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Resumo: As concentracfes de cocaina encontradas em ecossistemas marinhos sédo de
preocupacdo ambiental por serem compostos bioativos podendo bioacumular ou causar
efeitos nocivos a organismos ndo-alvo. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos subletais
do crack em diferentes fases da vida do mexilhdo Perna perna, por meio de ensaios
fertilizacdo, desenvolvimento embrionério e larval e, estabilidade da membrana lisossomal de
hemdcitos em organismos adultos. Os resultados foram avaliados através do Trimmed
Speraman Karber e ANOVA seguida de Dunnett. O ensaio de fertilizacdo apresentou
concentracdo de efeito a 50% dos gametas expostos CEsy 1n = 23,53 mg/L, enquanto a
Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO) foi de 10 mg/L, e a Concentracdo de Efeito
Observado (CEO) foi 20 mg/L. Efeitos sobre o desenvolvimento embrionario e larval foram
observados com CEsg 48, = 16.31 mg/L, CENO = 0,625 mg/L e CEO = 1,25 mg/L. Os efeitos
sobre a membrana lisossomal foram observados com CENO = 0,5 pg/L e CEO = 5,0 pg/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 aquéticos. Entretanto,
citotoxicidade foi observada em concentrac6es ambientalmente relevantes, denotando risco a
salde de organismos ndo-alvos. Nosso estudo tem carater inovador pelo ineditismo da
avaliacdo ecotoxicoldgica marinha de uma droga ilicita detectada em zonas costeiras
brasileiras e internacionais.

Palavras-chave: Crack, ecossistema marinho, mexilhdes, efeitos reprodutivos,
citotoxicidade.

Ecotoxicological study of the Crack employing as a mussel Perna perna model(Bivalvia:
Mytilidae)

Abstract: The concentrations of cocaine found in marine ecosystems are of environmental
concern because they are bioactive compounds that may bioaccumulate or cause harmful
effects to non-target organisms. The objective of this study was to evaluate the sublethal
effects of crack in different phases of the life 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 Speraman Karber and ANOVA
followed by Dunnett. The Fertilizer test showed a concentration of effect at 50% of the
exposed gametes EC50 1h = 23.53 mg / L, while the Observed Effect Concentration (NOEC)
was 10 mg / L, and Observed Effect Concentration (LOEC) was 20 mg / L. Effects on
embryonic and larval development were observed with ECsy 48h = 16.31 mg / L, NOEC =
0.625 mg / L and LOEC = 1.25 mg / L. The effects on the lysosomal membrane were
observed with NOEC = 0.5 ug / L and LOEC = 5.0 ug / L. This study demonstrated that crack
caused effects on reproductive aspects of the P. perna mussel at concentrations of cocaine
above those detected in aquatic environments. However, cytotoxicity was observed in
environmentally relevant concentrations, denoting health risk to non-target organisms. Our
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study is innovative because of the novelty of marine ecotoxicological evaluation of an illicit
drug detected in Brazilian and international coastal zones.

Keywords: Crack, cocaine, marine ecosystem, mussels, reproductive effects, cytotoxicity

Introducéo

A presenca de drogas ilicitas no meio ambiente se deve principalmente a liberacdo de
aguas residuais provenientes das estacfes de tratamento de esgotos, em ambientes como rios,
lagos e &guas costeiras. Quanto aos ambientes de &gua doce, estudos foram publicados sobre
as concentracdes atuais de cocaina nas aguas superficiais [1-2-3-4-5-6]. Contudo, existem
poucos estudos que avaliaram ambientes estuarinos e marinhos [7]. Trabalho de Klosterhaus
et al. [8] encontrou 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. [7] encontraram concentracfes 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 4gua 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).

Segundo Binelli et al. [13], ha poucos dados disponiveis sobre os efeitos agudos ou
crénicos desses compostos na comunidade aquatica. Ja efeitos citogenotoxicos foram
detectados, em analises realizadas com mexilhdo zebra (Dreissena polymorpha) expostos a
concentragfes ambientais de cocaina, benzoilecgonina , e de uma mistura de cocaina,
benzoilecgonina, anfetamina, morfina e 3, 4- metilenodioximetam-phetamina [13].

A presenca de cocaina e metabolitos em zonas costeiras tem despertado o interesse na

elucidacdo de possiveis efeitos toxicos desses compostos aos organismos marinhos.

Objetivo
Avaliar atoxicidade da droga ilicita crack empregando como modelo
o0 mexilhdo Perna perna em diferentes fases da vida (fertilizacdo, embriolarval e

citotoxicidade).

Materiais e Métodos

A droga ilicita foi cedida pela 22 vara criminal do Forum 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 concentracdo real de cocaina contida na aliquota
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de crack utilizada no presente estudo foi determinada através de analise em Cromatografia
Liquida Acoplada ao Espectrometro de Massas (LC-MS/MS) foi de 33,48%.

Os efeitos da crack em diferentes fases da vida de Perna perna foram avaliados por
meio dos seguintes ensaios: (i) o ensaio de fertilizacdo USEPA, 1991, de Zaroni et al. [11],
que mede a capacidade de células espermaéticas, ap6s a exposicdo de crack, para promover a
fertilizacdo; (ii) o ensaio de desenvolvimento embrionario e larval segundo ASTM, 1992 com
modificacdes de Zaroni et al., [11], que avalia o desenvolvimento precoce da vida de zigotos
expostos ao crack; e (iii) ensaio do tempo de retencdo do vermelho neutro (TRCVN) [12],
que avalia a estabilidade da membrana lisossdmica em hemadcitos como um biomarcador de

efeito em adultos apds a exposicdo ao crack.

Resultados e Discussao

As concentragdes de efeitos nos gametas e no desenvolvimento larval foram
encontradas ap6s 1 h (CEsp = 23,53 mg/L) e 48 h (CEsp = 16,31 mg/L), respectivamente. A
maior concentracdo testada mostrando nenhuma toxicidade aguda (CENO) foi de 10 mg/L,
enquanto a menor concentracdo de efeito observado (CENO) foi 20 mg/L. A CENO relativa
ao desenvolvimento embrionario foi de 0,625 mg/L, enquanto a CEO foi de 1,25 mg/L
(Tabela 1).

Tabela 1. Andlise dos ensaios de toxicidade agudas e cronicas realizadas em
mexilhdes Perna perna expostos as concentracdes de crack (mg/L), expressos em CENO,
CEO e CEsg.

Respostas CE 5 CENO CEO

P mg/L mg/L mg/L
Fertilizacdo inibida (1h) 23,54 10 23,33
Desenvolvimento anormal de 16.32 112 2.25

embrido-larva (48h)

CEO observado na estabilidade lisossomal de hemdcitos através da aplicagcdo do
ensaio TRVCN foi de 5 pg/L, enquanto CENO foi de 0,5 pug/L (Tabela 2).
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Tabela 2 - Citotoxicidade de crack em hemacitos de mexilhdes Perna perna. Expressos

valores de CENO e CEO.
Resposta CENO CEO
(horas) Mg/l Mg/l

Estabilidade da membrana

. 0,5 5
lisossomal

Os nossos resultados mostraram efeitos adversos (citotoxicidade) na ordem de 5 pg/L
de crack ou 2,02 pg/L de cocaina (concentracgéo real), destacando o risco ecologico de cocaina
e seus subprodutos para ambientes marinhos. Binelli et al. (2012) observou-se um aumento
significativo no nimero 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 [14],
um Quociente de Risco (MEC / PNEC) superior a 1, denota risco e uma avaliacdo preliminar
poderia ser realizada empregando a concentragdo maxima de cocaina encontrada na Baia de
Santos (MEC) de 0,537 ug/L [7] e a concentracdo sem efeito previsto (PNEC = CENO / 10)
de 0,020 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 proporcdo MEC/ PNEC seria 26,58
denotando um risco elevado.

As pesquisas 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 dgua doce e marinhos [15]. 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 estacfes de tratamento de esgotos.

Concluséo

Nosso estudo demonstrou efeitos toxicos sobre diferentes estagios de vida do
mexilhdo P. perna, com énfase a citotoxicidade em concentracGes ambientais e forneceu
novas evidéncias sobre os riscos ecoldgicos da cocaina e seu subproduto, o crack, para 0s
ecossistemas marinhos. Futuros estudos avaliarem a bioacumulagéo e os efeitos deletérios do
composto estudado em maiores tempos de exposicdo (crénico), fator primordial para

avaliacdo de riscos ambientais de substancias bioativas.
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