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RESUMO

Cocaina (COC) e benzoilecgonina (BE), seu principal metabolito, vém sendo detectadas
em corpos hidricos. A literatura relacionada a efeitos de concentragdes ambientais de COC e
BE (ug e ng L) sobre organismos aquaticos ndo-alvo é escassa, sobretudo no modelo Danio
rerio (zebrafish). Neste estudo, concentragdes de COC e BE foram investigadas em cinco rios
urbanos na cidade do Rio de Janeiro em campanhas de monitoramento nas estagdes seca e
chuvosa. O espectrometro de massas Q-Exactive Plus (Thermo Scientific) com ionizagao
electrospray (ESI) foi utilizado na detecgdo de COC e BE nas amostras de agua a partir de
extracdo em fase solida e andlise em sistema Dionex 3000 UHPLC (Thermo Scientific).
Embrides de zebrafish foram expostos a COC e BE por 96 h (50-5000 ng L), utilizando o
OECD Fish Embryo Toxicity Test adaptado em placas de 24 pocos, verificando-se efeitos
morfoldgicos e teratogénicos. Zebrafish adultos foram expostos por 21 dias a COC (10-1000
ng L"), BE (10-1000 ng L") e sua combina¢do (COC+BE 10+1000 ng L' e COC+BE 1000+10
ng L), analisando-se biomarcadores antioxidantes e oxidativos. Cocaina e BE foram
quantificadas (> LQ) com 100 % de frequéncia em todas as campanhas e pontos de coleta,
indicando a contaminagdo potencial desses ambientes e sugerindo a exposi¢do ininterrupta de
organismos ndo-alvo. Maiores niveis médios de COC (383,68 + 269,57 ng L) e BE (1022,16
+ 535,04 ng L") foram observados na estagiio chuvosa comparados a estagio seca (COC 192,27
+ 127,23 ng L!; BE 504,30 + 382,28 ng L), contrastando com os maiores resultados de N-
NH;3 e DQO observados nesta estacao (estagdo seca), sugerindo a influéncia do comportamento
de consumo de COC associado a primavera/verdo (estagdo chuvosa). Alteragdes morfoldgicas
e teratogénicas foram observadas nos embries expostos, com efeitos acima do observado no
controle ja a partir da menor concentragio de BE (50 ng L) testada, a qual correspondeu a
menos de 10 % da concentracdo média de BE monitorada. Modulagc6es de biomarcadores de
estresse oxidativo (principalmente no cérebro) foram observadas nos peixes adultos expostos,
bem como estresse oxidativo associado a peroxidacéo lipidica e carbonilagéo de proteinas. Os
resultados alertam para a presenca de COC e BE em rios do Rio de Janeiro em niveis capazes
de causar efeitos deletérios em organismo ndo-alvo, deflagrando um alarmante problema de

satide publica e meio ambiente.

Palavras-chave: contaminantes emergentes; ecotoxicologia aquatica; estresse oxidativo; drogas

de abuso.



ABSTRACT

Cocaine (COC) and benzoylecgonine (BE) (main metabolite) have been detected in
water sources. The literature on the effects of COC and BE environmental concentrations (ug
and ng L") in non-target aquatic organisms is scarce, especially in the Danio rerio model
(zebrafish). In this study, COC and BE concentrations were investigated in five urban rivers in
Rio de Janeiro City, in monitoring campaigns in the dry and rainy seasons. The Q-Exactive Plus
mass spectrometer (Thermo Scientific) with electrospray ionization (ESI) was used to detect
COC and BE in water samples after solid phase extraction and analysis in a Dionex 3000
UHPLC system (Thermo Scientific). Zebrafish embryos were exposed to COC and BE for 96
h (50-5000 ng L"), using the OECD Fish Embryo Toxicity Test adapted in 24-well plates,
verifying morphological and teratogenic effects. Adult zebrafish were exposed for 21 days to
COC (10-1000 ng L"), BE (10-1000 ng L") and their combination (COC+BE 10+1000 ng L!
and COC+BE 1000+ 10 ng L), analyzing antioxidant and oxidative biomarkers. Cocaine and
BE were quantified (> LQ) with 100% frequency in all campaigns and sampled rivers,
indicating the potential contamination of these environments and suggesting the uninterrupted
exposure of non-target organisms. Higher average levels of COC (383.68 +269.57 ng L'!) and
BE (1022.16 + 535.04 ng L'!) were observed in the rainy season compared to the dry season
(COC 192.27 + 127,23 ng L''; BE 504.30 + 382.28 ng L"), contrasting with the higher N-NH3
and COD results observed in this season (dry season), suggesting the influence of COC
consumption behavior associated with spring/summer (rainy season). Morphological and
teratogenic alterations were observed in the exposed embryos, with effects above those
observed in the control already from the lowest BE tested concentration (50 ng L!), which
corresponded to less than 10% of the average concentration of monitored BE. Modulations of
oxidative stress biomarkers (mainly in the brain) were observed in exposed adult fish, as well
as oxidative stress associated with lipid peroxidation and protein carbonylation. The results alert
to the COC and BE presence in Rio de Janeiro rivers at levels capable of causing deleterious
effects in non-target organisms, triggering an alarming public health and environmental

problem.

Keywords: emerging contaminants; aquatic ecotoxicology; oxidative stress; drugs of abuse.
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1. INTRODUCAO

Os indices de consumo de cocaina (COC) ao redor do mundo vém alarmando
institui¢des e sociedade civil. Segundo o World Drug Report, o consumo de COC em 2020
alcangou a marca de 21 milhdes de usuarios (UNODC, 2022a). Ja o Brasil, apresentaria cerca
de 1,5 milhdes de usuarios, sendo indicado como o principal mercado da América do Sul
(UNODC, 2021a). O Observatoério Brasileiro de Informagdes sobre Drogas (OBID), publicou
um levantamento em 108 cidades com mais de 200 mil habitantes, indicando que cerca de 2,9
% dos entrevistados ja fizeram uso de COC ao menos uma vez (OBID, 2009). O Levantamento
Nacional de Alcool e Drogas publicou que em 2012 cerca de 316 mil adolescentes ¢ 5 milhdes
de adultos j& haviam experimentado cocaina no Brasil (LENAD, 2012).

O consumo de COC leva o usudrio a uma estado de euforia, podendo acarretar
taquicardia, aumento da pressdo arterial, ansiedade, inquietacdo e problemas do sono
(AGHAZADEH TABRIZI, 2017; NIDA, 2016). Seu uso continuo (exposi¢do repetida) pode
afetar a sensibilidade do individuo a COC, podendo resultar na necessidade de doses cada vez
maiores para obtencdo do mesmo estado de prazer e alivio da abstinéncia (NIDA, 2016). Outros
agravos possiveis sdo insuficiéncia renal, convulsdes e deficiéncia cognitiva, além do aumento
do risco de um episddio fatal subsequente a experiéncias de overdose nado fatais
(UNODC, 2018b).

Uma vez no organismo, a COC ¢ metabolizada principalmente no figado, resultando em
metabolitos como a benzilecgonina (BE) (35-54 %) e o éster metilico de ecgonina (EME) (32-
49 %), seguindo-se sua excre¢do principalmente pela urina (FONTES et al., 2019; GARCIA-
CAMBERO et al., 2015; MOOLCHAN et al., 2000; PAROLINI ef al., 2017). Dessa forma,
tanto COC, quanto seus metabdlitos ativos, tém aportado em corpos hidricos via esgotos
domésticos, seja a partir de esgotos clandestinos ou de esta¢des de tratamento de esgoto (ETEs)
(FONTES et al., 2019). Segundo Sposito et al. (2018), isso se da devido a baixa eficiéncia das
estacdes de tratamento na remocao desses contaminantes. No caso de rios sem ETEs ao longo
de seu curso, o principal aporte de COC e BE estaria associado a esgotos clandestinos.

Com isso, COC e seu metabolito (BE) vém sendo detectados nos ambientes aquaticos
ao redor do mundo, podendo ser citadas investigagdes em esgotos (3,7-1200 ng L ™! de COC e
29-2700 ng L' de BE) nos EUA, Canada, Espanha, Polonia e Polonia (BIILSMA et al., 2014;
DAGLIOGLU; GUZEL; KILERCIOGLU, 2019; METCALFE et al, 2010; SULEJ-
SUCHOMSKA et al., 2020; WATANABE et al., 2020), em aguas superficiais (0,3-134 ng L™
de COC e 1,2-520 ng L! de BE) nos EUA, Bélgica e Hungria (KONDOR et al., 2020; VAN
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NUIJS et al., 2009a; WATANABE et al., 2020), além da detec¢do em aguas de abastecimento
na Suécia (0,2 ng L' de BE) (KARKI et al., 2020). No territorio nacional, COC e BE vém sendo
detectadas nas concentragdes de ng L™! e ug L™!, podendo ser mencionados estudos em 4agua do
mar (203,6-400 ng L' de COC e 38,6 ng L' de BE) (FONTES et al., 2019; PEREIRA et al.,
2016), aguas superficiais (62-2650 ng L' de COC e 139-1019 ng L! de BE) (CAMPESTRINI;
JARDIM, 2017; SHIHOMATSU et al., 2017) e em esgoto (1080-1983 ng L' de COC e ng L
' de BE) (DA SILVA et al., 2018; SILVA, 2012; SODRE et al., 2018). Apesar desses dados,
até a presente data ndo ha estudos de deteccdo de COC e seus subprodutos no estado do Rio
de Janeiro.

Uma vez conhecida a relagdo entre COC, BE e esgotos domésticos, cabe ressaltar que
estas substancias sao apenas parcialmente removidas em ETEs (MALDANER et al., 2012;
MONTAGNER; JARDIM, 2011). Desde 2010, o grupo Sewage analysis CORe group —
Europe (SCORE) vem ganhando proeminéncia na padronizacdo do monitoramento enquanto
exercicio de calibragdo de analise interlaboratorial, alertando para a problematica do consumo
de drogas de abuso (THOMAS et al., 2012). Essa abordagem (ja bem estabelecida) ja investigou
o esgoto de mais de 60 milhdes de pessoas de 37 paises entre os anos 2011-17 (GONZALEZ-
MARINO et al., 2020). Conhecida a relagdo entre COC, BE e esgotos, ressalta-se que o indice
de 52 % de coleta de esgotos no Municipio do Rio de Janeiro (MRJ) demonstra o potencial de
contaminac¢do de lagos e rios por contaminantes como drogas de abuso (IBGE, 2010; SNIS,
2015). Como exemplo, podem ser citados os Rio Meriti e o Canal do Mangue, ambos
considerados precérios quando ao monitoramento do indice de qualidade de 4gua (IQA) (INEA,
2019a).

Além da deteccdo ambiental, ¢ importante avaliar se niveis ambientais de COC e BE
afetam efetivamente os sistemas bioldgicos, uma vez que andlises fisico-quimicas nao
possibilitam a distingdo entre contaminantes inertes e contaminantes efetivamente capazes de
afetar os sistemas bioldgicos (COSTA et al., 2008). Sabendo disso, o organismo Danio rerio
(zebrafish) é consolidado como modelo em estudos farmaceéuticos, bioquimicos e fisiologicos,
além de apresentar homologia genética de 70-80 % com mamiferos (PETERSON et al., 2008;
ZHAO; HUANG; YE, 2015). O zebrafish possui vantagens como baixo custo de manutengao,
pequeno porte e rapido desenvolvimento (ZHAO; HUANG; YE, 2015), além de sensibilidade
a baixas concentracdes de xenobioticos, sendo considerado uma ferramenta para a avaliagdao
de efeitos ndo letais a nivel celular (PAROLINI et al., 2017).

Investigacdes sobre toxicidade e mecanismos de acdo de COC e seus metabolitos em

zebrafish sdo escassas e fragmentadas na literatura, podendo ser encontrados poucos trabalhos
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sobre efeitos de concentragdes ambientais de COC e BE (ng L™ e ug L) nesses organismos
(DE FARIAS ARAUIJO et al., 2023). Europa e América do Norte representam o principal foco
de estudos com zebrafish e COC, reforcando a necessidade da ampliacdo do conhecimento
sobre os efeitos (em organismo ndo-alvo) de concentracGes ambientais associadas a América
Latina. Esse fato ¢ corroborado pela pouca quantidade de estudos ambientais abordando drogas
de abuso no Brasil, conforme endossado pelo trabalho de revisdo da literatura publicado por
Montagner, Vidal e Acayaba (2017), o qual indicou que menos de 10 % dos 58 trabalhos
(brasileiros) levantados, correspondeu a estudos com drogas de abuso.

Diante do exposto, pretende-se avaliar a ocorréncia de COC e BE em agua superficial
de rios na area da Macrorregido de Drenagem da Baia de Guanabara. Além disso, pretende-se
avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos dos niveis ambientais de COC e BE sobre embrides do
organismo modelo Danio rerio, analisando-se efeitos morfologicos e teratogénicos (Fish
Embryo Acute Toxicity Test — OECD 236/2013), e sobre 0 Danio rerio adulto, pela modulacéo

de biomarcadores oxidativos e antioxidantes.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a ocorréncia de COC e BE em rios urbanos na Macrorregido de Drenagem da
Baia de Guanabara e efeitos ecotoxicoldgicos no organismo modelo Danio rerio (embrides e

adultos).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a modulacio dos parametros fisico-quimicos temperatura, pH, salinidade,
condutividade, nitrogénio amoniacal e demanda quimica de oxigénio, ao longo em rios
urbanos da Macrorregido de Drenagem da Baia de Guanabara;

= Avaliar a ocorréncia de cocaina (COC) e benzoilecgonina (BE) em rios urbanos da
Macrorregido de Drenagem da Baia de Guanabara;

= Avaliar os efeitos morfologicos e teratogénicos de COC e BE em embrides de Danio rerio
conforme adaptagdo do protocolo Fish Embryo Toxicity Test;

=  Avaliar os niveis de biomarcadores do sistema antioxidante no figado e cérebro de zebrafish
adultos expostos a COC e BE.

= Avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo peroxidagdo lipidica e carbonilacdo de

proteinas no figado e cérebro de zebrafish adultos expostos a COC e BE.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. COCAINAE A SAUDE PUBLICA
3.1.1. Apresentacéo geral

A COC, um alcal6ide tropanico, é conhecida como uma droga de abuso do tipo
estimulante, produzida a partir da folha de coca (Erythroxylon coca) ou, em alguns casos, a
partir da ecgonina e derivados (DOCIMO et al., 2012; NIDA, 2016). Segundo o National
Institute on Drug Abuse (NIDA), o composto quimico purificado foi obtido a partir das folhas
de Erythroxylon coca ha mais de 100 anos, sendo utilizado em tdnicos para tratamento de
doencas e por cirurgides para arrefecimento da dor antes da evolucao dos anestésicos sintéticos
locais (NIDA, 2016).

A extracdo de COC das folhas de coca pode ser relacionada ao uso de solventes
organicos como querosene e gasolina, bem como a bases inorganicas como CaO e Na.COs, ou
ainda, a 4cidos como 0 H2SO4 e HClI (MAGALHAES et al., 2013). Em seguida, a pasta obtida
é diluida em H.SO4 e tratada comumente com solu¢do contendo KMnOs, visando oxidar
impurezas, produzindo a versdo refinada sélida denominada base de COC, com maior valor
agregado em mercados ilicitos (MAGALHAES et al., 2013).

Duas diferentes formas quimicas de COC sdo utilizadas por usuarios, a forma sal
hidrossoltvel (cloridrato de cocaina) e a forma insollvel em &gua, conhecida como base de
cocaina (crack, freebase)! (NIDA, 2016). O termo crack é originario dos EUA, a partir do som
associado ao processo de queima para sua obtencdo. Ja no Brasil, o termo crack € comumente
referido a todas as versdes de cocaina fumada (FUKUSHIMA et al., 2014). O crack consumido
no Brasil seria produzido diretamente a partir da pasta de COC, obtida ap6s a extracdo das
folhas (FUKUSHIMA et al., 2014), em detrimento da também conhecida producéo a partir do
processamento do sal cloridrato, utilizando aménia ou bicarbonato de sodio e agua, seguindo-
se 0 aquecimento (NIDA, 2016).

Além da diferenciacdo nas propriedades fisicas [e quimicas] entre a formas
sal e base (crack, freebase) (CUBO, 2014), segundo publicado pela Encyclopedia
of Toxicology em 2014, os adulterantes seriam uma das principais causas da toxicidade
de COC, podendo ser citado o exemplo do farmaco levamisol, presente em mais de 80 % da
COC apreendida nos EUA (SIEGRIST; WIEGAND, 2014). Uma vez associado a cocaina

1 Segundo (UNODC, 2018a), “pasta de coca” é o nome conferido ao extrato das folhas de coca, correspondendo a
um estagio intermediario. A purificacdo da pasta de coca resulta na cocaina (base e cloridrato), a qual € consumida
pelo usuario.
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adulterada, o levamisol pode causar vasculite cutanea ou agranulocitose (SIEGRIST;
WIEGAND, 2014).

Tendo em vista aspectos de toxicidade associados, deve-se levar em contam também
a forma de administracéo utilizada pelo usuario. A administracdo na forma sal pode ocorrer por
via intranasal (insuflagdo nasal), oral, ou intravenosa. Ja a forma base de COC (crack, freebase)
é administrada por inalacdo de fumaca pelos usuarios (CUBO, 2014; NIDA, 2016).

3.1.2. Toxicocinética da cocaina

Quando inalada em p6, a COC ¢é absorvida pelos tecidos nasais, chegando a corrente
sanguinea. O consumo oral ocorre quando o usudrio esfrega a COC em suas gengivas (NIDA,
2016). A via intravenosa se da por meio da administracdo de COC diluida em agua, atingindo
diretamente a corrente sanguinea, provocando uma maior intensidade dos efeitos da droga
(NIDA, 2016). Ja com a inalacdo de fumaca a partir da versao torrdo (crack), a COC alcanca 0s
pulmd@es do usuario, onde ¢é absorvida para a corrente sanguinea tdo rapidamente quanto pela
forma injetada (NIDA, 2016). Quando insuflada (insuflacdo nasal), a COC ¢é capaz de atingir
sua concentracdo maxima circulante em cerca de 1 hora, enquanto na forma fumaca inalada, a
concentracdo maxima é observada ap6s alguns minutos e, se injetada, observada quase
imediatamente, com duracao de efeitos agudos entre 2-4 h (ZYOUD et al., 2017).

Segundo Moolchan et al. (2000), a COC € eliminada rapidamente do organismo
humano (35-90 minutos) quando administrada sozinha em baixas doses. Entretanto, a
eliminacdo de COC e seus metabdlitos pode ser prolongada conforme aumento da dose e
consumo crénico, indicando que a meia vida de COC e seus metabdlitos pode apresentar-se
diferente entre usuarios ocasionais e regulares (MOOLCHAN et al., 2000).

A cocaina é rapidamente eliminada da circulagdo sanguinea pela absorcao nos tecidos,
metabolismo e excre¢do (CONE et al., 1998). Principalmente metabolizada no figado, a COC
é excretada amplamente pela urina, 1-9 % sob forma inalterada, restando a excrecdo de
metabolitos, sendo a benzoilecgonina o principal (35-54 %), seguido do éster metilico de
ecgonina com 32-49 % e norcocaina, representando cerca de 5 % (FONTES et al., 2019;
GARCIA-CAMBERO et al., 2015; MOOLCHAN et al., 2000; PAROLINI ef al., 2017). A
EME é, por vezes, produzida em maior quantidade que a BE nos casos de COC enquanto
fumaca inalada (CONE et al., 1998).

Em estudo com humanos realizado por Cone et al. (1998), a exposi¢do a COC pelas
vias intravenosa, insuflagdo nasal e inalagcdo de fumaga, resultou em um andlise de urina

correspondendo respectivamente as concentracdes de 39, 30 e 16 % para BE. Ja as
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concentragcbes combinadas de EME e seis outros metabolitos de menor proeminéncia
(norcocaina, benzoilnorecgonina, m-hidroxicocaina, p-hidroxicocaina, m-
hidroxibenzoilecgonina e p-hidroxibenzoilecgonina) corresponderam a 18, 15 e 8 %. (CONE
etal., 1998).

Os processos de transformacéo de cocaina em seus metabdlitos sdo conhecidos (Figura
1). A COC pode sofrer hidrélise gerando BE, sofrer transesterificacdo pela enzima hepética
cocaina carboxilesterase, gerando cocaetileno (quando consumida com etanol), sofrer hidrélise
por esterases hepaticas ou séricas, gerando EME, e desmetilacdo por uma oxidase hepatica de
func@o mista, gerando a norcocaina (CONE et al., 1998). Além desses metabdlitos principais,
a éster metilico de anidroecgonina é destacada como resultado da pirélise da COC quando
fumada (CONE et al., 1998).

Figura 1: Fluxograma dos processos de transformag&o de cocaina.
BIOTRANSFORMAGAO DE COCAINA

__________________ PIROLISE ESTER METILICO
: DE ANIDROECGONINA ANIDROECGONINA

praraneas? DESMETILGAO __, NORCOCAINA --HIPROLISE . | NORBENZOILECGONINA | ---H'PROMSE
COCAINA | ------ HIOROLSE ... | BENZOILECGONINA | --*"oROMSE ... N NORECGONINA
NAO ENZIMATICA E
CARBOXILESTERASE i
HEPATICA ECGONINA ..DESMETILCAO ,
o........MDROLSE ESTER METILICO  _HIDROUSE s
COLINESTERASE DE ECGONINA LEGENDA
TRANSESTERIFICACAO @B PROCESSOS QUIMICOS

D L COCAETILENO @ viA ENZIMATICA
CARBOXILESTERASE
=== SENTIDO FLUXOGRAMA

Fonte: Préprio autor, 2023 (adaptado de MORISHIMA; WHITTINGTON (1995);
PAVLOVA et al. 2004).

3.1.3. Toxicodindmica da cocaina

O mecanismo de ac¢do de COC atua nos sistemas nervosos central e periférico, com o
aumento da atividade do neurotransmissor de monoamina (dopamina, norepinefrina e
serotonina) e afetando a recaptacéo pré-sindptica desses neurotransmissores (CUBO, 2014). Em
uma situacdo de normalidade, a dopamina é liberada na sinapse pelo neurénio, onde € ligada a
proteinas receptoras de dopamina no neurbnio vizinho e a proteinas transportadoras, que

reciclam a dopamina para uso posterior (NIDA, 2016). No entanto, a COC age sobre a liberacéo
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de dopamina das vesiculas sindpticas (principal efeito sinaptico de COC) e ligando-se ao
transportador de dopamina (DAT), bloqueando a recaptagdo de dopamina pelos neurdnios
dopaminérgicos pré-sinapticos, fazendo que esta acumule na sinapse, produzindo um sinal
amplificado aos neur6nios receptores (NIDA, 2016; CUBO, 2014; TRIFILIEFF; MARTINEZ,
2014). Este fato é o causador da euforia experimentada pelo usuario, levando o vicio em COC
a ser conhecido como uma doenca do sistema de recompensa de dopamina no cérebro (NIDA,
2016; CUBO, 2014). Embora a COC tenha uma afinidade semelhante aos diferentes
transportadores de monoamina, os desfechos comportamentais associados ao vicio sdo
atribuidos principalmente aos efeitos de COC sobre a dopamina (TRIFILIEFF; MARTINEZ,
2014). Além dessa, uma segunda acdo de COC seria no bloqueio de canais de sodio, o qual é
responsavel por seu efeito anestésico (CUBO, 2014).

Devido a acdo de COC como estimulante do sistema nervoso, seu consumo pode
acarretar sintomas como do estado de euforia, irritabilidade, ansiedade, inquietacéo, reducdes
de apetite e problemas do sono, vasoconstric¢do, dilatagéo de pupilas, aumento da temperatura
corporal, batimentos cardiacos e pressdo arterial (AGHAZADEH TABRIZI, 2017; NIDA,
2016). Alguns desses sintomas estariam ligados a uma exposicao repetida a COC, conforme a
adaptacdo do cérebro, resultando em uma menor sensibilidade do sistema de recompensa a
estimulos naturais (NIDA, 2016). Com esse amento da tolerancia devido ao uso regular,
maiores e mais frequentes doses sao necessarias para que o usuario tenha a mesma sensacao de
prazer e alivio da abstinéncia, a qual é influenciada pelo aumento da sensibilidade a estresse,
piorando o humor do usuario (NIDA, 2016). Alguns usuarios desenvolvem sensibilidade, na
qual ansiedade, convulsdes e outros efeitos toxicos sdo associados a menores quantidades de
COC (NIDA, 2016). Além desses efeitos, diversos agravos podem ser acometidos a saude do

usuario de COC — descritos abaixo.

3.1.4. Agravos a saude

Doses ndo fatais de COC podem acarretar problemas de satide como insuficiéncia
renal, convulses, deficiéncia cognitiva (UNODC, 2018b). A COC é conhecidamente capaz de
causar arteriosclerose, taquicardia, hipertensdo, hemorragia intracraniana e, no caso de
exposicdo pré-natal, descolamento prematuro da plascenta, baixo peso ao nascer, possibilidade
de cérebro menor que o normal, anormalidades no figado, pulmdes, 6rgaos genitais e sistema
cardiaco, déficits cognitivos, déficits de atencdo visual e disfuncbes coliculares como baixa
memoria visual (MERSEREAU et al., 2016; BARRETO-VALER et al., 2012; RILEY;
KOPOTIYENKO; ZHDANOVA, 2015; ZYOUD et al., 2017).
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A overdose de COC pode levar o usuario a morte. A tolerancia e a sensibilizacdo do
usuario pelo consumo recorrente podem aumentar o risco de overdose (NIDA, 2016).
Aproximadamente 50 % dos usuarios de COC em 2016 ja teriam testemunhado uma situacédo
de overdose pelo menos uma vez na vida e cerca de um a cada seis teriam experimentado um
episodio de overdose néo fatal no ano anterior (UNODC, 2018b). Uma vez vivida a experiéncia
de overdose de COC, os riscos de overdose fatal subsequente aumentam, tornando-se maiores
a cada episddio ndo fatal (UNODC, 2018b). Além dos riscos de fatalidade para usuarios diretos,
a COC ¢é conhecidamente capaz de aumentar os riscos de aborto, natimortos e nascimentos
prematuros, uma vez que pode traspassar facilmente a barreira placentaria (BARRETO-
VALER et al., 2012). Como é observado para os demais psicoestimulantes, o quadro de
intoxicacdo por COC é alarmante uma vez que ndo héa tratamentos farmacoldgicos estabelecidos

contra transtornos devido a seu consumo (UNODC, 2018b).

3.1.5. Dados de consumo

Segundo o World Drug Report 2020 das Nagdes Unidas, os dados de uso de cocaina
no ano anterior tém aumentado desde 2011, alcancando 19 milhdes de usuarios no mundo em
2018 (UNODC, 2021a). Esse fato condiz com o pico de producdo mundial de 1723 toneladas
de cocaina estimado em 2018, representando um aumento de 4,6 % em relacao ao ano anterior
e de 100 % no periodo de 2014-18 (UNODC, 2021b). O relatorio enfatiza também o crescente
uso de cocaina no ano anterior na Europa Central e Ocidental, demonstrado por meio da
detec¢do do principal metabdlito da cocaina (benzoilecgonina) em esgoto, indicando o aumento
de 50 % entre os anos de 2011-18, por meio da detecgdo do metabolito benzoilecgonina em
esgoto (UNODC, 2021a). J& o Brasil, € apontado como o principal mercado de cocaina da
América do Sul, com quase 1,5 milhdes de usudrios (UNODC, 2021a). A pandemia de COVID-
19 teria influenciado nos casos de morte decorrentes do uso de cocaina, com aumentos
registrados a partir de 2019 (UNODC, 2023). Por sua vez, o estado do Rio de Janeiro ¢
considerado o 5° principal em casos de morte decorrentes do consumo de cocaina no Brasil,
apos os estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parana e Minas Gerais, respectivamente
(UNODC, 2023).

O Observatodrio Brasileiro de Informagdes sobre Drogas (OBID) publicou em seu
relatorio sobre consumo de drogas de abuso, que aproximadamente 2,9 % dos entrevistados de
108 cidades brasileiras com mais de 200 mil habitantes, ja experimentaram cocaina pelo menos
uma vez. O perfil destes 2,9 % dos entrevistados, estaria principalmente representado por

homens, pela faixa etdria de 25-34 anos e principalmente pela regido sudeste do Brasil, a qual
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apresentou a maior prevaléncia (3,9 % dos entrevistados) do uso na vida de cocaina em relagao
as demais regides (OBID, 2009). Em estudo realizado em 2012, o Levantamento Nacional de
Alcool e Drogas publicou que cerca de 316.040 adolescentes e 5.131.954 adultos ja haviam
consumido COC uma vez na vida, além da marca de aproximadamente 225 mil adolescentes e
2 milhdes de adultos, representando os que teriam feito uso de COC nos tltimos 12 meses

(LENAD, 2012).

3.1.6. Dados de apreensdo

Adulterantes e diluentes sdo geralmente adicionados a COC enquanto droga de abuso,
seja com o objetivo de disfarca-la ante a deteccdo por autoridades, aumentar efeitos de euforia,
ou diluir para venda ao usuario (SIEGRIST, WIEGAND, 2014). Ap6s sua mistura com
substancias ndo psicoativas como talco, amido de milho, farinha ou bicarbonato de sodio, por
vezes € também adicionada de outras drogas como anfetamina, ou farmacos como a procaina e
o0 levamisol (NIDA, 2016; SIEGRIST; WIEGAND, 2014).

Os dados de apreensdo de COC em 146 paises compuseram o relatorio intitulado Drug
Markets, publicado pela Nations Office on Drugs and Crime das Nacdes Unidas em 2018

(UNODC, 2018a). A Figura 2 mostra 0 mapa dos principais fluxos globais de COC.

Figura 2: Mapa dos principais fluxos globais de COC.
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Os dados de apreensdao sugerem que a rota do mercado mundial de COC se origina
principalmente nos paises Andinos, com destino aos principais mercados, América do Norte e
Europa (UNODC, 2018a). A principal a rota é identificada como da Colémbia para os EUA,
notadamente praticada via Oceano Pacifico (80 %), aportando diretamente via oceano, ou
primeiro na América Central e México, atravessando a fronteira para os EUA por caminh&o ou
barcos (UNODC, 2018a). A segunda principal rota seria o aporte de COC na Europa, com
origem na Colémbia, correspondendo a 20 % das meng¢des como o pais de origem da COC
apreendida na Europa em 2016, deixando o segundo lugar para o Brasil, com 16 % das mencdes
(UNODC, 2018a).

Além disso, o Brasil foi o pais mais frequentemente mencionado como origem da COC
interceptada em todas as sub regides da Africa entre os anos 2012-17 e é indicado como o
principal pais de origem/transito de COC para a Asia (2012-16), incluindo Céucaso Sul, Oriente
Médio e Sudeste, Leste e Centro Asiaticos (UNODC, 2018a). O Brasil também é mencionado
como um dos principais paises de origem da COC interceptada na Oceania, juntamente com
EUA, Chile, Argentina e Canada (UNODC, 2018a).

Os dados de apreensdo revelam a grande demanda mundial por COC enquanto droga
de abuso, denotando uma larga producdo para atender este mercado paralelo. A problematica
de COC enquanto droga de abuso aponta para um problema de saude publica demostrado por
meio de seus efeitos toxicologicos, 0s quais tornam-se mais alarmantes quando contrastados
com dados de consumo e demanda mundiais. Além disso, a COC excretada, e seus metabolitos
ativos, podem oferecer risco enquanto contaminante ambiental de corpos hidricos - esta

segunda problemaética segue descrita abaixo.

3.2. COCAINA E O MEIO AMBIENTE
3.2.1. Deteccdo ambiental

O consumo de drogas de abuso tem provocado preocupacOes sociais e de saude
publica, porém também é capaz de resultar em impactos ambientais (FONTES et al., 2019b).
COC e seus metabolitos vém sendo considerados como contaminantes de preocupacao
emergente nos ambientes aquaticos, uma vez que ndo integram programas de monitoramento
governamentais quanto a sua ocorréncia ambiental (FONTES et al., 2019; JARDIM et al.,
2012). No entanto, contaminantes como COC e BE séo candidatos a incrementar a legislacéo
regulatéria e programas de monitoramento governamentais, dependendo dos

avancos no conhecimento de seus dados de deteccdo no ambiente, efeitos ecotoxicoldgicos
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e a saude humana e potencial de bioacumulagio (MONTAGNER; VIDAL;
ACAYABA, 2017).

Tanto COC, quanto BE tendem a permanecer na coluna d’agua, uma vez que
apresentam log Kow abaixo de 7 (Quadro 1), condizendo com a conhecida solubilidade do sal
cloridrato de cocaina em &gua — contrastando com a baixa solubilidade da forma cocaina base
(FEITOSA; SODRE; MALDANER, 2013). As moléculas de COC e BE sdo consideradas
alcalinas (COC: pKa=9; BE: pKa= 10), sendo BE uma espécie anfotera, com pKa da fungéo
acida = 3 (FOULON et al., 1999). As caracteristicas de solubilidade de COC e BE permitem
que ensaios de coleta e monitoramento de dgua sejam realizados de modo relativamente simples

em diferentes matrizes.

Quadro 1: Caracteristicas quimicas de COC e BE.

Presséo de vapor

Contaminante CAS Massa molar log Kow pKa (15 °C)
(25°C)
Cocaina
\{CH3
| E COOCH; 50-36-2 303,35 gmol*  2,3"-3,08% 1,91E-07mmHg 8,61%-8,72¢
+—o0c—()
H
C17HZII\IO4
Benzoilecgonina
3,28¢
CH; !
r
N,
;%_C:DH 519-09-05 289,33 g mol*! 2,72 -
—ooc—O 10,1
H

C,H,,NO,

160719

Obs.: Valores indicados pela letra "a" correspondem a referéncia Feitosa, Sodré e Maldaner (2013); Valores
indicados pela letra "b" corresponde a referéncia NCBI (2021a; 2021b). Valores indicados pela letra “c”

correspondem a referéncia Foulon et al. (1999).

COC e seus metabolitos vém sendo detectados ao redor do mundo nos ambientes
aquaticos (Quadro 2), principalmente pela excrecdo urinaria (KASPRZYK-HORDERN;
DINSDALE; GUWY, 2009; PRINZLEVE et al., 2004), aportando continuamente,
através de efluentes de ETEs e/ou despejo ilegal de esgotos em corpos
hidricos, podendo acarretar efeitos ainda pouco conhecidos sobre a biota (FONTES et al.,
2019). Dessa forma, embora o aporte via ETE venha sendo considerado a principal via de
acesso de COC e BE nesses ambientes ao redor do mundo, uma vez que as estacbes de

tratamento vém apresentando ineficacia em sua remocgédo (FONTES et al., 2019; PAROLINI et
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al., 2017), corpos hidricos desassociados de ETEs teriam esgotos clandestinos como principal
aporte de COC.

Quadro 2: Alguns estudos de deteccdo ambiental de COC e BE ao redor do mundo.

. Conta-  Concentragéo .
Matriz . Observacéo Autor Ano Local
minante (ng LY

Kasprzyk-Hor-

Aguas superficiais BE 123,0 - dern; Dinsdale; 2008 Reino Unido
Guwy
693,0 Domingo
cocC )
158,0 Quarta-feira
Afluente de ETE
2130,0 Domingo . o
BE ) Van Nuijsetal. 2009 Bélgica
350,0 Quarta-feira
) o cocC 115,0 -
Aguas superficiais
BE 520,0 -
cocC 823,0 -
Afluente de ETE
BE 2664,0 -
Metcalfeetal. 2010 Canada
cocC 530,0 -
Efluente de ETE
BE 775,0 -
cocC 1200,0 - B
Afluente de ETE Bijlsma et al. 2014 Espanha
BE 2700,0 -
. L coc 34,2 - Mastroianni et
Aguas superficiais 2016 Espanha
BE 129,0 - al.
cocC 295 -
Afluente de ETE
BE 1070 -
Asimakopoulos
cocC 26,9 -
Efluente de ETE et al 2017 EUA
BE 435 - '
Aguas superficiais BE 6.4 -
cocC 160
Dia comum
BE 987
_ _ Foppe; Ham-
cocC 197 Dia nacional de
Afluente de ETE . ) mond-Weinber- 2018 EUA
BE 959 independéncia )
ger; Subedi
CcoC 201 Durante eclipse
BE 1200 solar
CcoC 3,7 - Daglioglu; Gu- .
Esgoto bruto o 2019 Turquia
BE 99 - zel; Kilercioglu
Sulej-Sucho- .
Esgoto bruto BE 29,0 - 2020 Polénia
mska et al.
cocC 460,0 -
Esgoto bruto
BE 2570,0 -
Watanabe etal. 2020 EUA
cocC 134,0 -

Aguas superficiais
BE 53,0 -




) coc 24,6 -
Aguas superficiais
BE 43,9 -
Kondor et al. 2020 Hungria
3 cocC 0,3 -
Aguas superficiais
BE 1,2 -
Agua de abastecimento BE 0,2 - Karki et al. 2020 Suécia
Afluente de ETE CcoC 137 -
Styszkoetal.  (2021) Pol6nia
BE 82 -
coc 1096
Inverno
Afluente de ETE BE 2644
coc 1008
Veréo
BE 2544
cocC 8,28
Inverno
Efluente de ETE BE 46,4 )
Veroviek etal.  (2023) Eslovénia
coc 4,22
Veréo
BE 248
cocC 1,58
. Inverno
Aguas superficiais BE 6,06
coc 2,68
Veréo
BE 9,66
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Por sua vez, COC e BE tambhém vém sendo detectadas em matrizes ambientais no

Brasil (Quadro 3). Montagner, Vidal e Acayaba (2017) enfatizam em seu trabalho de revisao

uma escassez de estudos brasileiros sobre o tema, identificando apenas 58 artigos presentes em

revistas indexadas, correspondentes a ocorréncia de contaminantes emergentes em matrizes

aquaticas brasileiras e discussdo sobre seus efeitos biologicos. Desses 58 trabalhos, menos de
10 % corresponderam a investigagdes sobre drogas de abuso (MONTAGNER; VIDAL,;
ACAYABA, 2017). Apesar do relatado por Montagner, Vidal e Acayaba (2017) e cenario de

investigagdes sobre concentragdes de COC e BE em matrizes ambientais vem crescendo desde

sua publicacao em 2017 (Quadro 3). No entanto, dentre os trabalhos de investigacao de COC e

BE no Brasil, nenhum foi realizado no Rio de Janeiro, concentrando-se principalmente em Sao

Paulo e no Distrito Federal.

Quadro 3: Alguns estudos de deteccdo ambiental de COC e BE no Brasil.

) Conta- Concentragéo .
Matriz . Observacéao Autor Ano Local
minante (ng L)
BE 4297,0 - ) )
Esgoto bruto ETE 1 Silva 2012 DF - Brasil

cocC 1080,0 -
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BE 3404,0 -
Esgoto bruto ETE 2
cocC 1260,0 -
Agua do mar cocC 400,5 -
Pereira et al. 2016 SP -Brasil
Sedimento marinho cocC 537,0 -
cocC 530,0 inverno
Aguas BE 139,0 inverno Shihomatsu et )
] 2014 SP - Brasil
de abastecimento CcOoC 261,0 verao al.
BE 42,0 verdo
) o cocC 62,0 -
Aguas superficiais
BE 1019,0 - Campestrini & .
_ ) 2017 SP - Brasil
Aguas cocC 22,0 - Jardim
de abastecimento BE 652,0 -
) o coc 2650,0 - Shihomatsu et .
Aguas superficiais 2017 SP -Brasil
BE 139,0 - al.
cocC 1175,0 ]
Terca-feira
BE 2374,0
Afluente de ETE COoC 1983,0 ) Da Silva et al. 2018 DF - Brasil
Domingo
BE 8559,0
BE 5920,0 Carnaval
cocC 1260 - )
Esgoto bruto Sodré et al. 2018 DF - Brasil
BE 4297 -
cocC 203,6 -
Agua do mar Fontes et al. 2019 SP - Brasil
BE 38,6 -
Desague de galeriaur- COC 30,3 -
Roveri et al. 2020 SP - Brasil
bana no mar BE 278 -
) coc 12,52 -
Agua do mar Fontes et al. 2021 SP - Brasil
BE 28,53 -
Desague de galeriaur- COC 1,7 -
Roveri et al. 2021 SP - Brasil
bana no mar BE 4.8 -
) cocC 0,17 -
Agua do mar Pisetta et al. 2022 SC - Brasil
BE 1,1 -
CcocC 867,2
Carnaval
BE 3680
cocC 943
Afluente de ETE Final de Semana Sodré et al. 2022 DF - Brasil
BE 2238
cocC 711,9
Quinta-feira
BE 1812

As concentracfes de COC e BE em aguas provenientes de ETE podem variar conforme
o tipo de sistema de tratamento, indices pluviométricos (efeito de diluigdo) e estacdo do ano
(FONTES et al., 2019; MACKULAK et al., 2019b). Somados a esses fatores, concentragoes
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ambientais de COC podem também variar conforme diferencas de consumo em finais de
semana versus dias Uteis e feriado de carnaval no Brasil (DA SILVA et al., 2018). A ocorréncia
de eventos, como dia nacional da independéncia nos EUA e durante observacéo de eclipse solar,
também tém demostrado influéncia sobre as concentragdes monitoradas (FOPPE;
HAMMOND-WEINBERGER; SUBEDI, 2018). De modo semelhante, diferencas entre dias de
géneros musicais em festivais de musica na Eslovaquia e Republica Tcheca foram relatadas
como influentes sobre as concentracdes de COC monitoradas (MACKULAK et al., 2019a).

O monitoramento baseado em epidemiologia do esgoto (MBEE) tem demostrado que,
além da estimativa de consumo de COC por uma populacdo (SODRE et al., 2018), é possivel
identificar a existéncia de locais de refino clandestino, representados por altas concentragdes
de COC (FEITOSA; SODRE; MALDANER, 2013). A abordagem MBEE também fornece
informacBes de dindmicas de consumo juntamente com outras drogas de abuso, dinamicas
temporais e espaciais, estabilidade da substancia alvo (SODRE ez al., 2018) e orientar
autoridades para aplicacdo de politicas publicas (MALDANER et al., 2012).

Ha atualmente um esforco internacional de padronizacéo de analises com amostras de
esgoto. Desde 2010, o grupo Sewage analysis CORe group — Europe (SCORE) vem ganhando
proeminéncia na padronizacdo do monitoramento por meio de um exercicio de calibragao
interlaboratorial, alertando para a problematica do consumo de drogas de abuso (THOMAS et
al., 2012). A partir dessa abordagem, o esgoto de mais de 60 milhdes de pessoas de 37 paises
foi analisado entre os anos 2011-17 (GONZALEZ-MARINO et al., 2020). Castiglioni et al.
(2013) publicaram um dos primeiros trabalhos relacionados a essa abordagem interlaboratorial
do SCORE, visando reduzir a incerteza associada ao consumo de drogas de abuso por uma
populagéo. Fatores como temperatura de transporte da amostra, temperatura de armazenamento
e diminuicdo do pH, tém sido abordados nas publicagdes do SCORE. Trabalhos como o de
Baker et al. (2012) colaboraram para a no¢ao mais realista das concentracdes de COC e BE
monitoradas, observando que menos de 5% de COC e de BE (0,9-3,1 % para COC, 0,3-0,5 %
para BE) estaria agregado ao material particulado em amostras de 4gua afluente de ETE.

Segundo o European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA,
2016), apods coleta, as amostras sdo comumente armazenadas a 4 °C, porém alerta que COC e
EME néo séo estaveis a pH 7,5. A esse respeito, Feitosa, Sodré ¢ Maldaner (2013) explicam
que a refrigeracdo de amostras de esgoto a 4 °C ndo garante necessariamente as estabilidade
dos analitos, devido a alta atividade bioldgica associada a matriz ambiental. Além disso, a
concentracdo de BE pode aumentar em até 20 % em 24 h a 4 °C em amostras compostas, pela
hidrolise de COC (EMCDDA, 2016). Por isso, a acidificacdo das amostras (pH 2) tem sido
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recomendada como forma de prevencdo a “formagdo” de BE (EMCDDA, 2016; POSTIGO;
LOPEZ DE ALDA; BARCELO, 2008). O EMCDDA (2016) acrescenta que as estratégias mais
aplicadas pela literatura seriam o congelamento das amostras ap0s coleta (-20 °C) ou 0 processo
de extracdo em fase solida para cartuchos, em até 12 h apos coleta.

Quanto as estratégias para o tipo de coleta, pode-se citar o trabalho de revisdo
publicado por Feitosa, Sodré e Maldaner (2013), no qual foram listados 56 artigos de analise
de drogas de abuso. Segundo os autores, a matriz esgoto é geralmente coletada via amostragem
composta ou acumulada (geralmente de 24 h), enquanto para as matrizes agua subterranea,
superficial e abastecimento, a principal abordagem tem sido amostragem simples (instantanea).
Segundo os autores, a etapa de preparo das amostras para determinacgao geralmente corresponde
a pré-concentracdo e/ou clean up baseada em extracdo de fase solida (SPE) (FEITOSA,;
SODRE; MALDANER, 2013). Dentre os adsorventes mais empregados na extracdo de drogas
de abuso, podem ser destacados os baseados em copolimeros com caracteristicas hidrofilicas e
hidrofdbicas, como os cartuchos Oasis HLB® (Waters), sendo empregado em 50 % dos
trabalhos de deteccdo de COC e/ou BE listados (FEITOSA; SODRE; MALDANER, 2013).
Uma menor proporc¢ao de trabalhos empregariam técnicas baseadas em extracdo passiva (Polar
Organic Chemical Integrative Sampler) na deteccdo de drogas de abuso, assim como baseadas
na injecdo direta no cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) ou de ultraeficiéncia
(UPLC) acoplados a espectrometros de massas (FEITOSA; SODRE; MALDANER, 2013).

As técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tipo triplo
quadrupolo (HPLC e UPLC-MS/MS), utilizando duas etapas de espectrometria de massas para
0 monitoramento de ions especificos e seus fragmentos, vém despontando na detec¢cdo de
drogas de abuso, correspondendo a 70 % dos 56 trabalhos listados por Feitosa, Sodré e
Maldaner (2013). O emprego dessas técnicas de separagdo reduziria interferéncias decorrentes
de substancias inerentes a matriz, além de contribuir para menores limites de deteccéo (LD) e
de quantificacdo (LQ), devido a sua seletividade e sensibilidade (UNODC, 2011).

A detecgdo ambiental de COC e BE representaria um risco associado ao contato com
aguas contaminadas, seja ha matriz esgoto ou em corpos hidricos, alarmando autoridades e
sociedade civil ao redor do mundo (CAMPESTRINI; JARDIM, 2017; EMCDDA, 2016; VAN
NUIJS et al., 2018). Dessa forma, as matrizes aquaticas brasileiras, e especificamente do estado

do Rio de Janeiro, podem estar sujeitas aos riscos provenientes dessa contaminacao.
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3.2.2. Risco associado as matrizes aquéticas do Rio de Janeiro

Sabendo-se dos dados de detecgdo ambiental de COC e BE ao redor do mundo e no
Brasil, destaca-se que ndo ha estudos que investiguem a ocorréncia destes contaminantes em
nenhum municipio no estado do Rio de Janeiro (ERJ). Dessa forma, rios urbanos no Rio de
Janeiro seriam alvos potenciais de investigagdes sobre a presenca desses contaminantes.

Sposito et al. (2018), indicam que a principal fonte de aporte de contaminantes como
COC e BE em corpos aquaticos seriam o despejo de esgoto sem tratamento, bem como estacoes
de tratamento de esgoto (ETE) ineficazes em sua remocéao. Embora no Brasil haja estudos como
0 de SODRE et al., (2018), o qual investigou a ocorréncia de COC e BE associados a captacao
em ETEs, deve-se atentar para o fato de a localidade investigada (Distrito Federal) apresenta
indices de captacdo de esgotos acima de 70 %, permitindo a coleta de amostras representativas
da populagdo. Ja o0 MRJ, apresenta um indice de 52 % de captacdo e de 52 % de tratamento,
demonstrando que cerca de 44 % de todo o esgoto gerado no municipio estaria retornando aos
corpos hidricos sem nenhum tratamento, apontando para a importancia da investigacdo da
matriz aguas fluviais (SNIS, 2015).

Segundo dados publicados pelo IBGE (2010), cerca de 50 mil residéncias no MRJ
direcionam esgoto de banheiros e sanitérios para rios, lagos e mar, além da parcela da populacéo
que sequer possui banheiro ou sanitario (Quadro 4).

Quadro 4: Domicilios particulares permanentes por existéncia de banheiros

e sanitarios.
Nio possuem
Banheiro Sanitario
banheiro/sanitario
Rede de Fossa  Rios, lagos Redede Fossa Rios, lagos
esgotos séptica € mar esgotos  séptica € mar
3.046

3.761.175 168.824 48.095 37.734 1.220 1.775

Fonte: IBGE (2010).

O MRJ esta localizado entre duas Regides Hidrograficas (RHs), a RH V (Baia de
Guanabara) e a RH II (Guandu) (Figuras 3 e 4). Ambas apresentam respectivamente indices de
63 e 38 % de cobertura da rede de esgotos. No entanto, a RH II desponta como a pior RH do
ERJ, apresentando apenas 2 % de indice de esgotos tratados (PERHI-RJ, 2014).



Figura 3: Regides hidrograficas do estado do Rio de Janeiro.
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Fonte: Proprio autor, 2023 (adaptado de PORTAL RIO.RJ, 2020).
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Segundo o Portal INEA.RJ (2020), a RH II, em amarelo na Figura 4, apresenta

problemas decorrentes do uso e ocupacao do solo e gestdo de recursos hidricos. De modo

semelhante, a RH V, em azul na Figura 4, é conhecida por inimeros corpos d’agua em estagio

avancado de degradacdo, devido em grande parte ao aporte de esgotos domésticos sem

tratamento, o que se somaria ao fato de estar situada em uma regido metropolitana densamente

povoada com baixos niveis de tratamento de efluentes, acelerando a degradacdo ambiental
(PORTAL INEA.RJ, 2020).

Figura 4: Mapa do MRJ dividido entre as RHs Il-Guandu e V-Baia de Guanabara.
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Fonte: Proprio autor, 2023 (adaptado de PMSB, 2011).
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Uma vez que o aporte de COC e BE nos corpos hidricos estaria associado a aguas de
esgotos (MALDANER et al., 2012), uma maior urbanizacdo de uma area com baixa coleta e
tratamento de esgotos poderia influenciar agravando o risco associado. Assim, cabe ser citado
que o MRJ apresenta 43,8 % de areas urbanizadas (536 ,6 km?), principalmente associada a RH
V, e 56,2 % de areas ndo urbanizadas (688 km?), principalmente associada & RH V (Figura 5)
(PMSB, 2011). Com isso, 96,7 % populagao residente da RH II é considerada urbana, contra os
99,6% da RH V (IBGE, 2010).

Figura 5: Areas urbanizadas e nfo urbanizadas no Mapa do MRJ.
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Fonte: Proprio autor, 2023 (adaptado de PMSB, 2011).

O MRJ apresenta 267 rios, sendo grande parte descaracterizada por meio de obras de
canalizacdo, aterros e desvios de curso (PMSB, 2015). Esses rios drenam a agua das chuvas
conforme as 3 contribui¢des de drenagem principais da cidade: Macrorregidao de Drenagem
(MD) da Baia de Sepetiba, MD da Baia de Guanabara e MD Oceanica (Figura 6) (PMSB, 2015).
As MDs do MRJ sao delimitadas pelas formagdes montanhosas da cidade e o corpo hidrico
receptor, separando zonas de baixada e delimitando a urbanizagdo do municipio, que ¢
principalmente observada na MD da Baia de Guanabara (71 % da populacao), seguida da MD
Oceanica (17 %) e MD da Baia de Sepetiba (11 %) (PMSB, 2015). Este fato novamente aponta
para a regido das zonas Norte, Centro e Sul do MRJ como potencial para a contaminacgao de

rios urbanos por contaminantes de esgoto como COC e BE.
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Figura 6: Macrorregides de Drenagem no Mapa do MRJ.
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Por sua vez, as 3 MDs do MRJ dividem-se em 48 sub-bacias hidrograficas (SBs),
inseridas total ou parcialmente nos limites do municipio (Figura 7). O Plano municipal de
Saneamento Bésico do Rio de Janeiro (PMSB, 2015) aponta as SBs que merecerem atencao
quanto a sua qualidade ambiental, podendo-se destacar:

. SB do Canal do Mangue

Na MD da Baia de Guanabara sdo observados rios sujeitos a variagdes de marés,

podendo resultar em refluxo. O Canal no Mangue, localizado no bairro Leopoldina, ¢

um exemplo desse efeito. Além da SB do Canal do Mangue, a MD apresenta outras

SBs com rios degradados, como a SB do Canal do Cunha, do Rio Ramos, do Rio

Sarapui e a SB dos Rios Acari, Pavuna e Meriti.
= SB dos Rios Acari, Pavuna e Meriti

Também localizada na MD da Baia de Guanabara, a SB dos Rios Acari, Pavuna e

Meriti € caracterizada por um elevado estagio de contaminacdo de seus corpos

hidricos, sendo uma regido de povoamento denso e zonas industriais, com aportes de

detritos e esgotos em seus corpos hidricos.
. SB de Sdo Conrado
Localizada na MD Oceanica, a SB de Sao Conrado comporta parte da favela da

Rocinha, considerada a maior da América do Sul, e apresenta alteragdes que
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descaracterizam o curso de seus rios, os quais sdo drenados principalmente pelo Canal

de Sao Conrado, desaguando na praia de mesmo nome.
. SB do Rio Anil

Também localizada na Md Oceanica, apresenta o Rio Sangrador como o principal, o

qual atravessa uma zona residencial, uma favela e uma area alagada, recebendo cargas

de esgoto doméstico e desaguando na Lagoa do Camorim.

Somando-se a indicacao de precariedade da qualidade ambiental das SBs, o Instituto
Estadual do Ambiente (INEA) realiza campanhas de monitoramento regulares em rios do MRJ,
contudo, avaliando apenas fatores fisico-quimicos. Em boletim publicado em novembro de
2019 pelo INEA, o monitoramento dos corpos de agua doce em estacdes de monitoramento na
RH V indicou como muito ruim o indice de qualidade das dguas (IQANSF) de todos os rios
monitorados na area do MRJ (INEA, 2019a). J& o boletim que refere-se a RH II indicou que as
aguas dos rios monitorados na regido foram qualificas de média a muito ruim no ano de 2019
(Figura 8), conforme o mesmo indice (INEA, 2019b). O IQANSEF, utilizado nos boletins do
INEA, consolida em um uinico valor os resultados de 10 pardmetros: Oxigénio Dissolvido (OD),
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Fosforo Total (PT), Nitrogénio Nitrato (NO3),
Potencial Hidrogenidnico (pH), Turbidez (T), S6lidos Dissolvidos Totais (SDT), Temperatura
da Agua e do Ar e Coliformes Termotolerantes (INEA, 2019b).

Além disso, pode-se complementar o monitoramento dos boletins do INEA ja citados
com edigdes do relatorio Observando os Rios, publicadas pela Fundagdo SOS Mata Atlantica
(2019; 2020), nas quais sdo monitorados indices de qualidade de agua (IQA) em diferentes
corpos hidricos em bacias hidrograficas do bioma Mata Atlantica (Figura 8). Segundo a edi¢cdo
de 2019 do relatorio, dados de monitoramento na RH V do MRJ avaliaram que

aproximadamente de 70% dos 15 rios monitorados apresentaram IQA regular, enquanto



Figura 7: Macrorregides de Drenagem no Mapa do MRJ.
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SB-05
SB-06
SB-07
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SB-10
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SB-12
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Sub-bacia de Sao Conrado

Sub-bacia do Rio Anil
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SB-26
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SB-28
SB-29
SB-30
SB-31
SB-32
SB-33
SB-34
SB-35
SB-36

Micro bacia do Rio da Barra

Sub bacia da Lagoa Rodrigo de Freitas
Micro bacia do Vidigal

Micro bacia de Copacabana

Sub bacia do Rio Carioca

Micro bacia do Centro

Sub bacia do Rio Ramos
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Micro-bacias da llha do Governador
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Fonte: Proprio autor, 2023 (adaptado de PMSB, 2015).
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os 30% restantes apresentaram IQA ruim. O relatdrio afirma também que estes indices tém se
mantido de regular a ruim na area do MRJ pelos tGltimos 9 anos (SOS MA, 2019). Ja na versao
de 2020, cerca de 80% das amostras no MRJ apresentaram IQA regular, enquanto apenas 20%
apresentaram IQA considerado ruim (Figura 8) (SOS MA, 2020). O indice de Qualidade de
Agua (IQA) representa o principal indice de qualidade da 4gua utilizado no pais e ¢ calculado
pela avaliacdo conjunta de 16 parametros: temperatura da agua, temperatura do ambiente,
turbidez, espumas, lixo flutuante, odor, material sedimentavel, peixes, larvas e vermes
vermelhos, larvas e vermes brancos, coliformes totais, oxigénio dissolvido (OD), demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), potencial hidrogenidnico (pH), fosfato (PO4) e nitrato (NO3)
(SOS MA, 2019).

Tanto o boletim do INEA (2019b) referente a RH II, quanto os relatérios supracitados
da Fundagdo SOS Mata Atlantica (2019; 2020) ndo abordam os indices proprios ao aporte de
aguas de esgotos (presenga de coliformes termotolerantes) nos corpos hidricos especificamente.
No entanto, o boletim referente 8 RH V traz este detalhamento, indicando que todos 16 pontos
de coleta amostrados excederam tanto os limites maximos para coliformes termotolerantes nos
usos estabelecidos pela CONAMA 274/2000 (BRASIL, 2000), quanto nos usos estabelecidos
pela CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005). Destaca-se que o limite menos restritivo da
legislacdo brasileira ¢ de 4.000 coliformes termotolerantes (NMP/100 mL), entretanto os niveis
desse parametro observados no boletim do INEA para a RH V variaram entre 540.000 e

>1.600.000 NMP/100 mL (BRASIL, 2005; INEA, 2019b).



Figura 8: Monitoramento do Indice de Qualidade de Agua no MRJ.
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[ Corpos hidricos SB-07 Sub-bacia de Botafogo P10 CanaldaPenha 2019 muito ruim P23 Rio Tijuca 2020  regular
— Limites das Sub-bacias Municipio do Rio de Janeiro it to de IQANSF: RH Il (INEA. 201 P11 Rio Farias 2019  muito ruim P24 Rio das Pedras 2019  ruim
Macrofregisio de Drenagem OceAnica Monitoramento de IQANS! ( » 2019b) P12 Canal do Cunha 2019  muito ruim P25 Rio Quitite 2020 regular
s . . Cédigo Corpo hidrico Ano  IQANSF P13 Rio Maracana 2019  muito ruim P26 Lg.de Jacarepagua 2020 regular
= Macrorregido de Drenagem da Baia de Sepetiba PO1  Canal do St Francisco 2019 regular P14 Rio Joana 2019 muito ruim P27 Lg.deMarapendi 2020 regular
= Macrorregido de Drenagem da Baia de Guanabara P02 Vala do Sangue 2019 muito ruim | P15 Rio Trapicheiro 2019  muito ruim P28  Rio Quitungo 2020 regular
P03 Canal do Ita 2019 muito ruim | P16 Rio Maracana 2019  muito ruim P29 RioAcari 2019  ruim
. - et P17  Rio Comprido 2019  muito ruim P30 Rio Pavuna 2020  ruim
- 2019 it
ol gl‘::::g Mm-S TSI I Pi8ab CanaldoMangue 2019 muito ruim P31 Rio Catarino 2020  regular
P06 Rio Eng. Velho 2019 regular P19 Rio Pavuna 2019 muito ruim P32  Rio Cabugu 2019  regular

Fonte: Proprio autor, 2023 (adaptado de INEA, 2019b, 2019a; SOS MA, 2019, 2020).
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Uma vez observados os diferentes aspectos ambientais apontados anteriormente,
segundo critérios de degradagdo potencial por aporte de dguas de esgotos, destacam-se:

. Quanto ao indice de rede de coleta/tratamento de esgotos, destaca-se a MD da
Baia de Sepetiba como a mais precaria em relagdo as demais, indicando que,
possivelmente suas dguas fluviais teriam elevados indices de aporte de esgotos
(PERHI-RJ., 2014).

= Ja quanto a cobertura de area urbana, destaca-se a MD da Baia de Guanabara,
a qual apresenta também duas das sub-bacias hidrograficas mais degradadas do
MRJ segundo o PMSB (2015): Sub-bacia do Canal do Cunha e Sub-bacia dos
Rios Acari, Pavuna e Meriti.

. Quanto ao indice monitoramento de qualidade de 4gua, a partir da combinag¢ao
de diferentes campanhas de monitoramento nos anos 2019-20, destaca-se a MD
da Baia de Guanabara, com mais de 90% de seus pontos de monitoramento
qualificados como ruim ou muito ruim, seguida pela MD da Baia de Sepetiba,
com aproximadamente 60% dos pontos de coleta qualificados como muito
ruins (INEA, 2019b, 2019a; SOS MA, 2019, 2020).

. Deve-se considerar também que, embora o PMSB (2015) ndo tenha apontado
a Sub-bacia do Canal do Mangue como uma das mais degradadas da MD da
Baia de Guanabara, esta apresenta 100% das amostras de seus 8 pontos de
coleta classificados como aguas de qualidade ruim ou muito ruim (P13-18,
P22) (INEA, 2019a; SOS MA, 2020).

. Quanto a regido da Zona Sul do MRJ, apesar de ter apresentado monitoramento
com IQA regular, sua classificagdo pode tratar-se de uma subestimacdo do
cenario, uma vez que € coberta por apenas dois pontos de coleta (P20 e P21),
deixando-se de lado importantes vias de drenagem como o Rio Banana Podre
no Bairro Botafogo e o Canal Visconde de Albuquerque no bairro Leblon, os

quais sao apontados como via de despejo de dguas contaminadas com e esgoto

(CHALEGRE-TOUCEIRA et al., 2018; SOS MA, 2019, 2020).

Visto as caracteristicas ambientais do MRJ segundo as areas de maior potencial de
poluicdo por esgotos domésticos associados a rios e canais, e observando-se que as 3
Macrorregides de Drenagem apresentam locais previamente monitorados por diferentes
instituicdes e classificados precarios quanto a indices de qualidade de &gua, emerge a

preocupacdo e a necessidade de monitoramento de contaminantes associados a esgoto (como
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COC e BE), sobretudo, com avaliacdo de efeitos toxicolégicos de concentracbes ambientais

sobre organismos ndo-alvo.

3.2.3. Ecotoxicologia de COC e BE: Efeitos sobre zebrafish (Danio rerio)

O cenario ambiental do MRJ aponta para um risco de contaminacao de rios urbanos
por contaminantes associados a esgotos domésticos. Entretanto, além da possibilidade de
contaminacdo, seria necessario avaliar se niveis ambientais desses contaminantes (COC e BE)
seriam capazes de causar efeitos adversos. O organismo modelo Danio rerio seria uma opg¢ao
abrangente para os testes ecotoxicoldgicos com essas concentracdes de COC e BE.

O peixe Danio rerio, conhecido como zebrafish (peixe zebra) ou paulistinha, vem
sendo considerado como um organismo modelo consolidado nas areas de farmacologia,
bioquimica, genética, fisiologia e neurotoxicologia (KALUEFF; STEWART; GERLALI, 2014;
PETERSON et al., 2008). Essa ampla abordagem do uso de zebrafish na ciéncia estaria
associada as vantagens do modelo, uma vez que apresenta homologia genética com mamiferos
em torno de 70 %, pequeno porte, baixo custo de manutencdo, rapido desenvolvimento (ZHAO;
HUANG:; YE, 2015) e sensibilidade para drogas de abuso (KALUEFF; STEWART; GERLALI,
2014) e outros xenobi6ticos, mesmo em baixas concentracées, permitindo a avaliacdo de efeitos
ndo leais, em nivel celular (PAROLINI et al., 2017). Os embrides e larvas de zebrafish
apresentam ainda outras vantagens, proporcionadas pela alta taxa de fecundidade, rapida
fecundacdo externa em ovos transparentes, (KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014), rapido
desenvolvimento extrauterino, formacdo da maioria dos Orgdos apds 24 hpf (h apds
fertilizacdo), larvas ja formadas para uso experimental em 3 dpf (dias apos fertilizacdo) e
transparéncia das larvas até 7 dpf (ZHAO; HUANG; YE, 2015). Os embrides também séo
utilizados em ensaios de analises morfoldgicas, comportamentais, cardiacas, protedmicas (DE
FARIAS ARAUJO et al., 2023) e em teste padronizado de toxicidade, conforme o Fish Embryo
Acute Toxicity Test (FET) publicado pela OECD 236/ 2013 (OECD, 2013).

Ainda ha efeitos adversos relacionados a COC e BE necessitando de maiores
investigagdes que favoregam o entendimento de mecanismos moleculares e fisiopatologicos da
dependéncia e abstinéncia, beneficiando o desenvolvimento de terapéuticas mais eficientes
(RILEY et al., 2018), sobretudo, utilizando organismos modelo que provejam informagdes
adicionais que contrastem com as limitagcdes do uso de outros modelos (ex.: roedores)
(MERSEREAU et al., 2016). O organismo modelo zebrafish tem demostrado alta sensibilidade
a efeitos da administragdo de COC, bem como a seus metabolitos (RILEY, et al., 2018;
PAROLINI et al., 2017). Apesar disso, até a presente data ndo ha artigos de revisao da literatura
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que abordem efeitos da exposicao de zebrafish a COC e/ou seus metabolitos de forma ampla,
sendo encontradas principalmente revisdes relacionadas a efeitos neurocomportamentais
(RIHEL; SCHIER, 2011; STEWART et al., 2011a, 2011b). Em acréscimo, nao ha trabalhos de
revisdo sobre efeitos de concentragdes ambientais de COC e seus metabolitos sobre zebrafish.
Os trabalhos relacionados a ecotoxicologia de zebrafish expostos a COC investigam efeitos
principalmente associados a abordagem de COC enquanto droga de abuso, utilizando
concentragdes na faixa de mg L', enquanto uma minoria investiga COC e BE enquanto

contaminantes ambientais (ng e pg L), conforme apresentado nos Quadros 5 € 6.
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Quadro 5: Abordagem droga de abuso - Substancia testada, concentragdo / tempo de exposi¢cdo empregados, organismo modelo, testes

realizados e efeitos observados em estudos de COC e/ou BE sobre zebrafish.

Concentragéo / Organismo )
Composto . Testes realizados
tempo de exposicio modelo

Principais efeitos observados Pais Referéncia

Expressdo dos fatores de

N transcricdo ndr2, the
. ; Embrido de zebra-
Cloridrato de cocaina 1,5 umol LY/ 24 e 48 hpf ) Imx1b.1, Imx1b.2, otpa,
fish (5 hpf)
otpb, nurrl e seus genes

alvo (TH e DA)

; o . Barreto-Valer,
Cocaina afetou a expressdo génica, alteracdes na .
o . Lopez-Bellido e
distribuicéo espacial de Imx1b.1 e Imx1b.2 (24e  Espanha

. Rodriguez
48 hpf) e nos niveis de TH.

(2013)

1,5 umol LY/ 8, 16,24, 48 e 72 Embrido de zebra-  Expressdo de receptores

Reducdo da expressdo de miR-133b. Alteracdes
Barreto-Valer et

Cloridrato de cocaina . . . nos genes alvo de Pitx3 ao interagir com mir- Espanha
hpf fish (5 hpf) de dopamina e miR-133b al. (2012)
133b.
. Teste CPP (“conditioned  Preferéncia pelo lado contaminado e alteraces no
] 5,9-29,4 umol LY/ 5 dias (CPP) . ) . Brock et al.,
Cocaina ) B Zebrafish adultos  place preference”) e de lo- padréo de locomog&o conforme aumento da con-  Inglaterra
ou 20 min (teste de locomog&o) 3 y (2017)
COMOoG&o. centragéo.
) ) Inducéo de CPP nos peixes F2a5,10e 15 mg L-
Zebrafish adultos  Teste CPP, Teste VT (Vis- o .
. 1-15 mg L* (Teste CPP); 10 mg B L. Inibigdo parcial de F3 da adaptagdo ao escuro Darland e Dowl-
Cocaina . (geragéo F2 ex- ual Threshold), Teste T- B . . EUA .
L1/ 10 min (Teste VT) 3 no teste VT. Reducéo da capacidade de aprendi- ling (2001)
posta) e geracdo F3 Maze
zado em F3.
Inducdo de CPP; Aumento na expresséo de tiro-
Coca 10 pg L1/ 1 -2 dias (CPP), 1 hora  Zebrafish machos Teste CPP; Expressao sina hidroxilase (TH) e diminuig8o da expressdo EUA Darland et al.
ocaina
(Expressédo génica) adultos (6-8 meses) génica do fator de alongamento 1o (EF1a), com o au- (2012)
mento da razdo TH / EFla no telencéfalo.
] i ) Embrido de zebra- B Inibicdo de movimentos (hipoatividade) a 5,5, Irons et al.
Cloridrato de cocaina 0,2-50,0 umol LY/ 70 min Teste de locomogéo EUA

fish

16,7 e 50 umol L (2010)
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Zebrafish selvagem
(WT) e “dopamine Reducéo das distancias percorridas por WT & alta

Teste de locomogéo e Kacprzak et al.

Cocaina 1-33 umol LY/ 1 hora transporter (DAT) velocidade (15 cm s1). Preferéncia pelo fundo do EUA
comportamental. » . (2017)
knockout” aquario (WT) a partir de 4 umol L.
(DATKO)
5 e 50 umol LY/ 24-31 h (Teste de COC acumulou principalmente nos olhos, apés 48
) . absorcgdo/liberacéo). 5, 10, 15,25 Embrido de zebra-  Toxicocinética e Teste de  h. Acimulo no cérebro foi semelhante ao obser- . Kirla et al.
Cloridrato de cocaina . . o . . . Suica
e 50 umol LY/ 70 min, 8 he 48 h fish (5 hpf) locomocgéo. vado no tronco, indicando difuséo passiva. Hipoa- (2016)
(Teste locomogao) tividade locomotora.
Expressdo da transcricéo Lopez-Bellido,
) . Embrido de zebra- da substancia P (SP Aumento da expressdo de SP mRNA & 24 hpfe Barreto-Valer e
Cloridrato de cocaina 1,5 umol LY/ 48 hpf ) R o Espanha )
fish (5 hpf) mRNA) em relac8o a re- diminuicéo a 48 hpf Rodriguez
ceptores de cocaina. (2013%)
B B . Lopez-Bellido,
. ) Expressdo de tacrl (tacrla  Aumento na expressdo de tacrla a 24 e 48 hpf.
) . Embrido de zebrafish ) L . L. Barreto-Valer e
Cloridrato de cocaina 1,5 umol LY/ 48 hpf e tacrlb) apds exposicdo @ Aumento na expressdo de tacrlb a 24 hpf e dimi- Espanha )
(5 hpf) L Rodriguez
COC. nuigdo a 48 hpf.
(2013b)
Avaliacdo de ansiedade  Abstinéncia acarretou hiperatividade (mais rapida
. . . Zebrafish adultos ~ apds abstinéncia e expres-  nas fémeas e retardada nos machos), que pode ser Lopez-Patifio et
Cloridrato de cocaina 1,5 umol LY/ 5 dias . ; . 3 ; EUA
(machos e fémeas)  sdo de mRNA transporta- atenuada pela administracdo de COC. Redugdo de al. (2008b)
dor de dopamina (zDAT) zDAT e aumento nos niveis de DA.
0,015-15 pumol L1/ 5 dias N&o houve alteragdes locomotoras pela exposi¢ao
(Teste de locomoc&o); Absti- ) B a COC. Abstinéncia causou hiperatividade com i »
] ) . ] Zebrafish machos ~ Teste de locomogéo; Teste o ) Lopez-Patifio et
Cloridrato de cocaina  néncia de COC /5 dias; 1,5 estereotipia, amentando ao longo de 5 dias. Nova EUA

umol LY/ 72 h (Teste de redu-

¢ao de abstinéncia);

adultos (9 meses)

de redugdo de abstinéncia.

administracéo de COC reduziu hiperatividade e

estereotipia.

al. (2008a)
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) Zebrafish adultos
2,5-20 mg L1/ 2 min (adultos)

Efeitos para EGC: resultados em formato sinoidal,

Mersereau et al.

Cocaina N (6-8 meses) Eletrocardiograma (ECG) com pico (maior taquicardia) a 5 mg L* para EUA
ou 15 seg (embrides) » . 5 (2015)
e embrides (5 dpf) adultos e a 10 mg L™ para embrides.
Diminuicéo das medidas telencefalicas e resulta-
2,5-20 mg L / 48 hpf (desen- . dos de taquicardia em formato sinoidal mesmo
. . . Desenvolvimento, ECG . . .
. volvimento), 3 dpf (ECG) para Zebrafish embrides e ) apos 24 h sem exposicdo (embrido). Exposicéo na Mersereau et al.
Cocaina N (embrides). Teste CPP . . EUA
embrides. 5mgL1/1,5h adultos (8 meses). (adultos) fase larval resultou em sensibilidade & COC na (2016)
adultos
(CPP) para adultos fase adulta, com CPP dose-dependente (exceto
para previamente expostos a 20 mg L1).
3 umol LY 5 dias (exposicdo); ) o ) )
i . . Zebrafish adultos B Aumento de atividade locomotora em 166 % apds . Pisera-Fuster et
Cocaina 5 dias (abstinéncia); 3 pmol L Teste de locomocgéo. L Argentina
) L (5-6 meses) segunda exposicao. al. (2019)
1/ 15 min (exposico)
Exposicdo pré-natal (PCE) preveniu efeitos da ex-
0,5 umol LY/ 48 e 72 hpf (15 posicao aguda de COC sobre a resposta a luz ver- Riley, Kopo-
Coca min/dia) (exposi¢do pré-natal); Larva transgénicade Analise da resposta neuro-  melha. Ap6s exposicdo aguda, reducéo da res- EUA tiyenko
ocaina
0,5 pmol LY/ 10 min (ap6s 7 zebrafish nal & cocaina posta neuronal a luz vermelha, mas ndo ao escuro. e Zhdanova
dpf) (exposigdo aguda). Observadas alteracOes na distancia percorrida e na 2015)
laténcia para o primeiro movimento das larvas.
0,5 umol LY/ 24, 48 e 72 hpf Andlise da expressdo do  Ap6s PCE, redugdo da expressdo de Drd1 no tec-
(15 min/dia) (exposigéo pre- receptor de dopamina  tro Gptico e em outras regides do cérebro, mas ndo
natal); 0,5 pmol LY/ 30 min Drd1 e do transportador ~ no telencéfalo. Apds PCE e exposi¢do aguda, re-
. (ap6s 7 dpf) (exposicdo ) de dopamina (DAT); ducéo da expressdo de DAT mRNA. PCE sensibi- Ryley et al.,
Cocaina _ Larvas de zebrafish . EUA
aguda); 0,5 umol LY/ 2 h (ap6s Teste comportamental. lizou larvas para um aumento de comportamento (2018)

7 dfp) (Teste comportamental)
ou 10 min (Teste de estimulos

visuais).

Teste de respostas neuro-
nais de calcio a estimulos

visuais.

ansiogénico apos exposicdo aguda. PCE e
DATKO: tolerancia a cocaina aguda nas princi-

pais regides de atengdo visual.
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Cocaina

0,3-30 umol LY/ 15 min a cada
5h

Embrido de zebrafish
transgénico e selva-

gem

Analise do padrao neuro-
nal de desenvolvimento:
genes circadianos (zPer-3,
zBmal-1) e genes que co-
dificam receptores de me-
latonina (zMelR); Analise
do desenvolvimento do

cérebro.

Administracdo pré-natal de COC alterou a expres-
sdo de genes circadianos e genes que afetam a si-
nalizacdo e neurotransmissdo de melatonina (di-

urno). Administragéo repedida alterou desenvolvi-

mento pré-natal.

EUA

Shang e Zhda-
nova (2007)




Quadro 6: Abordagem contaminante ambiental - Substancia testada, concentracdo / tempo de exposi¢cdo empregados, organismo mo-

delo, testes realizados e efeitos observados em estudos de COC e/ou BE sobre zebrafish.

Concentracgéo / Organismo ) o ) ) o
Composto L Testes realizados Principais efeitos observados Pais Referéncia
tempo de exposicao modelo
0,01-1000 pg L'/ ] Morfogénese, eclosdo, taxa .
. . . . Embrido de . . . Garcia-Cambero
Benzoilecgonina (BE) 6 dias ou 51 HPF (Batimento . de batimento cardiaco, citoto- Nao foram observados efeitos adversos. Espanha
. zebrafish o i etal. (2015)
cardiaco) xicidade e motilidade larval.
Efluente de estagéo o . .
. A inibicdo de zfPMRs, funcionando como bios- ) B
de tratamento de es-  2,31-2,81 ng L* (COC) e 13,5-  Embrido de Resposta fotomotora . _ Gauthier e Vija-
) sensor de detecgdo de B-bloqueadores a ppb e ppt  Canada
goto (WWE) con- 14,5ng L (BE) / 30 seg zebrafish (zfPMR) ] yan (2019)
em WWE diluido.
tendo COC e BE
Citotoxicidade, dano genético o
] oo Reducdo da viabilidade celular, aumento da frag-
. ) (SCGE), ensaio de difuséo do 3 o
Cocaina, BE e éster . . i mentacdo do DNA, aumento de frequéncia apop- o
. ) 0,04,0,4, 4 e 40 nmol L/ 96 Embrido de DNA, teste de micronucleo, . B . i o . Parolini et al.
metilico de ecgonina . tética, formacédo de microndcleos, genotoxicidade Italia
h zebrafish SOD, CAT, GPx, GST e ex- o o L. (02017)
(EME) o e desequilibrio oxidativo (BE e EME mais toxicos
presséo génica de SOD,
que COC).
CAT, GPx, GST
Modulagdo da expressdo de proteinas em classes
} 0,3e1,0mgL?/ Embrigo de . . funcionais como citoesqueleto, constituintes do . Parolini et al.
Cocaina, BE e EME ) Anélise protedbmica L . . Italia
96 h zebrafish olho, transporte de lipidios, metabolismo de lipi- (2018)
dios e energia,e resposta ao estresse.
36 contaminantes am-
bientais (a partir de . . . o .
] 1100 ng L1 (COC); Larvas de Analise de expressdo génica  Expressao génica: 100 reguladas positivamente e Subedi et al.
monitoramento de es- ) ) EUA
3701 ng L (BE). zebrafish em RNA 77 reguladas negativamente (2021)

goto) incluindo coca-

ina.
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A partir dos dados demonstrados nos Quadros 5 e 6, foi possivel identificar a propor¢ao
de efeitos e distribuicdo geografica recorrentes dos estudos (Figura 9). Os efeitos/desfechos
(endpoints) mais estudados foram os efeitos comportamentais e expressdo génica,
representados respectivamente por 13 e 9 trabalhos, correspondendo a 35,1 e 24,3 % do total
de efeitos investigados. Os 40,6 % restantes corresponderam principalmente aos 4 trabalhos
sobre efeitos neuroldgicos (10,8 %), 3 sobre efeitos cardiacos (8,1 %), 2 sobre efeitos
morfoldgicos (5,4 %) e 2 sobre citotoxicidade (5,4 %). Os demais efeitos, como padrdes
toxicocinéticos dos peixes expostos, danos no DNA, estresse oxidativo e protedmicos, nao

foram investigados em mais de um estudo, representando juntos 10,8 % do total de estudos.

Figura 9: Dados de distribui¢do de estudos no globo — Publicagdes sobre efeitos de
COC e BE em zebrafish.

PUBLICAGOES SOBRE EFEITOS DE COC E BE EM ZEBRAFISH - MUNDO

COMPORTAMENTAL EUROPA

JEXPRESSAO GENICA g W
EXPRESSAO GENICA

EFEITOS NO CEREBRO COMPORTAMENTAL
OUTROS OUTROS
AMERICA m
DO NORTE
AMERICA
DO SuL “ COMPORTAMENTAL
A - EFEITOS - MUNDIAL (%) B - EFEITOS POR CONTINENTE C - ESTUDOS POR PAIS
0 2 4 6 8 10
PROTEOMICOS
AMERICA
8 ESTRESSE OXIDATIVO 8 po NORTE w
(=] - (=]
§ TOXICOCINETICA E [
7 CITOTOXICIDADE i
S , S
o MORFOLOGICOS -
[ ) e
o CARDIACO o
wi i w EURrOPA
EFEITOS NO CEREBRO
_A [ 12
COMPORTAMENTAL 1
0 5 10 15 25 35% [ AMERICA DO SUL EsTubos

Fonte: Proprio autor, 2023 (adaptado de DE FARIAS ARAUIJO et al., 2023).
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O maior adensamento de estudos (Figura 9) estd concentrado na América do Norte,
com 56,5 % das publicacdes (13 estudos), enquanto a Europa representou 39,1 % das
publicag¢des (nove estudos). Apenas um estudo (comportamental) indexado foi observado na
América Latina, revelando a caréncia da ampliagdo do conhecimento sobre efeitos da exposi¢ao
de zebrafish a COC na regido do globo de maior produgdo desse contaminante
(UNODC, 2021b).

E importante notar que a maior parte dos trabalhos indexados investigou efeitos em
embrides ou em larvas de zebrafish (16 trabalhos), enquanto nove estudaram efeitos em
zebrafish adultos (Figura 10). Embrides e larvas foram analisados principalmente quanto a
expressao génica (25,9 % dos estudos com embrides), enquanto adultos foram principalmente
investigados sobre efeitos comportamentais (66,7 % dos estudos com zebrafish adultos). Assim,
os efeitos mais estudados em embrides foram expressao génica (25,9 %), comportamental (18,5
%), efeitos neurologicos (14,8 %), cardiacos (11,1 %), morfoldgicos (7,4 %) e citotoxicos (7,4
%). Padrdes toxicocinéticos, danos no DNA, estresse oxidativo e efeitos no perfil protedmico,
corresponderam cada um a 3,7 % dos estudos com embrides ou larvas. Peixes adultos foram
utilizados para investigagdo de apenas trés endpoints, efeitos comportamentais (66,7 %),
expressao génica (16,7 %) e efeitos cardiacos (16,7 %).

Nos trabalhos selecionados pode ser observada uma divisdo entre dois grandes grupos
de investigagdo de efeitos de COC e BE em ensaios com zebrafish (Figura 10). O primeiro,
representado por 18 trabalhos, investigou efeitos de COC enquanto droga de abuso,
reproduzindo concentragdes encontradas em humanos (geralmente mg L) e andlises
relacionadas a compreensdo de mecanismos, toxicologia e farmacologia. O segundo grupo
(cinco trabalhos), diferencia-se do primeiro grupo, investigando efeitos de COC e BE (e outros
metabolitos) enquanto contaminantes ambientais, utilizando concentragdes comparaveis as
encontradas no meio ambiente (ng L™ e ug L™!). Os trabalhos do primeiro grupo investigaram
endpoints utilizando zebrafish adultos, embrides e lavas, enquanto os trabalhos com abordagem
ambiental priorizaram a exposi¢cao de embrides ou larvas. Com isso, os trabalhos selecionados
nesta revisdo seguem organizados conforme a abordagem: COC como droga de abuso e COC

como contaminante ambiental.
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Figura 10: Rela¢do dos estudos indexados investigados, divididos por abordagem

(satide ou ambiental) e organismo modelo (zebrafish adulto ou embrides/larvas).

Fonte: Proprio autor, 2023 (adaptado de DE FARIAS ARAUIJO et al., 2023).

3.2.4. Ecotoxicologia de COC enquanto droga de abuso
I. Efeitos comportamentais

A utilizagdo do zebrafish como modelo de experimentacdo vem contribuindo para o
preenchimento da lacuna entre modelos in vitro baseados em cultura de células e modelos in
vivo, principalmente de roedores, permitindo um refinamento no uso de animais em pesquisas
cientificas em diferentes areas de conhecimento (BROCK et al., 2017). O zebrafish apresenta
também vantagens enquanto modelo em estudos longitudinais de toxicologia, além de
sensibilidade fisiologica e comportamental a COC (MERSEREAU et al., 2016). Apesar de
diferencas anatomicas durante o processo de desenvolvimento embriondrio entre peixes
teledsteos e mamiferos, como no desenvolvimento do prosencéfalo, sdo observados exemplos
de conservacdo funcional, como na regido das amigdalas, que relaciona-se com a regulagao de
medo, ansiedade e evitagdo, tanto no zebrafish, quanto em mamiferos (MERSEREAU et al.,
2016). O circuito de recompensa de teledsteos também assemelha-se ao de outros vertebrados,
apontando o zebrafish como um modelo valioso para estudos dos efeitos de COC sobre o
desenvolvimento embrionario, efeitos na fisiologia cardiovascular e efeitos comportamentais
relacionados (MERSEREAU et al., 2016).

A andlise da funcdo locomotora de larvas de zebrafish vem ganhando proeminéncia
relacionada a avaliagdo de seguranca de medicamentos (IRONS et al., 2010). Larvas de
zebrafish (6 dpf) foram expostas a trés drogas (etanol, d-anfetamina e cocaina), conhecidas por
produzirem uma dose-resposta em forma de "U invertido" em mamiferos (relacionavel com as
trés substancias, considerando administracdo aguda de etanol) (IRONS et al., 2010). A

exposicao aguda a COC nao produziu curva de dose-resposta em “U invertido” e doses mais
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baixas ndo resultaram em hiperatividade nas larvas. Entretanto, doses mais altas (5,5, 16,7 e 50
umol L' de COC) acarretaram hipoatividade (IRONS et al., 2010). Assim, as larvas
demostraram a curto prazo, diminui¢ao da atividade locomotora (hipoatividade) de modo
dependente da concentragao de COC, sendo mais pronunciada no escuro do que na presenga de
luz (5,5-50 pmol L") (IRONS et al., 2010). Segundo os autores, a propriedade anestésica de
COC pode ter afetado a atividade locomotora dos peixes, pois a COC ¢é capaz de atravessar as
barreiras das branquias e da pele, possivelmente anestesiando nervos periféricos e atuando
sobre o bloqueio de canais de sodio voltagem-dependentes nos musculos e branquias (IRONS
etal.,2010).

De modo semelhante, Kirla ef al. (2016) expuseram larvas de zebrafish (5 dpf) a 5, 10,
15, 25 ¢ 50 umol L' de COC por 20 min, 8 h e 48 h, observando maior atividade locomotora
no escuro, comparada a avaliada em presenga de luz. As larvas ndo demonstraram diferencas
locomotoras em relagdo aos controles quando expostas a concentragdes menores que 5 pmol L
!, concordando com os resultados de Irons et al. (2010). Foi observada uma hipoatividade
concentracdo-dependente apOs a exposi¢dao a curto prazo, € um comportamento semelhante
apos 8 h de exposi¢do, porém com maiores diferencas dependentes da concentragdo. Apos 48 h
de eliminagdo, o comportamento das larvas expostas foi considerado indistinto dos controles.
Uma vez que Kirla ef al. (2016) também investigaram processos toxicocinéticos, os resultados
de hipoatividade locomotora estariam associados a COC acumulada no tronco e/ou no cérebro
dos peixes, enquanto o acimulo nos olhos ndo teria afetado a locomogao. Foi observada apenas
hipoatividade em todos os experimentos comportamentais de Kirla et al. (2016), mesmo
considerando-se niveis cerebrais de COC normalmente associados a hiperatividade em
mamiferos, demonstrando, portanto, sua atuagcdo anestésica nas larvas de zebrafish enquanto
mecanismo dominante e complementando os resultados observados por Irons ef al. (2010).

Kacprzak ef al. (2017) estudaram o sistema dopaminérgico e a exposi¢do a COC (1-
33 umol L) quanto aos efeitos ansiogénicos do envelhecimento, conforme diferentes fenétipos
de zebrafish. Foram utilizados peixes nas idades de 3-4 meses (jovens), 4-18 meses (adultos),
zebrafish machos (18 meses) DATKO (nocaute de transportador de dopamina) e controles WT
(wild type). O nocaute de DAT (transportador de dopamina) resultou em um estado de ansiedade
semelhante ao do zebrafish envelhecido, com peixes WT apresentando aumento (dependente
da dose) na porgdo inferior do aquario a 4 umol L™ de COC, representado por cerca de 60 %
do tempo despendido (KACPRZAK et al., 2017). Os resultados de Kacprzak et al. (2017)
demonstram que o envelhecimento no zebrafish esta associado ao déficit de DAT e a um estado

semelhante a ansiedade, e a respostas distintas a modulacao dos receptores dopaminérgicos D1
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vs. D2/D3. O fenotipo de envelhecimento semelhante a ansiedade no zebrafish se desenvolve
ao longo da vida, podendo-se explorar a dindmica dos mecanismos patogenéticos e
compensatorios envolvidos (KACPRZAK et al., 2017).

Em estudo com zebrafish adultos machos (9 + 1 meses de idade), Lopez-Patifio et al.
(2008a) avaliaram niveis de dopamina cerebral apos exposi¢do por 5 dias (= 1 hora/dia) a 1,5
umol Lt de cloridrato de COC, realizando um teste de reducio de abstinéncia nos peixes. Doses
no anestésicas de COC (0,015—15 umol L) ndo resultaram em alteracdes agudas na atividade
locomotora dos peixes, nao sendo observados efeitos de ansiedade, aumento de atividade ou
estereotipia apos administracio, apesar dos altos niveis de COC no cérebro (7-120 pg pug' de
proteina) (LOPEZ-PATINO et al., 2008b). Entretanto, a hiperatividade comportamental
associada a estereotipia (principalmente observada no fundo e paredes do aquario) aumentou
progressivamente durante o periodo inicial de abstinéncia (24—72 h), assemelhando-se ao
tratamento com a droga ansiogénica GG-7142. Os efeitos da abstinéncia aumentaram ao longo
de cinco dias, seguindo-se a redu¢do da hiperatividade e estereotipia ap6s nova administragao
de COC (1,5 umol L) ou uma dose nao sedativa de Diazepam (5 pmol L™, imersao) (LOPEZ-
PATINO et al., 2008b). Segundo os autores, a absor¢io de COC pelo peixe pode acarretar
efeitos periféricos relacionados as propriedades anestésicas da droga. Os resultados sugerem
que a abstinéncia da COC produz efeitos comportamentais de longa duracao no zebrafish, sendo
consistentes com um estado semelhante a ansiedade (LOPEZ-PATINO et al., 2008b) e
consistentes com o estado de hiperatividade em peixes adultos, observado no estudo de
Kacprzak et al. (2017). Lopez-Patifio ef al. (2008b) também utilizaram o ensaio de avaliagdo
da atividade locomotora, porém para analise entre diferencgas de efeitos associados ao género
de zebrafish. A exposi¢io inicial & COC (1,5 umol L™, imersdo) ndo alterou agudamente o
comportamento dos peixes, enquanto sua abstinéncia acarretou um estado de ansiedade
desenvolvido primeiramente nas fémeas, porém, mais robusto e persistente nos machos
(LOPEZ-PATINO et al. 2008b). Esse estado de ansiedade nos machos, entretanto, pode ser
atenuado pela nova administragdo de COC, podendo representar um efeito relacionado a
redugdo geral no transportador de dopamina (zDAT), bem como ao aumento nos niveis de
dopamina ap6s a retirada da COC (LOPEZ-PATINO et al. 2008b). Até o momento, os estudos
com larvas de zebrafish costumam apresentar resultados de hipoatividade locomotora, como
observados por Irons et al. (2010), Kirla et al., (2016) e Lopez-Patifio et al. (2008a),
diferenciando-se dos modelos mamiferos, enquanto os estudos com peixes adultos apresentam
resultados de hiperatividade, possivelmente associada a idade dos peixes (KACPRZAK et al.,
2017) e influenciada pelo fator género. (LOPEZ-PATINO et al. 2008b).
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Psicoestimulantes sdo capazes de provocar efeitos sobre a funcdo visual apds
exposicao aguda e pré-natal, sejam estes adversos ou terapéuticos (sobre o déficit de atencao)
(RILEY; KOPOTIYENKO; ZHDANOVA, 2015). Visando avaliar o impacto da exposi¢ao pré-
natal aguda a COC no processamento visual, Riley ef al. (2015) estudaram as respostas
neuronais a estimulos visuais em duas regides do cérebro (tectum Optico e telencéfalo dorsal)
de larva transgénica de zebrafish (6-7 dpf) capaz de expressar o indicador de calcio GCaMP-
HS. As respostas locomotoras a estimulos visuais foram avaliadas apos exposicao das larvas a
0,5 umol L' de COC, observando-se que o tectum 6ptico responde tanto ao flash claro quanto
ao flash escuro, enquanto o telencefalo dorsal responde apenas ao flash claro. A exposigdo
aguda de COC inibiu as respostas ao flash de luz, tanto no tectum Optico quanto no telencefalo
dorsal, porém neste, interferindo na adaptacdo a apresentacao de estimulos repetidos (RILEY;
KOPOTIYENKO; ZHDANOVA, 2015). Esses resultados demonstram-se valiosos quanto ao
entendimento de papel principal do tectum Optico na mediagdo de mudangas pré-natais na
aten¢do, induzidas pela exposi¢do a COC (RILEY; KOPOTIYENKO; ZHDANOVA, 2015).

Além da avaliagdo da atividade locomotora, o ensaio de preferéncia condicionada de
lugar (CPP) € um paradigma experimental classico no qual o organismo modelo ¢ exposto a um
estimulo primario no contexto de certas pistas ambientais (DARLAND et al., 2012;
TZSCHENTKE, 1998). O grau de refor¢o comportamental ¢ medido pela frequéncia com que
o animal se aproxima das pistas ambientais na auséncia do estimulo primario nas tentativas
subsequentes. O ensaio CPP provou ser receptivo ao estudo de recompensa na maioria dos
organismos modelo vertebrados, incluindo o zebrafish (DARLAND et al., 2012; DARLAND;
DOWLING, 2001). A visdo tradicional de recompensa ¢ que quando um comportamento, como
se alimentar ou ter atividade sexual, aumenta os niveis dopamina no nucleus accumbens. Esse
aumento da dopamina ¢ traduzido em atividade motivada do animal de forma que o
comportamento se repete (DARLAND; DOWLING, 2001). A COC, por exemplo, aumenta os
niveis de dopamina ao bloquear a atividade do transportador de dopamina. Uma maneira pela
qual essa sensibilidade a drogas de abuso foi modelada em mamiferos inferiores € o paradigma
da CPP (DARLAND; DOWLING, 2001).

Darland e Dowling (2001) estudaram 18 familias F2 de zebrafish (8-12 meses de
idade), geradas a partir de fundadores mutagenizados com N-metil-nitrosoureia. Nao foram
observadas diferencas relacionadas ao género dos peixes. Trés familias da geragdo F3 (dum, jpy
e gts) apresentaram respostas anormalmente baixas a COC no teste CPP, sugerindo a agdo de
uma Unica mutagdo dominante. Dessa forma, testes de adaptagdo visual ao escuro foram

realizados visando verificar se as baixas respostas ao teste CPP seriam resultado de alteragao
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do sinal dopaminérgico no cérebro. Os testes de adaptagdo visual ao escuro demostraram que
peixes WT tornaram-se menos sensiveis a luz apos a exposi¢do, enquanto peixes das familias
dum e jpy foram insensiveis a exposi¢cdo a COC para o teste visual. Entretanto, as familias gts
apresentaram resultados de adaptacao visual semelhantes aos dos peixes WT. Também foi
verificada se a baixa resposta ao teste CPP seria devido a uma alteragdo na capacidade de
memoria e aprendizado dos peixes. O teste de aprendizagem revelou que a familia dum
apresentou resultados piores em relagdao ao controle, indicando pequeno ganho de tempo para
encontrar o reservatorio final no tanque T-maze ap0s tentativa inicial. Ja jpy e gts apresentaram
resultados semelhantes aos peixes WT. Os diferentes resultados de adaptacao visual ao escuro
e de aprendizagem para as trés familias que apresentaram baixa sensibilidade ao teste CPP,
sugeriram a ocorréncia de mutacdes em genes distintos, afetando a sinalizagdo dopaminérgica
na retina e no cérebro. Essas mutagdes genéticas ndo foram caraterizadas por Darland e
Dowling (2001), entretanto, os autores enfatizam que a triagem genética direta do zebrafish
traduz-se em um modo eficaz de investiga¢do de genes relacionados a adicgao.

Darland et al. (2012), avaliaram o papel do sistema dopaminérgico na mediacdo da
CPP induzida por COC em zebrafish adultos (6-8 meses), por meio do co-tratamento de peixes
com COC e antagonistas dopaminérgicos. ApoOs avaliacao da preferéncia de baseline, os peixes
receberam os diferentes tratamentos no rear compartment, compreendidos em agua (controle),
10 mg L' de lidocaina, 10 mg L' de COC, COC com o antagonista DR2 sulpirida (10 pmol L°
1Y e COC com o antagonista DR1 SCH23390 (10 pmol L™?). A exposi¢ido a lidocaina foi
considerada como controle por compartilhar propriedades anestésicas de COC, porém sem
efeitos recompensadores de bloqueio de transportadores monoaminérgicos. Os controles nao
demostraram alteragdes no teste CP, assim como os peixes tratados com lidocaina. Como
esperado, 10 mg L' de COC induziram respostas de CPP significativas nos peixes. O
tratamento com sulprida bloqueou a alteracdo de CPP provocada por 10 mg L' de COC,
enquanto a presenga de SCH23390 ndo causou efeitos sobre as alteragcdes de CPP decorrentes
da COC. Sabendo-se que os efeitos do sistema de recompensa de dopamina sao
presumidamente mediados pelos receptores de dopamina (DR), o estudo de Darland et al.
(2012) evidencia a importancia do papel de DR2 (mas ndo de DR1) nessa mediagcdo, em
zebrafish tratados com COC.

Mersereau et al. (2016) avaliaram se a exposi¢do a COC (0, 2,5, 5, 10, 20 mg L)
durante o desenvolvimento embrionario de zebrafish acarretaria efeitos sobre o comportamento
(ensaio CPP) de peixes longitudinais adultos. Peixes adultos provenientes dos cinco tipos de

tratamento embriondrio foram submetidos a 5 mg L™! de COC durante o ensaio comportamental.
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Os controles do ensaio comportamental (UNT CPP) corresponderam a peixes nao expostos a
COC durante o ensaio CPP, provenientes de todos os cinco tratamentos embrionarios. A
exposicdo a 5 mg L' de COC durante o ensaio comportamental induziu CPPs significativas
para todos os cinco tratamentos embriondrios em relagao aos peixes UNT CPP, exceto para o
tratamento embrionario com 20 mg L' de COC. Foi observado um grafico dose-resposta em
forma de sino, com maiores efeitos para 10 mg L' de COC, o qual foi significativamente maior
que os efeitos nos peixes ndo tratados com COC durante a fase embrionaria (0 mg L' de COC).
Os resultados sugerem que a exposicao precoce em embrides sensibiliza as vias que regulam o
sistema de recompensa relacionado a COC, demostrando o aumento da sensibilidade dos peixes
a droga até a concentragio de 10 mg L', Segundo os autores, a baixa resposta dos peixes pré
tratados com 20 mg L™! de COC poderia ser explicada pelo fato ja terem sido hipersensibilizados
(MERSEREAU et al. 2016).

Pisera-Fuster et al. (2019) analisaram se a exposic¢ao prévia a COC, seria capaz de
tornar zebrafish adultos mais vulneraveis a alteracdes locomotoras e a CPP induzida por
nicotina. Na fase de iniciacdo, um grupo de peixes foi sensibilizado pela exposicao repetida de
3 umol L' de COC por 5 dias, enquanto um segundo grupo foi sensibilizado com 5 pmol L-!
de nicotina (NIC) por 5 dias, seguindo-se 5 dias de abstinéncia. Para os controles, os peixes
foram administrados apenas com solu¢ao salina (SAL) por 5 dias, seguida de abstinéncia por 5
dias. Apds isso, na fase de expressdo, os peixes foram novamente desafiados com as mesmas
concentragdes, correspondendo aos tratamentos de iniciagdo-expressao: SAL-SAL, SAL-NIC,
NIC-NIC, SAL-COC, NIC-COC e COC-COC. Os peixes sensibilizados com COC ou NIC
nadaram maiores distancias que os peixes tratados com solugao salina durante a iniciagcdo. Apos
fase de expressdo, peixes submetidos a COC-COC foram capazes de nadar distincias
significativamente maiores que todos os demais tratamentos, exceto NIC-NIC. Além disso,
peixes SAL-COC demonstraram maiores periodos de imobilidade que os peixes SAL-SAL.
Maiores periodos de imobilidades também foram observados em peixes NIC-COC quando
comparados com SAL-COC e COC-COC. Ja o tempo despendido na por¢ao inferior do aquario
na fase de iniciagdo, foi significativamente maior em peixes tratados com COC, seguindo-se 0s
tratados com SAL e com NIC, respectivamente. Semelhantemente, peixes desafiados
novamente com NIC demonstraram a maior permanéncia na por¢do superior do aquario.
Segundo os autores, esses efeitos sugerem um comportamento de maior ansiedade nos peixes
tratados com COC e um desfecho ansiolitico associado a NIC. A sensibiliza¢ao da atividade
locomotora induzida por cocaina (166 %) foi mais proeminente que a observada para

tratamentos com nicotina (103 %), com ambas as drogas causando incrementos de atividade até
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o quarto dia de experimento, com efeitos ansiogénicos da exposi¢do a COC foram observados
apods o quinto dia. No teste CPP, grupos de peixes foram previamente sensibilizados por cinco
dias com 3 pmol L' de COC, 5 pmol L' de NIC e controle (SAL), seguindo-se cinco dias de
abstinéncia e nova administragdo com NIC ou SAL, correspondendo aos tratamentos SAL-
SAL, SAL-NIC, NIC-SAL, NIC-NIC, COC-SAL e COC-NIC. Foi observada CPP nos grupos
NIC-NIC e COC-NIC, com scores significativamente maiores em COC-NIC comparada com
NIC-NIC. Segundo os autores, esses achados sugerem que as atividades cerebrais envolvidas
na sensibilizagdo comportamental aplicada aumentam as propriedades recompensadoras de
nicotina, principalmente associadas a pré-exposi¢do a COC. Assim, a sensibilizacdo em
decorréncia do uso casual repetitivo de drogas de abuso como COC pode reforgar propriedades
de drogas como a NIC (PISERA-FUSTER et al., 2019).

Visando analisar de forma mais robusta o valor preditivo do modelo zebrafish no
ensaio CPP para efeitos subjetivos humanos (sinais positivos robustos), Brock et al. (2017)
expandiram o nimero de compostos testados em zebrafish, utilizando um desenho de estudo
padronizado. Os peixes foram expostos 4 5,9 29,4 mg L' de COC, com resultados comparados
com os gerados para a autoadministragcdo de ratos e CPP, bem como para a autoadministracao
de primatas ndo humanos (NHP). Os resultados revelaram que os valores de concordancia e
sensibilidade do zebrafish nao foram significativamente diferentes do acaso para efeitos
subjetivos humanos. Embora possa haver valor preditivo com compostos de classes
farmacoldgicas especificas (por exemplo, agonistas do receptor p-opidide, psicoestimulantes)
para o zebrafish no ensaio CPP, os dados destacam que o modelo zebrafish no CPP ndo agrega
valor a avaliagdo pré-clinica de potencial de abuso, conforme a metodologia utilizada (BROCK
et al., 2017). Essa afirmacao discorda dos demais estudos abordados para CPP neste trabalho,
possivelmente, devido a sua abordagem metodoldgica diferenciada, carecendo de mais estudos

que corroborem com os achados de Brock et al. (2017).

ii.  Alteracdes na expressao génica
O estudo genético de embrides de zebrafish permite identificar novos genes que
alteram a fisiologia e o comportamento ante a drogas causadores de dependéncia (DARLAND
et al., 2012). Analises sobre a expressao de genes responsdveis pela formacdo dos
transportadores de dopamina (zDAT) e pelos receptores dopaminérgicos (Drd), podem auxiliar
no entendimento da complexa rede de efeitos causados por drogas de abuso (RILEY ef al.,
2018). Para compreender os efeitos da COC no sistema dopaminérgico, Riley et al. (2018),

estudou a expressao de genes dat mRNA e do receptor 1 de dopamina (Drdl) (proteina
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receptora), durante o desenvolvimento pré-natal de embrides de zebrafish. A exposi¢do aguda
de COC (0,5 umol L por 30 min) suprimiu a expressdo do gene dat em 2,04 vezes e do gene
Drd1 nas regides do tectum Optico e cerebelo dos embrides (RILEY et al., 2018). A reducdo na
expressio do gene dat em embrides expostos a 0,3 umol L™t de COC por 15 min também foi
observada por Shang e Zhdanova (2007). Por outro lado, Barreto-Valer ef al. (2012), observou
0 aumento na expressao dos receptores dopaminérgicos drdl, drd2a e drd3 em torno de 48 hpf
apos exposi¢do de 1,5 umol L™t de COC, com posterior redugdo em 72 hfp. A exposi¢do pré-
natal a COC pode resultar em fendmenos de tolerancia na expressao de genes responsaveis pela
recaptagdo da dopamina (zDAT) e produgdo de receptores (drd), proporcionando efeitos
comportamentais, como ansiedade (MEYER; SHERLOCK; MACDONALD, 1992; RILEY et
al., 2018).

A ansiedade estd relacionada como um dos principais sintomas da retirada da COC
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1999), assim, estudar as bases genéticas em resposta a
abstinéncia de COC em modelos de zebrafish, podem fornecer uma contribui¢do valiosa para
compreender os mecanismos envolvidos na ansiedade associada a sindrome de abstinéncia
(MARKOU; KOOB, 1991). Desta forma, Lopez-Patifio et al. (2008a), estudou as diferencas de
género na expressao dos genes zDAT e os niveis de dopamina (DA) no cérebro de zebrafish
adultos durante exposicao aguda e em um modelo de abstinéncia, no qual foi retirada a COC
apods sucessivas exposigoes. As avaliagcdes na expressao dos genes ocorreram ap6os 30 min da
exposicao aguda de COC (0,15 uM) e apos 72 h da retirada da droga no modelo de abstinéncia
(trés doses sucessivas). Durante a exposi¢do aguda, a COC ndo induziu alteragdes significativas
na expressdo do gene zDAT ou nos niveis de dopamina. Por outro lado, no modelo de
abstinéncia a COC, houve uma redugdo significativa na expressao de zDAT e aumento nos
niveis de DA (LOPEZ-PATINO et al., 2008b). A diminui¢do de zZDAT mRNA pode diminuir os
niveis das proteinas DAT, que contribuem com o aumento de DA. Além disso, a diminui¢do de
zDAT promove a diminui¢dao de DA no citosol com subsequente redu¢do de feedback na sintese
de DA e atividade da tirosina hidroxilase (WALLACE, 2007).

A tirosina hidroxilase (TH) ¢ uma importante enzima responsavel pela sintese de
dopamina, a expressdo de seus dois genes (TH1 e TH2) em zebrafish pode ser alterada em
exposicoes agudas a COC (DARLAND et al., 2012). Os niveis de transcri¢ado de TH2 mRNA
foram reduzidos significativamente no telencéfalo de peixes adultos quando expostos a COC
(10 mg L") por 1 hora, enquanto os niveis de TH1 ndo alteraram (DARLAND et al., 2012). As
alteracdes causadas pela COC na expressao de genes relacionados ao processo de dependéncia,

como receptores dopamina (drd), transportadores de dopamina (dat) e sintese de tirosina
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hidroxilase (¢h), sdo ativados pelo fator de transcri¢do Pitx3, Imx1b.1, Imx1b.2, otpa, otpb e
nurrl e pela proteina Ndr2, sendo importantes na diferenciacdo, funcdo e manutengdo de
neurdnios dopaminérgicos (BARRETO-VALER et al., 2012; BARRETO-VALER; LOPEZ-
BELLIDO; RODRIGUEZ, 2013). Além disso, o fator Pitx3 ¢é regulado pelo microRNAs (miRs)
133b por meio de feedback negativo (KIM et al., 2007). Desta forma, foi observada reducao no
nimero de moléculas de miR-133b de embrides (24 e 48 hpf) expostos a COC, e aumento na
expressao de Pitx3 em 24 hpf com posterior diminui¢do em 48 hpf (BARRETO-VALER et al.,
2012). Um aumento na expressdo dos fatores de transcricdo nurrl, Imxib.1 e Imx1b.2 foi
observado em embrides de zebrafish expostos a COC (1,5 pumol L) em 24 hpf e com
diminui¢ao em 48 hpf, acompanhado da diminui¢do na expressao do fator opt e dos genes th e
dat (BARRETO-VALER; LOPEZ-BELLIDO; RODRIGUEZ, 2013). Mudangas na expressao
desses fatores podem alterar o desenvolvimento do sistema nervoso central, uma vez que a DA
estd envolvida no inicio do desenvolvimento do cérebro (LIU; LESTER, 2011). Altera¢des na
expressao dos genes relacionados aos receptores (drd), transportadores (dat) de DA e atividade
da enzima tirosina hidroxilase (z#) em estagios inicias do desenvolvimento embrionério do
zebrafish podem ser causados pelos efeitos da COC na expressdo de diversos fatores de
transcricdo, como Pitx3, Imx1b, Otpa, Nurrl, responsdveis pela formacao e diferenciagcdo dos
precursores neuronais dopaminérgicos (BARRETO-VALER et al., 2012; BARRETO-VALER;
LOPEZ-BELLIDO; RODRIGUEZ, 2013; FILIPPI ef al., 2007).

Os genes da taquicinina 1 (TAC1) possuem sequéncias de nucleotideos precursores da
substancia P (SP), um peptideo relacionado com o aumento da ansiedade, quando seus niveis
estao diminuidos (PENNEFATHER et al., 2004; YANG et al., 2009), estando relacionados com
processos de adiccao (KOMBIAN et al., 2003). Genes tacria (48.96 kDa) e tacr1b (40.53 kDa)
foram determinados durante a embriogénese de zebrafish nos cromossomas 5 e 11,
respectivamente, apresentando 66% de homologia com os genes dos seres humanos (LOPEZ-
BELLIDO; BARRETO-VALER; RODRIGUEZ, 2013b). Além disso, embrides de zebrafish
apresentam genes que codificam o percursor SP (TAC1) homdlogos em seres humanos
(PENNEFATHER et al., 2004), sendo observado um aumento progressivo na expressao de SP
mRNA durante a embriogénse (8 a 72 hpf), com pico de expressdo em 72 hpf e minimo em 8§
hpf (LOPEZ-BELLIDO; BARRETO-VALER; RODRIGUEZ, 2013a). A exposicdo de
embrides de zebrafish 3 COC (1,5 umol L™?) resultou em um aumento da expressdo de tacrla
e tacrlb em 24 hpf, com posterior redugdo na expressio de facrla em 48 hpf (LOPEZ-
BELLIDO; BARRETO-VALER; RODRIGUEZ, 2013b). A expressdo de SP mRNA durante a

embriogénese também foi alterada em embrides expostos a COC (1,5 pmol Lt em 5 hpf). Os
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embrides de zebrafish expostos aumentaram a expressio de SP mRNA no inicio da
embriogénese (24 hpf) em regides do sistema nervoso central e na medula espinhal, com
posterior redugdo no final da embriogénese (48 hpf) (LOPEZ-BELLIDO; BARRETO-VALER;
RODRIGUEZ, 2013a). Este comportamento da expressdo dos genes SP pode estar relacionado
a processos de indugdo da proliferacdo celular (OPOLKA et al., 2012) e mecanismos
apoptoéticos induzidos pela COC (LEE et al., 2008). SP é considerado um neurotransmissor
primario de neurdnios sensoriais que mediam a transmissao sinaptica de dor (SEYBOLD, 2009)
e ansiedade (PENNEFATHER et al., 2004; YANG et al., 2009). Assim, as mudangas
decorrentes da agao da COC na expressdo de mRNA de tacrla e tacr1b podem ter influenciado
esses mecanismos sinapticos (LOPEZ-BELLIDO; BARRETO-VALER; RODRIGUEZ, 2013b,
2013a). O estudo do sistema de taquicinina usando o zebrafish pode melhorar a compreensao
de diferentes situacdes clinicas onde o sistema de taquicinina estd envolvido, auxiliando a
entender melhor a interacdo do sistema da taquicinina com outros sistemas, frente ao uso de
COC (LOPEZ-BELLIDO; BARRETO-VALER; RODRIGUEZ, 2013b).

A exposicao pré-natal de COC pode desregular ritmos fisioldgicos por alteracdes na
expressdo de genes relacionados ao sistema circadiano. Alteragdes nesse sistema durante o
desenvolvimento inicial do embrido, podem afetar o controle da divisdo celular (DEKENS et
al., 2003) com multiplas anormalidades embrionarias. Os embrides de zebrafish possuem os
mecanismos circadianos ativos desde o inicio da embriogénese (DELAUNAY et al., 2000) e o
hormdnio melatonina e seus receptores formados ao final de 1 dpf, apresentado 6 receptores
homologos encontrados em mamiferos (REPPERT et al., 1995). Neste sentido, Shang and
Zhdanova, (2007) avaliaram a expressao de genes circadianos (zBmal-1, zPer-3) e receptores
de melatonina (zMelR) em embrides de zebrafish (WT sepa AB) e al-TGFP (zebrafish
transgénico). A exposicdo a COC (0.3 uM) causou inibi¢do na expressao dos genes zBmal-1 e
zPer-3 e aumento de 4 vezes na expressao dos genes zMelR. As alteragdes no sistema circadiano
causadas pela COC demonstram efeitos em um sistema nao-alvo da droga, além do impacto da
exposicao em embrides dependendo da hora do dia, com diferengas diurnas e noturnas no
comportamento dos efeitos da COC (SHANG; ZHDANOVA, 2007). Toda dinamica
apresentada pelo zebrafish a nivel molecular na expressao de genes e fatores de transcricdo em
resposta a administracdo e retirada de COC, sugerem um caminho promissor para abordar a
ligacdo entre mecanismos genéticos, comportamentais € neuroquimicos da abstinéncia
da COC, auxiliando nas ferramentas terapéuticas no tratamento da dependéncia LOPEZ-

PATINO et al., 2008a).



57

iii.  Efeitos neuroldgicos

A importancia do estudo de efeitos neuroldgicos com zebrafish relaciona-se com o
entendimento de mecanismos ainda pouco estudados, como déficits de atencao, no objetivo de
contribuir com informacdes que visam mitigar esses efeitos, sejam decorrentes da exposi¢ao do
individuo adulto ou pré-natal (RILEY et al., 2018). A exposi¢do pré-natal a COC (PCE -
prenatal cocaine exposure) ¢ relatada como capaz de interferir na morfologia cerebral e causar
déficits em fungdes visuais em zebrafish (RILEY; KOPOTIYENKO; ZHDANOVA, 2015;
SHANG; ZHDANOVA, 2007). O uso do zebrafish em estudos neurologicos de dependéncia a
drogas de abuso tem se mostrado uma ferramenta valiosa, uma vez que ¢ um modelo responsivo
as propriedades recompensadoras de drogas como a COC (DARLAND; DOWLING, 2001;
GERLAI et al., 2000; LEVIN; CHEN, 2004; NINKOVIC et al., 2006).

A percepgao visual € crucial para processamento de estimulos, os quais desempenham
forte relagdo com a regulagdo da dependéncia de drogas de abuso (OVERTON;
DEVONSHIRE, 2008; WEISS, 2010). O vicio e recaidas no uso de COC estariam relacionadas
ao aumento do risco do abuso em humanos de maneira pré-natal (DELANEY-BLACK et al.,
2011; RICHARDSON et al., 2013). Riley, Kopotiyenko e Zhdanova (2015) estudaram a
resposta neuronal e habituacao a estimulo visual em larvas transgénicas de zebrafish submetidas
4 exposi¢do pré-natal de COC (PCE) 0,5 umol L. A PCE nido acarretou alteracdes
significativas na resposta ao estimulo, porém preveniu efeitos da exposicao aguda de COC a
luz vermelha (PCE+COC), sugerindo que a PCE conferiu uma tolerancia ao psico-estimulante.
J& a exposi¢ao aguda a COC afetou o processamento visual de modo diferenciado, reduzindo a
resposta a luz vermelha, porém ndo a ao escuro. O telencéfalo dorsal (homologo ao cortex
cerebral de mamiferos) respondeu somente ao estimulo da luz, enquanto o tectum Optico
apresentou respostas semelhantes tanto a luz vermelha, quanto ao escuro (RILEY;
KOPOTIYENKO; ZHDANOVA, 2015).

Déficits de atencdo visual e cognitiva decorrentes de PCE podem interferir no
desenvolvimento cerebral, prejudicando aprendizado, memoria e adaptacdes sociais desde as
primeiras idades de um individuo (ACCORNERO et al., 2007; HEFFELFINFGER; CRAFT;
SHYKEN, 1997, HEFFELFINGER et al., 2002; RICHARDSON, 1998; STRUTHERS;
HANSEN, 1992). Neste sentido, Riley. et al. (2018) estudaram os efeitos da PCE (0,5 pumol L
1y sobre a atengdio visual em larvas de zebrafish. Larvas desprovidas de transportador de
dopamina (DATKO) e larvas-PCE apresentaram tolerancia a exposicdo a COC quanto as
principais regides de aten¢do visual (telencéfalo e tectum Optico). Riley. et al. (2018) sugeriram

que, uma vez que na auséncia de dopamina os efeitos de COC sobre o processamento visual
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persistiram, outros alvos além de dopamina poderiam estar envolvidos nos efeitos observados.
Assim, a utilizagdo do modelo DATKO favoreceu a hipotese de que alteragdes decorrentes da
PCE sobre a expressao de DAT no tectum Optico e no telencéfalo pedem mediar efeitos de
atenuacao visual provocada por COC (RILEY et al., 2018). Os resultados demostraram o papel
do tectum Optico na sustentacao e na mediagao das mudancas na atengao visual acarretadas pela
exposicdo pré-natal. Uma vez que humanos expostos a COC de modo pré-natal podem
apresentar déficit de atencgao visual e disfung¢ao colicular, o estudo da PCE em zebrafish poderia
beneficiar no entendimento dos mecanismos relacionados a efeitos de psico-estimulantes
(RILEY; KOPOTIYENKO; ZHDANOVA, 2015).

Shang e Zhdanova (2007), também exploraram a investigagao de efeitos da exposi¢ao
pré-natal de COC sobre o desenvolvimento neurolégico. Embrides de zebrafish foram expostos
40,3-30 umol L de COC (15 minutos / 5 h), resultando em alteragdes no padrdo neuronal de
desenvolvimento (SHANG; ZHDANOVA, 2007). A transparéncia dos embrides permitiu o
monitoramento de seu desenvolvimento neuroldgico frente a exposicdo a COC, apoiando-se
também na observacdo de indicadores (reports) genéticos fluorescentes como a proteina verde
fluorescente (GFP), pelo uso de zebrafish transgénico al-T-GFP (GOLDMAN et al., 2001).
ApoOs a exposi¢dao, foi observada a reducdo da GFP (mais frequente) ou aumento da
fluorescéncia associada a neurdnios (SHANG; ZHDANOVA, 2007). Esses efeitos teriam
relagdo com alteracdes induzidas por COC sobre a expressao de genes que afetam o crescimento
e a neourotransmissao. Apesar disso, Shang e Zhdanova (2007) explicam que a relacdo entre

neurodesenvolvimento e efeitos circadianos da COC ainda precisam ser melhor elucidados.

iv.  Efeitos cardiacos

Efeitos cardiovasculares decorrentes do consumo de COC tém sido observados em
mais da metade dos sintomas relatados por usuarios em entradas em centros de pronto-socorro
(MARAJ; FIGUEREDO; LYNN MORRIS, 2010). Os estudos dos efeitos cardiovasculares de
COC complementam as investigagdes sobre vicio, sugerindo possiveis tratamentos
cardiovasculares, apesar de ainda ser uma relagdo que requer maiores investigagoes
(MERSEREAU et al., 2015). O uso do zebrafish como modelo para investigagao de efeitos de
drogas de regulagdo cardiovascular como COC, estaria sustentado por semelhangas com
caracteristicas encontradas em mamiferos, como desenvolvimento, estrutura, funcdo e
regulacdo do sistema cardiaco (MERSEREAU et al., 2015).

Em 2015, Mersereau et al. avaliaram eletrocardiogramas (ECGs) de zebrafish adultos

expostos 8 COC (2,5, 5, 10, 15 ¢ 20 mg L") por 2 minutos, resultando em uma curva dose-
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resposta em formato de sino, com um pico de batimentos por minuto observado a 5 mg L™! (uma
frequéncia maxima cardiaca), seguido de casos de bradicardia para as maiores doses. Em
seguida, embrides de zebrafish foram expostos a COC (2,5, 5, 10, 15 e 20 mg L), resultado
em aumento significativo da frequéncia cardiaca a 5 e a 10 mg L' de COC, seguido de
diminuicdo de batimentos por minuto até a bradicardia observada a 20 mg L!. Com isso, os
autores concluiram que a resposta dos embrides foi comparavel a dos peixes adultos, sugerindo
que embrides de zebrafish podem ser um modelo aplicavel para avaliacao da exposi¢ao de COC
sobre o sistema cardiovascular em desenvolvimento (Mersereau et al. 2015). Visando testar se
efeitos de antagonistas adrenérgicos sobre a taquicardia decorrente da COC seriam comparaveis
entre peixes adultos e o esperado em mamiferos, COC (5 mg L) foi coadministrada com
Atropina (20 umol L) (antagonista do receptor muscarinico de acetilcolina), Fentolamina (20
umol L) (antagonista a-adrenérgico) e Propanolol (20 umol L) (antagonista de B-receptores).
Tanto as coadministracdes com Atropina, quando com Fentolamina, ndo foram capazes de
bloquear a taquicardia causada pela COC, diferenciando-se da coadministragdo com Propanolol
(20 umol L), eficaz em conter aumentos significativos dos batimentos cardiacos nos peixes
(Mersereau et al. 2015). Os resultados com Propanolol sugerem que a taquicardia induzida por
COC ¢ mediada pelo aumento da atividade do sistema simpatico, enquanto a auséncia de efeito
da administracao de Atropina sugere um baixo impacto parassimpatico decorrente da exposi¢ao
(Mersereau et al. 2015).

Semelhantemente, Mersereau et al. (2016) expuseram larvas de zebrafish a COC (2,5,
5,10, 15 e 20 mg L"), avaliando batimentos cardiacos apds trés dias de exposi¢do e um dia de
recuperagdo sem contato com a droga. Novamente, foi observado um efeito de dose-resposta
em formato de sino, porém desta vez todos os tratamentos resultaram em aumentos
significativos em relagdo ao controle (MERSEREAU et al., 2016). Os aumentos foram
observados de modo crescente até a concentragio de mg L' de COC. O menor aumento dos
batimentos nos peixes foi observado a 20 mg L' de COC. Os autores enfatizaram que esses
aumentos foram observados mesmo 24 h apods a exposi¢cdo, a ocorréncia de alteragdes no
sistema simpatico dos peixes em decorréncia da exposicdo (MERSEREAU et al., 2016). Em
relag@o aos resultados longitudinais, a exposi¢do embriondria 8 COC nao redundou em efeitos
longitudinais significativos sobre a taxa de batimento cardiaco em zebrafish adultos
(MERSEREAU et al., 2016). Essa auséncia de efeito sobre a frequéncia cardiaca basal dos
peixes adultos longitudinais sugeriu a ocorréncia de uma forma de compensacao
(MERSEREAU et al., 2016), apontando a necessidade de maiores investigagdes sobre esta

hipétese. Em seguida, os peixes longitudinais foram tratados com 20 pmol L! de Isoproterenol
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(agonista B-adrenérgico), sabendo-se de seu potencial de aumento da frequéncia cardiaca nos
peixes, enquanto um segundo grupo recebeu nova administracdo de COC (MERSEREAU et
al., 2016; MERSEREAU 2015). Os peixes co-tratados com farmaco apresentaram diminuig¢des
na frequéncia cardiaca para os grupos longitudinais expostos previamente 4 5 e 10 mg L™ de
COC, enquanto os grupos controle, 2,5 e 20 mg L' de COC niio apresentaram sensibiliza¢io
significativa ao farmaco. J& para os peixes tratados novamente com COC, foi observada
novamente a sinalizagdo de um efeito com resposta sinoidal, com um aumento significativo na
frequéncia cardiaca observado no grupo previamente exposto a 10 mg L™! de COC. Segundo os
autores, a baixa resposta ao Isoproterenol sugere que a mediacdo dos efeitos de COC
relacionada a sinalizagdo B-adrenérgica foi atenuada em decorréncia da exposi¢do precoce,
concordando com dados da literatura observados para roedores (MERSEREAU et al., 2016).
Além disso, o efeito de resposta sinoidal observado na reexposi¢do a COC, assemelha-se aos
resultados observados para os demais parametros cardiacos analisados em embrides e adultos,
sugerindo que a via simpatica dos peixes foi sensibilizada a partir da pré-exposi¢ao

(MERSEREAU et al., 2016).

v.  Efeitos morfogénicos

Efeitos morfologicos como baixo peso ao nascer e recém-nascidos com cérebros
menores tém sido reportados como decorrentes da exposicao in utero a COC (FRANK et al.,
2001; GREWEN et al., 2014; VOLPE, 1992). Além disso, adolescentes que sofreram exposi¢ao
in utero podem apresentar anormalidades cardiovasculares e cognitivas (FENG, 2005;
MEYER; ZHANG, 2009; MINNES et al., 2014; RICHARDSON et al., 2015). O uso do
zebrafish como modelo para estudo de efeitos morfoldgicos, apresenta-se como um alternativa
para superar fatores de confundimento em estudos com humanos, como a exposi¢do simultanea
a outras drogas e diferencas de padrao nutricional (MERSEREAU et al., 2016). O uso de
zebrafish apresenta vantagens em relacdo a modelos mamiferos, como a possibilidade de
analise ndo invasiva de embrides translicidos (MERSEREAU et al., 2016). Algumas alteracdes
morfoldgicas como tamanho do corpo, didmetro do olho, area telencefalica, diencéfalo e
cérebro posterior, tém sido utilizadas como endpoints em estudos dos efeitos toxicoldgicos de
compostos quimicos sobre a morfologia de zebrafish em ensaios com embrides, larvas e
organismos adultos. Nos estudos de Mersereau ef al. (2016), a exposi¢do as concentragdes de
2,5,5,10e20 mg L de COC resultou em efeitos leves da COC sobre a morfologia embrionéria
(5 dpf), ndo diferenciando-se significativamente dos controles quanto ao tamanho corporal,

tamanho dos olhos, areca de diencéfalo e cérebro traseiro. Contudo, foram observadas
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diminui¢des dose-dependentes significativas quanto a area telencefalica em doses mais altas
(10 e 20 mg L!). Segundo os autores, o impacto na diminui¢io do tamanho do telencefalico
pode estar relacionado ao tempo de incubagao, sugerindo que a cocaina penetra prontamente
no corion em determinadas fases. Em acréscimo, esse efeito sobre o telencéfalo de embrides de
zebrafish poderia estar relacionado a uma expansdo mais lenta das conexdes intracelulares e
formagao de neurdpilos na regido do palio (MERSEREAU et al., 2016). Os efeitos da exposi¢ao
pré-natal de zebrafish a COC sobre o desenvolvimento cerebral relatados por Shang e Zhdanova
(2007), foram relatados na sessdo 2.1.3 (Efeitos neurologicos) deste documento. Assim,
trabalho de Mersereau et al. (2016) destacou-se como o unico reportado nesta sessao por avaliar

como efeitos principais as alteragdes morfologicas decorrentes da exposi¢ao a COC.

vi.  ImplicacGes toxicocinéticas

O uso do zebrafish como alternativa aos modelos mamiferos vem demostrando
prominéncia, porém ¢ necessario observar as diferencas relacionadas com as vias de exposicao,
uma vez que a COC ¢ geralmente inalada, insuflada ou injetada em mamiferos (BOOZE et al.,
1997), enquanto peixes tém comumente o corpo inteiro exposto (BOEHMLER et al., 2007;
IRONS et al., 2010). Essas diferengas podem influenciar de modo diferenciado nos processos
toxicocinéticos nos dois modelos, sendo necessarias investigacdes dos padrdes de distribuigdao
e de concentracdo (KIRLA et al., 2016). Kirla ef al. (2016) estudaram a toxicocinética da COC
e de seus metabolitos em larvas de zebrafish com 5 dpf. As larvas foram expostas por 0,25, 0,5,
1,3,6,8,10,24,27e31 ha5umol L' (1,5mg L") e a 50 pmol L' (15 mg L) de cloridrato
de cocaina. A COC foi rapidamente absorvida pelas larvas, com em aumentos de concentragao
no corpo (inteiro) dos peixes até 8 h de exposicio, resultando nos picos de 81 mg kg™! para a
exposi¢do de 1,5 mg L e 445 mg kg! para a exposi¢do de 15 mg L™, com uma constante de
absor¢io (xin) de 12,91-kg™!-h’!. Entretanto, a via de exposigdo de COC nos peixes poderia ser
considerada como um viés em relagdo a toxicocinética de modelos mamiferos, apresentando,
por exemplo, diferengas quanto ao tempo de aporte na corrente sanguinea e absor¢do maxima
muito menor que 8 h (KIRLA et al., 2016). Para verificagdo da eliminagdo, as larvas expostas
foram transferidas para um ambiente livre de COC, sendo coletadas para andlise apos 1, 3, 8§,
24, 27, 31 e 48 h. Aproximadamente 63 % da COC foi eliminada em 24 h, porém com
concentragdes restantes permanecendo nas larvas mesmo apds 48 h, apontando para um
metabolismo de eliminagdo lento ou deposito em algum tecido (KIRLA et al., 2016). A hipbtese
de acimulo de COC em um 6rgdo seria embasada por resultados de eliminagao apresentarem-

se menores que os valores preditos pela equacdao de toxicocinética monocompartimental
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aplicada (KIRLA et al., 2016). A COC foi quantificada no tecido de cérebro, olhos e tronco
dissecados, apds as 8 h de exposi¢do a 50 pmol L, resultando em maior acimulo nos olhos
(1516 £84 mg kg™"), seguido do cérebro (406 + 44 mg kg™') e o tronco (255 £ 32 mg kg). A
COC também foi mensurada nos tecidos dissecados apds 24h de exposicao, seguida de 48h de
eliminagdo. Nesse cenario, a concentragdo de COC nos olhos dos peixes ainda era semelhante
a observada apds 8 h (1331 £98 mg kg™!), enquanto cérebro e tronco apresentaram diminui¢des
drasticas para 50 £3,7 mg kg' e 44+2,2 mg kg'!, respectivamente, indicando que a COC nio s6
acumula altas concentragdes nos olhos do peixe, como se mantém por longos periodos neste
tecido (KIRLA et al., 2016). A concentragdo de norcocaina (metabdlito formado no figado)
analisada resultou em niveis semelhantes aos da COC, indicando a via distribui¢ao interna como
a principal de aporte de COC na regido dos olhos do peixe (e ndo a difusdo externa) (KIRLA et
al., 2016). A basicidade e a lipofilicidade da COC e da norcocaina teriam contribuido para sua
concentragdo nos olhos dos peixes, podendo acarretar em aprisionamento por afinidade com
melanoforos (KIRLA et al., 2016). Essa caracteristica seria explicada pelo mecanismo de
dissociacdo lenta dos complexos melanina-droga (MASON; INGRAM; ALLEN, 1960), e
também pela retardo na metaboliza¢do e excre¢do no sistema Optico(AL-GHANANEEM,;

CROOKS, 2007).

3.2.5. Ecotoxicologia de COC enquanto contaminante ambiental
i. Efeitos comportamentais, cardiacos e morfologicos

Cocaina e seu metabolito ativo BE vém sendo detectados no meio ambiente, devido
ao aporte associado a esgotos domeésticos, tornando-se um fato ainda mais agravado ao
considerar-se a baixa eficiéncia de estagdes de tratamento na sua remogdo (GARCIA-
CAMBERO et al., 2015; FONTES et al., 2019; SPOSITO et al., 2018). Com isso, a maior parte
da COC e seus metabolitos alcangaria aguas superficiais, poluindo potencialmente corpos
hidricos e deflagrando um cenario de agravo do qual emerge a importancia de investigacoes
sobre os efeitos de suas concentragdes ambientais (GARCIA-CAMBERO et al., 2015). Além
disso, o aporte de COC e BE em rios desassociados de ETEs estaria relacionado principalmente
a presenga de esgotos clandestinos in natura, agravando ainda mais o cenario de degradagdo
ambiental.

O zebrafish tem se mostrado um modelo valioso para o entendimento do potencial
toxico de contaminantes aquaticos, como drogas de abuso, seja em testes de toxicidade aguda
com embrides, ou na andlise de endpoints subletais relacionados ao desenvolvimento (ex.:

cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade etc) (GARCIA-CAMBERO et al., 2015).
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Neste sentido, Garcia-Cambero et al. (2015) investigaram efeitos comportamentais (locomogao
de larvas), efeitos cardiacos (presenca de edema, circulagdo prejudicada e frequéncia de
batimentos cardiacos) e sobre o desenvolvimento (morfologia, biometria e incubagao),
utilizando zebrafish expostos a BE (0,01-1000 pg L™'). As concentragdes ambientais de BE
foram avaliadas durante o desenvolvimento vascular embrio-larval dos peixes, visando
contribuir para um melhor entendimento do potencial risco desta substidncia para o meio
ambiente. A exposicdo a BE ndo alterou a eclosdo, motilidade larval e a taxa de batimento
cardiaco dos peixes (51 hpf) expostos. Esses resultados estariam de acordo com a fraca
atividade farmacolégica da BE reportada pela literatura em outros vertebrados como ratos
(expostos a 32-64 mg kg pc') (MORISHIMA et al., 1999, 2001). Como o cérion dos peixes
poderia representar uma barreira a BE, foi realizado um novo experimento com embrides de 48
hpf expostos por 4 dias a BE (1000 pg L), resultando em auséncia de efeitos sobre a
viabilidade e comportamento (GARCIA-CAMBERO et al., 2015). Os autores também
avaliaram efeitos sobre o desenvolvimento dos peixes, concluindo que as concentragdes
ambientais de BE ndo pareceram alterar a morfogénese do modelo zebrafish embrio-larval.
Entretanto, mais investigacdes seriam necessarias para a defini¢do do potencial toxico do
metabolito BE em concentracdes ambientais nos referidos endpoints, agregando ao

conhecimento levantado por Garcia-Cambero et al. (2015).

ii. Dano no DNA, citotoxicidade e estresse oxidativo

Sabendo-se que COC e seus metabolitos, principalmente BE e EME (ecgonina metil
¢éster), tém sido observados de modo recorrente em estudos detecgdo ambiental, suas
concentracdoes podem acarretar efeitos subletais a organismos nao-alvo (PAROLINI et al.,
2017). Ao mesmo tempo, BE tem sido detectada em concentragdes maiores que seu composto
parental, dada a estabilidade de COC nesses ambientes e seu metabolismo no corpo humano
(PAROLINI et al., 2017). O potencial toxico de BE e EME tém sido investigado em organismos
aquaticos como moluscos, em endpoints como genotoxicidade e dano oxidativo (PAROLINI et
al., 2013; PAROLINI; BINELLI, 2013). A exposicao de organismos nao-alvo a contaminantes
ambientais ativos, pode induzir ao estresse oxidativo, decorrente do desequilibro entre o sistema
antioxidante e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas a partir da exposigao,
podendo acarretar peroxidacdo lipidica e danos no DNA (YAN et al., 2015). Observada a
relevancia dos testes com embrides de zebrafish na investigacao de efeitos subletais, podem ser
destacados como organismo modelo relevante para estudos de efeitos cito-genotdxicos de COC

e seus metabolitos em concentragdes ambientais (PAROLINI et al., 2017).
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Parolini ef al. (2017) avaliaram os efeitos de concentragcdes ambientais de COC ¢ seus
metabolitos em embrides de zebrafish para os endpoints dano no DNA, estresse oxidativo e
citotoxicidade. Os embrides foram expostos por 96 h as concentrag¢des 0,04, 0,4, 4 ¢ 40 nmol
L de COC e seus principais metabélitos, BE e EME. Danos genéticos primarios (quebras de
fita de DNA) e fixos (frequéncia celular apoptotica, necrética e micronucleada) foram
investigados pela eletroforese em gel de célula unica (SCGE), e o ensaio de difusdo de DNA e
o teste do micronucleo (teste MN). A exposicao a COC e seus principais metabolitos, BE e
EME, induziu efeitos cito-genotdxicos em células embrionarias de zebrafish, observados pela
diminuicdo significativa da viabilidade celular. O efeito citotoxico foi observado apenas em
exposi¢des com concentragdes de BE e EME superiores a 0,4 nmol L™, e em concentracdes
superiores a 4 nmol Lt de COC, sugerindo que os metabolitos sio mais téxicos que a COC em
embrides de zebrafish. Os resultados mostraram que a exposi¢do de COC, BE e EME causou
um aumento significativo na fragmentacdo de DNA em células embriondrias, confirmando a
capacidade dos compostos em induzir lesdes genéticas primarias. Segundo Parolini et al.,
(2017), os resultados demonstram essa relacdo, uma vez que o aumento significativo na
frequéncia de células apoptoticas foi induzido pela exposi¢ao a todos os compostos testados,
sendo maior o desencadeamento do processo apoptotico com EME, em relagdo a COC e BE.

Por outro lado, Garcia-Cambero et al. (2015) também avaliaram a viabilidade celular
de embrides de zebrafish, observando que a exposi¢io a 0,01-1000 ug L' de BE nio provocou
alteragdes sobre a viabilidade celular, sugerindo a hipdtese da baixa toxicidade de BE e/ou a
acdo protetiva do corion. As divergéncias entre os estudos de Garcia-Cambero et al. (2015) e
Parolini ef al. (2017) indicam a necessidade de mais estudos para a melhor compreensao da
acdo de BE sobre a viabilidade celular. Parolini ef al. (2017) investigaram o endpoint necrose
nos peixes, observando que a maior concentracio testada (40 nmol L) causou um aumento
significativo (de necrose), com COC e EME induzindo niveis de morte celular maiores do que
BE na mesma concentragdo, enquanto ambos os metabolitos afetaram a viabilidade celular
também em concentragdes mais baixas (0,4 e 4 nmol L™?). Diferentemente, apenas a exposi¢io
as maiores concentragdes de BE (4 nmol L e 40 nmol L) promoveu a formagio de
micronticleos em embrides de peixe-zebra, enquanto nenhum efeito significativo foi observado
apos os tratamentos com COC e EME para cada concentragao testada (PAROLINI ez al., 2017).

Em relagdo ao estresse oxidativo, a exposi¢do as substancias testadas resultou em
inducdo da atividade da enzima superdxido dismutase (4 e 40 nmol Lt — COC e BE), catalase
(0,4 nmol L* — BE), glutationa peroxidase (0,04, 0,4, 4 e 40 nmol L™ - COC e BE) e glutationa-

S-transferase (GST) (0,4 ¢ 40 nmol L — BE), além do aumento significativo de espécies
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reativas de oxigénio (ROS) nos embrides expostos &8 COC (0,4, 4 nmol L) e BE (0,4, 4 ¢ 40
nmol L) (PAROLINI et al., 2017). Segundo os autores, o aumento de ROS teria relagio com
a toxicidade de COC, o que teria levado aos aumentos das defesas antioxidantes observados
nos embrides (PAROLINI ef al., 2017). Ja a parcial ativagdo de GST sugere um processo de
detoxificagdo de BE via metabolismo de fase Il (PAROLINI et al., 2017), pela conjugacdo com
glutationa, tornando mais hidrossoluvel para sua eliminagdo (YAN et al., 2015). Segundo
Parolini et al. (2017), devido a alta variabilidade dos biomarcadores, ndo foi possivel avaliar
com exatidao a toxicidade de COC e BE. No entanto, o indice de resposta de biomarcador
sugeriu que COC teria apresentado um menor efeito toxico em relacdo a BE, no entanto,
maiores investigagdes sao necessarias para confirmagao da hipotese (PAROLINI et al., 2017).
Somando-se a esse argumento, acrescenta-se o contraste entre os estudos de Parolini et al.
(2017) e Garcia-Cambero et al (2015), indicando a  necessidade

de maiores investigagoes.

iii.  Alterac6es no perfil protedmico

Andlises protedmicas permitem uma profunda investigagdo dos potenciais
mecanismos de ac¢do das substancias, sendo considerada uma valiosa ferramenta para elucidar
mudangas globais em sistemas bioldgicos complexos envolvendo uma grande rede de proteinas
com diversas fungdes nos organismos (MONSINJON; KNIGGE, 2007). Identificar a expressao
de proteinas que sdo afetadas pela exposicio a COC e seus metabolitos em vertebrados
representa um importante passo para elucidar os possiveis mecanismos de acdo. Além disso,
abordagens protedmicas permitem individualizar os potenciais alvos de agcdo dessas drogas de
abuso, direcionando novos estudos para investigar os danos e consequéncias das exposicoes
(PAROLINTI et al., 2018a). Neste sentido, Parolini ez al. (2018) investigaram os efeitos de COC
e de dois de seus metabolitos (BE e EME) nas concentragdes 0,3 e 1,0 ug L' sobre embrides
de zebrafish por meio de uma abordagem protedmica funcional. A COC foi capaz de modular
significativamente os niveis de 15 (18 ¢ |7) e 17 (113 e |4) proteinas para as concentragdes de
0,3 e 1 ug L', respectivamente. BE e EME alteraram significativamente 17 (115 ¢ [2) e 16
(112 e |4) proteinas (2 0,3 pg L), e 27 (117 e | 10) e 25 (121 e |4) proteinas na concentragio
de 1 ug L', respectivamente. Dentre as 113 proteinas isoladas, 53 apresentaram alteragdes na
quantidade de proteinas envolvidas no transporte de lipidios, estrutura do olho, metabolismo
lipidico e energético, estrutura citoesquelética e resposta ao estresse oxidativo. Assim, os
metabolitos (principalmente BE) demonstraram ser mais téxicos do que a COC, tornando

preocupante o fato de BE ser o principal metabolito de COC detectado no ambiente. As
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principais alteracdes foram relatadas nas fungdes de estrutura de olho (crystallins — Crys) e
mecanismos que modulam o estresse oxidativo (peroxiredoxin-2 - Prdx2), como metabolismo
lipidico (Apolipoprotein A1 - Apoal, Fatty Acid Binding Protein 3 - Fabp3) e energético
(creatine kinases - Cks) (PAROLINI et al., 2018a).

iv. Alteragdes na expressao génica

Uma vez em aguas residuais, COC e seus metabolitos entram em contato com outras
substancias ativas, incluindo firmacos, podendo resultar em interagdes complexas e deflagrar
uma variedade de efeitos toxicos a organismos ndo-alvo (PAROLINI et al., 2017), incluindo
efeitos genotdxicos. Com isso, a alta homologia genética do zebrafish com mamiferos beneficia
seu uso como importante modelo (SUBEDI ef al., 2021) em estudos de investigacdo de danos
ao DNA. A exposi¢ao a COC durante o estdgio embrional do zebrafish pode induzir a alteragdes
de expressdes de genes relacionados a receptores de dopamina, assemelhando-se a alteragdes
observadas em modelos mamiferos (BARRETO-VALER et al., 2012). Esses fatos apontam a
importancia do zebrafish como modelo para estudos de alteracdes de expressdo génica
decorrente da exposi¢do a concentracdes ambientais de COC, inclusive quanto em misturas
complexas. A avaliagao de efluentes de duas ETEs e de dois corpos de aguas superficiais
revelou a presenca de faArmacos e de drogas de abuso, incluindo COC e BE nos EUA (SUBEDI
etal.,2021). A partir dessa investigacao, Subedi ef al. (2021) definiram trés grupos de exposi¢ao
para os ensaios com larvas de zebrafish: farmacos, drogas de abuso, e um grupo com todas as
36 substincias investigadas, sendo este ultimo, experimentado com contragdes médias
observadas nas aguas superficiais € um worst case (pior caso) de deteccao ambiental. Dentre as
drogas de abuso utilizadas, podem ser citadas COC, BE, norcocaina, cocaetileno, anfetamina,
metanfetamina e metilfenidato (respectivamente, 1100, 3701, 50, 43,3, 2300, 2750 ¢ 10,7 ng L
1. Os autores investigaram expressoes diversos genes e enfatizaram a exposi¢do ao worst case
pelos maiores efeitos observados, resultando na expressdo de 100 genes regulados
positivamente e 77 negativamente. Dentre as expressoes de genes codificadores de proteinas,
destacaram-se as relacionadas ao sistema nervoso. Além dessas, foram identificadas
principalmente sequéncias associadas ao sistema imunoldgico dos peixes. Segundo Subedi et
al. (2021), o uso de larvas justifica-se por aproximar-se mais de uma exposi¢do ambiental em
compara¢do com o uso de embrides decorionados. Embora os efeitos relatados representem
uma mistura complexa de substancias, destacamos que o trabalho de Subedi ef al. (2021) foi o
unico que avaliou efeitos de expressdo génica em exposicao de zebrafish a concentragdes

ambientais de COC e BE.
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v. Efeitos neuroldgicos

Misturas complexas de COC e seus metabolitos podem ocorrer no ambiente, incluindo
misturas com substancias B-bloqueadoras (BBs). Essas substancias tém sido detectadas em
aguas superficiais (GODOY; KUMMROW; PAMPLIN, 2015) e reportadas como capazes de
afetar organismos aquaticos (HEDGESPETH; NILSSON; BERGLUND, 2016). Mesmo em
concentragdes traco, BBs podem provocar efeitos psicotropicos em peixes (HEDGESPETH;
NILSSON; BERGLUND, 2016), apontando que ensaios ndo invasivos de seus efeitos podem
ser estudados em organismos como o zebrafish, sendo um modelo consolidado em estudos de
neurotoxicidade (GAUTHIER; VIJAYAN, 2019). Dessa forma, o teste fotomotor de embrido
de zebrafish (zfPMR), compreendido como uma contragdo aguda do embrido induzida por
fotoestimulacao de fotorreceptores a base de opsina, seria uma ferramenta para a deteccao de
BBs (GAUTHIER; VIJAYAN, 2019), mesmo em presenga de outros contaminantes
psicotrépicos como a COC. A abordagem zfPMR apresenta-se como uma importante
ferramenta para a medigdo do estimulo de inervagdes neuronais no cérebro posterior,
funcionando como um screening da atividade de adrenoreceptores (GAUTHIER; VIJAYAN,
2019). Gauthier e Vijayan (2019) publicaram o tnico trabalho de exposi¢do de embrides de
zebrafish a concentragdes ambientais de COC e BE para a investigagdo de efeitos neurologicos.
Os embrides foram expostos a efluente de ETE contendo COC (2,31-2,81 ng L") e BE (13,5-
14,5 ng L") juntamente com fArmacos como amitriptilina, metabélitos de farmaco como 10-
hydroxi-amitriptilina, e o inseticida DEET (N,N-Dietil-m-toluamida). Os embrides foram co-
tratados com um agonista -adrenégico (isoproterenol) com o objetivo de analisa-los enquanto
modelo para respostas fotomotoras (zfPMRs) a B-bloqueadores. Foi observada a inibicao de
zfPMRs, funcionando como biossensor de detec¢ao de B-bloqueadores as concentragdes de em
niveis de ng L' e p L' em WWE diluido. Os autores ressaltaram que o método de detecgio de
B-bloqueadores foi possivel mesmo com a presenga de outras substancias neuroativas, como
COC e BE. Apesar de ndo terem sido avaliados propriamente os efeitos de COC e BE no cérebro
dos peixes - e sim se influenciariam na analise de um efeito cerebral para detec¢ao de [3-
bloqueadores, entendemos que o trabalho de Gauthier e Vijayan (2019) deve considerado, como
0 Unico a tratar de efeitos neurologicos de niveis ambientais de COC e BE sobre zebrafish

expostos.

3.3. PROSPECQC)ES FINAIS DO REFERENCIAL TEORICO
A partir do arcabougo de informacgdes apresentadas sobre os dados de consumo,

deteccdo ambiental e quadro de precariedade de rios urbanos do Rio de Janeiro relacionado aos
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niveis de esgotos associados, emerge a importancia da investigacdo sobre presenca de COC e
BE nesses corpos hidricos. Uma vez detectados COC e BE nesses rios, faz-se necesséria a
investigacdo ecotoxicologica associada aos niveis ambientais associados, sobretudo
considerando-se os efeitos descritos pela literatura abordados neste referencial, bem como a
escassez de trabalhos utilizando essas concentragdes e organismos modelo como o zebrafish.

A partir dos dados sobre a toxicidade de COC e BE em zebrafish descritos, conforme
as abordagens ecotoxicologia de COC enquanto droga de abuso e enquanto contaminante
ambiental, foi elaborado o artigo de reviséo da literatura “Zebrafish (Danio rerio) as a model
to assess the effects of cocaine as a drug of abuse and its environmental implications”. O artigo
referido foi publicado em janeiro de 2023 pela revista Environmental Science and Poolution
Research (https://doi.org/10.1007/s11356-023-25402-0), Qualis A2 (classificacdo 2017-2000),
Fator de impacto 5,190 (2021).

Assim, as informagdes levantadas neste referencial tedrico indicam um sinal de alerta
sobre a possibilidade de contaminacao de rios urbanos no Rio de Janeiro por COC e BE, bem
como a necessidade de testes ecotoxicoldgicos que investiguem essas concentragcdes quanto a

capacidade de causar efeitos adversos.
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4. METODOLOGIA

4.1. REAGENTES E PROCEDIMENTOS LABORATORIAS

O kit para analise do biomarcador superdxido dismutase (SOD) foi fornecido pela
empresa Cayman Chemical Company (Michigan, EUA).

Substéancias utilizadas no estudo:

. Cocaina [C17H21NO4] (1 mg mL em metanol, CAS N° 50-36-2, LGC Standards®);

. Benzoilecgonina [CisH19NO4] (1 mg mL™? em metanol, CAS N° 519-09-5, LGC
Standards®);

o Cocaina-D3 [C17H1sNO4Ds] (1 mg mL? em acetonitrila, CAS N° 65266-73-1,

Cerilliant® / Sigma-Aldrich);

o CDNB (1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno), disponivel em po6, mantido a temperatura
ambiente, obtido a partir de Acros Organics (EUA) em frasco contendo 100 g a 98%
de pureza;

o Acido cloridrico (HCI) 37 %: disponivel em liquido, mantido & temperatura ambiente,
obtido a partir de VETEC Quimica Fina (Brasil) em frasco
contendo 1 L;

o Bicarbonato de s6dio PA (NaHCO3): disponivel em p6, mantido a temperatura
ambiente, obtido a partir de ISOFAR Ind de Produtos Quimicos (Brasil) em frasco
contendo 500 g;

o Cloreto de potassio (KCI): disponivel em p6, mantido a temperatura ambiente, obtido
a partir de VETEC Quimica Fina (Brasil) em frasco contendo 500 g, possuindo 74,55
de peso molecular;

o Cloreto de sédio (NaCl): disponivel em pd, mantido a temperatura ambiente, obtido a
partir de VETEC Quimica Fina (Brasil) em frasco contendo 500 g, possuindo 84,01
de peso molecular;

o Dihidrogenio fosfato de potéassio (KH2POgs): disponivel em po, mantido
a temperatura ambiente, obtido a partir de VETEC Quimica Fina (Brasil) em frasco
contendo 500 g a 99% de pureza, possuindo 136,09 de peso molecular;

o DTNB — Reagente de Ellman (&cido dinitro benzoico): disponivel em po, obtido a
partir da Sigma-Aldrich (Brasil), em frasco contendo 1 g;

o EDTA.Na; - Acido etilenodiaminotetracético, sal dissodico: disponivel em po,

mantido a temperatura ambiente, obtido a partir de VETEC Quimica Fina (Brasil) em
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frasco contendo 100 g, possuindo 292,24 de peso molecular;

Etanol PA (C2HsO): disponivel em liquido, mantido a temperatura ambiente, obtido a
partir de Dindmica em frasco contendo 1 L;

Fosfato de sodio dibasico heptahidratado (Na2HPO4.7H20): disponivel em po,
mantido a temperatura ambiente, obtido a partir de VETEC Quimica Fina (Brasil) em
frasco contendo 500 g;

Glutationa redutase (C10H17N30sS - GSH): disponivel em pd (cristalizado), mantido
sob refrigeracéo, obtido a partir de Sigma-Aldrich (Brasil) em frasco contendo 25 g a
99% de pureza;

Hidrogénio fosfato de potéssio (K2HPOs): disponivel em pd, mantido a temperatura
ambiente, obtido a partir de VETEC Quimica Fina (Brasil) em frasco contendo 500 g
a 98% de pureza, possuindo 174,18 de peso molecular.

Hidroxido de Sodio (NaOH): disponivel em p6, mantido a temperatura ambiente, ob-
tido a partir de VETEC Quimica Fina (Brasil) em frasco contendo 500 g, possuindo
40,0 de peso molecular;

Peroxido de hidrogénio (H202): disponivel em liquido, mantido sob refrigeracdo,
obtido a partir de Merck KGaA (Alemanha) em frasco contendo 1 L a 30% de pureza;
Sacarose: disponivel em po, mantida sob refrigeragdo, obtida a partir da Sigma-Aldrich

(Brasil), em frasco contendo 5 kg;
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4.2. PRIMEIRA ETAPA: MONITORAMENTO AMBIENTAL DE COC E BE
A primeira etapa correspondeu a fase de monitoramento de COC e BE em aguas

fluviais da Macrorregiao de Drenagem da Baia de Guanabara (Figura 11).

4.2.1. Amostragem e analises fisico-quimicas

Os pontos de coleta foram amostrados em aguas fluviais na Macrorregido de
Drenagem da Baia de Guanabara, correspondendo a:
. Canal do Cunha — PTO1 (UTM 22°52'49.36"S; 43°14'23.08"0, Zona 23K)
Apresentando IQA qualificado como muito ruim (Figura 8), o Canal do Cunha esta localizado
na sub-bacia de mesmo nome, a qual abrange bairros como Manguinhos, Cachambi, Benfica,
Meier, Engenho da Rainha, Piedade e Benfica, sendo representada principalmente pelos rios
Jacaré, dos Frangos, Faria (IQA muito ruim) e Timb¢ (estes tltimos, originando o Canal Faria-
Timbo) (INEA, 2019a). O ponto de coleta foi definido sobre ponte na Av. Brasil, altura de Man-
guinhos por motivos técnicos de viabilidade de coleta.
. Foz do Canal do Mangue — PT02 (UTM 22°54'1.29"S; 43°12'36.68"0O, Zona 23K)
Localizado na Sub-bacia de mesmo nome, o Canal do Mangue (IQA muito ruim) ¢ uma impor-
tante via de drenagem do MRJ, a qual abrange a regido da grande Tijuca e Centro da cidade do
Rio de janeiro (Figura 8) (INEA, 2019a). Com uma extensdo de 3 km, as dguas do canal sdo o
resultado da mistura das 4guas de rios como Rio Maracand, Rio Joana, Rio Trapicheiro e Rio
Comprido, todos qualificados como precarios quanto a indices de qualidade de agua (Figura 8)
(INEA, 2019a; SOS MA, 2019, 2020);
. Foz do Rio Carioca — PT03 (UTM 22°56'0.63"S; 43°10'20.40"O, Zona 23K)
Apresentando um IQA regular (SOS MA, 2019, 2020), o Rio Carioca esta localizado em sua
maior extensao na sub-bacia de mesmo nome, restando apenas alguns metros até seu desague
na Sub-Bacia de Botafogo (sem nenhum afluente a partir da divisa entre as sub-bacias. O ponto
de coleta foi escolhido como a montante da estacdo de tratamento do Aterro do Flamengo da
CEDAE, visando corresponder a uma amostra mais comparavel com a dos demais pontos de
coleta. O Rio Carioca tem sua nascente na Floresta da Tijuca, passando pelos bairros Cosme

Velho e Laranjeiras, além de receber aporte dguas de diferentes canais do bairro Catete.

. Foz do Rio Iraja — PT04 (UTM 22°49'6.05"S; 43°17'6.09"0, Zona 23K)
Localizado na Sub-bacia do Rio Iraja/Canal da Penha, o rio Iraja apresenta IQA classificado
como muito ruim (Figura 8), recebendo aporte de aguas escoadas dos bairros Iraja, Bras de

Pina, Penha, Cordovil, Olaria e arredores, por meio dos rios Arapogi, Quitungo (IQA regular)
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e Bicas, além de canais como o Castelo Branco e Canal da Penha (IQA muito ruim) (Figura 8)
(INEA, 2019a; SOS MA, 2019, 2020).

. Foz do Rio Meriti - PT05 (UTM 22°48'3.08"S; 43°18'19.65"0, Zona 23K)
Localizado na Sub-bacia dos Rios Pavuna, Acari e Meriti, o0 Rio Meriti (IQA muito ruim) faz
divisa entre os Municipios do Rio de Janeiro e Duque de Caxias e desagua na Baia de Guana-
bara (Figura 8). Apresentando uma extensdo de 5,6 km, o Rio Meriti abrange os bairros de
Parque Anchieta, Pavuna, Jardim América e Vigario Geral, destacando-se por apresentar indice
de qualidade de dgua precério em 100 % de seus afluentes monitorados (Rios Pavuna, Acari e
Cachorros) (Figura 8) (INEA, 2019a; SOS MA, 2019, 2020).

Todos os rios e canais urbanos monitorados estdo associados ao aporte de aguas fluviais que
perpassam aglomerados urbanos subnormais. Segundo o IBGE, esgotamento sanitario ¢ consi-
derado o servico de maior precariedade nesses locais (IBGE, 2010). Uma vez considerada a
relagdo entre o aporte de COC e BE em ambientes naturais e esgotos (MALDANER et al.,
2012), a presenca de localidades com potencial aporte de esgotos in natura nos corpos hidricos
investigados deve ser levada em considera¢do como fator de influéncia parcial para a presenga

destes contaminantes.



Figura 11: Mapa dos pontos de coleta em aguas fluviais na Macrorregido de Drenagem da Baia de Guanabara.
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Em cada um dos cinco pontos investigados foram coletados 1 L de amostra (amostra
simples) para as analises cromatograficas e fisico-quimicas. O detalhamento dos dias, horarios
de coleta foram dispostos no Anexo II deste documento. Os frascos de coleta foram previamente
lavados em 4gua corrente, mantidos em banho de acido nitrico 5 % por 48 h, rinsados com
hexano 98-99%, enxaguados em &agua ultrapura, rinsados em metanol PA e enxaguados
novamente em agua T1 (agua ultrapura) (adaptado de CETESB, 2011). A coleta foi realizada
sobre ponte em cada ponto investigado, observando a profundidade de cerca de 50 cm da
superficie. A profundidade de coleta foi determinada em 50 cm, uma vez que COC e BE tendem
a permanecer na coluna d’agua (FEITOSA; SODRE; MALDANER, 2013). As amostras foram
acidificadas em campo a pH 2 com HCI (EMCDDA, 2016; POSTIGO; LOPEZ DE ALDA;
BARCELO, 2008), transportadas ¢ armazenadas a 4 °C por 24 h (CASTIGLIONI et al., 2013).

Foram realizadas oito campanhas de monitoramento, considerando o periodo de 8:30-
12:30h, englobando tanto a estacdo seca (menor pluviosidade) nos dias 12/05/22 (quinta-feira),
11/07/22 (segunda-feira), 22/08/22 (segunda-feira) e 19/09/22 (segunda-feira), quanto a
chuvosa (maior pluviosidade) nos dias 24/10/22 (segunda-feira), 16/11/22 (quarta-feira),
19/12/22 (segunda-feira) e 17/01/23 (terga-feira) (ANEXO II). Com isso, foram avaliados os
niveis de COC e BE em contraste com indices pluviométricos das tltimas 96 h até amostragem
obtidos a partir de dados do portal ALERTA RIO (2023). Os dados pluviométricos foram
obtidos conforme indices da Estacdo AlertaRio atrelada a sub-bacia hidrogréafica
correspondente a cada ponto de coleta, sendo Estacdo 23 (Grande Méier) para C. do Cunha,
Estacdo 33 (Tijuca/Muda) para C. do Mangue, Estagdo 31 (Laranjeiras) para Rio Carioca,
Estacdo 11 (Irajd) para Rio Iraja e Estagdao 24 (Anchieta) para o Rio Meriti.

Nitrogénio amoniacal e demanda quimica de oxigénio foram analisados de acordo
com o Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (CLESCERI;
GREENBAERG; EATON, 1998) no Laboratério de Biorremediagdo, Fitotecnologias e
Inovagdo no Tratamento de Agua e Efluentes (LABIFI-UERJ) e pH, condutividade, salinidade
e temperatura foram analisados utilizando uma sonda multiparametros Hanna HI 9828

(Woonsocket, EUA).

4.2.2. Parametros de extracio e determinacio em LC-MS/MS
As amostragens e analises cromatograficas foram realizadas em colaboracdo com o
LABIFI-UERJ e com o Laboratério Brasileiro de Controle de Dopagem (LBCD-UFRJ).
Cocaina e benzoilecgonina foram analisadas nas amostras a partir de filtragdio em

microfibra de vidro (1,2 pmol L), nova filtragio em membrana de acetato de celulose (0,2
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umol L) e extragdo em fase solida com cartuchos Oasis HLB® (6 mL, 500 mg) (adaptado de
CAMPESTRINI; JARDIM, 2017). O acondicionamento dos cartuchos HLB foi realizado com
5 mL de MeOH e 5 mL de dgua ultrapura. Aliquotas de 250 mL das amostras foram percoladas
pelos cartuchos no fluxo aproximado de 5 mL min™. Apds percolacdo, a etapa de clean up
consistiu na percolagdo de 5 mL de dgua ultrapura. Os cartuchos foram secos a vacuo por 10
min e eluidos com 6 mL de uma solu¢do MeOH:ACN, 95:5 (v/v). Em seguida, foi procedida a
etapa de evaporacdo at¢é a secura sob corrente de nitrogénio (adaptado de
CAMPESTRINI; JARDIM, 2017, MALDANER et al., 2012). O extrato seco foi
ressuspendido para um volume final de 1,25 mL (resultando na concentragao final da amostra
em x200), com uma solu¢do agua:metanol, 70:30 (v/v), contendo formiato de amonio (3,5
mmol L) e 4cido formico (0,1%) como aditivos, transferindo-se a solucdo final para os frascos,
para analise em LC-EMAR.

A identificagdo e quantificacdo de cocaina e benzoilecgonina foi realizada através da
técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo. As
andlises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida Dionex 3000 UHPLC
(Thermo Scientific), com uma coluna Thermo Scientific Syncronis (Thermo Scientific) C18
(1.7 u, 50 x 2.1 mm), mantida a temperatura constante de 40 °C. Nas condig¢des iniciais de
analise, a fase movel (A) foi composta de solu¢dao aquosa de acido formico 0,1 % e 5 mmol L
!'de formiato de amédnio, enquanto a fase movel (B) consistiu em solugio metandlica, também
contendo 0,1 % de acido formico. Uma condi¢do do tipo gradiente com um fluxo constante de
0,4 mL min' foi adotada. Antes da aplicacio do gradiente, a coluna foi mantida em uma
condig¢do isocratica com 5 % de B por 0,3 min. O gradiente seguiu as seguintes condigdes:
aumento para 10 % de B entre 0,3-0,5 min; 25 % de B de 0,5-1 min; 90 % de B de 1-6 min, e
100 % de B de 6-8 min. A condi¢do isocratica de 100% B foi mantida até 9 min, reduzindo para
5 % em 9,1 min e mantida nesta condi¢ao até 12 min. O volume de inje¢do foi de 5 puL. Foi
utilizado um espectrometro de massas Q-Exactive Plus (Thermo Scientific), com ionizagao do
tipo electrospray (ESI). As condi¢des de ionizagao consistiram em uma voltagem de 3.9 kV (+)
e 3.9 kV (-); temperatura de capilar de 380 "C; S-lens com RF 90; sheath gas em 40 (unidades
arbitrarias); gas auxiliar em 5 (unidades arbitrarias). O equipamento foi operado em modo de
aquisicao total (full scan) em modo positivo, intervalo de massas de m/z 100—-800 e resolugdo
de 70 K unidades. Adicionalmente, foi realizado um experimento de fragmentagao total (all ion
fragmentation - AIF), em modo positivo, adquirindo no intervalo de m/z 80—800 e resolucao de
17,5 K unidades. O monitoramento dos ions foi realizado em modo positivo [M+H]" para m/z

304,15433 com tempo de retencao esperado de 4,44 minutos para cocaina e m/z 290,13868
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com tempo de reten¢do esperado de 4,36 minutos para benzoilecgonina (intervalo de tolerancia
de 0,1 min).

Para a quantificagdo, foi adotada a estratégia de padronizagao interna (PI) adicionando
material de referéncia cocaina-d3 (COC-D3) as amostras, adquirido de Cerilliant (Austin, TX,
EUA). Uma curva analitica foi construida para ambos os analitos (COC e BE) utilizando pool
de amostras de 4gua de rio, conforme as concentragdes 10, 25, 50, 75, 100 e 150 ng mL! para
COC (considerando-se 12> 0,99) e 50, 75, 100, 250, 500 e 750 ng mL! para BE (considerando-
se 1 > 0,99) (N° de injegdes = 5). Quando necessario, os resultados das amostras foram
comparados com uma curva de baixa concentragdo de 5 pontos (r? = 0,990 para COC ¢ 0,994
para BE), semelhante ao aplicado por Campestrini e Jardim (2017). As razdes area do
analito/area do PI foram utilizadas nas estimativas das concentracgoes.

Foram realizados testes para determinacdo de parametros de performance do método
de quantificacdo. Para tanto, foram preparadas curvas de area do analito sobre area do padréo
interno deuterado (COC-D3), nas concentragdes 1, 2, 5, 10, 25, 50 e 75 (ng mL™!) para COC e
1,2,5, 10, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 (ng mL') para BE. As curvas foram preparadas utilizando
como solventes (A) proporcdo 70:30 de fase movel A: fase mdvel B e (B) pool de agua dos
cinco pontos de coleta, servindo de base ao ensaio de recuperacéo a partir de solucées de padréo
analitico de COC e BE (25 ng mL™).

Os ensaios de recuperagdo foram realizados nas duas nas matrizes (dgua ultrapura e
agua de rio) visando efeito comparativo, culminando na investiga¢ao da eficiéncia do método.
Dessa forma, o ensaio de recuperagdo (Equagdo 1) foi realizado utilizando as concentragdes
iniciais (de baixa e de alta) de 50 e 125 ng L de analito em 250 mL de cada matriz,
concentrando-se x200 apos a extragdo (n=3). O intervalo de recuperacdo adequado foi
considerado entre 50-120 % de recuperagdo (adaptado de EPA, 2016). COC-d3 foi utilizada
como PI (concentragdo inicial de 0,05 pug L), sendo adicionada aos 250 mL de solugio
previamente ao procedimento de extragao.

Equagao (1)
C.SPE x 100
(CN.SPE x CPDinj) x CN.PD™1

Recuperagio (%) =

Onde:

C.SPE = Concentracdo de analito obtida ap6s SPE;

CN.SPE = Concentracdo nominal do ponto de baixa ou de alta na SPE;
CPDinj = Concentragdo de padrdo analitico obtida apds injecao direta;

CN.PD = Concentragao nominal do padrao analitico na inje¢do direta.
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A precisdo (Equacdo 2) e a exatidao (Equagdo 3) do método foram calculadas
conforme o desvio padrdo relativo das injecdes durante o ensaio de recuperacdo e a relagao
entre concentra¢do obtida e nominal em cada faixa testada (10 e 25 ug L), conforme ANVISA

(2003).

Equagdo (2)
Precisido (%) = DF x 100
CMD
Equagao (3)
Exatidio (%) = CMD
CNom

Onde:

DP = desvio padrao da concentracdo obtida ap6s SPE;

CMD = Concentracdo média obtida ap6s SPE;

CNom = concentragdo nominal (de baixa ou de alta) aplicada.

Os limites de deteccgao (sensibilidade) (LD) e de quantifica¢ao (LQ), compreendidos
como a menor concentracdo de analito que pode ser detectada e a menor que pode ser
quantificada no método, respectivamente, foram calculados conforme ANVISA (2003), pela
relagdo entre intercepto e inclinagdo da reta calculada na curva analitica (Equagdes 4 € 5). Assim
foram utilizadas 3 curvas na matriz 4gua de rio, geradas ao longo das coletas realizadas (n = 3),
as quais, também apontaram o coeficiente de determinacdo (r*) demonstrado na sessdo

resultados deste documento.

Equacao (4)
__ DP.Intercep x 3
B MD.Inc
Equagao (5)
_ DP. Interc x 10
~ MD.Inc
Onde:

DP,Intercep = desvio padrdo do intercepto calculado na curva analitica;

MD,Inc = média da inclinagdo da curva analitica;
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4.3. SEGUNDA ETAPA: ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS COM ZEBRAFISH
Concentragdes ambientalmente relevantes de COC e¢ BE foram utilizadas como
parametro para aplicacdo dos ensaios ecotoxicologicos. O Quadro 3 da sessdo 3.2.1 (detecgao
ambiental de COC e BE no Brasil) serviu como ponto de partida para o planejamento das
concentragdes utilizadas no ensaio com os embrides (Quadro 7). J& as concentragdes utilizadas

no ensaio com peixes adultos foram adotadas a partir das aplicas por Parolini et al. (2017)

(Quadro 9).

4.3.1. Ensaio de toxicidade aguda com embribes de zebrafish (FET Test)

O ensaio para avaliagdo da toxicidade aguda em embrides de zebrafish foi realizado no
Laboratério de Fisiologia e Biotério Zebrafish INCQS/FIOCRUZ, conforme adaptagdo do
protocolo n. 236 da OECD (OECD, 2013). Os protocolos n. 16/2019 (Criagdo e Manejo do
Zebrafish — Danio rerio) e 17/2019 (Teste de Toxicidade Aguda em Embrido de Peixe — FET
test) foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Laboratério (CEUA) da
Fiocruz.

Os embrides recém-fertilizados e viaveis, obtidos no Servi¢o de Animais de Laboratorio
do Departamento de Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS, Fiocruz) foram expostos as substancias de interesse e avaliados
quanto aos efeitos toxicos por um periodo de 96 h de desenvolvimento embrionario.

O Fish Embryo Toxicity Test (FET Test) foi iniciado com o acasalamento dos animais, a
partir de desova em tanques individuais seguindo a propor¢do 2:1 (macho:fémea). Os peixes
adultos foram separados em tanques individuais, culminando na desova (inicio do ciclo seguinte
de iluminacao) e recolhimento dos ovos (adaptado de OECD, 2013). Os ovos fecundados foram
selecionados aleatoriamente com pipeta descartdvel, em detrimento dos ovos coagulados
(destinados ao descarte). A exposicao dos embrides as concentragdes de COC e BE foi realizada
conforme descrito no Quadro 7 e visando preservar o inicio da exposi¢do preferencialmente

antes de 90 minutos pos-fertilizacao (1,5 hpf).
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Quadro 7: Planejamento das exposi¢des dos embrides de zebrafish COC e BE.

Tipo COC (ng L) BE (ngL?1) Id.
Controle meio cult. 0 0 1
MeOH 0 0 2
COC-50 50 3
COC-500 500 4
COC-1000 1000 5
COC-2000 2000 6
COC-3000 3000 7
COC-5000 5000 8
BE-50 50 9
BE-500 500 10
BE-1000 1000 11
BE-2000 2000 12
BE-3000 3000 13
BE-5000 5000 14

Para a execu¢do do ensaio foram utilizadas placas de plastico com 24 pocos (em
duplicada), com alojamento de um embrido por pogo e trocas didrias do volume total de solugdo,
conforme método semi-estatico, visando manter as concentragdes de COC e BE ao longo das
96h de ensaio (adaptado de PAROLINI et al., 2017). As dilui¢gdes das substancias testadas foram
realizadas com a mesma solucdo utilizada como “meio embridnico”, a partir de solugdes de
padrdes de COC e de BE em MeOH, preconizando aplicar-se 0 mesmo volume de solucao de
padrao em cada poco (500 pL). O volume total de meio embridnico + solu¢do padrdao em cada
pogo totalizou 2 mL (adaptado de PAROLINI et al., 2017). A solugdo meio embridnico foi
preparada a partir da dgua reconstituida, conforme descrito em OECD 236/13, correspondendo
a grau de dureza equivalente a 100-300 mg L™! CaCO3, 26 +1 °C e pH 6,5-8,5 (OECD, 2013).

Para o controle negativo foi utilizado apenas meio embrionico, o qual serve como
parametro, viabilizando o teste quando observada mortalidade dos embrides inferior a 10 %
(OECD, 2013). A viabilidade dos ensaios foi também confirmada quando observados efeitos
teratogénicos e morfologicos em menos de 10 % dos embrides dos controles de meio
embridnico a 72 h de experimento (GUARIENTI et al., 2014). Foi também realizado uma
exposicao a MeOH, visando observar efeitos que seriam provenientes da acao do solvente sobre
os embrides. Ja o controle positivo preconizado no guia da OCDE, onde se exige a mortalidade
entre 20 e 80% dos animais, ndo foi realizado neste trabalho, por ser contrario aos principios

dos 3Rs de reducao e refinamento.



80

Os embrides foram analisados a cada 24 h (24, 48, 72 e 96 h) em uma lupa com
controle de temperatura Leica S9i (Leica Microsystems Ltd., Italy), registrando-se observagoes
apicais como indicadores de letalidade: (1) coagulacdo de ovos fertilizados, (2) falta de
formacéo de somito, (3) falta de desprendimento do broto da cauda do saco vitelinico e (4) falta
de batimentos cardiacos, bem como (5) malformacdes das regides ventral e pericardio. No final
do periodo de exposicdo, a toxicidade aguda foi determinada com base em resultados positivos
em qualquer uma das observacdes apicais registradas, aplicando-se o sistema de scores
conforme o Quadro 8 (adaptado de GUARIENTI et al., 2014).

Quadro 8: Sistema de scores de efeitos aplicaveis aos embrides expostos

Endpoints 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf Pontuagéo
Atrasos na formagéo 1 1 1 1 4
Edema no pericardio 1 1 1 1 4
Edema / inchago no saco vitelinico 1 1 1 1 4
Malformacéo da cauda/vértebra 1 1 1 1 4
Baixa resposta ao toque 1 1 1 1 4
Score por dia 5 5 5 5 20

Obs:.: Casos de evento de morte receberam score conforme a pontuacdo méxima de efeitos observaveis para até a
respectiva etapa do ensaio, compreendendo-se score = 5 quando verificada morte nas primeiras 24 h, score = 10
para 48 h, score = 15 para 72 h e score maximo de 20 para 96 h. Casos de deformacdo generalizada receberam
score = 3/ dia.

Obsz.: Adaptado de Guarienti et al (2014).

O descarte de carcagas dos embrides foi estabelecido por CONCEA (2023),
compreendido em acondicionamento em sacos plasticos especificos para descarte de material
bioldgico, sendo posteriormente selados, identificados, congelados (-18 °C) e encaminhados a
autoclavardo e incineragdo (CONCEA - CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL, 2023).

4.3.2. Ensaio de toxicidade cronica com zebrafish adulto
Zebrafish adultos (3 cm £lcm) foram fornecidos por vendedores especializados e

mantidos em tanques de manutencdo (150 L, 100¥*40*40 cm) para aclimatagdo por 7 dias,
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conforme os pardmetros pH 7-7,6, temperatura 23-27 °C, dureza da 4gua em 10-60 mg CaCO3
L, NH4" < 0,05 mg L', NO2” < 0,1 mg L aeragdio constante, densidade maxima de 1 g L™!
(gramas de peixe:Litros de agua), fotoperiodo de 12/12 h por dia e alimentacao duas vezes ao
dia com ragao Zeigler adult zebrafish irradiated diet 1.0 mm (Pensilvania, EUA) (adaptado de
BRASIL. ABNT NBR 15088/16, 2016; OECD 203, 1992; SCHNEIDER et al., 2009). Ap6s
aclimatacdo, 36 peixes (comprimento 4,17 £ 0,35 cm e massa 2,26 g + 0,45 g) foram
transferidos para aquarios de exposi¢ao de 36 L (49,5*30*24,5 cm), contendo agua do aquario
de manutengao fortificada com COC ou BE, utilizando como base as concentragdes ambientais
aplicadas por Parolini et al. (2017), contando também com duas exposi¢des mistas de COC e
BE (Quadro 9). O ensaio de toxicidade cronica com peixes zebrafish adultos esta amparado
pela licenca L-001/2023 referente ao protocolo CEUA/IOC-035/2022 da Fundac¢do Oswaldo
Cruz (Anexo I).

Quadro 9: Planejamento das exposi¢des dos peixes zebrafish adultos.

Tipo COC (ng LY) BE (ng LY Id.
Controle 0 + 0 1
10 + 0 2
1000 + 0 3

Unitarias
0 + 10 4
0 + 1000 5
10 + 1000 6

Misturas
1000 + 10 7

Os ensaios totalizaram 21 dias de exposi¢ao, com troca de 50 % do volume da solugao
a cada 48 h (sistema semi-estatico) para manutencdo da concentracdo dos contaminantes
avaliados (GE et al., 2015) e pardmetros da dgua supracitados (BRASIL. ABNT NBR 15088/16,
2016). O aquario controle foi submetido aos mesmos procedimentos, porém sem adicdo de
contaminantes. A cada sete dias, 12 peixes foram separados (aleatoriamente) com um puca apos
a reducdo do volume de agua do aquério, de forma a facilitar a captura. Em seguida os peixes
foram individualmente eutanasiados por meio de imersdo em banho de agua com gelo (0 a 4
°C) (sem que estes tenham contato direto com o gelo) por 10 minutos até a perda de movimentos
operculares, seguindo-se a decapitacdo e insercdo de agulha metdlica na porcao cerebral,
conforme estabelecido por normas nacionais e internacionais (AVMA, 2013; BORSKI;

HODSON, 2003; CCAC, 2005; CONCEA, 2015).
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Quanto a perfuragdo craniana, a RN n® 37/2018 do CONCEA, no paragrafo 8.14.17.1,
define que deve ser realizada por “um instrumento perfurante fino, pontiagudo e afiado [...]
introduzido com forca e rapidez para produzir depressdo imediata do SNC”. No mesmo
paragrafo, a RN n° 37 indica que a metodologia de perfuracao craniana deve ser aplicada “como
método complementar, apds o uso de um outro método que garanta a inconsciéncia do animal”.
Assim, dada a caracteristica dos endpoints (efeitos subclinicos de estresso oxidativo a nivel
celular em oOrgdos) avaliados, nao foi aplicado o uso de substancia externa, visando que os
resultados bioquimicos ndo sejam afetados. A eutandsia foi realizada em ambiente que nao
permite que outro animal assista o procedimento e os objetos utilizados foram limpos antes da
entrada de cada animal.

Uma vez que ndo hé guilhotinas especializadas para a eutanasia de peixes de 3 cm de
comprimento (estdgio adulto), assim como para roedores neonatais (AVMA, 2013, pag. 39), o
procedimento foi realizado conforme a indicagdao do referido protocolo, por meio do uso de
laminas afiadas. No caso deste estudo, foi utilizado um bisturi com lamina de 2,5 cm de
comprimento. Quanto a agulha metalica utilizada, embora nenhum dos protocolos supracitados
estabeleca parametros especificos, uma vez considerado o pequeno porte do peixe zebrafish,
uma agulha do tipo 21G foi utilizada.

Cérebro e figado (pools de 12 cérebros e pools de 12 figados a cada semana) foram
recolhidos e armazenados a -20 °C para posterior andlise dos biomarcadores de estresse
oxidativo: enzima superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), tiois totais (TOT), glutationa-
S-transferase (GST), peroxidacao lipidica (LPO) e carbonilag¢do de proteinas (PC).

Os animais foram considerados como potencialmente infectados. As carcagas foram
autoclavadas para posterior descarte em lixo bioldgico para aterro sanitario controlado,
conforme programa de gerenciamento de residuos so6lidos do LAPSA/IOC (carcaga descartada

em lixo bioldgico infectante).

I. Analises de biomarcadores de estresse oxidativo em figado e em cérebro

As avaliacdes de niveis de estresse oxidativo no cérebro e no figado dos peixes foram
realizadas conforme protocolos ja preestabelecidos no laboratério de ecotoxicologia do
Laboratorio de Avaliagdo e Promocao da Satide Ambiental (LAPSA/IOC). Dessa forma, os
niveis de estresse oxidativo foram determinados pela avaliacao dos niveis dos biomarcadores
SOD, CAT, TOT, GST, MDA e PC nas amostras de figado e cérebro dos peixes. Todas as
analises foram normalizadas por meio de determinagdo de proteinas totais nas amostras de

figado e cérebro.
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() Determinagdo de proteinas

A determinacdo de proteinas totais, utilizada como fator de corre¢ao (normalizagao)
das analises de biomarcadores enzimaticos € ndo enzimaticos de cada amostra, foi realizada de
acordo com adaptagdo do método de Lowry et al. (1951) modificado por Peterson (1977). A
aplicagdao do método foi compreendida pelas fases de extragdo e de quantificagdo nas amostras.
A fase de extracdo consistiu na homogeneizagdo da amostra em tampao fosfato de potassio 50
mmol L' a pH 7 (contendo fosfato de potassio monobasico e fosfato de sddio dibasico), seguida
de centrifugagdo por 10 min a 10.000 rpm (a 4 °C) em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5425R
(Hamburgo, Alemanha) (YAN et al., 2015). Apos esse procedimento, na fase de quantificagao,
uma aliquota de 20 pL do sobrenadante foi misturada a 980 puL de dgua ultrapura, seguida da
adi¢do de 400 pL de reativo A, composto por 12,5 mL 4gua ultrapura, 12,5 mL de NaOH 0,8
mol L', 12,5 mL de solugdo de SDS 10 % e 12,5 mL de solugdo CTC (1,25 g de carbonato de
sodio, 0,250 g de tartarato de sodio e potassio e 0,125 g de sulfato de cobre, avolumados para
12,5 mL com agua ultrapura). Na sequéncia, foram adicionados 200 pL de reativo B (solugdo
20 % de Follin ciocalteu fenol 2N) a mistura, seguindo-se a incubagdo por 30 minutos no escuro.
Por fim, a quantificagdo de proteinas totais foi realizada comparando-se os valores (de
absorbancia a 750 nm, em leitor de microplaca) da amostra com os de uma curva analitica
preparada com solu¢do de 2,0 mg mL! de BSA e 4gua ultrapura. A analise foi realizada em
leitor de microplaca LTEK INNO (Gyeonggi-do, Coreia do Sul) e as concentragdes a utilizadas
na curva analitica corresponderam a 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 ug mL™! (solugdo BSA 2 mg

mL':4gua deionizada). Resultados expressos em pg uL! (proteina:lisado de tecido).

(b) Determinacio de superéxido dismutase (SOD)

A determinagdo do biomarcador SOD foi realizada via Superoxide Dismutase Assay
Kit (Cayman Chemical Company, EUA). O kit utiliza sal de tetrazolio para a detec¢do de
radicais superoxido gerados pela xantina oxidase e hipoxantina, apds procedimento de extragao
nas amostras de cérebro e figado. O procedimento de extragdo consistiu na homogeneizagao da
amostra em tampio fosfato de potdssio 50 mmol L™ & pH 7 (contendo fosfato de potassio
monobdsico e fosfato de sddio dibasico), seguida de centrifugacdo por 10 min a 10.000 rpm (a
4 °C) em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5425R (Hamburgo, Alemanha) (YAN et al., 2015).
Em seguida, foi realizada a analise de SOD. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade
de enzima necessaria para inibir 50% da dismutagdo do radical superoxido. O meio reacional
foi composto por 200 pL de detector de radicais + 10 uL. de amostra (diluicdo x1). A reagao foi

iniciada com 20 pL de xantina oxidase. Uma curva de calibracao foi preparada com padrao de
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SOD e a leitura das amostras e padrdes foi realizada a Amax = 450 nm. Os resultados das
amostras de biomassa foram expressos na unidade internacional de atividade enzimatica (U) e

em funcio da quantidade de proteina presente na amostra correspondente (U.g.ptn™).

(c) Determinacio de catalase (CAT)

A determinagdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi quantificada a partir da
amostra de orgdo apds a dissecagdo, conforme o protocolo de Aebi (1984). A aplicagdao do
método foi compreendida pelas fases de extracdo e de quantificagdo do biomarcador nas
amostras. A fase de extracdo consistiu na homogeneizagdo da amostra em tampao fosfato de
potassio 50 mmol L' 2 pH 7 (contendo fosfato de potassio monobasico e fosfato de sodio
dibésico), seguida de centrifugagdo por 10 min a 10.000 rpm (a 4 °C) em centrifuga Eppendorf
Centrifuge 5425R (Hamburgo, Alemanha) (YAN et al., 2015). Apds esse procedimento, na fase
de quantificagdo, uma aliquota de 121 pL do sobrenadante foi misturada a 1089 pL de agua
ultrapura. A determinagdo da cinética enzimdtica da enzima catalase (CAT) foi realizada por
meio da quantificacdo do consumo de H,O: (Reacdo 1) a absorbancia de 240 nm (AAbs min™!)
em espectrofotdmetro Bel Photonics UV-M51 (Sao Paulo, Brasil), durante 15 segundos, em

duas cubetas de quartzo, uma denominada como cubeta referéncia e outra como cubeta amostra.

CAT
2H,0, — 2H,0+0, Reagio (1)

As andlises foram procedidas com a adi¢ao de 200 pL de tampao fosfato e 400 puL de
amostra na cubeta de referéncia, seguindo-se a adicao de 200 pL de solugao de H>O> (1:299
H>0z:4gua) e 400 pL de amostra na cubeta de amostra, respeitando-se a ordem descrita dos
reagentes, visando evitar a ocorréncia da reacdo de degradagdo antes do inicio da leitura no
espectrofotometro. Resultados expressos na unidade internacional de atividade enzimatica (U)

e em funcdo da quantidade de proteina (U CAT por g de Ptn).

(d) Determinacao de glutationa-S-transferase (GST)

A determinacdo da atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST) foi
quantificada a partir da amostra de 6rgao apos a dissecagdo, conforme o protocolo de Habig,
Pabst e Jakoby (1974). A aplicagdo do método foi compreendida pelas fases de extracdo e de
quantificagdo do biomarcador nas amostras. A fase de extragdo consistiu na homogeneizagao
da amostra em tamp3o fosfato de potassio 50 mmol L' a pH 7 (contendo fosfato de potassio

monobasico e fosfato de sodio dibasico), seguida de centrifugagdo por 10 min a 10.000 rpm (a
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4 °C) em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5425R (Hamburgo, Alemanha) (YAN et al., 2015).
Ap6s esse procedimento, na fase de quantificagdo, uma aliquota de 52 uLL do sobrenadante foi
misturada a 208 uL de dgua ultrapura para as analises de cérebro e uma aliquota de 26 uL do
sobrenadante foi misturada a 234 puL de 4gua ultrapura para as andlises de figado. A atividade
da enzima foi monitorada por meio da formacdo do composto GS-DNB (Reagdo 2) a
absorbancia de 340 nm (AAbs/min) em espectrofotometro Bel Photonics UV-M51 (Sao Paulo,
Brasil), durante 60 segundos, a partir da mistura de 1350 pL de tampao fosfato de potéssio 0,1
mol L' pH 6,5, 50 pL de GSH 50 mmol L', 50 pL de amostra e 50 pL de CDNB 25 mmol L™!

em uma cubeta de quartzo (homogeneizando-se com a pipeta nesta etapa).

GST
GSH + Amostra + CDNB — GS — DNB + H* + Cl~ Reacdo (2)

Os célculos de atividade enzimatica foram baseados na Equacdo 6, na qual sera
utilizada a unidade internacional de atividade enzimatica (U), que equivale & formagdo de

1 pmol de GS-DNB/min. Resultados expressos em U GST por g de Ptn.

( AAbs  AAbs
min Am__minBr
9,6

AAbs/min ) x3mL

x Volume da cubeta (final) = Equacéo (6)

Onde,
U = AAbs/min x 0,3125 — (umol min™' na cubeta)
UmL=Ux10

U/L = (U mL) x 1000

Volume de amostra = 0,1 mL

(e) Determinacio de tiois totais (TOT)

O biomarcador tidis totais foi quantificado a partir da amostra de 6rgdo apds a
dissecacdo, conforme o protocolo de Beutler, modificado por Wilhelm Filho et al. (2005). A
aplicagdo do método foi compreendida pelas fases de extragdo e de quantificacdo do
biomarcador nas amostras. A fase de extracdo consistiu na homogeneizacdo da amostra em
tampdo fosfato de potdssio 50 mmol L' a pH 7 (contendo fosfato de potdssio monobasico e
fosfato de sodio dibasico), seguida de centrifugacao por 10 min a 10.000 rpm (a 4 °C) em
centrifuga Eppendorf Centrifuge 5425R (Hamburgo, Alemanha) (YAN et al., 2015). Apos esse
procedimento, na fase de quantificacdo, uma aliquota de 175 pL do sobrenadante foi misturada
a 175 pL de 4gua ultrapura, seguida da adi¢do de DTNB 0,25 mmol L' (DTNB: tampio fosfato

de sédio 0,1 mol L' pH 8), seguindo-se a incubagio por 15 minutos no escuro. Por fim, a
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quantificagdo de TOT foi realizada comparando-se os valores (de absorbancia a 412 nm, em
leitor de microplaca) da amostra com os de uma curva analitica de solucdo estoque de 10 mmol
L' de GSH (glutationa reduzida) (GSH:tamp?o fosfato de sodio 0,1 mol L' pH 7). A analise foi
realizada em leitor de microplaca LTEK INNO (Gyeonggi-do, Coreia do Sul) e as
concentragdes utilizadas na curva analitica corresponderam a 5, 10, 15, 20 30, 60 ¢ 90 umol L-
! (GSH:tampio fosfato 0,1 mol L™! pH 7). Resultados expressos em pmol de TOT por grama de

tecido, normalizados por grama de proteina (umol g por g Ptn).

(f) Determinacio de malondialdeido (MDA)
SDS + TBA + Amostra -» MDA — TBA Reacao (8)

(Leitura da absorbancia em A = 532 nm)

O biomarcador MDA foi quantificado a partir da amostra de 6rgao apés a dissecacéo,
conforme adaptacdo do protocolo especifico descrito pelo Kit TBARS Assay, fornecido por
Cayman Chemical Company (Michigan, EUA). A aplicacdo do método foi compreendida pelas
fases de extracéo e de quantificacdo do biomarcador nas amostras. A fase de extracao consistiu
na homogeneizacdo da amostra em tampéo fosfato de potassio 50 mmol L & pH 7 (contendo
fosfato de potassio monobasico e fosfato de sodio dibasico), seguida de centrifugacédo por 10
min a 10.000 rpm (a 4 °C) em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5425R (Hamburgo, Alemanha)
(YAN et al., 2015). Apds esse procedimento, na fase de quantificacdo, uma aliquota de 75 uL
do sobrenadante foi misturada a 75 pL de agua ultrapura, seguida da adi¢do de 150 L de acido
tricloroacético 10 % (TCA) e de 1200 pL de solucdo de &cido tiobarbitdrico 0,53 % (TBA)
(constituida de TBA diluido em solugdo 1:1 de AcOH 20 % e NaOH 0,7 mol L?). A
quantificacdo de MDA foi realizada comparando-se os valores (em espectrofotdmetro) da
amostra com os de uma curva analitica preparada com solugio de MDA 100 pumol L em agua
ultrapura (total de 150 pL de solugéo), seguida da adi¢do de 150 puL de TCA 10 % e de 1200
pL de solucdo de TBA 0,53 %. Apds preparo da amostra de da curva analitica, ambos foram
mantidos por 1 hora em termobloco Benfer B-BTB (Sao Paulo, Brasil) a 90 °C, seguido de
banho de gelo por 10 min e centrifugacdo por 10 min a 1600 x g (a 4 “C) em centrifuga
Eppendorf Centrifuge 5430R (Hamburgo, Alemanha). A anélise foi realizada a 535 nm de
absorbancia em leitor de microplaca LTEK INNO (Gyeonggi-do, Coreia do Sul) e as
concentragdes utilizadas na curva analitica corresponderam a 1, 2, 4, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e
70 umol L de MDA em agua. Resultados expressos em pumol L de MDA, normalizados por

grama de proteina (umol L por g Ptn).
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() Determinacao de carbonila¢io de proteinas (PC)

O biomarcador proteina carbonilada (PC) foi quantificado a partir da amostra de érgéo
apos a dissecacao, conforme o protocolo de Mesquita et al. (2014). A aplicacdo do método foi
compreendida pelas fases de extracéo e de quantificacdo do biomarcador nas amostras. A fase
de extracdo consistiu na homogeneizacdo da amostra em tampdo fosfato de potassio 50 mmol
L™ & pH 7 (contendo fosfato de potassio monobasico e fosfato de sodio dibasico), sequida de
centrifugacdo por 10 min a 10.000 rpm (a 4 °C) em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5425R
(Hamburgo, Alemanha) (YAN et al., 2015). Apos esse procedimento, na fase de quantificacao,
uma aliquota de 110 pL do sobrenadante foi misturada a 440 pL de agua ultrapura. Na
microplaca foram adicionados 80 pL de DNPH (2,4-Dinitrofenilhidrazina 10 mmol L?) e de
80 uL de amostra, seguido de inoculacdo por 10 min em temperatura ambiente, adicdo de 40
puL de NaOH 6M, homogeneizacdo com pipeta, nova inoculagdo por 10 min e leitura a 450 nm
em leitor de microplaca LTEK INNO (Gyeonggi-do, Coreia do Sul). A leitura de branco
consistiu em 80 pL de amostra adicionados & 80 pL de solugdo de HsPO40,5 mol L™, seguindo-
se 0 mesmo processo aplicado as demais leituras. Resultados expressos em pumol de PC por

grama de tecido, normalizados por grama de proteina (umol g* por g Ptn).

4.4.  ANALISE ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software Graphpad Prism versado
9.5.1, a partir dos resultados do teste Shapiro-Wilke de normalidade dos dados e pelo teste de
homogeneidade de variancia Brown-Forsythe, considerando-se diferenca significativa para p <
0,05 e normalidade da distribuicdo correspondendo a hip6tese nula. A partir desse ponto, foi
aplicado o teste paramétrico ANOVA (p < 0,05) seguido do teste post-hoc Tukey de
comparacbes multiplas (dados de monitoramento) ou Dunnett (comparagdo entre grupos
expostos e controle). A analise de componentes principais (ACP) foi realizada com o0s
resultados das anélises de biomarcadores de sistema antioxidante e de estresse oxidativo no
ensaio cronico com peixes adultos. As variaveis foram denominadas conforme a abreviagao dos
biomacadores SOD, CAT, GST, GSH (TOT), MDA e PC, seguidas da abreviacdo de cerebro
(CER) e de figado (FIG), especificando o 6rgdo correspondente a analise do biomarcador, bem
como os contaminantes estudados (COC ou BE) e suas misturas (MIX). A forca da correlacédo
de Pearson ou de Spearman (dependendo da normalidade) utilizada na ACP foi definida de
acordo com Favero e Belfiore (2015). A adequacdo da ACP foi determinada pelo método de
Kaiser-Meyer-Olkin (KMO). As variaveis que ndo obtiveram adequacdo conforme o método
de KMO foram retiradas da ACP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  MONITORAMENTO DE AGUAS FLUVIAIS

Oito campanhas de monitoramento foram realizadas nos pontos de coleta Canal do
Cunha, Canal do Mangue, Rio Carioca, Rio Iraja e Rio Meriti, resultando em 4 campanhas na
estacdo seca (maio/2022, julho/2022, agosto/2022 e setembro/2022) e 4 campanhas na estagao
chuvosa (outubro/2022, novembro/2022, dezembro/2022 e janeiro/2023).

A partir dos ensaios para delimitacdo dos parametros de performance do método
(descritos abaixo), foram obtidas as concentragdes de COC e BE nos rios investigados, as quais
foram contrastadas com indices pluviométricos e de pardmetros fisico-quimicos a serem

relatados nos topicos subsequentes.

5.1.1. Performance do método de deteccao de COC e BE

Os ensaios preliminares para validacdo do método de deteccdo de COC e BE,
comparando leituras em pool de dgua de rio com leituras em dgua ultrapura, considerando a
coluna Thermo C18 (50x2,1 mm e 1,7 pn) e SPE com cartuchos Oasis HLB, resultaram nos
cromatogramas apresentados na figura 12 e nos parametros de qualidade de método descritos

na Figura 13.

Figura 12: Cromatogramas representativos das andlises de COC e BE em agua de rio.
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Cocaina e BE foram quantificadas nas amostras de agua de rio a partir da metodolo-

gia proposta, considerando-se m/z 304,15433 para COC, com RT 4,44 minutos (intervalo de
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confian¢a de RT = 0,1 min) e m/z 290,13868 para BE, com RT 4,36 minutos (intervalo de

confian¢a de RT = 0,1 min), conforme representado na Figura 12 e ANEXO IV.

Figura 13: Pardmetros de performance do método, utilizando 50 e 125 ng L' como

concentragdes de preparo de baixa e de alta no ensaio de recuperagdo, sendo concentradas x200

apos procedimento SPE. A = Parametros de qualidade do estudo; B.1 e B.2 = Recuperacdo de

cocaina e benzoilecgonina em agua de rio, respectivamente; C.1 e C.2 = Recuperacao de coca-

ina e benzoilecgonina em agua ultrapura, respectivamente; N = 3 replicatas; DPR = Desvio

padréo relativo; LD = Limite de deteccdo; LQ = Limite de quantificacdo; r2 = coeficiente de

determinacéo; Linha tracejada = faixa adequada de performance de recuperagéo (50-120 %).

Matriz 4gua de rio Matriz 4gua ultrapura
[ ] Teéricas Recuperagéo Precisao Exatidéo Recuperacao Precisao Exatidéo
(ng LY (%) (DPR %) (%) (%) (DPR %) (%)
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125 84,50 7,15 55,00 115,62 1,25 73
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O método aplicado, considerando a aplicacdo da coluna Thermo C18 (diametro 50x2,1

mm e tamanho de particula 1,7 pm) e procedimento SPE com cartuchos Oasis HLB, resultou
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em parametros de performance do método considerados adequados, conforme estabelecido na
metodologia deste documento.

A recuperacdo observada no método manteve-se entre 84-92 % para COC e 60-73 %
para BE, com recuperacdes mais proximas de 100 % para a menor concentracao testada (50 ng
L!) na matriz 4gua de rio. Portanto, apesar da observacdo de um efeito de matriz de supressio
de sinal, as recuperacdes em agua de rio foram consideradas adequadas dentro do intervalo
adotado de 50-120 % (adaptado de EPA, 2016), a exemplo do relatado por Campestrini e Jardim
(2017) em sua investigacdo ( recuperacdo de 69-97 %) de niveis de cocaina em &aguas
superficiais em Sao Paulo/Brasil. Os resultados de recuperagdo do presente estudo também
estdo em acordo com o estudo de Shihomatsu et al. (2017), que investigaram niveis de COC e
BE em 4guas superficiais em Sdo Paulo, considerando a faixa de recuperacao entre 55-105 %.
Cocaina e BE em aguas superficiais também foram investigados por Watanabe et al. (2020),
observando efeitos de supressao e de aumento de sinal relacionados a matriz, pelas recuperagdes
de COC na faixa de 28,9-59,6 % e de BE na faixa de 166,7-217,9 %, (WATANABE et al.,
2020). Apesar das diferencas entre os estudos supracitados, destaca-se que a matriz investigada,
aguas superficiais com a presenga de esgotos, abarca um mix complexo de contaminantes,
enfatizando-se os efeitos de supressao de sinal observados nos trés estudos.

Ja para agua ultrapura, nao foi observado um padrao para resultados de recuperacao
mais proximos de 100 %. Apesar disso, a matriz a4gua ultrapura resultou em melhores indices
de precisdo (0,91-1,25 %) em relacdo a dgua de rio (4,76-13,82 %), possivelmente justificado
pela presenca de interferentes contidos na matriz ambiental. Mesmo com essa diferenca, a
precisdo do método para dgua de rio manteve-se dentro dos valores limitantes (< 15 %)
estipulados pela RN 899/03 da ANVISA (2003). O parametro exatidao resultou em niveis
proximos entre as duas matrizes para a relagdo entre concentragdo obtida e nominal, com 48-
61 % para os analitos em agua de rio e 52-73 % em agua ultrapura. Os resultados de exatidao
do método, entretanto, apontam para a necessidade de uma interpretacao cautelosa da detec¢ao
de COC e BE, considerando a inexatidao associada (Figura 13). Cocaina ¢ BE mantiveram-se
acima dos valores de LQ (Figura 13) em todas as campanhas de monitoramento, conforme

demonstrado na sessao 5.1.3 deste documento (concentragdes de COC e BE monitoradas).

5.1.2. Dados pluviométricos e parametros fisico-quimicos durante as campanhas
Dados pluviométricos das ultimas 96 h até 0 momento da coleta em cada ponto amos-
tral, obtidos no portal ALERTA RIO (2023), resultaram na Tabela 1, sendo apresentados agre-

gados por estacdo chuvosa vs estacdo seca, para efeito de comparacdo. Da mesma forma, 0s



91

pardmetros fisico-quimicos analisados em cada coleta foram dispostos em estagdo seca vs chu-
vosa (Tabela 1). Os resultados detalhados desses parametros seguem descritos no anexo deste

documento (Anexo II).
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Tabela 1: Dados pluviométricos e resultados fisico-quimicos, conforme valores maximo, médio e minimo de cada ponto de coleta durante
estacOes seca e chuvosa. Resultados apresentados como valores méximo, médio e minimo de cada ponto de coleta durante estacdes seca e chuvosa.

Dados pluviométricos correspondem ao acumulado das ultimas 96 h de chuvas na respectiva sub-bacia hidrografica até momento da coleta.

Pluviometria Temperatura H Condutividade Salinidade N-NHs N-Total DQO
(mm m?) (°C) i (us cm) (PSV) (mg L) (mg L) (mg L)
Estacdo  Estacéo Estacdo  Estacéo Estacdo  Estacdo Estacdo  Estacéo Estacdo  Estagéo Estacdo  Estacéo Estacdo  Estacdo Estacdo Estacéo
seca chuvosa seca chuvosa seca chuvosa seca chuvosa seca chuvosa seca chuvosa seca chuvosa seca  chuvosa
Max. 21,8 18,8 247 27,9 71 7,1 732,0 600,0 0,4 0,3 28,6 19,5 26,1 41,6 110,0 121,0
gi?]?]lado Méd. 5.7 85 21,8 24,1 6,9 7,0 564,0 469,0 0,3 0,2 20,4 15,1 19,6 24,5 84,4 88,9
Min. 0,0 1,0 18,6 22,3 6,8 6,8 392,0 375,0 0,2 0,2 12,3 6,7 14,6 17,9 44,6 56,4
Max. 27,4 51,8 24,6 27,3 7,2 7,3 1700,0 4500,0 0,8 2,4 20,1 17,2 49,5 21,0 110,2 130,4
fﬂa;‘nf:udeo Méd. 87 15,2 21,6 24,0 71 7.1 13920 24795 0,6 13 171 11,5 27,0 16,2 74,7 99.1
Min. 0,0 04 19,0 22,6 7,0 6,9 843,0 498,0 0,4 0,2 13,9 7,2 14,0 114 52,9 82,3
Max. 53,8 61,4 25,0 28,2 7,3 74 3555,0 5174,0 19 24,8 15,4 12,4 15,8 12,4 280,7 7442
E;?_ioca Méd. 16,0 16,8 22,1 23,9 71 7,2 1641,3 1519,9 0,9 7,0 10,4 7,2 13,1 8,8 1735 257,0
Min. 0,0 0,4 20,3 22,1 7,0 7,0 274,0 38,6 0,1 0,2 38 0,9 10,8 35 116,6 61,6
Méx. 37,2 7.8 24,9 29,7 7,2 75 9154,0  3659,0 8,8 7,6 29,5 26,3 214 22,0 571,3 7234
Rio Iraja Méd. 11,6 4.4 22,7 25,2 71 7,2 3727,8 1396,3 41 31 21,6 12,6 17,9 16,1 2441 272,9
Min. 0,0 1,0 20,3 21,7 7,0 7,0 13,2 13,3 0,3 0,1 13,7 0,7 13,6 3,9 21,2 72,1
Max. 394 8,0 26,8 32,0 7,2 72 7236,0  6896,0 4,0 38 337 23,9 26,3 22,2 439,8 2031
Rio Meriti  Méd. 15,5 5,6 235 26,3 7,2 7,1 4928,3 4767,8 2,7 2,6 25,3 16,1 20,7 19,9 324,0 171,5
Min. 0,0 4,0 21,2 23,1 7,1 7,0 904,0 1674,0 04 0,8 16,8 10,0 17,8 16,3 2274 109,6
Média por
11,48 10,09 22,33 24,69 7,07 7,12 2450,66 2126,49 1,71 2,83 18,96 12,47 19,68 17,09 180,15 177,86

estacéo
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Os dados pluviométricos indicaram, para as 96 h prévias a coleta, uma média de 11,48
mm m= para a estagdo seca, enquanto 10,09 mm m=2 foram observados na estagdo chuvosa
(medianas 9,20 e 5,10 mm m?, respectivamente) (ANEXO I1). Com isso, 0s pontos de coleta
C. do Cunha, C. do Mangue e Rio Carioca apresentaram maiores valores pluviomeétricos médios
na estacdo chuvosa (outubro/2022-janeiro/2023), enquanto os pontos Rio Iraja e Rio Meriti
demonstraram maiores indices médios na estacdo seca (maio/2022-setembro/2022) (Tabela 1).
Esses maiores indices na estacdo seca estariam relacionados ao observado para a coleta de se-
tembro/2022, a qual apresentou maiores indices pluviométricos em relacdo a todas as coletas
(ANEXO I1). Rio Carioca e Canal do Mangue despontaram como 0s que receberam mais chu-
vas (mm m2) durante as campanhas na estacdo chuvosa, enquanto na estacao seca, Rio Carioca
e Rio Meriti despontaram com os maiores indices. Uma vez que os contaminantes investigados
neste estudo tém seu aporte nos ambientes aquaticos relacionado ao esgoto e, neste caso, esgo-
tos clandestinos em rios, o parametro pluviometria relaciona-se com a “diluicdo” de niveis de
COC e BE no corpo hidrico, com o carreamento de esgotos que estariam retidos nas galerias
(aportando mais rapidamente nos rios) e com a mudanca de temperatura do corpo
hidrico investigado.

A temperatura dos rios investigados, assim como o pH, tem influéncia sobre a estabi-
lidade de COC e BE. COC pode ser rapidamente hidrolisada a BE em temperatura ambiente (=
20 °C) em 4guas superficiais com pH em torno de 7-8 (CAMPESTRINI; JARDIM, 2017,
FONTES et al., 2019). COC pode ser hidrolisada & BE em funcéo da temperatura, observando-
se 0 aumento da concentracdo de BE juntamente com o decréscimo da concentracdo de COC
(DEVAULT; LEVI; KAROLAK, 2017). Por sua vez, BE apresenta maior estabilidade (trans-
formagdo < 20 %), enquanto COC apresenta estabilidade em torno de 60-100 %
(CAMPESTRINI; JARDIM, 2017). Neste estudo, maiores temperaturas médias foram obser-
vadas nas &guas coletadas na estagdo chuvosa (24,69 °C) em comparagdo com a estacdo seca
(22,33 °C) (medianas 23,35 e 22,9 °C, respectivamente) (ANEXO I1). O destaque na estacao
seca foi conferido as dguas do Rio Meriti (23,5 °C) e do Rio Iraja (22,7 °C), repetindo-se na
estacdo chuvosa com 26,3 e 25,2 °C, respectivamente. J& o pardmetro pH manteve-se em torno
de 7 em todas as coletas, oscilando entre 6,8-7,5.

Maiores valores medios de condutividade foram observados principalmente na estacao
seca, resultando em 2450,56 ps/cm contra os 2126,49 ps/cm observados nas campanhas da
estacdo chuvosa (medianas 1167,00 e 1137,00 ps/cm, respectivamente) (ANEXO I1). Os mai-
ores indices de condutividade média foram observados na estacdo seca para os rios Irajé (3727,8

ps/cm) e Meriti (4928,3 ps/cm), enquanto o Canal do Mangue e o Rio Meriti despontaram na



94

estacdo chuvosa (2479,5 e 4767,8 us/cm, respectivamente). Semelhantemente, os rios Iraja (4,1
PSU) e Meriti (2,7 PSU) apresentaram maior salinidade na estagdo seca, enquanto os rios Ca-
rioca (7,0 PSU) e Iraja (3,1 PSU) indicaram os maiores indices na estacdo chuvosa. Condutivi-
dade e salinidade relacionam-se com a presenca de ions na agua, principalmente Na*, Ca*?,
Mg*?, K*, CI", SO4?, CO3? e HCO3 (CANEDO-ARGUELLES et al., 2013). fons dissolvidos
podem ser expressos como atividade idnica de uma solugdo em termos de sua capacidade de
transmitir corrente elétrica (CANEDO-ARGUELLES et al., 2013). Assim, a condutividade elé-
trica pode ser representada pela relacdo entre salinidade e temperatura da agua (CANEDO-
ARGUELLES et al., 2013). Condutividade e salinidade podem ser, portanto, influenciadas pelo
movimento de marés (uma vez que a coleta foi realizada proxima a foz), intemperismo na sub-
bacia hidrografica e pelo aporte de efluentes clandestinos nos corpos hidricos, como efluentes
de estacdo de tratamento de esgotos (BONDARENKO et al., 2017; CANEDO-ARGUELLES
etal., 2013).

Na campanha realizada em maio de 2022 foram analisados apenas 0s parametros
associados a sonda multiparametros, sendo estabelecidas as demais analises (N-NH3, N-Total
e DQO) a partir da campanha seguinte, em parceria com o LABIFI-UERJ.

Quanto ao parametro N-NHz, a Norma CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) estabelece
valores limitantes conforme o enquadramento de classes de rios, determinando sua utilizacdo
apropriada. O portal INEA (2023) afirma que, no estado do Rio de Janeiro, apenas o Comité de
Bacia Hidrografica do Rio Guandu possui rios enquadrados de acordo com a politica Estadual
de Recursos Hidricos. Por sua vez, o portal do Comité de Bacia Hidrografica da Baia de
Guanabara (2023), reitera a informacao, acrescentando que, embora proposto no Plano Diretor
de Recursos Hidricos da Baia de Guanabara (PDRH, 2005), 0 enquadramento dos rios ainda
ndo foi realizado, aguardando aporte de recursos para tanto e, portanto, “estes [ri0S] sdo
considerados Classe 2, conforme o Art. 42° da Resolugdo CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005).
Apesar disso, e dos 18 anos desde a publicacio da CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005),
enfatiza-se que os resultados de N-NHz obtidos neste estudo (médias majoritariamente acima
de 13,3 mg L) ndo sdo condizentes com os preconizados pela norma supracitada para rios
classe 2, mas apresentam valores comparaveis aos associados a classe 4 de aguas doces
destinadas apenas a navegacdo e paisagismo. Decerto, o enquadramento de rios a classes
estabelecidas pela Norma CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) ndo é estabelecido/alterado a
partir dos niveis de parametros fisico-quimicos observados nesses corpos hidricos, contudo,
altos niveis de N-NHz, devem ser observados com cautela em termos da contaminacgdo

ambiental potencial. Neste estudo, apenas o Rio Carioca apresentou niveis medios de N-NHs
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abaixo de 13,5 mg L™t em ambas as estacGes (seca e chuvosa), enquanto Canal do Mangue e
Rio Iraja apresentaram médias abaixo de 13,5 mg L™ na estacdo chuvosa. Niveis de N-NH3 na
faixa de 12,1-60 mg L™ representam tipicamente os encontrados em esgotos domésticos
(JORDAO; PESSOA, 2014). Com isso, todos os niveis médios de N-NHs obtidos neste estudo
enquadraram-se aos esperados para esgotos domésticos, exceto Rio Carioca (estacfes seca e
chuvosa) e C. do Mangue (estacdo chuvosa).

A demanda quimica de oxigénio (DQO) corresponde a quantidade necessaria de
oxigénio para oxidar a fragdo organica da amostra, variando tipicamente entre 200-800 mg L™
em esgotos domésticos (JORDAO; PESSOA, 2014). Neste estudo, os rios Iraja e Meriti
apresentaram DQO média correspondente a esgotos domésticos em ambas as estagdes (244,1 e
324,0 mg L na estacdo seca e 272,9 e 171,5 mg L™ na estagdo chuvosa, respectivamente),
sendo também observado para o Rio Carioca na estagdo chuvosa (257,0 mg L?). Elevados
niveis de DQO (acima de 100 mg L), por vezes, podem estar associados a caracteristicas
naturais de corpos hidricos, principalmente associados a &guas negras como o Rio Negro
(Manaus / AM) (LIN; BRAGA; YAMAWAKI, 2005). Apesar disso, dadas as caracteristicas dos
rios urbanos coletados, ressalta-se que os niveis de DQO monitorados neste estudo sugerem
relagdo com uma carga organica proveniente principalmente do aporte de esgotos clandestinos.

O parametro DQO usualmente corresponde a cerca de 2x 0s niveis de DBO (demanda
bioguimica de oxigénio), cuja faixa de 100-400 mg L™ tipicamente € utilizada para representar
esgotos domésticos (DBO 5 dias & 20 °C) (JORDAO; PESSOA, 2014). A Resolugio CONAMA
357/05 cita valores limitantes de DBO para aguas doces até rios Classe 2 (maximo de 10 mg L°
! para DBO 5 dias a 20 °C), ndo restringindo numericamente niveis de DBO para as Classes 3
e 4, porém aponta que estes limites poderdo ser extrapolados caso estudo de capacidade de
autodepuracdo do corpo receptor demonstre que a OD (oxigénio dissolvido) minima
estabelecida ndo seré extrapolada (BRASIL, 2005). Neste estudo, a conversdo direta dos dados
de DQO resultaria em niveis de DBO acima de 100 mg L™ nos rios Carioca, Iraja e Meriti em
ambas as estacOes. Os parametros fisico-quimicos analisados neste estudo apresentaram
indicios de degradagdo ambiental e presenca de esgotos nas aguas dos rios analisados, sobretudo
associados aos niveis de N-NHsz e DOQ tipicamente enquadrados ao esperado para esgotos
domeésticos. O quadro de degradacdo ambiental apresentado estaria relacionado, portanto, ao
aporte de COC e BE nesses rios urbanos, a ser discutido a seguir.
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5.1.3. Concentrac¢oes de COC e BE monitoradas

O monitoramento nos diferentes pontos de coleta revelou que COC e BE estiveram
presentes em 100 % das coletas, em todos os rios amostrados, sempre acima do LQ calculado
(LQ COC 29,80 ng L' e LQ BE 10,29 ng L") (Tabela 2, Figura 14 e ANEXO II1).

Tabela 2: Concentragdes gerais de COC e BE em valores maximo, médio e minimo

durante estacdes seca e chuvosa.

Substéncia Estacéo seca Estacéo chuvosa média global Frequéncia
Max. 487,54 1089,96
COC (ng LY Méd. 192,27 383,68 287,97 100 %
Min. 41,85 43,43
Max. 1576,51 2004,39
BE (ng L) Méd. 504,30 1022,16 763,23 100 %
Min. 128,29 111,34

A concentragio média de COC observada neste estudo (287,97 ng L) correspondeu
a um nivel 115 vezes maior que a observada por Watanabe et al. (2020) em &guas superficiais
nos EUA, e 150 vezes maior que a observada por Van Nuijs et al. (2009) para aguas superficiais
na Bélgica (Quadro 2). COC também foi detectada em outros estudos com aguas superficiais
na Espanha (34,2 ng L), Hungria (0,3 ng L) e Eslovénia (1,58-2,68 ng L), demonstrando
niveis abaixo dos observados no presente estudo (KONDOR et al., 2020; MASTROIANNI et
al., 2016; VEROVSEK et al., 2023). J4 na comparagdo com estudos no Brasil, os niveis de
COC observados superam em 364 vezes o relatado por Campestrini e Jardim (2017) para
deteccdo em aguas superficiais. COC foi detectada em agua proveniente de galeria urbana para
desague no mar em S3o Paulo, observando-se concentracdes na faixa de 1,7-30,3 ng L*
(ROVERI et al., 2020, 2021). Entretanto, os niveis de COC neste estudo mantiveram-se abaixo
dos 2650 ng L de COC relatados por Shihomatsu et al. (2017) no estado de Sao Paulo (Quadro
3).

E importante notar que a concentragdo méaxima de 1089,96 ng L™ de COC observada
neste estudo € maior que a detecta em afluente de ETE / esgoto bruto ao redor do mundo,
considerando os trabalhos de Van Nuijs et al. (2009) (693 ng L), Metcalfe et al. (2010) (823
ng L) e Watanabe et al. (2020) (460 ng L™). A COC detectada neste trabalho (1089,96 ng L-
1y demonstrou-se proxima dos niveis detectados em afluente de ETE / esgoto bruto no Brasil,
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quando comparada aos trabalhos de Silva (2012) (COC 1080 ng L), Da Silva et al. (2018)
(COC 1175 ng L1) e Sodré et al. (2022) (COC 712-943 ng L) (Quadro 3).

Para BE, foi observada em média uma concentragdo (763,23 ng L) 46 vezes maior
que a relatada por Van Nuijs et al. (2009) na Bélgica e 490 vezes maior que a observada por
Mastroianni et al. (2016) na Espanha, ambos em aguas superficiais (Quadro 2). BE também foi
investigada em aguas superficiais no Reino Unido (123 ng L), EUA (6,4-134 ng L), Hungria
(1,2-43,9 ng L) e Eslovénia (6-9,6 ng L), indicando concentracdes abaixo das observadas no
presente estudo (ASIMAKOPQOULOS et al., 2017; KASPRZYK-HORDERN; DINSDALE;
GUWY, 2008; KONDOR et al., 2020; VEROVSEK et al., 2023; WATANABE et al., 2020)

No comparativo com estudos no Brasil, a concentracdo média de BE observada neste
estudo foi 449 vezes maior que a relatada em aguas superficiais por Shihomatsu et al. (2017).
As concentrac@es de BE detectadas em galeria urbana de desague no mar em Sao Paulo também
demonstraram niveis (4,8-278 ng L) abaixo do observado no presente estudo (ROVERI et al.,
2020, 2021) (Quadro 3). No entanto, a média de BE 763,23 ng L™ observada neste estudo foi
menor que os 1019 ng L™ detectados por Campestrini e Jardim (2017) em S&o Paulo (Quadro
3). A maior concentragdo de BE detectada no presente estudo (2004,39 ng L), demonstrou-se
maior que a relatada em estudos nos EUA (ASIMAKOPOULOS et al.,, 2017; FOPPE;
HAMMOND-WEINBERGER; SUBEDI, 2018), Turquia (DAGLIOGLU; GUZEL;
KILERCIOGLU, 2019) e Pol6nia (SULEJ-SUCHOMSKA et al., 2020), os quais detectaram
1070, 1200, 99 e 29 ng L™ de BE em esgoto bruto/afluente de ETE, respectivamente (Quadro
2). J& na comparacdo com trabalhos realizados no Brasil, os niveis de BE detectados neste
estudo ndo superaram os observados nos estudos de Sodré et al. (2018) (BE 4297 ng L!), Da
Silva et al. (2018) (BE 8559 ng L) e Sodré et al. (2022) (BE-final de semana 2238 ng L e
BE-carnaval 3680 ng L) para esgoto bruto / afluente de ETE (Quadro 3). Os maiores niveis
de BE (1812 ng L) observados em monitoramento de afluente de ETE de segunda a quinta-
feira apos semana de carnaval por Sodré et al. (2022) mantiveram-se, entretanto, abaixo dos
2004,39 ng L relatados neste estudo.

A estacdo chuvosa apresentou maiores niveis médios de COC (383,68 ng L) e BE
(1022,16 ng L) comparados aos observados na estagdo seca (192,27 e 504,30 ng L7,
respectivamente) (Tabela 2), com medianas de 149,03 e 289,32 ng L* para COC e 353,03 e
920,19 ng L para BE, respectivamente (ANEXO Il). Simultaneamente, os resultados de N-
NHs e DQO apresentaram menores niveis médios na estacdo chuvosa (N-NHz 17,09 e DQO
177,86 mg L) (medianas N-NH3 12,60 e DQO 115,59 mg L) comparados a estagdo seca (N-
NH3 19,68 e DQO 180,15 mg L) (medianas N-NHs3 17,23 e DQO 116,62 mg L) (Tabela 1 e
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ANEXO I1). Os menores niveis de N-NHz e DQO na estacdo chuvosa indicam uma diluigdo
dos niveis esgoto nos rios urbanos investigados. Mesmo considerando-se que nas sub-bacias
dos rios Iraja e Meriti foram observados maiores indices pluviométricos médios na estagédo seca
(Tabela 1), estes rios, assim como o observado em todos os demais rios monitorados, indicaram
maiores concentracdes médias de COC e BE na estacdo chuvosa (Figura 14 e Anexo Il1). Esse
fato sugere, portanto, que os niveis de COC e BE monitorados estariam associados em maior
proporcdo com habitos de consumo de COC relacionados a seu uso recreativo do que
necessariamente com um aumento da carga de esgotos, observando-se maiores concentracoes
ambientais durante primavera e verao (estacdo chuvosa), semelhante ao relatado por Fontes et
al. (2019).
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Figura 14: Concentragcdes COC e BE monitoradas, durante estacdes seca e chuvosa.

A = Concentragdes méxima, média, minima e global de cocaina e benzoilecgonina nos pontos

de coleta; B.1 e B.2 = Variacao das concentracdes de cocaina e benzoilecgonina em agua de

rio, respectivamente; N = 3 replicatas.

COC (ng LY BE (ng L) COCI/BE
A Estacdo Estacdo média  Estacdo Estacdo média Estacdo  Estacao
seca  chuvosa global seca  chuvosa global seca chuvosa
Méx 487,54 1089,96 1531,05 1708,79 0,32 0,64
Canal do Cunha Méd. 276,41 640,93 458,67 739,15 1260,49 999,82 0,37 0,51
Min. 156,66 265,33 440,06 665,78 0,36 0,40
Méx. 401,04 896,85 1008,27  1838,19 0,40 0,49
Canal do Mangue Méd. 222,71 390,88 306,79 456,35 1017,85 737,10 0,49 0,38
Min. 98,94 188,18 210,06 732,87 0,47 0,26
Méx. 269,23 705,87 556,40 1042,38 0,48 0,68
Rio Carioca Méd. 110,70 273,44 192,07 295,12 554,56 424,84 0,38 0,49
Min. 41,85 43,43 128,29 117,01 0,33 0,37
Méx 334,22 760,38 819,12 1748,90 0,41 0,43
Rio Iraja Méd. 175,58 302,49 239,04 380,75 831,02 605,88 0,46 0,36
Min. 47,21 61,84 191,56 111,34 0,25 0,56
Méx. 434,29 413,58 1576,51  2004,39 0,28 0,21
Rio Meriti Méd. 175,94 310,64 243,29 650,14 1446,86  1048,50 0,27 0,21
Min. 61,48 170,88 274,82 745,82 0,22 0,23
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Fontes et al. (2019) investigaram o comportamento dos niveis de COC e BE durante 1
ano na bacia de Santos, no estado de S&o Paulo / Brasil, resultando em maiores niveis de COC
detectados no final do verdo, em contraste com a esperada diminui¢éo da concentracdo de COC
quando beneficiada a hidrdlise a BE pelo aumento da temperatura (FONTES et al., 2019).
Fontes et al. (2019) concluiram que o aumento nas concentra¢cdes de COC retrata seu uso
recreativo na area investigada, aumentando a deteccdo ambiental conforme aumento da
populacéo pela chegada de turistas (FONTES et al., 2019). A deteccdo ambiental de drogas de
abuso associada ao consumo recreativo também foi relatada por Kim et al. (2017), observando
aumento nos niveis de metanfetamina em afluente de ETE localizada em regido turistica.
Segundo os autores, o aumento de COC foi identificado para o pico da temporada de férias em
comparagdo com as épocas pré e apds temporada de férias na regido turistica (KIM et al., 2017).
Kim et al. (2017) ndo observaram mesmo comportamento em ETEs investigadas nas regides
semirrural e residencial da Coreia do Sul.

O padrdo de consumo recreativo de COC também é identificado na literatura em
estudos de monitoramento ambiental pela diferenciacdo entre dias de semana e finais de
semana. O monitoramento diario dos niveis de COC em ETE durante 1 semana resultou em
picos de consumo aos domingos no DF / Brasil (DA SILVA et al., 2018). Os mesmos autores
também relataram picos de consumo de COC associados ao feriado de Carnaval no DF / Brasil
(DA SILVA et al., 2018). Em outro estudo, COC e BE foram monitorados em afluente de ETE
no DF, observando-se uma diminuicdo nas concentracdes detectadas na semana apds a
associada ao feriado de carnaval (SODRE et al., 2022). Em relacdo ao comportamento dos
niveis de COC em eventos, Foppe, Hammond-Weinberger ¢ Subedi (2018) realizaram um
estudo baseado em epidemiologia de esgoto com afluente de ETE, constatando aumento no
consumo de anfetamina, metanfetamina, cocaina, morfina e metadona no feriado de Dia da
Independéncia, em comparacdo com dias comuns nos EUA (FOPPE; HAMMOND-
WEINBERGER; SUBEDI, 2018). Por sua vez, a relacdo entre consumo de COC e dias
associados a diferentes géneros musicais em um festival de muasica com publico de mais de 130
mil pessoas foi investigada por Mackul'ak et al. (2019a) na Republica Tcheca e Eslovaca,
utilizando abordagem de epidemiologia do esgoto em seis ETEs. Os autores identificaram
maiores niveis de COC e ecstasy nas amostras associadas aos dias dos ritmos pop/rock e dance
do festival, em comparagdo com demais dias (MACKULAK et al., 2019a). Neste estudo, todas
campanhas foram realizadas em dias de semana, em ambas as esta¢des, contudo, as campanhas
de outubro e novembro foram realizadas ap6s as datas festivas (prolongadas) de Dia do
Comeércio (21/10/2022) e Dia da Proclamacdo da Republica (15/11/2022). Apesar disso, 0s
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niveis de COC e BE monitorados nas campanhas de outubro e novembro foram
significativamente menores que 0s observados para os demais meses da estagdo chuvosa
(dezembro e janeiro) em cada ponto de coleta (Anexo Ill). Esse fato sugere que o pico da
temporada de férias na cidade (dezembro e janeiro) teria maior influéncia sobre o consumo
de COC comparado ao esperado efeito do consumo recreativo esperado para épocas
de feriados prolongados.

As maiores concentragdes médias de COC foram observadas no Canal do Cunha para
ambas as estacdes (Figura 14). J4 as menores concentracdes médias de COC e BE para ambas
as estagdes foram observadas no Rio Carioca (Figura 14). Destaca-se que, apesar das maiores
concentragdes de COC observados no Canal do Cunha, este ndo apresentou os maiores niveis
para os parametros N-NH3 e DQO (Tabela 1). Ao invés disso, o Canal do Cunha apresentou os
menores niveis médios de DQO da estag@o chuvosa (Tabela 1), sugerindo que o comportamento
de consumo de COC associado a sua sub-bacia hidrografica seria o quesito de maior influéncia
nos niveis de COC observados. Quanto a BE, o Rio Meriti apresentou as maiores concentragdes
médias em ambas as estagdes (Figura 14), apresentando também os maiores indices médios de
N-NH; (Tabela 1), sugerindo a influéncia do aporte de esgotos associados, bem como a
influéncia da maior temperatura relatada sobre a hidrolise de COC (associada ao pH neutro)
(FONTES et al., 2019), principalmente na estacao chuvosa (Tabela 1).

O Rio Carioca apresentou os menores niveis de COC e BE relatados para ambas as
estagdes (Figura 14), enquanto apresentou os menores indices médios de N-NH3 (Tabela 1). Ao
mesmo tempo, o Rio Carioca foi também associado aos maiores indices pluviométricos
registrados, concordando com as menores temperaturas registradas no momento da coleta
(Tabela 1). Esses parametros, portanto, parecem ter contribuido em conjunto para as menores
concentracoes de COC e BE monitoradas.

Em todos os pontos amostrados, em ambas as estacdes, as concentracdes de BE foram
superiores as de COC (Figura 14 e Tabela 1). Esse fato condiz com a conhecida diferenca entre
os volumes de excrecio de BE (45 %) e COC (1-9 %) (COC/BE = 0,2) (GARCIA-CAMBERO
et al., 2015), bem como as diferencas de estabilidade entre as moléculas. Em ambientes
aquaticos, COC pode ser rapidamente degradada, principalmente pela hidrélise a BE, enquanto
esta pode permanecer inalterada por mais de duas semanas nestes ambientes (CAMPESTRINI;
JARDIM, 2017). Esse fato teria sido beneficiado durante as campanhas neste estudo, uma vez
que a hidrolise de COC a BE ¢ beneficiada pelo pH 7-8 e temperatura ambiente
(CAMPESTRINI; JARDIM, 2017). Assim, a razdo COC/BE tende a diminuir com o tempo
(SODRE et al., 2022), com valores abaixo de 0,75 considerados caracteristicos de COC
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proveniente de consumo humano (VAN NUIJS et al., 2009b). Razdes COC/BE acima de 0,75
indicariam baixa conversdo de COC a BE, com aporte de COC potencialmente relacionada a
fontes como descarte da droga ndao consumida e perdas durante manuseio / transporte
(CASTIGLIONI et al., 2013, SODRE et al., 2018b). Neste estudo, as razdes entre as médias de
COC ¢ BE variaram na faixa de 0,22-0,49 na estagdo seca ¢ de 0,21-0,51 na estacdo chuvosa
(Figura 14). Razdes COC/BE de 0,27-0,71 foram observadas pela literatura relacionada ao
monitoramento de COC ¢ BE em afluente de ETE (SODRE et al., 2022). Segundo os autores,
esses valores corresponderiam a faixa esperada para COC relacionada ao consumo humano,
entretanto, advertem que a razdo COC/BE pode sofrer influéncia de fatores como a rota de
administracdo € o consumo com outras substancias (podendo influenciar as proporgdes de
excregdo), além de sofrer transformagdes associadas a matriz investigada (SODRE et al., 2022).
Razodes de COC/BE dentro da faixa 0,20-0,75 foram observadas em todos os rios urbanos
monitorados neste estudo, em ambas as estagdes, excetuando-se o Canal do Mangue (1,07) e o
Rio Iraja (0,79) na campanha de maio/2022 (Anexo III), indicando potencialmente o aporte de
niveis de COC nao consumida por usudrios, descartada diretamente no ambiente.

Os resultados observados acima demonstraram as concentracdes de COC e BE ao
longo de 8 campanhas de amostragem em sub-bacias da Macrorregido de Drenagem da Baia de
Guanabara. Deve-se observar que as maiores concentracoes de COC monitoradas no Ponto
Canal do Cunha ndo redundaram nas maiores concentracdes de BE, sinalizando que diferentes
dindmicas estdo associadas aos niveis dos contaminantes investigados, como o aporte de
esgotos, estabilidade das moléculas, temperatura e dados pluviométricos. Entretanto, a
complexidade da dinamica dos niveis de COC e BE em rios e canais no Rio de Janeiro também
precisa ser contrastada com a realidade do padrao de consumo na cidade, o qual revelou as
maiores concentragdes de COC principalmente associadas ao periodo do verdo (dezembro e
janeiro), quando ¢ esperado aumento da populag¢do pela chegada de turistas. Deve-se atentar
também para o fato de que os resultados observados, embora correspondentes as duas estagcdes
climaticas avaliadas, retratam uma condigdo de amostragem simples conforme o recorte
temporal empregado, ndo podendo ser desconsiderado que COC e BE podem apresentar
variagdo ao longo de dias da semana (DA SILVA et al.,, 2018; FOPPE; HAMMOND-
WEINBERGER; SUBEDI, 2018) ou mesmo ao longo de um mesmo dia. Os niveis de COC
observados em rios e canais na cidade foram por vezes superiores aos relatados para afluentes
de ETEs ao redor do mundo, apontando ndo apenas a demanda/consumo de COC, mas também
a degradacdo ambiental de rios urbanos cariocas, deflagrando um quadro alarmante

de satde publica.
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Por sua vez, a detec¢do de COC e BE na frequéncia de 100 % das campanhas e pontos
de coleta, bem como as altas concentragdes monitoradas (comparaveis as esperadas em esgoto
bruto), parecem concordar com o alarmante cenario brasileiro enquanto principal pais
consumidor de COC da América do Sul (UNODC, 2021a). Os resultados aqui apresentados
sugerem que COC e BE  estariam  presentes  constantemente  nesses
rios, expondo cronicamente organismos ndo-alvo e impactando potencialmente

ambientes aquaticos.

5.2. ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA COM EMBRIOES DE ZEBRAFISH
(Danio rerio)

Os resultados do ensaio de toxicidade com os embribes de zebrafish expostos por 96
h & COC e BE, foram descritos sob a forma de scores conforme adaptado de Guarienti et al.
(2014). Efeitos teratogénicos e morfoldgicos além dos preconizados pela OECD 236 (2013)
foram avaliados a cada 24h (total de 96 h), demonstrando a ocorréncia de malformagdes, baixa
resposta ao togue, edemas, deformacdes generalizadas e casos de morte ap0s primeiras 24h.
Scores (s=1) foram atribuidos a cada observacao de efeitos morfol6gicos e teratogénicos a cada
dia de observacdo e casos de deformacdo generalizada receberam score=3 a cada dia de
observacao (adaptado de GUARIENTI et al., 2014). Casos de morte receberam score igual ao
total de efeitos atribuiveis para um individuo até o respectivo dia de observacdo
no teste, compreendendo-se score=5 para casos de morte observados nas primeiras 24 h,
score=10 para 48 h, score=15 para 72 h h e score=20 pra casos de morte apds
96 h (adaptado de GUARIENTI et al., 2014). N&o foram observados casos de morte em mais
de 10 % do total de embrides nos controle (meio embridnico e MeOH) (OECD, 2013), bem
como ndo foram observados efeitos teratogénicos e de malformacdo em mais de 10 % dos
embrides nos controles negativos & 72 h, indicando a validade dos achados (GUARIENTI et
al., 2014).

As exposigdes a COC e BE apresentaram scores gerais de 58,5 e 131,5,
respectivamente, considerando-se os scores de “efeitos + casos de morte”. Os controles de meio
embridnico e MeOH apresentaram scores de 4,5 e 4,0 (respectivamente) para a soma dos scores
dos diferentes efeitos morfologicos e teratogénicos avaliados. Assim, a soma dos scores dos
efeitos observados nas exposicdes a COC foi superior a observada nos controles a partir da
exposicdo a COC 1000 ng L', enquanto para BE, o0 mesmo foi observado j4 a partir 2 BE 50
ng L' (Tabela 3 e Anexo IV). Cabe ser ressaltado que a exposicdo a BE 50 ng L™! representa 6

% da concentragdo média de BE (763,23 ng L!) observada durante a fase de monitoramento
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neste estudo, representando também 45 % menos BE em relagdo a menor concentracio
monitorada (Tabela 2).

Edemas / inchagos de saco vitelinico e edemas de pericardio foram os endpoints mais
observados nos embrides expostos a COC ao longo das 96 h de experimento, enquanto edemas
de pericardio e atraso na formag¢ao corresponderam aos mais observados nas exposicdes a BE
(Tabelas 3 e 4). Esses efeitos, portanto, estariam associados niveis ambientais de COC e BE
monitorados, os quais apontaram concentragdes méaximas de 1089,96 ng L' (COC) e 2004,39

ng L' (BE) (Tabela 2).

Tabela 3: Scores observados nas exposi¢gdes a COC e BE.

50 500 1000 2000 3000 5000  Soma por
(gL (ngL? (gL (ngL?) (ngL?) (ngL?)  efeito

Atraso na formacéo 1,0 0,0 1,0 2,5 0,5 1,0 6,0
8 Edema no pericardio 15 1,0 2,0 6,0 15 3,0 15,0
% Edema / inchago no saco vitelinico 0,5 0,5 35 75 25 2,5 17,0
% Malformacao da cauda/vértebra 0,0 0,0 0,0 05 0,0 0,0 0,5
% Baixa resposta ao toque 0,5 0,0 05 2,0 3,0 4,0 10,0
% Deformacéo generalizada 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
@ Soma dos scores por exposi¢do 35 15 7,0 18,5 75 10,5

Atraso na formacao 1,0 4,0 15 15 2,0 35 13,5
IEH Edema no pericardio 15 25 3,0 30 15 3,0 14,5
g Edema / inchago no saco vitelinico 15 1,5 1,0 1,0 1,5 1,0 75
§ Malformacéo da cauda/vértebra 0,0 0,0 0,0 05 0,0 0,5 1,0
g Baixa resposta ao toque 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
E Deformacéo generalizada 30 0,0 0,0 75 0,0 45 15,0

Soma dos scores por exposi¢do 7,0 8,0 55 13,5 5,0 12,5 -

Nao foram observados casos de deformacgdo generalizada para as exposigdes a COC,
enquanto quatro casos foram observados nas exposi¢des a BE (Tabelas 3 e 4). Malformacao da
cauda/vértebra correspondeu ao efeito menos observado nas exposicoes a COC, enquanto
auséncia de resposta ao toque/batimentos foi o endpoint menos observados nos embrides
expostos a BE (Tabelas 3, 4 ¢ Anexo IV). A Figura 15 apresenta imagens representativas dos

efeitos observados nos embrides expostos as diferentes concentra¢es de COC e BE.



Tabela 4: Frequéncia (%) dos efeitos observados nos embrifes expostos a COC e BE.
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50 500 1000 2000 3000 5000
(ngL?) (ngL?) (ngL?) (ngL?)  (ngL?)  (ng L)

O Atraso na formacgao 5,0% 0,0% 5,0% 12,5% 2,5% 5,0%
8 Edema no pericardio 7,5% 5,0% 10,0% 30,0% 7,5% 15,0%
% Edema/inchaco no saco vitelinico 2,5% 2,5% 17,5% 37,5% 12,5% 12,5%
(g Malformacéo da cauda/vértebra 0,0% 0,0% 0,0% 2,5% 0,0% 0,0%
qg; Baixa resposta ao toque 2,5% 0,0% 2,5% 10,0% 15,0% 20,0%
L Deformacé&o generalizada 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Atraso na formagao 5,0% 20,0% 7,5% 7,5% 10,0% 17,5%

IEI-S Edema no pericardio 7,5% 12,5% 15,0% 15,0% 7,5% 15,0%
&  Edemalinchago no saco vitelinico 7,5% 7,5% 5,0% 5,0% 7,5% 5,0%
% Malformagéo da cauda/vértebra 0,0% 0,0% 0,0% 2,5% 0,0% 2,5%
i'; Baixa resposta ao toque 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
* Deformacéo generalizada 5,0% 0,0% 0,0% 12,5% 0,0% 7,5%
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Figura 15: Efeitos observados nos embriGes expostos as concentracdes de COC e BE. Edemas de pericardio foram indicados por um #,
edemas e inchagdes no saco vitelinico sdo indicados por *, casos de atraso na formacdo da bexiga natatoria foram indicados por —, atrasos pelo
ndo desprendimento do corion foram representados por CC, outros atrasos na etapa de formacéo foram indicados com £, VTB foi atribuido a

malformacdo da cauda/vértebra e DEF foi atribuido a casos de deformacao generalizada (observacgédo de trés ou mais efeitos).

CTL CTL COC50 COC500 COC1000 COC 2000 COC 3000 COC 5000 BE 50 BE500 BE1000 BE2000 BE 3000 BE 5000
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24 H

48 H

72 H

96 H




107

Quatro casos de morte foram observados nas exposi¢oes a COC, correspondendo a 1
caso para COC-50, 1 para COC-500 e 2 para COC 1000 ng L', todos nas primeiras 24 h de
experimento, sob a forma de coagulos (Tabela 5 e Anexo IV). Entretanto, 22 mortes foram
observadas nas exposi¢cdes a BE, 450 % mais casos que os observados para COC,
correspondendo a 18 casos nas primeiras 24 h (BE 50 a BE 5000 ng L) sob a forma de
coagulos, 1 apés 48 h (BE 2000 ng L") e 3 ap6és 96 h (BE 1000, BE 3000 ¢ BE 5000 ng L™).
De modo semelhante, Parolini et al. (2018) observaram casos de morte apenas nas primeiras 24
h em embrides de zebrafish expostos a 0,3 e 1,0 mg L' de COC e BE, denotando uma maior
susceptibilidade nos primeiros estagios de vida do embrido. Neste estudo, essa maior
susceptibilidade nas primeiras 24 h de ensaio foi notada principalmente pela toxicidade

associada a BE.

Tabela 5: Casos de morte observados nas exposi¢gdes a COC e BE.

Cocaina Benzoilecgonina
Antes de 24h Apos 24h Antes de 24h Apobs 24h
50 ng/L 1 0 7 0
500 ng/L 1 0 2 0
1000 ng/L 2 0 1 1
2000 ng/L. 0 0 4 1
3000 ng/L 0 0 2 1
5000 ng/L 0 0 2 1

A exposicdo a BE acarretou maiores efeitos nos embrides, demonstrados pelo maior
score geral (131,5 — BE) em relacdo a exposi¢cdo com COC (58,5 — COC), pelos scores de
efeitos morfoldgicos e teratogénicos acima dos observados no controle a partir da primeira
concentragdo de BE (BE-50 ng L), pelo maior nimero de coagulos nas primeiras 24 h de
formacdo (quando os embriBes estariam mais sensiveis) e pela ocorréncia de casos de
deformacdes generalizadas (observacdo de trés ou mais efeitos em um individuo) e casos de
morte apos 24 h. A maior toxicidade associada a BE em relagdo a COC foi observada por
Parolini et al. (2017), relatando efeitos citotoxicos em embrides de zebrafish a partir da
exposi¢do a BE 110 ng L, enquanto o mesmo teria sido observado para COC a parir de 4 nmol
L (PAROLINI et al., 2017). A formacido de microntcleos foi verificada como resultado a
exposi¢do de embrides de zebrafish a BE (BE 110 e 1150 ng L), porém nao foram observadas
alteragoes significativas quando expostos a COC (PAROLINI et al., 2017). Parolini et al. (2017)

também avaliaram biomarcadores de estresse oxidativo nos embrides expostos a COC e BE,
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possibilitando calcular um indice de resposta de efeito toxico, o qual indicou um maior indice
associado a BE em relagdo a COC (PAROLINI ef al., 2017). Parolini et al. (2018) investigaram
efeitos protedmicos decorrentes da exposi¢ao de embrides de zebrafish a COC e BE (0.3 ¢ 1.0
ng L), observando que BE teria acarretado mais efeitos toxicos que sua molécula parental
(COC), considerando-se a maior quantidade de proteinas alteradas em comparacao a COC nas
duas concentragdes utilizadas (0.3 ¢ 1.0 pg L") (PAROLINI et al., 2018a). Apesar disso, Garcia-
Cambero et al. (2015) nao observaram alteragdes de viabilidade celular em embrides expostos
a BE (BE - 0,01-1000 pg L"), argumentando sobre a hipotese de baixa toxicidade de BE e acio
protetora do cérion (GARCIA-CAMBERO et al., 2015).

Nao foram encontrados trabalhos indexados na literatura sobre os efeitos de COC e
BE em embrides de zebrafish utilizando o FET TEST, porém dados sobre alteracdes
protedmicas e genéticas nesses embrides podem contribuir com a elucidacdo dos achados do
presente estudo. A exposi¢io de embrides de zebrafish 3 COC e BE (0.3 e 1.0 pg L!) modulou
significativamente niveis de proteinas nos embrides, demonstrando que 53 das 113 proteinas
isoladas indicaram alteragdes em transporte de lipidios, estrutura ocular, metabolismo lipidico
e energético, resposta ao estresse oxidativo e estrutura citoesquelética (PAROLINI et al.,
2018a). Embrides de zebrafish expostos a COC (455 pg L) demonstraram alteragdes na
expressdao de SP mRNA nas primeiras h da embriogénese (24 hpf) no sistema nervoso central e
medula espinhal, sugerindo uma rela¢do do neurotransmissor SP com o processo de indugdo de
prolifera¢do celular (LOPEZ—BELLIDO; BARRETO-VALER; RODRIGUEZ, 2013a). Neste
estudo, alteragcdes morfoldgicas de cauda/vértebra foram identificadas em ambas as exposigdes
(COC e BE), observando-se em embrido exposto 8 COC (COC-2000 ng L) e em embrides
expostos a BE (BE-2000 e 5000 ng L!). Apesar disso, Mersereau et al. (2016) ndo identificaram
efeitos morfoldgicos sobre tamanho corporal, tamanho dos olhos, area de diencéfalo e cérebro
traseiro em embrides expostos (apds 5 dpf) a COC (2,5, 5, 10 e 20 mg L!). Esses autores,
contudo, observaram diminuicdes da area telencefalica em doses mais altas de COC (10 e 20
mg L), postulando que este efeito estaria relacionado ao tempo de incubagdo, indicando a
penetracdo de COC no corion dos embrides (MERSEREAU et al., 2016). A penetracao de COC
no corion postulada por Mersereau et al. (2016) estaria em acordo com os achados deste estudo,
uma vez que foram observados efeitos ja nas primeiras 24 h de ensaio.

Modulacdes de proteinas envolvidas no metabolismo energético (creatina quinase) na
exposicio a BE (1,0 ug L) teriam alterado a regulacio da homeostase e transferéncia de
energia fundamentais em tecidos como cérebro, figado e coragdo nos primeiros estagios de

desenvolvimento na embriogénese (PAROLINI et al., 2018a). Mersereau et al. (2016; 2015)
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expuseram embrides de zebrafish 4 COC (2,5, 5, 10, 15 e 20 mg L), observando efeitos da
exposicao sobre o coragdo dos peixes. Segundo os autores, foram identificados aumentos na
frequéncia cardiaca resultando em um efeito dose-resposta em formato de sinoidal, com
bradicardia verificada na maior concentragio de COC (20 mg L) em relagdo as exposi¢des
menos concentradas, em ambos os estudos. Em relagdo a efeitos sobre o coracao observados
neste estudo, o endpoint edema de pericardio foi o mais proeminente nas exposi¢des a BE e o
segundo nas exposigdoes a COC, corroborando com as esperadas alteracdes sobre
o referido orgao.

COC e BE foram capazes de provocar alteragdes morfoldgicas e teratogénicas nos
embrides expostos por 96 h, mesmo em concentracdes ambientais semelhantes as observadas
na fase de monitoramento deste estudo. BE demonstrou maiores efeitos toxicos comparados a
COC, em concordancia com a literatura relacionada (PAROLINI et al., 2017, 2018a). Além
disso, efeitos da exposi¢do a BE maiores que no controle (soma de scores) foram observados ja
na primeira concentragio testada (50 ng L), a qual representou menos de 50 % da menor
concentra¢do de BE monitorada em rios urbanos neste estudo (Tabela 2). Com isso, assevera-
se a preocupacao quanto aos efeitos ambientais dos contaminantes investigados, sobretudo BE,
uma vez que também correspondeu as maiores concentragdes monitoradas em rios urbanos
neste trabalho. Uma vez no ambiente, BE apresenta-se mais estavel que COC (CAMPESTRINI;
JARDIM, 2017), podendo determinar periodos mais longos de exposi¢do nesses rios,

agravando riscos relacionados a ecologia de sistemas aquaticos e a organismos nao-alvo.

5.3. ENSAIO DE TOXICIDADE CRONICA COM ZEBRAFISH ADULTOS
(Danio rerio)

Peixes zebrafish adultos foram submetidos a exposi¢des unitarias e combinadas de
COC e BE por 21 dias, conforme concentracdes ambientais (Quadro 9) e sistema semi-estatico
(visando renovacao das concentragdes testadas). Biomarcadores de estresse oxidativo foram
analisados a cada semana de experimento nos peixes, totalizando 3 aberturas de aquario por
concentragdo investigada. Cada abertura resultou na separacdo de 12 cérebros e 12 figados por
exposi¢do, proporcionando a andlise de trés pools de cada drgdo por concentracdo. Niveis de
proteinas totais associados a cada exposicao foram utilizados como fator de normalizagdo das
analises. Os resultados dos biomarcadores superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), tiois
totais (TOT), glutationa-S-transferase (GST), malondialdeido (peroxidacgdo lipidica) (MDA) e

carbonilagdo de proteinas (PC) sdo apresentados a seguir.
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5.3.1. Superoéxido dismutase (SOD)
A atividade enzimatica de SOD foi analisada nas amostras de cérebro e figado dos

peixes, a partir do método colorimétrico do Superoxide Dismutase Assay Kit Assay (Cayman

Chemical Company, EUA) (Figura 16).

Figura 16: Atividade de SOD em cérebro e figado de peixes expostos. Resultados
apresentados como média e desvio padrdo da atividade da enzima superdxido dismutase. A =
resultados no orgdo cérebro; B = resultados no 6rgdo figado. Significancia em relagdo aos

controles de cada semana foram representadas com um * acima das colunas (p < 0,05).
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A exposigdo a drogas psicoativas em concentracdes ambientais pode acarretar efeitos
oxidativos em zebrafish associados a geragao de espécies reativas de oxigénio (ARAUJO et al.,
2022; GOMES et al., 2019). Notadamente, COC e seus metabolitos sdo conhecidamente
capazes de acarretar efeitos oxidativos em zebrafish expostos (PAROLINI et al., 2017). A
enzima SOD atua na defesa antioxidante do organismo quando em situacdes de estresse,
acelerando a reacdo de dismutagdo de radicais superoxido (O2*) em H,O, (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006, SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Neste estudo, alteragdes
significativas na atividade de SOD em relagdo aos controles foram observadas nos

peixes expostos.
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No cérebro, foram observados aumentos de atividade de SOD ap0s a primeira semana
de ensaio, associados a exposi¢io a COC 1000 ng L', nio sendo observadas alteracdes
relacionadas a BE, exceto na combinagdo COC 1000 + BE 10 ng L! (Figura 16). Apos 14 dias
de ensaio, foi observada uma tendéncia de diminui¢cdo de atividade em todas as exposi¢des a
partir de COC 1000 ng L™, enquanto apés 21 dias, foi observada uma tendéncia de aumento de
atividade em todas as exposi¢des, com aumentos significativos associados a COC 10 e BE 1000
ng L (Figura 16). Para figado, ndo foram observadas alteragdes significativas na atividade de
SOD apods primeira semana de ensaio, enquanto menores atividades foram registradas na
maioria das exposi¢des apos 14 dias, com diminuig¢des significativas para COC 10 e COC 10 +
BE 1000 ng L. BE 1000 ng L' foi a Ginica exposig¢do relacionada a aumento de atividade de
SOD na segunda semana de experimento. Apos 21 dias, foram observadas diminuicdes de
atividade significativas para todas as exposicdes (Figura 16).

Nao ha muitas investigacdes na literatura sobre os efeitos oxidativos de COC e BE em
zebrafish, bem como ndo ha na literatura estudos que investigam efeitos combinados destes
contaminantes sobre o modelo. Assim, destaca-se o estudo de Parolini et al. (2017) como o que
realizou esta avaliacdo. Embrides de zebrafish foram expostos por 96 h a 0,012, 0,12, 1,21 e
12,13 ug L't de COC € 0,011, 0,11, 1,15 e 11,57 pg L' de BE, correspondendo a 0,04, 04, 4 e
40 nmol L de cada contaminante, respectivamente (PAROLINI et al., 2017). Os embrides
expostos apresentaram aumentos significativos na atividade de SOD para ambos os
contaminantes (COC e BE) nas exposic¢des a 4 e 40 nmol L™, assim como aumentos nos niveis
de espécies reativas de oxigénio (EROs) em todas as exposi¢des para ambos os contaminantes
(significancias observadas em COC 0,4 e 4 nmol L e BE 0,4-40 nmol L) (PAROLINI et al.,
2017). Os aumentos nos niveis de EROs indicaram que COC e BE teriam acionado a resposta
do sistema antioxidante dos peixes e os aumentos de atividade de SOD indicaram uma
superproducdo de radicais superdxido, bem como sua redug¢do a peroxido de hidrogénio
(PAROLINI et al., 2017). Segundo os autores, o aumento nos niveis de peroxido de hidrogénio
pela atuagdo de SOD, foi confirmado pelos aumentos de atividade da enzima GPx (glutationa
peroxidase), uma vez que esta desempenha um papel importante na degradacao desta espécie
reativa (PAROLINI et al.,, 2017). Neste estudo, aumentos de atividade de SOD foram
observados apenas no cérebro dos peixes, tanto em exposigdes a COC, quanto BE. Esses
aumentos estariam associados a resposta do organismo frente a radicais superoxido produzidos
a partir da exposi¢do. Esse fato poderia estar associado a atuacdo de COC e BE no cérebro
enquanto 6rgdo alvo desses contaminantes. A resposta da atividade de SOD no organismo aos

radicais superoxido gerados nos primeiros dias 7 de ensaio estaria associada principalmente a
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exposicdo aos niveis de COC 1000 ng L! nos tratamentos unitirios e combinados, enquanto
uma resposta a estes radicais em relagdo a BE foi observada apenas apds 21 dias de ensaio.
Apesar das indugdes da atividade de SOD observadas nas exposi¢des unitarias, ndo foram
observados nas exposi¢des combinadas aumentos de atividade superiores as exposi¢des

unitarias, sugerindo uma interacdo negativa entre os contaminantes (Figura 16).

5.3.2. Catalase (CAT)

A atividade enzimatica de CAT foi analisada nas amostras de figado dos peixes, a partir
de método colorimétrico definido por Aebi (1984). Segundo a literatura relacionada a CAT em
zebrafish, este biomarcador apresenta baixa atividade em cérebro de Danio rerio (ARAUJO et
al., 2022; GOMES et al., 2019), dessa forma, os efeitos da exposicdo a COC e BE foram

investigados no figado dos peixes analisados (Figura 17).

Figura 17: Atividade de CAT em figado de peixes expostos. Resultados apresentados
como média e desvio padrdo da atividade da enzima catalase no figado dos peixes expostos.
Significancia em relagdo aos controles de cada semana foram representadas com um * acima

das colunas (p < 0,05).
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A enzima CAT atua na defesa do organismo pela decomposi¢do da espécie oxidativa
H>0; em O; e H2O, relacionando-se dessa forma com a atividade da enzima SOD, uma vez que
esta apresenta H>O como produto de sua reacdo de dismutagdo (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; YAN et al., 2015). CAT pode também atuar na oxida¢ao (com consumo
de peréxido) de compostos halogenados como fendis, metanol e etanol (AEBI, 1984). A
exposicdo a COC e BE neste estudo resultou em alteragdes significativas na atividade de CAT.

A atividade de CAT nao foi induzida no figado dos peixes apds 7 dias de ensaio.

Aumentos significativos foram observados apenas em dois momentos, nas exposi¢des unitarias
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4COC 10 ng L! (apds 14 dias) e a BE 10 ng L™! (ap6s 21 dias) (Figura 17). Parolini et al. (2017)
apresentaram o unico estudo que avaliou a atividade de CAT em zebrafish expostos a COC e
BE. A exposi¢do de embrides de zebrafish por 96 h a COC (0,04-40 nmol L) ndo resultou em
alteragoes significativas na atividade de CAT, sendo observada apenas na exposi¢ao a BE 0,4
nmol L (PAROLINI et al., 2017). Os autores postularam que, apesar do aumento nos niveis
de EROs relatado, juntamente com o aumento de atividade de SOD, foi observada uma baixa
resposta na atividade de CAT, sugerindo que a espécies reativas HoO» decorrentes da atividade
de SOD estariam sendo combatidos principalmente pela atividade de GPx (PAROLINI et al.,
2017). Os autores justificaram ainda, que a enzima CAT pode ter competido com GPx pelo
mesmo substrato e/ou estaria sendo observada a caracteristica de ativagdo de CAT quando
estimulada por altas concentracdes de H>O» (PAROLINI et al., 2017). Neste estudo, a baixa
atividade de CAT observada no figado dos peixes seria justificada pela baixa atividade de SOD
no figado, relatada acima (Figuras 16 ¢ 17). Além disso, as exposi¢cdes combinadas de COC e
BE nio resultaram em aumentos significativos, mesmo ap6s 14 e 21 dias de ensaio, quando
foram observados aumentos de atividade em exposi¢des unitérias, sugerindo uma interagao de
atenuagdo entre os contaminantes, acarretando menores efeitos que a exposi¢cdo unitaria

(Figura 17).

5.3.3. Glutationa-S-Transferase (GST)

A atividade de GST no cérebro e figado dos peixes expostos foi analisada a partir do
protocolo de Habig, Pabst e Jakoby (1974) (Figura 18). A enzima GST atua na defesa do
organismo acelerando o processo de conjugagdo de GSH com compostos toxicos, tornando-os
mais hidrofilicos e, assim, facilitando sua excrecao (metabolismo de excrecdo de fase II)
(ARAUJO et al., 2022; YAN et al., 2015). Neste estudo, a exposi¢ao a COC e BE foi capaz de
induzir a atividade de GST no cérebro dos peixes, principalmente apos a segunda semana de
ensaio, pelos aumentos significativos observados as exposi¢des a8 BE 10 ng L' e COC 1000 +
BE 10 ng L' apés 14 dias, bem como a todas as exposi¢des unitarias 8 COC ap6s 21 dias de
ensaio (Figura 18). No figado, apenas a exposi¢do unitiria & BE resultou em indugdes

significativas da atividade de GST, observadas em todas as semanas de ensaio (Figura 18).
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Figura 18: Atividade de GST no cérebro e figado dos peixes expostos. Resultados
apresentados como média e desvio padrdo da atividade da enzima glutaiona-S-transferase. A =
resultados no 6rgdo cérebro; B = resultados no o6rgao figado. Significancia em relagcao aos

controles de cada semana foram representadas com um * acima das colunas (p < 0,05).
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A exposicdo a 0,012, 0,12, 1,21 e 12,13 pg L' de COC nio resultou em alteragdes
significativas na atividade de GST em embrides de zebrafish expostos por 96 h, enquanto 0,11
e 11,57 ug L' de BE foram capazes de induzir a atividade de GST nestes organismos
(PAROLINTI et al., 2017). Os autores postularam que a atividade de GST observada nas
exposicoes a BE sugerem o envolvimento desta enzima no mecanismo de detoxificagcdo de fase
IT do referido metabodlito de COC (PAROLINI et al., 2017).

Neste estudo, GST parece ter sido ativada no cérebro principalmente nas exposigdes a
COC na primeira e na terceira semana de ensaio, sendo observados aumentos de atividade
relacionados a BE somente na segunda semana (Figura 18). Em contrapartida, as exposi¢des
unitarias a BE parecem ter sido mais proeminentes para o biomarcador GST no 6rgao figado
(BE 10 e 1000 ng L"), com aumentos de atividade observados na primeira e terceira semana de
ensaio (Figura 18). Isso sugere que a elimina¢do de COC via metabolismo de excregdo de fase
IT estaria principalmente associado ao oOrgdo cérebro dos peixes, correspondendo
a seu oOrgdo alvo de atuagdo, enquanto a eliminacio de BE via GST estaria

principalmente associada ao figado dos peixes. Das exposi¢des combinadas, apenas a exposicao
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aCOC 1000 + BE 10 ng L™ resultou em indugio da atividade de GST no cérebro, possivelmente
associado aos maiores niveis de COC relacionados. Contudo, ndo foram observados aumentos
significativos nas demais exposi¢des combinadas em ambos os 6rgaos, nao podendo ser

descartada uma possivel interacao negativa entre os contaminantes.

5.3.4. Tiéis Totais (TOT)
Os niveis de TOT foram analisados nas amostras de cérebro e figado dos peixes, a

partir do protocolo de Wilhelm Filho et al. (2005) (Figura 19).

Figura 19: Niveis de TOT em cérebro e figado de peixes expostos. Resultados
apresentados como média e desvio padrao dos niveis de tidis totais. A = resultados no 6rgao
cérebro; B = resultados no 6rgao figado. SignificAncia em relagdo aos controles de cada semana

foram representadas com um * acima das colunas (p < 0,05).
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Tidis totais atuam na defesa antioxidante do organismo pela agdo de moléculas com
grupamento sulfidrila (-SH) (CREMLYN, 1996). O tripeptideo glutationa reduzida (GSH) ¢
considerado o ti6l intracelular mais abundante, representando as maiores variagdes observadas
em TOT (ARAUIJO et al., 2022). GSH pode atuar em conjunto com a enzima GST na defesa
do organismo, tornando substancias toxicas mais hidrossoluveis, beneficiando sua eliminagao
do organismo (YAN et al., 2015). Além disso, GSH pode atuar como doador de elétrons

enquanto co-substrato de GPx na decomposicao de H>O», pelo ciclo redox de glutationa,
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podendo ser regenerada pela acdo da enzima glutationa redutase (SALES JUNIOR et al., 2021;
SIES; MOSS, 1978).

Aumentos significativos no cérebro dos peixes expostos foram observados na
exposicdo a COC 1000 ng L apos 7 dias e na maioria das exposi¢des unitarias e combinadas
a partir de 14 dias de ensaio, excetuando-se a exposi¢do a combinacdo COC 10 + BE 1000 ng
L! para 14 e 21 dias (Figura 19). No figado, somente a exposi¢do a BE 1000 ng L™ induziu o
aumento de TOT apos 7 dias. BE 1000 ng L™ e a combinagio COC 10 + BE 1000 ng L™ foram
as unicas exposi¢des que indicaram resposta no aumento de TOT apos 14 dias, ao passo que a
exposicdo a BE 10 ng L! foi a tinica que resultou em aumentos significativos apés 21 dias de
ensaio (Figura 19).

Nao h4 na literatura trabalhos que avaliem niveis de TOT ou GSH em peixes zebrafish
(ou outros organismos aquaticos) expostos a COC e BE. A exposicdo a droga psicotrdpica
carbamazepina (25 ug L) resultou em aumentos significativos nos niveis de TOT no cérebro,
porém ndo no figado de zebrafish adultos expostos por 96 h (ARAUIJO et al., 2022). Contudo,
a exposi¢do unitaria (75 pg L) e combinada (75+75 pg L) aos psicotropicos carbamazepina
e clonazepam nao resultou em alteragdes significativas no cérebro e no figado dos peixes,
excetuando-se a exposi¢ao unitaria a clonazepam para cérebro, onde foi observada diminuigao
significativa nos niveis de GSH (GOMES et al., 2019). Peixes (Oncorhynchus mykiss) expostos
40,2 mg L de carbamazepina por 42 dias demonstraram reducdo significativa nos niveis de
GSH no cérebro. A escassez de estudos, bem como a variabilidade dos achados de drogas de
atuacdo no cérebro relatados, indica a necessidade de mais investigacdes sobre o
comportamento de TOT em organismos aquaticos expostos a COC e BE.

Neste estudo, os niveis de TOT ndo parecem ter acompanhado a atividade de GST para
a maioria das exposi¢des no cérebro dos peixes, sugerindo uma atuagdo de GSH principalmente
relacionada a decomposi¢ao de H>O» (Figuras 18, 19 e sess@o 5.3.8). Por sua vez, os aumentos
de TOT observados no figado parecem ser acompanhados pelas inducdes de atividade de GST
neste 0rgao ao longo do ensaio, sugerindo a atuagdo de GSH em conjunto com esta enzima
(GST) (Figuras 18, 19 e sessdo 5.3.8). Assim como observado para os demais biomarcadores,
os aumentos de TOT no figado foram associados principalmente a exposi¢des a BE, enquanto
no cérebro foram verificados aumentos nas exposicdes a ambos os contaminantes (Figura 19).
As exposi¢oes combinadas, assim como Vvisto nas segdes anteriores, nao resultaram em efeitos
acima do observado para as exposig¢des unitdrias, sugerido uma interagdo de atenuagdo de

efeitos entre COC e BE (Figura 19).
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5.3.5. Peroxidacio lipidica - Biomarcador Malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA foram analisados nas amostras de cérebro e figado dos peixes,
conforme adaptacao do protocolo do Kit TBARS Assay, fornecido por Cayman Chemical
Company (Michigan, EUA) (Figura 20).

Figura 20: Niveis de MDA em cérebro e figado dos peixes expostos. Resultados
apresentados como média e desvio padrao dos niveis de malondialdeido. A = resultados no
orgao cérebro; B = resultados no orgdo figado. Significancia em relagdo aos controles de cada

semana foram representadas com um * acima das colunas (p < 0,05).
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MDA ¢ considerado um dos principais produtos da peroxidagado lipidica (LPO), bem
como o principal biomarcador de dano celular associado ao estresse oxidativo (BARTOSKOVA
etal., 2014; GE et al., 2015). O aumento nos niveis de MDA ¢ geralmente associado ao aumento
nos niveis de EROs, culminando no estresse oxidativo (PAROLINI et al., 2018b; YAN
et al., 2015).

No cérebro dos peixes expostos foram observados niveis de MDA abaixo dos
observados no controle, na maioria das exposi¢des na primeira semana de ensaio (Figura 20).
Esse efeito ndo foi observado para COC 1000 ng L' na primeira semana, apresentando uma
tendéncia de aumento, a qual progrediu para um aumento significativo apos 14 dias (Figura 20).

Ap0s 14 dias, apesar de aumentos significativos de MDA terem sido observados nas exposi¢des



118

unitarias, as exposi¢des combinadas ndo resultaram em alteracdes significativas. Ja na terceira
semana, niveis de MDA acima dos controles foram observados tanto nas exposig¢des unitarias
(COC 10 e BE 1000 ng L"), quanto combinadas (COC 1000 + BE 10 ng L") (Figura 20). J4 no
figado, niveis de MDA abaixo do reportado nos controles foram observados de forma
generalizada nas duas primeiras semanas de ensaio (7 e 14 dias), enquanto a terceira semana
(21 dias) ndo apresentou alteragdes significativas para todas as exposi¢des (Figura 20).

Nao ha trabalhos de investigagcdo de niveis de LPO em peixes expostos a COC e BE
disponiveis na literatura. A exposicao do organismo aquatico Daphnia magna a BE (0,5¢ 1 pg
L) por 48 h, resultou em aumento nos niveis de EROs e de LPO para 1 pg L', porém nio
foram observadas alteragdes significativas na exposi¢do a 0,5 pg L' (PAROLINI et al., 2018b).
Segundo os autores, os aumentos observados para 1 ug L' indicariam estresse oxidativo nos
organismos, uma vez que as EROs ndo foram totalmente eliminadas pelos componentes
antioxidantes, resultando em dano lipidico (PAROLINI et al., 2018b). Ao mesmo tempo, 0s
achados de Parolini et al. (2018b) demonstraram um aumento significativo na atividade de GST
para a exposicdo a 0,5 pg L', sugerindo o a eliminagdo das espécies reativas para esta
concentracdo de BE (PAROLINI et al., 2018b).

A exposi¢ao do crustidceo de agua doce Procambarus clarkii por 14 dias a COC e BE
(50 e 500 ng L' de cada contaminante) nio provocou alteragdes significativas nos niveis de
LPO em branquias e em glandulas digestivas dos organismos (DE FELICE et al., 2022).
Segundo os autores, a tolerancia de P. clarkii a estressores externos, incluindo contaminantes
aquaticos, teria sido preponderante para os poucos efeitos observados (DE FELICE et al.,
2022). De Felice et al. (2022) ndo observaram alteragdes significativas para SOD, GPx, GST e
LPO em ambos os orgdos dos crustaceos expostos a COC e BE, excetuando-se apenas o
aumento de atividade observado para SOD em branquia na exposi¢do a BE 500 ng L' (DE
FELICE et al., 2022).

Moluscos Mytilus galloprovincialis expostos por 48-96 h a COC (500 ng L) e BE (20
ng L) e a combinacio destes contaminantes (COC 500 + BE 20 ng L!), nio apresentaram
aumentos significativos nos niveis de EROs e de LPO em branquia (DE FELICE; PAROLINI,
2020). Entretanto, uma diminui¢do significativa nos niveis de LPO foi observada nesse 6rgao
para a exposicdo combinada apos 48 e 96 h, em conjunto com aumentos significativos nas
atividades de SOD e GPx (DE FELICE; PAROLINI, 2020). Ja nas glandulas digestivas dos
moluscos expostos, ndo foram observadas alteragdes significativas para as exposi¢des unitarias
e combinadas, sugerindo que a a¢do dos biomarcadores antioxidantes foi eficaz na defesa dos

organismos contra a producao de EROs e, conseguintemente, contra o estresse oxidativo (DE
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FELICE; PAROLINI, 2020). Moluscos Dreissena polymorpha expostos por 14 dias a COC,
BE, anfetamina, morfina e 3,4-metilenodioximetanfetamina combinados (50-300 ng L) ndo
apresentaram alteragdes significativas nos niveis de LPO (PAROLINI et al., 2015). Os
organismos apresentaram aumentos significativos na resposta antioxidante das atividades de
SOD, CAT e GPx, no entanto, demostraram aumentos significativos nos niveis PC, sugerindo
agravos a saude dos moluscos (PAROLINI et al., 2015).

Neste estudo, as diminui¢des significativas de MDA observadas na primeira semana
para o Orgdo cérebro e ao longo do ensaio no 6rgdo figado, sugerem a acdo do sistema
antioxidante na defesa contra a produ¢ao de EROs decorrentes da exposicdo a COC e BE
(Figura 20), assemelhando-se aos achados dos estudos relatados. Contudo, uma sobrecarga do
sistema antioxidante parece ter ocorrido apds 14 dias de exposi¢do no 6rgdo cérebro, resultando
em aumentos na ocorréncia de LPO e estresse oxidativo (Figura 20).
Esses resultados indicaram uma maior susceptibilidade do cérebro dos peixes aos
contaminantes, em comparagdo com o Orgdo figado. Apesar disso, o0s niveis
de MDA observados nas exposi¢des combinadas nao resultaram em feitos maiores que as
exposicdes unitarias, corroborando com a hipotese de interacdo de atenuagdo entre os

contaminantes (Figura 20).

5.3.6. Carbonila¢ao de Proteinas (PC)

Os niveis de PC no cérebro e figado dos peixes foram quantificados pelo protocolo de
Mesquita et al. (2014) (Figura 21). A PC corresponde a modificagdo quantitativa de proteinas
em decorréncia do estresse oxidativo, geralmente desencadeado por radicais hidroxila (*OH)
(PEDRIALI et al., 2013). A alteracdo de proteinas em derivados carbonilicos ¢ considerada

irreversivel, sendo utilizada como indicador de dano oxidativo a estas proteinas (PAROLINI et

al., 2013; PEDRIALI et al., 2013).
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Figura 21: Carbonilacdo de proteinas no cérebro e figado dos peixes expostos.
Resultados apresentados como média e desvio padrao dos niveis de carbonilagdo de proteinas.
A = resultados no 6rgao cérebro; B = resultados no 6rgao figado. Significancia em relagdo aos

controles de cada semana foram representadas com um * acima das colunas (p < 0,05).
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Aumentos significativos nos niveis de PC foram identificados em todas as semanas de
ensaio para o 6rgao cérebro, sendo principalmente observados nas exposi¢des unitarias a8 COC
e BE (Figura 21). As exposig¢des combinadas resultaram em niveis de PC abaixo do observado
nos controles nas duas primeiras semanas de ensaio, enquanto um aumento significativo foi
observado apenas para COC 1000 + BE 10 ng L' apés 21 dias (Figura 21). No figado,
semelhante ao observado para LPO (Figuras 20 e 21), diminuig¢des significativas de PC foram
identificadas na maioria das exposi¢cdes em todas as semanas de ensaio, excetuando-se as
exposicdes combinadas apos 7 dias e a exposi¢do unitaria a COC 10 ng L' apos 14 dias
(Figura 21).

Nao ha trabalhos de avaliacdo de niveis de PC em peixes expostos a COC e BE na
literatura. Bivalves Dreissena polymorpha expostos por 14 dias a BE (0,5 e 1 ng L),
apresentaram aumentos significativos nos niveis de PC em branquias para ambas as
concentragdes (PEDRIALI et al., 2013). Segundo os autores, a exposicao a BE pode ter causado
estresse oxidativo transitorio, resultando glutationa¢do de proteinas, culminando na PC

identificada principalmente na exposi¢do a BE 1 ug L', demonstrando sua atuacio na alteracio
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do status redox nas branquias dos organismos (PEDRIALI et al., 2013). Em outro estudo, a
exposicdo de bivalves Dreissena polymorpha por 14 dias a BE (0,5 e 1 pg L), resultou em
aumentos significativos nos niveis de PC a 4, 7 e 14 dias de ensaio para BE 1 pg L', ndo sendo
observadas alteragdes significativas para BE 0,5 pg L' (PAROLINI et al., 2013). Uma resposta
semelhante foi observada também nos niveis de LPO nos bivalves expostos & ambas as
concentragdes, em conjunto com inibi¢des significativas nas atividades de SOD, CAT, GPx e
GST apos 11 dias (PAROLINI et al., 2013). Segundo os autores, os resultados a exposicao a
BE 1 pug L! confirmam a toxicidade do contaminante e seu envolvimento no estresse oxidativo
nos organismos avaliados (PAROLINI et al., 2013).

A exposicao a combinagdo de diferentes drogas de abuso em concentra¢des ambientais
(COC 50 ng L', BE 300 ng L', anfetamina 300 ng L', morfina 100 ng L' e 3,4-
metilenodioximetanfetamina 50 ng L) por 14 dias, resultou no aumento significativo dos
niveis de PC em Dreissena polymorpha (PAROLINI et al., 2015). Segundo os autores, os
resultados representaram agravos a saude dos organismos por alteracdes na estrutura e na
funcao de proteinas (PAROLINI et al., 2015).

Neste estudo, as diminuicdes significativas nos niveis de PC observadas no figado dos
peixes parecem indicar uma a¢do do sistema antioxidante na defesa contra a producdo de
espécies reativas. Embora tenham sido observados aumentos significativos nos niveis de PC no
figado apos 7 dias de ensaio nas exposi¢oes combinadas, o sistema antioxidante parece ter
lidado com a exposi¢do, pelas diminui¢des observadas nessas exposicdes apos 14 e 21 dias
(Figura 21), denotando menos efeitos em relacdo a literatura relacionada (no figado). No
cérebro, a PC parecer ter sido associada principalmente as exposigdes unitarias de COC e BE
ao longo do ensaio, resultando na modulacao permanente de proteinas, decorrente de estresse
oxidativo. Embora a exposi¢io a COC 1000 + BE 10 ng L™! tenha demonstrado um aumento
significativo para PC apos 21 dias, esta ndo apresentou um efeito maior que o relatado para a
exposicao unitaria de COC no referido tempo de exposi¢ao (Figura 21), indicando uma

atenuacgao do efeito esperado para a exposi¢ao combinada.

5.3.7. Anilise de componentes principais (ACP)

A andlise de componentes principais associou os biomacardores do sistema
antioxidante a duas componentes principais, compartilhando 60 % de toda a variancia para o
figado (Figura 22) e 68 % para o cérebro (Figura 22). No cérebro, foi observado que SOD e
PC, na presenca de COC, demonstraram-se negativamente associados em CP1, mostrando que

o aumento da atividade de SOD, resulta na reducao da carbonilagao de proteina (Figura 22).



122

Este resultado sugere que o H>O», produzido pela SOD foi degradado por TOT (GSH), ndo
permitindo seu acumulo (H207). Quanto aos comportamentos de GST e¢ PC na mesma
componente (CP1), observou-se uma associagio moderadamente positiva (p* = 0,74; p>0,05).
Esse resultado evidenciaria uma tentativa do sistema antioxidante em metabolizar a COC,
gerando potencialmente um subproduto e, assim, o aumento da PC. O mesmo comportamento
teria sido observado para a exposi¢do a BE no referido 6rgao.

Associagoes diferentes foram observadas no cérebro quando analisadas as exposi¢oes
combinadas de COC e BE (Figura 22 e Anexo V). SOD e PC associaram-se positivamente (p>
= 0,68; p>0,05), sugerindo que o H>O; produzido pela agao da SOD, ndo foi degradado por
TOT, levando ao acimulo desta espécie reativa. No cérebro, onde a atividade de CAT nao ¢
detectada, o aumento exagerado da atividade de SOD poderia sobrecarregar a acdo de TOT,
acumulando H>O». Também destaca-se a associa¢do negativa entre GST e PC na mistura de
COC e BE, mostrando que a atividade da GST foi capaz de atuar na reducdo da PC em CPI.
Observando-se CP2, GST foi associada negativamente ao biomarcador de peroxidagao lipidica
MDA (p* = —0,26; p<0,05), demonstrando, neste caso, a atuacio de GST também na
metaboliza¢do de compostos responsaveis pela LPO, reduzindo este efeito oxidativo no cérebro

dos peixes expostos a mistura de COC e BE.
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Figura 22: Analise de componentes principais no cérebro (A) e no figado (B) dos

peixes expostos a COC e BE.
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A ACP mostrou que SOD esteve positivamente associada a PC (p? = 0,54; p>0,05) e
MDA (p? = 0,29; p>0,05) na presenga de COC no figado (Figura 22), sugerindo um acimulo
de H»0; ndo combatido por CAT e GSH, levando aos efeitos oxidativos de LPO e PC,
semelhante ao observado no cérebro (Figura 22). Dessa forma, as associagdes negativas de CAT
com MDA e PC, e de GSH com MDA e PC parecem corroborar com esse fato, indicando que
a reducao da atividade de CAT ¢ dos niveis de GSH, resultam no aumento de MDA e PC no
figado dos peixes expostos a COC. O mesmo comportamento teria sido observado para BE no
figado. J4 em relacdo a mistura de COC e BE, a ACP mostrou que a agdo de GST e GSH
estiveram associadas positivamente, indicando que a GSH foi majoritariamente utilizada como
substrato da GST durante o processo de elimina¢do de compostos, conduzindo a redugdo da
LPO, uma vez observada a associag@o negativa entre esses biomarcadores na CP2 (Figura 22).

Diante dos resultados discutidos apos a ACP, € possivel observar que a agdo de COC
e BE no cérebro, nao parece ter resultado no acimulo de H>O». No entanto, a agdo de GST teria
gerado subprodutos associados a carbonilagdo de proteinas, uma vez observada a associagao
positiva entre GST e PC no referido 6rgdo. Ja no figado, foram observados efeitos opostos aos
vistos no cérebro, pelo acimulo de H>O decorrente da exposi¢cdo a COC e a BE, redundando
no aumento de MDA e PC. J4 a exposicao a mistura de COC e BE resultou no aumento da
atividade de GST e GSH, os quais teriam sido capazes de impedir o acimulo de H>O»,
combatido o aumento dos efeitos oxidativos de peroxidagdo lipidica e carbonilagdo

de proteinas.

5.3.8. Aspectos gerais — Ensaio cronico

Os biomarcadores antioxidantes avaliados nos peixes adultos indicaram respostas
significativas em relacdo aos controles, sendo observadas principalmente para as exposi¢des
unitarias no cérebro (6rgdo alvo da cocaina). A exposi¢do a COC e BE foi capaz de causar
estresse oxidativo nos 6rgaos dos peixes, acarretando peroxidacao lipidica no cérebro a partir
de 14 dias de ensaio e carbonilacdo de proteinas no referido 6rgdo a partir de 7 dias (Figuras 20
e 21). No figado, os efeitos nos biomarcadores antioxidantes teriam sido associados
principalmente a BE, devido & sua agdo toxica enquanto metabdlito ativo. Diminuigdes
significativas foram observadas na maioria das exposi¢des para os biomarcadores MDA e PC
no figado, sugerindo uma acao efetiva antioxidante na prote¢ao do organismo (Figuras 20 e 21).
TOT parece ter sido o principal biomarcador antioxidante a atuar na defesa do organismo
no cérebro (Figura 19). Entretanto, a defesa antioxidante do organismo no figado parece

ter sido atribuida mais fortemente a um conjunto de antioxidantes, recomendando-se novos
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estudos para sua compreensdo mais detalhada, pela andlise de outros biomarcadores como
a enzima GPx.

As exposi¢des combinadas provocaram respostas antioxidantes nos 6rgaos dos peixes
(principalmente no cérebro). Contudo, ao final do ensaio ndo foram observados aumentos
significativos nessas exposi¢des para os biomarcadores MDA e PC no figado, denotando a
efetividade da agdo do sistema antioxidante neste 6rgdo. Apesar dos aumentos significativos
associados a COC 1000 + BE 10 ng L™ observados nos diferentes biomarcadores no cérebro,
estes ndo demonstraram efeitos acima dos verificados nas exposi¢des unitarias de COC e BE
ao longo do ensaio, sugerindo-se uma interacao de atenuagdo entre os contaminantes.

Com isso, embora concentragdes ambientais de COC e BE sejam consideradas baixas
(ng e ug L), o risco para comunidades aquaticas ndo deve ser descartado, uma vez que drogas
psicoativas apresentam atividade farmacologica ativa (PAROLINI et al., 2017), conforme
demonstrado neste estudo, principalmente para o 6rgdo cérebro. Embora menores efeitos da
combinac¢do ente COC e BE tenham sido sugeridos nos resultados deste estudo, pouco ainda ¢
conhecido sobre a combinagdo de misturas complexas desses contaminantes com outros
componentes ativos no ambiente (PAROLINI et al., 2017), principalmente considerando-se os

niveis de COC ¢ BE associados a esgotos relatados nos rios urbanos investigados neste estudo.
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6. CONCLUSAO

COC e seu principal metabolito (BE) foram investigados quanto a presenca em aguas
superficiais (rios urbanos) no Rio de Janeiro e avaliados quanto aos efeitos ecotoxicologicos de
seus niveis ambientais em ensaio agudo (96 h) com embrides de zebrafish e ensaio crénico com
zebrafish adultos por 21 dias.

A determinacdo de COC e BE em rios e canais no Rio de Janeiro revelou concentracfes
acima do LQ em 100 % das amostras ao longo de 8 meses de monitoramento. O perfil de
consumo de COC na cidade seria um dos fatores mais preponderantes na detec¢do, uma vez
que as maiores concentracBes nao foram necessariamente associadas a maiores parametros
relacionados a esgotos, mas correspondentes aos meses de dezembro e janeiro, quando é
esperado aumento do numero de turistas na cidade pela combinacgéo entre o pico do verdo e
época de férias. As concentracdes investigadas também alertam para o aporte de esgotos nos
rios urbanos da cidade, uma vez que por vezes foram identificadas acima das observadas em
afluente de ETE ao redor do mundo. O cenério de degradacdo ambiental e problematica de
salde ambiental descritos sinalizou riscos no equilibrio de ambientes aquaticos, sobretudo a
organismos nao-alvo.

Mesmo concentragdes ambientais de COC e BE consideradas baixas (ng e ug L™)
provocaram alteracbes morfoldgicas e teratogénicas nos embrides de zebrafish, ja nas primeiras
24 h de ensaio. O corion dos peixes ndo conferiu isencdo frente a toxicidade dos contaminantes
testados, destacando-se BE, por seus maiores efeitos morfologicos, teratogénicos e casos de
mortes em relacdo a COC. Os resultados deste estudo enfatizaram o risco associado as
concentra¢fes ambientais desses contaminantes para a biota aquatica ndo-alvo nos primeiros
estagios de vida.

Os peixes adultos também apresentaram efeitos deletérios decorrentes da exposi¢ao as
concentracdes ambientais de COC e BE, demonstrados pela modulacao de biomarcadores
antioxidantes e, principalmente, pela ocorréncia de estresse oxidativo, acarretando
peroxidagdo lipidica e carbonilacdo de proteinas no cérebro dos organismos. O orgio
cérebro apresentou os maiores efeitos, uma vez que corresponde ao Orgdo alvo
de COC. As exposicoes combinadas de COC e BE resultaram em menores efeitos
em relagdo a exposicdes unitarias, sugerindo uma interacdo de atenuagdo entre os
contaminantes. Maiores investigagdes sdo recomendadas para detalhamento da defesa
antioxidante do organismo a COC e BE, sobretudo no figado, pela analise de biomarcadores

como a enzima glutationa peroxidase. Os efeitos aos peixes adultos demonstram os riscos
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associados a toxicidade de COC e BE a organismo aquatico nao-alvo, mesmo apds completada
sua maturidade sexual.

Com isso, conclui-se que COC e BE nao apenas estdo presentes nos rios cariocas, mas
podem ser encontrados em concentragdes comparaveis as encontradas em esgotos, apresentado
capacidade para causar danos a organismos e impactar potencialmente sistemas ecologicos,

deflagrando um alarmante problema de satude publica e meio ambiente.
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campanhas realizadas em agua de rio
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Dados pluviométricos e resultados fisico-quimicos das oito campanhas realizadas em agua de rio

Dados pluviométricos (mm m2): 24h até coleta — AleraRio (2023)

Identificagéo mai/22 jul/22 ago/22 set/22 out/22 nov/22 dez/22 jan/23
Canal do Cunha 1 0,0 DA 0,0 0,0 18,0 0,2 0,0
Canal do Mangue 74 0,0 DA 0,8 0,0 4.4 1,8 0,0
Rio Carioca 9,8 0,0 DA 0,0 0,0 3,6 0,0 0,0
Rio Iraja 9,2 0,0 DA 0,0 0,0 6,6 0,0 0,0
Rio Meriti 22,4 0,0 DA 0,0 0,4 4,2 0,0 0,0

Dados pluviométricos (mm m): 96h anteriores a coleta — AleraRio (2023)

Identificagéo mai/22 jul/22 ago/22 set/22 out/22 nov/22 dez/22 jan/23
Canal do Cunha 1 0,0 DA 21,8 54 18,8 8,8 1,0
Canal do Mangue 7.4 0,0 DA 274 0,4 7,0 51,8 1,4
Rio Carioca 10 0,0 DA 53,8 0,4 4,4 61,4 1,0
Rio Iraja 9,2 0,0 DA 37,2 1,0 7,8 6,4 24
Rio Meriti 22,4 0,0 DA 394 5,6 4,8 4,0 8,0

Legenda: DA - Dados ausentes no banco do Sistema AlertaRio.
Obs.: Durante a coleta de agosto/2022, os dados climéticos anotados em campo foram: C. do Cunha (Sol), C. do Mangue (Sol), Rio
Carioca (Nublado), Rio Iraja (Sol) e Rio Meriti (Nublado).

Dados pluviométricos referentes a cada campanha de monitoramento conforme Gltimas 24
e 96 h prévias ao momento da coleta. Fonte: ALERTA RIO (2023).



Dados pluviométricos e resultados fisico-quimicos das oito campanhas realizadas em agua de rio

ANEXO 11

Data da Coleta _Identificacio Hora da (.30nd.. T¢0) oH Condutiv.  Salinidade N-NH; N-Total DQO
coleta Climatica (us cm™) (PSU) (mg L% (mg L% (mg L%
C. do Cunha 8:56 Nublado 24,70 6,8 732 0,35 - - -
C. do Mangue 10:00 Nublado 24,60 7 843 0,40 - - -
12/05/2022 Rio Carioca 11:03 Chuva 25,00 72 283 0,13 - - -
Rio Iraja 11:42 Nublado 24,90 7 542 0,26 - - -
Rio Meriti 12:04 Nublado 24,60 7,2 904 0,44 - - -
C. do Cunha 9:06 Sol 24,58 6,94 437 0,21 12,3 26,10 110,01
C. do Mangue 9:57 Sol 23,34 7,21 1595 0,80 13,9 49,50 52,94
11/07/2022 Rio Carioca 10:35 Sol 22,66 7,02 274 0,13 3,82 15,80 280,67
Rio Iraja 11:25 Sol 24,63 7,23 9154 5,12 13,7 18,80 21,23
Rio Meriti 11:40 Sol 26,78 7,23 6283 3,24 16,82 26,30 439,80
C. do Cunha 8:53 Sol 19,39 6,86 695 0,33 28,57 18,22 44,62
C. do Mangue 9:47 Sol 19,00 7,01 1430 0,69 20,07 17,60 61,00
22/08/2022 Rio Carioca 10:30 Nublado 20,30 7,00 3555 1,88 12,10 12,56 123,19
Rio Iraja 11:37 Sol 20,30 7,00 5202 2,38 29,45 21,40 139,88
Rio Meriti 12:05 Nublado 21,17 7,09 7236 4,00 33,74 18,14 304,92
C. do Cunha 9:06 Sol 18,55 7,09 392 0,19 20,26 14,60 98,56
C. do Mangue 9:57 Sol 19,42 7,12 1700 0,50 17,23 14,00 110,21
19/09/2022 Rio Carioca 10:35 Sol 20,28 7,25 2453 1,26 15,37 10,80 116,62
Rio Iraja 11:25 Sol 20,83 7,02 13,24 8,75 21,78 13,60 571,26
Rio Meriti 11:40 Sol 21,52 7,12 5290 3,10 25,33 17,80 227,37

Obs.: Os parametros N-NH3, N-Total e DQO passaram a ser monitorados a partir da segunda campanha de monitoramento, pela parceria com o LABIFI (UERJ).

Resultados fisico-quimicos das campanhas na estacao seca.
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ANEXO 11

Data da Coleta Identificacdo Hora da (-30nd.. T¢0) oH Condutiv.  Salinidade N-NH; N-Total DQO
coleta Climatica (us cm™) (PSU) (mg L% (mg L% (mg L%
C. do Cunha 8:40 Sol 22,60 7,04 600 0,29 6,74 41,60 56,43
C. do Mangue 9:30 Sol 23,24 7,17 4500 2,40 12,79 21,00 82,34
24/10/2022  Rio Carioca 10:13 Sol 22,12 74 38,6 24,78 0,89 3,46 744,22
Rio Iraja 11:00 Sol 25,68 7,13 13,28 7,64 7,69 16,78 723,42
Rio Meriti 11:30 Sol 26,46 7,13 5000 2,77 9,97 21,80 203,06
C. do Cunha 9:10 Chuva 22,29 7,06 427 0,22 18,90 17,94 110,21
C. do Mangue 10:00 Chuva 22,60 7,27 2231 1,14 17,15 17,30 130,37
16/11/2022  Rio Carioca 10:43 Chuva 22,59 7,34 5174 2,79 6,49 7,71 154,17
Rio Iraja 11:32 Chuva 21,74 7,51 131 0,06 0,73 3,90 72,13
Rio Meriti 11:47 Chuva 23,10 7,17 5501 2,97 16,76 16,34 200,37
C. do Cunha 9:10 Nublado 23,72 7,09 474 0,23 19,48 18,78 67,90
C. do Mangue 10:00 Nublado 22,88 7,05 2689 1,39 7,19 11,36 84,59
19/12/2022  Rio Carioca 10:43 Nublado 22,67 7,19 503 0,24 12,42 11,74 61,63
Rio Iraja 11:32 Nublado 23,63 7,08 3659 3,65 26,28 21,60 172,85
Rio Meriti 11:47 Nublado 23,45 7,17 6896 3,78 23,95 19,06 172,85
C. do Cunha 9:10 Sol 27,87 6,78 375 0,17 15,10 19,74 120,97
C. do Mangue 10:00 Sol 27,31 6,91 498 0,23 8,80 15,16 98,90
17/01/2023  Rio Carioca 10:43 Sol 28,22 6,98 364 0,17 8,90 12,36 67,90
Rio Iraja 11:32 Sol 29,66 6,96 1782 0,89 15,60 22,00 123,35
Rio Meriti 11:47 Sol 32,02 7,03 1674 0,83 13,60 22,20 109,64

Resultados fisico-quimicos das campanhas na estagdo chuvosa.
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Resultados detalhados das concentracdes de COC e BE nas campanhas de monitoramento

Estacéo seca

Estacéo chuvosa

mai/22 jul/22 ago/22 set/22 out/22 nov/22 dez/22 jan/23
&~ C.doCunha 287,49 +10,95 479,45 +13,82 175,61 543 163,09 +6,56 276,60 +17,56  1020,83 69,50 566,32 81,51 699,97 +63,97
|
>  C.doMangue 281,02 +7,91 394,46 5,71 112,22 +4,27 103,12 +4,98 192,65 +4,40 298,33 +16,71 265,48 +9,62 807,05 +82,38
(=
Z')’ Rio Carioca 89,24 +1,90 259,53 +8,66 4569 +4,00 4833 2,28 4394 20,49 114,67 +10,69 262,63 +18,34 672,54 +47,35
O
O Rio Iraja 210,36 +4,08 322,96 +10,14 120,76 +2,78 4824 1,06 126,79 5,93 69,17 +7,28 295,28 +33,24 718,74 £36,11
Rio Meriti 125,07 +1,44 380,37 48,37 134,97 #1155 13497 167 181,80 10,02 283,35 122,62 388,84 +1,41 388,57 +23,97
C. do Cunha 45590 +1387 150563 27,50 506,41 +58,17 488,65 +24,46 693,81 +44,04  1503,78 90,09 1491,14 +193,39 135322 108,00
& C. do Mangue 262,46 +6,76 998,49 +13,33 212,73 +2,67 351,70 +19,88 774,27 49,20 836,59 +9,02 773,59 +39,06 1686,95 +163,68
4
=2 Rio Carioca 257,09 +6,48 550,71 +6,34 154,25 23,46 21842 6,22 120,03 3,57 385,19 +23,86 709,24 +44,26 1003,78 +50,32
N—r
% Rio Iraja 265,19  +4,20 771,12 +45,74 286,17 8,71 200,50 +7,83 498,40 14,09 130,90 17,58 1039,07 +89,27 1655,70 +80,73
Rio Meriti 278,85 +4,34 1410,29 +150,93 557,06 79,42 354,34 1134 792,14 +40,14 132656 119,41  1818,24 81,29 1850,51 +175,33
B.1 1200,00 c
€ % 1000,00
g 2 800,00 d c e
9 ’ b
G 600,00 b
g2 b b b b
85 400,00 a a ad a4f b b b b e
| el Allecpfi] cf-cfl] GlamoBl] oflacsflT]
S !
o0 T e M| ol e m O Hmers ] 0 i
B.2
*“ % 2500,00
o ©
» £ 2000,00
0
'S 2 1500,00
- O
t % 1000,00
=]
S 500,00
O N
b5 0,00
-]

Canal do Cunha

Canal do Mangue

Rio Carioca

Rio Iraia

Rio Meriti

Obs.: A = média + dp das concentragdes de cocaina e benzoilecgonina nos pontos de coleta (N = 3); B.1 e B.2 = Concentraces de cocaina e benzoilecgonina nos pontos de

coleta (N = 3). Letras diferentes acima das barras indicam significancia estatistica entre niveis de cocaina ou benzoilecgonina para um mesmo ponto de coleta (p < 0,05).

Resultados detalhados do monitoramento de COC e BE durante as 8 campanhas.
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Resultados detalhados das concentracdes de COC e BE nas campanhas de monitoramento

COC/BE
Estacéo seca Estacéo chuvosa
mai/22 jul/22 ago/22 set/22 out/22 nov/22 dez/22 jan/23
C. do Cunha 0,63 0,32 0,35 0,33 0,40 0,68 0,38 0,52
C. do Mangue 1,07 0,40 0,53 0,29 0,25 0,36 0,34 0,48
Rio Carioca 0,35 0,47 0,30 0,22 0,37 0,30 0,37 0,67
Rio Iraja 0,79 0,42 0,42 0,24 0,25 0,53 0,28 0,43
Rio Meriti 0,45 0,27 0,24 0,38 0,23 0,21 0,21 0,21

Resultados detalhados da raz&o entre COC e BE durante as 8 campanhas.
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Documentacédo experimental — Resultados do FET Test para exposi¢cdes a COC e BE.



Resultados do FET Test para exposi¢des a COC e BE

ANEXO IV
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Exposicéo

Endpoints

24 hpf

48 hpf

72 hpf 96 hpf

Score

Total

CTL meio

emb.

Repl. 1

Atraso na formagédo

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformag&o da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformacéo generalizada

o O o o o o

o O o o o o

= Pk, O N

o o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apds 24h

ol O o o o o o

P, O N

o o o o

CTL meio
emb.

Repl. 2

Atraso na formacgao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagdo da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagio generalizada

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apos 24h

ol o o o o o <o

w o o

(=R ]

CTL MeOH

Repl. 1

Atraso na formagao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagdo da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagdo generalizada

oS O o o o o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apos 24h

S o o o o o

W

CTL MeOH

Repl. 2

Atraso na formagao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagao da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagdo generalizada

S O o o o o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia ap6s 24h

wm W o] o

(=R - =1

13

FET Test: Scores observados nos controles meio embriénico e MeOH.
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Resultados do FET Test para exposi¢des a COC e BE
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Exposicéo

Endpoints

24 hpf

48 hpf

72 hpf

96 hpf

Score

Total

COC 50
(ng L)

Repl. 1

Atraso na formagédo

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformag&o da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformacéo generalizada

S O o o o o

S O O o o o

S O o o o o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apds 24h

(=R

W

COC 50
(ng L)

Repl. 2

Atraso na formacgao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagdo da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagio generalizada

(= =)

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apos 24h

ol o o o o o <o

(=)

- o O W o

(= - =}

COC 500
(ng L)

Repl. 1

Atraso na formagao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagdo da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagdo generalizada

oS O o o o o

S o o o o o

S o o o o o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apos 24h

S o o o o o

wn

COC 500
(ng L)

Repl. 2

Atraso na formagao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagao da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagdo generalizada

S o o o o o <o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia ap6s 24h

ol o o o o o o

- D o O

S o o o o

FET Test: Scores observados nas exposi¢des a 50 e 500 ng L de COC.
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Resultados do FET Test para exposi¢des a COC e BE
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Exposi¢cdo Endpoints 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf  Score Total
Atraso na formacéo 0 0 0 2 2
Edema no pericardio 0 0 0 0
COC 1000 Edema no saco vitelinico 0 0 0 1 1
(ng LY Malformacao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 13
Repl. 1 Deformacéo generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 2 - 10
Casos de morte/dia apds 24h - 0 0 0 0
Atraso na formagdo 0 0 0 0 0
Edema no pericardio 0 1 2 1 4
COC 1000 Edema no saco vitelinico 0 4 1 1 6
(ng LY Malformagao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 1 1 1
Repl. 2 Deformagio generalizada 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 0 - - - 0
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0
Atraso na formagao 0 0 0 5 5
Edema no pericardio 0 0 0 0 0
COC 2000 Edema no saco vitelinico 0 0 0 0 0
(ng LY Malformagao da cauda/vértebra 0 0 0 1 1
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 6
Repl. 1 Deformagio generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 0 - - 0
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0
Atraso na formagao 0 0 0 0
Edema no pericardio 0 5 5 2 12
COC 2000 Edema no saco vitelinico 0 7 5 3 15
(ng L) Malformagéo da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 4 4 31
Repl. 2 Deformagdo generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 0 - 0
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0

FET Test: Scores observados nas exposi¢des a 1000 e 2000 ng L de COC.
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Exposicéo

Endpoints

24 hpf 48 hpf

72 hpf

96 hpf Score

Total

COC 3000
(ng L)

Repl. 1

Atraso na formagédo

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformag&o da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformacéo generalizada

S O o o o o

S O O o o o

1

oS o o o o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apds 24h

oSl O O o o o <o

(=3

1

S O o o o o <o

COC 3000
(ng L)

Repl. 2

Atraso na formacgao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagdo da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagio generalizada

oS O o o o o

S N O o o o] <

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apos 24h

ol O O o o o o

(=)

14

COC 5000
(ng L)

Repl. 1

Atraso na formagao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagdo da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagdo generalizada

S o o o o o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia apos 24h

ol O O o o o <o

(=)

COC 5000
(ng L)

Repl. 2

Atraso na formagao

Edema no pericardio

Edema no saco vitelinico
Malformagao da cauda/vértebra
Baixa resposta ao toque

Deformagdo generalizada

S o o o o o

Casos de morte antes de 24h

Casos de morte/dia ap6s 24h

ol o o o o o <o

(= - =

14

FET Test: Scores observados nas exposi¢des a 3000 e 5000 ng L de COC.
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Exposi¢cdo Endpoints 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf Score Total
Atraso na formacéo 1 0 0 1 2
Edema no pericardio 0 0 1 1 2
BE 50 Edema no saco vitelinico 0 0 2 0 2
(ng LY Malformacao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 21
Repl. 1 Deformacéo generalizada 0 0 1 1 6
Casos de morte antes de 24h 3 - - - 15
Casos de morte/dia apds 24h - 0 0 0 0
Atraso na formagdo 0 0 0 0 0
Edema no pericardio 0 0 0 1 1
BE 50 Edema no saco vitelinico 0 1 0 0 1
(ng LY Malformagao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 22
Repl. 2 Deformagio generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 4 - - 20
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0
Atraso na formagao 0 0 1 3 4
Edema no pericardio 0 0 3 0 3
BE 500 Edema no saco vitelinico 0 0 0 0 0
(ng LY Malformagao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 17
Repl. 1 Deformagio generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 2 - - - 10
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0
Atraso na formagao 0 0 0 4 4
Edema no pericardio 0 0 0 2
BE 500 Edema no saco vitelinico 0 1 1 1 3
(ng L) Malformagéo da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 o
Repl. 2 Deformagdo generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 0 - 0
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0

FET Test: Scores observados nas exposicdes a 50 e 500 ng L de BE.
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Exposi¢cdo Endpoints 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf Score Total
Atraso na formacéo 0 0 0 2 2
Edema no pericardio 0 0 3 0 3
BE 1000  Edema no saco vitelinico 0 0 0 0 0
(ng LY Malformacao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 25
Repl. 1 Deformacéo generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 0 - 0
Casos de morte/dia apds 24h - 0 0 1 20
Atraso na formagdo 0 0 0 1 1
Edema no pericardio 0 2 1 0 3
BE 1000 Edema no saco vitelinico 0 1 0 1 2
(ng LY Malformagao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 1
Repl. 2 Deformagio generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 1 - - 5
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0
Atraso na formagao 0 0 0 0 0
Edema no pericardio 0 1 4 0 5
BE 2000 Edema no saco vitelinico 0 1 0 0 1
(ng LY Malformagao da cauda/vértebra 0 0 1 0 1
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 18
Repl. 1 Deformagio generalizada 0 0 1 1 6
Casos de morte antes de 24h 1 - - -
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0
Atraso na formagao 0 0 0 3 3
Edema no pericardio 0 0 0 1 1
BE 2000 Edema no saco vitelinico 0 0 0 1 1
(ng L) Malformagéo da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 39
Repl. 2 Deformagdo generalizada 0 1 1 1 9
Casos de morte antes de 24h 3 - 15
Casos de morte/dia apos 24h - 1 0 0 10

FET Test: Scores observados nas exposi¢des a 1000 e 2000 ng L de BE.
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Exposi¢cdo Endpoints 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf Score Total
Atraso na formacéo 0 0 0 0 0
Edema no pericardio 0 0 1 1 2
BE 3000 Edema no saco vitelinico 0 0 2 0 2
(ng LY Malformacao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 24
Repl. 1 Deformacéo generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 0 - - 0
Casos de morte/dia apds 24h - 0 0 1 20
Atraso na formagdo 0 0 0 4 4
Edema no pericardio 0 1 0 0 1
BE 3000 Edema no saco vitelinico 0 0 1 0 1
(ng LY Malformagao da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 16
Repl. 2 Deformagio generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 2 - - 10
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0
Atraso na formagao 0 0 0 0 0
Edema no pericardio 0 1 0 1 2
BE 5000 Edema no saco vitelinico 0 0 0 0 0
(ng LY Malformagao da cauda/vértebra 0 0 0 1 1
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 37
Repl. 1 Deformagio generalizada 0 1 1 1 9
Casos de morte antes de 24h 1 - - - 5
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 1 20
Atraso na formagao 0 0 0 7 7
Edema no pericardio 0 0 4 0 4
BE 5000 Edema no saco vitelinico 0 0 1 1 2
(ng L) Malformagéo da cauda/vértebra 0 0 0 0 0
Baixa resposta ao toque 0 0 0 0 0 18
Repl. 2 Deformagdo generalizada 0 0 0 0 0
Casos de morte antes de 24h 1 - 5
Casos de morte/dia apos 24h - 0 0 0 0

FET Test: Scores observados nas exposi¢des a 3000 e 5000 ng L de BE.
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ANEXO V
Resultados da Analise de Componentes Principais dos biomarcadores do ensaio crénico em

cérebro e figado dos peixes
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A. SOD_CER_COC  SOD_CER BE SOD _CER MIX GST CER COC GST CER BE GST CER MIX GSH CER COC GSH CER MIX MDA CER MIX PC_CER COC PC CER BE  PC CER MIX
SOD_CER_COC 1.00

SOD_CER_BE 0.71 1.00

SOD_CER_MIX 0.63 0.89 1.00

GST_CER_COC 0.58 0.8*0 0.76 1.00

GST_CER_BE 0.66 0.68 0.49 0.64 1.00

GST_CER_MIX 0.26% 0.17 0.10 041 0.13 1.00

GSH_CER_COC 0.32 0.04 0.06* 0.14* -0.08 0.25 1.00

GSH_CER_MIX -0.55 -0.68 -0.44* -0.45 -0.76* 0.13* 0.00 1.00

MDA_CER_MIX -0.56 -0.59 -0.60 -0.55 -0.61 -0.26% 0.17 0.49% 1.00

PC_CER_COC 0.76 0.74 0.82 0.74 0.60 0.30 -0.10 -0.35% -0.62 1.00

PC_CER_BE 0.73 0.63* 0.57% 0.56* 0.72 031 -0.48* -0.57 -0.71 0.73 1.00

PC_CER_MIX 0.50 0.69 0.68 0.87* 0.63 0.40 0.23* -0.41 -0.56 0.74 0.61 1.00
B. SOD_FIG COC  SOD FIG BE CAT FIG COC GST FIG BE GST FIG MIX GSH FIG COC GSH FIG BE GSH FIG MIX MDA FIG COC MDA FIG BE MDA FIG MIX PC FIG COC PC FIG BE
SOD_FIG_COC 1.00

SOD_FIG BE 0.52 1.00

CAT FIG_COC 0.09 0.35% 1.00

GST FIG_BE 031 -0.30 0.07 1.00

GST_FIG_MIX 0.34 0.49 0.68* 0.07 1.00

GSH_FIG_COC -0.20 -0.12 0.53* 0.56* 0.46% 1.00

GSH_FIG_BE 0.30 0.39 0.01 0.65* 0.06 0.77* 1.00

GSH_FIG_MIX 0.24 0.44 0.78* 0.06 0.82% 0.55% 0.00 1.00

MDA _FIG_COC 0.29 035 0.04 -0.43* -0.02 -0.47% -0.66* -0.05 1.00

MDA _FIG BE -0.08 -0.18 -0.50% 0.06 -0.50% 0.23 0.16 -0.70% 0.21 1.00

MDA _FIG_MIX 0.27 0.16 -0.33* 0.03 -0.19% -0.21 0.03 -0.39% 0.49 0.78* 1.00

PC_FIG_COC 0.54 0.84 0.38 -0.14 0.62 0.00 -0.29% 0.57% 0.31 -0.28* 0.08* 1.00

PC FIG BE 0.55 0.70 0.07 0.05% 0.40 0.03 0.06* 0.20 0.00% 0.16* 0.45 0.63 1.00

Analise de Componentes Principais dos biomarcadores do ensaio cronico em cérebro (A) e figado (B) dos peixes adultos expostos. Um * foi

utilizado para demonstrar significancia entre comparacdes (p<0,05).
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Documentacdo experimental — Cromatogramas
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Compound:
m/z
Lot number:

Instrument M ethod

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Cocaina*

304,15433

TVI_i_GABRIEL

Sequence Name:

20220207_validacao2.3_Cocaina 1 GABRIEL

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\20220207_validacao 2.3
CT_H2O_repl CT_H20_rep2 CT_H20_rep3 CT_AM_repl CT_AM_rep2 CT_AM_rep3 Curva_FM_0,125_repl
AA 5059870,56 AA 5426458,71 AA 1608708,19 AA 115602434,93 AA 104439195,68 AA 104841603,62 AA 3306442,28
RT 4,40 RT 441 RT 441 RT 441 RT 441 RT 4,42 RT 441

CT_Fz0_rezt 26 Comne- L6502

- FTWE = p E3I Full me [100.0000-200

RT 4.40
Af SIEBETOLES

4 44 4E

fCT_H2O_pepd ZE. Comane L ESE
- FTWEE = p 31 Full ms [100.0003-200

RT4.81
Af SEIEATET

CT_Fa0 rerd 26, Cocmnas KL 4.7aE
- FTe = p E31 Full s [4D0.0000-E00 _

AT 4.8
A 1E0ER0E19
10E5
a
4 44 EE

CT_AN_rem ZE. Cocane L 1.6a7
- FTWE2 + p E3I Full mes [100.0003-:00 -
RT-4.41
Af TI5EIEE4.52

CT_A_repa_o6. Cocaia-
- FTS = p B3I Full ms [100

RT4.81
AA IH43SIE5ER

ML: 1.547
| OD0C-EDD -

_AN_ren ZE. CoanE- Rl 1427
= FTEE = p B3I Full mes [100.0000-200

AT 4.4
Af W4E41EDED

Curve_FW_L,125_reod 26, Comana-

- FTARS = p E31 Full s [1D0.0000-200
R 4.81
AA ITESTIE

amEs

Curva_FM_0,1225_rep2

Curva_FM_0,125_rep3

Curva_FM_0,125_rep4

Curva_FM_0,1225_rep5

Curva_FM_0,250_repl

Curva_FM_0,250_rep2

Curva_FM_0,250_rep3

AA 3910209,43 AA 5079905,97 AA 3822865,93 AA 2772905,09 AA 4260267,76 AA 4053703,84 AA 5261286,63
RT 441 RT 4,42 RT 442 RT 441 RT 442 RT 4,42 RT 441
rva_FR_D,135_repd 56, Cocang- pourve_Fii_D,135_pep3 36, Comane souna_Fhi_D 125 _repd BE. Coahe souns_Fh_D,13=_y=ps 56, Cocang- r\'E_FM_I: 2S0L_rep 56, Cocana” HLHLE 250 repd 56, Cocane hourva_FM_D,250_ren3 36, Comne
= FTWE = p E31 Full mes [100.0000-200 . F- FTAEE = p E31 Full mes [100.00003-200 . F- FTW%2 = p E31 Full ms [100.0000-200 - F- FTA%2 = p E3I Full ms [100.0000-500 - = + p E3I Full s [100.0000-200 . = + 31 Full s [100.0000-200 . F- FTAEE = p E31 Full ms [100.0003-200 .
RT 4.4 RT 4.4 RT 4.4 RT-4.841 RT-4.4 RT 4.4 RT 4.8
AA 300543 A SOTSS0E.5T7 A& JETIBES 53 A& TFTIS0EOS AKX AIENIST.TE A& 40E3T0E.E4 A EIEIDEEST
4085 SOES 40E5 40ES 1 =
20ES 10ES. 2= 20ES
a a a a a a
a a4 4E 4 a4 4E 4 a4 d4E 4 a4 4E a a4 4E 4 a4 d4E

Curva_FM_0,250_rep4
AA 4784882,13

RT 441

Curva_FM_0,250_rep5
AA 3872225,40

RT 441

Curva_FM_0,500_repl
AA 5945626,22

RT 4,42

Curva_FM_0,500_rep2
AA 4745697,38

RT 4,42

Curva_FM_0,500_rep3
AA 436524244

RT 4,40

Curva_FM_0,500_rep4
AA 604115141

RT 441

Curva_FM_0,500_rep5
AA 454471521

RT 441

ne_FM_F,250_r=pd 26, Cocana-
- FTME + p £31 Fuol e [100.000CHE00

RT 4.4
AR 4TEABETAZ

2S0L_reps 26, Cocane-
F"Fl'“& P E3I Full s [100.0003-200

RT 4.8
Ad JETINGE &0

SO0 regr 26, Cocane
F"Fl'\.ﬁ P E3I Full mes [100.0000-200 -

RT 4.4
Ad SH4SEIE I3
5.0ES
a
4 44 LE

\S00_repd ZE. Cocane-
F"Fl'“& p E31 Full ms [100.0003-:00 -

RT4.4
AR ATAEEST IR

S.0ES

SO0_rep3 ZE. Cocana-
S + pE31 Full me [100.0000-£00 -

RT-4.40
AR 4BE24D 48

SI0ES

\SOC_rend 26, Cocane
S + p E3I Full ms [100.0000-200

RT 4.8
A EI4TAE1 41

\SOCL_reps 26, Comne
F"Fl'“B P E2I Full mes [100 0003-200

RT 4.8
AR 4E44TE
S0ES
a
4 44 LE

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de agua de rio; FM = solucdo de fase movel.
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Cromatogramas

Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Cocaina* Sequence Name: 20220207_validacao2.3_Cocaina 1l GABRIEL

304,15433

TVI_i_GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\20220207_validacao 2.3

Curva_FM_100_repl

Curva_FM_100_rep2

Curva_FM_100_rep3

Curva_FM_100_rep4

Curva_FM_100_rep5

Curva_FM_2,00_repl

Curva_FM_2,00_rep2

AA 7314114,38 AA 802561111 AA 5876688,80 AA 686009124 AA 845459161 AA 14889550,55 AA 13411926,84
RT 4,40 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,39
ree_FW_1,00_fepi 26, Comne- AL 00_epl 56 Cocane- WL  [Cure FIA_i00mps 6. Cocana- WL|  [Curve FM_300reps 56 Comama- RL|  [Curvs FM_1,00 reps 26 Cocana Rl 00 repi 26 Cocanm K| [Cure FM_Z00_epi 26 Cocanes KL
- TG + - B9 Full mes (1000000600 + /B3 Full s [D0.0000-200 . |- FTVAS < BT Fuoll s (000000200 . |- FTARS + o B3 Foll mes [D0.0000-600 .| |- FTAG + 1 ESFoll s [D0.0000600 .| - FTNAS + B Full s (100 .| |F:FT¥a = ESTFull ms [00.0000-200
AT-4.40 RT4.3 AT 4.3 AT 4.0 RT4.0 RT-4.0 AT 4.3
AX 73411428 A BIEEA1H Ak SETEGES.BO AN EBEDOS 24 A BAE4EE 51 A 14588550 55 AX 14HEE04
10E5 18
ELES s SEs 10E5
[ o a [
42 &4 £k 42 44 4k &2 &4 4E 42 44 4E

Curva_FM_2,00_rep3

Curva_FM_2,00_rep4

Curva_FM_2,00_rep5

Curva_FM_5,00_repl

Curva_FM_5,00_rep2

Curva_FM_5,00_rep3

Curva_FM_5,00_rep4

AA 12644603,70 AA 47124429,69 AA 1422535136 AA 28693569,34 AA 27930319,60 AA 27293740,18 AA 26996977,52
RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40
00_ren: 26 Comna- R 00_repé 26 Comne- WL [Cune_FM_200_teps 26 Coine- RL|  [Cunve FM_S,00_epi 26 Cowne- ML =00 e 26 Comina- WL m_m_sn_r:pse.ac,ncuhu L =00 rmpé 26 Cocang- AL
+p ES1 Full ms [100.0000-200 «p ESIFull ms (100000000 | |F: FTAES +p B0 Full ms [{00.0000:E00 | [F- FTARE = p E8TFul ms [100.0000-600 P-Fma © ESTFull ms (10000003600 | |F: +p EEIFull ms [100. ) F"Fl"-B ' B8 Fusl s [100.0000-200
AT 4.23 AT 433 RT 435 AT 438 AT 4.33 AT 438 AT 4.40
AAC 1254550070 AA 47124428 65 AA 1835351 38 AA JEEGISED 34 AA: I7SA0395 60 AAC ITISITA0.AE AA EGEITT ST
10ES 10ES 10ES 10ES 20E5
[ a a a a
42 &4 4E 4 44 4B 4 &4 B 41 &4 4E 42 &4 4E

Curva_FM_5,00_rep5

Curva_FM_10,00_repl

Curva_FM_10,00_rep2

Curva_FM_10,00_rep3

Curva_FM_10,00_rep4

Curva_FM_10,00_rep5

Curva_FM_25,00_repl

AA 26722848,37 AA 62154658,01 AA 62582199,08 AA 63278329,21 AA 6202539184 AA 62555271,05 AA 158026726,14
RT 4,39 RT 4,40 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,39
=00 s 26 Comne hL 0@ 26, Cocna Cune_FM_I0,@_rer2 26, Comna- Cune_FM_0,@_re 26, Cocane: Cune_FM_0/@_repd 26, Cocona” ne_FM_I0@_eE 26, Cocana” = 5C_reod 26, Comng:
+p E31 Full ms [100 ; FTNES = 1 E3I Full s [D0.0000200 .| |- FTARS = p E31 Full s [100.0000-200 .| |F- FTARS » p E31 Full ms [00.0000-600 .| |- FTWES + 1 E31 Full s (1000000500 .| |- FTWE = B3I Full ms [D0.000CE00 .| [F- FTARS = p E31 Full s [100.0000-500
RE4.3 RT4.40 RE4Z RE 4.8 RE4.@ RE4.8 RE4.3
AR 25TIIE4B.IT AR EZSERM AA EZ2IEST AA ETTEISI AR EXDEIEA B4 AR EZESEITIE AR 10267614
107
20ES SCES soes 10E7
a a a a
42 &4 46 FUNRRF AR s 44 4k FUNIF AR

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de &gua de rio; FM = solugdo de fase movel.
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Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Cocaina*

304,15433

TVI_i_GABRIEL

Sequence Name:

20220207_validacao2.3_Cocainal GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\120220207_validacao2.3

Curva_FM_25,00_rep2
AA 186800898,21

RT 4,40

Curva_FM_25,00_rep3
AA 158610632,14

RT 4,40

Curva_FM_25,00_rep4
AA 158015645,78

RT 4,40

Curva_FM_25,00_rep5
AA 15717942175

RT 4,40

nva_FM_2500 rep2 36, Cocaina*
= FTAEE = p B3I Fusll e [100 0000-E00 .

AT 4.0
Adc 1E5300858.21

4E

PCuna_FR_25,00 rep2 36, Coang®
- FTWES = p B3I Fisll mes [100.0000-200 .

=R
2067

4E

PCunva_FW_25,00 repd 36, Coane*
F- FTWAE = p B3I Full mes [100.0000-200 .

S Smsmas T
2057

1057

4E

PCunve_FM_25,00 repS 36, Cocmina®
fF- FTAE = p B3I Full e [100.0000-200 .

AT 4.40
A& 1ETITENINTE
20E7

1057

4E

Curva_FM_50,00_repl
AA 330732650,92

RT 4,40

Curva_FM_50,00_rep2
AA 33348767107

RT 4,40

Curva_FM_50,00_rep3
AA 32782068245

RT 4,39

yer 36 Comina®

= FTAAE = p EZI Full e [100 0000-200 .

AT 4.0
Ao IAVIIESA SR

20ET

a

4E

PCune_FW_S0,00 rep2 36, Coang®
- FTWES = p B3I Fisll e [100.0000-200 .

RT-4.40
Al IXTHETET1 07

40ET7

4E

PCunva_FW_S0,00_rep® 36, Coane*
F- FTWAE = p B3 Full mes [100.0000-200 .

RT4.35
A

Curva_FM_50,00_rep4

Curva_FM_50,00_rep5

Curva_FM_75,00_repl

Curva_FM_75,00_rep2

Curva_FM_75,00_rep3

Curva_FM_75,00_rep4

Curva_FM_75,00_rep5

AA 460514937,60 AA 420098558,74 AA 686512476,51 AA 673588440,91 AA 690464376,67 AA 500031821,06 AA 499611149,98
RT 441 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,40
nva FM_S0,00_rend 56, Cocana- MLS-II.EI:_'EDE 26, Comna pounsa_Fhi_75,00_ren 6. Comne- pouna_Fi_75,00_re; S8, Cocana- v FM_75,00_ren3 56, Cocana- pCunva_FW_7S,00_rend 28, Comng pouna_Fhi_75,00_re; 6. Comne-
= FTE2 = p E31 Full me [100.0000-200 - FThE2 = p E31 Full ms [100.0000-200 F- FTh%2 = p E31 Full me [100.0000-2040 - F- FThiS = :EEIF\.IrrE [100.0000-200 = FTE2 = p E31 Full me [100.0000-200 . - FThE2 = p E31 Full mes [100.0000-200 F- FThe = :EEIF\.IrrEﬂIIm-eD:
AT 4.81 RT4.23 RT 4.&0 RT 433 RT4.33 RT 4.0 RT 4.&0
MM 350514537 ED MM 4I00SESSE T A BEES1247E 51 MM ESDIB4ITEET AA SI001E21.06 A 4TSE1174958
1.0EE
S0EF

dE

COC_BE_25ppb_A_repl

COC_BE_25ppb_A_rep2

COC_BE_25ppb_A_rep3

COC_BE_25ppb_B_repl

COC_BE_25ppb_B_rep2

COC_BE_25ppb_B_rep3

COC_BE_D3 25ppb_A_repl

AA 12605142116 AA 123905384,77 AA 12405350189 AA 120533596,85 AA 117455135,27 AA 119539739,17 AA 766235,72
RT 4,40 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39
poE_A_repi 36 Cocane- _EE JEpok A _tepd 96 Cocane: pre A_reps 36 Cocane pok E_repi 86 Cocane- poE_E_epa 36 Cocane- _BE JEpok B_reps 96 Cocane: _BE_[_i=ppo_A_repl 96 Coc
- FTMES = p E31 ol ms [100.0000-500 . TR = ;EEIFLIrr:imﬂ.OCDD-oD: - FTWE = p E31 Full ms [100.0000-500 . - FTME = p E31 Full ms [100.0000-500 - FTWE = p E31 Full ms [100.0000-500 TR = ;EEIFLIrr:imﬂ.OCDD-oD: . - FTWE = p B Full s [100.0000-300
BT 4.40 AT 4.3 AT 4.3 BT 4.3 4.3 Rh 4.3
AX 12505142196 .'u'c uasnﬂau? A& 12405350138 AA 10SIIEBEEE AX HITASEIZEIT .'u'c +4BEIETIEAT AR PEEI3ETR
1087 1057

4 44 LB

4E

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de agua de rio; FM = solucdo de fase movel.
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Cromatogramas
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Compound:

Lot number:

Instrument M ethod

Ly

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina*

304,15433

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\20220207_validacao2.3

20220207_validacao2.3_Cocainal GABRIEL

COC_BE_D3_25ppb_A_rep2 COC_BE_D3_25ppb_A_rep3 COC_BE_D3_25ppb_B_repl

COC_BE_D3_25ppb_B_rep2 COC_BE_D3_25ppb_B_rep3 CIA_repl CIA_rep2
AA 1207598,54 AA 72367044 AA 798615,72 AA 382724,77 AA 527407,10 AA 14895975,40 AA 14080997,67
RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39
BE_D5_25ppn M _rep? 38 Coc ... BE_DE_25ppn_A_repd 38 Coc . BE_DC_25ppn B _repd 38 Coc ... FE_DG_35ppn H_rep2 26 Coc ... BE_DE_25ppn B_rep3 38, Coc .. ‘CUA_epd S5 Commina® ML 3 3EER ‘CAreps 38 Cominmt ML II3EE
- FTAE = p £81 Full ms [100.0000-200 . FTMES = p 81 Full s [100 0000200 - FTME = p £81 Full ms [100.0000-500 _ - FTAAE = p E31 Full ms [100.0000-500 - FTMiES = p E81 Full s (000000200 | |- FT%eS = p 31 Full ms (1000000200 F- FTME = p B3I Full ms (1000000200
RT 4.3 RT4.23 AT 4.3 RT 4.3 AT 433 RT 4.2 RT4.23
p— AM 1207558 .54 AN TIEZENO 44 MM TEEE1S TR AS JEITIATT e A& 52707 MAA 18255575 40 AN 18030955 &7
e 1.0E5 SOEL 0= 20ES
ES soEe SDES 10ES 1088
a, a, a a a, 0. a
2 44 4LE 2 44  4E 4 44 4 2 44  4LE 2 24  &E ] 24 4E e 44 45
CI1A_rep3 CIB_repl CIB_rep2 CI1B_rep3 CIC_repl CIC_rep2 CIC_rep3
AA 15564693,24 AA 11769064,22 AA 14441120,67 AA 11666188,65 AA 12104404,18 AA 11825165,06 AA 11639508,01
RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,38
A _repd 6. Cocanes ML 13SEE CiE_repi D6 Cocanes ML 1.B5EE [CiE_ep: 56 Comnms ML 1i5E CE_rep: 26 Comahes ML 1.8555 [CiC_r= 26, Coanm- R 1.51EE CC_repd SE.Cocanes ML 1.BTES
- FTWS = p B3 Full ms [100 0000-E00 - FTMES = p E31 Full mes (100 0000-E00 - FTWES = p/E31 Full mes [100.0000-200 - FTAES = p E31 Full e [100.0000-200 - FTWES = p B3 Full s [100 D0O0HE00 - FTMES = p E31 Full mes [100.0000-200 .
AT 4.3 RT 4.3 AT 433 AT 4.40 AT 4.3 RT 4.2
MM 15568553 24 AA TTTES084.22 AA 1 8411I0ET MM TIBEE1EE.BS AS 12908404 13 Af TIEZSIES DE
20ES 10Es
oS 1oEs 10Es 1085 1085 1oEs
a a a a a a
2 44 4LE 2 44  4E 4 44 4 e 44 4 2 24  &E 1 24 4E
C2A_repl C2A_rep2 C2A_rep3 C2B_repl C2B_rep2 C2B_rep3 C2C_repl
AA 64368150,27 AA 53917169,54 AA 55563236,97 AA 54051049,43 AA 55902706,73 AA 54103772,31 AA 56258866,53
RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,39 RT 4,40

=24 _nepd 3E. Comine® ML 9.03ET

- FTWS = p B3I Full ms [100 0000HE00
RT4.323
AACBLZEB1S0IT

Po2A_rep? B6. Cocminat ML S.EXEE
- FTWES = p E31 Full mes [100 D000-E00
AT 4.3
MM EETIEE S

A &4 4k A 24 4E

Po2A_repd BE. Cooainat ML EBIEE
- FTWES = p/E31 Full e [100.0000-200 .
AT 4.33
AAC EESETIIEST

I=1E_repd 36, Comhnet ML S.E5EE
- FTAWES = p B3I Full e [100 0000200 .
AT 4.40
AS SADE104E .43

f &4 a4 i &4 a4

H_nep? 36. Cocmina® KL E.51E6

= FTWS = p B3I Full s [100 D0O0HE00

AT 4.40
AS SES0ITDE.TE

Po2E_rep3 BE. Coominat ML E.TSEE
- FTMES = p E31 Full mes [100.0000-200 .

AT 4.3
ASC EH0ITTRE

S0ES

po2C_repd 36, Comina® ML E.50EE
- FTAES + p B3I Full e [100.0000-200 .

AT 4.40
MM SEISBEEE.S3

f &4 a4

Cromatogramas: performance do método. C1LA-C1C, C2A-C2C e C3A-C3C = injecdo de COC e BE (10, 50 e 125 ng L™, respectivamente)

em agua ultrapura.



ANEXO VI

Cromatogramas

168

Compound:
m/z
Lot number:

Instrument M ethod

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina*

304,15433

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

20220207_validacao2.3_Cocainal GABRIEL

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\20220207_validacao2.3
C2C_rep2 C2C_rep3 C3A_repl C3A_rep2 C3A_rep3 C3B_repl C3B_rep2
AA 55006084,92 AA 54207883,16 AA 189844129,15 AA 139268879,16 AA 137696622,73 AA 171275074,09 AA 141827590,01
RT 4,40 RT 4,40 RT 441 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40
TIC_rel 96 Cocane- BLoETEE TaC_recd 26 Coang- L E 4555 T3A_epl 26 Cocna- WL 258 C3A_rmpd 96 Cominmr WL ZIZET C3A_rmp3 56 Comne- WL ZI0ET E_repl 86 ComnE ML 171ET B_mpl 86 CocanE WL 127
IF- FTAeE + p E3I Full ms [D0.0000-00 .| |- FTAER = p £51 Full ms (100000000 .| |- FTMS = p E31 Full mes (100000600 _ | |- FTAE + p E3I Full mes [1D0.0000E00 | |F- FTAE + p 31 Full ms [1D0.0000-00 .| |- FTAMR = p E31 Full ms [100.0000-00 : FTWE + p E31 Fusl s [D0 0003200
AT4.0 RT 4.0 AT 4.81 RT: 4.0 RT 4.40 AT 4.0 AT4.0
AA SEODGEES 52 A SEOTERIAE AA HESE412E 45 AA 1IEIEEETE G AA 1ITEBEEIZ A AATTITEITADS AAC1E13ITER0M
1ET
1ET
S0ES S0ES 1067
[ a a [
[ &4 4E 4 44 4E 4 44 4E ) &4 4E
C3B_rep3 C3C_repl C3C_rep2 C3C_rep3
AA 14168946148 AA 138573289,91 AA 139815619,32 AA 139762683,79
RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40

p3 BE. Comane® ML Z25E7
= p 3 Full ms [100.00003-200 -
RT 4.4
Al 1E1EBSHET 48

CAC_rept 26, Cocana- WL 21257
- FTMe = p E31 Full s [D0.0000-200

AT 4.4
AM13EETIIRA S
207

1057

4 44 LE

C30_repa 6. Cocanm- WL L1627
- T = p E31 Full s [D0.0000-200 .

RT4.40
Af 1381561532
10E7
107
a

C3C_rera 96 Comnes ML 1307
- FTv = p E31 Full s [00 0000600

RT-4.40
Af 1IETEIERI T

Cromatogramas: performance do método. C1A-C1C, C2A-C2C e C3A-C3C = injecdo de COC e BE (10, 50 e 125 ng L, respectivamente)

em agua ultrapura.



ANEXO VI

Cromatogramas

169

Compound:
m/z
Lot number:

Instrument M ethod

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Benzoilecgonina*

290,13868

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

20220207_validacao2.3_Cocainal GABRIEL

Arquivo: C\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\120220207_validacao2.3
CT_H2O_repl CT_H2O_rep2 CT_H20O_rep3 CT_AM_repl CT_AM_rep2 CT_AM_rep3 Curva_FM_0,125_repl
AA 2245338,58 AA 1934349,70 AA 42322441 AA 286376114,78 AA 258850538,41 AA 262671714,68 AA 2142005,67
RT 4,28 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,28 RT 4,28 RT 4,30 RT 4,29
WCT_HI 86. Coca [benzoliecgon ... PCT_H2O _p=pd 36. Cooa {benzoliecgon ... )CT_H2O p=p3 26. Cooa {benzoliecgon ... _AM_reri SE.Coca (b=nzoliecgon ... _AM_repZ 36. Coca (benzoliecgon ... ICT_AM_ren= 36. Cooa (benzoliecgon ... PCunve_FM_D,125_pepd 36. Cooa [ben .
- FTME = o E31 Full s [100.0000-200 .| |- FTME = pE3I Full s [1D0.0000600 . | |- FTME = p (B3I Full ms [1D0.0000-500 - FTIE = p E31 Full ms [100.0000-500 . FTIES = p £3I Fuull ms [1D0.0000°600 | |- FTWE = p 31 Full ms (1000000200 .| |- FTWAS = p E31 Full ms [100 0000600
AT 438 RT 429 AT 43= AT 438 AT 4.28 AT 4.30 AT 425
AA 2245338:58 AA 133434570 AA ATEIA AA 2EEITETIATE A 25ESIEIE 41 AA MEIETITILES AA 214200 57
I0ES
10E7
10ES

Curva_FM_0,125_rep2

Curva_FM_0,125_rep3

Curva_FM_0,125_rep4

AA 2273357,59 AA 3524933,80 AA 2518698,43
RT 4,29 RT 431 RT 4,30
iCuna_FM_D,125 el 86 COCE (Den | fune FM D15 ECE 86 COCE (Den . | fCune FMD.1ZE jEnd 26, COCE (ben
IF: FTMEE = B3I Full ms [100C000E00 . | |- FTME = 5 E31 Full ms (1000000600 . | |- FTME = p 31 Full me (1000000600
AT 432 AT 4.3 AT 4.30
AX 1ITIIETED A& 3E34833.80 AX 1513893 43
40ES
2ES
e 10Es

& 4 44  LE

4 & 44 4E

Curva_FM_0,1225_rep5

Curva_FM_0,250_repl

Curva_FM_0,250_rep2

Curva_FM_0,250_rep3

AA 1941779,75 AA 2841828,75 AA 2535144,10 AA 3474020,57
RT 4,29 RT 4,30 RT 431 RT 4,30
nVe_FM_D,135_Jmoe 26, Cocn (ben .. ZE0_yeot 26, Coca (ben .. Cunve_FM D250 jeod 96, Coca (ben [Cunve_FM_D.250_read 26, Coca (b=
= FTES = p E31 Full e [100.0000-200 . F"Fl".E P E31 Full m= [ [100.0000-500 _ - FTE2 = p E31 Full me [100.0000-200 - FTh%2 = p E31 Full ms [ (1000003500

RT 432
A& ABHTTRTS

AT 4.30
A I EEE TS

AT 4.3
A 15351 44,40

AT 4.30
MM ETALD.ET
405

10ES

Curva_FM_0,250_rep4

Curva_FM_0,250_rep5

Curva_FM_0,500_repl

AA 3270553,21 AA 2768936,72 AA 485963100
RT 4,29 RT 4,29 RT 4,31
FCune_Fh_D 250 repd EEI:ncnlbm PCunve_FM_D, 250 reps EEGDC!IIJ:H pCunve_FM_D, e EEGD\:nlbm
F- FTheS = :EHIFLIrIEﬂIIJIIII-»aD: . F- FThi3 = :EHIFLIIIE“IIJIIJ}»:;D: - F- FTAAS = p B3I Full s [ (100 0O00-E00
RT 432 RT 422 RT 4.1
Adr 1TOS53 AS TPEBSZETT A 4BSEEZ00

Curva_FM_0,500_rep2

Curva_FM_0,500_rep3

Curva_FM_0,500_rep4

Curva_FM_0,500_rep5

AA 3508674,94 AA 3184969,92 AA 4402560,40 AA 3311155,68
RT 4,31 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29
jend BEDD\:MD:n PCune_Fi_D,! e EEGncnlbm yend SEGDC!II):H PCunve_FM_D,500_reps EE':DCHID:H
= FThES = :EEIRIHEWI]M - F- FTheS = :EEIFLIrrEﬂII.CCUJ-uDﬂ - F"FF\.B :EHIFLIrrEﬂIIJIIII-uD: . F- FThi3 = :EEIFLIIIE“IIJIDJ—»:;D: -
RT 4.1 = RT 435 RT42%
Ad; 3ECBET4.54 Ak 31S=dﬂ'52 Adr 4800550 80 Ad IFHHEESE

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de agua de rio; FM = solucédo de fase movel.



ANEXO VI

Cromatogramas

Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Benzoilecgonina*

290,13868

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

C\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\120220207_validacao2.3

20220207_validacao2.3_Cocainal GABRIEL

Curva_FM_100_repl
AA 6062054,44

RT 4,29

Curva_FM_100_rep2
AA 6144336,90

RT 4,29

foune_Fi_1,00_rep1 36. Coon (benz ..
- FTAES = p B3I Full mes 1BﬂmD:

Curva_FM_100_rep3
AA 4414524,66

RT 4,28

Curva_FM_100_rep4
AA 5267153,09

RT 4,29

Curva_FM_100_rep5
AA 7079969,68

RT 4,28

Curva_FM_2,00_repl

AA

RT

11895773,06

4,29

Curva_FM_2,00_rep2
AA 9927876,34

RT 4,28

founve FM_1,00_repz 36. Com (bend .. m:ﬂLII_r:3BEl:ncn|hmz fune_Fi_1,00_repd 36. Coon (benz .. 1,00 repS 236. Coca (benz .. e FM_2,00_repd 36. Com [benz .. foune_Fid_32.00 repz 36. Com fbenz ..
- FTAAS = p B3I Full ms [ 1100.0000-200 = I:EEIF\.Irr:iiIIIM - FThiS = EEEIF\.Irr:iiIIImD: F‘Fl'“& p E31 Full ms (100 = FTWE = p E3I Full ms [ 1100.0000-200 - TS = EEEIF\.Irr:iiIIIW
AT 429 AT 429 RT 4.2 AT 422 AT 429 AT 428
AA BDEDINSS. 84 AfE144328.50 A& 481452485 A& EZETISIOS A& 1IBSETTIOE A BEIVETE.Z
1
EIES 1085
EIES.
SOES
a a a
4 4 £4 4E 4 4 44 4E 4 4 44 4E

Curva_FM_2,00_rep3

Curva_FM_2,00_rep4

Curva_FM_2,00_rep5

Curva_FM_5,00_repl

Curva_FM_5,00_rep2

Curva_FM_5,00_rep3

Curva_FM_5,00_rep4

AA 9684764,32 AA 28527220,26 AA 9242313,07 AA 21503386,80 AA 21808010,02 AA 21765215,63 AA 2078044717
RT 4,28 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,28 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,28
Curva_FW_2,00_f=ps 2E.CoCE [benz.. wmms&mum: rva_FM_2,00_feps SE. Coca [Denz .. Curva_FW_E,00_r=p1 26, CoCE [benz .. \Cunse_FM_E, nzssc,u:umm: nes_FM_E) n3 BE. Coca [Dent.. Cnva_FW_E,00_r=pé 26, COCE [benz ..
- FTAAS = o B3 Full me [ [100.0000-200 - FTAES = p B3 Full me (100 = pE3I Full me [ (100 Doo0g-E00 - FTAAS = o B8] Full me [ (000000 - FTAES = p B3I Full me (100 = FTWE = :EEIFLIH’E (100 0000200 - FTES = o B8] Full me [ [100 Dooc-E00
AT 435 AT 435 AT 439 AT 425 AT 439 AT AT 425
AK SEI4TES.IT AKX 2ESITII0IE AR E42H127 AR T1S03356 50 AR TE0EI0E P AR 2ITA0ATAT
1065 1= s 1055 20ES
SLES. 1085 1085
a a a a
- B &b 42 &4 £ - 44 aE & 42 &4 4E

Curva_FM_5,00_rep5
AA 21054502,13

RT 4,29

Curva_FM_10,00_repl
AA 47699496,21

RT 4,29

FCune_FM_S,00_crs 96, Cocn [benz
- FThES = p B3I Full ms 1mmnc:
AT 422

AA 11054500 13

PCunve_Fh_90,00_rend EEGn:nlbm
F- FThE2 = p E31 Full s 1Wm -

AT 435
A JTEGSESE T

Curva_FM_10,00_rep2
AA 48183518,45

RT 4,29

Curva_FM_10,00_rep3
AA 49132052,19

RT 4,30

Curva_FM_10,00_rep4
AA 4802008112

RT 4,30

50,00 repl EE Cooa {ben ..
P E3I Full s 1Eﬂm -
RT42=
MM JE133518.4E

f

FCune_FW_70,00_yen3 96, Codm (ben
[F: FTAES + £ E31 Fuall mes [100.0000-200 _

AT 4.30
AAC4F1320E2 15

PCunve_Fh_90,00_rend EEGDC!ID:H
- FThES = p B3I Full ms 1III.|IOJ—oD3 -

AT 4.30
AAC JEIRDOET 1T

Curva_FM _10,00_rep5

AA

RT

47484963,76

4,29

Curva_FM_25,00_repl
AA 122260647,45

RT 4,29

- FTES =

D0_yez= 96, Coon [ben ..
T 31 Full s [150.00003-200

AT 4.5
AR JTARS%EITE

FCune_FW_25,00_yen 96, Coda (ben
IF- FTAES + £ E31 Fuall mes [100.0000-200 _

AT 435
A1 TIIB0EAT 45

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de &gua de rio; FM = solugdo de fase modvel.



ANEXO VI 171

Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6. Benzoilecgonina* Sequence Name: 20220207_validacao2.3_Cocaina 1 GABRIEL
m/z 290,13868
Lot number:

Instrument M ethod

TVILi_GABRIEL

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao2\120220207_validacao2.3

Curva_FM_25,00_rep2 Curva_FM_25,00_rep3 Curva_FM_25,00_rep4 Curva_FM_25,00_rep5 Curva_FM_50,00_repl Curva_FM_50,00_rep2 Curva_FM_50,00_rep3

AA 144505819,90 AA 120595821,95 AA 123248660,12 AA 120226962,60 AA 250885623,52 AA 252745430,34 AA 247254722,00
RT 4,30 RT 4,29 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,28
PCunva_FiA_25 00 repd SE Cooa [ban ... pCunve_FR_25,00 ren3 SE Coca {ben ... PCunva_FhA_25,00 rend SE Coca [ben .. nva_FM_25,00 reps SE Coca (ben ... r\u._Fl.'l_sn.Cl:_'E:r SE Coca {ben .. ma\_Fh.'l_s-ll.El:_ SE Cooa [ban ... ma.J-'l.l_,s-n.El:_rzﬂ SE Coca {ben ...
F- FThES = :EEIF\.IrIEﬂII.Im-eD: - F- FThiS = :EEIF\.IHEHIIM - F- FThe = :EEIF\.IIIE1W.ECO}=D3 - = FTMES = :EEIFLIHE1W.CCM—=D: - - FTh%2 = p E31 Full ms [ [100.0000-00 F- FThES = :EEIF\.IrrEﬂII.Im-eD: - F- FThiS = :EEIF\.IHEHIIM -
AT 4.30 RT 43 AT 4.20 R 4.30 AT 4.30 AT 4.30 RT 435

MM 184505815 50

A 120885831 55

MM 1IEASEERD 12

AA 1 0EEE2 ED

MM ISOARSERI E3

MM IEITAS430 34

A 1ETISETIZ 00

Curva_FM_50,00_rep4
AA 34207647311

RT 431

Curva_FM_50,00_rep5
AA 316227472,21

RT 4,29

Curva_FM_75,00_repl
AA 51082799135

RT 4,28

pCunva_Fi_SO,00 pend 36 Coon (hen .
- FTWES = p 31 Fusll s [ (100000000

RT4.34
AS TSI

40ET

yepc. S6. oo (ben .
F"I-_l'“B P E3I Full me [ (100.0000-00

AT 435
Adc ME2TTATZ I

Cune_FM_75,00_repd 26, CooA [ben .
IF- PR = o B3I Full mes (100 0000200
AT 428

A& 51027755135

Curva_FM_75,00_rep2
AA 509980997,53

RT 4,29

Curva_FM_75,00_rep3
AA 511794198,75

RT 4,30

Curva_FM_75,00_rep4
AA 372574574,5

RT 4,29

Curva_FM_75,00_rep5
AA 371641468,42

RT 4,29

e FM_75,00_repd 86, CooE [ben

= FTAES = o B3I Full s | [100.0000-00
AT 4.2
A SIESE0SSTE3

SOET

Cune_FW_75,00_j=pe 26, COCE [ben
F- FTAEE = ¢ 31 Full mes [100 0000200

AT 4.30
A& SHTSHESTS

Cune_FM_75,00_y=pd SE. Cocm [ben
- PTG = o B3I Full mes (100 0000200
RT4z=

Af ITISTHETAAS

Cune_FW_75,00_ere 26 Coca [ben
IF- P = p B3I Full ms (100 0000-E00

RT 4.3
A ITIES14BE.42

COC_BE_25ppb_A_repl

AA 98327643,34

RT 4,29

. BE_Z=poh A repl 36. Coom [be ..
- FTME = p E31 Full ms [100.0000-:00

RT 425
AM BEEITE4334

COC_BE_25ppb_A_rep2

AA 96676950,37

RT 4,28

. FE_Z=pob A _repz 36. Coo be ..
- FTWE = p E31 Full ms [100.0000-500
AT 428
A BEETRIEN.ZT

COC_BE_25ppb_A_rep3

AA 99523086,39

RT 4,29

. FE_Z=pph A _reps 36. Coomfbe ..
= FTW3 = pE31 Full ms [100.0000-200
RT 423
Ad BBED30E6.38

COC_BE_25ppb_B_repl

AA 101575814,76

RT 4,29

. BE_3=pob B_repl 36 Com e ..
- FTES = o E3I Full ms [100.0000-500

e

COC_BE_25ppb_B_rep2

AA 99614867,53

RT 4,29

- BE_3%pob B repl 26. Cocn fbe..
= FTWEE = p E31 Full ms [100.0000-500
RT43=
AN BSETAEET 52

COC_BE_25ppb_B_rep3

AA 10183577187

RT 4,29

. BE_J=poh B _reps 36. Com [be ..
- FTNS = p E31 Full ms [100.0000-500
AT 4
AR 1111!39?13?

COC_BE_D3_25ppb_A_repl

AA 367914,65

RT 4,29

. FE_IOE:_25pgn_MA_repd 36.Coo ..
= FTWE = p B3I Full s [100 0000200

RT 423
AA 3ETE14ES

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de agua de rio; FM = solucdo de fase movel.



ANEXO VI 172

Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6.Benzoilecgonina* Sequence Name: 20220207_validacao2.3_Cocaina 1 GABRIEL

m/z
Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

290,13868

TVI_i_GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\20220207_validacao 2.3

COC_BE_D3_25ppb_A_rep2 COC_BE_D3_25ppb_A_rep3 COC_BE_D3_25ppb_B_repl COC_BE_D3_25ppb_B_rep2 COC_BE_D3_25ppb_B_rep3 CIA_repl CIA_rep2
AA 66888341 AA 394763,40 AA 681927,79 AA 154185,53 AA 225499,17 AA 11024944,19 AA 10302839,32
RT 4,28 RT 4,28 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,30 RT 4,28 RT 4,29
- BE DG _25ppo A repl S6.Coon .. - BE_ DG _3ISppn A repd 26, Coo . - BE_DC_2Sppn B _repd 96 Coo . - BE DG _25ppn B_repl S96.Coom .. : BE IO 2Sppn B_repd 96, Coom .. fCiA_repd 96, Coon (benzolieogond na- fCLA_neps 96, Coon [henzolieogoninayt
- FTE = o £ Full ms [100. 000000 - FTWE = p E81 Full ms [100.0000:00 - FTMAE = p E4I Full ms [ 1000000200 - FTE = o £3I Full ms [100.0000-00 - FTWE = p E81 Full ms [100.0000:200 | |F: FTME = p E31 Full ms [1D0.0D00-E00 | |- FTMEE = p E3I Full ms [100 0003200

RT 428

RT 428
AS 354TEZ 30

RT423

RT 422
AfC 15418553

RT4.20
AA TP AT

RT 428
Af TI0E4584.15

RT42%
ASC DIZ03E3S 33

CIA_rep3 CIB_repl CIB_rep2 C1B_rep3 CIC_repl CIC_rep2 CIC_rep3
AA 10788719,61 AA 903445144 AA 9751183,30 AA 8515089,26 AA 8308652,83 AA 8422628,69 AA 8311698,55
RT 4,29 RT 4,29 RT 4,28 RT 4,30 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,28
\=-iA_repd 36 Coca (benzolecgonina)® \CiE_repd 35 Cooa [benzoliecgonina)® \CiE_rep? 35 Cocn (benzolecgonina)® \HE_repd 26 Coca (benzolecponina)® \CiC_pepd 36 Cooa [benzoliecgonina)® \CHC_pep? 35 Cocn (benzolecgonina)® \o-iC_pepd 35 Coca (benzoliecponina)®
.- FTWES = o E3I Full ms [100.0000-200 . - FTME = p ESI Full mes [100.0000-200 . - FTMES = o E31 Full me [100.0000-200 . .- FTWES = o E3I Full ms [100.0000-200 . - FTME = p ESI Full mes [100.0000-200 . - FTMEE = o E31 Full me [100.0000-200 . .- FTWES = o E3I Full ms [100.0000-200 .
AT43= AT 4= BT 428 AT 4.3 AT 4= T4z AT 438
AA ITEETISEY Af 03445984 A& GFST8320 A B51SOESDS AM BI0BESTES AX BEI2EIE 6D AN BITIESBSS

C2A_repl C2A_rep2 C2A_rep3 C2B_repl C2B_rep2 C2B_rep3 C2C_repl
AA 46778825,95 AA 38790916,07 AA 39978075,04 AA 38575397,29 AA 38507494,18 AA 37509290,76 AA 3901864117
RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,28 RT 4,28 RT 4,29
[CZA_Tep1 26, Coo (benzoleqoninal [CZA_rend 26 Coom (enzolecgonine) [C2A_tep3 26, Coon Denzoleminal H repl 6. COon (Denzoliecgonine; [CZE_repd 26 Coom (benzoliecgonine) [CZB_repa 26, Coon [benzclecgonina) [CI0_rmp! 26, Con (benzoleogoninay
F- FTAE = p E8I Full ms [1D0 0000200 | - FTAEE = p B3I Full ms [1D0 0000200 | |F- FTAAE = p &I Full ms (1000000200 - FTAME = p B3I Full ms [1D00000-200 | |F- FTWE = p B3I Full ms [1D0.0000:200 | |F: FTME = p E31 Full ms [1D0.0000-200 | [F- FTAEE = p E3I Full ms [100 0003200

RT42=
ASC JETTBEDS 55

RT 423
ASC 3ETSOEHE O

RT 422
AS IFETROVE.H

44 4&E

RT42=
ASC BBSTSEET 35

S0ES

44 4B

RT 428
AA 3BSOTAEd 13

RT 428
ASC IFE0SIS0.TE

RT42=
AS 3RS AT

Cromatogramas: performance do método. C1A-C1C, C2A-C2C e C3A-C3C = injecdo de COC e BE (10, 50 e 125 ng L, respectivamente)

em agua ultrapura.



ANEXO VI 173

Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6. Benzoilecgonina* Sequence Name: 20220207_validacao2.3_Cocaina 1 GABRIEL
m/z 290,13868
Lot number:
Instrument M ethod TVI_i_GABRIEL
Arquivo: C\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\120220207_validacao2.3
C2C_rep2 C2C_rep3 C3A_repl C3A_rep2 C3A_rep3 C3B_repl C3B_rep2
AA 38941324,84 AA 39037807,43 AA 135414434,18 AA 100846304,42 AA 99767103,29 AA 117289129,25 AA 101219402,50
RT 4,29 RT 429 RT 4,30 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29
[CIC_rerd S6_Cocn (benzolecgminal [CIC_rep? B Coon [Denzolecgonina) -:ea\_mn 26, Coca (benaciecgoninay T34 _rep: 6. Coca [benzolecgominay [C3A_tep3 96, Coo (Denzoleqgonina) E_rmpi 86 GO (Denzolecgonine)” 1 8E Coca (benzclecganine;
IF- FTAE = p E31 Full mes (100000000 .| |- FTAE + p E3I Full mes [100.0000-E00 = p/E3I Full ms 100000000 .| |- FTAR = p E31 Full ms (100000000 .| |- FTME = p E31 Full ms (1000000200 FThe= = p E81 Full ms [100.0000-200 .| |F- p EI Full mes [100.0000-E00
RT 433 AT-4.35 RT 430 AT 425 AT 4.5 AT4.35 ]
A IES1II4E4 AA IS0OTHIT A A 13541443498 A HIDESE0442 A BETETIDEIS A HITIERIS2S A HIH215402 50
10E7
SIES
10E7
10E7
a L a
4 4 44 4E 4 4 44 4E 4 4 44 4E
C3B_rep3 C3C_repl C3C_rep2 C3C_rep3
AA 100905454,50 AA 97968653,34 AA 98087940,51 AA 98788450,92
RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29
E_rep2 26. Coce (benzcli=cgonina)® )CIC_pepd SE Coa [benzcli=cgonina)* pCIC_pepd SE Coca {benzcli=cgonina)* pCAC_pepd SE Coca [benzoliecgonina)*
: FTAE + p E31 Ful s (100000000 .| |- FTAER + p E3I Full ms [D0.0000-00 .| |- FTAER = p/E3I Full ms (1000000400 .| |- FTAMR = p E31 Full ms [100.0000-00
AT4.35 AT4.35 RT 439 RT435
AA HO0S0S454 50 AA STSEBESD M Ak BEDETSA0.51 AA BETEBAS ST
107 10E7

Cromatogramas: performance do método. CLA-C1C, C2A-C2C e C3A-C3C = injecdo de COC e BE (10, 50 e 125 ng L%, respectivamente)

em agua ultrapura.



ANEXO VI 174

Cromatogramas

Compound:
m/z
Lot number:

Instrument M ethod

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina-D3* Sequence Name: 20220207_validacao2.3_Cocainal GABRIEL

307,736

TVILi_GABRIEL

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2120220207_validacao 2.3
CT_H20O_repl CT_H20O_rep2 CT_H20_rep3 CT_AM _repl CT_AM_rep2 CT_AM_rep3 Curva_FM_0,125_repl
AA 114607262,4 AA 117507597,8 AA 131886684,9 AA 6484373142 AA 48183795,92 AA 46904603,1 AA 7616723,89
RT 441 RT 441 RT 441 RT 441 RT 441 RT 442 RT 441
CT_H20 pepd B8 Comine-03 KL 9 .. pCT_H2D perd BB Commine-03 KNL:1 B0 p=pd . Domrn—[}! I\L1 A e 3. Docuru—!}! [ PCT_AN_repZ B3 Comhe03 RLE.. _A_ren= 13, Cocsine-03 NL-E . 125 _repd B3, Comina-03
- FTMS = :E}EIIFLIrlEWﬂ.IIM—oD: . F- FTME = :EHIF\.Irmﬂ:ﬂm-oD: F"Fl'\.'B p/E31 Full ms (100 . = FTMEES = :EHIFLIrr:iﬂII.CCM—oD: F- FTAE = p E31 Full ms [ 1WDI:II:I-9D: 2 FTMVES = :E}EIIFLIrrEﬂII.IIM—oD: F"I—_l'\'B p E3 Full ms [100.0000:00 .
RT-4.81 AT 4.41 RT4.&81 RT4.81 RT4.81 RT4.4% RT4.&81
Af 1 SS0TIET. &2 Ak 1TREOTEST.EY Af 1313BSEBLAEE A BES4TTI 4T A 4818378552 Af 4550450310 A PEIEFIZES

4 44 4B

4 44 4&E

S0ES

4 44 4E

& 44 4E

Curva_FM_0,125_rep2
AA 7598004,554

RT 4,41

Curva_FM_0,125_rep3
AA 7685666,913

RT 4,42

Curva_FM_0,125_rep4
AA 7537740,454

RT 4,42

PCune_FW_D, 135 _pepd aDocurn-D!
F- FThE2 = p E31 Full ms [100 0000200

AT 4.4
Ad TEEADM. 55

PCunve,_FM_D, 125 pep3 EDomrrl}J
F- FThA2 = p B3I Full s [100 0000-E00

RT- 4.4
A TEESESE.S1

PCunve_FM_D,125_repd aDocurn—D!
F- FTh%3 = p B3I Full ms [100 0000200

AT 4.42
MM TEITTADES

Curva_FM_0,125_rep5

Curva_FM_0,250_repl

Curva_FM_0,250_rep2

Curva_FM_0,250_rep3

AA 7476062,922 AA 15733518,91 AA 15331556,88 AA 16135730,34
RT 441 RT 4,42 RT 4,42 RT 441
nie_FM_C, 135 reps a Comina03 KCunve,_FM_E,250_rep B3 Comine-03 KCunve FM_C,250 repl. £3. Comner0a KCunve,_FM_C,250_rep2 B3, Cocmina-03
- FTAe = o 81 Full s [D0.0003-200 | |F- FTAe = p B3I Full me [1D0.0000-200 F- FTiEE = B3 Full ms (1000000200 | |F- FTARS <+ p £31 Full mes [100.0000-200
AT 4.81 BT 4.4z AT 442 BT 4.8
A& TETEDSDSZ A& 15TISIB A& 1EINSEEES A 513573034

& 44 LE

Curva_FM_0,250_rep4
AA 18478284,85

RT 441

Curva_FM_0,250_rep5
AA 18045822,85

RT 441

Curva_FM_0,500_repl
AA 2992075177

RT 4,42

V250 repd B Cooane-03
F"Fl'\ﬁ  E31 Full ms [ 100.0000-200 .

AT 4.&1
AN TEATEZESES

J0ES
10E5

2E0_ymE B, Cocana-Dd |
S T 3 Full s [100.0000-00

AT 4.8
AATEDMEEIDES

10ES
1.0E5.

pCuna_FhA_D, rerd  EE. Comahe-03
F- FTWiS = o E31 Full ms [100.0003-500

AT 4.4F
A ZEEQOTELTT

10Es

4 44 &E

Curva_FM_0,500_rep2
AA 30165382,62

RT 4,42

Curva_FM_0,500_rep3
AA 29830093,89

RT 4,40

Curva_FM_0,500_rep4
AA 30473978,13

RT 441

Curva_FM_0,500_rep5
AA 30542049,72

RT 4,40

na_Fii_D, ol . Comaina-03
- FTES = o E3I Full mes [100.0000-500

AT 4.43
AA MBS ST
10ES
a
4 a4 4E

FCuna_FM_0,500_y=od B2, Cocana-03 |
IF- P + p E31 Full ms [100.0000500
RT 4.0

AA 2553000 55

fCuna_FW_D,500 repd B2, Comaine-D3
- FTAiS = o E31 Full mes [100.0000-5040 -

o T

S0_ymE B3, Cocana-0d |
S 7 3 Full s [100.0000-00

AT4.80
AS30E43045.72

10E5

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de &4gua de rio; FM = solugdo de fase modvel.



ANEXO VI 175

Cromatogramas

Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina-D3*

307,736

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

20220207_validacao2.3_Cocainal GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao2\20220207_validacao2.3

Curva_FM_100_repl

Curva_FM_100_rep2

Curva_FM_100_rep3

Curva_FM_100_rep4

Curva_FM_100_rep5

Curva_FM_2,00_repl Curva_FM_2,00_rep2

AA 61763947,97 AA 63248620,42 AA 62035962,81 AA 62475554,75 AA 61780737,05 AA 76392075,16 AA 64068303,33
RT 4,40 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,39
pCunva Fii_1,00_repl B2, Comina03 pCunva_Fi_1,00_rep2 B3. Comna03 pourva Fi_1,00_reps B, Comina03 nva FiA_1,00_repd B3, Comba03 pCunva_Fh_9,00_repS B3, Comna03 pCurva Fi_2,00_repi . Comina03 nva FM_2,00 repz B3, Comba03
- FTES = p E31 Full ms [100 0000200 F- FTA2 = p B2 Full s [100.0000-200 - FTES = p E31 Full ms [100.0003-:00 = FTES = p E3I Full ms [100.0000-200 F- FTh%3 = p B3I Full s [100.0000-200 - FThES = p 31 Full me [100.0000-:00 = FTWE2 = p E31 Full ms [100.0000-200
RT 4.40 RT- 4.2 AT 4.3 RT4.40 RT4.22 RT:-4.40 AT 4.2
Af BITEIMT ST AR EZIABEINAT A EXOESETE A EITEEE4TE Ad E1TEOTITIE Af TEEEIITSAE A
S0ES S.0ES S0ES
a a a
a4 a4 LE a4 a4 4E a a4 LE

Curva_FM_2,00_rep3

AA

RT

63959518,83

4,39

Curva_FM_2,00_rep4
AA 62924733,69

RT 4,39

Curva_FM_2,00_rep5

=1

4 44

= 8. Comine-03
OD00-E00

rve_Fid_2,00_rep:
- FTIAS = p B30 Full me (100

RT 433
MM EIOSHSEER

4E

Pounva_FM_2,00_repd B Cocaine-03
F- FTAE = p B3I Full mes [100 0000200
RT4a.33

AN EXSQATIIES

Curva_FM_5,00_repl

Curva_FM_5,00_rep2

Curva_FM_5,00_rep3 Curva_FM_5,00_rep4

AA 63277128,03 AA 65076315,27 AA 64695115,53 AA 63935766,99 AA 63686172,72
RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39
pCura_Fhi_E/ na-03

PCunva_FiA_2.00_reps B, Comaina-03
- FTWE = p B3I Full me [100.0000-200

RT4.33
AAEXITTIIEM

4E

= FTRES =

1 E3. Comne-03
| DODC-E00

£,00_rep
' EA1 Fusll s (100

RT 432
MM BEOPEEE 3T

p2 . Comine-03
| DDOO-ED0

00_re
- FTWAS = p B2 Full ms (100

RT4.33
A BEEGS115.53

fCunsa_Fi_S,.00_reps 1. Cocaine-03 nea_F_S,00_repd B, Cooal

- FTWE = p B3I Full mes [100.0000-200 = FTE = p ES Full e [100 0000-200 .
RT4.23
A EIEIE1TITL

RT 433
AA EICASTER 95

Curva_FM _5,00_rep5

AA

RT

63550275,96

4,39

Curva_FM_10,00_repl
AA 67322097,99

RT 4,40

Curva_FM_10,00_rep2

5 3. Comine-03
CDO00-E00

fCune_FW_=,00_reps
F- FTES = p ESI Full ms [100.

4 44

AT 4.3%
A& EIEEOETSSE

4E

founa FM_ILE rep? B, Coine03 ]
- FTAWES = p E21 Full s [100.

AT 4.40
AM ETIAET S5

4E

Curva_FM_10,00_rep3

Curva_FM_10,00_rep4

Curva_FM_10,00_rep5 Curva_FM_25,00_repl

AA 68151888,58 AA 68289982 ,44 AA 67893630,84 AA 67495572,8 AA 68256546,7
RT 4,39 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,39 RT 4,40
FCurve FM_9000 ren2. B3, Comba03 ne FM_I0,00_rep? 13, Colna0a Curve_FM_000 sepd BB CocaneDd | [Cune FM_O0M_eE @, CombeOd v FM_25,00 repl . Cocalne03
F- FTES = & 31 Full s [1D0.0000-500 - FTMES = ¢ B3I Full s [1D0.0000-200 . | |- FTARS = ¢ B30 Full s [100.0000-200 [F- FTES = o 31 Full s [100.0000-500 - FTMRS = p E31 Full mes [100 .
AT 4.2 AT 4.0 BT 4.40 AT 4.2 RT 4.4
A EBIS1EZRIE AA EEZZEEI A4 AX ETIE3EE0.34 AX EFASESTRED AR EEISESHETD
SDES S0ES S0ES
a a a
4 44 4 4 44 4k 4 44 4

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de &4gua de rio; FM = solugdo de fase modvel.



ANEXO VI
Cromatogramas

176

Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina-D3*

307,736

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao2\20220207_validacao2.3

20220207_validacao2.3_Cocainal GABRIEL

@

Curva_FM _25,00_rep2
AA 80892828,63

RT 4,40

Curva_FM_25,00_rep3
AA 67713510,02

RT 4,40

Curva_FM _25,00_rep4
AA 67909759,17

RT 4,40

PCunea_FW_25,00 rep2 B, Cooine03
- FTE2 = p E31 Full me [100 0000200 -
RT 4.40
Ad BOEEIEIEED

F- FTA%S = p E31 Full ms [100.0000-200 .

AT 4.40
AMETTES0R

a 44  4E

FCuna_FW 25,00 yex? B, Cocona03 |

PCunea_FR_25,00 repd B, Combbe-03
- FThE2 = p E31 Full me [100.0000-200 -

AT 4.40
Adc EFS0STEEAT

Curva_FM _25,00_rep5
AA 67440066,33

RT 4,40

Curva_FM _50,00_repl
AA 69977884,14

RT 4,40

Curva_FM _50,00_rep2
AA 70501936,3

RT 4,40

nva_FM_25,00 reps 13, Comaine-03
= FTES = p E3I Full e [100.0000-200 -

AT 4.40
A& ET44D00E6.33

S0ES

rep? E. Comine D3 |
F"FT“S P E31 Full = [100.0000-200

AT 4.40
A BEETTERS 4
50ES
a
& 44  4E

JOC_rep2 B, Comine-03
F"F|'“S < p E3I Full me [100.0000-200

RT: 4.40
A TOED1SE6.30
S0ES.
a
& 44 4E

Curva_FM_50,00_rep3

AA 69728874,77

RT

4,39

nve_FM_Z0, ep2 . Comine-03
= FTE2 = p E31 Full e [100.0000-200 .

AT 4.35
AMBST2BETATT

OES
a
4 44 &E

Curva_FM _50,00_rep4
AA 97578698,41

RT 4,41

Curva_FM_50,00_rep5
AA 89273182,22

RT 4,39

Curva_FM_75,00_repl
AA 97965399,01

RT 4,40

Cune_FM_S0,00_repd @, Cocaina0a
IF- FTES = p £31 Full ms (1000000200 _

RT 4.&81
MM BTSTEEEE A

10E7

yeps. . Comina-03
F'I-_l'\B pE3I Full ms [ 100 0000-200
RT4a.33
MM BEITIEIZT

Cune_FM_75,00_ren B8, Comna03
IF- P = p 31 Pl s [100.0000-200

AT 4.&0
MM SPOERESEIM

Curva_FM _75,00_rep2
AA 96380150,67

RT 4,39

Curva_FM _75,00_rep3
AA 98948600,8

RT 4,39

Curva_FM _75,00_rep4
AA 70852459,89

RT 4,40

nie_FM_75,00_pmpd (8. CocRina-0a
- FTW = p 81 Fell s (1000000200
AT 4.3
A& 55230ME0 5T

Cunve_FW_75,00_rene FE. Cocaine-03
IF- P = p E31 Full ms [100.0000-200 _

RT4.33
A SESABEDD ED

1067

4E

Cune_FM_75,00_rEpd (@, Comina0a
IF- P = p B3I Full s (1000000500

RT 4.&0
MM PIEE24EE ES
10E7

4E

Curva_FM _75,00_rep5

AA 71143644,68

4,40

75,00_reps BE. Comaing-03
- FTAEE = p B3 Full e [100 0003-200 .

RT 4.0
AR T114ZESLEE

10E7
S0ES
a

4 44 LE

COC_BE_25ppb_A_repl

AA 28488,89707

RT 437

- BE_IZpob A repd 12, Cooine03
= FTER = p E31 Full mes [100.0000-200
RT4.37
A 2E43B S0

COC_BE_25ppb_A_rep2

AA 19274,40913

RT 4,27

. FE_ZSppb A_repz B3, Comine03
= FTWE2 = p E31 Full mes [100.0000-200
RT 427
AL TEITEA

COC_BE_25ppb_A_rep3

AA 27412,68414

RT 4,44

EE JSpol A reps . Comina03
= FTWES = p E3 Full ms [100.0003-500
RT: 4.84
ASITHIER

COC_BE_25ppb_B_repl

AA 23904,67588

RT 441

. BE Z=ppb B_repd . Comeina03
= FTES = p E3I Full s [100.0000-200
AT 4.4
AA 204 EE

COC_BE_25ppb_B_rep2

AA 25813,68659

RT 4,38

- BE 3Spot B repl 2. Cooakme0d
= FThiE = p E31 Full ms [100.0000-200
AT 4.35
A& IS 1ES

COC_BE_25ppb_B_rep3

AA 37179,81237

RT 4,36

. BE_Z=ppb B_reps B3, Comine3
- FTWES = p ES Full ms [100.0000-500
AT 4.36
A& ITITEE

COC_BE_D3_25ppb_A_repl

AA 82359956,63

4,39
- BE D% 2%ppn A repd 2. Cooal .
- FTME = p B3I Full mes [100.0000-00

AT 4.35
A BIISHESE LSS

1067
SES
a

4 44 &E

Cromatogramas: performance do método. CT = controle; AM = amostra de pool de &4gua de rio; FM = solugdo de fase modvel.



ANEXO VI 177

Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6.Cocaina-D3* Sequence Name: 20220207_validacao2.3_Cocaina 1 GABRIEL
m/z 307,17316
Lot number:

Instrument M ethod TVI_i_GABRIEL

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao 2\120220207_validacao 2.3

COC_BE_D3 25ppb_A_rep2 COC_BE_D3_25ppb_A_rep3 COC_BE_D3_25ppb_B_repl COC_BE_D3_25ppb_B_rep2 COC_BE_D3 25ppb_B_rep3 CI1A_repl CI1A_rep2
AA 84603628,3 AA 8225707741 AA 153736362,9 AA 152109790,8 AA 151511586,9 AA 1155110645 AA 116660439,6
RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,41 RT 4,39 RT 4,39
DZ_2Eppn A repa 3. Codal .. _FE_D_z=ppo_A,_repd B9, Coual . _FE_D2_2=ppo_B_rep] 9. Cocal .. _BE_ D2 _2ippn B_fepd 3. Cooal .. _EE_0_tSppo B_epd . Cocal.|  [CiAmepd M. CocabeD3 WL 107ET | [CiAepE . Cocmbe-DE ML EZET |
= p E3I Full ms [100.0000-200 - FTME = p £31 Full me [100.0000-00 - FTMAE = p 41 Ful ms (10000003200 - FTAE = p £3I Ful ms (1000000200 - FTME = p £91 Fullmes (1000000200 | |F: FTMES = p E31 Full ms [(1D0.0000-200 | [F- FTAE = p E5I Full me [100 0003200
AT 4.3 AT 4.2 AT 4.0 AT 4.0 AT 4.41 AT 4.3% AT 4.35
A BTISTOTT A1 AA 153735362 55 AA 1EIISTHATE AA 1E1S115E8.51 AA 1IESTIDE4 46 AR 11BSED4IS.5T
10ET
10E7 1o 10E7
a a a
4 44 4 4 44 4 2 44  4E
CI1A_rep3 CIB_repl CIB_rep2 C1B_rep3 CIC_repl CiIC_rep2 CiC_rep3
AA 132711695,5 AA 94367363,48 AA 120276664,8 AA 95569202,47 AA 95795509,47 AA 96162298,62 AA 94817172,98
RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,38
CiA_repz = ComneDE ML L0y | |CIE_rep1 . ComneDE ML 1eer | B_mp2 B3, Comana-03 ML 1.BE=7 | [CiELrepd M. Comane-OE ML 15057 | |CiCrept . Cocale-Da ML 1.50=7 [CC_ren2 &=, Comne-03 WL 1.51Er | |GG repd B, Comane-0E WL 15057 |
F- FTAE = p E8| Full ms (1000000200 | |F- FTME = p E81 Full ms [100.0000:00 _ FThiE = p B3I Full ms (1000000200 | |F- FTAE = p B8l Full ms [1D00000-00 | |F- FTME = p B3I Full ms [1D0.0000:200 | |F: FTAES = p E31 Full ms [1D0.0003E00 | [F- FTAEE = p B3I Full ms [100 0003200
AT 4.3 AT 4.3 RE 4.3 AT 4.0 AL 4.3 RT 4.35 RE 435
AX ITTECE AN SEETIELAS AA 12ETEEG 4 VE AA SSSETNR AT AA S5TSSS0E 4T Ak BE1EZISEST AA SEEITIT2.58
20E7
= 107 Py 10E7 10ET 10E7
a a a a a a
& &4 &E & &4 4E £ &4 &E & &4 4E [ &4 4E £ &4 &
C2A_repl C2A_rep2 C2A_rep3 C2B_repl C2B_rep2 C2B_rep3 C2C_repl
AA 116085983,2 AA 95347069,46 AA 97999217,06 AA 92581915,65 AA 94989784,63 AA 93679733,74 AA 97442706,08
RT 4,39 RT 4,39 RT 4,39 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,39 RT 4,40
CaA_rmp . CombeDa ML 18657 | |ClAep @, ComieD3 ML 1E1ET | [CZAmep: M. Cocane O3 MWL 5Ser | [CE_rept M. ComieD3 WL Aaer | [CZE_end &, Comne0d ML AS1ET | fo2E med . Comino 03 ML .35 | [C2Crect =, ComineD3 ML 13T |
IF- FTAE = p B3I Full ms (1000000200 .| |F- FTME = p E31 Full ms (1000000200 .| |F: FTME = p E31 Full ms [1D0.0003-200 .| [F- FTME = p E3I Full ms (1000000200 .| |F- FTME = p E31 Full ms (1000000200 .| |F- FTMS = p E31 Full ms (1000000500 .| |F- FTAE = p ESI Full ms (100 0000-200 —
AT 4.3 AT 4.3 AT 4.3 AT 4.0 AT 4.0 AT 4.3 AT 4.0

Al HABOSESEI T

Al BEIAT0ED 4E

Af STSSEETI0E

Af: BEEA1SAE EE AS: BESESTEA D A BIETITIATS

AS 57447706 08

1067 1067

LE 4E

Cromatogramas:

performance do método. C1A-C1C, C2A-C2C e C3A-C3C = injecdo de COC e BE (10, 50 e 125 ng L™, respectivamente)

em agua ultrapura.



ANEXO VI 178

Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6. Cocaina-D3* Sequence Name: 20220207_validacao2.3_Cocaina 1 GABRIEL
m/z 307,17316
Lot number:

Instrument M ethod

TVILi_GABRIEL

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220207_Validacao2\20220207_validacao2.3
C2C_rep2 C2C_rep3 C3A_repl C3A_rep2 C3A_rep3 C3B_repl C3B_rep2
AA 976309718 AA 96536134,13 AA 45481369,74 AA 33417855,44 AA 33047748,35 AA 4169949954 AA 3460219173
RT 4,40 RT 4,40 RT 441 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40
(CIC_regd 3. Cocane-03 WL: 1.5357 CI0_repd . Cocale-D3 WL 1.50=7 C3A_repl B, Coceine-03 WL: 7.0BEE (C3A_repz (&, Combe-D3 ML 53058 l:Eﬂ_r:ﬁ 2. Cocalne-03 ML S.21E8 E_repl 03, Comana-03 WL E.5828 E_fepd i3, Comaba0d ML: 53556
F- FTME = p E3I Full ms (100000000 .| |F- FTME + p ESI Full ms [100.0000-200 .| |F- FTWEE = p E3I Full ms (100000000 .| |F- FTMEE = p ESI Full ms [100.0000-200 — + p ESI Full ms [100 00000 : FTEE = p E3I Full ms [100.000000 .| |F- FTME + p EBI Full ms [100.0000-200
RT 4.4 AT-4.0 AT 4.4 AT 4.40 AT 4.40 RT 4.40 AT 4.40
A STEINST ED Adc DEEIE124.13 A 454313E5.T4 A 341 TESE.44 A BIMTTAE IS A 41EGB455 54 AA TN T3
10E7 1.0E7 EIES 40ES 40ES cEs s
20ES 1S 10ES
a a a a a a a
4 &4 &E [ &4 4E 4 44 aE 4 &4 4E 4 &4 4E 4 44  4&E [ &4 4E
C3B_rep3 C3C_repl C3C_rep2 C3C_rep3
AA 34339269,42 AA 33893702,49 AA 33748874,63 AA 3333892106
RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40 RT 4,40
E|_r=|:3 2. Cocahe-D3 WL 5338 C30_rept . Comale-D3 WL 51728 (C30_repd 1@, Coctina-03 WL: 53088 (C3C_repd &, Comha-03 ML 53058
3 = p E=I Full ms (1000003500 IF- FTMAE = p ES) Full ms [100 0000200 IF- FTWAE = p EI Full ms [100.0000-£00 IF- FTAE = p I Full ms [100 0003500
RT4.40 RT-4.40 AT 4.40 RT4.40
AA JEIIMIED AT AA IZEEITORAS A TITABETAET AA 333IEH 06
40ES 40ES 40ES
I0ES 10ES 20ES
a a a
4 44 4&E [ &4 4E 4 &4 &E

Cromatogramas: performance do método. CLA-C1C, C2A-C2C e C3A-C3C = injecdo de COC e BE (10, 50 e 125 ng L%, respectivamente)

em agua ultrapura.
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Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina*

304,15433

TVI_i_GABRIEL

Sequence Name:

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

Pool_PI_SPE_repl

Pool_PI_SPE_rep2

Pool_PI_SPE_rep3

Pool_PI_SPE_rep4

Pool_PI_SPE_rep5

Injecao_Direta_Pool_PI_repl

Injecao_Direta_Pool_PI_rep2

AA 261861379,80 AA 255990380,71 AA 263164073,96 AA 267892788,73 AA 253653144,19 AA 5322580,17 AA 4994353,22
RT 444 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,43
2E. CocmnE® ML E 26 CocainE" ML:E 2E. CocanE® ML E 26 Cocaine" MLE 3E. ComanE® ML E ‘njecac_Tirets_Poci_F|_repd 6. Coc... “njecac_Tirets_Pool_Fl_rep? 96.CoC...
- FTvE + B3I Full s [100.0000HE00 - FTME = p 31 Full s [100.0000-E00 - FTME = p 31 Full s [100.0000-500 _ - FTvE = p 31 Full mes [100.0000HE00 - FTME = p E31 Full ms [ 1000000600 F- FTME = p E3I Full s [100 0000500 — - FTME = p E3I Fuil ms [100.0000-500
AT 4.84 AT d.84 AT 4.84 AT 4.8 RT 4.44 AT 4.43 AT 4.83
AA 25186137350 AA ISSSEEN T Af 25316407156 A 2ETEEITEETI A 253IEST144 15 AAC STZISEDAT A dSE435E TR
1.0ES
soE7 soE7 soE7 soE7 SOE7 1=
SOES. S.0ES.
a a o a a a a
Injecao_Direta_Pool_PI_rep3 Injecao_Direta_Pool_PI_rep4 Injecao_Direta_Pool_PI_rep5 CID_repl CI1D_rep2 CI1D_rep3 CIE repl
AA 4854982,61 AA 4739350,87 AA 5064711,75 AA 268487748,47 AA 272959169,53 AA 26469225547 AA 273160286,13
RT 444 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,44
pnjecac. Direts_Pool PLrep3 896, Coc ... njeca Direts_Pool Pl repd 86.Coc.. njecac Diretn_Pool P)_neps 86. COC ... CA0_rect 96 CotENE- ML ESe=7 G0 repa 6. Cocanes WL E.5Eer CO_repe 96 CocanEs ML E.aZer X ML E.43E7
F: FTME = p B3I Full ms [100 0000-E00 _ F: FTME = p 2 Full me [100.0000-E00 _ F- FTME = p B3I Full ms [100.0000-:00 _ F: FTAE = p E31 Full me [100 0000-E00 F- FTAE = p E3I Full ms (1000000200 _ F: FTME = p E31 Full mes [100 0000-E00 _ - FTMER = p B3 Full ms (100 i
AT d.84 RTd.84 AT 4.4 AT d.84 s 4. AT 4.84 AT 4.83
AAc 4ES4BEDE1 AA ATIEISOET AA E0E4T1HTE AA IEEARTTAE 47 A ITISESHES £3 AA; JE4EEITISE 47 Al ITEHEREE 13
1.0E8 1086
SOET SET SOET SET
SOES SM0ES SI0ES
a a a a a a a
CIE rep2 CIE rep3 CIF_repl CIF_rep2 CIF_rep3 C2D_repl C2D_rep2
AA 277380544 ,49 AA 271220470,35 AA 284345530,97 AA 280601296,77 AA 274801817,07 AA 312291777,06 AA 307900888,94
RT 4,43 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,44 RT 4,43

E_rep? 26. Coming® ML E.55%E7
- FTMES = p B3I Full s [100 0000200 _

AT 4.83
Af TTTIBIESE 458

F_repi 26.Comina” ML E.50E7
= FTES = o E3I Full mes [100.0000-200

AT 4.84
AM: JB4IASERN 57

S0E7

F_repl 36. Comaine® KL E.5&E7
= FTMAS = p B3I Full mes [100.0000-200 _

AT 4.83
A JEDEM 2598 77

SET

F_reps 26. Comhna® KL E.3EE7
= FTES = p B3I Fusll mes [100 0000-200

AT 4.43
AS TT4AMET 0T

SOEF

S8 Comana WL 7.21E7
IF- P = o £ Full mes (000000200 _
BT 4.44
AKX HTISITTTOE

$C20_repd B6. Cowang- WL, 7.3557
F- FTAES = p B3I Fusll s [100 0000-200 _
AT 4.8
MM ITS0038E.54

Cromatogramas: performance do método. C1D-C1F, C2D-C2F e C3D-C3F = inj. de COC e BE (10, 50 e 125 ng L™, respectivamente) em

pool de agua de rio.



ANEXO VI

Cromatogramas
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LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6. Cocaina*

m/z 304,15433
Lot number:

Instrument M ethod TVILi_GABRIEL

s

Sequence Name:

VALIDACION_5_REPORT_Cocaina 1 GABRIEL

 L2C0

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT
C2D_rep3 C2E_repl C2E_rep2 C2E_rep3 C2F_repl C2F_rep2 C2F_rep3
AA 307316062,50 AA 317038564,66 AA 311808621,70 AA 316477158,09 AA 309410919,28 AA 318746897,77 AA 309859734,02
RT 4,44 RT 4,43 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,44

B6. Comane® ML 73387
= FTRES + p B3I Full ms [100.

AT 4.4%

A& 1TOIESEL ER

86. Commingt ML 7.3EET
= FTRES = p B3I Full ms (100 0D00-E00 .
AT 4.84
AN 311E08ET1.T0

\CI0_repd 96 CocanEs WL 71EET
IF: FTAE = p £ Full ms [100.0000-200
AT 4.84

A 3OTEDEL S0

B86. Cominat NL: 7.33E7
= FTWE2 + p E3I Full m= [100 0000-=00

AT 4.84
Ad ME4TTISE DS

-_repi 96 ComanEs ML 72357
= FTAAE + p B3I Full s [100.0000-200

AT 4.8%
A& 31051528

-_/eni 86, ComanEs ML 743y
= FTME = p E31 Full ms [100.00003-200
AT 4.83
AX TNETISEITAT

-_rep: 96 CoanEs ML 71Se7
= FTAAE =+ p B3I Full s [100.0000-200
AT 4.84
AA 30585573402

OEF S0ET S0ET S0ET OEF
a a a a a
C3D_repl C3D_rep2 C3D_rep3 C3E_repl C3E_rep2 C3E_rep3 C3F_repl
AA 375895023,74 AA 365405199,50 AA 370407029,40 AA 372557998,01 AA 389477713,78 AA 374300567,86 AA 378109919,85
RT 4,44 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,44 RT 4,44
28, Coming® ML E.E1E7 na* B6. Comana* 26. Comana* 26. Comng- ML 86. Comana* ML —_rep 26, Coana* ML S.65E7
= FTWS + pE3I Full ms [100. = FTES = :EEIFI_I e [100.0000-200 = FTWS + p E3I Full ms [100.0000-200 = FTWES = p B3I Full ms [100.0000-200 = FTWES + o E3I Full ms [100.0000-200 . = FTWES = p B3I Full ms [100.0000-200 = FTWS + p E3I Full ms [100.0000-200
RT4.44 RT4.43 RT4.43 RT4.483 RT-4.484 RT4.44

AT 4.8%
MM ITSEREORA T AR

OET SEF SOEF
a, a, a,

MM IFISETESE O

A IEDATTTIATE

S0ET

MM ITA300SET 38

SI0ET

MM ITEI0SS1EES

OET
a,

C3F_rep2 C3F_rep3 Curva_Pool_0,250ngmL_repl
AA 370549445,44 AA 381263023,73 AA 10168083,55
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42

bCunse_Pool_0.3=0ng! 1 96. CoC ...
- FTWAS = o B3I Full s [100.0000-200 .
AT 4.43
AA DHEBOEISE

~_fEpZ 36, ComanE® ML SE3ET

= FTWES = p 31 Full s [100.0000-200 -
AT 442
A BE12EE033 73

—_repd 96, ComEnE” ML S.45E7
> FTWES = p 31 Full s [100.0000-200 -
AT 4.4
AS ITOES3445 44

O0ET
a,

A0ES

110ES

Curva_Pool_0,250ngmL_rep2
AA 9860202,29
RT 4,43
- TS = o 31 Full s [ 100.0000-500 -
AT 4483

A SEENDIDZS
2ES

110ES

Curva_Pool_0,250ngmL_rep3
AA 966088171
RT 4,43
- FTAa = o 31 Full s [100.0000-500
AT 4.483

ASC BEEDBELT
A0ES

110ES

Curva_Pool_0,250ngmL_rep4
AA 9691394,61
RT 4,43
- TS = £ 31 Full s [ 100.0000-500 -
AT 4483

Al BES 381
2ES

110ES

Curva_Pool_0,250ngmL_rep5
AA 9144098,89

RT 4,43

- FTAES = o E31 Full ms [100.0000-500 .
AT 443
AAC 514405865

Ea .

Cromatogramas: performance do método. C1D-C1F, C2D-C2F e C3D-C3F = inj. de COC e BE (10, 50 e 125 ng L%, respectivamente) em

pool de agua de rio.



ANEXO VI

Cromatogramas

181

Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina*

304,15433

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

VALIDACION_5_REPORT_Cocaina 1 GABRIEL

Curva_Pool_0,500ngmL_rep1

Curva_Pool_0,500ngmL_rep2

Curva_Pool_0,500ngmL_rep3

Curva_Pool_0,500ngmL_rep4

Curva_Pool_0,500ngmL_rep5

Curva_Pool_IngmL_repl

Curva_Pool_IlngmL_rep2

AA 11627538,06 AA 11994067,29 AA 12259933,02 AA 12422983,84 AA 11898987,97 AA 19695590,75 AA 19586759,77
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,42
fCurva_Pool_0.S0Ongmi_repd 36. Coc ... fCurve_Pool_0.S0Orgml_reps 36. Coc ... fCurva_Pool 0.S0Ongmi_reps 36. CoC ... fCurve_Pool_0.S0Orgml_repd 36. Coc .. fCurva_Pool 0.S0Ongmi_repS 36. Coc ... }Cunve_Pool_ingml_repd 36. Comangt }Curva_Pool_ingml_rep2 3E. Cocanat
- FTES = p B3 Full ms [100.0000-200 - FTAES = p B2 Full ms [100.0000-200 - FTES = p B3 Full ms [100.0000-200 - FTAES = p B2 Full ms [100.0000-200 - FTES = p B3 Full ms [100.0000-200 - FTMES = p B3I Full ms [100.0000-200 - FTAES = p B3 Full ms [100.0000-200
AT 4.83 AT 4.8 AT 4.83 AT 4.8 AT 4.83 RT 4.43 RT4.42
Af 1HEITEZEDE AA 1152405725 A& 1238553300 AA 42T B4 A& 1BSEEET.EF MM 1SEGSIE0.TE AN TEEBETES TT
40ES
20ES 20Es 2065 I0Es 20Es s
1oEs 1088 10ES 10E5 1088 1ES 1ES

Curva_Pool_IngmL_rep3

Curva_Pool_IngmL_rep4

Curva_Pool_IngmL_rep5

Curva_Pool_2ngmL_repl

Curva_Pool_2ngmL_rep2

Curva_Pool_2ngmL_rep3

Curva_Pool_2ngmL_rep4

AA 1943462192 AA 1968966102 AA 19089778,93 AA 3533439347 AA 3259460548 AA 34008749,12 AA 34253462,54
RT 4,42 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43
*Cune_Pool_1! mrrl.._mﬂ! SE Comine* PCune_Poal_1 rrl.._mpal SE Cocane* *Cune_Pool_1! rrl.._mps SE Comine* pCune_Pool_2ngmi_repi SE Cocane* nq_PooL,xurrI.._ng SE Comine* mnq_PooL,xurrl.._mp! SE Cocane* nq_PooL,xurrI.._mpal SE Comine*
F: FTAEE = p E3 Full me [100.0000-200 F- FTMES = :EEIFLIH'E (100.0000-200 F- FTES = :EEIFLIH'E [100.00003-200 . F- FTAES = p E3I Full me [100.0000-200 - FTES = p E3 Full ms [100.0000-200 F- FTAES = p E3I Full me [100.0000-200 - FTES = p E3 Full ms [100.0000-200
RT4.82 AT 4.43 RT4.82 AT 4.43 AT 4.83 RT4.42 RT 4.8
AA 15438571 53 AA 1SERSSET I Af TS0ESTTE SR A IEEISIEE AT ASC ATFEGSE0S A4S MM JEODETAS 12 Ao JEIEET S
40ES 41065
SOES soEs SOES SOES
10Es 10Es A0ES
a a a a a a a

Curva_Pool_2ngmL_rep5

Curva_Pool_5ngmL_repl

Curva_Pool_5ngmL_rep2

Curva_Pool_5ngmL_rep3

Curva_Pool_5ngmL_rep4

Curva_Pool_5ngmL_rep5

Curva_Pool_10ngmL_repl

AA 34525923,28 AA 8285165188 AA 79341947,72 AA 79315126,11 AA 80199530,34 AA 77126292,99 AA 156322532,17
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,44
sCuns_Pool_dngmi_reps 36 CooanE” fCune_Poo|_Sngmi_rep1 36, Cooana® sCuns_Pool_Sngmi_repl 36 CooanE” foune_Poo|_Sngmi_rep2 36, Coanat sCuns_Pool_Sngmi_repd 36 CooanE” fCune_Poo|_Sngmi_repS 36, Coanat pCuna_Pool_10ngmi_r=p1 36. Cooana®
- FTAES = o B3I Full me (100 0000-200 - FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200 - FTAES = o B3I Full me (100 0000-200 - FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200 - FTAES = o B3I Full me (100 0000-200 - FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200 - FTAES = o B3I Full ms [100 . 0000-200
AT 4.43 AT 4.43 AT 4.43 AT 4.83 AT 4.84

AA JEE1503IE

e amet

1.10E7

AS THSST T

107

A

10E7

A& BIHERE20.34

107

A TTAIEISR 55

107

MM 1EEITIEIT AT

Cromatogramas: performance do método. Curva_Pool = curva analitica realizada em pool de agua de rio.
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Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina*

304,15433

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

VALIDACION_5_REPORT_Cocaina 1 GABRIEL

Curva_Pool_10ngmL_rep2

AA 159794612,56

Curva_Pool_10ngmL_rep3

AA

Curva_Pool_10ngmL_rep4

Curva_Pool_10ngmL_rep5

Curva_Pool_25ngmL_repl

Curva_Pool_25ngmL_rep2

Curva_Pool_25ngmL_rep3

161781144,96 AA 161635987,05 AA 160365623,85 AA 390217898,72 AA 394497666,63 AA 39281673517
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43
fCunve_Pool_iongmi_repd 26, Cocana- fCurve_Pool_iongmi_repz 26 Cocana- Curva_Pool_10ngmi_repd 56 CocEnE- fCurve_Pool_iongmi_reps 86 Comne- [Curva_Poo_2sngmi_repd 86 Cocana- fCcunve_Pool_2tngmi_repd 6. Comna- fCune_Pool_2tngmi_repe 86 Cocane-
- FTA = o E51 Full ms [100.0000-200 F- P = p e8I Full ms (100 IF- FTi = o E51 Full ms (10000004200 F- T = g E51 Ful ms (100 IF- FTi = p £21 Full ms (10000004200 F- FThE = p £21 Full ms 1100 IF- FTie = p £21 Full ms [100.0000-200
AT 4.43 AT 4.3 AT 4.2 AT 4.43 AT 4.43 AT 4.4 AT 443
AR 155TS4E12 56 A ISITET445E A& 151635567 05 AA 1EI3ESEZL S5 AA ISOD1TESE T AAc 354457EES E3 AA 35II1ETISAT
20E7 20E7 20E7 20E7 SDET SoET SDET
a a a a a a a

Curva_Pool_25ngmL_rep4

Curva_Pool_25ngmL_rep5

Curva_Pool_50ngmL_repl

Curva_Pool_50ngmL_rep2

Curva_Pool_50ngmL_rep3

Curva_Pool_50ngmL_rep4

Curva_Pool_50ngmL_rep5

AA 395322628,53 AA 390612634,10 AA 1031209597,54 AA 999300932,43 AA 1015051118,98 AA 1001675026,28 AA 103106027182
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,42
fCune_Pool_2Sngml_repd 38 Comina* ’Cunve_Pool_2Sagml_reps 386 Gncuhr fCune_Pool_SOngml_repi 38 Comiha* Cunve_Pool_SOngml_repZ 36 Gncuhr fCune_Pool_SOngml_rep® 38. Comina* fCunse_Pool_SOngml_repd 36 Gncuhr fCunve_Pool_SOngml_repS 38. Comine*
- FTAES = p B3I Full me [100.0000-200 - FTE= = p E3I Full me [100 - FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200 - FTWE= = o E31 Full me= [100 - FTAES = p E31 Full me [100.0000-200 F- FTAEE = p B3I Full me [100. - FTAES = ¢ E31 Full me [100.0000-200
AT 4.4% RT 482 RT4.4% RT 4.2 RT4.42 AT 4.8 RT 443
MAfC IREAWEIE ET MASC 3E0E1IEIAAD AA DI I0SEET.54 MASC 5EEA00EAZ 43 A PHE0STH1EEE Af 1001 ETSOIE2E AAC DIEDE0IT .82
aEE 2CEE 10EE 20EE amEE
SET SIEF 10EE 1.0EE 10EE 10EE 1.0EE.

Curva_Pool_75ngmL_rep1l

AA

Curva_Pool_75ngmL_rep2

Curva_Pool_75ngmL_rep3

Curva_Pool_75ngmL_rep4

Curva_Pool_75ngmL_rep5

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep1l

1375511033,51 AA 1461692873,49 AA 1335909323,85 AA 1425653403,10 AA 1438907487,80 AA 6128425,04
RT 4,43 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,43
fCunse_Pool_7Sagml_repi 38 Comina* FCunve_Pool_7Sagml_repZ 386 Gncuhr fCunse_Pool_7Sagml_rep® 38 Comiha* FCunve_Pool_7Smgml_repd 36 Gncuhr fCune_Pool_7Sagml_repS 38. Comina* fCune_Pool_BE_100ngmi_repi 36 = ..
- FTAES = o B3I Full me [100 0000200 - FTES = o B3I Full ms [100 - FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200 - FTES = o B3I Full ms [100 - FTAES = p B3I Fusll ms [100.0000-200 F- FTAEE = p B3I Full e [100 0000-200
AT 4.4% RT 4.43 RT4.43 RT 4.4% RT 4.43 AT 4.4%
Ado 1ITEE110E3E Af 1 EE1BSIETIAS MAf 1IZE5053T.8S Ao 18EE53402.10 AA 18235074ET.80 Af E12842E5.04
2= 20EE 0= 20EE 10EE o=
SI0ES

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep2
AA 626386797

RT 4,43

pCunva_Pool_BE_1DOngmi_rep2 36.C ..
- FTAS = :EEIFLIH’E [100.0000-200 .

AT 4.4%
A EIEIBSTST

10ES
S0ES

Cromatogramas: performance do método. Curva_Pool = curva analitica realizada em pool de agua de rio.
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Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina*

304,15433

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

VALIDACION_5_REPORT_Cocaina 1 GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep3
AA 592919456

RT 4,43

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep4
AA 5979982,75

RT 4,43

Curva_Pool_BE_10OngmL_rep:s 26.C ..
F- FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200

AT 4.4%
AfC SEI5154.55
110ES
SIES
a

=T POnI_EE_ﬂIIrum_ repd 56.C..
- FTWES = p E3I Full ms [100.0003-200

AT 4.43
A BETESELTS
1056
S1ES.
a

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep5

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep1

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep2

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep3

AA 502476746 AA 5802906,98 AA 618143135 AA 610984154
RT 4,42 RT 4,44 RT 4,43 RT 443
l:H.InE_PouI_E_ﬂ:ﬂmm.\_rEpE 268.C .. houne_Pool 13sngmi_repi 36.C .. l:H.InE\_POﬂl_E_ﬂEmm.\_rEp.. 26.C.. rounse_Pool 13srgmi_rep3 36.C ..
F- FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200 F- FTE2 = p E31 Full s [100.0003-200 F- FTMiS = :EEIFLIWE1EGM . F- FTAS = p E3I Full e [100.0000-:00
RT-4.83 RT4.24 RT4.42 RT 4.42
MM EEIATET.ES Ad SECDS0E.SE AXB1E183.35 Ad E105847.54
1085 1085 10E5 10E5
S.0ES. S.0ES. EOES S.0ES.
a a a a

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep4
AA 6075433,96

RT 4,42

Cune_Pool_BE_125 13Sngmi_repd 26.C ..
= FTWE = p E3I Full ms [100.0003-200 -

AT 4.42
A& BITELIZ.5E5
1086
S.0ES.
a

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep5
AA 6034133,25

RT 443

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep1
AA 5917965,50

RT 4,42

I:i-lr‘\l'\ﬂ._F'WI_EIE._125r|:|n'||.\_r=|:|5 BE.C ..
F- FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200

AT 4.4%
Af BIE4133.25
110ES
SIES
a

}Cunva_Pool_BE_1SOngmi_repi 36.0C ..
= FTWES = p E3I Full ms [100.0003-200

AT 4.42
A& BF17EEE.50
1056
S1ES.
a

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep2

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep3

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep4

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep5

AA 6200438,97 AA 5947646,12 AA 5829804,97 AA 5932787,29
RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43
rounve_Pool BE_iSOngmi_repd 36.C .. houne_Pool 1SOngmi_rep3 36.C .. CH.InE_POﬂI_E_Eﬂmm.\_rEpi 26.C.. rcunve_Pool BE_1SOmgmi_reps 36.C ..
- FTWES = :EHIFLIrrEﬂIIJIﬂ}uD: . F- FTE2 = p E31 Full s [100.0003-200 F- FTMiS = :EHIFLIrrEﬂIIJ:CU}uD: F- FTAS = p E3I Full e [100.0000-:00
AT 4.8 RT- 4.2 RT 4.8 RT4.43
AX EIO04ZE.57 A SS4TEEE 12 A BEISBOM.5T MM SEEITETIS
10E5 10Es 1086 1085
S.0ES. SIES: S.0ES. S.0ES.
a a a a

PAD_COCD3+BED3_10ngmL_repl
AA 659083166

RT 443

CDI!'!—.E:G_ﬂ:ru'TI.,_r::\‘ 36 ..
= FTWE = p E3I Full ms [100.0003-200 -

AT 4.42
A& ESS0BITES

Cromatogramas: performance do método. Curva_Pool = curva analitica realizada em pool de agua de rio.
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Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6. Cocaina* Sequence Name: VALIDACION_5_REPORT_Cocaina 1 GABRIEL
m/z 304,15433
Lot number:

Arquivo:

Instrument M ethod

TVILi_GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep2 PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep3 PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep4 PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep5

PAD_COC+BE_10ngmL_repl PAD_COC+BE_10ngmL_rep2 PAD_COC+BE_10ngmL_rep3

AA 532816144 AA 5310197,32 AA 5640312,31 AA 5340818,02 AA 394465076,69 AA 389442267,69 AA 39593792180
_COCDa+EE0E_longmL_red 86 X F+EECA_1ongL_rerd 26 R Da+EEE_longmL_red 26 O Da+EECE_OngL_reE 26 _CooEE_1OngmL_perd 96, Coc.. _Coo+EE_OngrL_rerd 9. Coc . _CO+EE_ongeL_p=pd 26, Coc ..
: FTIES = p £ Foll e [ 100 0000-E00 _ : FTWES + [ E3 Full s [100.000C-200 : FTWES + p E3 Fll s [ 100 0000-E00 _ : FTME + [ E3 Full s [100.D00CHED0 : TS + p E31 Full e [100.0000-600 : FTME + [ E31 Full e [00.0000-600 : FTWES + p E31 Full mes [100.0000-00
AT 4.2 RE 4.2 RE4.2 RE 4.8 RE4.2 R 4.2 RE 4.2
AA ETRET.84 AR SIDET.IR AR EEADZIZI AR SUOEIEDE AA IB44ESTREES AR IESAITETES AA 3SEEITEZE0
1055 = 1= 1ES
s s e s sOE7 smE7 s0E7
a a a a a a a
H s 2 s s s s

PAD_COC+BE_10ngmL_rep4

AA 383516139,51

PAD_COC+BE_10ngmL_rep5

AA 39911852126

_Coo+EE_OngmL_reca 96, Coc ..
: FTWES =  E3 Full mes [100.0000-600

_COo+EE_OngL_r=c8 9. Coc ...
: FTWES + o E51 Full e [00.0000-600

Cromatogramas: performance do método. PAD_COCD3+BED3 = inj. de solugdo contendo apenas as versdes deuteradas de COC e BE em

pool de agua de rio.
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Cromatogramas

185

CADETEC

Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Benzoilecgonina*

290,13868

TVI_i_GABRIEL

Sequence Name:

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

Pool_PI_SPE_repl

AA 456776031,56
35, Coon (benzole
- FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200 —

AT 4.2
MM 4EETTEDEASE

Pool_PI_SPE_rep2

AA

35. Coca [penzoie
- FTWE = p B3I Full ms [100.0003-200
BT 4.0
AA 43550150585

435901906,85

Pool_PI_SPE_rep3

AA

38, Cocn (benzole
- FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200 —
AT 43=
A& 4305140254

433081403,54

Pool_PI_SPE_rep4

AA 437635239,94

B6. Com
F- FTME = p E31 Full ms [100.0000-200 .

AT 4.2
AS 4ATEISTAHES

Pool_PI_SPE_rep5

AA

Bb. Coa
F- FTAMES = p E31 Full ms [100.0000-200 -

450112923,25

AT 42
AL 4ECHAIEIR S

Injecao_Direta_Pool_PI_rep1l

AA 11628137,92

pnjecan_Direts_Pool_P_repi 86, Com .|
F- FTME = p E231 Full ms [100.0000-200 .
AT 4.30
AS THEZETIT.ER

Injecao_Direta_Pool_PI_rep2

AA 1132591150

pnjercac_Direts_Pocl_P|_repd 868 Coo .|
F- FTAWES = p E21 Full s [100.0000-200 .
AT 4.20
A& 2351 S0

I0ES 20ES
EOET S0ET S0ET S0ET EET
1.0E5 1.0E5
a a a a a a a
Injecao_Direta_Pool_PI_rep3 Injecao_Direta_Pool_PI_rep4 Injecao_Direta_Pool_PI_rep5 CI1D_repl CI1D_rep2 CI1D_rep3 CIE repl
AA 10871142,71 AA 12055659,41 AA 12721584,72 AA 445223657,73 AA 44096032105 AA 431238162,21 AA 447566668,55
DT 21 DT 20 DT 20
Pnjecac. Direts_Poc|_P 86. Com .| Pnj=cac. Direts_Poo| P B86.Comn .| Pnjecac. Direts_Pocl|_P 2E6. Com .| ¥=-10_pepi  36. Coce [benzoliecgoninal® ¥=-0_pepd 26. Cooa [benzoliecgoninal® $=-10_pep3 36. Cooa [benzoliecgonina)® 86. Coca (benzoliecgonina)”
- FTAE = p E3I Full ms [100.0000-200 - FTME = o ERI Full mes [100.0000-500 _ - FTAE = p E3I Full ms [100.0000-200 - FTheE = o E3I Full mes [100.0000-500 - FTE = p E31 Full e [100.0000-500 - FTheE = o E31 Full mes [100.0000-200 _ = FTAES + o 31 Full s [1D0.0000-E00
AT 4.3 AT 422 AT 4.30 AT 422 AT 422 AT 4.30 AT 435
AA POETIHEETY AK 120S5EEE 41 A 1ITIISE4T2 AR AESRDIESTTI Ak 4E0SEIE21 0S5 AR 431235962 1 AM 4ETSESEERES
IES
20Es 20ES S0ET SOET SIET =T
1088
a a a a a a a
CIE_rep2 CIE_rep3 Ci1F_repl CIF_rep2 CI1F_rep3 C2D_rep1l C2D_rep2
AA 444324650,85 AA 441645493,89 AA 442649602,42 AA 439131186 ,49 AA 44456576197 AA 46433619141 AA 458006412,73
S - S —— N Yo W— S - ' S —' N Yo W—
E_rep? 36. Com [benzoliecponinal™ E_nep3 36. Com (benzoliecponinal™ F_repd  36. Com [benzoliecgoninal™ F_repZ 86. Com (benzoliecooninay” }-1F_reps 36. Com [benzoliecgoninar )20 repd 86, Com (benzoliecgonine)™ }C20_rep2 36 Com (benzoliecgoninal™
= FTES = ¢ E21 Fuull e [D0.0000-200 . = FTME = p 21 Full ms [100.0000-500 . = FTEE = ¢ B3I Full me [D0.0000-500 . = FTME = p E21 Full ms [100.0000-500 F: FTAE = p E3I Full me [100.0000-200 F: FTAEE = o B3I Full ms [100.0000-200 - F: FTAE = o E3I Full mes [100.0000-200 -
AT 435 AT 435 AT 4.30 AT 435 AT 435 AT 425

MM 4E1EAS453 35

SOET

AN JEIESIENZ 42

AN 4T ITIEEES

A JE45ESTELST

AN 35433579141

SOET

AT 43
AN 4SE00S2 T3

SET

Cromatogramas: performance do método. C1D-C1F, C2D-C2F e C3D-C3F = inj. de COC e BE (10, 50 e 125 ng L, respectivamente) em

pool de agua de rio.



ANEXO VI

Cromatogramas

186

Compound:
m/z
Lot number:

Instrument M ethod

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Benzoilecgonina*

290,13868

TVI_i_GABRIEL

Sequence Name:

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT
C2D_rep3 C2E_repl C2E_rep2 C2E_rep3 C2F_repl C2F_rep2 C2F_rep3
AA 453504579,26 AA 472617093,46 AA 467593108,78 AA 465219960,93 AA 460189142,19 AA 453850004,25 AA 451279632,54
RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29
[Ca0_rep2 26, Coon (benzclecgoninay 26. Cooa (hanzoliecgoninal 26. Coo (benzcliscgoninar 26. COCB (hanzoliscgonina) [CoF_rep1 26, Coon (benzclecgoninar _repl 96. Coon (benzclecgoninay” [CoF_repe 26, Coon (benzclecgoninar
- FTAES = p B3 Full ms [100.0000-200 = FTWES = p/E31 Full ms [100.0000-200 = FTWES = o E31 Full s [100.0000-200 = FTWES = p E31 Full ms [100.0000-200 - FTAES = p B2 Full ms [100.0000-200 = FTWE = p E31 Full mes [100.0000-200 - FTAES = p B2 Full mes [100.0000-200 —
RT42% RT 42 RT42% RT 42 - 4.2 RT 42 RT-42%
A ASIS0AETE 36 AA ATIE1TOS3 46 AA AETSHIIOETE AA 35531566053 A ABCH ES4Z 18 AA 453A50004 35 AA 451275632 54
SOET S0ET SOET SOET SET S0E7 S0E7
a a a a a a a
C3D_repl C3D_rep2 C3D_rep3 C3E_repl C3E_rep2 C3E_rep3 C3F_repl
AA 498972334,10 AA 493107006,63 AA 495026496,35 AA 490996355,12 AA 498677567,17 AA 489272797,02 AA 484055536,72
RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,31
= FTE = [ 31 Full mes [100.0000-500 - = FTWEE = o E31 Full mes [100.0000-200 . = FTAR = [ 31 Full ms [100.0000-500 = FTME = p E31 Full mes [100.0000-:00 . = FTAE + [ 31 Full ms [100.0000-500 = FTME = o E31 Full mes [100.0000-:00 . = FTAE + [ 31 Full mes [100.0000-200
AT 435 RT 435 RT 435 RT 4.5 RT 435 RT 4.5 RT4.31
Af 4557233490 Af 45 OTO0EE3 Ad ASE02E456 35 MAf 4E0G5E355 42 MAd AHEETTSET AT AfC 4BSQTITEF 0D MAA AE4OSSE3E T2
SOET S0ET SOET 5.0E7 5 OET SOET SOET
a a a a a a a
C3F_rep2 C3F_rep3 Curva_Pool_0,250ngmL_rep1 Curva_Pool_0,250ngmL_rep2 Curva_Pool_0,250ngmL_rep3 Curva_Pool_0,250ngmL_rep4 Curva_Pool_0,250ngmL_rep5
AA 495387187,47 AA 491100711,48 AA 17584079,63 AA 17584309,94 AA 15939838,89 AA 16391118,75 AA 16400110,21
RT 4,29 RT 4,29 RT 4,29 RT 4,31 RT 4,31 RT 4,31 RT 4,29
_renz 26 o [benzclecgoninel _rep= 36. Coo (benzoliecgoninal” foune_Poal_02=0ng 1 86.Coc... }ounve_Pool 0.2s0ngmi_nepz 36.C0C ... fCurva_Pool_0.250ngml_reps 36.Coc ... jCunve_Pool_I.250ngml,_repd 36 Coc .. fCurva_Pool_0.3250ngml_repS 36.Coc ...
= FTWE = o E3I Full s [100.0000-200 . = FTWE = p/E31 Full ms [100.0000-200 - FTAES = p B2 Full mes [100.0000-200 - FTWES = p 21 Full ms [100.0000-200 . - FTAES = p B2 Full mes [100.0000-200 — - FTWES = p 31 Full ms [100.0000-200 . - FTAES = p B2 Full mes [100.0000-200 —
RT 4322 RT 42 RT 4322 RT 4.3 RT 4.3 RT 4.3 RT 4322
A A9SARTIET AT AA 43110071148 AA TTSEAOVE SR AN 1TSEAE0G 54 A 1558538 £S AN 1535111875 AA1SA00110.21
40ES 40ES
B SOET 20Es 20ES 0= 2o=s ==
a a a a a a a

Cromatogramas: performance do método. C1D-C1F, C2D-C2F e C3D-C3F = inj. de COC e BE (10, 50 e 125 ng L, respectivamente) em

pool de agua de rio.
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Cromatogramas

187

Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Benzoilecgonina*

290,13868

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

Curva_Pool_0,500ngmL_rep1

Curva_Pool_0,500ngmL_rep2

Curva_Pool_0,500ngmL_rep3

Curva_Pool_0,500ngmL_rep4

Curva_Pool_0,500ngmL_rep5

Curva_Pool_ingmL_repl

Curva_Pool_ingmL_rep2

AA 16941237,48 AA 17709972,79 AA 17315807,96 AA 18396203,91 AA 18026535,99 AA 23783440,40 AA 22139463,50
RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30
fCunva_Pool_0,c00ng i 86 Coc . [Cuns_Pool_0.S00-gmi_reps . Coc .. FCurva_Poal 0, co0ngmi_reps 96, Coc ... FCunve_Pool_0,S00gmi_repd 96, Coc ... FCurva_Poal 0, So0ngmi_reps 86, Coc ... FCune_Poal_ingmi_repd 96, SomE [Curve_Pool_imgmi_rep2 56 CocE (b0
P ~ £ £ Pl S C0 OO0 e | F PV © F £2I Pl ME I CO0S 00 | |F FTVE = B £2I Fol ME OO0 Een | [ TS - B S Pl e ICICO0hE0a | | PR - B3I Pl e EOOo0e0n | [F MRS - F £l FoF e MO0 RooT E0d = P - 5 Fif i MO CCOT 0
RT4.20 RT-4.20 RT4.20 RT-4.20 RT4.20 RT-4.20 RT4.20
AR PES1ZIT A A TTTOSSTRTS AAC 173 SEDT 56 s A TE3SEI0E S AA 1ERESIS 5 A IITEI0.40 AAC IT1384E3 50
40ES 4085
2088 20ES 2088 aEs 2088 - p—
a a a a a a a

Curva_Pool_IingmL_rep3

Curva_Pool_IlngmL_rep4

Curva_Pool_IlngmL_rep5

Curva_Pool_2ngmL_rep1l

Curva_Pool_2ngmL_rep2

Curva_Pool_2ngmL_rep3

Curva_Pool_2ngmL_rep4

AA 22493504,19 AA 22905876,70 AA 22857735,87 AA 35805297,60 AA 32359442,19 AA 33196212,25 AA 33117907,65
RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,31 RT 4,30 RT 4,30
‘Curva_Pool_ingmi_rep3 28 Com b . fcunve_Pool_ingmi,_nepd 36. Cooa (b -. fCunve_Pool_ingmi_nepS 36. Com (b -. fCunve_Pool_2ngmi_nepd 36. Com (b .. fCune_Pool_2ngmil_nea2 36 Com (b -. fCurve_Pool_2ngmi_nep3 36. Com (b ... fCune_Pool_2ngmil_nepd 36 Com b -.
F- FTARE = p E3I Full ms [100.0000-200 F- FTARE = p E3I Full ms [100.0000-200 F- FTARE = p E3I Full ms [100.0000-200 F- FTARS = p E81 Full mes [100.0000-200 F- FTARE = p E3I Full ms [100.0000-200 F- FTARS = p E31 Full ms [100.0000-500 F- FTARE = p E51 Full ms [100.0000-200
RT4.20 RT4.20 RT4.20 RT4.20 RT 4.3 RT4.20 RT4.20
AA 1245350415 AA IZE0SETE.TD AA IZESTTIEET A ISE0SIST ED AA IIITHAADAS AA IT1BETIRIS AA 2211 7EO7.ES
40ES 4LEES 40ES - coes coEs coes
10ES 10ES 10ES

Curva_Pool_2ngmL_rep5

Curva_Pool_5ngmL_repl

Curva_Pool_5ngmL_rep2

Curva_Pool_5ngmL_rep3

Curva_Pool_5ngmL_rep4

Curva_Pool_5ngmL_rep5

Curva_Pool_10ngmL_repl

AA 33244569,30 AA 69207697,02 AA 65533213,34 AA 67571133,65 AA 69134823,96 AA 70136687,93 AA 127235982 ,51
RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 431 RT 4,32
fCunve_Pool_2ngmi,_rep5 6. o (0 . fCunve_Pool_Sngmi_repl 26, Cooa (0 .. fCunve_Pool_Sngmi,_rep2 6. o (0. fCunve_Pool_Sngmi_rep2 6. Cooa (0 .. fCunve_Pool_Sngme,_repd 6. Coca (0. fCunve_Pool_Sngmi_reps 6. Cooa (0 .. fCunve_Pool_10ngmL_rep1 26 Coca | ..
- FTAES = p B3I Full me [100.0000-200 . - FTAE= = p E3I Full me [100.0000-200 - - FTAES = p B3I Full me [100.0000-200 . - FThes = FEEIF\.IH’E [100.0000-200 . - FTAES = p B3I Full me [100.0000-200 . - FTAE= = p B3I Full me [100.0000-200 - - FTAES = p B3I Full me [100.0000-200 .
AT 4.30 RT4.20 RT 4.30 AT 4. AT 4.30 RT 4.3 RT4.33
AR 3T445E A0 AN EERITEET I AA EESITZII3 = B AR ES3452356 AX TIMIESET 52 AA 12723558254
EoEs - 1057 1057 1067 107 207
a a a a a a a

Cromatogramas: performance do método. Curva_Pool = curva analitica realizada em pool de agua de rio.
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Cromatogramas

188

Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Benzoilecgonina*

290,13868

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

Curva_Pool_10ngmL_rep2

Curva_Pool_10ngmL_rep3

Curva_Pool_10ngmL_rep4

Curva_Pool_10ngmL_rep5

Curva_Pool_25ngmL_repl

Curva_Pool_25ngmL_rep2

Curva_Pool_25ngmL_rep3

AA 123777512,38 AA 129401030,77 AA 128378380,13 AA 118452517,48 AA 308415225,59 AA 294033216,02 AA 30098095122
RT 4,30 RT 4,31 RT 4,30 RT 4,31 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30
ume PooLioogm e e com (| [Cume PooLioegmeps == com (| [Cume Peolioegmjepd == com (| [Cume Peoliogmmes se o | [Cuns Palgegmee se oo |  [Cuns Peolgenom e s com | [Eume Feolmnom e e com i -
fF: Pz = £ £ Full me [100.0000-600 IF: FTis = £ Full me [100.0000-600 fF- Pz = £ £ Full me [100.0000-600 fF: P = £ Fuk me [100.0000-600 fF- Pz = £ £ Full ms [100.0000-600 fF- PR = £ E2I Full me [100.0000-200 IF:- FTiS = p £ Full me [100.0000-600
BT 4.30 AT a3 RT 430 AT a3 RT4.30 RT 4.3 RT4.m
AR 1237TTE12138 A 12540403077 AK 12837638043 A HB4SIET. 8 A 30244513558 AR 28403IHEDD A 30068055122
21067 10T 10T 2T SOET SOE7 S0ET
1067

Curva_Pool_25ngmL_rep4

Curva_Pool_25ngmL_rep5

Curva_Pool_50ngmL_repl

Curva_Pool_50ngmL_rep2

Curva_Pool_50ngmL_rep3

Curva_Pool_50ngmL_rep4

Curva_Pool_50ngmL_rep5

AA 306138226,90 AA 288037319,22 AA 718627745,65 AA 738195172,96 AA 716177039,13 AA 693680805,04 AA 723177166,44
RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,31 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30
[Cuna_Pool_25ngmi_repd 36 Cooaf .- wn_PonL.Blurrl-._rEnSSEGnm[._ fCune_Pool_Sdngmi_repd ﬁ|:=‘3“:|'-||:-— }Curve_Pool_Sdngml_rep *m[-— [Cune_Pool_Sdngmi_reps 36. Cooa [ [Cunve_Pool_Sdngmi_repd *m[-— [Cune_Pool_Sdngmi_reps 36. Coma [ .
- FTAS = p B3I Full ms [100.0DD0-E00 - FTAMS = p E3I Full mes [100 0000200 F- FTAS + p E3I Full ms [100 0000200 - FTAS = p E3I Full ms [100 0000200 - FTAS = p E3I Full ms (100 0000-E00 F- FTAE = p E31 Full ms [100 0DD0-E00 - FTAS = p E3I Full ms [100.0000-E00
R 4.3 AT 430 AT 4.3 AT 431 RT-4.30 AT 430 AT 430
AAC 306138326 50 MM JEENITIIS 2T A T1EEITTASES MM TIENSSTTISE A& TIETTTOEE 13 AA BSEEBOEN5 04 A TIEATTIBE 44
so=F =0ET 10E8 1088 108 TosE

10EE

Curva_Pool_75ngmL_rep1l

AA

Curva_Pool_75ngmL_rep2

Curva_Pool_75ngmL_rep3

Curva_Pool_75ngmL_rep4

Curva_Pool_75ngmL_rep5

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep1

972333148,63 AA 961351054,29 AA 950136663,95 AA 101665493179 AA 963448298,64 AA 1202569732,43
RT 4,30 RT 4,30 RT 4,30 RT 4,31 RT 4,31 RT 4,30
Cune_Peal_rsngml_repl SE.Gom [ - nn}oﬂ_?&urrl.._r:nlaﬁchm[._ Cune_Peal_Tsngmi_rens EIEG'Dm[.- fCurve_Poal_7snami_rend Elﬁcucu[._ Cunie_Pool_Tsnami_rens EIEM[.- fCune_Pool_BE_1DOmgmi_repd 26 G ..
F: FTME = p 31 Full s (1000000500 _ - FTiiE = p B3 Full ms [100 0000500 IF- FTME = p 31 Full s (100 0000-E00 - FTE = p B3 Full ms [100.0000-E00 - FTME = p 31 Full s [100.0000-500 F- FTMa = p B3I Full ms [1D0.0000-:00 _
RT4.20 RT-4.20 RT4.20 RT 4 RT4.21 RT4.20
A& §TIIIII4EED AA 55135105425 AA 5501 3SEEL S5 A& 1IHEES4ET.TS AA BE44525E E4 AA 1ZISSSTELAT
20E8 2088 P ] 20ED 2058
10EE
1.0EE 10E8 10EE 10EE 1.0E8
a a a a a a

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep2
AA 1214306305,95

RT 4,30

foune_Pool BE_iDOngmi_repd 896G ...
- FTAES = p B Full s [100.0000-200

RT 420
A 131430630585
1EE
1.EE
a

Cromatogramas: performance do método. Curva_Pool = curva analitica realizada em pool de &4gua de rio.
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Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Benzoilecgonina*

290,13868

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep3
AA 1227112321,36

RT 4,30

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep4
AA 120230726171

RT 4,30

Curva_Pool_BE_10OngmL_rep:s 26.C ..
F- FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200

AT 4.20
AN TN ZE

=T POnI_EE_ﬂIIrum_ repd 56.C..
- FTWES = p E3I Full ms [100.0003-200

RT4.20
AA1R3IP2E1.T

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep5
AA 1184942808,57

RT 4,30

Curva_Pool_BE_125ngmL_repl
AA 1576746428,50

RT 4,31

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep2
AA 1554961528,68

RT 4,30

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep3

AA

1550335069,09

Cunva_Pool_BE_0OngmL_reps 26.C ..
F- FTAES = p B3I Full ms [100.0000-200

RT4.20
A& TIBASIZE0R ST

Cunve_Pool_EE_125 125ngmi_rep1 36.C ..
- FTES = p E3I Full ms [100.0000-200
RT 4.3
Afc 1ETET4E4ZE.50

Cuna F'OCII_EE_ﬂEmm. nep2 96.C..
- FTWES = p E3I Full ms [100.0000-200 -

RT4.20
AA 1ES485T52E68

10EE

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep4
AA 1545759805,15

RT 4,30

fCunwe_Pool BE_13Sngmi_repd 36.C ..
= FTWE = p E3I Full ms [100.0003-200 -
RT4.20
AX 1EERSEEIEAS

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep5

AA 1593784550,24

4,30

Curva_Pool_BE_150ngmL_repl
AA 1895158085,38

RT 4,30

IZH.II\E\_POCII_EJSDmm.\_rEM 26.C ..
= FTWES = p E31 Full ms [100.0003-200

=,

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep2
AA 1854385421,17

RT 4,30

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep3

AA

185177446154

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep4
AA 1916174327,49

RT 4,30

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep5
AA 1849073746,55

4,30

}Cunve_Pool_EE_1S0ngmi_rep2 8E6.C ...
- FTAES = p B Full mes [100.0000-200

RT4.20
AATBSA3EEA AT

40EE

10EE

l:a.mu_Ponl_EE_Eurum._r:pi 26.C..
F- FTAES = p E21 Full ms [100.0000-200

AT 4.20
A& TFIEIT4IIT. S

40EE

10EE

rcunve_Pool BE_1SOmgmi_reps 36.C ..
Ne gl

- FTAES = p E2H Full mes [100.
RT4.20
AS TE4SOTITEEES
40EE
1EE

PAD_COCD3+BED3_10ngmL_repl

AA 1602793169
RT 4,31
| COCO3+E

'0—_E:G_ Ongenl_pepd 36 -
= FTWES = p E31 Full ms [100.0000-200
AT 4.1

AL PRI 5D

Cromatogramas: performance do método. Curva_Pool = curva analitica realizada em pool de agua de rio.
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Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6. Benzoilecgonina* Sequence Name: VALIDACION_5 REPORT_Cocainal GABRIEL
m/z 290,13868
Lot number:
Instrument M ethod TVI_i_GABRIEL
Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT
PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep2 PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep3 PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep4 PAD_COCD3+BED3_I10ngmL_rep5 PAD_COC+BE_10ngmL_rep1l PAD_COC+BE_10ngmL_rep2 PAD_COC+BE_10ngmL_rep3
AA 13296369,77 AA 13693019,36 AA 13268867,74 AA 13412357,59 AA 337636383,34 AA 344360263,92 AA 346315160,69

_COCO3+EE03_10ngml,_repd 36 . |_COCOZ+HEE03_10ngml_pepd 396 .
= FTWE = p E3I Full ms [100.0000-200 . = FTWE = p E3I Full ms [100.0003-200

RT4.20 AT 420
AM 1IISEZES.TT A& 13653 ZE

|_COCO3+EE03_10ngml,_repd 36 . _COCO3+8E03_10ngeml,_reps 36 . _COC+BE_10ngml,_p=pd 36 Coc... FAD_COC+BE_10ngml,_pepd 36.CoC ...

= FTWE = p E3I Full ms [100.0000-200 . = FTWE = p E3I Full ms [100.0000-200 = FTWE = p E3I Full ms [100.0000-200 . - FTWE = p E31 Full me [100.0000-200 .
AT 4.20 AT 4.0 RT4.20 RT 4.1

Ak 1IIEREET T4 AX1MHIEET 55 A& IITEIETEI 34 Afc 384380063 52

|_COC+EE_10ngmnl,_p=p3 36 Coc ...
= FTWE = p E3I Full ms [100.0003-200 -
RT4.20
A& JEE1S9E0ES

H]

PAD_COC+BE_10ngmL_rep4 PAD_COC+BE_10ngmL_rep5
AA 342267872,04 AA 342668222,96
_Coo+EE_OngmlL_peca 96, Coc .. _COC+EE_OngL_r=c8 9. Coc ...
- FTWEE = p 31 Pl ms [100.0000-200 - FTWEE = p E31 Ful ms [100.0000-200
AT 4.30 AT 430
AR ZIETETLA AKX
= s0E7
a a
H H

Cromatogramas: performance do método. PAD_COCD3+BED3 = inj. de solugdo contendo apenas as versdes deuteradas de COC e BE em

pool de agua de rio.
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Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6. Cocaina-D3* Sequence Name: VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL
m/z 307,17316
Lot number:
Instrument M ethod TVI_i_GABRIEL
Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT
Pool_PI_SPE_rep1l Pool_PI_SPE_rep2 Pool_PI_SPE_rep3 Pool_PI_SPE_rep4 Pool_PI_SPE_rep5 Injecao_Direta_Pool_PI_repl Injecao_Direta_Pool_PI_rep2
AA 59063366,22 AA 56568234,79 AA 59986913,88 AA 59877974,80 AA 56174923,66 AA 138418926,08 AA 14105231198
RT 444 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,43
3. Cocana-0; 3. Comana-O; 3. Cocana-0; : 3. Comana-O; : 3. Cocara-03 ML “njecac_Direts_Pool_PI_repd G2, Cooal ‘njecac_Direts_Poci_P|_rep? =, Cooml
= TS = [ E21 Full me [100.0000-500 = FTMES = | E21 Full ms [100.0000-500 = FTES + [ 21 Full me [100.0000-500 = FTMES = p E21 Full ms [100.0000-500 = FTES + [ 21 Full me [100.0000-500 - FTAE = o E2I Full me [100.0000-200 - F: FTAE = o E21 Full me [100.0000-200
AT 4.84 AT 4.84 AT 4.84 AT 4.84 AT 4.84 AT 4.8 AT 4.8
AM SIOEIIEEZ2 AA SESEEIZATE AM SIEEESIES AX EEETTIVEED AM SE1TE5235E AA 13341552508 AA1E1052311.35
L e 1.0E7 10E7 1oEr 10ET 210ET
SIES S0ES
a a a a a a a
Injecao_Direta_Pool_PI_rep3 Injecao_Direta_Pool_PI_rep4 Injecao_Direta_Pool_PI_rep5 Ci1D_repl C1D_rep2 C1D_rep3 CIE_repl
AA 136054273,37 AA 136178189,78 AA 139188561,06 AA 58321022,31 AA 58966070,47 AA 57828750,51 AA 5708925161
RT 4,44 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,44 RT 4,43
injecac_Direta_Poci_P|_rep3 B3, Codal ... injecac_Direts_Pocl_PI_repd B3, Cocal .. injecac_Direta_Poci_P|_repS B3, Codl ... iCAD_rept B3, Cocaina03 ML 1,447 A0 _repd B3, Cotmina D3 ML 1.41E7 iC0_rep2 B3, Cocaine03 ML 4.37E7 E_repd B3 ComabeD3 ML 1387
- PTG = B3I Pl s [100.0000-200 . F- FTE = p EBI Full ms [100.0000-500 F- FTME = p 31 Full s [100.0000-500 - FTMES = o B3 Full s [100.0000-500 - - FTES = o E31 Full s [100.0000-200 F- FThiz = p E31 Full ms (1000000500 = FTWES + o 31 Fuull s [00.0000-500 .
AT 4.84 AT 4.84 AT 4.84 AT 4.84 AT 4.43 AT 4.84 AT 4.43
AA 1305437337 AA 1BEATEIERTE AA: 131 BESE] D6 AA SEITIMD AA: SESEEITILAT A STEIETSDSA AA STOREIS 51
20ET 20E7 1067 1057 1057 1.0E7
107 S0ES S0ES
a a a a a a
CIE_rep2 CIE_rep3 Ci1F_repl CI1F_rep2 C1F_rep3 C2D_repl C2D_rep2
AA 5621407134 AA 5759792423 AA 61043849,52 AA 60920366,04 AA 60406157,86 AA 59814519,55 AA 59096856,21
RT 4,43 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,44 RT 4,43
E_repz B3, CombeD3 KL 137ET E_repd B, Comine03 ML 1.33ET F_epl B, CombeD3 KL 1457 F_epz B, Comine03 ML 1.51E7 F_rep? B, CombeD3 KL 1.41E7 C20_rept B Cocmine03 ML 1.38E7 o320 p=pd F3. Cocmine03  ML: 1.47EF
: FTAAES + p B3I Full s [1D0.0000-200 - FTES = p E31 Full s [1D0.0003-500 - FTAAES + p B3I Full s 1000000200 - FTWE = p B3 Full ms (100 0003-500 _ - FTAAES + p B3I Full s 1000000200 IF- FTARE = p E31 Full ms [100.0000-200 - F: FTAE = p B3I Full ms [100
AT 4.83 AT 4.84 AT 4.84 AT 4.83 AT 4.83 AT 4.84 AT 4.83
AA SEI1 407134 AX ETSETER4I3 AA E1D42E45.52 A EDSQOIEE4 AA EDDE1ST EE AA EEE145T5.5S AM; SEOSEESE 2T

1067 1067 10E7 1T 110E7 10E7 11067
oES SIES SIES
a a a a a a a

Cromatogramas: performance do método. C1D-C1F, C2D-C2F e C3D-C3F = inj. de COC e BE (10, 50 e 125 ng L%, respectivamente) em

pool de agua de rio.
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RacAC

Compound:
m/z
Lot number:

Instrument M ethod

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Cocaina-D3*

307,17316

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

VALIDACION_5_REPORT_Cocaina 1l GABRIEL

| LECD 2

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT
C2D_rep3 C2E_repl C2E_rep2 C2E_rep3 C2F_repl C2F_rep2 C2F_rep3
AA 58971722,54 AA 6029653128 AA 6053746191 AA 59887760,23 AA 57316656,54 AA 60017086,76 AA 59163599,05
RT 444 RT 4,43 RT 4,44 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,44
CI0_rep2 9. CooaneDE ML 18057 2. Cocana-02 2. Cocarme-02 =, Comana-03 -_rmp1 2. CooalneD3 ML 1.31E7 -_rend 2. CooalneD2 ML LA1ET _ren: 09, Cooaine-D3 ML 1,357
IF- T2 = £ B3I Full s [100.0003-200 - P = p B3I Full s [ o0 s 20 - TS = p B3I Full ms [ oo coseo - - T = :EHIFLINE1WM - FTWE = p E31 Full s [100.0003-200 - FTIE = p E3I Full s [100.0003-500 _ = FTMS = B3I Full s [100.0000-500
AT 4.84 AT 4.4 AT 4.84 RT4.84 AT 4.4 AT 4.4 AT 4.84

Af BEETITIZSY

Af BIOSESE1 35

AABOSITHED 5

MM SEEETTEDDD

AN ETIEESE S

A BOCH FOEE.TE

Af SHEISSS.0S

I = 10E7 1087 10E7 1oEF 10E7 1087
SOES SOES DES
a a a a o a a
C3D_repl C3D_rep2 C3D_rep3 C3E_repl C3E_rep2 C3E_rep3 C3F_repl
AA 60794036,47 AA 60461915,85 AA 60441466,54 AA 57851756,25 AA 62332272,99 AA 58369570,82 AA 60674838,97
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,44 RT 4,44
B Comina03 B. Comine03 B Comine03 B. Comina-): B Comine03  KL: 1.51E7 B Comina-03 KWL 1337 ~_repi B Comine-003 KL 14887
- FTWE = o B3I Full ms [100.0000-500 - FTWE = p B3 Full mes [100.0000-500 - - FTAAS = p B3 Full mes (100 - TR = ;EEIFLINE1EGW - FTAAE = p E31 Full mes [100.0000-200 = FTAAES = p 31 Fuull s [1D0.0000HE00 - FTAE = p B3I Full s [100.0000-500
AT 4.83 RT 4.8 RT 4.8 RT 4.83 AT 4.8 RT4.84 RT .44
AA; BOTSSIEE AT AA BD4E1SISES AA BD4414E6 54 AA ETEE1TEEIS AAETIITITIEE A SEIESSTILED AN BOETAEIE ST
DET 1067 10E7 1057 =T 107 =
SOES SI0ES. S0ES SOES
a a a a a a a
C3F_rep2 C3F_rep3 Curva_Pool_0,250ngmL_rep1 Curva_Pool_0,250ngmL_rep2 Curva_Pool_0,250ngmL_rep3 Curva_Pool_0,250ngmL_rep4 Curva_Pool_0,250ngmL_rep5
AA 58991917,70 AA 62021007,90 AA 426640,77 AA 259010,10 AA 184303,50 AA 427207,65 AA 312822,84
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43
_rmpZ . Cocana-DE L 1,25 " mpE M. Cocaine-DE ML 14357 Cune_Pool 02sOngmi_repd 9. Cos .| [cune_Pool0isOngmi_eps F8. Com Cune_Pool_02S0ngmi_reps F@. Cocs Cune_Pool_0.250ngmi_repé & Coos Cune_Pool_02S0ngmL_reps I3 Coos ..
= FTES + £ B3I Fuull s [00.0000-500 = FTWES = ¢ B3I Full s [100.00003-500 - FTARS = o E31 Full e [100.0000-200 . - FTARS = o E31 Full ms [100.0000-200 - FTARS = o E31 Full me [100.0000-300 - FTARS = o E31 Full ms [100.0000-200 - FTARS = o E31 Full e [100.0000-500 .

AT 4.8
AAC SEES15TT.TD

AT 4.8%
A EIOA00R 50

1.0ES.

SOEL.

AT 4.4%
A 4ITI0T.ES

AT 4.4%
Adfc MI8T2 88

Cromatogramas: performance do método. C1D-C1F, C2D-C2F e C3D-C3F = inj. de COC e BE (10, 50 e 125 ng L%, respectivamente) em

pool de agua de rio.
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Cromatogramas
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Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina-D3*

307,17316

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

Curva_Pool_0,500ngmL_rep1

Curva_Pool_0,500ngmL_rep2

Curva_Pool_0,500ngmL_rep3

Curva_Pool_0,500ngmL_rep4

Curva_Pool_0,500ngmL_rep5

Curva_Pool_IingmL_repl

Curva_Pool_IngmL_rep2

AA 122386,25 AA 247469,37 AA 192136,57 AA 251779,07 AA 87807,52 AA 130041478,46 AA 129119162,06
RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,46 RT 4,42 RT 4,42
FCurve_Peal 0, c00ngmi_repd &, Cooa .. FCuna_Pool 0, S00gmi_repz B3, Cooa . Cune_Peol 0.S0070mL_reps . Coo .. FCurve_Pool_l.S00ngmL_reps 5. Cocs . FCurve_Peol 0, S00ngmi_reps &, Coom .. FCune_Peal_irgmi_repd 1. Commine 03 FCunvea_Peal_irgmi_repz B3, Comine 03
F: FTARS = p E31 Full mes [100.0000-200 F- FTARE = p E3I Full ms [100.0000-200 F- FTARS = p E31 Full mes [100.0000-200 F- FTARS = o B3I Full ms [100.0000-200 F- FTARS = p E31 Full s [100.0000-200 F- FTARS = o E31 Full ms [100.0000-200 F- FTARE = p E31 Full ms [100.0000-200
AT 4.4 AT 4.4
AK 13004147846 AR 1ZAS1E2.05
10ES 1085 AT 4.2 1058 RE4.0 1085 1o
AT 4.8 AR 2UTHESTT AR 1ERTREET A RE 4.8 20E7 2067
SOEL AA 11385 25 SIEd SEL SIE4 SoEs AM BTEDTS2 1057 107
a a a a a a a

Curva_Pool_IngmL_rep3

Curva_Pool_IngmL_rep4

Curva_Pool_IngmL_rep5

Curva_Pool_2ngmL_repl

Curva_Pool_2ngmL_rep2

Curva_Pool_2ngmL_rep3

Curva_Pool_2ngmL_rep4

AA 129209889,81 AA 129374966,50 AA 127963364,77 AA 151999477,48 AA 141994614,12 AA 146268545,74 AA 145584462,63
RT 4,42 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43
Cunve_Pool_ingmi,_reps . Cocane-03 ‘Cuna_Pool_ingmi_repd . Comine-0d Cunve_Pool_ingmi_reps . Cocane-03 ‘Cuna_Pool_2ngmi_repi B, Comane-3 Cunve_Pool_2ngmi,_repz . Comane-03d ‘Cune_Pool_2ngmi_rep3 . Cocane-03 Cunve_Pool_2ngmi,_repd . Comane-0d
[F: FTAE = p 3 Fulll s [ 100 0000-E00 [F:- FTiis = pE3 Full s (400 0000500 F- FTMi = p B3 Fulll s [100.0000-E00 _ - FTES = p 31 Full s [ DLOD0C-E00 F- FTAE = p 31 Fulll s (100 0000-E00 - FTARS = o B3 Full s [100.0000-500 - - FTARS = o E31 Full s [100.0000-500
AT 4.2 AT 4.8 AT 4.2 AT 4.8 AT 4.8 AT 4.3 AT 4.8
AR 1TSO05EES B AM 1PSETAEES 50 AA 1ITEEIIEATT AA 151555477 48 AA 18155461812 AA 18E2EESAS T4 AAr 18SSB44ET E3
I0ET 20ET T0ET 20ET 10ET 20ET7 10ET
1.0E7 1.0E7 1.0E7
a a a a a a a

Curva_Pool_2ngmL_rep5

Curva_Pool_5ngmL_rep1l

Curva_Pool_5ngmL_rep2

Curva_Pool_5ngmL_rep3

Curva_Pool_5ngmL_rep4

Curva_Pool_5ngmL_rep5

Curva_Pool_10ngmL_repl

AA 148417167,98 AA 157666703,88 AA 15170407158 AA 152581226,37 AA 154152983 ,23 AA 14716734118 AA 152472576,76
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,44
[Curve_Pool_Zmgmi_reps B9, Comio D3| [oune PoolSrmi_repd B, Comine0d|  founve_Peol Sromiren2 M. Comio D3| foune Pool Srgmireps B, Comine0d|  foune_Peol Sromirepd M. Comino D3| foune Pool Srmireps B Comine0d)  foune_Peal iomamiremd B3 Cooal
- FTAS = p B3I Full ms [100 0DD0-E00 F- FTAMES = p E3I Full ms [100.0000-200 . FF- FTAS = p E3I Full ms [100.0DD0-E00 - FTAS = p E3I Full mes [100.0000-200 F- FTAS = p E3I Full mes [100 0DD0-E00 FF- FTAS = p B3I Full mes [100. 0000200 F- FTAS = p E3I Full ms [100 0DD0-E00
AT 4.483 RT 443 RT 4.483 RT 4.8 RT 4.43 RT 4.43 RT 4.84
AL 1EE41THET 58 Ak 1STEESTOZEE A 151704071 58 A 1EISEIZIE 3T Ak 15415258323 A H4TIETI4 98 A 15247ISTE TE
A0EF 1ET 20ET I0E7 10ET I0E7 10ET
a a a a a a a

Cromatogramas: performance do método. Curva_Pool = curva analitica realizada em pool de agua de rio.
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Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina-D3*

307,17316

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

Curva_Pool_10ngmL_rep2

Curva_Pool_10ngmL_rep3

Curva_Pool_10ngmL_rep4

Curva_Pool_10ngmL_rep5

Curva_Pool_25ngmL_repl

Curva_Pool_25ngmL_rep2

Curva_Pool_25ngmL_rep3

AA 155378326,23 AA 15789631191 AA 156640052,68 AA 156635089,04 AA 16841397781 AA 171373185,98 AA 16994744141
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43
fCunve_Pool_iongmL_repz 13, Cocal Cunve_Pool_10ngnL,_reps E2, Cocal . fCunve_Pool_iongmL_repd 3, Cocal Cunve_Pool_1ongnl,_reps B2, Cocal Curva_Pool_2sngmi_repd IS, Cocal Cunve_Pool_2sngnl,_repz IS, Cocal . fCunve_Pool_2tngmi_reps 3, Cocal
IF- FTiAE = £ B3I Full s [100.0000-00 _ IF- FTe = p E51 Full ms (10000004200 IF- FTiAE = £ B3I Full s [100 0000400 _ - FTe = p E51 Full ms (10000004200 IF- FTiE = o E51 Full ms (100 0000-E00 IF- Pl = p E21 Full ms (10000004200 IF- FTiAE = £ B3I Full s [100 00004200 _
BT 4.43 BT 443 AT 442 BT 443 BT 4.43 BT 443 BT 4.43

A 1ESITERE 1]

MM 1ETEEEET1E

MM 1SEESODS2 ER

A 1EEEIS0ES 04

A 1EEA1ZE0TE

MM 1TT137ENEE 58

AR 1EEEATAA1.

Curva_Pool_25ngmL_rep4

Curva_Pool_25ngmL_rep5

Curva_Pool_50ngmL_repl

Curva_Pool_50ngmL_rep2

Curva_Pool_50ngmL_rep3

Curva_Pool_50ngmL_rep4

Curva_Pool_50ngmL_rep5

AA 171548412,40 AA 16932941547 AA 171699654,06 AA 166225725,50 AA 169267397,53 AA 167628689,38 AA 171412909 81
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,42
=T mL_rend i, Comal = ML_rers B, Cocal [rurve_Pool_SongmL_repd B9, Cooal .. Founve_Pool_SongmL_reps B3, Cooal . Cune_Pool Songmi_reps . Cocal . Curve_Pool_Sonaml_repd . Cocal . fCurve_Poal_SonamL_reps B9, Cooal ..
F- FTAS = p B3I Full mes [ 100 0D00-E00 F- FTMS = p B3I Full ms [100.0000-200 F- FTAS = p B3I Full mes [ 100 0D00-E00 F- FTMS = p B3I Full ms [100 0000-200 F- FTAS = p B3I Full mes [ 100 0D00-E00 F- FTAS = p B3I Full ms [100.0000-200 F- FTAS = p B3I Full mes [ 100 0D00-E00
AT 4.43 RT 443 AT 4.43 AT 4.43 RT 4.42 RT 4.42 AT 4.42
AR 17154841240 AR HEERZIH 54T AR 1TES3E5408 A 1EE225725.50 AA 1EE2ET2S7E3 AX ETEZEERD IR AR 1741350551
207 207 20ET 207 207 207 207
a a a a a a a

Curva_Pool_75ngmL_rep1l

Curva_Pool_75ngmL_rep2

Curva_Pool_75ngmL_rep3

Curva_Pool_75ngmL_rep4

Curva_Pool_75ngmL_rep5

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep1l

AA 143543963,76 AA 152623313,13 AA 139260788,51 AA 150167877,22 AA 14961045121 AA 152246572,78
RT 4,43 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,42 RT 4,43
‘Curva_Pool_7Sngml_repi 3. Cocal ‘Cunve_Pool_7Sngmi_repl 3. Cocal ‘Curva_Pool_7Sngml_rep2 3. Cocal ‘Cunve_Pool_7Sngml_repd 3. Cocal ‘Curva_Pool_7Sngml_r=ps 3. Cocal ‘Cunve_Pool_BE_100ngmi_repl E. Co .
- FTAES = o B3I Full m [ (1000000200 - FTAE= = p E3I Full me [ (100.0000-500 - FTAES = o B3I Full m [ (1000000200 - FTAE= = p B3I Full ms [ (100.0000-500 - FTAES = o B3I Full m [ (1000000200 - FTAES = p E31 Full me [100.0000-200
AT 4.42 RT 442 RT4.42 RT 443 RT4.42 AT d.83

AA 1 EE543563 TR

AAC 1EIETER1R A3

AS 13E0B0TEE 51

AA 1E0HETETT 23

AA 1ESE10451 21

A 15214557 TE

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep2
AA 152680134,79

RT 4,43

pCune_Pool_BE_1DOngmi_rep2 B, Co ..
- FTAES = p B3I Full me [100.0000-200 .
AT 4.42
MAS 1EIEBIIATE

Cromatogramas: performance do método. Curva_Pool = curva analitica realizada em pool de agua de rio.
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Cromatogramas
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Compound:

m/z

Lot number:
Instrument M ethod

Arquivo:

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Cocaina-D3*

307,17316

TVILi_GABRIEL

Sequence Name:

VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep3

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep4

Curva_Pool_BE_100ngmL_rep5

Curva_Pool_BE_125ngmL_repl

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep2

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep3

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep4

AA 152575765,40 AA 150763107,30 AA 152554285,93 AA 14107460131 AA 148341525,00 AA 145833489,57 AA 149451398,68
RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42 RT 4,44 RT 4,43 RT 4,43 RT 4,42
Cunve_Pool BE_00ngmL_repd .o .|  |cune_Pool_BE_iCOngmL_repd .0z . fcune_Pool BE_ioOngmL_rens B.Go.|  fcune Pool_BE_idSngmiepl BB.Co..|  [cune_Pool_BE_iiSngmL_eps B, Co . Cunve_Pool BE_125mmi_repd =.0o .|  |cune_Pool_BE_125mgmL_repd 1, Co .
IF: FTAAE = p 51 Full mes [ 100 0000-200 IF- FTWEE + p E51 Full ms (100000000 | |- FTAER = p B Full mes (100 0000200 - FTEE + p ES1 Full ms [100 200 |  |F-FTAE = p ESIFull ms [{00.0000-200 IF- FTAAE = p E3I Full mes [100.0000-:00 - FTAAS + p E51 Full ms [100.0000-00
AT 4.3 AT 4.3 AT 4.42 AT 4.4 AT 4.3 AT 4.43 RT 4.2
AA 15I57STES 40 Adc 15ITEII07 30 Af 15155428553 Al 1E1074ED 31 Ad 14834152500 AAC 14583348 57 AA 182451288 E8
20ET 20ET 20E7 2OET 10ET 20E7 0ET
a a a a a ] a

Curva_Pool_BE_125ngmL_rep5
AA 142334346,03

RT 4,43

Curva_Pool_BE_150ngmL_repl
AA 151739729,38

RT 4,42

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep2
AA 154129680,97

RT 4,43

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep3
AA 15367766159

RT 4,42

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep4
AA 150900295,00

RT 4,43

Curva_Pool_BE_150ngmL_rep5
AA 153957410,44

RT 4,43

PAD_COCD3+BED3_10ngmL_repl
AA 259944483,10

RT 4,43

$Cunve_Pool_EE_125ngmi_repS . Co ..
- FTAES = p B2 Full ms [100.0000-200

AT 4.42
AS 183334385103

1ET

}Cunva_Pool_BE_1SOngmi_repi B Co ..
- FTWES = p 21 Full s [100.0003-200

AT 4.4
A& 15173572538

2ET

}Cunve_Pool_EE_1S0ngmi_rep2 . Co ..
- FTAES = p B Full mes [100.0000-200

AT 4.4
A& 154135EB0 57

10E7

jCunva_Pool_BE_1SOngmi_rep3 . Cor ..
- FTLEE = p | ODO-E00

E21 Fusll s [100.

AT 4.8
AX 152E77ERT S8

2ET

l:a.mu_Ponl_EE_Eurum._r:pi =N=.
F- FTAES = p E21 Full ms [100.0000-200
RT 4.8
A 1505005500

}Cunve_Pool_EE_1S0ngmi_repS . Co ..
F- FTAES = p E3I Full ms [100.0000-200

AT 4.4%
Afc 152655741044

1ET

CDI!*—:E:E_ Ongenl_repd B3,
= FTWE = p B3I Full ms |Bﬂm-uD:
AT 4.43
A 155544483 90

Cromatogramas: performance do método. PAD_COCD3+BED3 = inj. de solugdo contendo apenas as versdes deuteradas de COC e BE em

pool de agua de rio.
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Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

Compound: S6.Cocaina-D3* Sequence Name: VALIDACION_5_REPORT_Cocainal GABRIEL
m/z 307,17316
Lot number:
Instrument M ethod TVI_i_GABRIEL
Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220622_Validacao5\VALIDACION_5_REPORT
PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep2 PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep3 PAD_COCD3+BED3_10ngmL_rep4 PAD_COCD3+BED3_I10ngmL_rep5 PAD_COC+BE_10ngmL_rep1l PAD_COC+BE_10ngmL_rep2 PAD_COC+BE_10ngmL_rep3
AA 213399918,68 AA 20874227592 AA 212628906,42 AA 213060172,92 AA 329488,68 AA 20472755 AA 238566,27

_COCO3+EE03_10ngml,_repd 1. . |_COCOZ+HEE03_10ngml_pepd H.
= FTWE = p E3I Full ms [100.0000-200 . = FTWE = p E3I Full ms [100.0003-200

AT 4.42 AT 4.4
Af 11235551 EER A& JETITEED

(COCO3+EE03_10ngml_repd 9. . _COCO3+8E03_10ngeml,_reps E3. .

! _COC+BE_10ngml,_pepd B3, Coos .. FAD_COC+BE_10ngml,_pepd E3. Coos .. |_COC+EE_10ngmnl,_pep3 19, Com ..
= FTWE = p E3I Full ms [100.0000-200 . S = p B3 Full me [ 1000000200 . = FTWE = p E3I Full ms [100.0000-200 . - FTWE = p E31 Full me [100.0000-200 . = FTWE = p E3I Full ms [100.0003-200 -

AT 4.43 AT 4.8
A T1IEIES0E 42 A& 21206072 5T

AT 4.42
Adc IZSAREEE
SIEL

PAD_COC+BE_10ngmL_rep4 PAD_COC+BE_10ngmL_rep5
AA 205603,39 AA 175609,31
_Coo+EE_OngrL_peca 13, Cocs _COo+EE_OngL_re8 13, Cooa .
- FTWEE = p 31 Ful ms [100.0000-200 - FTWEE = o E31 Ful ms [100.0000-200
RT4.42
AT 4.41
AR 20560333
. p— A 1TIEDSE
a a
H H

Cromatogramas: performance do método. PAD_COCD3+BED3 = inj. de solugdo contendo apenas as versdes deuteradas de COC e BE em

pool de agua de rio.



ANEXO VI 197

Cromatogramas

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

20220519_Validacao4_Parte_Jle2_reinjecao_Cocaina1 GARRIFI

Compound: S6.Cocaina* Sequence Name:
m/z 304,15433
Lot number:

Instrument M ethod

TVIL_i_GABRIEL

C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220523_Validacao4_Coleta_Reinj\20220519_Validacao4_Parte_1le2_reinjecao

Arquivo:
P_RC_repl P_RC_rep2 P_RC_rep3 P_CM_repl P_CM_rep2 P_CM_rep3 P_CC_repl
AA 128329016,5 AA 131734577,8 AA 124408166,5 AA 251482698,1 AA 252824616,7 AA 255975289,2 AA 334159472,2
RT 4,47 RT 4,46 RT 4,46 RT 4,46 RT 4,47 RT 4,47 RT 4,47

FC_rEpd 6. Comingr MWL LrEST
- FTAE = p E3I Full ms [100 0000200
RT 4.47
AX 1ZEIZCAE AT

* fC_repz 36. Comingt  KL: 1BEET

- FTWES = p E31 Fusll mes [100.0000-200

RT 4.88
Ad AHTHETTTE

RC_/ERS S6.Cominas ML Z7ET
- FTWES + p E31 Full s [100 D000-200 .
RT 4.8
A 12440898550

Cf_jepi 96 Cominma- ML S.Eaer
 ODDCHEDD .

- FTMES =

p/ESI Full ms (00

AT 4.4
Ao 251482E5E 08

" Ch_jEol SE. Comang- ML SEEST
- FTAWE = p E3I Full ms [100 0000200 .

A IEIREISEE

F_Ch_jeo2 o6 Cocana- ML SEGET
F- FTAE = p E31 Full ms [100.0D00-E00
RT 4.47

AX ISIETEIRIZD

" CC_rEp1 S6. Comina- WL 708
- FTWE = p E3I Full ms [100 0000200
RT 4.47
AN 33415472 24

. - S0ET S0E7 S0ET -
1.0E7
a a a a a a
P_CC_rep2 P_CC_rep3 P_RM_repl P_RM_rep2 P_RM_rep3 P_RI_repl P_RI_rep2
AA 3363676617 AA 334254403 AA 169318662,5 AA 1739941111 AA 175598468,9 AA 2276192645 AA 223053200,6
RT 4,47 RT 4,47 RT 4,47 RT 4,47 RT 4,47 RT 4,46 RT 4,46
O fepZ 86 Cocanm- ML 7.ESET  CC_rens BE. Cominm- ML T.47ET " F_repi BB Cocanes ML Z.77ET " FMLyend BB, Coana- ML 5T  RM_renE BB Cocane- ML 4.01E7 F_Fi_epi 96 Cocahes WL S.O0ET * F_/PpZ BB Cocanm- ML 4.5057
T = £ I Full me [100.0000-200 TS = p B Full mes [100.0000-00 TS = p B3 Full me [100.0000-500 TS = p B3 Full mes [100.0000-00 TS = o B Full mes [100.0000-00 F- T = p BRI Full ms [100.0000-500 T = p B2 Full ms [100.0000-500
AT 4.67 AT 4.67 AT 4.47 AT 4.47 AT 4.67 AT 4.8 AT 4.85
A 33EIETEELTI AAC 334254407 04 AA 15315862 S0 AR 1TEEETT AAC TTIEBE4EE 54 AM TITE1SEE4 S2 AAC ITAOSIIO0EA
40E7
40E7 407
sCET
1057 2oE7 0= 20E7 20E7
a a a a a a

P_RI_rep3

AA 223299076,1

RT 4,45

* Fi_reps 36 Cominat KL 454887
z FTWES = p E31 Full me [100.0000-200
RT 4.8
AA IIEISS00E 08

Cromatogramas:

= Rio Meriti.

campanha de monitoramento - maio de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM
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Compound:
m/z
Lot number:

Instrument M ethod

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6.Benzoilecgonina*

290,13868

TVI_i_GABRIEL

Sequence Name:

20220519_Validacao4_Parte_le2_reinjecao_Cocaina 1 GARRIFI

Arquivo: C:\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220523_Validacao4_Coleta_Reinj\20220519_Validacao4_Parte_1e2_reinjecao
P_RC_repl P_RC_rep2 P_RC_rep3 P_CM_repl P_CM_rep2 P_CM_rep3 P_CC_repl
AA 311899999,8 AA 318807136,8 AA 320498336,1 AA 2643915511 AA 265647533 AA 268304302,3 AA 562734128,7
RT 4,35 RT 4,35 RT 4,34 RT 4,34 RT 435 RT 4,37 RT 4,36
PR renl o6 bemedemoner | [ERC ma 25 Eoca bemeseonier | [ERE el 36, Cocn [henzclecgoninar F_Cfa_ree 96 Eoes benzdlecniner | [ G el BE. Coon (benzolccgooinar | [PCMrEnE 26 Eoes benmsieceniner | [F5E e 3 Eoe2 Benasiecinar
- FTMES = p E3I Full me [1 - FTAWES = p E3I Full me [100.0000-00 - FTAES = p E3I Full ms [100.0000-200 . - FTWES = p E3I Full me [100.0000-200 - FTMES = p E3I Full ms [100.0000-200 . = FTWES = p E3I Full e [100.0000-200 - FTAME = p E31 Full me [100.0000-200
AT 4.25 AT 4.35 AT 4.34 AT 4.34 AT 4.35 AT 4.37 AT 4.35
AA I11ESSEES.ES Ak 31230793678 MM I2048E33E 06 MAA DB4381551.15 AA IESELTEIA0R MAA SEITIHI2ETD
SOET SIET SOET 4T 40ET A0ET 10E8
10E7 10E7 20E7 S0ET
a a a a a a a
P_CC_rep2 P_CC_rep3 P_RM_repl P_RM_rep2 P_RM_rep3 P_RI_repl P_RI_rep2
AA 5682419547 AA 568590707 AA 358323809,8 AA 3674767732 AA 366981453 AA 303745001 AA 302903899,8
RT 4,36 RT 4,35 RT 4,36 RT 4,35 RT 4,35 RT 4,34 RT 435
F_{H:_r!nz ER c,u:ummmeq:-m.-.,-‘ F_{A::_r:p ER mnmmeqrm.-.,-‘  =%_ren 26, CocE | bmmuq:-lng-‘  FR_repd 26, c,ucummmeq:-mg-‘ - =%_repd 26. COCE [Denzolecgonine” = _Fi_repi 26.CocE [ bmml:q:'lnag‘ RI_Meps 6. Cocn (benzclecgonine
F- FTME pEEIFLIrrE1EﬂAIﬂJ-»oD: F- FTME = p E3I Full ms [100.0000-200 - FTMS = p B3I Full e [100.0000-200 SIS - p E3I Full s [ 1000000200 - FTMWS = p B3I Full e [100. & F- FTME = p B3I Full ms [100.0000-200 F‘Fl'“& P E3I Full s [ 100 000000
AT 4.3 RT 4.3 RT 4.3 RT4.35 AT 4.35 AT 4.34 AT 4.35
A SEEI4155475 AAC SEESS0707 04 AAC ISEADIZ0S 34 AA BETATETTA 2] MM 3E5ESE1452 56 A& 374500100 AA MOS033559 79
10EE 1.0EE. S0ET.
SIET sET sET ’ =
S0ET EET.
a a a a a a a.
P_RI_rep3
AA 302927868
RT 4,34

F_A_reps 36. Cooa (benzoliscgonina)®
F- FTWS = p B3I Full me [100.0000-200
RT 4.4
Ao NOSITEEE 04
EOET

Cromatogramas: campanha de monitoramento - maio de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM

= Rio Meriti.
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Compound:
m/z
Lot number:

Instrument M ethod

LC-HRMS - ORBITRAP analyses

S6. Cocaina-D3*

307,17316

TVI_i_GABRIEL

Sequence Name:

20220519_Validacao4_Parte_le2_reinjecao_Cocaina 1 GARRIFI

Arquivo: Ci\TraceFinderData\32\Projects\Gabriel Farias\20220523_Validacao4_Coleta_Reinj\20220519_Validacao4_Parte_1e2_reinjecao
P_RC_repl P_RC_rep2 P_RC_rep3 P_CM_repl P_CM_rep2 P_CM_rep3 P_CC_repl
AA 47815116,39 AA 49361717,74 AA 47595207,08 AA 40052130,97 AA 40202967,09 AA 39085638,57 AA 50602629,08
RT 4,47 RT 4,46 RT 4,46 RT 4,46 RT 4,47 RT 4,47 RT 4,47
F RC menl 5. Comha0d ML 1LEr FRC maz . comneD3 KL .06 F RC mn: @ Comna0d ML LLEr F Ch e B, Comne3 ML S.27EH Chd_yepd B, Comina0d WL 52585  [FoMyend B, ComibeOd ML GEEE|  [Poomei B, ComroDd ML 02T
IF- P = pEEI Full ms (1000000500 F- FTAS = p ES1 Full mes [100.0000-00 IF- P = p £ Full s [(100.0000-00 IF- P = p EEI Full mes (100 000000 £ PN = p 31 Full ms [100.0000-500 = FTWES = p E21 Full ms [100.0000-200 - P = p EEI Full mes (100000000
AT 4.47 AT 4.4 AT 4.8 AT 4.8 AT 447 AT 4.47 AT 4.47
A& 4TEAE11E2S AR ASEEITITTS AR ATSEEI0N A& AIOS130ST AA AEOZSET 09 AA 3E0E5S38.5T A& SDE02S08 08
10E7 = 10E7 s=r
sEs soes S0ES SOES soEs smEs -
a a a a a a a
P_CC_rep2 P_CC_rep3 P_RM_repl P_RM_rep2 P_RM_rep3 P_RI_repl P_RI_rep2
AA 50689069,94 AA 534514951 AA 50063858,1 AA 5217728177 AA 5268375128 AA 45117080,09 AA 45414156,39
RT 4,47 RT 4,47 RT 4,47 RT 4,47 RT 4,47 RT 4,46 RT 4,46
FCC_al = CocaretE m_11£'-" = CC_rmaE E Cocanald m_11957' rer . Comeia-03 ML 1,075 _AM_JEpD 3. Cocane-03 ML: 11857 PR _rEnE M. Coceina-03 m_n-E?' F_mL_repl M. Cocana-02 m_aszes' E R S Cocane s m_asuss'
- s = p B3I Full s (1000000500 - FTs = p E31 Full s [100.0000:500 i P/ E31 Full s [100.0000-00 = FTaE = p £ Full s [100.0000-200 = FTME = p 31 Full s [100.0000-400 - P = p E31 Full ms [100.0000-00 I FTME = p 31 Full ms [100.0000-500
AT 4.47 AT 4.47 AT 4.47 AT 4.47 AT 4.47 AT 4.8 AT 4.4
A SOEES0ES 34 AR S34E1455.10 A& SZITTIE T AA SIEFITE 3 A& 4511TDE00S AA 4541415835
1 IET 10E7 10E7 1057
sEs B==3 B =3 smEs E== so==
a a a a a a
P_RI_rep3
AA 442024323
RT 4,45

F_reps . Cocabe-D3 ML SEIES |
e
AT 4.45
Ad SE02432 30

Cromatogramas: campanha de monitoramento - maio de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM

= Rio Meriti.
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Sequence:

Instrument Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

coleta_jul_reports_gabr

TVI_i_GABRIEL

Compound Name:

S6. Cocaina*

m/z: 304,15433

Instrument Name:

Thermo Scientific Instrument

M aster Method: Cocainal GABRIEL Batch: coleta_jul_reports_gabr
PCM _repl PCM _rep2 PCM _rep3 PCC_repl PCC_rep2 PCC_rep3 PRC_repl
AA: 215895044,8 AA: 211451788,8 AA: 211494229,1 AA: 236881838,2 AA: 237481864,8 AA: 2412747054 AA: 124139286
RT: 447 RT: 4,47 RT: 4,46 RT: 447 RT: 447 RT: 447 RT: 4,47
RE4.47 RT4.8 REA4.47 RE4.47
H= SET
4IET = A= W=
2ET E E 1ET
20ET ET 7 27
11ET 18T 18T 18T
= 505 541 Jasm s a7e sm p= a= sm s 1 AT A S5 53
35 4b 45 g0 35 4p 45 5 15 4p 45 58 3 4p 45 58
PRC_rep2 PRC_rep3 PRM _repl PRM _rep2 PRM _rep3 PRI_repl PRI_rep2
AA: 122993545 AA: 128661437,5 AA: 148645245,7 AA: 146630839,5 AA: 143441366,8 AA: 84717989,08 AA: 86133224,14
RT: 4,48 RT: 4,48 RT: 4,48 RT: 4,48 RT: 4,48 RT: 4,47 RT: 4,48
AT 48 AT 448 AT 448 AT 448 RT 447
20ET 4 2067 207 =T
27 1557
207 207 207
1057
= 107 107 17| .
IE am a7 53 57 375 A2 5m 53 1m A a7 51 EE S 4z ET T 430 502
35 4D 45 50 5 &b 45 8 3k &b 45 8 & &b 45 50 P T Y]

PRI_rep3
AA: 87817109,55
RT: 4,48

Cromatogramas: campanha de monitoramento - julho de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =
Rio Meriti.
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Sequence:

Instrument Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

coleta_jul_reports_gabr

TVILi_GABRIEL

Compound Name:

S6. Benzoilecgonina*

m/z: 290,13868

Instrument Name:

Thermo Scientific Instrument

Master Method: Cocainal GABRIEL Batch: coleta_jul_reports_gabr
PCM_repl PCM_rep2 PCM _rep3 PCC_repl PCC_rep2 PCC_rep3 PRC_repl
AA: 576123014,7 AA: 5784502518 AA: 563267564,5 AA: 796723747 AA: 806892299,2 AA: 799982831 AA: 275975509,8
RT: 4,36 RT: 4,35 RT: 4,35 RT: 4,34 RT: 434 RT: 4,35 RT: 4,36
RT4E RT43 AT 4% RT434 RT434 RT43 RT4%
= 1568 1588 1a=
207 BIE7 = 40ET
EDE7 EIEF EIE7 11ES 10EE 1088 2ET
4057 4057 40E7 2067
IET o7 H:=
2'0:_; EECREE agr =07 2E; EECRNEE 452 sns e s 452 =4 i asm agi 4z o EF) 457 434 o EE] 4g2 EDS 1E; EFCINF-] 42 s

R R )

R )

EC Y )

PRC_rep2 PRC_rep3 PRM _repl PRM _rep2 PRM _rep3 PRI_repl PRI_rep2
AA: 273510495,2 AA: 2769071119 AA: 5710174479 AA: 573332788,6 AA: 558883958,2 AA: 2181116834 AA: 216044614,5
RT: 4,36 RT: 4,35 RT: 4,35 RT: 4,35 RT: 4,36 RT: 4,36 RT: 4,36
R4 RL4E RLAE RLAE
1068
AE7. A0E7. 80E7 A0ET
20ET EIE7 BLEF 20E7
20ET 40E7 407
1087 20ET 107 o=
! 354 338 482 513 ! 35 3% 452 5DE "l 3 463 5m 33z 239 42 5B
aQ : aQ : Q - - O =

TETETE S

PRI_rep3
AA: 213064919,6
RT: 436

Cromatogramas: campanha de monitoramento - julho de 2022.

PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =

Rio Meriti.
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SCREENING REPORT - LC-HRMS

Sequence: coleta_jul_reports_gabr Compound Name: m/z: 307,17316

Instrument Method: TVI_i_GABRIEL Instrument Name:

S6. Cocaina-D3*

Thermo Scientific Instrument

M aster Method: Cocainal GABRIEL Batch: coleta_jul_reports_gabr
PCM _repl PCM _rep2 PCM _rep3 PCC_repl PCC_rep2 PCC_rep3 PRC_repl
AA: 25370361,23 AA: 24865660,76 AA: 243146513 AA: 22842424,79 AA: 23967766,87 AA: 23256513,01 AA: 21032437,05
RT: 4,46 RT: 4,46 RT: 4,46 RT: 4,47 RT: 4,47 RT: 4,46 RT: 4,46
AT 4.8
40ES
bli=
411 e
R “p
3 [ 4 =
PRC_rep3 PRI_repl PRI_rep2
AA: 21129534,8 AA: 209420013 AA: 1591048135 AA: 18283947,22 AA: 19047535,19 AA: 11443336,51 AA: 12080150,16
RT: 4,48 RT: 4,47 RT: 4,48 RT: 4,48 RT: 4,47 RT: 4,47 RT: 4,48

PRI_rep3
AA: 12506409,18
RT: 4,47

Cromatogramas: campanha de monitoramento - julho de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =

Rio Meriti.
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Cromatogramas

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Sequence: coleta_agosto__reports_tracefinder Compound Name: m/z: 304,15433
Instrument Method: TVILi_GABRIEL . Instrument Name: Thermo Scientific Instrument
. S6. Cocaina*
Master Method: Cocainal GABRIEL Batch: coleta_agosto__reports_tracefinder
PCC_PI_antes_repl PCC_PI_antes_rep2 PCC_PI_antes_rep3 PRC_PI_antes_repl PRC_PI_antes_rep2 PRC_PI_antes_rep3 PRM_PI_antes_repl
AA: 183419586,1 AA: 213637129,1 AA: 193135772,9 AA: 64386514,28 AA: 71369857,12 AA: 68077138,56 AA: 161945760,1
RT: 515 RT: 4,97 RT: 4,95 RT: 4,88 RT: 4,67 RT: 4,78 RT: 4,91

RL5.15

35 427 483

PRM_PI_antes_rep2 PRM_PI_antes_rep3 PCM_PI_antes_repl PCM_PI_antes_rep2 PCM_PI_antes_rep3 PRI_PI_antes_repl PRI_PI_antes_rep2
AA: 158961265 AA: 153132941 AA: 139454194,6 AA: 134884184,2 AA: 1368155013 AA: 127708716,6 AA: 129193157,2
RT: 4,69 RT: 4,58 RT: 4,54 RT: 4,49 RT: 4,49 RT: 45 RT: 451
AT AT 43
= e
2 1067
107 107
15 33 am 10 RECED 455 san
& dp 45 &b ik Wp | as 8

PRI_PI_antes_rep3

AA: 1302233013
RT: 4,51
AT 451
10T
20E7
107
4 am 508
kL [ & 5

Cromatogramas: campanha de monitoramento - agosto de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =
Rio Meriti.
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Sequence:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

coleta_agosto__reports_tracefinder

Instrument Method:

Master Method:

TVI_i_GABRIEL

Cocainal GABRIEL

Compound Name:

S6. Benzoilecgonina*

m/z:

290,13868

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

Batch:

coleta_agosto__reports_tracefinder

PCC_PI_antes_repl
AA: 564512238,2

RT: 5,04

PCC_PI_antes_rep2

AA:

RT:

574764728,6

4,86

PCC_PI_antes_rep3

AA:

RT:

505423987,6

4,83

PRC_PI_antes_repl
AA: 141981635,1

RT: 4,75

PRC_PI_antes_rep2

AA:

RT: 4,54

123873259,7

PRC_PI_antes_rep3
AA: 133059692,8

RT: 4,65

PRM_PI_antes_repl

AA:

RT:

646185540

4,78

PRM_PI_antes_rep2

PRM _PI_antes_rep3

PCM_PI_antes_repl

PCM_PI_antes_rep2

PCM_PI_antes_rep3

PRI_PI_antes_repl

PRI_PI_antes_rep2

AA: 593689619,6 AA: 529004118,9 AA: 255384477,3 AA: 2429784125 AA: 242637078,5 AA: 280077719,8 AA: 2790645384
RT: 4,55 RT: 4,45 RT: 4,42 RT: 4,37 RT: 4,38 RT: 4,39 RT: 4,39
RT 4.8 RT- 4.8 AT 437 AT 435 AT 433 RAT4.33
1068 e A= 4
1067 = e ame7 =)
ST 2087 2oer = 2067 2067
e 1067 )
o a7 5 REL am g RE [T e == L= Sl = 456 4z ps 2 45T g1
) ]IS ﬂb 4= Eh ) 3'5 lh &= 55] 3'_‘» ﬂh as 5 ) ]IS ﬂb HIS Eh ) 3'5 ﬂh &= g 3'5 lh as Eh

PRI_PI_antes_rep3

AA: 296512653,3
RT- 438
RT:4.3
40T
1087
45 3 [T

Cromatogramas: campanha de monitoramento - agosto de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =

Rio Meriti.
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Cromatogramas

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Sequence: coleta_agosto__reports_tracefinder Compound Name: m/z: 307,17316
Instrument Method: TVI_i_GABRIEL . Instrument Name: Thermo Scientific Instrument
] S6. Cocaina-D3*
M aster Method: Cocainal GABRIEL Batch: coleta_agosto__reports_tracefinder
PCC_PI_antes_repl PCC_PI_antes_rep2 PCC_PI_antes_rep3 PRC_PI_antes_repl PRC_PI_antes_rep2 PRC_PI_antes_rep3 PRM_PI_antes_repl
AA: 41496835,45 AA: 5069869185 AA: 44356784,65 AA: 35657167,59 AA: 41087916,33 AA: 35988980,87 AA: 43360915,56
RT: 5,15 RT: 4,97 RT: 4,95 RT: 4,88 RT: 4,67 RT: 4,78 RT: 4,91

RTE.15

PRM_PI_antes_rep2 PRM_PI_antes_rep3 PCM_PI_antes_repl PCM_PI_antes_rep2 PCM_PI_antes_rep3 PRI_PI_antes_repl PRI_PI_antes_rep2
AA: 44234267,65 AA: 46454066,1 AA: 46208407,08 AA: 43494438,34 AA: 42978300,4 AA: 39730528,58 AA: 38892666,4
RT: 4,68 RT: 4,57 RT: 4,54 RT: 4,49 RT: 4,48 RT: 4,49 RT: 4,51
RT 454 RT4.82
1oe7 10E7
50ES 5ES.
1g7 as A 4z 5 g7 35 444 4 TTE
PN i Eh SR

PRI_PI_antes_rep3
AA: 39909929,48

RT. 451

Cromatogramas: campanha de monitoramento - agosto de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =
Rio Meriti.
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Sequence:
Instrument Method:

Master Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

coleta_setembro_2022__reports

TVILi_GABRIEL

Cocainal GABRIEL

Compound Name:

S6. Cocaina*

m/z: 304,15433

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

Batch:

coleta_setembro_2022__reports

PCC_REP1

PCC_REP2

PCC_REP3

PCM_REP1

PCM_REP2

PCM_REP3 PRC_REP1

AA: 109506647,6 AA: 107466722,4 AA: 103312123,4 AA: 75025806,27 AA: 71516820,23 AA: 76351178,77 AA: 4856134166
RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 443 RT: 443 RT: 443 RT: 4,42 RT: 4,43
RT 4483 RT 443 AT 4.8 RT 4.8

20ET 2ET 1557 1567

1567 1557 1057 10ET

1087 1087

5 S.0E5. = S=s

157 3m a7z 532 e 2= 452 531 354 134 501 535 3= s e 803 538

s lb as 7 Eh

]IS lb as Eb

3'5 lh & Eb

3'_‘» lb as Eh

PRC_REP3 PRI_REP1 PRI_REP2 PRI_REP3 PRM_REP1
AA: 46893184,05 AA: 47009139,19 AA: 35109795,91 AA: 36959013,55 AA: 3536398103 AA: 63965798,07 AA: 66294039,5
RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,41 RT: 4,41
AT 443 AT 483 AT 443 AT 483

aEs a0Es EES EnEs

g8 EDES ams oo

amEs 4085

M= am 476 50 83 M am 47 533 = 470 59 534 = EE-RT- sm=

35 &b 45 | 5D

PRM_REP3
AA: 63939320,92

RT: 4,42

Cromatogramas: campanha de monitoramento - setembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM

= Rio Meriti.
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Sequence:

Instrument Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

coleta_setembro_2022__reports

TVILi_GABRIEL

Compound Name:

S6. Benzoilecgonina*

m/z: 290,13868

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

M aster Method: Cocainal GABRIEL Batch: coleta_setembro_2022__reports
PCC_REP1 PCC_REP2 PCC_REP3 PCM_REP1 PCM_REP2 PCM_REP3 PRC_REP1
AA: 300633794,7 AA: 316177816,8 AA: 301098167,6 AA: 217042939,4 AA: 227872153 AA: 215786929,9 AA: 127862712
RT: 4,3 RT: 4,3 RT: 4,32 RT: 4,31 RT: 4,3 RT: 4,29 RT: 4,32
AT 430 AT 430 R4 AT 4 AT4.30 AT 429 AT 43
i e . 10E7 iy 2067 1067
1067 1T 1057 1eE
10E7.
20E7 20ET 207 =) 10ET 1057 5
o 3.35 = 455 428 51:7 . ]T:E' 3z 453 4z 3.35 3z 455 457 ];?5 = 455 s . 147 2ZE 453 a0y 35p 3 452 457 gD 3ET -17-‘»5 457
Tk o o =0 e o 4 5 e A 3 50 3k & i 5 e A 3 50 Tk A 3 50 e 4 i 5
PRC_REP2 PRC_REP3 PRI_REP1 PRI_REP2 PRI_REP3 PRM_REP1 PRM_REP2
AA: 125605417,5 AA: 123112505,8 AA: 1292859494 AA: 132445775,8 AA: 134030359,8 AA: 267034519,1 AA: 258919238,9
RT: 43 RT: 43 RT: 4,29 RT: 4,3 RT: 4,3 RT: 4,29 RT: 43
AT 430 AT 430 AT 429 AT 430 AT4.30 AT 429 AT 430
10ET 2ET 1557
2087 2087 2ET 4057 47
=) 1567 127,
1087 1067 = = 1067 2087 0=
EES 5[ES S0ES
EE T 453 a4 a2 458 430 515 = 134 FET- N 154 iz ez = = a4 as7 op FE-FLTE P2 o FE-J- 1
Tk dp 45 = BER Y R B R B ) e R B

PRM_REP3
AA: 2613959921

RT: 4,29

Cromatogramas: campanha de monitoramento - setembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM

= Rio Meriti.
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Cromatogramas
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SCREENING REPORT - LC-HRMS

Sequence: coleta_setembro_2022_ reports Compound Name: m/z: 307,17316

Instrument Method: TVI_i_GABRIEL Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

S6. Cocaina-D3*

M aster Method: Cocainal GABRIEL Batch: coleta_setembro_2022__reports
PCC_REP1 PCC_REP2 PCC_REP3 PCM_REP1 PCM_REP2 PCM_REP3 PRC_REP1
AA: 26827196,8 AA: 27123873,23 AA: 24503183,79 AA: 24750138,38 AA: 25150914,08 AA: 26339724,62 AA: 2541497169
RT: 4,43 RT: 4,42 RT: 4,42 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,42 RT: 4,43
RT 4.8
405
2085
e O
450 SLE
ol [y 3

PRC_REP2 PRC_REP3 PRI_REP1 PRI_REP2 PRI_REP3 PRM_REP1 PRM_REP2
AA: 25306290,05 AA: 25773209,56 AA: 29688414,14 AA: 28692193,35 AA: 2874946211 AA: 30208589,43 AA: 30660060,47
RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,41 RT: 441
REaE RL4E RTa.E RL4.E RT44
EDES EDES
405 amEs 40E5 A= aE
1ES a7 20EE: 1mEs 10Es 10ES
RN am 52 . e '1;5 4z 5E ] = "ﬁ a38 507 . 3 am ast 5-:3 . LE “f 435 5
FE W 45 5 SE Wb 4s ED FERART I R N R I

PRM_REP3

AA: 29325364,94
RT: 4,42
AT 442
40ES
2085
345 135 A1 so7
= - o

YETTE T

Cromatogramas: campanha de monitoramento - setembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM

= Rio Meriti.
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Sequence:
Instrument Method:

Master Method:

Repocessamento_coleta_outubro_22

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Compound Name: m/z:

TVI_i_GABRIEL

Cocainal GABRIEL

S6. Cocaina*

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

Batch: Repocessamento_coleta_outubro_22
PCC_repl PCC_rep2 PCC_rep3 PCM _rep1l PCM _rep2 PCM _rep3 PRC_repl
AA: 1768088154 AA: 173069846 AA: 171355083,8 AA: 146731869,2 AA: AA: 147162778,6 AA: 23386078,94
RT: 4,43 RT: 4,44 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: RT: 4,43 RT: 4,44
RL4.G AT 4G
2ET
10E7
20ET
2057
= 10E7.
25 1m 416 4z 53 EER-E] 500 538
PRI ] P A ]
PRC_rep2 PRC_rep3 PRI_repl PRI_rep2 PRI_rep3 PRM _repl PRM _rep2
AA: 22845349,83 AA: 23536482,88 AA: 93352284,28 AA: 87864826,73 AA: AA: 99795935,34 AA: 102315279,5
RT: 4,44 RT: 4,44 RT: 4,44 RT: 4,43 RT: RT: 4,44 RT: 4,45
RT 484 AT 484 RT 4.3
207
40ES e 1557
1= 10E7.
20ES
SIES 5085
3z4  am 42 535 157 a4 S 538 322 373 SO3 c4p
2 2 = z E
3'_‘. ﬂb as 55) 3'5 ﬂb as 5 !IS ﬂb 4= Eh
PRM _rep3

AA: 9754163187
RT: 4,45
AT 485
20ET
1567
10ET
SOES
355 a7 aa7 S 537

Cromatogramas: campanha de monitoramento - outubro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM

= Rio Meriti.
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Sequence:

Instrument Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Repocessamento_coleta_outubro_22

TVILi_GABRIEL

Compound Name:

S6. Benzoilecgonina*

m/z: 290,13868

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

Master Method: Cocainal GABRIEL Batch: Repocessamento_coleta_outubro_22
PCC_repl PCC_rep2 PCC_rep3 PCM _repl PCM_rep2 PCM _rep3 PRC_repl
AA: 4561599529 AA: 450993993,3 AA: 442010193,6 AA: 561864232,1 AA: 575027032,2 AA: 573734272,1 AA: 66888912,57
RT: 4,31 RT: 43 RT: 43 RT: 43 RT: 43 RT: 43 RT: 43
RT4.31 RT4.30 AT 430 RT-420 RT4.30 RT.4.30 RT4.30
1IEE
10EE 1.0E8 T
EOET EOE7 BOE7 =
4IET.
bl = ! SCE7 S0ET S0E7 S0ES
10ET. 1LET. 2ET
- 48 3 4E0 4z 23 iz 4ED 4% s 144 2EE 4ED a:3 So4 . 344 i 455 44 N P 2z 450 4% - 340 3z 46D 45 - = e 455 472
B ] B R ) B ) BN ] TR AR AR sn P a5 e 45 50
PRC_rep2 PRC_rep3 PRI_repl PRI_rep2 PRI_rep3 PRM _repl PRM _rep2
AA: 63757157,57 AA: 63630785,54 AA: 319894315,3 AA: 316414317 AA: 309636704 AA: 409184098 AA: 420867580,9
RT: 4,32 RT: 4,31 RT: 4,3 RT: 4,3 RT: 4,3 RT: 4,32 RT: 4,32
AT 431 AT 430 RT-430 RT-430 RT432
EIET
1067, BDEF EOET.
40E7. 40ET AIET A=
5[ES.
2ET. 20T 10ET 10ET
g7 357 455 458 505 EE T 458 435X 45 50O 23 3z 455 433

' is -lh s Eb

kL3 -lh s Eb

' is -lh -lr_‘; Eh

AA: 412904765,5

RT: 4,32

Cromatogramas: campanha de monitoramento - outubro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM

= Rio Meriti.
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Sequence:

Instrument Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Repocessamento_coleta_outubro_22

TVILi_GABRIEL

Compound Name:

S6. Cocaina-D3*

m/z: 307,17316

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

M aster Method: Cocainal GABRIEL Batch: Repocessamento_coleta_outubro_22
PCC_repl PCC_rep2 PCC_rep3 PCM _repl PCM _rep2 PCM_rep3 PRC_repl
AA: 2892429167 AA: 25913708,71 AA: 28238372,89 AA: 3093342165 AA: 31597402,39 AA: 32180954,2 AA: 22881046,38
RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,43 RT: 4,42 RT: 4,42 RT: 4,43

AA: 2296818344 AA: 22559684,78

RT: 4,44 RT: 4,43

PRI_repl
AA: 2674334737
RT: 4,43

PRI_rep2
AA: 25867834,82
RT: 4,43

PRI_rep3
AA: 2667526104 AA: 21603569,6
RT: 4,42 RT: 4,44

AA: 24144110,77

RT: 4,45

PRM _rep3
AA: 21720583,32
RT: 4,44

Cromatogramas: campanha de monitoramento - outubro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM

= Rio Meriti.
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Sequence:
Instrument Method:

Master Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

m/z: 304,15433

20230125_ColetaNov22

TVIL_i_GABRIEL

Cocainal GABRIEL

Compound Name:

S6. Cocaina*

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

Batch:

20230125_ColetaNov22

PCC_Nov22_repl

PCC_Nov22_rep2

PCC_Nov22_rep3

PCM_Nov22_repl

PCM_Nov22_rep2

PCM_Nov22_rep3

PRC_Nov22_repl

AA: 154875408,5 AA: 166194813 AA: 163196239,1 AA: 53659108,58 AA: 53863705,91 AA: 5068296171 AA: 12158107,28
RT: 4,47 RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,46 RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,45
AT 445 AT4.45 RT-445 AT 4.8
e 10E7 1.0EF 10857
2ET. 1087
SIES S0ES
10E7. 1087
0 357 478 5m = a1 5 535 B ESE 4= 0 53 e oz 4EE 5
aE b us = P~ FA A aE  4n 45 =n
PRC_Nov22_rep2 PRC_Nov22_rep3 PRI_Nov22_repl PRI_Nov22_rep2 PRI_Nov22_rep3 PRM_Nov22_repl PRM_Nov22_rep2
AA: 12739246 AA: 12092665,16 AA: 11643744,07 AA: 11728489,07 AA: 10606966,88 AA: 30390279,9 AA: 30013923,84
RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,46
AT 4.8 AT4.45 AT 445 AT4.45
1585 1555
E 20ES =
=8 1588 1585 5=
10Es 10E5 1065 1085
e EO2 saz e TPV 54 s FE RS 4z 518 i RS 50 531
a2 = ol a a2
i Wb a8 sp 15 4p &5 =0 3 4b 4F 5o 15 4p &5 50

PRM_Nov22_rep3
AA: 30510254,01

RT: 4,45

Cromatogramas: campanha de monitoramento - novembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca;

PCM = Rio Meriti.
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Sequence:
Instrument Method:

Master Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

20230125_ColetaNov22

TVILi_GABRIEL

Cocainal GABRIEL

Compound Name:

S6. Benzoilecgonina*

m/z: 290,13868

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

Batch: 20230125_ColetaNov22
PCC_Nov22_repl PCC_Nov22_rep2 PCC_Nov22_rep3 PCM_Nov22_repl PCM_Nov22_rep2 PCM_Nov22_rep3 PRC_Nov22_repl
AA: 263980978,3 AA: 267814163,7 AA: 269507915,7 AA: 152825560,6 AA: 152066561 AA: 153985088 AA: 36282579,21
RT. 431 RT. 431 RT. 43 RT. 43 RT. 43 RT. 431 RT. 43
RT421 RT-43 REA; AT 430 AT 420 RE421 RE420
3ET 3ET
EIES
4ET 40E7 40ET . 207 2
4[ES.
10ET 20ET 2ET 1ET 10ET 10ET -
s 453 438 o 453 457 e 4E2 B0 e 451 458 = am 4g2  =m R 451 457 = 451 s
S ) 4= =0 S ) 4 £ e o 4= =h 3E o ok =h TTHE ) i3 =h S ) i3 =n S i) as 5
PRC_Nov22_rep2 PRC_Nov22_rep3 PRI_Nov22_repl PRI_Nov22_ rep2 PRI_Nov22_rep3 PRM_Nov22_repl PRM_Nov22_rep2
AA: 37549388,21 AA: 36847909,26 AA: 15370879,77 AA: 14661264,99 AA: 15793300,82 AA: 142349886,5 AA: 144963654,4
RT. 43 RT. 43 RT. 43 RT. 43 RT. 431 RT. 43 RT. 431
RT-420 RT-4:3:0 RT4:0 RT4:0 AT431 RT420 RT-431
. - 20ET IET
EES EIES
aEs s s 2085 2 20E7 2ET
10ES. 2ES 1085 1ES 10E8 1057 1087
I 4E2 534 171 3:8 462 41 im 387 4ET 535 . im 18 458 E5AD Ll 2= 452 5 N 451 43 e 2 452 E
3 4p 4 5o 35 4b 45 5o P A i 4p  df 5o i 4p 4 5o P A R )
PRM_Nov22_rep3

AA:

1420441777

Cromatogramas: campanha de monitoramento - novembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca;

PCM = Rio Meriti.
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Cromatogramas

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Sequence: 20230125_ColetaNov22 Compound Name: m/z: 307,17316

Instrument Method: TVI_i_GABRIEL Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

S6. Cocaina-D3*

Master Method: Cocainal GABRIEL Batch: 20230125_ColetaNov22

PCC_Nov22_repl
AA: 7473279,902

RT: 4,46

PCC_Nov22_rep2 PCC_Nov22_rep3 PCM_Nov22_repl PCM_Nov22_rep2 PCM_Nov22_rep3 PRC_Nov22_repl

AA: 7537353,618 AA: 8431348,035 AA: 7877807,429 AA: 7731340,54 AA: 7988078,799 AA: 4072594,621

RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,44 RT: 4,45

PRC_Nov22_rep2

PRC_Nov22_rep3 PRI_Nov22_repl PRI_Nov22_rep2 PRI_Nov22_rep3 PRM_Nov22_repl PRM_Nov22_rep2

AA: 376729162 AA: 3928856,087 AA: 4837765,407 AA: 5520612,395 AA: 4676808,804 AA: 5016349,651 AA: 4346068,257
RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45
AT 44 RT44
=
= 540 B0Es
= EOES 13
E . :E a7
iz a5z 1z 5o
e AW RE-Aravan Wt
3 &b &5 5D a5 ap | ar 8

PRM_Nov22_rep3
AA: 4852206,171

RT: 4,45

Cromatogramas:

campanha de monitoramento - novembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca;
PCM = Rio Meriti.
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Cromatogramas

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Sequence: 20230125_ColetaDez22 Compound Name: m/z: 304,15433
Instrument Method: TVI_i_GABRIEL . Instrument Name: Thermo Scientific Instrument
S6. Cocaina*
Master Method: Cocainal GABRIEL Batch: 20230125_ColetaDez22
PCC_Dez22_repl PCC_Dez22_rep2 PCC_Dez22_rep3 PCM_Dez22_repl PCM _Dez22_rep2 PCM_Dez22_rep3 PRC_Dez22_repl
AA: 5466934179 AA: 55403811,9 AA: 53908365,39 AA: 22809260,87 AA: 23042689,99 AA: 21710373,72 AA: 24222996,28
RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,44 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45
AT 48 RT 48 AT d.84 AT 445
107 T =3 aEs
soEs 5085 1055 2=
157 350 a;m a7 sm Q= am sm o534 RECECRLY WL Jam 3 ez 504
EN A U~ 15 &b 45 | sp i dp 45 sp 15 4p a5 5
PRC_Dez22_rep2 PRC_Dez22_rep3 PRI_Dez22_repl PRI_Dez22_rep2 PRI_Dez22_rep3 PRM_Dez22_repl PRM_Dez22_rep2
AA: 2350262175 AA: 2371368187 AA: 31606815,87 AA: 32246078,45 AA: 33200368,5 AA: 38511774,12 AA: 41228719,66
RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,46 RT: 4,45
AT 48 RT 48 AT 4.8 AT 445
EIES
4gEs E= =S
4088 4mEs 4055
20Es
1085 1085 2085
s 248 227 So4 N 1= LELY 464 504 . 357 374 4: E@ 534 N izm am 477 s 537
FAAA &5 Ep 15 &b 45 b i 4p s | Ep ik WD aE 8

PRM _Dez22_rep3
AA: 39573884,24

RT: 4,45

Cromatogramas: campanha de monitoramento - dezembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca;
PCM = Rio Meriti.
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Cromatogramas
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Sequence:
Instrument Method:

Master Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

20230125_ColetaDez22

TVILi_GABRIEL

Cocainal GABRIEL

Compound Name:

S6. Benzoilecgonina*

m/z: 290,13868

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

Batch:

20230125_ColetaDez22

PCC_Dez22_repl

PCC_Dez22_rep2

PCC_Dez22_rep3

PCM_Dez22_repl

PCM_Dez22_rep2

PCM_Dez22_rep3

PRC_Dez22_repl

AA: 159556123,3 AA: 155293105,3 AA: 153830223,5 AA: 66861305,38 AA: 67461762,02 AA: 66379735,07 AA: 6693449169
RT: 4,3 RT: 4,29 RT: 43 RT: 4,29 RT: 4,29 RT: 43 RT: 43
RT430 RT429 RT420 RT:429 AT 422 RT4.0 RE420
10EF = 10EF =
1057 20ET 20E7
10ET 10ET. 1= SoEs = SIES. SIES.
B 17 =7 481 4= s 340 1EE 451 EmD . 71 3ET dE2 as2 s Exl iz 457 4z 3_7}.335 451 502 533 7 EE- 481 538 . 240 iz 457 a=0
TaE T db s Ep e TEE Wb 4 sb TEE Wb 4 s PR S R R R W T s
PRC_Dez22_rep2 PRC_Dez22_rep3 PRI_Dez22_repl PRI_Dez22_rep2 PRI_Dez22_rep3 PRM _Dez22_repl PRM _Dez22_rep2
AA: 64374489,62 AA: 6605159107 AA: 116040086,5 AA: 119239537,8 AA: 114606261 AA: 192020378,6 AA: 190216746.,5
RT: 43 RT: 4,32 RT: 4,31 RT: 4,31 RT: 4,29 RT: 4.3 RT: 43
RT430 RT432 RT431 RT4.31 RT43% RT.4.30 RT430
4ET
20E7
1087 10E7 = 27 R e
1587 457, 1587
E=3 S[ES. 1087 10E7. 10E7 20ET. 20ET.
50ES 5[ES. SIES 1.0EF. 10ET.
] A 482 e . ;2 33 452 473 P 2w 452 SE SI0 = EE-S 451 454 a2z 452 45 € 1 4E1 455 7 387 451 456
TEE A ek = & W s sp PR A~ B ) P A~ TEET T d dE = BEN )
PRM_Dez22_rep3
AA: 199065567,3
RT: 4,3
RT-4:0
40E7
10ET
1057
1067
O 4g2 EDY
TRET Wb dE | Eb

Cromatogramas: campanha de monitoramento - dezembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca;

PCM = Rio Meriti.
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Cromatogramas

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Sequence: 20230125_ColetaDez22 Compound Name: m/z: 307,17316
Instrument Method: TVILi_GABRIEL . Instrument Name: Thermo Scientific Instrument
_ S6. Cocaina-D3*
M aster Method: Cocainal GABRIEL Batch: 20230125_ColetaDez22
PCC_Dez22_repl PCC_Dez22_rep2 PCC_Dez22_rep3 PCM_Dez22_repl PCM_Dez22_rep2 PCM_Dez22_rep3 PRC_Dez22_repl
AA: 5211984,167 AA: 4773060,244 AA: 3961768,603 AA: 3688302,381 AA: 3935104,337 AA: 3517038,47 AA: 3770352,468
RT: 445 RT: 4,44 RT: 4,45 RT: 4,44 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45
AT 488 RT4.84
iE
20ES . 20ES
EIES EIES
41ES 4LES
s ol W s, 23 4 a5
adaem P N WL
3 4D 45 50 3 4b 4 8§
PRC_Dez22_rep2 PRC_Dez22_rep3 PRI_Dez22_repl PRI_Dez22_rep2 PRI_Dez22_rep3 PRM_Dez22_repl PRM_Dez22_rep2
AA: 4023179,743 AA: 4102032,598 AA: 4503148,752 AA: 5461180,908 AA: 4728060,101 AA: 4559515,245 AA: 4854223,584
RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,44 RT: 4,45

PRM_Dez22_rep3
AA: 4685882,497

RT: 4,45

Cromatogramas: campanha de monitoramento - dezembro de 2022. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca;
PCM = Rio Meriti.
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Cromatogramas
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Sequence:
Instrument Method:

Master Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

20230125_ColetaJan22

TVILi_GABRIEL

Cocainal GABRIEL

Compound Name:

S6. Cocaina*

m/z: 304,15433

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

Batch:

20230125_ColetaJan22

PCC_Jan23_repl

PCC_Jan23_rep2

PCC_Jan23_rep3

PCM_Jan23_repl

PCM _Jan23_rep2

PCM_Jan23_rep3

PRC_Jan23_repl

AA: 66528222,67 AA: 6816682139 AA: 69080860,14 AA: 86010077,04 AA: 86969341,2 AA: 82018865,4 AA: 63826516,44
RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,45 RT: 4,44 RT: 4,45
RE 445 AT 4.4 RT4.45 RL445 RE 4.8 RT4.45
1067
15857
10ET 10E7 = e 10E7
1.0ET. 1oE7 10E7
SIS, S[ES. o= soms - SIES.
I S =07 I L a7z 53 NEERLE-T W s = sm 535 = FRES 475 5m s 155 axw 508 534

15 dp 45 =b

& b 45 5D

& &b 45 Ep

i db 45 =p

& 4 4s | ED

PRC_Jan23_rep2

PRC_Jan23_rep3

PRI_Jan23_repl

PRI_Jan23_rep2

PRI_Jan23_rep3

PRM_Jan23_repl

PRM_Jan23_rep2

AA: 6271728103 AA: 63181173,05 AA: 69072305,12 AA: 69056909,96 AA: 67681815,93 AA: 41457109,32 AA: 40348136,36
RT: 444 RT: 444 RT: 444 RT: 4,44 RT: 445 RT: 444 RT: 444
e AT 4484 AT 444 RE4.4 RT4.84 RT4.45 RT4.84 AT 484
7 1557 1287 1= ares a0Es
1087 1067 = 1T 1067 EIES EES
405 408
SIS EI0ES. SOES. SES. S.0E5. o= o=
Jps ams e 50 53 s 1 a7 471 3 JpE = 474 53 Jasm am S@ 534 _Jam as0am a7 s {im = 475 S0 54D e = 5M 538
T T T T

s -lb 4= Eb

LY -lh s 553

]IS lb as Eb

3'_‘» -lb s 1

PRM_Jan23_rep3
AA: 40324237,86

RT: 4,44

Cromatogramas: campanha de monitoramento - janeiro de 2023. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =

Rio Meriti.
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Cromatogramas
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Sequence:

Instrument Method:

SCREENING REPORT - LC-HRMS

20230125_ColetaJan22

TVILi_GABRIEL

Compound Name:

S6. Benzoilecgonina*

m/z: 290,13868

Instrument Name: Thermo Scientific Instrument

M aster Method: Cocainal GABRIEL Batch: 20230125_ColetaJan22
PCC_Jan23_repl PCC_Jan23_rep2 PCC_Jan23_rep3 PCM_Jan23_repl PCM_Jan23_rep2 PCM_Jan23_rep3 PRC_Jan23_repl
AA: 144626903,7 AA: 144108050,5 AA: 1462999317 AA: 1959332417 AA: 197687587 AA: 196380504,8 AA: 104732959,9
RT: 4,3 RT: 4,31 RT: 4,31 RT: 4,31 RT: 4,3 RT: 4,3 RT: 4,3
AT431 RT431 RT-4:31 RT420 RT4.30
IET
ET ET 1567,
20E7 1T
20E7 2067 1.0E7.
10ET 1 0EF. SDET 1057 S0ES
p 1= 451 BV EECIE- 3 457 456 481 5m 4 237 481 sm

240 s

B )

B ]

3.4 iz 4E% 457

B ]

PRC_Jan23_rep2

PRC_Jan23_rep3

PRI_Jan23_repl

PRI_Jan23_rep2

PRI_Jan23_rep3

PRM _Jan23_repl

PRM _Jan23_rep2

AA: 106391399,3 AA: 103909698,3 AA: 174755203,8 AA: 175132138,7 AA: 71711760,3 AA: 1951842272 AA: 204859174,5
RT: 43 RT: 4.3 RT: 4,3 RT: 431 RT: 43 RT: 4,29 RT: 4,29
RE4.30 RT430 RE 431 RT425 RT429
1567 = = ET T
1067 0Er 107 207 207
SrEs 1067 10ET 10T 10E7
RS 482 am 13 36 451 454 34p  3E7 451 4z g1 13 453 4%

PRI YA

341 33E 455 454

B ]

R ]

PRM_Jan23_rep3
AA: 205136682,1

RT: 43

Cromatogramas: campanha de monitoramento - janeiro de 2023. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =

Rio Meriti.
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Cromatogramas

SCREENING REPORT - LC-HRMS

Sequence: 20230125_ColetaJan22 Compound Name: m/z: 307,17316
Instrument Method: TVILi_GABRIEL B Instrument Name: Thermo Scientific Instrument
] S6. Cocaina-D3*
Master Method: Cocainal GABRIEL Batch: 20230125_ColetaJan22
PCC_Jan23_repl PCC_Jan23_rep2 PCC_Jan23_rep3 PCM_Jan23_repl PCM_Jan23_rep2 PCM_Jan23_rep3 PRC_Jan23_repl
AA: 4829022,507 AA: 4281019,679 AA: 5015118,085 AA: 4698199,922 AA: 5733092,241 AA: 5055578,138 AA: 444343427
RT: 4,44 RT: 4,45 RT: 4,46 RT: 4,45 RT: 4,44 RT: 4,45 RT: 4,44

PRC_Jan23_rep2 PRC_Jan23_rep3 PRI_Jan23_repl PRI_Jan23_rep2 PRI_Jan23_rep3 PRM_Jan23_repl PRM_Jan23_rep2
AA: 4858311,838 AA: 4325791839 AA: 4767838,915 AA: 4409174,251 AA: 4694882,625 AA: 5172303,094 AA: 4512627,045
RT: 444 RT: 4,44 RT: 4,44 RT: 444 RT: 444 RT: 4,44 RT: 444

PRM_Jan23_rep3
AA: 4792942,657

RT: 444

Cromatogramas: campanha de monitoramento - janeiro de 2023. PCC = Canal do Cunha; PCM = Canal do Mangue; PRC = Rio Carioca; PCM =
Rio Meriti.



