19

O efeito matriz ocasionou a supressao de ionizacdo dos analitos, e

variou entre 8 e 25%,considerando todas as amostras ambientais estudadas e

os dois niveis de concentracdo avaliados. Esse efeito matriz é caracteristico de

compostos bdsicos polares na ioniza¢do por ESI (Bonfiglio et al.,1999 apud

Cassiano et al., 2009), principalmente em amostras complexas como o caso

das amostras ambientais. Para contornar esse efeito matriz e garantir a

confiabilidade dos resultados obtidos, a quantificacdo das substincias foi

realizada por meio da curva analitica de calibragdo interna.

1V-4.1.3. Exatiddo e precisdo do método analitico

Na Tabela 23estdapresentada a exatiddo do método, reportada como

eficiéncia do método analitico, para a COC-d3 e para a BE-3, nos dois niveis

de concentragdo estudados, bem como a repetitividade (precisao intra-corrida),

expressa como coeficiente da variacao.
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Tabela 23. Exatiddao do método analitico e repetitividade para a determinag¢dao da COC-d3 e
da BE-d3 nas amostras ambientais, em dois niveis de concentragao.

Eficiéncia do método analitico (CV)
Nivel de Amostras ambientais

concentraciio Agua de Agua Efluente Afluente

abastecimento publico superficial Sanitario sanitario
COC-d3 BE-d3 COC-d3  BE-d3 COC-d3 BE-d3 | COC-d3 | BE-d3
CC1* 77(9) 85 (3) 69(8) 97(3) 70(5) 70(4) 70(5) 72(6)
CC2#* 80 (1) 96 (1) 79 (2) 85(2) 77(3) 76(2) 70(3) 78(3)

*n=6 **n=3

A exatidao do método analitico variou entre 69 e 97%, considerando
todas as amostras ambientais e os dois niveis de concentracdo avaliados.
Como mostrado anteriormente, a exatidao do método foi influenciada tanto
pela recuperacdo do processo de SPE como pelo efeito matriz de supressdo de
ionizagdo. Os valores encontram-se dentre os limites aceitdveis para
determinacdes em baixas concentracdes (entre 70 e 120%, com precisdao
superior a 80%), demonstrando a aplicabilidade do método para a
determinacdo de COC e BE nas amostras de interesse (GARP, 1999 apud
Ribani et al., 2004).

OCV para a repetitividade do método analitico foi menor do que 10%
no nivel de concentracio CC1 e menor do que 5% no nivel CC2. Para a
precisdo intermedidria (Tabela 24) o coeficiente de variacao foi menor do que

15%, no nivel de concentracdo CCl.
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Tabela 24. Precisao intermedidria (inter-corrida) para a determinacdo de COC-d3 e BE-d3
nas amostras ambientais no nivel baixo de concentracio

Precisao intermediaria, %
Amostras ambientais
Nivel de Aguas para Aguas Efluente Afluente
concentracio abastecimento Superficiais Sanitario sanitario
COC-d3 BE-d3 COC-d3 BE-d3 | COC-d3 BE-d3 | COC-d3 BE-d3
CC1* 6 3 4 11 10 5 11 3
*n=3

Valores de exatiddo proximos de 100% sao desejdveis, porém,
aceitam-se valores entre 70 e 120%, com coeficiente de variacdo de até
20%,0u entre 50 e 120%, com coeficiente de variacao de até 15% (Ribani et
al., 2004). Com base nos dados da eficiéncia do método e da precisdao
apresentados, o método analitico para a determinacio de COC e BE
apresentou-se dentro dos limites aceitiveis, assegurando assim a

confiabilidade dos resultados gerados.
1V-4.1.4. Linearidade e faixa de trabalho

Como o efeito matriz pode apresentar variacoes em funcdo da
complexidade da matriz, interferindo na precisio da determinacdo entre
diferentes amostras de uma mesma matriz ambiental, a determinacdo da COC
e da BE foi realizada por padronizacdo interna. Na Tabela 25 estdo
apresentados a linearidade da curva analitica, o LD e LQ instrumentais,
calculados conforme Miller & Miller (2005). Duas faixas de concentragdo
foram utilizadas para a determinacdo de COC e de BE, dependendo da
concentragdo dos analitos nas amostras. As faixas de trabalho foram

estabelecidas a partir do LQ da curva analitica.
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Tabela 25. Parametros analiticos das curvas de calibragdo interna para a cocaina e para a
benzoilecgonina

Parametros coc IE13
tr(min) 8,3 7,8
Faixa linear (ug L") | 0,5-150/150-1000 | 0,5-150/ 150-1000
R’ 0,999 / 0,998 0,999/0,999
LD (ugL™) 2 2
LQ (ugL™ 6/162 5/174
Faixa de trabalho 6-150/162-1000 | 5-150/ 174-1000

IV - 4.2. Ocorréncia de cocaina e benzoilecgoninaem amostras
de afluente e efluente sanitario de ETE: avaliando a eficiéncia

de remocao nas ETE

A Figura 31 mostra a frequéncia de deteccdo eos niveis deCOC e de
BE encontrados nas amostras de afluentes e efluentes sanitiarios da ETE
Anhumas e da ETE Capivari,provenientes das campanhas amostrais descritas
anteriormente. Considerando as duas ETE estudadas, analisaram-se 18

amostras de esgoto doméstico.
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Figura 31. Frequéncia de deteccdo e concentragdes de COC e BE determinadas nas
amostras de afluente e efluente sanitario da ETE Capivari e da ETE Anhumas durante as

campanhas amostrais; n=17.

ACOC foi encontrada em 100% das amostras de afluente, e em 80%
das amostras de efluente sanitario analisadas.Enquanto que a BE apresentou
uma frequéncia de deteccdo de 100% em ambas amostras.Os nives
encontrados para a COC foram, em média, 5 vezes maiores no afluente do que
os nives mensurados no efluente sanitdrio. Para a BE, essa diferenca foi em

média de 4 vezes, o que pode estar relacionada a degradacdo durante o

tratamento de esgoto.
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A Figura 32 mostra as concentracdes de COC e de BEdeterminadasnas
amostras de afluente e efluente sanitario das ETE, durante as tr€s campanhas
de amostragem. Cada amostra esta identificadapelo dia da semana, seguido da

letra Ce do nimero referente a campanha 1, 2 ou 3.
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Figura 32. Concentracdes para cocaina (tridngulos em azul escuro) e benzoilecgonina
(circulos em cinza) nas amostras de afluente sanitdrio (AS - simbolos fechados) e de
efluente sanitdrio (ES - simbolos abertos)da ETE Anhumas e da ETE Capivari, nas trés
campanhas de amostragem — C1, campanha 1; C2, campanha 2 e C3, campanha 3.
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Através da Figura 32 € possivel verificar variacdes nos niveis
encontrados para a BE entre as diferentes campanhas de amostragem:entre a
campanha 1 (quarta-feira C1) e a campanha 2, considerando o mesmo dia da
semana (quarta-feira C2), os niveis de BE e de COC foram similares nas
amostrasde efluente e de afluente sanitario, coletadasnas duas ETE. Na
semana de Carnaval, os niveis de BE foram entre 40 e 50% maiores do que na
semana de julho de 2013 (campanha 2).

Os resultados apresentados mostraram que em um mesmo meés as
variacoes nos niveis de BE e de COC ndo foram significativos, mas observou-
se uma variacdo sazonal entre a campanha 2 e a campanha 3 nas amostras de
afluente sanitdrio das duas ETE, a qual provavelmente estd associada ao
evento festivodo Carnaval (campanha 3). No periodo de realizacdo da
campanha 3, a Defesa Civil de Campinas registrou um periodo de estiagem
atipico. Entre 01/01/2014 e 30/9/2014, foram registrados apenas 21 dias com
chuvas, totalizando 141,7 mm. Isso significa precipitacio mensal inferior
aquelas observadas em periodos tipicos de seca na regido, quando a
precipitacao mensal € inferior a 50 mm (CEPAGRI/JUNICAMP, 2015).

Precisamente nos dias de coleta, durante a campanha 2 e a campanha
3, ndo foram observadas precipitagdes na regido. Conclui-se que as variagdes
observadas refletem, provavelmente, alteragcdes na quantidade de droga
consumida entre um periodo e outro.

Observa-se ainda que os niveis de BE e de COC encontrados no
afluente da ETE Capivari foi praticamente o dobro dos niveis encontrados no
afluente da ETE Anhumas. Em contrapartida, os niveis no efluente da ETE
Capivari foram até 5 vezes menores aqueles observados no efluente da ETE
Anhumas. Essas variagdes estdo relacionadas a prevaléncia de cocaina nas
diferentes localidades do municipio de Campinas estudas, como apresentado
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no capitulo III deste trabalho, e aos processosde tratamento desiguais
empregados em cada uma das ETE. Diferentes processos de tratamentopodem
resultar na degradacdo/remo¢do das substincias com maior ou menor
eficiéncia.

A Figura 33mostra a eficiéncia de remog¢do expressa em porcentagem
(ER) para a COC e para a BE na ETE Anhumas e na ETE Capivari (Equacao
8), ao longo de uma semana (campanha 2). Para o cdlculo, compararam-se as
concentragdes dos analitos encontradas nas amostras de afluente sanitério,
com aquelas determinadas nas amostras de efluente sanitério, coletadas apos
um TDH médio de 24 horas. O cdlculo foi aplicado para as amostras coletadas

em ambas as ETE de interesse.

Concentragdo no efluente da ETE) _ 1] %100
Concentragdo no afluente da ETE

Equagao 8 J0ER= [(

Observa-se na Figura 33, que os diferentes tratamentos utilizados em
cada uma das ETE apresentaram eficiéncias de remog¢ao distintas, tanto para a
COC, como para a BE. Na ETE Anhumas a eficiéncia de remocao variou
entre 20 e 70% (média de 55%) para COC e entre 2 e 50% (média de 8%) para
a BE, considerando as trés campanhas amostrais. Na ETE Capivari a
eficiéncia de remog¢do manteve-se praticamente constante entre 95 e 97%, para
ambos analitos. Esses resultados indicam a influéncia do processo de

tratamento na eficiéncia de remocao dos analitos.
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Figura 33. Eficiéncia de remoc¢ao para a COC e para a BE na ETE Anhumas e na ETE
Capivari, durante as trés campanhas amostrais: C1, campanha 1; C2, campanha 2 e C3,
campanha 3

A ETE Anhumas e a ETE Capivari diferem, basicamente, no processo
de tratamento secunddrio e no TDH do tratamento completo: na ETE
Anhumas, o tratamento secunddrio consiste de tratamento fisico-quimico, com
21 horas de TDH, e na ETE Capivari, consiste de tratamento anaerdbio,
seguido de tratamento aerdbio,totalizando 21 horas de TDH. Como foi

considerado um TDH médio de 24 h, existe uma incerteza associada ao
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célculo da ER apresentado neste trabalho. Entretanto, para a ETE Anhumas, a
qual apresentou os valores mais baixos de ER, a incerteza do cdlculo ¢é
minima, considerando que o TDH médio da ETE € 21 horas.

A eficiéncia de remoc¢do observada na ETE Anhumas para a COC e
BE foram as mais baixas observadas entre os valores reportados em trabalhos
disponiveis na literatura. Um estudo realizado por e Huerta-Fontela
et al.(2008b), o qual avaliou ETE da Espanha, reportou ER superiores a 88%
para ambos os compostos. Na Irlanda, a ER da BE foi superior a 90%,
enquanto para a COC, a ER foi aproximadamente de 70% (Boneset al., 2007).
Eficiéncias de remo¢do menores foram observadas para a COC no estudo
conduzido por Postigo et al. (2010) em diferentes cidades da Espanha. Nesse
estudo, a ER reportada foi de 65% para a COC e maiores do que 80% para a
BE.

A maior porcentagem de remocdo observa para a ETE Capivari, a qual
utilizada reator aer6bio no tratamento, estd relacionada aos processos
envolvidos na degradacdo da cocaina. A remo¢ao da COC e da BE durante o
tratamento de esgoto ocorre, principalmente, por reacdes de hidrdlise quimica
nos grupos ésteres, em funcdo do pH alto do meio. Tais reagdes sao
catalisadas pela acdo de micro-organismos aerobios dos processos das ETE. A
adsorcdo destes analitos no material particulado suspenso ou no lodo do
afluente € inferior a 2%, em decorréncia da elevada solubilidade em 4gua nas
condi¢des do meio. Esta adsor¢do ndo € significativa na remoc¢do da cocaina

frente a degradacdo aerdbia (Thaiet al., 2014 Bijlsma et al., 2014).
IV - 4.3. Cocaina e benzoilecgonina em aguas superficiais

Os niveis de COC e BE encontrados nas amostras de aguas

superficiais, provenientes das duas campanhas amostrais, estdo apresentados
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na Tabela 26. As amostras dos rios/ribeirdes localizados nos municipios
estudados estdo identificadas pela cidade e pelo nome do rio/ribeirdo,e estao
agrupadas de acordo com a Bacia Hidrogréfica ou Represa.

Considerando as duas campanhas amostrais, a BE foi detectada em 24
das 30 amostras, e a COC em 15 delas. Isso corresponde a uma frequéncia de
deteccao de 80% para a BE e de 43% para cocaina. Nas amostras positivas
para BE e para COC, os niveis encontrados de BE (entre 10 e 1019 ng L™)
foram maiores do que os niveis de COC (entre 6 e 62ng L"), corroborando
com os resultados encontrados nas amostras de esgoto sanitario.

Os niveis para BE determinados nos rios e ribeirdes do estado de Sao
Paulo amostrados foram mais elevados do que aqueles encontrados em rios
europeus. Em amostras do Rio Ebro coletadas em pontos distribuidos em todo
o leito do rio, por exemplo, a BE foi encontrada em concentragdes entre 0,1 e
350 ng L' (Postigo et al., 2010). Na Bélgica, os niveis de BE em amostras de
dguas superficiais coletadas em 28 rios variaram entre 2 ¢ 530 ng L™ (van
Nuijs et al.; 2009a). Na Italia, a concentracdo média encontrada para a BE foi

22 + 12 ng L' no rio Arno e4 + 2 ng L™ no rio Po (Zuccato et al., 2008).
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Tabela 26. Concentragao de COC e BE determinada nas amostras de dguas superficiais

Concentragdo (ng L)

Cidade Amostra Campanha 1 Campanha 2
BE CoC BE CoC
Bacia do Ribeirao do Pinhal
Pires 10 NQ n. C. n. C.
Pinhal ND NQ n. C. n. C.
Limeira
Tabajara <NQ NQ n. c. n. c.
Tatu <NQ NQ n. C. n. c.
Bacia do PCJ
Capivari 522 NQ 127 10
Campinas Atibaia 292 8 70 8
Anhumas 655 12 305 13
Atibaia n. c. n. c. ND ND
Camanducaia 143 7 64 ND
Jaguaritna Jaguari n.c. n.c. 37 ND
Pirapitingui n.c. n.c. ND ND
Cosmopolis Jaguari 95 8 n.c n.c.
Rio Claro Corumbatai 284 40 n.c n. c.
Corumbatai 117 6 57 10
Piracicaba
Piracicaba 1019 21 55 ND
Indaiatuba Jundiai n. c. n. c. 90 10
Bacia do Mogi Guacu
Mogi-Guagu MogiGuagu 47 NQ 27 ND
Mogi-Mirim MogiMirim 329 62 307 48
Espirito Santo do Pinhal Cachoeira 10 ND ND ND
Represa de Guarapiranga
Sao Paulo Guarapiranga 58 9 10 ND
n. ¢.: amostra nao coletada NQ: analito detectado abaixo do limite de quantificacao

ND: analito ndo detectado pelo método analitico
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Os niveis de BE e COC apresentaram grande variacdo, sendo que as
maiores concentragdes foram observadas nas regides urbanas servidas pelos
principais rios da Bacia do PCJ, tais quais: rios Capivari, Anhumas e Atibaia
em Campinas e rio Piracicaba, no municipio de Piracicaba. De acordo com o
relatério de dguas superficiais de 2013 da CETESB (CETESB, 2014), esses
rios receberam grande quantidade de esgoto sanitario em seus leitos, sejam
eles tratados ou ndo, justificando os altos niveis de BE encontrados. As
variagOes nas concentragoes de BE nesses rios concordam com a variagao na
qualidade das aguas superficiais registradas pela companhia. Em 2013, a
CETESB registrou a ocorréncia de concentracdes muito baixas de oxigénio
dissolvido e de elevadas concentracdes de matéria organica no leito do rio
Capivari, em Campinas. O rio Atibaia, em Paulinia, foi classificado como de
qualidade ruim pela companhia, onde foi registrado o pior cendrio de polui¢cao
do rio. No rio Piracicaba, a maior descarga de matéria organica foi observada
em fevereiro de 2013, quando foi registrada carga didria de DBO (demanda
bioquimica de oxigénio) na ordem de 16000 kg h™', contra 2000 kg h™' em
setembro do mesmo ano, e também quando foi registrada a maior
concentracio de BE (>1000 ng L™).

Somente em uma das amostras coletadas na regido rural da Bacia do
Ribeirdo do Pinhal foi detectada a presenca de BE. Contudo, a concentragcao
encontrada foi até 100 vezes menor em relacdo as regides urbanas. Na Bacia
do Mogi-Guacu e na Represa de Guarapiranga, a BE foi determinada em
concentracdes inferiores a 100 ng L™, com excecdo da amostra do Rio Mogi
Mirim, onde a BE foi determinada em concentracdes proximas daquelas
observadas nos principais Rios da Bacia do PCJ (329 ng L™).

Apenas em 10 dos 22 pontos amostrais foram coletadas &4guas
superficiais durante as duas campanhas. E avaliando as concentracdes
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encontradas nesses 10 pontos amostrais, variagdes sazonais foram observadas
em alguns dos pontos estudados. Como exemplo deste comportamento, as
amostras de dguas superficiais coletadas no rio Atibaia em Campinas, no més
de outubro de 2014 (58 ng L)apresentaram concentracdes de BE
ligeiramente menores do que aquelas observadas em setembro do mesmo ano
(80 ng L. E aproximadamente 5 vezes menor em comparacio 2
concentracio determinada em fevereiro de 2014 (292 ng L™). Essa variacio
sazonal corresponde a alteracdo na qualidade das &4guas registrada pela
CETESB em 2013. No rio Mogi Mirim ndo se observou alteracoes
significativas nas concentracdes de BE e de COC entre as campanhas
amostrais de fevereiro e setembro de 2014 (Tabela 26) (CETESB, 2014).

Os resultados apresentados mostram altos niveis de BE encontrados
nas amostras de dguas superficiais do estado de Sao Paulo em relagdo aqueles
encontrados em diferentes regides da Europa, embora grandes variagdes
sazonais tenham sido observadas. Esses altos niveis de BE confirmam a
influéncia do aporte de esgoto sanitdrio nos mananciais sem O tratamento
prévio adequado e ressaltam a importancia do saneamento basico para evitar o

comprometimento dos corpos d’agua brasileiros.

IV - 4.4. Cocaina e benzoilecgonina em aguas de abastecimento

publico

Os niveis de COC e BE encontrados nas amostras de &4guas de

abastecimento publico estdo apresentados na Tabela 27.
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Tabela 27.Concentracdo de cocaina e benzoilecgonina determinada nas campanhas
amostrais de dguas de abastecimento publico em pontos da Bacia do PCJ e da Bacia do
Mogi-Guagu.

Concentracao (ng LY

Cidade Amostra Campanha 1 Campanha 2
BE CoC BE CoC
Bacia do PCJ
Limeira Jaguari 62 NQ n.c n.c.
Campinas Capivari 652 22 105 NQ
Campinas Atibaia 394 14 89 6
Santa Barbara do Oeste Piracicaba 10 NQ n.c. n.c.
Piracicaba Corumbatai n.c n.c 60 NQ
Bacia do Mogi-Guacu
Espirito Santo do Pinhal Cachoeira NQ NQ n.c n.c
n. c.: amostra ndo coletada NQ: analito detectado abaixo do limite de quantificacdo

Observa-seque a BE foi determinada em quatro dos cinco pontos
amostrados na Bacia do PCJ, enquanto que a presenca da COC foi
determinada em dois deles. Nas amostras positivas para os analitos, os niveis
encontrados foram proximos daqueles observados em d&guas superficiais
(média 215 ng L' e 19 ng L' para BE e COC, respectivamente), indicando
que os tratamentos adotados nas ETA da regido de Campinas ndo removem
adequadamente estes compostos.

Para as amostras positivas para BE e COC, os niveis encontrados de
BE foram, em média, 30 vezes mais elevados do que aqueles encontrados para
a COC. Os niveis mais elevados de BE foram encontrados nas amostras de
dguas de abastecimento publico dos rios Capivari e Atibaia, coletas em pontos
localizados no municipio de Campinas. Variagoes nos niveis de BE e de COC

encontrados nas amostras oriundas de diferentes campanhas amostrais também
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foram observadas. As amostras de dguas de abastecimento publico coletadas
em fevereiro de 2014 apresentaram concentracdes aproximadamente 5 vezes
mais elevadas do que aquelas encontradas nas amostras coletadas em setembro
de 2014,concordando com os resultados obtidos nas dguas superficiais da
regiao.

Poucos trabalhos na literatura reportam a ocorréncia de cocaina em
amostras de dguas de abastecimento publico. Mendozaet al., 2014
investigaram a ocorréncia de drogas ilicitas, incluindo a cocaina, em amostras
de 4guas de abastecimento publicos coletadas em Madri, entretanto, os
analitos nao foram determinados nessas amostras. Boleda et al., (2011)
conduziram um estudo com 50 amostras de dguas de abastecimento publico da
Europa, América do Sul (Argentina, Brasil, Chile, Coldmbia, Panamd, Peru e
Uruguai) e Japdo. A BE foi encontrada em 46% das amostras analisadas neste
trabalho, em concentracoes entre 0,2 ng L'l, na Europa, e 15 ng L' na América

do Sul. No Japdo, a cocaina e metabdlitos ndo foram detectados.
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CAPITULO V -

CONCLUSAO
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O desenvolvimento deste trabalho teve como foco a utilizacdo da
epidemiologia do esgoto para inferir sobre o consumo sazonal de cocaina em
diferentes regides socioecondmicas de Campinas, abordando também um
estudo sobre a incerteza envolvida no cédlculo da excrecdo metabdlica da
cocaina, a qual é fundamental para estimar o consumo dessa droga usando esta
ferramenta. Para o Brasil, segundo maior consumidor de cocaina no mundo,
este trabalho veio aprimorar essa nova metodologia para a realidade do pafs,
na expectativa de gerar dados que norteassem o mapeamento de locais de
distribuicdo de cocaina, a estimativa do consumo da cocaina crack, além da
estimativa das fontes de incerteza associada ao calculo do consumo de cocaina
pela epidemiologia do esgoto.

Em colaboracdo com o CCI do HC/UNICAMP, estudou-se um niimero
representativo de amostras de urina de usudrios da droga, o que permitiu
avaliaras variacOes da proporcao entre o metabolito majoritario da cocaina
(BE) e seus demais metabdlitos excretados na urina por diferentes individuos,
e em funcdo de diferentes vias de administracdo da droga (IN e EV, fumada
ou com bebida alcoodlica). Embora diversos fatores, tais como o procedimento
de amostragem do afluente sanitdrio, o método analitico utilizado na
determinacdo da BE, a estimativa da populacdo atendida pela ETE, dentre
outros, também interferem nos resultados obtidos pelo cdlculo da
epidemiologia do esgoto, a razdo entre a BE e os demais metabdlitos
apresentou um desvio proximo de 50%.

A incerteza total resultante de todas as fontes identificadas na
epidemiologia do esgoto foi influenciada principalmente pelo desvio do
célculo da razdo metabdlica da droga e pela estimativa da populacdo atendida
pela ETE, e atingiu 79%. Esse valor € bastante expressivo no resultado final
obtido. Enquanto o desvio associado a excrecdo urindria € inerente aos
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aspectos metabdlicos, portanto inevitdvel, procedimentos que estimem a
populacdo atendida pela ETE de forma mais precisa podem ser aperfeicoados.
Um exemplo seria o monitoramento de biomarcadores bem estabelecidos da
excrecdo humana, como um determinado farmaco que tenha seu
comportamento e prescri¢do conhecidos. De maneira geral, ao se conhecer a
incerteza do resultado final do consumo de cocaina per capita, € possivel
comparar os dados obtidos entre diferentes regides e paises e, assim, gerar
informacoes uteis para o direcionamento das politicas publicas antidrogas.

O método analitico utilizado neste trabalho para a determinacio de BE e
COC nas amostras analisadas proporcionou resultados confidveis, ainda que
ndo tenha atendido aos limites aceitaveis para a determinacdo do metabolito
da cocaina consumida sob a forma de pasta base (crack), o AE. Assim, muito
embora tenham sido gerados os dados sobre a relacdio BE/COC, a qual pode
sugerir a localizacdo de pontos de distribui¢cdo da droga na regido atendida
pela ETE estudada, este mesmo conjunto ndo permitiu inferir sobre o consumo
especifico da cocaina crack usando o AE como biomarcador. Métodos de
extracdo em fase soOlida mais seletivos para esse composto podem ser
desenvolvidos, permitindo assim um estudo futuro especifico sobre o consumo
de crack entre diferentes regides brasileiras. Quanto ao consumo da droga,
seja ela na forma de p6 ou de pasta base, o uso da epidemiologia do esgoto
possibilitou a comparacdo da prevaléncia de uso da cocaina entre diferentes
regides socioecondmicas do municipio de Campinas e em diferentes
sazonalidades.

A determinacdo dos biomarcadores da cocaina em amostras de
afluente sanitario das ETE pode ser considerada uma ferramenta alternativa
aos métodos oficiais para a obten¢do de dados sobre o consumo da droga, de
maneira rapida, de cunho social e investigativo. A exemplo da versatilidade da
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aplicacdo da epidemiologia do esgoto, esta ferramenta pode ser usada na
estimativa da quantidade da droga em circulagio, no perfil do consumo entre
diferentes regides socioecondmicas, bem como no mapeamento de locais de
refino e distribuicdo da droga, informagdes tuteis para o desenvolvimento e
direcionamento de acdes antidrogas em tempo real. Todavia, para o Brasil, a
utilizacdo dessa abordagem ainda € limitada pelos baixos indices de coleta e
de tratamento do esgoto sanitiario gerado no pais. Sem um investimento
intenso realizado pelo Estado na drea de saneamento, a implementacdo da
epidemiologia do esgoto de maneira universal fica impossibilitada no Brasil.

O desenvolvimento deste trabalho também teve como foco a
problemdtica ambiental da cocaina no estado de Sao Paulo. Muito embora um
maior nimero de ETE precise ser estudado, a fim de se conhecer a efici€éncia
dos tratamentos de esgoto utilizados, foram verificados baixos indices de
remoc¢ao da COC e da BE em uma das maiores ETE do interior do estado de
Sao Paulo, apresentando, ao que se tem conhecimento, os menores indices de
remoc¢do observados entre os trabalhos disponiveis na literatura. Constatou-se
ainda uma alta frequéncia de deteccdo e elevadas concentragdes de COC e
principalmente de BE em vdrias amostras de &4guas superficiais e de
abastecimento do estado de Sao Paulo. Embora nio sejam os primeiros dados
levantados sobre a ocorréncia destas substancias em d4guas superficiais
brasileiras, o trabalho ampliou a drea de estudo, abordando os principais rios e
mananciais do estado de Sdo Paulo, além de ter gerado os primeiros dados
sobre a contaminagdo pela cocaina de 4dguas de abastecimento publicos do
estado.

Observou-se um cendrio de contaminagdo preocupante em alguns pontos
estudados. Embora o conhecimento sobre a ecotoxicidade da BE aos
organismos aqudaticos € ao ser humano ndo permite ainda inferir sobre a
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gravidade da sua ocorréncia nas amostras ambientais, os niveis de
concentracdo determinados nas amostras de dguas chegaram a ser 100 vezes
maiores do que em outros paises como Espanha e Itdlia. Esses resultados
atentam para a necessidade por aprimoramento do saneamento basico do
Brasil, sendo que o despejo direto de esgoto sanitario ou mesmo de efluentes
de ETE com baixa eficiéncia implica na contaminagdo dos corpos d’agua e
dos mananciais e, consequentemente, na contaminacdo das &4guas de
abastecimento publico.

Ressalta-se que a contamina¢do ambiental constatada pela presenca de
drogas ilicitas tende a se agravar caso a escassez do saneamento bésico e a
baixa eficiéncia das ETE e das ETA persista ao longo dos anos,
principalmente em periodos prolongados de seca, como o periodo vivido na
regido Sudeste do pais nos udltimos 2 anos. A escassez de chuvas tende a
causar uma deterioracdo ainda maior nos corpos d’agua, devido a diminui¢ado
da vazdo dos rios, o que ndo € acompanhada pela diminui¢do proporcional da
descarga de esgoto sanitario, dentre outros fatores, aumentando o risco aos
organismos aqudticos e a saude humana. Além disso, o estresse hidrico vem
estimulando o desenvolvimento de projetos para a utilizacao de dguas de reuso
para o abastecimento das grandes cidades, intensificando a exposi¢do humana
a essas substancias. Embora sejam substancias “proibidas”, as drogas ilicitas
fazem parte da sociedade atual, e por ndo serem legisladas em 4dguas naturais e
de abastecimento publico, fazem parte desta ampla classe de substancias
consideradas contaminantes emergentes, demandando um estudo mais
aprofundado e que vise a protecdo da saide humana e de outros organismos

Vivos.
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