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RESUMO

As concentracfes de cocaina encontradas em ecossistemas costeiros
sdo de preocupacdo ambiental por serem compostos bioativos, podendo
bioacumular ou causar efeitos nocivos a organismos ndo-alvo como ao
mexilhdo marinho Perna perna. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
subletais do crack em diferentes fases da vida do mexilhdo Perna perna, por
meio de ensaios de fertilizacdo, desenvolvimento embrionério e larval e
estabilidade da membrana lisossomal de hemaocitos em organismos adultos. Os
resultados foram avaliados através do Trimmed Sperman-Karber e ANOVA
seguida de Dunnett. O ensaio de fertilizacdo apresentou concentracéo de efeito
a 50% dos gametas expostos CEsp 1n = 23,53 mg/L, enquanto a Concentracéo
de Efeito Nao Observado (CENO) foi de 10 mg/L, e a Concentracdo de Efeito
Observado (CEO) foi 20 mg/L. Para o desenvolvimento embrionario e larval
foram observados CEsp 4gn = 16,31 mg/L, CENO = 0,625 mg/L e CEO = 1,25
mg/L. Para a membrana lisossomal foram observados CENO = 0,5 pg/L e CEO
= 5,0 ug/L. Este estudo demonstrou que o crack causou efeitos em aspectos
reprodutivos do mexilhdo P. perna em concentracdes de cocaina acima das
detectadas em ambientes aquaticos. Entretanto, a citotoxicidade foi observada
em concentracfes ambientalmente relevantes (ug/L), denotando risco a saude
de organismos nado-alvo. Este estudo tem carater inovador pelo ineditismo da
avaliacdo ecotoxicologica de drogas ilicitas empregando organismos marinhos,
com a deteccdo de efeitos deletérios do composto estudado, fator primordial
para avaliacéo de riscos ambientais de substancias bioativas.

Palavras-chave: Crack. Ecossistema Costeiro. Mexilhdes. Efeitos
Reprodutivos. Citotoxicidade.



ABSTRACT

The cocaine concentrations quantified in coastal environments
ecosystems are of environmental concern because they are bioactive
compounds that can bioaccumulate or cause harmful effects to non-target
organisms as the marine mussel Perna perna. The aim of this study was to
evaluate the sublethal effects of crack in different life stages of the mussel
Perna perna, through fertilization, embryonic and larval development, and
lysosomal membrane stability of hemocytes in adult organisms. The results
were evaluated through the Trimmed Sperman-Karber and ANOVA followed by
Dunnett. The fertilization endpoints showed the Effect Concentration at 50% of
the exposed gametes ECsg 15 = 23.53 mg/L, while the Non Observed Effect
Concentration (NOEC) was 10 mg/L, and Lowest Observed Effect
Concentration (LOEC) was 20 mg/L. Embryonic and larval development were
observed at ECsp 43n = 16.31 mg/L, NOEC = 0.625 mg/L and LOEC = 1.25
mg/L. Effects to the lysosomal membrane stability were observed at NOEC =
0.5 pg/L and LOEC = 5.0 pg/L. This study demonstrated that crack caused
effects on reproductive aspects on P. perna mussels at concentrations of
cocaine above those detected in aquatic environments. However, cytotoxicity
was observed in environmentally relevant concentrations (ug/L), denoting health
risk to non-target organisms. This study is innovative because of the novelty of
the ecotoxicological evaluation of illicit drugs using marine organisms, with the
detection of deleterious effects of the compound studied, a primary factor for the
evaluation of environmental risks of bioactive substances.

Keywords: Crack Cocaine. Coastal Ecosystem. Mussels. Reproductive Effects.
Cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Com a populagdo mundial crescendo e se concentrando nas areas
costeiras, 0s ecossistemas marinhos se encontram constantemente expostos
as aguas residuais tratadas e nédo tratadas, compostas de uma mistura de
contaminantes emergentes que incluem compostos bioativos.

O consumo de farmacos € geralmente associado com a promocao da
longevidade e vidas estressantes, particularmente nas é&reas urbanas. Os
avancos na medicina, o significante aumento das industrias quimicas e
farmacéuticas, e mudancas nas condi¢cdes sociais tém levado aos mais
diversos usos de substancias farmacéuticas e psicotropicas (BOROVA et al.,
2014).

As drogas ilicitas sdo um crescente problema de saude publica em todo
o mundo. As mais consumidas sdo a cocaina e a maconha. O World Drug
Report (UNODC, 2014) observou que o maior consumo de cocaina (incluindo o
subproduto de cocaina, o crack) ocorre nas Américas. O uso ilicito de drogas
aumentou drasticamente nas ultimas décadas em paises da América do Sul
(JOHNSON et al., 2013).

Os usuarios brasileiros de cocaina e seus subprodutos foram estimados
em quase dois milhdes no periodo 2004 - 2005, e este numero subiu para 3,35
milhdes em 2012 (UNODC, 2014). Esses dados mostram que o consumo desta
droga ilicita no Brasil cresce constantemente e pode ser considerado como
"epidemia”, principalmente nas regides metropolitanas (OLIVEIRA et al.,
2014). O consumo e o trafico de cocaina na América do Sul tornaram-se
proeminentes, particularmente no Brasil, devido a fatores como a localizacao
geografica e o0 aumento da populacdo agrupada em centros
urbanos. Atualmente, o Brasil € o maior mercado mundial de cocaina e crack
(LARANJEIRA et al., 2012).

O aumento do consumo de drogas ilicitas produz ndo apenas problemas
de saude publica, mas também induz potenciais impactos ambientais, uma vez
que estes contaminantes de preocupacdo emergente foram recentemente
identificados como toxicos para organismos aquaticos (BINELLI et al., 2012,
2013, PAROLINI et al., 2013).
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A presenca de drogas ilicitas no meio ambiente se deve principalmente
a liberacdo de aguas residuais in natura e provenientes das estacfes de
tratamento de esgotos, em ambientes como rios, lagos e aguas costeiras.
Quanto aos ambientes de agua doce, estudos foram publicados sobre as
concentracfes ambientais de cocaina nas aguas superficiais (BAKER et al.,
2012, BAKER & KASPRZYK-HORDERN, 2013, CASTIGLIONI et al., 2011,
HERNANDEZ et al., 2015, METCALFE et al., 2010, VAN NUIJS et al., 2009).
Contudo, existem poucos estudos que avaliaram ambientes estuarinos e
marinhos (PEREIRA et al., 2016). Klosterhaus et al. (2013) encontraram
cocaina em agua do mar (2,4 ng/L), em sedimentos (0,2 ng/L peso seco) e em
mexilhdes (0,3 ng/L) na regido de S&o Francisco, nos Estados Unidos.
Recentemente, Pereira et al. (2016) encontraram concentracées mais elevadas
de cocaina e de benzoilecgonina, principal metabdlito humano de cocaina,
(537,0 ng/L e 20,8 ng/L, respectivamente) em amostras de agua do mar na
Baia de Santos, Sdo Paulo (Brasil), com valores minimo e maximo, similares
ao encontrado de cafeina (84,4 ng/L e 648,9 ng/L, respectivamente).

A ocorréncia de cocaina e seu principal metabdlito benzoilecgonina nas
adguas costeiras sugere a necessidade de estudos ecotoxicolégicos para
elucidar o mecanismo de acédo e os efeitos adversos desses compostos na
biota marinha. Na literatura, ha escassez de dados disponiveis sobre possiveis
danos produzidos por drogas ilicitas ou subprodutos em organismos marinhos.
Quando organismos ndo-alvo (denominacdo dada aqueles que sofrem
interferéncia de substancias emergentes de maneira nao intencional) séo
expostos a essas substancias, torna-se necessario avaliar os efeitos téxicos
sobre a biota. Para tanto, ensaios ecotoxicolégicos sdo amplamente utilizados
com vertebrados e invertebrados aquaticos. Os estudos ecotoxicoldgicos
podem ser aplicados desde os niveis mais basicos de organizacdo bioldgica,
como moleculares e bioquimicos, até os niveis mais complexos, como as
comunidades e o0s ecossistemas, a fim de esclarecer 0s riscos toxicos
ocasionados pela insercdo de compostos toxicos langados ao ambiente
(MAZUR, 2015). As legislacdes federais, Conselho Nacional do Meio Ambiente
- CONAMA 357/2005 e sua complementagdo CONAMA 430/2011, propdem o
uso de ensaios ecotoxicoldgicos, como testes agudos e cronicos, para avaliar a

extensdo da toxicidade de compostos xenobibticos.
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Em ensaios de efeito agudo ou de fertilizacdo € possivel observar
resultados em um curto periodo de tempo de exposi¢do, sendo avaliados
efeitos nocivos ou mortalidade dos organismos. No ensaio de fertilizacdo
mede-se a capacidade de células esperméticas, apdés a exposicdo de um
xenobidtico, para promover a fertilizacdo (USEPA, 1991; ZARONI et al., 2005).
Ja nos ensaios cronicos ou de desenvolvimento embriolarval, sdo observados
os efeitos toxicos no ciclo de vida dos organismos, verificando-se o
desenvolvimento precoce da vida de zigotos expostos a determinadas
substancias xenobioticas (ASTM, 1992; ZARONI et al., 2005). Como resposta
aos efeitos cronicos € notorio verificar alteragdes morfoldgicas e a diminuicdo
da taxa reprodutiva (ASTM, 1992; ZARONI et al., 2005).

De acordo com Cesar et. al. (1997) os ensaios ecotoxicoldgicos de
fertilizacdo e de desenvolvimento embriolarval sdo de extrema importancia no
processo de monitoramento ambiental, uma vez que podem auxiliar na
compreensao dos efeitos causados ao ambiente aquatico exposto a diversos
xenobidticos, a fim de identificar possiveis impactos e, consequentemente,
controlar os efeitos biolégicos ocasionados por consequéncia da exposicdo a
compostos quimicos. Além disso, Importa também verificar os primeiros sinais
de efeitos de um contaminante emergente e contribuir na prevencéo de danos,
para isto, utiliza-se os biomarcadores que se definem como: alteracdes
bioquimicas, celulares, fisiolégicas ou variagcbes comportamentais, sendo
possivel a avaliagdo destes em amostras de tecidos ou fluidos corpéreos
(NASCIMENTO et al., 2008; PEREIRA et al., 2014).

Nos lisossomos, que sdo as organelas responsaveis pela remocao de
compostos toxicos do citosol, existe uma membrana semipermeavel que o
envolve e nela contém enzimas hidroliticas que realizam inUmeros processos
celulares, tais como digestdo, defesa e imunorreacéao (PIPE, 1993; FERREIRA
et al., 2003; STEFANONI et al., 2008). Os lisossomos sao responsaveis por
reterem muitas substancias toxicas e isso pode causar perturbacdes e danos a
membrana lisossomal (FREIRE et al., 2008). Estes danos podem ser medidos
utiizando o tempo de retencdo do corante vermelho neutro pelos
compartimentos lisossdmicos das células (LOWE et al., 1994). Nesse sentido,
um dos métodos mais utilizados, por ser relativamente simples e eficaz, para

identificar danos na membrana lisossomal, tem sido o ensaio do tempo de
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retencdo do corante Vermelho Neutro (TRCVN), com o0 objetivo de
monitoramento ambiental ao detectar danos iniciais em organismos e ao
ambiente (LOWE et al.,1995).

Nos estudos de Martinez-Gomez et al. (2008), utilizou-se o biomarcador
celular de estabilidade lisossobmica TRCVN a fim de avaliar a saude de
mexilhdes da espécie Mytilus galloprovincialis provenientes da costa do Mar do
Mediterraneo. O TRCVN foi proposto como indicador de indice de poluigdo
ambiental para inclusdo nos varios programas nacionais de monitoramento
para o Mar Mediterraneo (MED POL — Mediterranean Sea Program) de acordo
com a convencao de Barcelona (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2008).

O TRCVN avalia a estabilidade da membrana lisossomica que vem
sendo utilizada como um indicador de “bem estar” celular. Danos na membrana
lisossdbmica causados pelo impacto de xenobidticos pode diminuir os tempos
TRCVN induzindo o extravazamento de componentes da membrana
lisossbmica para o citosol (DAILIANIS et al., 2003). Em consequéncia aos
danos da membrana lisossémica, é possivel avaliar processos como autofagia
e degeneracdao celular (PEREIRA, 2008).

Segundo Binelli et al. (2012), h4 poucos dados disponiveis sobre o0s
efeitos agudos ou cronicos desses compostos na comunidade aquatica. Ja
efeitos citogenotdxicos foram detectados, em analises realizadas com mexilh&o
zebra (Dreissena polymorpha) expostos as concentrages ambientais de
cocaina (BINELLI et al., 2012), benzoilecgonina (PAROLINI et al., 2013) e de
uma mistura de cocaina, benzoilecgonina, anfetamina, morfina e 3, 4 —
metilenodioximetanfetamina (ecstasy) (PAROLINI et al., 2015).

Para realizacdo de estudos ecotoxicologicos devem ser escolhidos
organismos sensiveis e representativos para o estudo em questao, bem como
padronizados de acordo com as legislacdes federais e conforme a literatura, a
fim de garantir confiabilidade nos resultados (ZAGATTO et al., 2008;
NASCIMENTO et al.,, 2002). Nesse cenario, o0 mexilhdo Perna perna é muito
utilizado por ser séssil, encontrado com frequéncia nas regides litoraneas, com
grande importancia na cadeia alimentar costeira, além de importancia
econdbmica por ser cultivado ou extraido de costdes rochosos, trazendo
sustento as comunidades ribeirinhas (PEREIRA, 2008). Para tanto, a sua

alimentacdo constitui-se de particulas que sao filtradas, contudo, compostos
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quimicos também podem ser filtrados e acumularem em seus tecidos. Sendo
assim, um excelente bioindicador previamente validado como organismo-teste
recomendado para avaliagbes de qualidade ambiental (ABESSA et al., 2005;
PEREI RA et al., 2007, 2011, 2012, CORTEZ et al., 2012).
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2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade da droga ilicita
crack para organismos marinhos empregando como modelo o mexilhdo Perna

perna.

2.1 Objetivos Especificos

— Auvaliar a toxicidade do crack em gametas de mexilhdes Perna perna na
fase de fertilizacao.

— Analisar a toxicidade do crack em embrides de mexilhdes Perna perna
na fase de desenvolvimento embriolarval.

— Verificar a citotoxicidade do crack em hemdcitos de mexilhbes Perna

perna.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Organismos - teste — Mexilhdes Perna perna

Os mexilhdes pertencem ao Filo Mollusca e a Classe Bivalvia. Possuem
hébito de vida planctdnica na fase larval e séssil na vida adulta. A alimentagéo
€ por meio de filtragdo de particulas, o que torna a branquia bem adaptada ao
habito alimentar dessa classe. Os organismos sao dioicos (individuos com
sexos separados: macho e fémea) com reproducdo por meio da liberacdo de
gametas na coluna d’agua, desenvolvimento em estadios de fases larvais e
posterior fixacdo em substratos como os costdes rochosos (Hickmann et al.,
2004).

Os mexilhGes da espécie Perna perna sao encontrados em abundancia
nas regides litoraneas do Brasil na zona entre marés e infralitoral, fixos a
rochas, formando densos bancos naturais. Morfologicamente esses
organismos apresentam corpo mole protegido por duas conchas iguais (valvas)
unidas pelo muasculo adutor.

Entre os organismos marinhos, os bivalves ganharam importancia global
como bioindicadores e foram amplamente utilizados em programas de
biomonitoramento de &aguas costeiras (AGUIRRE-MARTINEZ et al., 2013;
MARANHO et al., 2015a; MARTIN-DIAZ et al., 2007; PEREIRA et al.,
2014). Estes organismos tém uma ampla distribuicdo geografica,
disponibilidade no campo e por meio da produgédo de aquicultura, bem como a
adequacao para laboratério e ensaios in situ (CAJARAVILLE et al.,, 2000,
MARANHO et al., 2015b).

Para este estudo, foram utilizados mexilhdes adultos Perna perna,
coletados em uma regido de cultivo localizada na praia da Cocanha, no
municipio de Caraguatatuba, Sado Paulo. Apds coletados, os organismos foram
colocados em caixas térmicas e transportados ao laboratério de Ecotoxicologia
Professor Caetano Belliboni, da Universidade Santa Cecilia em Santos, SP. No
laboratorio, os organismos foram aclimatados em tanque de 3.500 L de agua
do mar com salinidade 32 + 2 ppm, temperatura de 25°C e aeragado constante,

permanecendo por 48 horas antes da realizacdo dos experimentos.
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3.2 Crack (subproduto da cocaina) — Substancia teste

A cocaina € uma droga estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC) e
um potente anestésico local, cujos efeitos apresentam curta duracdo e
dependem do modo de consumo, ocasionando posterior estado de depressao.
E extraida das folhas do vegetal Erytroxylum coca. A cocaina pode ser
consumida como sal, cloridrato de cocaina, ou na forma de base, o crack. O
cloridrato de cocaina € um sal solivel em agua e obtido na forma de pé. Sua
administracdo pode ser por aspiracdo ou via intravenosa (CONCEICAO et al.,
2014). Ja o crack é um subproduto da cocaina extremamente toxico, sua forma
bésica é obtida pelo aquecimento da solu¢do aquosa de cloridrato de cocaina
com um composto basico, geralmente o bicarbonato ou hidroxido de sédio.
Esse procedimento envolve o aquecimento até a obtencdo de uma solucdo
oleosa, seguido do resfriamento até a precipitacdo da base livre, com a
formacéao de “pedras” que vaporizam a 98°C e podem ser fumadas. Apresenta-
se pouco soluvel em agua, mas é facilmente volatilizado quando aquecido
(FALCK et al., 2008).

A estrutura quimica esta representada na FIG. 1 e as propriedades

fisicos quimicas estédo apresentadas na TAB. 1.
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Figura 1 - Estrutura quimica. A) Cocaina e B) Subproduto Crack.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas de crack.

Férmula molecular C17H21NOy4
Peso molecular 303,353 g/mol
Ponto de Fuséo 98 °C

Ponto de Ebulicao 187 °C

Meia vida biolégica 60 minutos
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3.3 Obtencéao do Crack

As aliguotas de crack foram obtidas a partir da colaboragdo com o Prof.
Dr. Daniel Araki Ribeiro (Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP,
Campus Baixada Santista) e cedido pela 22 vara criminal do Férum de Limeira,
a partir despacho de Vossa Exceléncia, Sr. Juiz de Direito Luiz Augusto
Barrichello Neto, Proc. N 3012156-28.2013.8.26.0320, Ordem n° 1122/2013.

A andlise quantitativa de concentracao real de cocaina no lote de crack
utilizado, assim como as concentracfes de cocaina inicial (TO) nas solucdes-
teste dos ensaios ecotoxicolégicos foram analisadas no Centro de
Espectrometria de Massas Aplicada do Instituto de Pesquisas Nucleares da
Universidade de Sao Paulo (IPEN/USP), em Cromatografia Liquida Acoplada
ao Espectdmetro de Massa (LC-MS/MS) hibrida, tipo quadrupolo linear ion trap
(LC-QQgLIT), no modo ESI (positivo e negativo) e Modo de Monitorizagdo de
Reacc¢do Mdltipla (MRM), com a selecdo de um ion precursor e dois produtos
de ions para quantificar e qualificar a concentracdo de cocaina. Os resultados

foram expressos em porcentagem de cocaina.

3.3.1. Extracdo em fase sélida (EFS)

Amostras retiradas dos aquarios em TO foram submetidas a extragao por
fase solida (EFS) de acordo o procedimento adaptado de Wille et al. (2010) e
Ghoshdastidar et al. (2015). Foram utilizados cartuchos Chromabond HR-X (3
mL, 200 mg, Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) para extracdo e obtencéo dos

eluatos.

3.3.2. Analise LC-MS/MS

A concentragdo de cocaina foi analisada por Cromatografia Liquida
Acoplada ao Espectdometro de Massas (LC-MS/MS) hibrida, tipo quadrupolo
linear ion trap (LC-QqLIT), no modo ESI (positivo e negativo) e Modo de
Monitorizacdo de Reacao Mdltipla (MRM), com a selecdo de um ion precursor

e um produto de ions para quantificar e qualificar a cocaina (TAB. 2).
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Tabela 2 - Parametros de MRM.

DP CE CXP LOD LOQ RT
Composto Q1 Q3 .
V) V) (V)  (hg/Ll) (ng/lL)  (Min))
i 182,2 36 27 4
Cocaina 304,2 3,0 12 3,90
105,1 36 39 4

Q1 (primeiro quadrupolo); Q3 (dltimo quadrupolo); DP (potencial de degradagédo); CE (Energia
de Colisédo); CXP (Potencial de saida da colisdo); LOD (Limites de deteccdo); LOQ (limites de
quantificacdo); RT (tempo de retencdo); MIM (monitoramento de ions mdltiplos). Q3, célula
superior, ion quantificador e na célula inferior, ion qualificador.

3.4. Ensaios ecotoxicoldgicos

Os efeitos de crack em diferentes fases da vida de Perna perna foram
avaliados por meio dos seguintes ensaios: (i) o ensaio de fertilizacdo (USEPA,
1991, com modificacbes de ZARONI et al., 2005), que mede a capacidade de
células espermaticas, ap0s a exposi¢do ao crack, para promover a fertilizacao;
(i) o ensaio de desenvolvimento embrionario e larval (ASTM, 1992 com
modificacdes de ZARONI et al., 2005), que avalia o desenvolvimento precoce
da vida de zigotos expostos ao crack; e (ii) ensaio do tempo de retencéo
do corante vermelho neutro (TRCVN) (LOWE et al.,, 1995), que avalia a
estabilidade da membrana lisossémica em hemdécitos como um biomarcador de

efeito em adultos apds a exposicao ao crack.
3.4.1 Solucdes teste

A fim de avaliar a toxicidade do crack, estipularam-se trés ensaios com
intervalos diferentes de concentracbes para o0s testes de fertilizacdo e
desenvolvimento embriolarval com o objetivo de selecionar a concentracao de

efeito aos organismos mexilhdes Perna perna (TAB. 3).

Tabela 3 - Concentracdes de crack utilizadas nos ensaios de fertilizacédo e

desenvolvimento embriolarval.

Ensaios Concentracdes de crack (mg/L)
1° 10, 20, 30, 40, 60, 80 e 100
20 0,03;0,3; 3e 30
30 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20




25

Para o ensaio de citotoxicidade testou-se as concentra¢cdes de 0,5; 5; 50
e 500 ug/L de crack, incluindo a ambiental quantificada (0,537 pg/L) por Pereira
et al. (2016).

Pelo fato da baixa solubilidade de crack em agua, o composto foi diluido
no solvente organico Dimetilsulfoxido (DMSO), para posteriormente ser diluido
em agua do mar para o preparo das solugbes. Foram realizados dois testes
controles sendo um somente com agua do mar e outro com agua do mar e o
solvente DMSO (1:500 v/v). Para os testes, utilizou-se quatro réplicas (n = 4)
tanto para os controles, quanto para as concentragcdes analisadas, com o
objetivo de obter a meédia dos resultados, assim como para garantir a
confiabilidade dos ensaios.

3.4.2 Agua para diluicdo

A agua para diluicdo foi cedida pelo Aquario do Guaruja (Guaruja, Sao
Paulo). Seguindo American Society of Testing and Materials - ASTM (1992),
com pequenas adaptacbes propostas por Zaroni et al. (2005), a agua do mar
foi previamente filtrada através de uma membrana de celulose de 0,22 um para
0S ensaios agudos e cronicos. Para o TRCVN (LOWE et al.,1995), a agua do
mar foi filtrada (150 um) e mantida sob constante aeracdo durante 0os ensaios.
Os parametros fisico-quimicos da &agua de diluicdo e tratamentos foram
medidos no inicio e no final dos ensaios. A temperatura foi mantida entre 22°C
- 25°C, o pH entre 7,80-8,03, a salinidade entre 34-36 ppt, e oxigénio dissolvido
entre 5,5-8,0 mg/L.

3.5. Ensaio de fertilizacao

Para avaliar a taxa de fertilizacdo seguiu-se o protocolo recomendado
para mexilhdes pela USEPA (1991), com pequenas adaptacdes propostas por
Zaroni et al. (2005).

Para a taxa de fertilizacdo, os mexilhdes Perna perna adultos (n = 5)
foram induzidos a liberar gametas por estimulacédo térmica. Para isto, estes
organismos foram colocados em uma bandeja e expostos a agua de diluicdo a
4°C durante 30 min. Posteriormente, os individuos foram transferidos para

outra bandeja com agua de diluicdo a 25°C durante o mesmo periodo. As
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bandejas foram agitadas, e a agua mantida a 25°C, até a liberacdo dos
gametas. Os gametas de pelo menos trés machos e trés fémeas foram
coletados separadamente e transferidos para béqueres de vidro e,
conseguintemente, analisou-se a viabilidade desses gametas utilizando-se um
microscopio oOptico e uma camera de Sedgwick-Rafter, a fim de garantir a
qualidade dos gametas utilizados.

Os espermas foram expostos a diferentes concentracbes de crack
durante 60 minutos. Depois deste periodo, foram adicionados 100 pl de
solucdo de esperma a 60 ul de solucdo de Ovulos aos tubos de ensaio
contendo as diferentes concentragdes de crack. Quarenta minutos depois de
adicionar os 6vulos, o teste foi finalizado com adicao de 0,5 mL de formaldeido
em cada réplica.

Com auxilio de uma camera de Sedgwick-Rafter sob um microscépio
optico, Ovulos fertilizados foram identificados e quantificados por meio da
observacéo da presenca do corpusculo polar ou inicio de clivagens (FIG. 2).
Utilizou-se quatro réplicas para cada grupo de concentracdo, incluindo o
controle solvente (agua do mar mais DMSO 1: 500 v/v) para obter valores
meédios de concentracdo de crack que causam a inibicdo de fertilizacdo a 50%
das células expostas (CEsp; 1 h). Os ensaios foram validados com 80% ou mais

em ovos fertilizados nos controles.

Figura 2 - Ensaio de fertilizacdo. A) Célula néo fertilizada indicada pela seta; B) Célula
fertilizada. A seta indica a presenca do corpusculo polar; C) e D) Células fertilizadas. A
seta indica diferentes estagios de clivagem célula
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3.6. Ensaio de desenvolvimento embriolarval

A fim de avaliar a viabilidade do zigoto em desenvolver-se como larvas
normais quando expostos ao crack, realizou-se os ensaios de acordo com o
protocolo recomendado pela ASTM (1992) para mexilhdes, com pequenas
adaptacdes propostas por Zaroni et al. (2005). A reproducdo dos individuos
adultos de mexilhdo Perna perna foi induzida por estimulacdo térmica. Os
gametas dos machos e das fémeas foram recolhidos, separados e transferidos
para béqueres de vidro. A fertilizacdo foi realizada com a adicdo de 2 mL de
solucdo de espermatozoides e 200 mL de solucdo de évulos. Assim como
realizado no teste de fertilizacdo, os gametas foram analisados quanto a sua
viabilidade utilizando-se um microscépio Optico e uma camera de Sedgwick-
Rafter.

Com o auxilio do microscépio 6ptico e uma camara de Sedgwick-Ratfter,
foi analisada a quantidade estimada de ovos fertilizados, e cerca de 500
embrides foram transferidos para tubos de ensaio contendo as diferentes
concentracbes de crack, durante um periodo de 48h a uma temperatura de
25°C e a salinidade de 35 ppt. Foram feitas quatro repeticbes para cada grupo,
incluindo o controle solvente (dgua do mar mais DMSO 1: 500 v/v). Depois do
periodo de exposicao, o ensaio foi finalizado e as primeiras 100 larvas de cada
repeticdo foram analisadas. As larvas desenvolvidas para fase Véliger ou “D”
foram consideradas normais, enquanto aqueles apresentando atraso e/ou
anomalias morfoldgicas em seu desenvolvimento foram consideradas anormais
(FIG. 3).

Figura 3 - Ensaio de desenvolvimento embriolarval. A) Indicado pela seta vermelha a
larva Véliger do mexilh&o Perna perna em desenvolvimento normal; B) e C) Indicado
pelas setas verde, o desenvolvimento anormal da larva Véliger.
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3.7. Ensaio de tempo de retencdo do corante vermelho neutro
(TRCVN)

O ensaio foi conduzido de acordo com o protocolo de Lowe et al. (1995),
e 0 objetivo foi verificar o Tempo de Retengcdo do Corante Vermelho Neutro
(TRCVN) pela membrana lisossomal.

Os espécimes de mexilhdes adultos (n = 10 para cada concentracao)
foram colocados em aquérios de 30 L com as diferentes concentragbes de
crack (0,5; 5; 50 e 500 pg/L), com base em concentracdes de cocaina no
ambiente, anteriormente relatado por Pereira et al., (2016) na Baia de Santos
(Sao Paulo, Brasil). O controle foi feito com agua do mar mais o solvente
DMSO (1: 500 v/v). As solugdes de teste foram alteradas diariamente em todos
os tanques. ApOs um periodo de 48 horas de exposi¢cdo, os mexilhdes foram
removidos do aquario para a extracdo da hemolinfa.

Empregou-se o método ndo destrutivo para retirada da hemolinfa do
musculo adutor posterior dos mexilhdes. A hemolinfa foi adicionada a uma
solucao salina fisiolégica (pH 7,3 - Contendo HEPES 4,77 g/L, NaCl 25,48 g/L,
MgSO, 13,06 g/L, KCI 0,75 g/L, CaCl, 1,47 g/L). Em seguida, 40 pL dessa
solucéo foi depositada em uma lamina previamente tratada com 10 pL de poly-
L-lisina, sendo armazenada numa camara Umida e escura durante 15 minutos
a fim de promover uma melhor adeséo das células a lamina. ApGs esse tempo,
0 excesso de hemolinfa foi cuidadosamente retirado para melhorar a
visualizacao.

A solucdo estoque de vermelho neutro foi preparada durante o periodo
de incubacdo das células na lamina tratada com poly-I-lisina. Uma massa de
28,8 mg do corante de vermelho neutro foi armazenada num pequeno frasco
ambar, onde foi adicionado 1 mL de DMSO para dissolver o composto. A
solugcao de trabalho foi preparada com 10 pyL dessa solugao estoque, diluidos
em 5 mL da solucao fisiologica e foi mantida sob abrigo da luz.

Dentro da camara escura, cada lamina recebeu 40 pL do corante
vermelho neutro (VN) que foi adicionado a monocamada de células. Uma
tampa de deslizamento foi adicionada. Apés um periodo de incubagédo de 15
minutos, as laminas foram examinadas a cada 15 minutos por microscopia

optica (400x) para analisar anormalidades estruturais e perda de corante VN do
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interior dos lisossomos para citosol (FIG.4). O ensaio foi finalizado quando foi
verificada a perda evidente de corante em 50% (avaliado numericamente por
campo de visdo) dos hemacitos granulares e o tempo registrado. O valor médio
do TRCVN foi calculado para cada concentracdo de crack. Os critérios de

analise das células durante o ensaio estdo descritos na TAB. 4.
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Figura 4 - Ensaio de citotoxicidade com o corante vermelho neutro. A) Células saudéaveis
e B) Células estressadas.
(Fonte: Souza, 2016).

Tabela 4 - Critérios de analise de células saudaveis e estressadas em hemoécitos de
mexilhGes Perna perna.

Critério

Células saudaveis

Células estressadas

Forma das células
Tamanho das células
NUmero de lisossomos
Tamanho dos lisossomos
Cor dos lisossomos
Pseudodpodes
Corante vazado das células

Irregular
Largas
Muitos
Pequenos
Vermelho palido ou rosado
Visiveis
N&o visiveis

Arredondadas
Menores
Poucos
Alargados / aumentados
Vermelhos ou rosa escuro
Nao visiveis
Visiveis

Fonte: (KING, 2000).
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3.8. Analise Estatistica

Os dados foram analisados em primeiro lugar para a normalidade
usando o teste Qui-quadrado que analisou a normalidade dos dados através do
agrupamento dos valores. A normalidade tem por objetivo avaliar se os valores
oscilam simetricamente comparados a meédia.

O teste de Barttlet foi aplicado para grupos com diferentes ou mesmo
namero de réplicas para testar a homocedasticidade. Quando os dados séo
homogéneos ocorre o0 mesmo grau de dispersdo em torno do valor central. O
teste t de Student foi empregado para identificar diferencas significativas entre
0 controle e a maior concentracdo do solvente DMSO em cada ensaio. Uma
vez atendidas as premissas de normalidade e homocedasticidade, ANOVA
seguida pelo teste de Dunnett foi utilizada para identificar a maior concentragéo
onde nao foram detectados efeitos bioldgicos (CENO — Concentracdo de Efeito
N&o Observado) e as menores concentracdes que causaram efeito (CEO) em
cada ensaio. Nos ensaios de fertilizacdo, desenvolvimento embriolarval e
TRCVN foram estabelecidas as concentragdes que causaram efeito a 50% das
células avaliadas (CEsp) através do método de Trimmed Spearman-Karber. O
nivel de significancia foi analisado em alpha = 0,05 (p < 0,05). A analise
estatistica foi realizada empregando o programa estatico Graph Pad Prism
5.01.
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4. RESULTADOS
4.1 Concentracao de cocaina nas aliquotas de crack
As aliquotas de crack empregadas até o momento apresentaram 37,99%

de cocaina. As concentracdes de cocaina inicial (TO) foram analisadas para as
solucdes-teste do ensaio de TRCVN (TAB. 5).

Tabela 5 - Concentrag@es nominal e real de cocaina utilizada na exposic¢éo dos
organismos adultos (pg/L).

Concentracdo nominal de crack cocaina Concentracao real de cocaina
0,5 0,202
5 2,02
50 20,2
500 202,0

4.2 Efeitos do crack nos ensaios de fertilizacdo e desenvolvimento

embriolarval

No ensaio 1, na fase de fertilizacdo foi possivel observar diferenca
significativa entre o controle e as concentracfes testadas a partir de 20 mg/L
(FIG. 5). A partir desse ensaio foi possivel determinar um intervalo entre as
concentracOes testadas que permitisse uma melhor determinagéo da CEsp. NO
ensaio 2, foi possivel observar diferenca significativa na taxa de fertilizacdo a
partir da concentracao de 0,03 mg/L a 30 mg/L (FIG. 6). Ja no ensaio 3, houve
diferenca significativa a partir das concentracdes de 2,5 — 20 mg/L (FIG. 7).

Apoés a obtencédo dos resultados do ensaio de fertilizacdo, o ensaio 1 foi
selecionado, pois apresentaram concentracdes de efeito agudo aos mexilhdes
Perna perna, pela confiabilidade dos valores apds os célculos. Quanto ao
ensaio 2, por ndo haver concentracoes suficientes para calculos confiaveis, ndo
foi utilizado para se calcular as concentragdes de efeito. Ja o ensaio 3, nao foi
possivel calcular a concentracéo de efeito a 50% dos organismos.

Portanto, a partir das concentragdes do ensaio 1, foi possivel verificar

que o efeito do crack em gametas (ensaio de fertilizacdo) ocorreu apés 1 h de
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exposicao (CEsp= 23,53 mg/L + 0,79). A concentracdo mais elevada testada, a
qual ndo mostrou efeito observado (CENO) foi de 10 mg/L, enquanto que a
menor concentracao de efeito observado (CEO) foi de 20 mg/L. (TAB. 6).
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Figura 5 - Ensaio 1 - Resultados do ensaio de fertilizac&do. Os gametas foram expostos
durante 1 hora em concentragdes de 10; 20; 30; 40; 60; 80 e 100 mg/L de crack. Os
asteriscos (*) indicam diferencgas significativas em p < 0,05.
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Figura 6 - Ensaio 2 - Resultados do ensaio de fertilizacdo. Os gametas foram expostos
durante 1 hora em concentra¢des de 0,03; 0,3; 3 e 30 mg/L de crack. Os asteriscos (*)
indicam diferencas significativas em p < 0,05.
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Figura 7 - Ensaio 3 - Resultados do ensaio de fertilizacdo. Os gametas foram expostos
durante 1 hora em concentragfes de 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 mg/L de crack. Os
asteriscos (*) indicam diferencgas significativas em p < 0,05.

Os resultados da toxicidade de crack, referentes ao desenvolvimento
embriolarval do mexilhdo Perna perna podem ser observados,
respectivamente, nas figuras 8, 9 e 10. Os valores de CENO, CEO e CEsp dos
ensaios constam na tabela 6.

A partir do ensaio 1 foi possivel determinar uma faixa mais estreita de
concentracdes para identificar CEso com mais precisdo nos ensaios posteriores.
No ensaio 1 (FIG. 8) foi observada uma diferenca significativa em comparacao
ao controle, a partir da concentracdo de 10 mg/L, porém com inibicdo total do
desenvolvimento embriolarval a partir da concentragdo de 20 - 100 mg/L
respectivamente. No ensaio 2 (FIG. 9) é possivel observar diferenca
significativa no desenvolvimento embriolarval a partir de 0,3 - 30 mg/L. J& no
ensaio 3 (FIG. 10) a partir de 1,25 mg/L & 20 mg/L. Todas as concentracdes
que apresentaram diferengcas significativas do controle tiveram seu
desenvolvimento embriolarval negativamente influenciada, apresentando
conchas vazias, larvas com extruséo de material, concha deformada ou massa
amorfa.

Os efeitos toxicos em 50% dos organismos (CEsg) no desenvolvimento
embrionario e larval ocorreu em um periodo de 48h de exposicdo em

concentracbes de crack no valor de 16,31 mg/L = 0,48. A concentracdo mais



34

elevada testada que ndo mostrou efeito de toxicidade (CENO) foi de 0,625
mg/L, enquanto que a menor concentragdo de efeito observado (CEO) foi de
1,25 mg/L. (TAB.6).
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Figura 8 - Ensaio 1 - Resultados do ensaio de desenvolvimento embriolarval. Os
embrides foram expostos durante 48 horas as concentragdes de 10; 20; 30; 40; 60; 80 e
100 mg/L de crack. Os asteriscos (*) indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Figura 9 - Ensaio 2 - Resultados do ensaio de desenvolvimento embriolarval. Os
embrides foram expostos durante 48 horas as concentragcdes de 0,03; 0,3; 3 e 30 mg/L de
crack. Os asteriscos (*) indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Figura 10 - Ensaio 3 - Resultados do ensaio de desenvolvimento embriolarval. Os
embrides foram expostos durante 48 horas as concentra¢des de 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10
e 20 mg/L de crack. Os asteriscos (*) indicam diferencas significativas (p < 0,05).

Tabela 6 - Analise de toxicidade dos ensaios de fertilizag&do e desenvolvimento
embriolarval realizadas em mexilhdes Perna perna expostos as concentracdes de crack

(mg/L), expressos em CEsy, CENO e CEO.
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Respostas CE ., CENO CEO

mg/L mg/L mg/L
Fertilizacdo inibida (1h) 23,53 10,0 20,0
Desenvolvimento embriolarval 16,31 0.625 1,25

anormal (48h)

4.3 Ensaio de efeito citotoxico de crack (hemaocitos)

Para o ensaio de estabilidade lisossomal de hemébcitos através da

aplicacdo do ensaio TRVCN, foram avaliadas as concentragbes 0,5; 5; 50 e

500 pg/L durante 48 horas e expressos os valores de CENO, CEO e CEs.

Durante o tempo de exposicdo, houve diferenca significativa do TRCVN em

relacdo ao controle em organismos expostos a concentracdes de 5,0 - 500 ug/L

(FIG. 11).
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Os efeitos na estabilidade da membrana lisossomal de hemdcitos

apresentaram um valor de CENO de 0,5 pg/L, enquanto que a CEO de 5 pg/L
(TAB. 7).
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Figura 11 - Estabilidade da Membrana Lisossémica (EML) avaliada através do
teste de tempo de retencdo de corante Vermelho Neutro (TRCVN) em hemécitos de
mexilhdes P. perna. Os asteriscos (*) indicam diferenc¢as significativas (p < 0,05).

Tabela 7 - Citotoxicidade de crack em hemdécitos de mexilh8es Perna perna. Expressos
valores de CEsy, CENO e CEO em pug/L.

Resposta CEso CENO CEO

Establlld_ade cla membrana 4.8 0,5 5,0
lisossbmica
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5. DISCUSSAO

As drogas sdo produzidas para um efeito bioquimico especifico e
direcionado. Modos de acdo especificos da cocaina e de seu subproduto o
crack, sdo bem conhecidos em modelos biologicos de mamiferos, que néo
abordam necessariamente a mesma dose-resposta em organismos nao-alvo. A
cocaina é moderadamente lipofilica, o que facilita a passagem pelas
membranas biologicas (VAN DER CARR, 1991) e representa um risco
potencial para as comunidades aquaticas. Os dados sobre os riscos ambientais
associados a esses compostos emergentes estdo surgindo, mas ainda séo
extremamente escassos (MARANHO et al., 2017).

O presente estudo analisou os efeitos de crack em um organismo
marinho ndo-alvo apds uma exposicao de curta duracdo (48h). A toxicidade em
embrides do mexilh&o P. perna ocorreu em concentragdes na ordem de mg/L,
sendo CEsp = 23,53 mg/L + 0,79 para o ensaio de fertilizacdo e CEsp = 16,31
mg/L + 0,48 para o ensaio de desenvolvimento embriolarval, dados ainda n&o
relatados em ambientes aquaticos para drogas ilicitas. No entanto, os efeitos
biolégicos adversos foram observados em concentracbes ambientalmente
relevantes quando analisados por meio de biomarcadores de danos (TRCVN).

Ja a citotoxicidade foi avaliada através da estabilidade da membrana
lisossémica, adotando os critérios previamente relatados para mexilhdes P.
perna (PEREIRA et al.,, 2011) e mariscos R. philippinarum (AGUIRRE-
MARTINEZ et al., 2013). Os mexilhdes foram considerados saudaveis quando
o TRCVN foi = 80 minutos; considerados estressados, porém com menor
significancia se o0 TRCVN estava entre 80 e 45 minutos, e em um estado
estressado se 0 TRCVN fosse < 45 minutos. O crack foi capaz de produzir
efeitos significativos apos 48h de exposicdo a 5 pg/L. Resultados semelhantes
com teste de TRCVN, foram encontrados por BINELLI et al. (2012) em D.
polymorpha expostos a concentracdes de cocaina até 0,22 ug/L. PAROLINI et
al. (2013) também mostrou que 96 horas de exposicdo a 1 pg/L de
benzoilecgonina (o principal metabolito humano de cocaina) afetou a

estabilidade da membrana de lisossomos de hemacitos de D. polymorpha.
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A titulo de comparagcao com outro alcaloide extremamente consumido, a
cafeina é uma substancia da classe das metilxantinas, e tem a capacidade de
estimular o sistema nervoso central assim como a droga ilicita cocaina. Em
estudos realizados por Santarossa (2017), o valor da CEso.4g, de cafeina foi de
229,71 mg/L. Com esse valor para a D. magna a cafeina é classificada na
classe praticamente de ndo toxicos, de acordo com Zucker (1985), e na classe
pouco toxicos, no sistema de classificacdo do potencial de periculosidade
ambiental proposto pelo IBAMA (2015). Quando se compara as concentracdes
de cafeina do estudo de Santarossa (2017) com as concentracdes de crack
considerados toxicos realizados nesse estudo (CEsp = 23,53 mg/L (fertilizacao)
e CEsp = 16,31 mg/L (desenvolvimento embriolarval), observa-se maior
toxicidade do crack sobre as primeiras fases de vida do mexilhdo P. perna.

Nos estudos de Bento (2015) com mexilhbes P. perna, utilizando o
farmaco fluoxetina, seguindo ao mesmo grupo das aminas em que se encontra
a droga ilicita cocaina, foi observada a toxicidade aguda a partir de 2,25 mg/L
(CEsp 48h) e toxicidade crénica a partir da concentracdo de 0,125 mg/L (CEso
48h), sendo valores relativamente menores ao obtido neste estudo com a
droga ilicita crack. A partir da avaliacdo de risco baseada na abordagem da
legislac@o europeia a fluoxetina foi avaliada como muito tdxica e segundo os
registros de concentracdes ambientais a fluoxetina apresentou risco médio.

Em humanos, ap6s a administragdo do crack através do fumo, o seu
principio ativo, que é a cocaina, é rapidamente absorvido pelos capilares
pulmonares e segue para a corrente sanguinea. Sendo assim, a cocaina se
distribui por todo o organismo e, devido a sua alta lipossolubilidade, atravessa
a barreira hemato-encefalica e placentaria, tendo especial afinidade pelo
cérebro. A cocaina tem volume de distribuicdo de 2 mL/kg (CRESPO-
FERNANDEZ et al. 2007). A biotransformacéo do principio ativo inicia-se
rapidamente no sangue devido ao pH do meio aquoso, o qual é potencializado
por colinesterases e posteriormente se completa no figado, onde é hidrolisada
por colinesterases, produzindo seus metabdlitos principais, a benzoilecgonina e
a metil-éster de ecgnonina. Outros metabdlitos menores, como a norcocaina e
0 cocaetileno (metabdlito gerado quando a cocaina é administrada com etanol),
sdo também detectados em quantidades menores. A cocaina e seus

metabdlitos ndo se ligam as proteinas plasmaticas. A vida média de seus
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metabalitos oscila entre 4 e 6 horas e é maior que a da cocaina livre, que é de
aproximadamente 60 minutos (MOSQUERA et al. 2005; CRESPO-
FERNANDE?Z et al. 2007).

Os efeitos da cocaina em mamiferos como humanos e roedores podem
ser explicados por sua acdo em varios receptores, tais como: bloqueio dos
canais de sodio dependentes de voltagem, exercendo seu efeito anestésico
local, impedindo a conducé&o de impulsos nervosos; atua na inibicdo da
recaptacdo de dopamina, serotonina e noradrenalina a partir do bloqueio
competitivo de seus transportadores (KIRLA et al. 2016). A cocaina exerce
seus principais efeitos através dos sistemas dopaminérgicos, adrenérgicos e
serotoninérgicos (BOGHDADI et al. 1997; LIZASOAIN et al. 2002). Sendo
assim, no sistema dopaminérgico, 0 uso agudo impede a recaptacdo do
neurotransmissor dopamina na célula pré-singptica do sistema
mesocorticolimbico dopaminérgico e aumenta, portanto, sua disponibilidade na
fenda sinptica. Muitas das alteragcbes comportamentais que provoca podem
ser atribuidas a esse mecanismo de acédo, porém também induz o aumento da
sintese da dopamina (MOSQUERA et al. 2005; CRESPO-FERNANDEZ et al.
2007). Em contraste com esses efeitos agudos, o uso crénico de cocaina
provoca esgotamento da dopamina na fenda sinaptica.

J& no sistema adrenérgico, os dois metabdlitos principais da cocaina, a
benzoilecgonina e a ecgoninametilester, atuam como agonistas adrenérgicos
diretos no bloqueio do sistema de transporte na membrana da célula nervosa,
impedindo a recaptacdo dos neurotransmissores norepinefrina epinefrina na
célula pré-sinaptica, aumentando, portanto, a disponibilidade dessas
substancias na fenda sinaptica.(MOSQUERA et al. 2005; CRESPO-
FERNANDEZ et al. 2007, BOGHDADI et al. 1997). E por fim, sistema
serotoninérgico ocorre a inibicdo da recaptacdo da serotonina e de seu
precursor, o triptofano, dentro dos neurbnios serotoninérgicos. Essa acdo
estimula os autorreceptores inibitérios pré-sinapticos, aumenta a concentragao
da serotonina na fenda e provoca retroalimentacdo negativa, esgotando-se
rapidamente no cérebro. Em geral, o efeito sobre a serotonina é inibitério. Essa
via serotoninérgica pode se relacionar aos efeitos alucinatorios e
psicomimeéticos produzidos pela cocaina, o que explica as alteracbes motoras e

estereotipias. Essa acédo sobre os transportadores aumenta a quantidade de
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neurotransmissor na sinapse e estimulacédo sobre os receptores pds-sinapticos.
Acredita-se que as propriedades de dependéncia e vicio da cocaina estao
relacionadas principalmente a inibicdo do transportador da dopamina
(MOSQUERA et al. 2005).

Ja nos estudos de Kirla et al. (2016), utilizando como organismo modelo
0 peixe zebra (Danio rerio), constataram que a cocaina absorvida atravées da
pele e das branquias, acumulou-se em maior quantidade nos olhos apds um
periodo de exposicdo de 48h em uma concentracdo de 50 pM. O que levaram
a hipotese de que a captura da cocaina ocorreu por meio dos melandcitos
células que produzem o pigmento melanina, porém é um mecanismo até agora
pouco explorado, mas sabe-se que o acumulo de cocaina nessas células
bloqueia a visdo impedindo o organismo de manter uma locomocao eficaz.
Também verificou-se que a cocaina atingiu o cérebro, mas em baixa
quantidade, devido a forma de absorcdo por difusdo passiva. Com esse
achado, foi possivel analisar que ao contrario do que ocorre em mamiferos, ou
seja, sintomas de hiperatividade, nas larvas do peixe zebra foi constatada uma
situacdo de hipoatividade (diminuicdo da locomocao), estando relacionada pelo
fato da cocaina passar pela primeira vez através da branquia e da pele, as
quais atuando como barreiras e proporcionando acdo anestésica local nos
nervos periféricos, mais especificamente no bloqueio da tensdo de canais de
sédio em musculos e branquias dificultando a locomoc¢édo e proporcionando
efeitos anestésicos dominantes mesmo antes da cocaina poder atuar no
cérebro.

Os efeitos do crack em invertebrados marinhos ainda sdo escassos,
porém na literatura, relata-se que existem grandes concentracdes de
serotonina e L-dopamina (que é um neurotransmissor importante sendo
derivado do aminoacido tirosina) em muitos tecidos de diversas espécies de
moluscos marinhos, sendo estas substancias responsaveis pelos controles dos
processos biolégicos de moluscos bivalves.

Nemcsok et al. (1997), constataram que a serotonina regula os periodos
de filtracdo do mexilhdo Anodonta cygnea, por meio da inducdo do relaxamento
do musculo adutor, em oposi¢céao a noradrenalina, que exerce a contracéo deste
muasculo. Ja nos estudos de Murakami et al. (1998), evidenciaram que a

serotonina e a L-dopamina, podem causar o relaxamento do muacuslo adutor da
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espécie Mytilus edulis. Ram et al. (1999), verificaram que a serotonina e a L-
dopamina sdo responsaveis pelo relaxamento do sifdao do sifdo do mexilhdo
Dreissena polymorfa. Enquanto que Fong et al (1994) estimulou a maturacao
gonadal de Dreissena polymorfa por meio de injecéo de serotonina.

Por meio destes dados da literatura, estima-se que o crack e a cocaina
introduzidos no ambiente aquatico possa interferir nas vias metabdlicas dos
organismos nado-alvo, como o mexilhdo Perna perna, causando perturbacdes
no metabolismo, efeitos adversos e como resultado, riscos ambientais, aos
quais foram constatados neste estudo no ensaio do TRCVN, indicando efeito
estressor e danos na membrana lisossdmica. Sendo assim, a relevancia
ecolégica dos efeitos sobre a estabilidade da membrana lisossbmica vem
sendo estudada com o objetivo de identificar alteracbes fisiolégicas em
organismos expostos a xenobioticos, de forma que possa indicar quais 0s
danos ocasionados a niveis celulares, e, consequentemente, avaliar 0s
primeiros efeitos de contaminagao ambiental.

Nos estudos de Moore et al. (2006) avaliou-se o sistema autofagico dos
lisossomos ao qual parece ser um alvo comum para muitos poluentes
ambientais, de modo que causa perturbacdo afetando a funcdo normal da
célula ocorrendo danos celulares como autofagia, atrofia epitelial, redu¢do no
crescimento e na reprodutividade e imunorreatividade. Por tanto, verifica-se
que pelo fato da estabilidade da membrana lisossémica ser afetada por
substancias estressoras, a estabilidade dessas membranas s&o fatores
importantes na indicacao de “bem estar” celular e, consequentemente de risco
ambiental. De acordo com OSPAR (2013), Ringwood et al. (2004) e Pereira et
al. (2014), em estudos com organismos marinhos, submetidos a ensaios de
estabilidade membrana lisossbmica, avaliaram que com grande percentual de
desestabilizacdo da membrana celular, o desenvolvimento embriolarval dos
organismos também pode ser afetado.

Nos estudos de citotoxicidade realizados por Dailianis et al. (2003) e
Pereira et al. (2011), os danos na estabilidade da membrana lisosssomal é uma
condicdo pré-patolégica, apresentando lesdes como danos genéticos
(incidéncia de micronucleos ou quebras de cadeia de DNA), alteracdes
bioguimicas relativas a enzimas antioxidantes, inchago lisossémico, lipidose,

lipofuscinosis e degeneracdo hepatopancreatica em moluscos (MOORE et al.,
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2006; PEREIRA et al., 2007, 2012). Essas avaliacbes esclarecem a
importancia da estabilidade da membrana lisossémica em avaliagbes de risco
ambiental de contaminantes emergentes em ambientes aquéticos.

Os nossos resultados mostraram efeitos subletais (citotoxicidade) na
ordem de 5 pg/L de crack ou 2,02 pg/L de cocaina, destacando o risco
ecolégico de cocaina e seus subprodutos para ambientes marinhos. Binelli et
al. (2012) observaram um aumento significativo no numero de células
apoptoticas em D. polymorpha expostas a 220 ng/L de cocaina durante 24
horas. De acordo com a orientacdo da Agéncia Europeia de Medicamentos
sobre a Avaliacdo Prévia de Autorizacdo de Medicamentos para Uso Humano
(EMEA, 2006), um Quociente de Risco (MEC / PNEC) superior a 1, denota
risco e uma avaliacdo preliminar, a qual poderia ser realizada empregando a
concentracdo média de cocaina encontrada na Baia de Santos (MEC) de 0,537
pg/L (PEREIRA et al., 2016) e a concentracao sem efeito (PNEC = CENO / 10)
de 0,202 pg/L (com base na concentracdo de cocaina medido no nominal
concentracdo de 0,5 pg/L de crack). O coeficiente de risco calculado pela
propor¢cdo MEC/ PNEC seria 26,58, denotando um risco elevado.

As descobertas atuais sobre toxicidade ambiental de drogas ilicitas
evidenciam a necessidade de um tratamento eficiente e adequado de
compostos bioativos antes das descargas de aguas residuais em ambientes de
agua doce e marinhos (MARANHO et al., 2017). A toxicidade dos subprodutos
da cocaina e os efeitos deletérios na biota marinha destacam a necessidade de
monitorar regularmente a contaminacdo das aguas costeiras por esses
compostos, avaliando também a implementacdo e o funcionamento adequado
das estacdes de tratamento de esgotos. O presente estudo forneceu
evidéncias sobre o0s riscos ecoldgicos do crack para 0s ecossistemas costeiros,
sendo que futuras avaliacbes de bioacumulacdo e toxicidade crbénica a

organismos aquaticos expostos a drogas ilicitas devam ser realizadas.
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6. CONCLUSOES

Novas evidéncias sobre os riscos ecoldgicos da cocaina e seu
subproduto, o crack, para os ecossistemas costeiros foram fornecidas. O
presente estudo demonstrou efeitos toxicos do crack sobre diferentes estagios
de vida do mexilhdo P. perna (fertilizacdo e desenvolvimento embriolarval),
com énfase a citotoxicidade em concentracdes realistas na ordem de pg/L.
Este estudo tem carater inovador pelo ineditismo do desenvolvimento de uma
avaliacdo ecotoxicologica de drogas ilicitas empregando organismos marinhos,
com a deteccdo de efeitos deletérios do composto estudado, fator primordial
para avaliagdo de riscos ambientais de substancias bioativas. Com as
crescentes concentracfes ambientais de cocaina e metabdlitos, relatadas por
estudos recentes deve-se incentivar pesquisas futuras sobre bioacumulacéo e
deficiéncias fisiologicas causadas pela exposicdo prolongada de organismos
aquéaticos. E de extrema importancia que os 0Orgdos responsaveis pelo
tratamento de esgotos possam revisar 0s protocolos de tratamentos e implantar
tratamentos secundarios como lodo ativado que evitem a introducdo de
cocaina e subprodutos nos ambientes aquaticos, minimizando efeitos negativos

sobre a biota.
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