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Resumo

A fitoterapia vem sendo utilizada em criagdo de peixes a fim de promover estabilidade no ambiente
de cultivo e na profilaxia de doengas, contribuindo para a melhoria do bem-estar animal. Dentre os
fitoterdpicos, Erythrina crista-galli tem efeito sedativo e atividade antioxidante e antimicrobiana,
além de funcionar como calmante natural. Na auséncia de formulagdes para uso em peixes cultivados,
surgem protocolos terapéuticos repletos de incertezas quanto a sua eficacia, ao impacto ambiental e
ao perfil hematoldgico dos peixes. No ensaio de tolerancia aguda da Erythrina crista-galli, foram
utilizados exemplares de Carassius auratus, expostos as concentragdes de controle (zero), 50, 100
e 200 mgL!, com trés repetigdes, por 96 horas. Foi observada a sobrevivéncia de 100% em todos os
tratamentos. Estes resultados revelam que o extrato de Erythrina crista-galli ndo apresenta toxicidade
para peixes. O balanco eletrolitico plasmatico ndo apresentou mudangas. A utilizagdo de até¢ 100
mgL! ndo promoveu mudangas na trocas gasosas. O pH e a concentragdo de bicarbonato e glicose
foram crescentes até a concentragdo de 100 mgL'. Conclui-se que a utilizagdo de Erythrina crista-
galli para exposi¢ao aguda de Carassius auratus ndo promove mortalidade, mas provoca alteragoes
indesejaveis nos parametros fisiologicos sanguineos quando utilizadas doses acima de 100 mgL-'.

Palavras-chave: fitoterapicos, aquarios, toxicidade

Abstract

Phytotherapy has been used in fish breeding to promote stability in the cultivation environment and in
the proflatic management reflecting on animal heath. Erythrina crista-galli has a sedative effect and
antioxidant and antimicrobial activity, besides functioning as a natural tranquilizer. In the absence of
formulations for use in cultivated fish, therapeutic protocols emerge without studies that reveal their
characteristics and actions in the animal organism. Therefore, this study evaluated the effects of acute
exposure of Carassius auratus to Erythrina crista-galli extract evaluating the physiological blood
parameters. In the acute tolerance assay of Erythrina crista-galli, specimens of Carassius auratus
were used, exposed to control concentrations (zero), 50, 100 and 200 mg L-!, with three replications,
for 96 hours. Survival of 100% was observed in all treatments. These results reveal that the extract of
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Erythrina crista-galli does not present toxicity to this species of fish. The plasmatic electrolytic balance
showed no changes. The use of up to 100 mg L' did not promote changes in gaseous exchanges. The
pH and the concentration of bicarbonate and glucose were increasing until the concentration of 100
mg L. It is concluded that the use of Erythrina crista-galli for acute exposure of Carassius auratus
does not promote mortality, but causes undesirable alterations in blood physiological parameters
when doses above 100 mg L' are used.
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Introduciao

Préticas realizadas na aquicultura frequentemente expdem os peixes a intempéries que alteram sua
homeostasia'’). Alguns estimulos promovem mudangas comportamentais e fisiologicas que resultam
em diminui¢ao do desenvolvimento e em aumento da mortalidade®. Isso nédo se diferencia no manejo
e na manutencao das espécies de peixes ornamentais. Dentre os peixes de maior popularidade na
aquariofilia, encontra-se o género Carassius, pela docilidade e pela rusticidade diante das condig¢des
de confinamento em aquarios®.

Com a finalidade de diminuir os efeitos do estresse, tem-se utilizado fitoterapicos, que, por sua vez,
tém demonstrado eficicia para contornar eventuais transtornos nas praticas de manejo aplicadas
no cotidiano da criagdo de peixes®. A fitoterapia vem sendo utilizada em criagdo de peixes a fim
de promover estabilidade no ambiente de cultivo e na profilaxia de doengas, contribuindo para a
melhoria do bem-estar animal®.

Emum pais biologicamente tao rico, pesquisas com plantas medicinais deveriam ser mais incentivadas,
visto que ha grande tendéncia mundial de aumento na utilizagdo de fitoterapicos®®. Esses produtos
apresentam menor nimero de efeitos colaterais que os medicamentos sintéticos, o que nem sempre €
confirmado pelas pesquisas”. Algumas plantas apresentam a capacidade de atuar no comportamento,
no humor, no pensamento e nas sensagoes, € o entendimento de seus mecanismos de agdo, seguranga
e eficacia constitui um desafio para os pesquisadores®?. Dentre as plantas medicinais com efeitos
no sistema nervoso central, destacam-se as do género Erythrina, as quais sdo utilizadas como
tranquilizantes®.

A Erythrina crista-galli ¢ conhecida no Brasil como “Corticeira”. Em estudos farmacologicos, vem
demonstrado atividades antinociceptiva, ansiolitica/sedativa, relaxante muscular e antibacteriana de
extratos de Erythrina velutina'®'V. No entanto, estudos toxicologicos que comprovem a seguranga de
seu uso, apesar de muito importantes®, ainda s30 muito escassos.

Portanto, este trabalho avaliou os efeitos da exposicdo aguda do Carassius auratus ao extrato de
Erythrina crista-galli avaliando os parametros fisioldgicos sanguineos.
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Material e métodos

As folhas de Erythrina crista-galli foram coletadas no municipio de Dourados, estado de Mato Grosso
do Sul, Brasil, durante a estacdo de estiagem. A identidade botanica da planta foi confirmada através
da comparagdo a um espécime que se encontra depositado no Herbario da Universidade Federal da
Grande Dourados/UFGD, sob o registro 4879.

A secagem das folhas (Figura 1) foi realizada ao ar a temperatura ambiente, trituradas em moinho de
faca e submetidas a extracdo por maceracdo com metanol, exaustivamente e posteriormente filtradas
e concentradas em rotaevaporador sob pressdo reduzida, para a obtengdo do extrato metandlico. O
infuso assim obtido foi filtrado sob vacuo, liofilizado (Freezone 4.5, Labconco) e estocado a 5 °C para
uso posterior.
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Figura 1. Folhas e arvore de Erythrina crista-galli.

Foram utilizados exemplares de Carassius auratus, com peso de 5,53 + 1,04 g, aclimatados ao
ambiente durante 15 dias. Nesse periodo, os peixes foram mantidos em caixa de 500 L, com aeracao

constante, foram alimentados até a saciedade, duas vezes ao dia, com ragao comercial extrusada (32%
PB).

No ensaio de tolerancia aguda da Erythrina crista-galli, os peixes foram submetidos a quatro
tratamentos compostos por concentra¢des de controle (zero), 50, 100 ¢ 200 mgL!, com trés repetigdes.
Os testes foram conduzidos em unidades experimentais de 20L de agua, contendo cinco peixes, com
total de 15 peixes por concentragdo, em sistema estatico, com sifonagem e posterior exposicao da
agua contendo as respectivas concentracdes dos extratos. O periodo de exposi¢ao dos peixes foi de
96 horas, com fotoperiodo de 12 horas de luz.

Para a realizagao dos testes de toxicidade aguda, a alimentacao foi suspensa 24 horas antes do inicio
do experimento, e a relagdo massa-volume foi mantida préximo de 1g/L, em conformidade com

as recomendagdes das normas de ensaio de toxicidade aguda com peixes, contidas na Associacao
Brasileira de Normas Técnicas — ABNT NBR 15088:2011¢2,

Os dejetos foram sifonados e a agua reposta com a mesma concentragdo. Diariamente, foram
mensurados atemperaturada agua (°C), o oxigénio dissolvido (mgL") e o pH. As variaveis liminologicas
mensuradas mantiveram-se estdveis durante o periodo experimental. O ensaio foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais do Centro Universitirio da Grande Dourados/CEUA,
protocolo: 003/14.
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A tolerancia dos peixes foi aferida pela sobrevivéncia as concentragdes testadas a cada hora
durante as seis primeiras horas do ensaio, posteriormente com intervalos de seis horas até 24 horas
de exposi¢do, e diariamente até 96h. Apds o periodo de exposicdo a Erythrina crista-galli, todos
os peixes de cada aquério foram rapidamente contados e capturados para coleta de sangue, com
seringa de trés mL heparinizada pela veia caudal, e coleta das branquias. O sangue foi analisado em
aparelho de hemogasometria (Cobas HB121 — Roche Diagnostica Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Foram mensurados os ions Sédio (Na*), Potassio (K*), Cloreto (Cl") e Calcio (Ca*"). Foram também
determinados pardmetros respiratorios no sangue de pH, H", concentragdo de bicarbonato (HCO ),
pressao parcial de oxigénio (PaOz2) e pressdo parcial de dioxido de carbono (PaCO:z).

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro concentragdes e trés repeti¢des. As
analises de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Resultados e discussao

Os indices médios para oxigénio dissolvido foram de 5,70 + 0,2 mgL!, para temperatura média de
26,27 = 1,20 ° C, de pH de 7,95 £+ 0,03. As pequenas variagdes encontradas nos valores de pH e
oxigénio dissolvido da dgua ocorreram dentro de amplitudes consideradas 6timas para a criagdo da
maioria das espécies de peixes'®. Observou-se sobrevivéncia de 100% em todos os tratamentos no
periodo de estudo (96h).

As concentragdes gasosas (PaO: e PaCO2) ndo apresentaram mudangas até a utilizagdo de 100 mg L
de Erythrina crista-galli. A utilizagdo de 200 mg L' de Erythrina crista-galli promoveu aumento
na PaO: e na PaCOs.. A utilizacao de fitoterapicos dissolvidos na agua pode causar reagdes adversas
secundarias, tais como acidose e estresse osmotico, devido a parada respiratoria e a insuficiente troca
gasosa ¢ i0nica entre o sangue e a agua''¥. Segundo Keen & Gamperl'?, as variagdes PaO: e PaCO:
podem ser compensadas por alteragdes cardiacas, promovendo hiperventilagao das branquias.

Nao foram observadas diferengas nas concentragdes de sddio e célcio e hidrogénio plasmatico (Tabela
1). A concentracao de potassio sanguineo dos peixes em exposi¢ao aguda apresentou diminuigdo em
relagdo ao controle, quadro tipico de hipotassemia. O sangue de peixes tem salinidade proxima a
9%, sendo que 77% dos sais no sangue sdao sodio (Na*) e cloreto (Cl"), o que permite a regulacao
com o ambiente aquatico. Aumento da osmolaridade no plasma (Na*, CI", K" e Mg") foi reportado
para a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), submetida a salinidade por Al-Jandal e Wilson'®. A
diminui¢do dos niveis séricos de potassio esta associada principalmente a perda de dgua para o meio
externo'” ou as mudangas de pH sanguineos!®.

As concentragdes de sddio, cloreto e calcio plasmatico mantiveram-se constantes (Tabela 1), o que
indica que os procedimentos experimentais aparentemente ndo tiveram intensidade nem duracdo
suficientes para induzir alteracdes no balango eletrolitico nesta espécie de peixe. O equilibrio de
sais no plasma pode ser alterado em resposta as mudancas da quantidade de dgua no sangue que
passa pelas branquias, alterando, também, as trocas de ions entre os meios interno e externo'?. O
estresse de manejo provoca alteracdes nos niveis de sddio, cloreto, calcio e potdssio de truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss®?.

Alteracdes nesse balanco de ions podem ser decorrentes dos efeitos de poluentes nos 6rgaos diretamente
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envolvidos na osmorregulagdo, no sistema endocrino, no metabolismo ou nos processos de transporte
ativo. Assim, os niveis idnicos no sangue, determinados pela osmolaridade ou por concentragdes
i0nicas especificas, sdo biomarcadores sensiveis de exposicao de peixes a agentes quimicos e seus
efeitos®!

Tabela 1. Parametros sanguineos de Carassius auratus apos exposi¢do aguda a Eritrina crista-
galli

::;;':::;:s Controle 50 mg L 100 mg L 200 mg L
P20, 63,55= 10,54b  69.20%3.1b  41,80=424c 80,05 431a
PacO; 7.25+0.07b 820+0,16b  845+007b 10,85+ 1,062
Eletrolitos

Na- ISL0S:11,10  148,50£5,30  149,70£5.80  150,857,57
K 7,20+1,55° 320+1,12¢ 5,60+1,83b 4.88+1.89b
iCa* 0,17£0,01 0,19£0,02 0,220,01 0,200.01
H* 43,00£11,31 37305662  42,05:16,62  40.45:13,93

PaO; Pressio de oxigénio, PaCO, Pressio de didxido de carbono, Na - sddio, K - potassio, ICa - ion calcio, H+
- eletrolitos. Letras distintas reportam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Figura 2. (a) pH e (b) HxCOs(c) glicose sanguineos de Carassius auratus apés exposi¢io aguda
a Ervthrina crista-galli. Letras distintas reportam diferenca estatistica pelo teste de Tukey
(P>0,05).
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O pH sanguineo aumentou até a concentragao de 100 mgL' (Figura 2A). A utilizagao de concentra¢des
crescentes de Erythrina crista-galli induziu ao aumento de bicarbonato plasmatico (Figura 2B). O
estudo da varidvel bicarbonato plasmatico (HCOs") permite avaliar a resposta do organismo diante
de variagdes do pH no sangue. Segundo Luna®, o bicarbonato ¢ responsavel por mais de 50%
da capacidade-tampdo extracelular. A concentragdo de bicarbonato plasmatico estd diretamente
relacionada a elevagdo na PaCO: (Tabela 1), pois 0 mecanismo compensatdrio eleva as taxas de
bicarbonato a fim de neutralizar o excesso de CO: presente no sangue®?,

O nivel de glicose plasmatica apresentou aumento em relagdo ao grupo controle. A glicose ¢ um
dos indicadores mais utilizados na avaliagdo do estresse em peixes como resposta secundaria. Sua
elevagdo deve-se a presenca de algum fator estressante para suprir a maior demanda energética,
caracteristica de situacdes desfavoraveis .

Segundo Zahl, Samuelsen & Kiessling!'¥, o uso de alguns fitoterapicos pode ter efeitos secundarios
indesejados que reduzem o bem-estar dos peixes, promovendo alteragdes na homeostasia. Segundo
Inoue et al.??, a transferéncia dos peixes de local provoca estimulos adversos suficientes para iniciar
as respostas metabolicas ao estresse, resultando em aumento da glicose do plasma. Inoue et al.?¥
afirmam que os aumentos sao interpretados de forma que o cérebro detecte um ou mais estimulos
adversos. Dois eixos metabolicos sdo ativados: CPI (cérebro-pituitaria-inter-renais) e CSC (cérebro,
células simpaticas de cromafins). No entanto, neste trabalho, o grupo controle que também passou
pelo mesmo manejo ndo apresentou elevacao da glicose plasmatica, podendo assim ser atribuida essa
resposta a presenca de Erythrina crista-galli.

Conclusao

A utilizagdo de Erythrina crista-galli para exposicao aguda de Carassius auratus ndo acarreta
letalidade, mas promove alteragdes indesejaveis nos pardmetros fisioldgicos sanguineos. Portanto,
sua a¢do ansiolitica ndo traz beneficios para o manejo desta espécie de peixe.
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