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Efeitos adversos de crack/cocaina na fertilizacao do mexilhdo marinho Perna perna em
diferentes cenarios de acidificacdo oceanica
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Resumo: Em resposta a crescente carga atmosférica de CO, e ao aumento da captagdo
oceanica, os oceanos estdo passando por mudangas fisicas e biogeoquimicas: aquecimento da
superficie, oxigénio reduzido e uma reducao nos niveis de saturagcdo de carbonato de calcio e
pH. As mudangas no pH e na composicdo quimica da agua do mar podem modificar a
especiagdo dos contaminantes, devido a especia¢ao do elemento em grande parte dependente
dos parametros fisico-quimicos (salinidade, pH, potencial redox). A hipotese deste trabalho ¢
que a acidificagdo ocednica provocara maior toxicidade de substancias bioativas para
organismos marinhos devido aos efeitos combinados da droga ¢ baixo pH (de 8,0 a 6,5) na
reprodu¢ao do mexilhdo marinho Perna perna. A taxa de fertilizagdo foi conduzida para
avaliar os efeitos das concentra¢des de crack-cocaina (6,25; 12,5; 25; 50 ¢ 100 mg/L) e sua
associacdo com a variacdo dos valores de pH. CENO e CEO foram calculados a partir dos
resultados do ensaio de fertilizagdo, sendo 25 mg/L a concentra¢do de efeito ndo observado
nos pHs 7,5 e 6,5 ¢ 50 mg/L a concentracao de efeito observado. Nao foram observados
efeitos nas concentragdes de crack/cocaina quando expostos aos pHs 8,3; 8,0 ¢ 7,0. Nossos
resultados evidenciam que os gametas de P. perna sofrem efeitos mais contundentes quando
expostos a concentragdo de drogas ilicitas e reducdes de pH.
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Adverse effects of crack / cocaine in the fertilization of the sea mussel Perna perna in
different scenarios of ocean acidification

Abstract: In response to the increasing atmospheric load of CO; and increasing marine
uptake, oceans are undergoing physical and biogeochemical changes: surface and deep water
warming, reduced underground oxygen, and a reduction in calcium carbonate saturation and
pH levels. Changes in pH and seawater chemistry caused by increased CO, may modify the
speciation of compounds due to largely dependent on physicochemical parameters (salinity,
pH, redox potential). The hypothesis of this work is that oceanic acidification will cause
greater toxicity of illicit drugs to non-target marine organisms due to the combined effects of
crack-cocaine and low pH (from 8.0 to 6.5) on the reproduction of Perna perna marine
mussel. The fertilization rate was conducted to evaluate the effects of crack cocaine
concentrations (6.25; 12.5; 25; 50 and 100 mg / L) and their association with the variation of
pH values. NOEC and LOEC were calculated from the results of the fertilization rate assay,
with 25 mg/L of non-observed effect concentration at pH 7.5 and 6.5 and 50 mg/L of low
observed effect concentration. No effects on crack-cocaine concentrations were observed
when exposed to pH 8.3; 8.0 and 7.0. Our results show that P. perna gametes react to
acidification when exposed to crack and cocaine concentration and pH reductions.
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Introducio

O consumo de drogas ilicitas, como maconha, cocaina, anfetamina, entre outros, vem
aumentando em decorrer dos anos e tem o seu consumo comparado ao das drogas
terapéuticas, criadas para serem persistentes, ou seja, demoram para se degradarem no
ambiente [1-2]. Como os medicamentos em geral, as drogas ilicitas persistem na urina dos
seus consumidores, sendo lancadas nas redes de esgotos [3]. Com isso, estudos recentes
revelaram a presenca de cocaina e seus derivados em altas concentragdes na costa brasileira
(Santos-SP) [4].

Os medicamentos em geral tém uma caracteristica especifica em relagdo aos seus
valores de pKa (logaritmo negativo da constante de ionizag¢ao). Quando o farmaco tem um pH
semelhante ao pKa, ele ¢ encontrado em 50% na sua forma i6nica e 50% na forma molecular.
A cocaina ¢ uma droga basica, quando combinada com bicarbonato de so6dio se converte na
sua forma ionica (crack-cocaina), um composto alcaloide, com a caracteristica incomum de
ser altamente hidrofilica ou lipofilica [5], em outras palavras, o pH do meio influencia a forma
como um composto vai ser absorvido pelo organismo.

Nos tltimos anos, houve um aumento significativo na emissao de CO,, originado de
acdes antropicas, como a queima de combustiveis fosseis, e de forma natural, como erupgdes
vulcanicas. No meio aquatico, o CO, passa por transformacdes quimicas dando origem ao
acido carbonico (H,COs3), que rapidamente se dissocia produzindo ions bicarbonato (HCOs') e
H' [6]. Desta forma, o gis carbonico e sua subsequente dissociacdo, contribui para a
acidificagdo dos oceanos, devido ao aumento em ions H'. Atualmente, o pH médio da agua do
mar ¢ de 8,1, esse numero ja ¢ 0,1 unidades de pH menor desde 1750 [7-8].

A acidificacdo dos oceanos pode causar diversos efeitos nos organismos marinhos,
como estresse fisiologico, alteragdes nas taxas de calcificagdo, reproducdo e crescimento,
principalmente em corais € moluscos [9-10]. A calcificagdo dos organismos se da através da
absor¢ao de carbonato de célcio (CaCOs3), originado da reacao quimica da dissolu¢ao do CO,
em ambiente marinho.

Baseando-se nas afirmagdes acima, a hipdtese deste trabalho ¢ que a acidificacdo
oceanica altera a toxicidade da droga ilicita crack/cocaina e causa efeitos mais severos no

sucesso reprodutivo do molusco bivalve P. perna.

Objetivos
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O presente estudo tem como objetivo avaliar as concentragdes de crack/cocaina que
podem causar efeito na taxa de fertilizacdo de mexilhdes Perna perna e se alteragdes de pH

aumentam a toxicidade dessa droga ilicita.

Material e Métodos

O sistema de injecao de CO, Apex Fusion € um equipamento que simula o processo de
acidificagdo oceanica controlando o pH de cada camara teste. Por meio de eletrodos (escala
NBS) conectados a um computador, valvulas solenoides sao acionadas quando o pH aumenta
0,01 unidade acima do pH predeterminado, liberando CO,, e as mesmas sdo fechadas assim
que o pH alvo ¢ atingido.

A partir desse sistema foram acidificadas a solucdo estoque de crack/cocaina (100
mg/L) e a dgua reconstituida (salinidade 35) em béqueres de 1L, para cada valor de pH (8,0;
7,5; 7,0 e 6,5). A agua reconstituida é preparada em laboratdrio a partir de agua destilada
misturada com sal marinho sintético (Sea Red®) e depois filtrada em malha de 0,45pum. Além
dos valores de pH citados acima, foi empregado um pH controle (pH 8.3), onde a agua
reconstituida sem nenhuma adi¢cao de CO, foi utilizada para a preparagdo das diluicdes.

O ensaio de fertilizagdo, seguiu o protocolo ASTM 1992 [11] adaptado por Zaroni et
al. [12]. Espécimes adultos de P. perna foram induzidos a liberagdo dos gametas.
Posteriormente machos e fémeas foram colocados em placas de Petri e seus gametas coletados
separadamente com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Os espermatozoides foram expostos
nas diferentes concentragdes de crack/cocaina (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/L) por 60 minutos.
Depois desse periodo, uma suspensdo contendo aproximadamente 2000 6vulos foi adicionada
aos tubos de ensaio. Apos 40 minutos de adicionado os Ovulos, o teste ¢ encerrado
acrescentando 0,5mL de formaldeido (pH 7,0) em cada réplica. Os primeiros 100 ovos de
cada réplica foram analisados e a fertilizacdo foi identificada pela observa¢dao da ocorréncia
da membrana de fertilizagdo ou das primeiras divisoes celulares. O teste ¢ considerado aceito

quando ha pelo menos 80% de fertilizacao no controle.

Resultados

Os resultados obtidos no ensaio da taxa de fertilizagdo do mexilhdo P. perna sdo
apresentados na figura 1. Foi demonstrado que nos valores de pH 8,3; 8.0 ¢ 7,0, as
concentragdes de crack/cocaina ndo apresentaram diferenga significativa em relacdo ao grupo

controle. Ja nos pHs 7,5 e 6,5, as concentragdes mais altas de crack/cocaina (50 e 100 mg/L)
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apresentaram uma diminui¢do significativa (p < 0,05) na taxa de fertilizacdo quando
comparados ao controle. Foi possivel detectar os valores da concentragcdo de efeito ndo-
observado (CENO) e da concentragdo de efeito observado (CEO) nos pHs 7,5 € 6,5. Sendo a

CENO encontrada na concentragao de 25 mg/L e a CEO nas concentragdes de 50 e 100 mg/L

de crack/cocaina em ambos os pHs.
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Figura 1. Taxa de fertilizagdo (%) do mexilhdo marinho P. perna exposto a diferentes concentragdes de

crack/cocaina em cenarios de acidificacdo. (*) diferenga significativa com o controle (p < 0,05).

Discussiao

A partir dos resultados dos controles, observa-se uma tendéncia de diminui¢do da taxa
de fertilizagdo a partir do pH 7,5. Barros et al. [13] demonstraram que a porcentagem de ovos
fertilizados de C. gigas foi substancialmente reduzida, quando o valor de pH diminui 0,7 em
relagdo ao valor original comparado aos outros tratamentos. Ja Parker et al. [14] mostraram
que em seu menor valor de pH testado, a taxa de fertilizacdo estava abaixo de 80%. Esses
achados podem apoiar a hipdtese proposta por Kurihara et al. [15] que a acidificagdo da agua
do mar afetaria o pH intracelular do esperma e alteraria a motilidade, fertilizagdo e o
desenvolvimento embrionario.

A toxicidade do crack também foi observada somente partir do pH 7,5 em gametas
expostos as concentracdes 50 e 100 mg/L, corroborando com Munari et al. [16], que
observaram larvas do bivalve Ruditapes philippinarum com sensibilidade aumentada a outra
substancia biotiva (diclofenaco) quando expostas a pH reduzido, apresentando anomalias e

diferencas significativas no desenvolvimento das conchas.

Conclusao
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Gametas de mexilhdo marinho sdo afetados pela redu¢cdo de pH e tem sensibilidade

aumentada a drogas como o crack em cendrios de acidifica¢do oceénica.
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