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RESUMO: Este ensaio foi realizado com o objetivo de determinar a concentragéo letal 50% (CL (1)
50-96h) do extrato aquoso de folhas secas da Terminalia catappa, uma planta com propriedades
antifiingicas, bactericida e parasiticida. Devido a utilizacdo crescente de fitoterapicos na aquicultura,
sua utilizacdo é uma opcao para o controle de enfermidades nos peixes. Os testes de toxicidade sdo
importantes antes de se recomendar qualquer tipo de tratamento, uma vez que alguns produtos
apresentam concentragdo terapéutica proxima da letal. Para a realizacdo do experimento, foram
utilizados 135 peixes da espécie guarus (Phalloceros caudimaculatus), expostos as concentracdes
crescentes de: 0,0; 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0; 300,0 mL de solucdo estoque por litro de dgua.
Os resultados foram calculados pelo método Trimmed Sperman Karber, demonstrando que a
concentracao letal 50% (CL (1) 50-96h) estimada, foi de 208,52 mL/L, apresentando limite inferior de
187,79 mL/L e superior de 231,54 mL/L. Observou-se alteragbes nos comportamentos dos
organismos teste em concentracdes acima de 250 mL/L e diminui¢do significativa dos niveis de
oxigénio dissolvido e do pH. Concentragfes abaixo de 250 mL/L a taxa de mortalidade é proxima a
zero, sendo assim, o0 extrato aquoso demonstrou baixa toxicidade.
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LETHAL CONCENTRATION LCso OF AQUEOUS EXTRACT OF LEAVES OF
TERMINALIA CATAPPA IN GUPPY, PHALLOCEROS CAUDIMACULATUS

ABSTRACT: This trial was conducted in order to determine the 50% lethal concentration (LC (1) 50-
96h) of the aqueous extract of dried leaves of Terminalia catappa, a plant with antifungal,
antibacterial and antiparasitic activity. Due to the increasing use of herbal medicines in aquaculture,
its use is an option for controlling diseases in fish. Toxicity tests are important before recommending
any treatment, since some products have therapeutic concentration close to lethal. To conduct the
study used 135 fish species Guarus (Phalloceros caudimaculatus), exposed to increasing
concentrations of: 0.0, 50.0, 100.0, 150.0, 200.0, 250.0, 300.0 mL of stock solution per liter of water.
The results were calculated by the method Trimmed Spearman Karbo, demonstrating that the 50%
lethal concentration (LC (I) 50-96h) estimated was 208.52 mL / L, with lower limit of 187.79 mL / L
and higher 231.54 mL / L. Observed changes in behavior of the test organisms at concentrations
above 250 mL / L decrease in the levels of dissolved oxygen and pH. Concentrations below 250 mL
/L result in mortality rate near zero, so the aqueous extract shown low toxicity.
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INTRODUCAO

As enfermidades que acometem
0S peixes em cativeiro causam reducao
da produtividade, pois provocam atraso
no crescimento dos animais e
mortalidade (Winkaler et al., 2005).
Amparado nisso, diversos produtores
utilizam inGmeras substancias quimicas
para 0 controle de enfermidades.
Porém, o uso indiscriminado de tais
substancias em pisciculturas resulta em
poluicdo ambiental, contaminacdo dos
peixes e de organismos nao alvos
envolvidos na cadeia alimentar agquatica
(Hatha et al., 2005). Assim € crescente
a necessidade de métodos alternativos
para evitar 0 mau uso de produtos
guimicos e o uso de fitoterapicos surge
como idéia adequada as necessidades
(Pinto et al, 2002). Tal fato é
comprovado pela evidéncia de que hoje,
cerca de 30% das drogas prescritas no
mundo s&o obtidas direta ou
indiretamente de plantas (Yunes et al.,
2001). Além disso, cerca de 50% das
drogas desenvolvidas entre 1981 e 2002
sdo derivadas de produtos naturais,
analogos, semi-sintéticos ou ainda
compostos sintéticos baseados em
produtos naturais (Koehn e Carter,
2005).

Dentre estas plantas, destaca-se
a Terminalia catappa, com propriedades
antioxidantes (Scalbert, 1991), anti-HIV
da transcriptase reversa (Scalbert,
1991), hepatoprotetora (Lin e Lin 2001)
e antiinflamatéria (Fan et al., 2004).
Para a piscicultura, o extrato aguoso
das folhas secas de Terminalia catappa,
mostrou-se eficaz no controle de
parasitos metazoarios e protozoarios
(Claudiano et al., 2009).

Para que a T. catappa, e outros
xenobidticos sejam utilizados com
finalidade terapéutica, € fundamental
avaliar a toxicidade, ja que alguns
produtos apresentam concentracao
terapéutica proxima da letal (Fajer Avila

Phalloceros caudimaculatus

et al. 2003). Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi de determinar a
concentracdo letal média do extrato
aquoso de folhas secas de Terminalia
catappa para o guaru (Phalloceros
caudimaculatus).

MATERIAL E METODOS

Material Biolégico

O material botanico e bioldgico foi
coletado na Universidade Estadual
Paulista, Campus de Jaboticabal, SP
onde foram conduzidos 0s experimentos
de toxidade aguda e de sensibilidade de
organismos-teste Os exemplares de
guarus (Phalloceros caudimaculatus),
utiizados nos experimentos, foram
provenientes de criacdo no mesmo
campus.

Para determinacdo da toxidade
aguda do extrato aquoso de T. catappa,
0s peixes foram aclimatados por dez
dias, de acordo com recomendacdes do
IBAMA (1987). A aclimatacdo foi
realizada em sala de bioensaio, em
caixa de agua de 250 L de agua, com
sistema de aeracdo continuo. Neste
periodo, os animais foram alimentados
com ragao comercial contendo 23% de
proteina, a cada 24 horas. As condicées
ambientais permaneceram dentro dos
valores recomendados para o bem estar
dos peixes (IBAMA, 1987).

Obtencéao e fracionamento do extrato
aquoso das folhas secas

Para obtencdo do extrato aquoso
de Terminalia Catappa, as folhas foram
secas a temperatura ambiente para
perda inicial da umidade, que foi
complementada em estufa a 50 °C até
obter-se o teor padrdao de umidade de
20%. As folhas entdo foram moidas em
moinho de gréo.

Foi preparada uma solugéo
estoque de Terminalia  catappa,
contendo 20 gramas de folhas secas e
moidas por litro de agua. A suspenséao
foi homogeneizada com auxilio de
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bastdo de vidro, permanecendo em
repouso por 24 horas. AplOs este
periodo, a suspensdo foi filtrada em
pano tipo perfex®, e a partir dessa
solugdo foram obtidas as solugdes
testes, em béqueres de vidro de um
litro. Em seguida foram preparados
volumes conhecidos do extrato aquoso
das folhas secas de T. catappa
completando-se o restante com agua
para o teste preliminar e o definitivo.
Concentracdo letal 50% (CL (I) 50-
96h)

Para o teste preliminar de
toxicidade aguda, foram utilizados 30
guarus (Phalloceros caudimaculatus),
com peso médio 80 + 50 gramas,
distribuidos aleatoriamente em seis
aquéarios (n= 5). Os animais foram
expostos as concentragbes crescentes:
0,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0; 300,0
ml/solucdo estoque por litro de agua.
Neste teste, foram determinados os
intervalos de  concentracdo  que
causaram zero e 100% de mortalidade,
e os intervalos obtidos foram utilizados
para a montagem dos testes definitivos
(IBAMA, 1987).

Na estimativa da concentracéo
letal 50% do extrato aquoso de folhas
secas de T. catappa, foram utilizados
105 animais, com peso médio de 0,60 +
0,40 g, distribuidos aleatoriamente em
21 aquérios, com capacidade para 30
litros de agua, cinco animais por
aquario, trés repeticdes por tratamento.
As concentracdes avaliadas foram: 0,0;
50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0; 300,0
mL de solucdo estoque por litro de
agua. Em todo os ensaios, foi mantida a
densidade maxima de um g/L de agua,
conforme a metodologia CETESB
(1999).

Durante o periodo de exposicao
(96h), os peixes foram mantidos sem
alimentacdo e em sistema estatico, sem
substituicdo e sifonagem de &gua.
Diariamente foram determinados a
temperatura da agua com termémetro
de bulbo (40 a 58 C°) a concentracao de

oxigénio dissolvido (OD) com oximetro
YSI-Mod.55 (4,6 a 1,06 mg L-1), o
potencial hidrogenionico (pH) com
peagametro Corning (8,3 a 6,3) e a
condutividade elétrica (CE) com
condutivimetro Corning (200 puS cm-1). .

Os valores permaneceram na
faixa recomendada pelo Ibama (1987) e
Usepa (2002). Durante o periodo de
exposicao, diariamente os peixes foram
clinicamente examinados quanto a
alteracoes de comportamento,
surgimento de lesdes externas e
mortalidade.
Analise Estatistica

Os valores da (CL (I) 50-96h)
foram calculados pelo método "trimmed
sperman Karber (Hamilton et al., 1977).

RESULTADOS

A equacéo linear, que representa
a relacdo concentracdo-resposta do
extrato aquoso das folhas secas da T.
catappa, esta apresentada na Figura 1.
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Figura 1 — Equacdo linear, valor de R e representacdo da relacdo concentracdo-
resposta na determinacio da concentraco letal 50% (CL (1) 50-96h) extrato aguoso
das folhas secas da T. catappa.

O valor estimado da CL50gen do
extrato aquoso de folhas de T. catappa
para guaru (Phalloceros
caudimaculatus) foi de 208,52 mLl/L,
apresentando limite inferior de 187,79
mL/L e superior de 231,54 mL/L. ApoOs
24 horas de exposi¢cao do produto, nas
concentracbes acima de 200 mL/L , os
animais apresentaram-se letargicos,
distribuidos na superficie da coluna de
agua e com aumento dos movimentos
operculares.

Apés 96 horas de exposigcado
foram observadas diferengcas no numero
de mortalidade em relacdo as
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concentracbes que o0s animais foram
expostos. Nas concentragbes 50,0 e
100,0 mL/L solucéo estoque ndo foram
observadas mortalidades,
diferentemente do que ocorreu na
concentragdo 300,0 mL/L solucao
estoque, onde verificou-se 100% de
mortalidade (Tabela 2).

Tabela 2 — Teste de sensibilidade aguda do extrato de 7. catappa em guarus
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Da analise das variaveis fisico-
guimicas da agua mensuradas na sala
de bioensaio, verificou-se diminui¢cao
significativa da concentracao de
oxigénio dissolvido e, em menor
proporcao, do pH, na medida em que se
aumenta a concentracdo do extrato da
folha (Tabela 3).

Tabela 3 — Varidveis dos parametros fisico-quimicos da dgua dos aguarios.

Cancentragies (ml/T) 0 50 100 130 20 20 30

Tempeum (25 28 0 22 2§ 225 227 229
Condfividede () 1707 186 189 206 28 2D 1%
Odpfriodschido(ml/l; 46 382 204 124 116 106 1

pH 83 748 729 713 66 G4 A3

DISCUSSAO

Os valores estimados para a
Clsowshy do extrato aquoso de folhas
secas de T. catappa foi de 208,52 ml/L
para guarus (Phalloceros
caudimaculatus), apresentaram baixa
toxicidade, uma vez que foram menores
do que de outros fitoterapicos de
importancia medicinal, também
considerados seguros como a carcuma,
Curcuma longa L., testado em
caramujos com valor estimado de ClLsg
igual a 319,82 pg/mL, (Silva Filho et al.,
2009) ou do extrato aquoso de folhas de
nim, Azacarachta indica, CLsggen de
2,74g.L* para O. niloticus (Winkaler et
al.,, 2005), para Labeo rohita, Catla

Phalloceros caudimaculatus

foram,
2,04 e

catla e Cirrhinus mrigala
respectivamente, de 2,36,
2,78mg.L* (Das et al., 2002).

N&o foram encontrados na
literatura valores para a CL 50% do
extrato aquoso das folhas secas da T.
catappa para  outras  espécies.
Entretanto, estudos toxicolégicos do
principio ativo, o tanino, mostraram que
seu extrato bruto etandlico em coelhos,
ratos e cobaias, apresentam baixa
toxicidade, de acordo com as normas
para produtos vegetais, observando-se,
ainda, em testes de campo, sua
degradacdo a partir da quarta semana
(Silva et al., 2003) .

A taxa de mortalidade observada
com o aumento das concentracdes do
extrato aquoso das folhas secas de T.
catappa, pode ser explicada pela
diminuicao significativa da
concentragdo de oxigénio dissolvido e,
em menor proporcdo, do pH. A
diminuicdo da concentracdo de oxigénio
dissolvido e as consequentes alteracfes
comportamentais dos animais
submetidos a exposicdo ao extrato
acima de 200 mL/L, podem ser
atribuidas a degradacdo da matéria
organica originaria da planta, que
demanda a utilizacdo de oxigénio
dissolvido (Derisio, 2000; Macedo,
2000). Além disso, o acido tanico pode
atuar na hidrolise da glicose, com
consequente aumento do metabolismo
dos animais expostos, aumentando o
consumo do oxigénio, como observado
por Adachi et al. (1987) em ratos, ou,
pode ser decorrente do excesso de
extrato na dgua que se acumularia nas
branquias, dificultando a respiracao.

Apds 96 horas de exposicdo ao
extrato aquoso das folhas secas da T.
catappa, foi observado, que em
concentragbes abaixo de 250 mL/L a
taxa de mortalidade € proxima a zero.
Assim, o0 extrato aquoso apresentou
baixa toxicidade para guarus.
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CONCLUSAO

Este trabalho constatou que a
concentracdo letal 50% (CL (I) 50-96h)
do extrato aquoso das folhas secas da
T. catappa para o0 peixe da espécie
guaru (Phalloceros caudimaculatus) foi
de 208,52 mL/L, apresentando limite
inferior de 187,79 mL/L e limite superior
de 231,54 mL/L.

Apbés 96 horas de exposicdo ao
extrato aquoso das folhas secas de T.
catappa, foi observado que em
concentracbes abaixo de 250 mL/L a
taxa de mortalidade € proxima a zero,
apresentando baixa toxicidade para
guarus.
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