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RESUMO 

 

 

CUNHA, L. C. Estudo fitoquímico biomonitorado de Amorimia rigida 
(Malpighiaceae): 1. Purificação e caracterização do monofluoroacetato de sódio. 2. 
Avaliação bioquímica dos efeitos tóxicos em ratos. [Bioassay-guided phytochemical 
study of Amorimia rigida (Malpighiaceae): 1. Purification and characterization of 
sodium monofluoroacetate. 2. Biochemical analysis of the toxic effects in rats]. 2012. 
95 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012.  
 

 

A ocorrência de monofluoroacetato de sódio (MFA-Na) em plantas foi registrada, 

pela primeira vez, em Dichapetalum cymosum. Posteriormente, esta substância 

tóxica foi encontrada em outras espécies de plantas, como Palicourea marcgravii, 

causadora de “morte súbita”. Amorimia rigida, que é bastante conhecida e frequente 

no Nordeste do Brasil, está entre as plantas tóxicas, que também causam “morte 

súbita” em bovinos, com quadro clínico semelhante ao decorrente da ingestão de 

plantas que contém fluoroacetato de sódio e ao apresentado por animais intoxicados 

experimentalmente com este tóxico. À  A. rigida são imputadas significativas perdas 

econômicas, motivo pelo qual o objetivo do presente estudo foi identificar a 

substância tóxica nela presente e também estabelecer bioindicadores de efeito, 

quando da intoxicação por esta planta. No estudo por cromatografia em camada 

delgada de celulose - tendo como fase móvel solução de etanol/hidróxido de 

amônio/piridina/água (95:3:1:1, v/v/v/v) e como agente derivatizante o azul do Nilo - 

do extrato aquoso obtido da planta seca e moída, foi detectada a presença de MFA-

Na. O fracionamento do extrato hidroalcoólico de A. rigida em coluna XAD-2 

forneceu 4 frações: H2O 100% (F1), H2O:MeOH 80/20 (F2), H2O:MeOH 40/60 (F3) e 

MeOH 100% (F4) das quais, como indicado pelo  monitoramento por CCDC, apenas 

a fração F1 continha o MFA-Na. Essa fração foi submetida à cromatografia em 

camada delgada preparativa, para isolamento do princípio ativo o qual, em estudo 

por espectrometria de infravermelho e em comparação com padrão de MFA-Na, 

comprovou a presença de mistura de mono, di e trifluoroacetato nas folhas desta 

planta. No estudo bioquímico, animais intoxicados com o padrão de MFA-Na e com 

o extrato de A. rigida apresentaram alterações nos níveis séricos de cálcio e citrato, 



sendo estas moléculas consideradas bioindicadoras de efeito a exposição ao MFA-

Na. 

Palavras-chave: Planta tóxica. Composto 1080. Mascagnia rigida. Cromatografia. 

Espectroscopia de infravermelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

CUNHA, L. C. Bioassay-guided phytochemical study of Amorimia rigida 
(Malpighiaceae): 1. Purification and characterization of sodium monofluoroacetate. 
2. Biochemical analysis of the toxic effects in rats. [Estudo fitoquímico biomonitorado 
de Amorimia rigida (Malpighiaceae): 1. Purificação e caracterização do 
monofluoroacetato de sódio 2. Avaliação bioquímica dos efeitos tóxicos em ratos]. 
2012. 95 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012.  
 

 

The first occurrence of sodium monofluoroacetate in plants was reported in 

Dichapetalum cymosum. Further, this toxic substance was found in other plant 

species, as Palicourea marcgravii, which causes "sudden death". Amorimia rigida, 

which is well known and frequent in northeastern Brazil, it is among the poisonous 

plants that have identical lethal effects in cattle to that caused by the ingestion of 

plants containing sodium fluoroacetate. These intoxication signs are the same that 

one’s presented by experimentally poisoned animals with this toxic. Significant 

economic losses can be imputed to A. rigida, therefore our aim was to identify its 

toxic compound and also to establish its biomarkers of effect. The study by cellulose 

thin layer chromatography – using as mobile phase solution of ethanol /ammonium 

hydroxide/pyridine/water (95:3:1:1, v/v/v/v) and Nile blue as the derivatizing agent - of 

the aqueous extract of milled dried plant showed the presence of MFA-Na. The 

fractionation of the hydroalcoholic extract of A. rigida by XAD-2 column 

chromatography gave four fractions: 100% H2O (F1), H2O: MeOH 80/20 (F2) H2O: 

MeOH 40/60 (F3) and 100% MeOH (F4); only F1 fraction contained MFA-Na, 

according to CCDC monitoring. This fraction was subjected to preparative thin layer 

chromatography, in order to isolate the toxic principle which, in a study by infrared 

spectroscopy and by comparison with standard MFA-Na, confirmed being a mixture 

of mono-, di and trifluoroacetate. In the biochemical study, animals intoxicated by 

MFA-Na and by A. rigida extract showed serum calcium/citrate imbalances; such 

alterations may be considered biomarkers of MFA-Na exposure effect.  

 



Key words: Toxic plant. Sodium monofluoroacetate. Mascagnia rigida, 

chromatography. Infrared spectroscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 SOBRE AS PLANTAS TÓXICAS 

 

 

 Segundo Steyn (1934), em seu livro intitulado “The toxicology of plants in 

South africa together with a consideration of poisonous foodstuffs and fungi”, 

denominam-se plantas tóxicas todo o vegetal que, introduzido no organismo dos 

homens ou de animais domésticos, em condições naturais, é capaz de causar danos 

que se refletem na saúde e vitalidade desses seres. Estes vegetais ocasionam um 

desequilíbrio que se traduz no paciente como sintomas de intoxicação. 

 Vários são os países, principalmente aqueles grandes produtores e 

exportadores de alimentos, como Estados Unidos, Austrália, Nova Zelândia, 

Argentina e Brasil, nos quais as plantas tóxicas comprometem significantemente a 

criação animal, podendo produzir grandes perdas econômicas. Estes prejuízos 

podem advir tanto devido a perdas diretas, como morte, alterações reprodutivas 

(como abortos e teratogênese), queda no ganho de peso e de produção, entre 

outros efeitos. As perdas econômicas podem ocorrer também de maneira indireta, e 

estas incluem, entre outras, os custos de controlar as plantas tóxicas nas pastagens, 

as medidas de manejo para evitar as intoxicações como a utilização de cercas e 

pastoreio alternativo, a redução do valor da forragem devido ao atraso na sua 

utilização, a redução do valor da terra, a compra de bovinos que substituam os 

animais mortos, os gastos associados ao diagnóstico das intoxicações e o 

tratamento dos animais afetados (JAMES, 1994). 

 A descrição sobre o problema de plantas tóxicas no nosso país data dos 

primórdios da colonização, sendo descritos inúmeros casos de mortalidade dos 

animais já na introdução das primeiras cabeças de gado. Neste sentido, o senhor de 

engenho Gabriel Soares de Souza, em 1587, no seu “Tratado descritivo do Brasil”, já 

afirmava que o Brasil possuía grandes fontes de recursos na sua rica flora, fauna e 

solo, mas também que o gado morria em consequência à ingestão de ervas 

(HOEHNE, 1939). 

 As perdas econômicas causadas pelas intoxicações por plantas são 

complexas de ser estimadas porque não existem dados confiáveis sobre todos 
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esses componentes; no entanto, pode-se supor que a mortalidade por vegetais 

tóxicos em animais de produção no Brasil produza um impacto de milhões de 

dólares anuais. Neste sentido, sabe-se que a intoxicação por plantas está entre as 

três causas mais comuns de mortes de bovinos adultos no nosso país (RIET-

CORREA; MEDEIROS, 2001; RIET-CORREA et al., 2007). Deve-se ressaltar que na 

região Norte, as plantas tóxicas são a principal causa mortis desses animais, sendo 

responsáveis por mais óbitos, quando comparadas a raiva e ao botulismo 

(ROSSETTI; CORSI, 2009).  

No Brasil, as plantas denominadas como aquelas que causam “morte súbita” 

são consideradas as mais importantes no que diz respeito aos prejuízos econômicos 

(TOKARNIA et al., 2000). Neste sentido, Tokarnia et al. (1990) consideram que as 

plantas pertencentes a este grupo são responsáveis por, aproximadamente, 60% de 

todas as perdas causadas por plantas tóxicas no país. As plantas que compõem 

este grupo apresentam, como característica comum, produzir, no animal intoxicado, 

alterações que se traduzem, de maneira geral, por instabilidade, tremores 

musculares, relutância para realizar movimentos, dificuldade respiratória, 

taquicardia, normalmente se deita ou cai ao solo em decúbito lateral, movimentos de 

pedalagem, convulsão e morte (TOKARNIA et al., 2000). 

No mundo, já foram catalogadas cerca de 60 espécies de plantas causadoras 

de “morte súbita”, sendo que estas estão distribuídas principalmente nas regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas, como Austrália, África do Sul e América do Sul 

(TWIGG; KING, 1991; TWIGG et al., 1996a, b). 

No Brasil, até o momento foram identificadas 12 espécies de plantas que 

causam esta síndrome, a saber: Palicourea marcgravii (PACHECO; CARNEIRO, 

1932; DÖBEREINER; TOKARNIA, 1959), P. grandiflora (TOKARNIA et al., 1981), P. 

juruana (TOKARNIA; DÖBEREINER, 1982) e P. aeneofusca (TOKARNIA et al., 

1983) da família Rubiaceae; Arrabidaea japurensis (TOKARNIA e DÖBEREINER, 

1981), A. bilabiata (DÖBEREINER et al., 1983) e Pseudocalymma elegans (MELLO; 

FERNANDES, 1941; TOKARNIA et al., 1969) da família Bignoniaceae; Mascagnia 

rigida (TOKARNIA et al., 1961), M. aff. rigida (TOKARNIA et al., 1985), M. pubiflora 

(FERNANDES; MACRUZ, 1964), M. elegans (COUCEIRO et al., 1976) e Mascagnia 

sp (GAVA et al., 1997) da família Malpighiaceae.  

Alguns gêneros, por meio de estudos filogenéticos, foram divididos em outros, 

como é o caso do gênero Mascagnia, o qual foi dividido em Mascagnia e Amorimia. 
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Desta forma, seguindo-se a atual classificação, Mascagnia rigida (A. Juss.) Griseb é 

catalogada como Amorimia rigida (A. Juss.) W.R. Anderson (ANDERSON, 2006; 

DAVIS; ANDERSON, 2010). 

Dentre as plantas tóxicas que causam morte súbita no Brasil, a Palicourea 

marcgravii, é a planta tóxica mais importante, causando um número elevado de 

perdas de bovinos em quase todo o país; neste sentido, calcula-se que cerca de 

50% de morte de bovinos adultos no Brasil, seja decorrente da intoxicação por esta 

planta (GÓRNIAK; SPINOSA, 1990). Os principais motivos pelos quais é 

considerada a principal planta tóxica estão relacionados a três fatores: apresenta 

ampla distribuição geográfica (HELAYEL et al., 2011); já que esta planta é 

encontrada em todo o país, com exceção da Região Sul e do Estado de Mato 

Grosso do Sul. Além disto, possui alta toxicidade, portanto, uma pequena 

quantidade de planta já promove a intoxicação e a morte do animal. Ainda, deve-se 

considerar que a P.marcgravii apresenta alta palatabilidade para bovinos; deste 

modo, ao contrário do que ocorre com outras plantas tóxicas que, de maneira geral, 

apresentam baixa palatabilidade, os animais consomem a P.marcgravii mesmo 

quando há forrageira abundante disponível. (TOKARNIA et al., 2000). 

 A P. marcgravii, tem como princípio ativo tóxico o monofluoracetato de sódio 

(MFA-Na) – Oliveira (1963), o qual tem sido isolado de diversas plantas tóxicas em 

outras partes do mundo, como na África do Sul, onde foi detectado este mesmo 

princípio ativo na Dichapetalum cymosum (MARAIS, 1944) e na Austrália, onde 

estudos químicos também revelaram a presença desta substância nas plantas 

Acacia georginae, Oxylobium parviflarum e Gastrolobium grandiflorum (APLIN et al., 

1983). 

No nosso país, o MFA-Na foi detectado, além da P. marcgravii, também na 

Arrabidaea bilabiata (KREBS et al., 1994), a qual é encontrada abundantemente em 

muitas áreas da Bacia Amazônica, mas ocorre somente nas partes baixas que se 

inundam durante o período de “cheia”, isto é, nas margens do rio Amazonas 

(TOKARNIA et al., 2000). Por outro lado, embora todas as outras plantas 

pertencentes ao grupo daquelas que causam morte súbita promovam sintomatologia 

de intoxicação idêntica àquelas descritas para a P.marcgravii e a A.bilabiata, até o 

momento, inexistem estudos que comprovem ser ou não o MFA-Na o princípio ativo 

tóxico.  
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Dentre estas plantas que ainda não tem seu(s) princípios(s) ativo(s) tóxico(s) 

identificado(s), destaca-se a A.rigida. Esta planta desenvolve-se nos lugares mais 

frescos como um cipó ou arbusto escandente com folhas elípticas, opostas e flores 

pequenas amarelas. Fruto do tipo sâmara, com quatro asas membranosas (VON 

MARTIUS, 1858) - Figura 1. 

 

 

Figura 1 - Amorimia rigida (A. Jussieu in A. St.-Hilaire) W. R. Anderson 

 

Legenda -       A) ramo com flores e frutos imaturos; B) Pecíolo e estípula; C) 

Superfície abaxial da lâmina mostrando glândula; D) Botão de 

flor; E) Flor, vista lateral, pétala superior posterior; F) Pétala 

lateral, vista abaxial (acima) e vista adaxial (abaixo); G) 

Pétala posterior, vista adaxial; H) Estame, vista abaxial; I) 

Gineceu; J) Ápice, do gineceu; K) Sâmara, vista abaxial 

(acima) e vista adaxial (abaixo).Escala barras equilvalentes: 

A, 4 cm; B–D, 4 mm; E, 5.7 mm; F & G, 4 mm; H & I, 2 mm; J, 

0.7 mm; K, 2 cm. A–J, Anderson 13691 (MICH); K, Noblick 

3876 (MICH). Fonte: Novon: A Journal for Botanical 

Nomenclature, 16(2):168-204. 2006 
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Desde 1961, tem sido descritas intoxicações, responsabilizadas pelo 

consumo da A.rigida, em diferentes espécies animais, como bovinos, caprinos e 

suínos, tanto na região nordeste, como na sudeste do Brasil. Assim, esta planta, 

também conhecida vulgarmente como “tingui”, foi primeiramente descrita como 

causadora de intoxicações em diferentes municípios dos estados do Pará e Ceará 

(TOKARNIA et al., 1961) e, posteriormente, no norte do estado do Espírito Santo 

(TOKARNIA et al., 1985), nordeste de Minas Gerais (TOKARNIA et al., 2000), no Rio 

Grande do Norte (PACÍFICO da SILVA et al., 2008) e em várias regiões do estado 

da Paraíba (MEDEIROS et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2008a, b). 

Bovinos acometidos pela intoxicação por A. rigida apresentam alterações 

idênticas àquelas descritas para os animais intoxicados pela P.marcgravi, entretanto, 

ao contrário do que ocorre com esta última, os bovinos que não são obrigados a 

realizar movimentos podem vir a se recuperar. De fato, esta aparente 

dessemelhança na capacidade de recuperação dos animais, intoxicados por uma ou 

outra planta, deve-se às possíveis diferenças entre as concentrações de princípios 

ativos presentes nas plantas. 

 De fato, é amplamente conhecido que a concentração de metabólitos 

secundários nas diferentes espécies vegetais varia de acordo com vários fatores 

inerentes à própria planta (ALVES; PAVANI, 1991). Desta maneira, pode haver 

variações consideráveis de quantidade de um determinado princípio ativo, mesmo 

considerando-se um mesmo gênero, um exemplo é a Manihot esculenta, 

denominada vulgarmente de “mandioca brava” que apresenta elevados níveis de 

glicosídeo cianogênico, a linamarina o que pode levar à intoxicação e morte se não 

devidamente processada, enquanto que na Manihot utilíssima, conhecida como 

“mandioca mansa”, a concentração de cianeto é bem baixo, permitindo o uso como 

alimento, inclusive pelo ser humano (JONES, 1998). 

Em relação às lesões produzidas pela A.rigida os estudos de histopatologia 

revelam que o tecido renal apresenta frequentemente degeneração hidrópico-

vacuolar dos túbulos contornados distais o que também é relatado para a 

P.marcgravii (DÖBEREINER; TOKARNIA, 1959; TOKARNIA; DÖBEREINER, 1986), 

bem como para outras plantas que causam morte súbita (TOKARNIA et al., 1990). 
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1.2 SOBRE A TOXICIDADE DO MONOFLUORACETATO DE SÓDIO  

 

 

O MFA-Na, também chamado de fluoroacetato ou ácido fluoroacético, foi 

sintetizado pela primeira vez por Swarts, em Gent (Bélgica), no ano de 1896. 

Entretanto, somente na década de 1920, seu efeito nocivo a insetos foi identificado, 

quando foi patenteado como agente antitraça. Foi introduzido pela primeira vez nos 

Estados Unidos, na década de 1940, durante a II Guerra Mundial, com o intuito de 

proteger o exército contra o ataque de roedores, sendo amplamente utilizado como 

potente rodenticida no controle da população de vertebrados selvagens. Recebeu 

também a denominação de composto 1080 para representar seu número de série 

em laboratório (KALMBACH, 1945; TWIGG; KING, 1991). 

 O MFA-Na é uma substância hidrossolúvel, inodora e insípida, podendo ser 

adicionada a qualquer tipo de isca e, por isso, tem grande vantagem em relação aos 

outros rodenticidas (OSWEILER et al., 1985; MINNAAR et al., 2000). 

 Por ser uma substância de difícil detecção química, alta toxicidade para 

roedores, ser humano e outros mamíferos, o que proporcionaria ser a causa de 

várias intoxicações acidentais, aliado ao fato de inexistir tratamento eficiente para os 

casos dessas intoxicações, o MFA-Na passou a ter seu uso proibido em diversos 

países (HARRIS, 1975; COLLICCHIO, 2006). Naqueles com uso restrito, como nos 

Estados Unidos, Austrália e Nova Zelândia, essa substância está relacionada 

principalmente ao controle de predadores domésticos, tais como, coelhos, raposas, 

cães selvagens e gatos selvagens, pois esses animais causam perda na produção 

agrícola e danos ao meio ambiente por meio da remoção da vegetação nativa e/ou 

predando animais nativos (PALERMO-NETO; MORAES-MOREAU, 1995; O’HAGAN, 

2004; AUSTRÁLIA, 2008). Embora no nosso país seja proibida a produção, 

importação e comercialização dos ácidos fluoroacéticos, conforme decisão publicada 

na Portaria no 326, de novembro de 2005, do Ministério da Saúde (BRASIL, 2005) 

faz-se de forma ilegal, sendo vários os relatos de uso do MFA-Na principalmente 

como rodenticida (GÓRNIAK, 2008) 

O mecanismo de ação do MFA-Na já é bem conhecido; este composto é 

biotransformado em fluorocitrato no interior das mitocôndrias, bloqueando a ação da 

enzima aconitase, interrompendo, assim, o ciclo de Krebs e a produção de ATP, o 

que acarreta em acúmulo de citrato e de lactato e queda do pH sanguíneo no 
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organismo intoxicado (PETERS, 1963) - figura 2. Assim, esta interrupção, resulta em 

um acentuado efeito tóxico sobre o funcionamento do coração e do sistema nervoso 

central (SNC).  

A predominância de efeitos cardíacos ou neurológicos depende da espécie 

animal afetada; assim, em bovinos o coração é o órgão mais afetado (TOKARNIA et 

al., 2002), enquanto em cães o principal é o sistema nervoso central (GOH et al., 

2005). 

Adicionalmente há hipocalcemia, uma vez que o citrato, em concentrações 

elevadas no organismo, exerce um efeito quelante sobre o cálcio (OMARA, 

SISODIA, 1990; EASON, 2002; COLLICCHIO-ZUANAZE et al., 2006). Outras 

enzimas secundariamente afetadas são piruvato desidrogenase, piruvato quinase, 

succinato desidrogenase (MEHLMAN, 1967), fosfofrutoquinase (GODOY; CARMEN, 

1974) e citrato ATPase (ROKITA; WALSH, 1983). 

 

 

Figura 2 - Ciclo de Krebs e o bloqueio deste pelo fluorocitrato de sódio 
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As alterações histopatológicas dos animais intoxicados pelo MFA-Na não 

contribuem para o diagnóstico, sendo encontrada, a exemplo dos animais 

intoxicados por P. marcgravii e A. rigida, em alguns casos, a degeneração hidrópico-

vacuolar nas células dos túbulos distais contornados do rim (GÓRNIAK, 2008).  

Assim, levando-se em consideração que os animais intoxicados por A. rigida 

apresentam, basicamente, os mesmos sinais clínicos descritos em animais 

intoxicados por MFA-Na, bem como, já referido anteriormente, em animais 

intoxicados por plantas como a P.marcgravii e A.bilabiata, as quais sabidamente 

encerram tal princípio ativo tóxico em sua composição, e ainda apoiando-se nos 

dados obtidos em estudos anteriores, realizados em nosso laboratório, empregando-

se cromatografia em camada delgada (CCD), os quais revelaram resultados 

positivos quando o extrato bruto de A. rigida foi comparado com o padrão de MFA-

Na, foi objetivo principal do presente estudo confirmar a identidade do princípio 

tóxico de A. rigida por meio de técnicas de isolamento e caracterização química 

deste composto. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

· Realizar o estudo químico da Amorimia rigida (A. Jussieu in A. St.-Hilaire) W. 

R. Anderson, visando o isolamento e caracterização estrutural de seu 

princípio tóxico. 

· Avaliar os parâmetros bioquímicos de ratos intoxicados com o extrato aquoso 

de A. rigida e com o padrão de monofluoroacetato de sódio. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

· Avaliar a influência de diferentes tratamentos sobre a atividade dos extratos 

aquoso e hidroalcoólico de A. rigida; 

· Avaliar a estabilidade da substância ativa em diferentes extratos; 

· Selecionar a técnica cromatográfica adequada para o procedimento de pré-

purificação do extrato de A. rigida;  

· Realizar a pré-purificação do extrato de A. rigida; 

· Isolar o princípio tóxico de A. rigida, por meio de Cromatografia em Camada 

Delgada Preparativa. 

· Caracterizar a estrutura do princípio tóxico de A. rigida, por Espectroscopia de 

Infravermelho. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 LABORATÓRIOS ONDE SE DESENVOLVEU O ESTUDO 

 

 

 O presente trabalho foi desenvolvido nos seguintes laboratórios: Laboratório de 

Farmacologia e Toxicologia Aplicada, Campus de São Paulo e Centro de Pesquisa 

em Toxicologia Veterinária (CEPTOX) Campus de Pirassununga, ambos 

pertencentes ao Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo (FMVZ/USP); Laboratório de Química do 

Núcleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botânica de São Paulo (IBot) e 

Departamento de Ciências Exatas e da Terra, do Instituto de Ciências Ambientais, 

Químicas e Farmacêuticas da Universidade Federal de São Paulo, Campus de 

Diadema (UNIFESP).  

 

 

3.2 ANIMAIS  

 

 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com aproximadamente 60 dias de 

idade, pesando entre 270 a 320g, provenientes do Biotério do Departamento de 

Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ–USP). Os 

animais permaneceram durante todo o experimento em caixas plásticas medindo 30 

x 38 x 16 cm, forradas com maravalha esterilizada, as quais foram mantidas em sala 

com aeração, exaustão, temperatura (22°C ± 2°C) e umidade (45% - 65%) 

controladas, em um ciclo claro/escuro de 12 h; água e ração foram fornecidos ad 

libitum. Antes de cada experimento, os animais foram mantidos em jejum alimentar 

por 8 horas. Todos os procedimentos realizados neste estudo estão de acordo com 

os princípios éticos de experimentação animal da Comissão de Bioética da FMVZ-

USP e estão protocolados sob o nº 1427/2008. 
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3.3 MATERIAL VEGETAL 

 

 

 Folhas de A. rigida foram coletadas em Cabeceiras, Município do estado da 

Paraíba. Uma exsicata foi autenticada por Clarice Ricardo de Macedo Pessoa e 

depositada no Herbário do Centro de Saúde e Tecnologia Rural-CSTR da 

Universiade Federal de Campina Grande - Paraíba, sob o número (HCSTR – 1294). 

 

 

3.4 REAGENTES E EQUIPAMENTOS 

 

 

· Acetato de etila PA-ACS,ISO, Reag. Ph Eur (Merck®); 

· Acetona PA-ACS (Merck®); 

· Álcool etílico PA-ACS (Merck®); 

· Álcool metílico PA-ACS (Merck®); 

· Fluoroacetato de sódio (99,7% - Pestanal®); 

· Hidróxido de sódio PA (Merck®); 

· Azul do Nilo PA-ACS (Sigma-Aldrich®); 

· “Kits” comerciais para dosagem bioquímica: glicose, uréia, creatinina e 

cálcio (Bioclin®) e citrato (Abnova®); 

· Hidróxido de amônio PA-ACS (Synth®); 

· Piridina PA-ACS (Merck®); 

· Resina adsorvente Amberlite XAD-2 

· Trietanolamina PA-ACS (Merck®); 

· Aplicador automático (CAMAG® Linomat 5) 

· Autoanalisador Bioquímico (Celm® SBA-200); 

· Balões volumétricos, bastões de vidro (Pirex®) 

· Bomba de vácuo (Millipore®) 

· Centrífuga refrigerada (Sanyo-Harrier 18/80®) 

· Espectrofotômetro, Perkin-Elmer®, modelo 1750 

· Freezer -20°C (Reubly®) 

· Kitassato e funil de Buchner (Pirex®) 
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· Liofilizador (Thermo®,  E-C MODULYO); 

· Moinho (Marconi® MA 048); 

· Nebulizador (Pirex®) 

· Papel cromatográfico (Whatman® nº 1); 

· Placas de celulose microcristalina 20 x 20 cm (Merck®); 

· Rota Rod (Insight®); 

· Rotaevaporador (Fisaton®); 

· Sistema de purificação de água (Milipore®); 

· SpeedVac, (Savant®) 

· Tubos plásticos, volume de 2 mL (Ependorff ®) 

· Ultrasson (Unique® UltraSonic Cleaner – USC-2800) 
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3.5 PROCEDIMENTOS CROMATOGRÁFICOS EXPERIMENTAIS EMPREGADOS  

NESTE ESTUDO 

 

 

 Cromatografia é o conjunto de técnicas utilizadas para separação de um 

analito (substância tóxica), a partir de uma matriz (extrato de planta). 

 Para a realização de uma separação cromatográfica são necessários: fase 

estacionária, fase móvel e suporte. É possível usar diferentes suportes, os quais 

designarão os diferentes tipos de cromatografia como: cromatografia planar ou em 

camada delgada (placa ou papel), em coluna e em capilar (COLLINS et al., 2006). 

A fase estacionária, que é constituída por um sólido ou um líquido depositado 

sobre um sólido inerte, é o elemento que, tendo em conta propriedades físicas e 

químicas dos solutos da amostra, promove a separação entre eles. Assim, na 

cromatografia de adsorção, as separações ocorrem devido a interações 

electrostáticas e forças de Van Der Waals entre a fase estacionária (sólido) e os 

analitos, retardando ou promovendo a sua eluição. A cromatografia de partição é 

baseada nas diferenças de solubilidade dos analitos na fase estacionária (líquido) e 

na fase móvel (líquido). A cromatografia de troca iônica consiste na troca entre os 

íons da amostra em solução e os íons de mesmo s ina l ,  loca l izados  na  fase  

es tac ionár ia .  A cromatografia de exclusão molecular separa os componentes da 

amostra segundo o tamanho efetivo das moléculas e na cromatografia de afinidade 

ocorre uma ligação molecular específica e reversível entre o analito e um ligante, 

imobilizado na fase estacionária (COLLINS et al., 2006).  

Assim, a fase estacionária pode ser constituída por sílica, sílica modificada, 

celulose, resinas de troca iônica, polímeros, alumina, entre outras. 

A fase móvel pode ser um único solvente líquido misturas de vários solventes 

ou mesmo um gás.  

 Para observar os resultados do processo de separação, é necessário o 

emprego de detectores, que podem ser reagentes químicos (agentes derivatizantes) 

ou equipamentos capazes de emitir radiação ultravioleta, fluorescência, 

espalhamento de luz ou ainda espectrômetros de massas ou de ressonância 

magnética nuclear.  
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3.5.1 Coluna cromatográfica 

 

 

A cromatografia em coluna pode ser feita à pressão ambiente (coluna aberta), 

sob pressão (cromatografia líquida de alta eficiência) ou ainda a vácuo 

(cromatografia flash). 

 As colunas são tubos de vidro abertos em uma das extremidades e dotados 

de torneira na outra extremidade e são preparadas preenchendo-se parte delas com 

a fase estacionária escolhida, misturada ou não à fase móvel. Após “equilibrar” a 

coluna com a fase móvel, a amostra é aplicada no topo da fase estacionária e a 

coluna é eluída com a fase móvel previamente selecionada. O material eluído é 

coletado em frações e submetido à derivatização, para detecção da substância de 

interesse. As colunas sob pressão ou a vácuo seguem o mesmo princípio (COLLINS 

et al., 2006). 

Em nosso estudo, foi utilizada uma coluna de vidro com 30 cm de altura e 2,5 

cm de diâmetro, empacotada por via seca com fase estacionária polimérica 

Amberlite XAD-2, previamente lavada em aparelho de Soxlet, com acetona, 

conforme indicado pelo fabricante. 

A fase estacionária foi condicionada com metanol (MeOH), seguido de H2O e 

sobre ela foi aplicada a amostra, sendo eluída com a seguinte série de solventes: 

H2O 100%; H2O:MeOH 80/20, H2O:MeOH 40/60 e MeOH 100%. Cada um dos 

solventes foi coletado separadamente, concentrado, submetido à Cromatografia em 

Camada Delgada de Celulose e posterior derivatização. 

 

 

3.5.2 Cromatografia em camada delgada  

 

 

3.5.2.1 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), usada para 

detectar ou caracterizar substâncias, segundo sua classe química. 

 

 

 Na cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), a fase 

estacionária é espalhada, de maneira uniforme e com espessura determinada, sobre 
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uma placa que pode ser de vidro, celulose ou alumínio. A fase estacionária pode ser 

de sílica (fase normal), sílica modificada (fase reversa), sílica de alto desempenho, 

celulose microcristalina, entre outras. As placas recobertas por celulose sucederam 

ao papel cromatográfico, folhas de papel de qualidade especial. 

Para a execução do estudo cromatográfico, as amostras são aplicadas a 1 cm 

da base inferior da placa recoberta com fase estacionária previamente escolhida, 

com auxílio de um capilar ou aplicador automático. Após a aplicação, a placa é 

colocada em cuba de vidro contendo a fase móvel adequada e com atmosfera 

saturada pelos vapores do solvente. Esse equilíbrio é conseguido cobrindo-se as 

faces laterais e do fundo da cuba com papel de filtro, colocando-se a fase móvel e 

tampando-se hermeticamente (BAUER et al., 1991; COLLINS et al., 2006). 

A fase móvel ascenderá por capilaridade e o cromatograma deverá ser 

retirado da cuba quando a linha do solvente estiver próxima (de 1 a 2 cm) da borda 

superior da placa, sem, contudo atingi-la; esta linha é denominada “front”. A placa 

deverá ser seca em corrente de ar ou de nitrogênio e a seguir derivatizada, ou seja, 

nebulizada com o(s) reagente(s) químico(s) específico(s) para caracterizar os 

analitos distribuídos pela fase estacionária (Figura 3).  
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Figura 3 - Representação da cromatografia em camada delgada  

 

Fonte: Adaptado de http://dc97.4shared.com/doc/Tn4ojH-r/preview.html 
 

 

Em cromatogramas desenvolvidos em condições idênticas, com amostras 

contendo o mesmo analito, este analito deverá atingir a mesma altura, em cada 

repetição, pois esta é determinada pela interação do conjunto de propriedades 

físico-químicas deste analito e da fase estacionária. Com base nesta observação, foi 

definido o fator de retenção (Rƒ) que é característico e constante para cada 

substância, como a razão entre a distância percorrida pela substância em questão e 

a distância percorrida pela fase móvel (BAUER et al., 1991) - figura 4 e fórmula. 
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Figura 4 - Esquematização de um cromatograma obtido por CCD 

 
Fonte: Química nova na escola - Cromatografia n° 7, maio 1998 
 

 

 

 

 

Pelos mesmos motivos é possível, nos processos cromatográficos, 

caracterizar substâncias, por comparação com seu padrão. 

Em nosso estudo, foram empregadas placas de cromatofolhas de alumínio, 

revestidas com celulose microcristalina (Merck®) 20x20 cm, espessura de 0,1 mm, 

sem ativação, sendo as amostras aplicadas manualmente (com capilar) ou com 

auxílio do aplicador CAMAG® Linomat 5, a 1 cm da base, juntamente com o padrão 

MFA-Na (99,7% - Pestanal®). A fase móvel empregada foi etanol/hidróxido de 

amônio/piridina/água (95:3:1:1,v/v/v/v). 

 Os cromatogramas foram desenvolvidos até a altura de 10 cm (front), foram 

secos em corrente de ar e nebulizados com o derivatizante azul do Nilo, preparado 
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segundo o protocolo1; as manchas resultantes da derivatização tiveram seus Rƒs 

determinados.  

 

 

3.5.2.2 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) 

 

 

 A cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) difere da 

comparativa, apenas pelo emprego de fases estacionárias de maior espessura, o 

que permite a aplicação de maior quantidade da amostra, possibilitando que, por 

extração da fase estacionária com solventes adequados, seja possível obter o 

analito isolado e purificado. 

 Todos os procedimentos relativos ao preparo das placas cromatográficas são 

idênticos, exceto pela quantidade de amostra, que é aplicada em forma de faixa 

estreita, sobre a linha de origem do cromatograma. Após o desenvolvimento e 

secagem da placa, sem derivatizá-la, marca-se o Rƒ da substância que se deseja 

isolar e raspa-se a fase estacionária, à qual está aderida a substância de interesse. 

Esta fase estacionária é submetida à extração com solvente adequado, que será 

concentrado, obtendo-se, assim, o analito purificado (BAUER et al., 1991). 

Em caso de a fase estacionária ser constituída por papel, a faixa 

correspondente ao Rƒ da substância em análise será recortada, picotada e 

submetida à extração com solvente adequado; o extrato obtido será concentrado e 

analisado.  

 No presente estudo, para a realização da CCDP, foram utilizados papéis 

cromatográficos (20x20 cm; Whatman nº 1). Em todos os outros detalhes, o 

processo empregado foi idêntico ao utilizado nos estudos por cromatografia em 

camada delgada comparativa, até a secagem da placa. De cada placa, retirou-se, 

com auxílio de tesoura, uma estreita faixa longitudinal, que foi derivatizada com Azul 

do Nilo, para comprovação da exata posição da faixa contendo a substância de 

interesse. 

                                                 
1
 O protocolo para o preparo do derivatizante azul do Nilo é seguido da seguinte maneira: dissolver 

20 mg de azul do Nilo em 5 mL de etanol; acrescentar trietanolamina até que a solução desenvolva 
coloração púrpura e acrescentar mais 5 mL de etanol. 
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 Após essa comprovação, a faixa contendo a substância em questão foi 

cortada do cromatograma, repicada e extraída, com assistência de ultrassom 

(Unique® UltraSonic Cleaner – USC-2800A, 100 W, 5 min) com água deionizada ; o 

extrato foi filtrado, congelado e liofilizado, a seguir (Figura 5). 

 

 

Figura 5 - Ilustração de procedimentos para a realização da cromatografia em camada delgada 
preparativa (CCDP) 

a b dc e  
Legenda: a) aplicação da amostra na placa; b) placa em desenvolvimento dentro de uma 

cuba previamente saturada contendo fase móvel; c) após desenvolvimento é 
retirada uma tira da lateral da placa e revelado; d) a tira retirada é colocada 
novamente ao lado do restante da placa para a marcação da faixa onde se encontra 
a substância de interesse; e) a faixa de interesse é recortada para posterior 
extração. 

 

 

3.6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL 

EMPREGADO NESTE ESTUDO 

 

 

3.6.1 Espectroscopia de infravermelho 

 

 

  Esta técnica pode ser utilizada para identificar uma substância ou investigar a 

composição de uma amostra. Quase todas as substâncias que tenham ligações 

covalentes, sejam orgânicos ou inorgânicos, absorvem várias frequências de 

radiação eletromagnética na região do infravermelho do espectro eletromagnético. 

Essa região envolve comprimentos de onda maiores do que aqueles associados à 

luz visível, que vão de aproximadamente 400 a 800 nm (1 nm = 10-9 m), mas 

menores do que aqueles associados a micro-ondas, que são maiores que 1 mm. A 

região vibracional do infravermelho inclui radiação com comprimentos de ondas (λ) 

entre 2,5 µm e 25 µm (1 µm = 10-6 m) (BARBOSA, 2007) - Figura 6. 
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Figura 6 – Ilustração do espectro eletromagnético 

 
Fonte: Adaptado de http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:EM_Spectrum_Properties_edit.svg 

 

 

 Um dos usos mais importantes do espectro infravermelho é fornecer  

informações sobre o tipo de ligações presentes em uma molécula. As absorções de 

cada tipo de ligação (N-H, C-H, O-H, C-X, C=O, C-O, C-C, C=C, CΞC, CΞN, entre 

outros) são, em geral, encontradas apenas em certas pequenas regiões do 

infravermelho vibracional. Uma pequena faixa de absorção pode ser definida para 

cada tipo de ligação. (BARBOSA, 2007). 

Para o presente estudo, os espectros de absorção na região do infravermelho 

foram obtidos no espectrofotômetro da Perkin-Elmer®, modelo 1750 equipado com 

divisor de feixe de KBr e detector de sulfato de triglicina deuterada (DTGS). Os 

espectros foram registrados no intervalo 400 – 4000 cm-1, que corresponde à região 

de transmitância. 

 Os espectros foram registrados ajustando-se os vários parâmetros do 

instrumento que são interdependentes, tais como: largura das fendas, velocidade de 

varredura, constante de tempo, ganho e tensão da fotomultiplicadora, num 

compromisso que corresponde à melhor utilização do aparelho. 
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3.7 PROCEDIMENTOS: PARTE I: ESTUDO QUÍMICO 

 

 

3.7.1 Avaliação da influência de diferentes tratamentos sobre a atividade dos 

extratos aquoso e hidroalcoólico de A. rigida – Um estudo bioguiado. 

 

 

3.7.1.1 Preparo do extrato aquoso  

 

 

Folhas de A. rigida secas, foram trituradas em um moinho (Marconi® MA 048) 

e pesadas (200g), em seguida, foram submetidas à extração a 90ºC, com água 

deionizada (500 mL), por uma hora. O procedimento de extração foi repetido por 

cinco vezes, empregando-se, no total, 2.500 mL. 

Os extratos obtidos foram combinados e filtrados em funil de Buchner, sob 

pressão reduzida, alcançando o volume final de 1.640 mL e apresentando pH 

neutro. 

 

 

3.7.1.2. Avaliação da estabilidade da substância ativa do extrato por influência de 

mudanças de pH e de diferentes métodos de secagem 

 

 

O extrato aquoso (1.640 mL) foi dividido em duas partes iguais (820 mL) 

sendo uma parte alcalinizada (denominada amostra alcalinizada - AA) com solução 

de hidróxido de sódio (NaOH 0,025M) - pH 11 e a outra parte, mantida neutra 

(denominada amostra neutra -AN), com pH 7. A porção alcalinizada (AA) foi 

novamente dividida em duas partes iguais (410 mL), uma delas concentrada sob 

pressão reduzida, em rotaevaporador (Fisatom®) a 400C, até consistência pastosa 

(AR) (denominada amostra alcalinizada rotoevaporada) e a outra porção (AL), 

congelada em balão e liofilizada (denominada amostra alcalizada liofilizada).  

A porção neutra foi submetida a este mesmo processo, dando origem a duas 

outras porções: NR (denominada amostra neutra rotoevaporada) e NL (denominada 

amostra neutra liofilizada) (Figura 7). 
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Cada uma das amostras obtidas (AL, AR, NL e NR) foi submetida a ensaio 

biológico. 

 

 

Figura 7 – Esquema da avaliação do extrato aquoso da A. rigida sob influência de diferentes 
tratamentos 

 

 

 

3.7.1.3 Avaliação da estabilidade da substância ativa em extrato hidroalcoólico 

 

 

3.7.1.3.1 Preparo do extrato hidroalcoólico 

 

 

 As folhas secas de A. rigida, foram trituradas em um moinho (Marconi® MA 

048), pesadas (843g) e maceradas a frio, em solução hidroalcoólica 70% (v/v), por 

sete dias. O resíduo sólido foi separado da solução hidroalcoólica por filtração em 

funil de Buchner, sob pressão reduzida e submetido a processo idêntico 

(maceração) por outras quatro vezes. Os filtrados foram reunidos e concentrados 

sob pressão reduzida, em rotoevaporador, a 400C, até consistência pastosa. Este 

concentrado foi congelado e liofilizado, fornecendo 185g de material em forma de 



41 
Material e Métodos 

 

pó. Este extrato (denominado extrato hidroalcoólico - EH) foi submetido a ensaio 

biológico, juntamente com as amostras AL, AR, NL e NR. 

 

 

3.7.2 Escolha da técnica cromatográfica para a pré-purificação do extrato 

hidroalcoólico de A. rigida – Monitoramento da presença do princípio 

ativo por CCDC. 

 

 

 O material liofilizado adquirido na seção 3.7.1.3.1 (360 mg) foi dividido em 36 

amostras de 10 mg que, separadamente, foram ressuspensas em água deionizada, 

filtradas sob pressão reduzida e aplicadas a cartucho previamente condicionado de 

fase reversa polimérica Oasis® HLB 1cc (Waters). O cartucho foi eluído com a 

sequência de solventes constituída por: H2O 100% (f1), H2O:MeOH 80/20 (f2), 

H2O:MeOH 40/60 (f3) e MeOH 100% (f4), que foram coletados individualmente; em 

cada repetição, foram empregados 5 ml de cada um dos solventes. 

 As frações eluídas com solventes iguais foram reunidas: a fração aquosa 

resultante foi congelada e liofilizada e as contendo metanol foram secas em 

concentrador a vácuo (SpeedVac®, Savant); as amostras secas foram mantidas  a   

- 200C. Cada uma das frações eluídas (f 1,f 2,f 3 e f 4) foi submetida a CCDC, para a 

detecção do princípio ativo. 

 

 

3.7.2.1 Tratamento da coluna Oasis 

 

 

 A coluna foi condicionada, segundo as indicações do fabricante, com 7,5 mL 

de MeOH seguidos de 7,5 mL de H2O. Após cada procedimento, também seguindo o 

protocolo do fabricante, a coluna era submetida à limpeza com alíquotas de 15 mL 

de cada um dos seguintes solventes: hexano, acetona, acetato de etila e metanol, 

empregados nesta ordem, como ilustrado na figura 8. 
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Figura 8 - Esquema ilustrativo do procedimento de fracionamento do extrato por extração em fase 
sólida em cartucho Oasis® HLB 1cc 

 

 

 

3.7.3 Pré-purificação do extrato hidroalcoólico por cromatografia em coluna, na 

fase polimérica XAD-2 

 

 

 Uma amostra do extrato obtido (seção 3.7.1.3.1) foi ressuspensa em água 

deionizada e filtrado a vácuo, em Celite (terra de diatomáceas) sendo o filtrado 

congelado e liofilizado (13,5 g), para posterior fracionamento em coluna. Este 

liofilizado foi dividido em 9 amostras de 1,5 g que, separadamente, foram 

ressuspensas em água deionizada e aplicadas à coluna de fase polimérica Amberlite 

XAD-2. As colunas foram eluídas com a sequência de solventes constituída por: H2O 

100% (F1), H2O:MeOH 80/20 (F2), H2O:MeOH 40/60 (F3) e MeOH 100% (F4), que 

foram coletados individualmente; em cada repetição, foram empregados 200 ml de 

cada um dos solventes. 

 As frações eluídas com solventes iguais foram reunidas; a fração aquosa 

resultante foi congelada e liofilizada e as contendo metanol foram secas em 

concentrador a vácuo (SpeedVac®, Savant); as amostras secas foram mantidas a    
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- 200C, até o momento da análise. por CCDC, empregando-se como agente 

derivatizante azul do Nilo e como padrão, o MFA-Na. 

 

 

3.7.3.1 Tratamento da coluna XAD-2 

 

 

 A coluna foi condicionada, segundo as indicações do fabricante, com 200 mL 

de MeOH seguidos de 200 mL de H2O. Após cada procedimento, também seguindo 

o protocolo estabelecido por Pietrzyk (1989), a coluna era submetida à limpeza com 

alíquotas de 200 mL de cada um dos seguintes solventes: hexano, acetona, acetato 

de etila e metanol, empregados nesta ordem, como ilustrado na figura 9. 

 

 

Figura 9 - Esquema ilustrativo do procedimento de fracionamento do extrato hidroalcoólico de      
A. rigida por coluna XAD-2. 
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3.7.4 Isolamento do princípio tóxico por Cromatografia em Camada Delgada 

Preparativa 

 

 

 A fração aquosa (F1) obtida na seção 3.7.1 liofilizada (2 g), foi dividida em 15 

porções de aproximadamente a 135 mg, que, separadamente, foram ressuspensas 

em água deionizada e aplicadas manualmente, com auxílio de capilar, a papel 

cromatográfico (20 x 20 cm, Whatman nº 1) sendo cada um dos cromatogramas 

desenvolvido e seco como descrito na seção 3.5.2.2. 

 Para localizar exatamente, em cada cromatograma, a faixa que continha o 

princípio tóxico, uma tira estreita (cerca de 1 cm) foi recortada longitudinalmente e 

derivatizada com azul do Nilo. Após a derivatização, esta tira foi justaposta ao 

cromatograma, na exata posição que ocupava anteriormente, para servir de guia, na 

marcação da faixa de interesse (Figura 5). 

 Após a demarcação da faixa contendo o princípio ativo, esta foi recortada, 

picada e submetida à extração, com água deionizada, assistida por ultrassom (5x, 

100 W, 10 min.). Os extratos combinados foram filtrados em membrana filtrante de 

fibra de vidro (Millipore® Sigma-Aldrich – AP2504700) e centrifugados para a retirada 

de resíduos, congelados, liofilizados e pesados (231 mg). 

 Do material seco (231 mg), foi retirada uma amostra, que foi submetida à 

CCDC, juntamente com o padrão MFA-Na e o extrato aquoso de P. marcgravii, nas 

condições descritas anteriormente (seção 3.5.2.1). 

 

 

3.7.5 Caracterização estrutural do princípio tóxico de A. rigida 

 

 

3.7.5.1 Espectroscopia de Infravermelho 

 

 

 Uma amostra de 10 mg da substância obtida segundo o processo descrito na 

seção 3.7.4, foi submetida a estudo por espectroscopia de infravermelho, no 

equipamento Perkin-Elmer®, modelo 1750 equipado com divisor de feixe de KBr e 

detector de sulfato de triglicina deuterada (DTGS).  
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 Em paralelo, uma amostra de 10 mg do padrão de MFA-Na foi também 

submetido, nas mesmas condições, ao mesmo estudo.  

 De ambas as amostras, foram preparadas pastilhas de KBr e o espectro 

resultante de cada um dos estudos, analisado. Os valores correspondentes às 

bandas obtidas foram tabelados, em conjunto com dados da literatura, resultantes 

de estudos espectrométricos em infravermelho dos ácidos mono, di e trifluoracético, 

do ácido acético e do acetato de sódio, para posterior comparação (CHILDERS; 

STRUTHERS, 1955; KAGARISE, 1957; BARCELÓ; OTERO, 1962; NIEMINEN et al., 

1993; MAX; CHAPADOS, 2004). 

 

 

3.8 PROCEDIMENTOS: PARTE II: ESTUDO BIOLÓGICO 

 

 

3.8.1 Administração dos extratos obtidos e do padrão de monofluoroacetato de 

sódio 

 

 

 Os extratos obtidos conforme seções 3.7.1.2 e 3.7.1.3.1 foram diluídos com 

água potável e administrados aos ratos em dose única de 6 g/kg. Os animais 

utilizados para a dosagem bioquímica sérica receberam o extrato aquoso de A. 

rigida nas doses de 3,2 e 6 g/kg.  

 Para a administração do padrão de MFA-Na, foi preparada uma solução com 

água potável na dose de 7 mg/kg. A opção da dose oral tóxica utilizada neste estudo 

baseou-se inicialmente nos valores, encontrados na literatura, da DL50 oral para 

roedores, que variam de 0,2 a 7 mg/kg (HUMPHREYS, 1988). 

 As doses aqui empregadas foram estabelecidas em estudos anteriores 

(CUNHA, 2008); todos os tratamentos foram agudos e administrados via oral 

(gavage). Os animais pertencentes ao grupo controle receberam, pela mesma via, o 

mesmo volume de água potável, durante o mesmo período que os diferentes grupos 

experimentais. 
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3.8.2 Princípio da utilização do Rota Rod 

 

 

 Logo após a administração tanto do padrão de MFA-Na quanto do extrato 

obtido conforme seção 3.7.1.1, os animais foram estimulados periodicamente ao 

exercício, no Rota Rod, com rotatividades que variaram entre 5 a 37 rpm, tendo sido 

colocado um animal por baia. 

  O detector deste equipamento consta de um circuito microprocessado que 

registra as quedas do animal por meio do impacto (Figura 10). 

 Após o período de latência para o iníco dos sinais clínicos, os animais foram 

anestesiados e submetidos à exsanguinação, realizada por meio de punção 

cardíaca para a obtenção do soro. 

 

 

Figura 10 - Ilustração do equipamento Rota Rod  
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3.8.3 Coleta de amostra de sangue 

 

 

 Os animais foram anestesiados com xilazina e cetamina, via intra-peritonial, 

fixados em decúbito dorsal em uma prancha de parafina e, em seguida, realizou-se 

punção cardíaca usando seringas descartáveis sem anticoagulante. O sangue obtido 

foi acondicionado em tubos de ensaio e mantido em temperatura ambiente até a 

formação de coágulo (45 min), sendo então centrifugado (centrífuga Sanyo-Harrier 

18/80®, 10 min, 4000 rpm). Em seguida, o soro obtido foi armazenado a - 20oC, até o 

momento da análise.  

 

 

3.8.4 Dosagem bioquímica 

 

 

 Foram determinados os níveis séricos de uréia, creatinina, glicose, cálcio e 

citrato dos animais experimentais e controle por meio do Autoanalisador CELM SBA-

200® utilizando-se kits comerciais Bioclin® e Abnova®. 

 

 

3.8.5 Análise estatística 

 

 

 Para análise dos dados foi utilizado o software estatístico GraphPad Prism 

5.00® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Para verificar a 

homocedasticidade dos dados, utilizou-se o teste de Bartlett. Para dados 

paramétricos, foi utilizada a análise de variância ANOVA, seguida do teste de 

Dunnett, para comparação dos grupos experimentais com o grupo controle. Foram 

consideradas estatisticamente significantes as análises que apresentaram nível de 

significância de p<0,05. Os dados estão expressos como média ± erro padrão da 

média (epm) e os dados de porcentagem estão expressos como mediana (mínimo – 

máximo). 
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS 

 

 

4.1 ESTUDO QUÍMICO 

 

 

4.1.1. Experimento 1: Avaliação da influência de diferentes tratamentos sobre a 

atividade dos extratos aquoso e hidroalcoólico de A. rigida – Um estudo 

bioguiado. 

 

 

Para esta avaliação, os extratos aquoso e hidroalcoólico de A. rigida, obtidos 

segundo as seções 3.7.1.1 e 3.7.1.3.1 foram submetidos a diferentes tratamentos 

(seção 3.7.1.2). 

Nos ensaios biológicos para detecção da presença da toxina nas amostras 

(AL, AR, NL, NR e EH), foram empregados 18 ratos Wistars, separados em 6 grupos 

iguais: um grupo controle (Co) e cinco grupos experimentais (n=3/grupo). 

Os animais dos grupos experimentais receberam, por via oral (gavage), dose 

única de 6 g/kg dos diferentes extratos e os animais do grupo controle receberam 

apenas água, pelo mesmo período e via de administração. Todos os animais foram 

submetidos a exercício físico, como descrito na seção 3.8.2, e então observados por 

um período de até 24 horas, para a avaliação dos sinais clínicos. Após este período, 

os animais foram submetidos à eutanásia, por meio de decaptação. 

 

 

4.1.1.1 Resultados 

 

 

Todos os extratos (AL, AR, NL, NR e EH) submetidos ao ensaio biológico 

apresentaram resultados positivos, para a presença do princípio tóxico, porém em 

diferentes proporções. 

O quadro clínico apresentado pelos animais foi caracterizado por prostração e 

convulsão; também apresentaram resistência ao exercício, quando forçados a 

caminhar no Rota rod (Tabela 1). 



50 
Delineamento Experimental e Resultados 

 

Tabela 1 – Sinais clínicos apresentados pelos animais intoxicados experimentalmente pelas AL, 
AR, NL, NR e EH: frequência e descrição  

Grupos de animais que 

receberam as diferentes 

frações 

Sinais Clínicos Frequência (n=3) 

AL 
prostração 

convulsão 

3/3 

1/3 

AR 
prostração 

convulsão 

3/3 

2/3 

NL 
prostração 

convulsão 

3/3 

1/3 

NR 
prostração 

convulsão 

3/3 

3/3 

EH 
prostração 

convulsão 

3/3 

2/3 

 

 

As convulsões apresentadas foram do tipo tônica e também tônico-clônica, 

caracterizadas por decúbito lateral e movimentos de pedalagem dos membros 

anteriores. A latência para o início dos sinais clínicos gerais foi de 40 a 60 minutos e 

para o início dos sinais clínicos neurológicos foi de 2,5 a 6 horas. Todos os animais 

recuperaram-se dentro de 24 horas. 
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4.1.2 Experimento 2: Escolha da técnica cromatográfica para a pré-purificação 

do extrato hidroalcoólico de A. rigida – Monitoramento da presença do 

princípio ativo por CCDC. 

 

 

 A pré-purificação do extrato obtido como descrito na seção 3.7.1.3.1 foi 

realizada pela técnica de extração em fase sólida, em cartucho Oasis® HLB (seção 

3.7.2) e a detecção da substância ativa, nas frações eluídas (f 1,f 2,f 3 e f 4) foi 

realizada por CCDC, sendo utilizado como derivatizante o corante azul do Nilo e 

como padrão MFA-Na. 

 

 

4.1.2.1 Resultados 

 

 

Na triagem para detecção do princípio tóxico, por CCDC, das frações (f 1,f 2,f 3 

e f 4) eluídas do cartucho Oasis HLB, apenas a fração f1 (H2O 100%) apresentou 

mancha de coloração azul intenso, com Rf. 0,18, idêntica à apresentada pelo padrão 

de monofluoroacetato de sódio. As demais frações não apresentaram reação 

positiva, neste teste (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2 – Monitoramento cromatográfico das frações eluídas do cartucho Oasis HLB 

Fração MFA-Na 

f1 + 

f2 - 

f3 - 

f4 - 
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4.1.3 Experimento 3: Pré-purificação do extrato hidroalcoólico por 

cromatografia em coluna, na fase polimérica XAD-2 

 

 

 A pré-purificação do extrato hidroalcoólico (seção 3.7.1.3.1) foi realizada 

procedendo-se à cromatografia em coluna em fase polimérica Amberlite XAD-2 

(seção 3.7.1), segundo procedimento preconizado por Pietrzyk (1989). As frações 

F1, F2, F3 e F4 eluídas, após secagem total foram ressuspensas em água e 

submetidas à cromotografia em camada delgada comparativa em celulose para 

detecção (qualitativa) da presença de monofluoroacetato de sódio. 

 

 

4.1.3.1 Resultados 

 

 

Das quatro fraçoes F1, F2, F3 e F4 eluídas da coluna cromatográfica 

preenchida com fase polimérica XAD-2, (Figura 11), apenas a fração F1 apresentou 

resultado positivo para a presença de monofluoroacetato de sódio (Tabela 3), 

substância que, nas condições escolhidas para este estudo cromatográfico em 

camada delgada, apresenta-se como mancha de coloração azul intensa, em Rf  0,18, 

após derivatização com o reagente azul do Nilo. 
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Figura 11 - Aspecto das frações eluídas da coluna cromatográfica, na fase 
polimérica XAD-2  

 
Legenda: a) F1 (eluída com H2O 100%); b) F2 (eluída com H2O/MeOH 80:20, 

v/v); c) F3 (eluída com H2O/MeOH 40:60, v/v); d) F4 (eluída com MeOH 
100% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela 3 – Monitoramento cromatográfico das frações eluídas de coluna cromatográfica preenchida 

com a fase polimérica XAD-2 

Fração MFA-Na 

F1 + 

F2 - 

F3 - 

F4 - 
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4.1.4 Experimento 4: Isolamento do princípio tóxico por Cromatografia em 

Camada Delgada Preparativa 

 

 

A fração aquosa F1 (H2O 100%) (seção 4.1.3.1) foi submetida à cromatografia 

em camada delgada preparativa, segundo o protocolo descrito na seção 3.5.2.2. 

Após o desenvolvimento de cada cromatograma, uma tira estreita do papel 

cromatográfico foi recortada longitudinalmente e derivatizada com azul do Nilo.  

A faixa do cromatograma correspondente à mancha (na tira) com Rƒ e 

coloração coincidentes com as do padrão, foi recortada, repicada e extraída com 

H2O deionizada, sendo o extrato liofilizado a seguir. 

Este material liofilizado foi submetido à cromatografia em camada delgada 

comparativa, juntamente com extrato aquoso de P. marcgravii e com padrão de 

monofluoroacetato de sódio (aplicados em triplicata). 

 

 

4.1.4.1 Resultados 

 

 

 No cromatograma comparativo, efetuado com amostras do padrão de 

monofluoroacetato de sódio, da substância isolada (seção 4.1.4) e do extrato aquoso 

de P. marcgravii, observou-se a presença, após a derivatização, de mancha azul 

com Rƒ 0,18, indicativa da presença de monofluroacetato de sódio, em todas as 

amostras (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
Delineamento Experimental e Resultados 

 

 

 

Figura 12 – Cromatograma comparativo, em placa de celulose, do padrão do MFA-Na 
e dos extratos de A. rigida e de P. marcgravii  

 
Legenda: a, b, c – padrão de monofluoracetato de sódio; d, e, f – substância isolada 

extrato de A. rigida; g, h, i – extrato aquoso de P. marcgravii. Fase móvel: 
etanol/hidróxido de amônio/piridina/água (95:3:1:1, v/v/v/v); agente 
derivatizante: azul do Nilo. 
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4.1.5 Experimento 5: Caracterização estrutural do princípio tóxico de A. rigida, 

por espectroscopia de infravermelho 

 

 

 Uma amostra da substância isolada por CCDP (seção 4.1.4) e uma amostra 

do padrão de MFA-Na foram submetidas a estudo por espectrometria de 

infravermelho. Os dados obtidos em ambos os espectros foram tabelados, 

juntamente com valores da literatura, resultantes de estudos espectrométricos em 

infravermelho dos ácidos mono, di e trifluoracético, do ácido acético e do acetato de 

sódio, para posterior comparação. 

 

 

4.1.5.1 Resultados 

 

 

 Os espectros obtidos da substância isolada por CCDP e do padrão de MFA-

Na estão mostrados na figura 13. 

 Os dados relativos às bandas de absorção neles observadas estão reunidos 

nas tabelas 4 e 5. Para posterior comparação, análise e discussão do 

posicionamento destas bandas, também estão compilados, nestas tabelas, os 

valores obtidos para as bandas de absorção, relativas aos estudos por 

infravermelho, dos ácidos mono, di e trifluoracéticos, do ácido acético e do 

monofluoracetato de sódio. 

Na tabela 4 estão mostrados os valores das bandas relativas ao grupo C¾F e 

na 5, às do grupo carbonila, nas substâncias em questão. 
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Figura 13 - Espectros de Infravermelho da substância em estudo e do padrão de MFA-
Na 

Legenda: A) amostra da substância isolada de A. rigida; B) amostra do padrão MFA-Na 
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Tabela 4 – Bandas de absorção observadas no espectro de infravermelho, devidas ao grupo C¾F, 
de ácidos halogenados, do MFA-Na e de amostra de A. rigida 

Substâncias C¾F estiramento (cm-1) 
Ácido trifluoracético 1165 – 1277 

Ácido difluoracético 1092 – 1209 

Ácido monofluoracético ~ 1095 

Monofluoracetato de 

sódio 
1020,27 (“ombro em frequência mais alta”) 

Amostra do princípio 

tóxico de A. rigida 
1044,79; 1073,33; 1111,94 (superposição de picos) 
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4.2 ESTUDO BIOLÓGICO 

 

 

4.2.1 Experimento 6: Comparação entre os efeitos causados pela 

administração de monofluoroacetato de sódio e do extrato de A. rigida, 

em ratos. Avaliação bioquímica 

 

 

 Para a avaliação bioquímica séria, foram utilizados 40 ratos separados em 

quatro grupos iguais: um grupo controle (Co), um grupo padrão (P) e dois grupos 

experimentais (n=10/grupo). 

 Os animais dos grupos experimentais (Ar 1 e Ar 2) receberam 

respectivamente, por via oral (gavage), dose única de 3,2 ou 6 g/kg do extrato 

aquoso de A. rigida. Os animais do grupo padrão (P) receberam dose única de 7 

mg/kg da solução padrão de monofluoroacetato de sódio pela mesma via e os 

animais do grupo controle receberam apenas água pelo mesmo período e via de 

administração, conforme descrito na seção 3.8.1. Todos os animais foram 

observados por um período de até 6 horas para a avaliação dos sinais clínicos e 

durante este período foram submetidos a exercícios físicos no Rota rod, conforme 

descrito na seção 3.8.2. Após este período, os animais foram anestesiados e 

amostras de sangue foram coletadas conforme descrito na seção 3.8.3. e os níveis 

séricos de uréia, creatinina, glicose, cálcio e citrato dos animais dos grupos 

experimentais e do grupo controle foram avaliados como descrito na seção 3.8.4. 

 

 

4.2.1.1 Resultados 

 

 

 A tabela 6 mostra e a figura 14 ilustra o nível sérico de uréia de ratos 

intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da A. rigida e de ratos 

pertencentes ao grupo padrão de fluoroacetato de sódio. A ANOVA revelou haver 

diferenças significantes entre os grupos (F=11,61; df=3/37; p<0,05). Quando aplicou-

se o teste de Dunnett, este revelou aumento significante no nível sérico de uréia de 

ratos do grupo padrão, em relação ao grupo controle. 
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 A tabela 6 mostra e gráfico 1 ilustra o nível sérico de creatinina de ratos 

intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da A. rigida, bem como o de 

ratos pertencentes ao grupo padrão. A análise de variância indicou diferenças 

significantes entre os grupos (F=11,61; df=3/37; p<0,05). Ao aplicar-se o teste 

estatístico subsequente verificou-se aumento significante no nível sérico de 

creatinina dos ratos do grupo padrão, quando comparado com aquele obtido dos 

animais do grupo controle. 

 A tabela 6 mostra e o gráfico 1 ilustra o nível sérico de glicose de ratos 

intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da planta e de ratos 

pertencentes ao grupo padrão. A aplicação da análise de variância indicou 

diferenças significantes entre os grupos (F=4,108; df=3/37; p<0,05) e a análise 

estatística utilizada a seguir detectou diminuição significante no nível sérico de 

glicose de ratos do grupo Ar 2, quando comparados com os animais do grupo 

controle.  

 A tabela 6 mostra e o gráfico 1 ilustra o nível sérico de cálcio de ratos 

intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da A. rigida, bem como o de 

ratos pertencentes ao grupo padrão. A análise de variância mostrou diferenças 

significantes entre os grupos (F=50,74; df=3/37; p<0,05). A aplicação subsequente 

do teste de Dunnett mostrou diminuição significante no nível sérico de cálcio de 

ratos dos grupos Ar 1 e Ar 2, quando comparado com os animais do grupo controle. 

 A tabela 6 mostra e gráfico 1 ilustra o nível sérico de citrato de ratos 

intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da planta e de ratos 

pertencentes ao grupo padrão. A ANOVA revelou haver diferenças significantes 

entre os grupos (F=4,011; df=3/37; p<0,05). Ao aplicar-se o teste estatístico 

subsequente verificou-se aumento significante no nível sérico de citrato dos ratos 

dos grupos padrão e Ar 1, quando comparado com aquele obtido dos animais do 

grupo controle. 
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Tabela 6 – Parâmetros bioquímicos séricos de ratos intoxicados experimentalmente com 3,2 e 6 g/kg 
do extrato aquoso de A. rigida e de ratos intoxicados com 7 mg/kg do padrão de MFA-Na, 
por gavage, em dose única  

 
Controle 

(n=9)a 

MFA-Na 

(n=10)a 

Ar 1 (3,2 g/kg) 

(n=9)a 

Ar 2 (6 g/kg) 

(n=10)a 

Uréia (mg/dL) 25,78±0,88 34,30±1,95*** 26,22±1,29 23,40±1,24 

Creatinina (mg/dL) 0,62±0,02 0,72±0,02** 0,62±0,02 0,55±0,02 

Glicose (mg/dL) 284,1±23,41 259,4±17,98 214,1±24,45 180,1±25,49** 

Cálcio (mg/dL) 5,81±0,04 6,12±0,09 4,45±0,16*** 4,49±0,15*** 

Citrato (nmol/µL) 2,84±0,16 4,13±0,38* 4,39±0,42** 3,84±0,31 

Dados expressos como média ± epm, a número de animais; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 versus 

grupo controle; teste de Dunnett 
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Gráfico 1 – Parâmetros bioquímicos de ratos intoxicados experimentalmente com 3,2 e 6 g/kg do 
extrato aquoso de A. rigida e de ratos intoxicados com 7 mg/kg do padrão de MFA-Na, 
por gavage, em dose única 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Os dados são apresentados como média ± epm, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ANOVA ou 
Dunnett 

presentados como média ± epm *p<0,05; **p<0,01; *
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5 DISCUSSÃO 

 

 

5.1 ESTUDO QUÍMICO 

 

 

A análise química do MFA-Na representa um desafio a todos os 

toxicologistas, pois esta substância química, diferente da maior parte dos agentes 

tóxicos, tem característica de hidrossolubilidade, apresentando também semelhança 

química com ácidos orgânicos de cadeia molecular pequena, como o ácido acético o 

ácido butírico e o propiônico, que são comumente encontrados em organismos vivos 

(MINNAAR et al., 2000). 

O principal objetivo proposto no presente estudo foi o estabelecimento de 

uma metodologia capaz de purificar e caracterizar o MFA-Na em A. rigida por meio 

de procedimentos cromatográficos experimentais levando-se em consideração as 

particularidades desta molécula. 

A avaliação bioguiada da influência de diferentes tratamentos sobre dois 

extratos de A. rigida (alcoólico e aquoso) mostrou que não houve perda total do 

princípio tóxico em nenhum dos procedimentos, pois todos os animais intoxicados 

apresentaram alterações, porém em diferentes proporções. Sendo assim, os sinais 

clínicos de intoxicação aqui observados foram semelhantes aos apresentados pelos 

animais intoxicados experimentalmente com solução de MFA-Na, em experimento 

desenvolvido durante nosso projeto de mestrado (CUNHA, 2008), o que sugere a 

presença de MFA-Na, em A. rigida.  

A sobrevivência dos animais à administração dos extratos de A. rigida pode 

indicar baixa concentração de MFA-Na, na planta em estudo, ou ainda, perda do 

princípio ativo durante o procedimento de extração, uma vez que a administração de 

dose única de fluoroacetato de sódio em doses baixas, de até 0,2 mg/kg, por via 

oral, é capaz de levar ratos a óbito, em pouco tempo (HUMPHREJS, 1988). 

 Com base nas evidências anteriormente referidas, foi selecionado o solvente 

a ser utilizado na extração do princípio ativo de A. rigida, e seu subsequente 

fracionamento. Os fatores que determinaram esta escolha foi, além da eficiência, o 

tempo necessário para a concentração do volume total de extrato, que é diretamente 
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proporcional ao tempo de exposição da amostra a outras variáveis, tais como 

temperatura e pressão reduzida, que podem determinar a perda de parte do 

princípio ativo. 

Apoiam a conjectura apresentada anteriormente, aqueles ensaios 

previamente realizados com as amostras da biomassa da planta e de extratos de A. 

rigida, os quais comprovaram que o princípio ativo é uma substância polar, solúvel 

em água e em soluções hidroalcoólicas e ácidas.  

Para a pré-purificação do extrato, etapa comum no isolamento de princípios 

ativos polares presentes em matrizes orgânicas complexas, são utilizadas várias 

fases estacionárias tais como as compostas por sílica hidrofóbica quimicamente 

modificada (C18 = sílica octadecilsilanizada) e por resinas poliméricas orgânicas 

(Oasis e XAD-2). Neste processo, os analitos são adsorvidos no material hidrofóbico 

por meio de interações de Van der Waals e, em determinada proporção, por ligações 

hidrofóbicas ou interações dipolo-dipolo (PIETRZYK, 1989; LINGEMAN; JANDEM, 

1990).  

Segundo o catálogo Waters®, a fase reversa polimérica Oasis® HLB para a 

extração em fase sólida (SPE) apresenta equilíbrio hidrofílico-lipofílico para 

compostos ácidos, básicos e neutros além de estabilidade em pH de 0 a 14, 

mostrando-se bastante adequada para a pré-purificação do extrato de A. rigida. 

O copolímero estireno-divinilbenzeno XAD-2 é uma resina hidrofóbica 

bastante aplicada para a extração em fase sólida (clean-up) de matrizes orgânicas 

complexas, além de ser estável em ampla faixa de pH (LINGEMAN; JANDEM, 

1990). 

Tanto a fase reversa polimérica Oasis® HLB quanto o copolímero estireno-

divinilbenzeno XAD-2, por apresentarem características compatíveis com o 

procedimento o qual se pretendia realizar, foram utilizados neste estudo e como 

esperado, os resultados obtidos foram semelhantes.  

Assim, em ambos, a fração eluída em H2O 100% mostrou conter substância 

com comportamento idêntico ao do padrão do MFA-Na. Sendo assim, em nosso 

estudo foi utilizada a fase estacionária formada pelo copolímero XAD-2, por sua 

maior disponibilidade e também, em virtude de terem apresentado resultados 

semelhantes ao Oasis®  
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Entretanto, devido a grande quantidade de pigmentos presentes no extrato 

optou-se primeiramente, por removê-los em Celite (terra de diatomáceas) para 

obtenção de melhores resultados, este procedimento foi acompanhado por CCDC, 

mostrando-se eficiente. 

 Após a filtração em Celite seguiu-se o protocolo para pré-purificação por XAD-

2; para tal, as frações foram eluÍdas nas seguintes fases móveis: H2O 100% (F1); 

H2O/MeOH (80:20, v/v)(F2); H2O/MeOH (40:60, v/v) (F3) e MeOH 100% (F4), as 

quais, após terem sido concentradas a pressão reduzida, foram liofilizadas e 

analisadas por CCDC. A fração F1, eluÍda em H2O, mostrou a presença de 

substância com Rf e coloração característica do padrão de MFA-Na, e as demais 

frações não continham substâncias capazes de reagir com o derivatizante azul do 

Nilo. 

Levando-se em consideração que o estudo cromatográfico em camada 

delgada comparativa realizado neste estudo como monitoramento da presença do 

MFA-Na durante todas as etapas de seu isolamento mostrou-se uma alternativa 

viável para a purificação do princípio ativo de A. rigida e ainda, as limitações 

impostas pelas características dessa(s) molécula(s) que impedem o uso dos 

detectores usuais de aparelhos de cromatografia de alta eficiência, optou-se pelo 

emprego da CCDP, para refinar a separação do princípio ativo, pré-purificado por 

cromatografia em coluna, utilizando-se a fase estacionária XAD-2. 

 Com este procedimento, logrou-se isolar substância(s) com características 

idênticas ao do padrão do MFA-Na, que foi encaminhada para caracterização 

estrutural. 

A primeira tentativa para conhecer a identidade do principio tóxico existente 

em A. rigida consistiu no estudo espectrométrico por ressonância de flúor, o qual, 

por dificuldades técnicas, foi inconclusivo, porém indicou a presença de mais de um 

átomo de flúor, na amostra analisada. O maior empecilho para a continuidade deste 

estudo foi a ausência de dados teóricos ou práticos para consulta, na literatura. 

Para contornar as limitações impostas pela sensibilidade específica das 

técnicas disponíveis para a determinação da estrutura da amostra em questão, 

optou-se por caracterizar o princípio ativo, por comparação de seu espectro de 

infravermelho com o do padrão de monofluoracetato de sódio. O MFA-Na, 

diferentemente das moléculas diatômicas homonucleares, que não têm momento 
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dipolar permanente e não apresentam bandas de absorção no espectro de 

infravermelho, devido à presença do oxigênio e do flúor, apresenta momento dipolar 

permanente, que oscila periodicamente ao vibrar a molécula, podendo, portanto 

absorver radiação eletromagnética e apresentar espectro característico 

(MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 2010). 

 Apesar da extensa pesquisa bibliográfica realizada, não foram encontrados 

dados espectrais relativos ao monofluoracetato de sódio. Por isso, a atribuição às 

bandas do espectro experimental de infravermelho do MFA-Na (padrão) foi feita 

comparando-se suas posições, no espectro, com os dados fornecidos pela literatura, 

para o acetato de sódio, o ácido acético e os ácidos: mono, di e fluoracéticos. Para 

tanto, foram reunidos nas tabelas 4 e 5, os valores discutidos por Childers; Struthers 

(1955); Kagarise (1957); Barceló; Otero (1962); Redington; Lin (1971);Nieminen et 

al. (1993) e os que constam na Bibioteca virtual de espectros KnowItAll® AnyWare, 

nos espectros do ácido acético e do MFA-Na. 

Neste grupo selecionado de moléculas, a localização das bandas do grupo 

carbonila (de carboxila) e do átomo de flúor podem fornecer muitas informações. 

O grupo carbonila absorve intensamente radiação infravermelha entre 1850 e 

1650 cm-1, devido à grande mudança que sofre seu dipolo, em relação ao tempo. 

Além de ocuparem posição característica, as bandas devidas às carbonilas também 

apresentam forma e intensidade próprias. Além disso, a frequência de absorção da 

carbonila depende da característica eletrônica dos grupos substituintes vizinhos. Nos 

ácidos carboxílicos, o grupo hidroxila influencia diretamente a carbonila, porque, nas 

fases sólida e líquida, há formação de um dímero estável, resultante de ligação de 

hidrogênio (H – O), entre as carboxilas de duas moléculas de ácido: o grupo 

carbonila de uma das moléculas liga-se à hidroxila da outra molécula, através da 

ligação de hidrogênio  

Cd+ ¾ Od- ... Hd+ ¾ Od- 

que diminui o caráter sp2 da dupla e enfraquece a ligação entre os átomos de 

carbono e de oxigênio, deslocando a absorção da vibração de estiramento da 

carbonila para frequência mais baixa (MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 2010). 

Nos sais de ácidos carboxílicos, o ânion carboxilato é estabilizado por 

ressonância e as ligações entre o carbono e o oxigênio adquirem caráter de ligação 

simples, o que resulta na diminuição da frequência do grupo carbonila; são 
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observados um estiramento assimétrico forte em região próxima de 1600 cm-1, e um 

estiramento simétrico (forte), próximo de 1400 cm-1 (MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 

2010). 

A banda relativa ao grupo carbonila também pode sofrer deslocamentos 

devido a influências de grupos vizinhos: efeitos indutivos (retirada de elétrons) 

aumentam a força da ligação C-O, resultando em bandas de frequência mais alta; 

efeitos de ressonância aumentam o caráter de ligação simples na ligação C-O e 

diminuem a frequência, fenômeno que ocorre também quando se formam ligações 

de hidrogênio, como visto acima (MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 2010). 

No caso particular dos halogênios, o efeito indutivo é muito importante, pois o 

impacto da eletronegatividade desse(s) átomo(s) sobre as frequências dos grupos 

vizinhos ocasiona mudanças significativas nas frequências de suas bandas, cuja 

direção de deslocamento depende de o halogênio aumentar ou diminuir a densidade 

eletrônica destes grupos. No caso de aumentar a densidade eletrônica, a banda 

correspondente aparecerá em frequência mais alta e se diminuir, a banda aparecerá 

em frequência mais baixa (MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 2010). 

A influência da eletronegatividade dos halogênios é também exercida sobre o 

grupo carbonila de ácidos a-substituídos: a força da ligação do grupo carbonila 

aumenta e a banda será deslocada para frequências maiores (MURADIAN, 1980; 

PAVIA et al., 2010). As tabelas 4 e 5 mostram o efeito indutivo dos halogênios e o 

efeito da ligação de hidrogênio sobre a carbonila, nos ácidos tri, di e 

monofluoracéticos, no acetato e no monofluoracetato de sódio, em comparação com 

as frequências observadas para o ácido acético. 

A frequência (estiramento) da carbonila, observada para o ácido acético, em 

forma de monômero, é de 1758 cm-1: já na forma associada (dímero), por estar 

estabilizada por ponte de hidrogênio, mostra a frequência de 1714 cm-1. Na tabela 5, 

a frequência deste estiramento mostra valores crescentes da molécula de ácido 

monohalogenada para a trihalogenada, nas formas de monômero ou de dímero; 

porém, os dímeros apresentam valores menores do que os monômeros. 

O mesmo efeito indutivo pode ser observado no sal do ácido acético: há um 

aumento do valor da frequência do estiramento C = O, quando um dos hidrogênios 

do grupo metílico do acetato de sódio é substituído por um halogênio. Este 

estiramento, que no acetato de sódio aparece na frequência de 1572 cm-1, tem o 
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valor de 1623,79 cm-1, no espectro do monofluoracetato de sódio. No espectro do 

padrão de monofluoracetato de sódio, aparecem dois pequenos picos, com valores 

crescentes de 1729,87 e 1775,58 cm-1: estes picos, levando-se em consideração o 

grau de pureza do padrão (de 95%) poderiam ser atribuídos à contaminação com 

difluoracetato e trifluoracetato de sódio. 

Efeito semelhante pode ser observado também, no estiramento da ligação 

C¾O, porém em menor proporção, comparando-se os ácidos halogenados com o 

ácido não halogenado e o sal halogenado com o não halogenado, e também na 

deformação do grupo carboxílico. 

O efeito inverso pode ser visto na comparação, entre todas as substâncias, 

nos valores das frequências relativas às torções do grupo O ¾ H.  

A banda resultante do estiramento do C¾H (~2.600 cm-1) está possivelmente 

sobreposta à banda larga característica da ligação O¾H, que aparece entre 3.320-

2.500 cm-1(larga), região que pode não fornecer muitas informações. 

As outras bandas devidas às ligações C-O e O-H (Tabela 5) são menos 

pronunciadas e estão localizadas entre os valores de frequência 1.320-1.210 cm-1 

(devidas ao estiramento C-O) e 960-850 cm-1 (devidas à ligação de hidrogênio O-H, 

torção fora do plano).  

Com relação às bandas devidas à ligação flúor – carbono, nas substâncias 

alifáticas, a presença de um halogênio resulta no aparecimento de banda 

característica da ligação C-X (estiramento) entre os comprimentos de onda 1.150-

1.000 cm-1. Se existirem mais de um átomo de halogênio, é necessário considerar se 

estão ligados, ou não, ao mesmo carbono. 

Nos estudos dos espectros de infravermelho dos ácidos tri, di e 

monofluoracéticos (KAGARISE, 1957; BARCELÓ; OTERO, 1962), os valores obtidos 

para as bandas de absorção relativas à ligação C¾F, situam-se entre 1.092 e 1.277 

cm-1 (Tabela 4) e no espectro do monofluoracetato de sódio, a banda apareceu em 

1.020,27 cm-1, porém pode ser visto um “ombro”, voltado para região de frequência 

mais alta. No espectro da amostra contendo o princípio ativo de A. rigida, estão 

documentados três picos superpostos, com máximos em 1.044,79; 1.073,33 e 

1.111,94 cm-1.  

Entre 700 e 400 cm-1, nos espectros dos ácidos mono, di e trifluorados 

aparecem bandas relativas à deformação da ligação C¾F; no monofluoracetato de 
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sódio, vemos uma banda em 701,25 cm-1, enquanto na amostra da planta, vemos 

entre 660 e 710 cm-1, picos superpostos (KAGARISE, 1957; BARCELÓ; OTERO, 

1962). 

A observação dos espectros do monofluoracetato de sódio (padrão) e do 

material isolado da planta em estudo, mostra que são superponíveis.  

Entretanto, outras considerações devem ser feitas: no espectro do padrão 

(pureza de 95%) foram documentadas, além de banda em 1.623,79 cm-1, relativa à 

carbonila deslocada pela presença de um átomo de flúor, outras duas pequenas 

bandas, que podem ser atribuídas à presença de contaminação por di e 

trifluoracetato de sódio. Essas bandas em 1.729,87 e 1.775,58 cm-1, 

respectivamente, são compatíveis com bandas relativas a carbonilas deslocadas 

respectivamente, por 2 e 3 átomos de flúor, situados em carbono vizinho a este 

grupo (carbonilas a-halogenadas); há correspondência entre as bandas devidas ao 

estiramento destas carbonilas e as bandas resultantes dos ácidos di  e 

trifluoracéticos (Tabela 5). 

No material isolado da amostra da planta, o pico relativo à carbonila aparece 

em 1633,88 cm-1, porém é um pico largo, sugerindo a superposição de picos com 

frequência mais alta: as bases deste pico abrangem a região entre 1.620 e 1.780 

cm-1, que coincide com a região em que aparecem os picos relativos ao mono, di e 

trifluoracetatos, no padrão. 

A indicação da presença de mistura de mono, di e triacetatofluoracetato de 

sódio no isolado da planta torna-se mais consistente pela existência de três picos 

distintos, resultados de vibração de estiramento de ligação C¾F, em 1044,79; 

1073,33 e 1111,94 cm-1, embasando a conclusão de que estamos em presença de 

espectro do monofluoracetato de sódio, em mistura com o di e o trifluoracetato de 

sódio. 

Dando peso a este resultado, a literatura mostra a constatação da existência 

destas três substâncias halogenadas, simultaneamente, na Dichapetalum toxicarium 

(VICKERY; VICKERY, 1975). 

 Portanto, os dados obtidos por meio dos espectros de infravermelho 

analisados, em conjunto com os resultados fornecidos pelo estudo por cromatografia 

em camada delgada e pelas evidências mostradas nos estudos biológicos realizados 
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neste e em trabalhos anteriores, corroboram que o princípio ativo de A. rigida, é o 

monofluoracetato de sódio, em mistura com o di e o trifluoracetato de sódio. 

 

 

5.2 ESTUDO BIOLÓGICO 

 

 

 O diagnóstico da intoxicação, tanto pelos praguicidas que contém o MFA-Na, 

como por plantas que encerram este principio ativo é ainda um grande problema na 

clínica. De fato, Collicchio-Zuanaze et al. em 2006, relatam a ausência de dados 

científicos suficientes para um diagnóstico rápido e eficaz da intoxicação em gatos e 

cães. Também, são vários os casos de intoxicação nos quais se suspeitou de ser o 

MFA-Na o causador da intoxicação, mas que no entanto, não foi possível a 

conclusão definitiva. Um exemplo que pode perfeitamente exemplificar tal 

dificuldade, refere-se à grande mortalidade de animais no Zoológico de São Paulo, 

ocorrida em 2004. Estudos técnicos apontaram para a suspeita de intoxicação por 

MFA-Na, no entanto, até hoje não foi possível concluir definitivamente sobre a causa 

da mortalidade (ORTIS, 2005). 

 Deve-se ressaltar que devido à característica de evolução aguda, a 

intoxicação pelo MFA-Na, pode ser confundida com outras afecções, tais como, 

deficiência de vitamina E/selênio, ingestão de plantas cianogênicas ou de Ricinus 

comunis (neste caso as folhas) - (NOGUEIRA et al., 2010) e até mesmo com 

doenças infecciosas, como o carbúnculo hemático (PACHECO; CARNEIRO, 1932; 

TOKARNIA et al., 1979). 

 Embora a intoxicação pelo MFA-Na seja, provavelmente, muito frequente, são 

muito poucos os estudos relacionados ao diagnóstico da intoxicação por este 

composto com auxílio laboratorial (CHI et al., 1996, 1999; O’HAGAN, 2004). Assim, 

embora a intoxicação com plantas que causam morte súbita ou com o próprio MFA-

Na, empregado como praguicida, possa ser confundido com outras tantas afecções, 

atualmente, o diagnóstico da intoxicação por este composto é realizado 

considerando-se basicamente o histórico de ingestão do agente tóxico e pelos 

achados clínicos. 
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  Isto posto, parece evidente que estudos que visem auxiliar no diagnóstico da 

intoxicação por este composto irão contribuir significantemente com a toxicologia 

clínica. Assim, foi objetivo, nesta primeira parte deste estudo, procurar desenvolver 

método seguro e eficaz para a detecção de MFA-Na; já que se sabe que atualmente 

não há nenhum laboratório no Brasil que tenha implementado e esteja realizando, 

como rotina, a detecção desta substância para auxílio diagnóstico. Portanto, o 

estabelecimento desta metodologia neste laboratório permitirá que se possa não 

somente realizar estudos no sentido de se determinar a presença do MFA-Na em 

outras plantas que causam morte súbita em nosso país, mas também possibilitará 

que se desenvolvam futuramente técnicas que permitirão a detecção desta 

substância em materiais biológicos, como sangue e vísceras; além de 

desenvolvimento de métodos que detectem esta substância, haja vista que 

atualmente não existe nenhum protocolo analítico capaz de quantificar o MFA-Na 

em matrizes biológicas (CASPER et al., 1985; MINNAAR et al., 2000). 

 Um importante subsídio para o diagnóstico das mais variadas enfermidades é 

a avaliação anátomo-histopatológica. No entanto, considerando-se a intoxicação 

pelo MFA-Na, este auxílio pode ter pouco valor; de fato, tomando-se como exemplo 

aquelas plantas que produzem a intoxicação e morte por encerrar este princípio 

ativo, Döbereiner e Tokarnia (1959), relatam que, em relação à necropsia, não há 

nenhum achado que seja digno de nota, que auxiliaria o diagnóstico. No que se 

refere à histopatologia, estes mesmos autores verificam que alguns bovinos (em 

60% dos achados) intoxicados podem apresentam degeneração hidrópico vacuolar 

nas células dos túbulos contornados distais do rim. 

 Outro subsídio de grande valor para o diagnóstico de uma determinada 

enfermidade é a avaliação bioquímica. De fato, deve-se considerar que muitas vezes 

uma injúria poderá não causar alterações morfológicas, no entanto, esta promove 

mudanças bastante significantes em enzimas e componentes sanguíneos, que 

seriam indicativos de lesão. Portanto, foi também escopo desta pesquisa avaliar 

alguns parâmetros bioquímicos de ratos intoxicados, tanto com a A. rigida, como 

com o MFA-Na, no sentido de contribuir com os dados de literatura já existentes. 

 Assim, considerando-se que o MFA-Na produz alterações consistentes no 

epitélio renal, isto é, degeneração hidrópico-vacuolar, particularmente nas células 

dos túbulos contornados distais do rim (NOGUEIRA et al., 2010), pode-se supor que 
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tal injúria promoverá variáveis graus de azotemia e uremia levando à insuficiência 

renal. No entanto, no presente estudo, os animais intoxicados pelo extrato aquoso 

de A. rigida não apresentaram alterações significantes nos valores de uréia e 

creatinina séricas, sendo estes parâmetros alterados apenas nos animais 

intoxicados com o padrão de MFA-Na. De fato, Annison et al. (1960) e Peixoto et al. 

(2010) encontraram aumento dos níveis destas substâncias em ovinos e bovinos 

intoxicados pelo MFA-Na. 

Por outro lado, os resultados aqui obtidos corroboram os achados descritos 

por Collicchio-Zuanaze et al (2006), que estudando os efeitos do MFA-Na em gatos, 

também não observaram alterações significantes nos níveis séricos destas 

substâncias empregadas para a avaliação da função renal. Entretanto, deve-se levar 

em consideração que o período de tempo entre a intoxicação e a morte dos animais, 

tanto naquele trabalho realizado por Collicchio-Zuanaze (2006) quanto neste foi 

relativamente curto, ao redor de seis horas; sendo assim,é possível inferir que não 

houve tempo hábil para que houvesse a alteração nos níveis sanguíneos destes 

metabólitos renais. 

 Além disso, considerando-se que os animais que receberam o padrão de 

MFA-Na, apresentaram aumento dos níveis de uréia e creatinina, mas não aqueles 

ratos tratados com as duas amostras de planta, uma outra possível explicação para 

este inesperado resultado, poderia estar relacionado à baixa concentração de 

fluoroacetato na planta em estudo. Entretanto, para confirmação desta hipótese é 

necessário um estudo quantitativo do MFA-Na em A. rigida. 

 O mecanismo de ação do fluoroacetato de sódio envolve o bloqueio da cadeia 

respiratória. Assim, esta substância ao adentrar a célula, reage com a coenzima A 

(CoA), na presença de adenosina-5’-trifosfato, formando o fluoroacetil-CoA, o qual, 

por sua vez, reage com o oxaloacetato e a água formando o fluorocitrato, o principal 

responsável pelos efeitos tóxicos (BURGER; FLECKNELL, 1994; COLLICCHIO, 

2006). Na sequência de eventos celulares, o fluorocitrato inibe a enzima aconitase, 

responsável pela transformação do citrato em isocitrato no ciclo de Krebs. Sua 

inibição, portanto, bloqueia este ciclo, causando depleção de energia, acúmulo de 

citrato e de lactato, com queda do pH sanguíneo. O citrato acumulado no organismo, 

além de promover efeitos cardiotóxicos e neurotóxicos, também pode combinar-se 

com o cálcio, levando à hipocalcemia e ao agravamento dos sinais clínicos da 
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intoxicação. Desta forma, os níveis de cálcio sérico total são inversamente 

proporcionais aos níveis de citrato sérico, explicando assim, o efeito quelante do 

citrato sobre o cálcio (GAL et al., 1956; BOSAKOWSKI; LEVIN, 1986; OMARA; 

SISODIA, 1990; BURGER; FLECKNELL, 1994).  

 De fato, no presente estudo, foi possível observar aumento significante dos 

níveis de citrato, com consequente diminuição do cálcio, tanto nos animais do grupo 

que receberam o padrão, quanto naqueles que receberam o extrato da planta. 

Portanto, estes dados reiteram os achados encontrados na literatura, descritos para 

outras espécies animais (SPENCER; LOWENSTEIN, 1967; HUANG et al., 1980), 

permitindo indicar a realização da dosagem destas duas substâncias, como 

importantes subsídios para o diagnóstico em casos de suspeita de intoxicação pelo 

MFA-Na. 

 Ainda, em relação aos efeitos do MFA-Na sobre o metabolismo energético, 

sabe-se que o MFA-Na afeta diretamente o metabolismo de carboidratos por inibição 

da glicólise e diminuição do suprimento energético (WILLIAMSON, 1967). 

Consequentemente, verifica-se o aumento nos níveis de glicose e glicogênio séricos. 

Portanto, a hiperglicemia pode ser um achado significante na intoxicação por este 

composto (MARRAZZI; HOLLIDAY, 1981). Corrobora tal suposição aqueles estudos 

realizados em cães (BOSAKOWSKI; LEVIN, 1986), gatos (COLLICCHIO-ZUANAZE 

2006) e ratos (BOSAKOWSKI; LEVIN, 1986), intoxicados com o MFA-Na, os quais 

mostraram aumento significante nos níveis de glicose nestes animais. 

No entanto, ao contrário do que se supunha, os dados aqui obtidos 

mostraram que ratos que receberam tanto o padrão, como aqueles animais tratados 

com a planta (Ar1), não apresentaram diferenças significantes em relação àqueles 

níveis obtidos dos animais do grupo controle; além disto, os animais do grupo Ar2 

mostraram níveis de glicose significantemente menores que aqueles que não 

receberam tratamento. Neste momento, pouco pode ser especulado a respeito deste 

resultado obtido; no entanto, uma possível explicação poderia estar relacionada ao 

tempo no qual se coletou o sangue para a avaliação bioquímica. No presente 

estudo, os níveis plasmáticos de glicose foram dosados após seis horas da 

administração dos extratos e do MFA-Na. Por outro lado, na pesquisa conduzida por 

Bosakowski e Levin, (1986) empregando a mesma espécie animal, realizaram tal 

coleta num período de tempo maior, aproximadamente 8 horas após a intoxicação 
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com a substância; ainda, assim, é possível supor que no presente estudo, não 

houve tempo para que a alteração bioquímica ocorresse. Este resultado aqui obtido 

indica que a avaliação da glicose não seja um bom subsídio para o auxílio no 

diagnóstico da intoxicação pelo MFA-Na, principalmente se a ingestão ocorreu num 

curto período de tempo. 

Finalizando, o presente trabalho foi o primeiro a identificar a presença do 

ácido monofluoroacético nas folhas de A. rígida (APÊNDICE A). Outra contribuição 

para a toxicologia se refere à metodologia aqui estabelecida. Assim, este estudo 

fitoquímico inicial aqui estabelecido, permitirá o desenvolvimento de técnicas 

visando a identificação deste composto em outras plantas e até mesmo em material 

biológico. Também permitirá desenvolver metodologias nas quais a identificação 

seja realizada de forma rápida e relativamente simples. Tal implementação tem 

grande importância, pois implica diretamente tanto no que se refere ao diagnóstico 

de intoxicação por plantas que causam morte súbita em nosso país e também pelo 

diagnóstico de intoxicação acidental com o MFA-Na, empregado como rodenticida, 

tanto nos animais como no ser humano, haja vista que embora o uso deste 

composto seja proibido no Brasil, os dados do CEATOX (2012) revelam que há um 

crescimento significante de casos de intoxicação por este composto.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

· Não houve perda total do princípio tóxico de A. rigida, em nenhum dos 

procedimentos empregados na avaliação bioguiada da influência de 

diferentes tratamentos sobre os extratos hidroalcoólico e aquoso. 

· Tanto a fase reversa polimérica Oasis® HLB quanto o copolímero estireno-

divinilbenzeno XAD-2 mostraram-se efetivos na pré-purificação do extrato 

hidroalcoólico de A. rigida. 

 

· A técnica de CCDP promoveu, a contento, a purificação do princípio tóxico de 

A. rigida, uma molécula com pequena massa molecular e muito polar.  

 

· A caracterização química do princípio ativo de A. rigida, por comparação de 

seu espectro de infravermelho com o do padrão de MFA-Na, mostrou-se 

plenamente viável. 

 

· A. rigida produz três sais halogenados: o mono (majoritário), o di e o 

trifluoracetatos. 

 

· A administração dos extratos de A. rigida e do padrão de MFA-Na causou 

alterações nos níveis de cálcio, citrato e glicose sendo estes parâmetros 

considerados bioindicadores de efeito ao MFA-Na. 
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