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RESUMO

CUNHA, L. C. Estudo fitoquimico biomonitorado de Amorimia rigida
(Malpighiaceae): 1. Purificagéo e caracterizacédo do monofluoroacetato de sédio. 2.
Avaliacédo bioquimica dos efeitos toxicos 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 Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

A ocorréncia de monofluoroacetato de so6dio (MFA-Na) em plantas foi registrada,
pela primeira vez, em Dichapetalum cymosum. Posteriormente, esta substancia
toxica foi encontrada em outras espécies de plantas, como Palicourea marcgravii,
causadora de “morte subita”. Amorimia rigida, que é bastante conhecida e frequente
no Nordeste do Brasil, esta entre as plantas toxicas, que também causam “morte
subita” em bovinos, com quadro clinico semelhante ao decorrente da ingestdo de
plantas que contém fluoroacetato de sodio e ao apresentado por animais intoxicados
experimentalmente com este téxico. A A. rigida sdo imputadas significativas perdas
econbmicas, motivo pelo qual o objetivo do presente estudo foi identificar a
substancia téxica nela presente e também estabelecer bioindicadores de efeito,
quando da intoxicacdo por esta planta. No estudo por cromatografia em camada
delgada de celulose - tendo como fase moével solugdo de etanol/hidréxido de
amonio/piridina/agua (95:3:1:1, v/v/v/iv) e como agente derivatizante o azul do Nilo -
do extrato aquoso obtido da planta seca e moida, foi detectada a presenca de MFA-
Na. O fracionamento do extrato hidroalcodlico de A. rigida em coluna XAD-2
forneceu 4 fragbes: H,O 100% (F1), H,O:MeOH 80/20 (F2), H,O:MeOH 40/60 (F3) e
MeOH 100% (F4) das quais, como indicado pelo monitoramento por CCDC, apenas
a fracdo F1 continha o MFA-Na. Essa fracado foi submetida a cromatografia em
camada delgada preparativa, para isolamento do principio ativo o qual, em estudo
por espectrometria de infravermelho e em comparacdo com padrédo de MFA-Na,
comprovou a presencga de mistura de mono, di e trifluoroacetato nas folhas desta
planta. No estudo bioquimico, animais intoxicados com o padrdo de MFA-Na e com

o extrato de A. rigida apresentaram alteracbes nos niveis séricos de calcio e citrato,



sendo estas moléculas consideradas bioindicadoras de efeito a exposicao ao MFA-
Na.

Palavras-chave: Planta toxica. 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 fitoquimico biomonitorado
de Amorimia rigida (Malpighiaceae): 1. Purificacdo e caracterizagdo do
monofluoroacetato de sddio 2. Avaliagado bioquimica dos efeitos tdxicos em ratos].
2012. 95 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo 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% H.O (F1), H,O: MeOH 80/20 (F2) H,O:
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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Introdugdo

1 INTRODUGAO

1.1 SOBRE AS PLANTAS TOXICAS

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 toxicas todo o vegetal que, introduzido no organismo dos
homens ou de animais domésticos, em condi¢cdes naturais, é capaz de causar danos
que se refletem na saude e vitalidade desses seres. Estes vegetais ocasionam um
desequilibrio que se traduz no paciente como sintomas de intoxicagéo.

Véarios sdo os paises, principalmente aqueles grandes produtores e
exportadores de alimentos, como Estados Unidos, Australia, Nova Zelandia,
Argentina e Brasil, nos quais as plantas toxicas comprometem significantemente a
criacdo animal, podendo produzir grandes perdas econdmicas. Estes prejuizos
podem advir tanto devido a perdas diretas, como morte, alteracdes reprodutivas
(como abortos e teratogénese), queda no ganho de peso e de producgéo, entre
outros efeitos. As perdas econémicas podem ocorrer também de maneira indireta, e
estas incluem, entre outras, os custos de controlar as plantas toxicas nas pastagens,
as medidas de manejo para evitar as intoxicagdes como a utilizagado de cercas e
pastoreio alternativo, a reducdo do valor da forragem devido ao atraso na sua
utilizacdo, a reducéo do valor da terra, a compra de bovinos que substituam os
animais mortos, os gastos associados ao diagnéstico das intoxicagcbes e o
tratamento dos animais afetados (JAMES, 1994).

A descricdo sobre o problema de plantas téxicas no nosso pais data dos
primordios da colonizagédo, sendo descritos inumeros casos de mortalidade dos
animais ja na introdugao das primeiras cabecas de gado. Neste sentido, o senhor de
engenho Gabriel Soares de Souza, em 1587, no seu “Tratado descritivo do Brasil”, ja
afirmava que o Brasil possuia grandes fontes de recursos na sua rica flora, fauna e
solo, mas também que o gado morria em consequéncia a ingestdo de ervas
(HOEHNE, 1939).

As perdas econdmicas causadas pelas intoxicagbes por plantas sé&o

complexas de ser estimadas porque nao existem dados confidveis sobre todos
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esses componentes; no entanto, pode-se supor que a mortalidade por vegetais
toxicos em animais de producdo no Brasil produza um impacto de milhdes de
dolares anuais. Neste sentido, sabe-se que a intoxicacdo por plantas esta entre as
trés causas mais comuns de mortes de bovinos adultos no nosso pais (RIET-
CORREA; MEDEIROS, 2001; RIET-CORREA et al., 2007). Deve-se ressaltar que na
regido Norte, as plantas toxicas sao a principal causa mortis desses animais, sendo
responsaveis por mais Obitos, quando comparadas a raiva e ao botulismo
(ROSSETTI; CORSI, 2009).

No Brasil, as plantas denominadas como aquelas que causam “morte subita”
séo consideradas as mais importantes no que diz respeito aos prejuizos econémicos
(TOKARNIA et al., 2000). Neste sentido, Tokarnia et al. (1990) consideram que as
plantas pertencentes a este grupo séo responsaveis por, aproximadamente, 60% de
todas as perdas causadas por plantas toxicas no pais. As plantas que compdem
este grupo apresentam, como caracteristica comum, produzir, no animal intoxicado,
alteragbes que se traduzem, de maneira geral, por instabilidade, tremores
musculares, relutdncia para realizar movimentos, dificuldade respiratoria,
taquicardia, normalmente se deita ou cai ao solo em decubito lateral, movimentos de
pedalagem, convulsdo e morte (TOKARNIA et al., 2000).

No mundo, ja foram catalogadas cerca de 60 espécies de plantas causadoras
de “morte subita”, sendo que estas estédo distribuidas principalmente nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas, como Australia, Africa do Sul e América do Sul
(TWIGG; KING, 1991; TWIGG et al., 19963, b).

No Brasil, at¢ o momento foram identificadas 12 espécies de plantas que
causam esta sindrome, a saber: Palicourea marcgravii (PACHECO; CARNEIRO,
1932; DOBEREINER; TOKARNIA, 1959), P. grandiflora (TOKARNIA et al., 1981), P.
juruana (TOKARNIA; DOBEREINER, 1982) e P. aeneofusca (TOKARNIA et al.,
1983) da familia Rubiaceae; Arrabidaea japurensis (TOKARNIA e DOBEREINER,
1981), A. bilabiata (DOBEREINER et al., 1983) e Pseudocalymma elegans (MELLO;
FERNANDES, 1941; TOKARNIA et al.,, 1969) da familia 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 familia Malpighiaceae.

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

como € o caso do género Mascagnia, o qual foi dividido em Mascagnia e Amorimia.
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Desta forma, seguindo-se a atual classificagdo, Mascagnia rigida (A. Juss.) Griseb é
catalogada como Amorimia rigida (A. Juss.) W.R. Anderson (ANDERSON, 2006;
DAVIS; ANDERSON, 2010).

Dentre as plantas téxicas que causam morte subita no Brasil, a Palicourea
marcgravii, € a planta tdxica mais importante, causando um numero elevado de
perdas de bovinos em quase todo o pais; neste sentido, calcula-se que cerca de
50% de morte de bovinos adultos no Brasil, seja decorrente da intoxicagdo por esta
planta (GORNIAK; SPINOSA, 1990). Os principais motivos pelos quais &
considerada a principal planta toxica estdo relacionados a trés fatores: apresenta
ampla distribuicdo geografica (HELAYEL et al.,, 2011); j4 que esta planta é
encontrada em todo o pais, com exceg¢ao da Regido Sul e do Estado de Mato
Grosso do Sul. Além disto, possui alta toxicidade, portanto, uma pequena
quantidade de planta ja promove a intoxicagdo e a morte do animal. Ainda, deve-se
considerar que a P.marcgravii apresenta alta palatabilidade para bovinos; deste
modo, ao contrario do que ocorre com outras plantas toxicas que, de maneira geral,
apresentam baixa palatabilidade, os animais consomem a P.marcgravii mesmo
quando ha forrageira abundante disponivel. (TOKARNIA et al., 2000).

A P. marcgravii, tem como principio ativo toxico o monofluoracetato de sddio
(MFA-Na) — Oliveira (1963), o qual tem sido isolado de diversas plantas toxicas em
outras partes do mundo, como na Africa do Sul, onde foi detectado este mesmo
principio ativo na Dichapetalum cymosum (MARAIS, 1944) e na Australia, onde
estudos quimicos também revelaram a presenca desta substancia nas plantas
Acacia georginae, Oxylobium parviflarum e Gastrolobium grandiflorum (APLIN et al.,
1983).

No nosso pais, o MFA-Na foi detectado, além da P. marcgravii, também na
Arrabidaea bilabiata (KREBS et al., 1994), a qual € encontrada abundantemente em
muitas areas da Bacia Amazdnica, mas ocorre somente nas partes baixas que se
inundam durante o periodo 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 subita promovam sintomatologia
de intoxicacao idéntica aquelas descritas para a P.marcgravii € a A.bilabiata, até o
momento, inexistem estudos que comprovem ser ou ndo o MFA-Na o principio ativo

toxico.
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Dentre estas plantas que ainda ndo tem seu(s) principios(s) ativo(s) toxico(s)
identificado(s), destaca-se a A.rigida. Esta planta desenvolve-se nos lugares mais
frescos como um cip6 ou arbusto escandente com folhas elipticas, opostas e flores
pequenas amarelas. Fruto do tipo sdmara, 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) Peciolo e estipula; C)
Superficie abaxial da Id&mina mostrando glandula; D) Botéo 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; 1)
Gineceu; J) Apice, do gineceu; K) Samara, vista abaxial
(acima) e vista adaxial (abaixo).Escala barras equilvalentes:
A, 4dcm;B-D,4mm;E,57mm; F&G,4mm; 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 intoxicagbes, responsabilizadas pelo
consumo da A.rigida, em diferentes espécies animais, como bovinos, caprinos e
suinos, tanto na regidao nordeste, como na sudeste do Brasil. Assim, esta planta,
também conhecida vulgarmente como “tingui”, foi primeiramente descrita como
causadora de intoxicacdes em diferentes municipios dos estados do Para e Ceara
(TOKARNIA et al., 1961) e, posteriormente, no norte do estado do Espirito Santo
(TOKARNIA et al., 1985), nordeste de Minas Gerais (TOKARNIA et al., 2000), no Rio
Grande do Norte (PACIFICO da SILVA et al., 2008) e em varias regides do estado
da Paraiba (MEDEIROS et al., 2002; VASCONCELOS et al., 20083, b).

Bovinos acometidos pela intoxicagdo por A. rigida apresentam alteracdes
idénticas aquelas descritas para os animais intoxicados pela P.marcgravi, entretanto,
ao contrario do que ocorre com esta ultima, os bovinos que ndo sao obrigados a
realizar movimentos podem vir a se recuperar. De fato, esta aparente
dessemelhanca na capacidade de recuperacédo dos animais, intoxicados por uma ou
outra planta, deve-se as possiveis diferengcas entre as concentragbes de principios
ativos presentes nas plantas.

De fato, € amplamente conhecido que a concentracdo de metabdlitos
secundarios nas diferentes espécies vegetais varia de acordo com varios fatores
inerentes a propria planta (ALVES; PAVANI, 1991). Desta maneira, pode haver
variacbes consideraveis de quantidade de um determinado principio ativo, mesmo
considerando-se um mesmo género, um exemplo é a Manihot esculenta,
denominada vulgarmente de “mandioca brava’ que apresenta elevados niveis de
glicosideo cianogénico, a linamarina o que pode levar a intoxicagdo e morte se néao
devidamente processada, enquanto que na Manihot utilissima, conhecida como
‘mandioca mansa”, a concentracdo de cianeto € bem baixo, permitindo o uso como
alimento, inclusive pelo ser humano (JONES, 1998).

Em relacdo as lesdes produzidas pela A.rigida os estudos de histopatologia
revelam que o tecido renal apresenta frequentemente degeneragdo hidrépico-
vacuolar dos tubulos contornados distais o que também é relatado para a
P.marcgravii (DOBEREINER; TOKARNIA, 1959; TOKARNIA; DOBEREINER, 1986),

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

O MFA-Na, também chamado de fluoroacetato ou acido 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 antitragca. Foi introduzido pela primeira vez nos
Estados Unidos, na década de 1940, durante a |l Guerra Mundial, com o intuito de
proteger o exército contra o ataque de roedores, sendo amplamente utilizado como
potente rodenticida no controle da populacdo de vertebrados selvagens. Recebeu
também a denominacdo de composto 1080 para representar seu numero de série
em laboratério (KALMBACH, 1945; TWIGG; KING, 1991).

O MFA-Na é uma substancia hidrossoluvel, inodora e insipida, podendo ser
adicionada a qualquer tipo de isca e, por isso, tem grande vantagem em relagdo aos
outros rodenticidas (OSWEILER et al., 1985; MINNAAR et al., 2000).

Por ser uma substancia de dificil deteccdo quimica, alta toxicidade para
roedores, ser humano e outros mamiferos, o que proporcionaria ser a causa de
varias intoxicacdes acidentais, aliado ao fato de inexistir tratamento eficiente para os
casos dessas intoxicagdes, o MFA-Na passou a ter seu uso proibido em diversos
paises (HARRIS, 1975; COLLICCHIO, 2006). Naqueles com uso restrito, como nos
Estados Unidos, Australia e Nova Zelandia, essa substancia esta relacionada
principalmente ao controle de predadores domésticos, tais como, coelhos, raposas,
caes selvagens e gatos selvagens, pois esses animais causam perda na producao
agricola e danos ao meio ambiente por meio da remoc¢ao da vegetacao nativa e/ou
predando animais nativos (PALERMO-NETO; MORAES-MOREAU, 1995; O’'HAGAN,
2004; AUSTRALIA, 2008). Embora no nosso pais seja proibida a producéo,
importacdo e comercializagdo dos acidos fluoroacéticos, conforme decisdo publicada
na Portaria n° 326, de novembro de 2005, do Ministério da Saude (BRASIL, 2005)
faz-se de forma ilegal, sendo varios os relatos de uso do MFA-Na principalmente
como rodenticida (GORNIAK, 2008)

O mecanismo de acdo do MFA-Na ja é bem conhecido; este composto é
biotransformado em fluorocitrato no interior das mitocéndrias, bloqueando a acéo da
enzima aconitase, interrompendo, assim, o ciclo de Krebs e a producdo de ATP, o

que acarreta em acumulo de citrato e de lactato e queda do pH sanguineo no
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organismo intoxicado (PETERS, 1963) - figura 2. Assim, esta interrupcao, resulta em
um acentuado efeito tdéxico sobre o funcionamento do coragéo e do sistema nervoso
central (SNC).

A predominancia de efeitos cardiacos ou neurolégicos depende da espécie
animal afetada; assim, em bovinos o coragao € o 6rgdo mais afetado (TOKARNIA et
al., 2002), enquanto em cées o principal € o sistema nervoso central (GOH et al.,
2005).

Adicionalmente ha hipocalcemia, uma vez que o citrato, em concentragdes
elevadas no organismo, exerce um efeito quelante sobre o calcio (OMARA,
SISODIA, 1990; EASON, 2002; COLLICCHIO-ZUANAZE et al., 2006). Outras
enzimas secundariamente afetadas sao piruvato desidrogenase, piruvato quinase,
succinato desidrogenase (MEHLMAN, 1967), fosfofrutoquinase (GODQOY; CARMEN,
1974) e citrato ATPase (ROKITA; WALSH, 1983).

Figura 2 - Ciclo de Krebs e o bloqueio deste pelo fluorocitrato de sédio

de sodio
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As alteracdes histopatolégicas dos animais intoxicados pelo MFA-Na néo
contribuem para o diagnéstico, sendo encontrada, a exemplo dos animais
intoxicados por P. marcgravii e A. rigida, em alguns casos, a degeneracgao hidrépico-
vacuolar nas células dos tubulos distais contornados do rim (GORNIAK, 2008).

Assim, levando-se em consideragcdo que os animais intoxicados por A. rigida
apresentam, basicamente, os mesmos sinais clinicos descritos em animais
intoxicados por MFA-Na, bem como, ja referido anteriormente, em animais
intoxicados por plantas como a P.marcgravii e A.bilabiata, as quais sabidamente
encerram tal principio ativo téxico em sua composi¢do, e ainda apoiando-se nos
dados obtidos em estudos anteriores, realizados em nosso laboratério, empregando-
se cromatografia em camada delgada (CCD), os quais revelaram resultados
positivos quando o extrato bruto de A. rigida foi comparado com o padrédo de MFA-
Na, foi objetivo principal do presente estudo confirmar a identidade do principio
toxico de A. rigida por meio de técnicas de isolamento e caracterizagdo quimica

deste composto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar o estudo quimico da Amorimia rigida (A. Jussieu in A. St.-Hilaire) W.
R. Anderson, visando o isolamento e caracterizacao estrutural de seu
principio toxico.

e Avaliar os parametros bioquimicos de ratos intoxicados com o extrato aquoso

de A. rigida e com o padréo de monofluoroacetato de soédio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia de diferentes tratamentos sobre a atividade dos extratos

aquoso e hidroalcodlico de A. rigida;
e Avaliar a estabilidade da substancia ativa em diferentes extratos;

e Selecionar a técnica cromatografica adequada para o procedimento de pré-
purificacdo do extrato de A. rigida;

e Realizar a pré-purificacao do extrato de A. rigida;

e Isolar o principio toxico de A. rigida, por meio de Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa.

e Caracterizar a estrutura do principio téxico de A. rigida, por Espectroscopia de

Infravermelho.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LABORATORIOS ONDE SE DESENVOLVEU O ESTUDO

O presente trabalho foi desenvolvido nos seguintes laboratérios: Laboratério de
Farmacologia e Toxicologia Aplicada, Campus de Sao Paulo e Centro de Pesquisa
em Toxicologia Veterinaria (CEPTOX) Campus de Pirassununga, ambos
pertencentes ao Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP); Laboratério de Quimica do
Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Boténica de Sdo Paulo (IBot) e
Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra, do Instituto de Ciéncias Ambientais,
Quimicas e Farmacéuticas da Universidade Federal de Sao 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 Veterinaria e Zootecnia (FMVZ-USP). Os
animais permaneceram durante todo o experimento em caixas plasticas medindo 30
x 38 x 16 cm, forradas com maravalha esterilizada, as quais foram mantidas em sala
com aeragao, exaustdo, temperatura (22°C + 2°C) e umidade (45% - 65%)
controladas, em um ciclo claro/escuro de 12 h; agua e ragao foram fornecidos ad
libitum. Antes de cada experimento, os animais foram mantidos em jejum alimentar
por 8 horas. Todos os procedimentos realizados neste estudo estdo de acordo com
os principios éticos de experimentacdo animal da Comissao de Bioética da FMVZ-
USP e estao protocolados sob o n° 1427/2008.
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3.3 MATERIAL VEGETAL

Folhas de A. rigida foram coletadas em Cabeceiras, Municipio do estado da
Paraiba. Uma exsicata foi autenticada por Clarice Ricardo de Macedo Pessoa e
depositada no Herbario do Centro de Saude e Tecnologia Rural-CSTR da

Universiade Federal de Campina Grande - Paraiba, sob o nimero (HCSTR — 1294).

3.4 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

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

e Acetona PA-ACS (Merck®);

e Alcool etilico PA-ACS (Merck®);

e Alcool metilico PA-ACS (Merck®);

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

e Hidréxido de sédio PA (Merck®);

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

e “Kits” comerciais para dosagem bioquimica: glicose, uréia, creatinina e
calcio (Biocli"®) e citrato (AbnovZ®);

e Hidréxido de aménio PA-ACS (Synth®);

e Piridina PA-ACS (Merck®);

e Resina adsorvente Amberlite XAD-2

e Trietanolamina PA-ACS (Merck®);

e Aplicador automatico (CAMAG® Linomat 5)

e Autoanalisador Bioquimico (Celm® SBA-200);

 Balbes volumétricos, bastdes de vidro (Pirex®)

e Bomba de vacuo (Millipore®)

e Centrifuga refrigerada (Sanyo-Harrier 18/80°)

e Espectrofotbmetro, Perkin-EImer®, modelo 1750

e Freezer -20°C (Reubly®)

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

Moinho (Marconi® MA 048);

Nebulizador (Pirex®)

Papel cromatografico (Whatman® n° 1);

Placas de celulose microcristalina 20 x 20 cm (Merck®);
Rota Rod (Insight®);

Rotaevaporador (Fisaton®);

Sistema de purificagdo de agua (Milipore®);
SpeedVac, (Savant®)

Tubos plasticos, volume de 2 mL (Ependorff ®)
Ultrasson (Unique® UltraSonic Cleaner — USC-2800)
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3.5 PROCEDIMENTOS CROMATOGRAFICOS EXPERIMENTAIS EMPREGADOS
NESTE ESTUDO

Cromatografia € o conjunto de técnicas utilizadas para separacédo de um
analito (substancia toxica), a partir de uma matriz (extrato de planta).

Para a realizacdao de uma separagdo cromatografica sdo necessarios: fase
estacionaria, fase moével e suporte. E possivel usar diferentes suportes, os quais
designarao 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 estacionaria, que é constituida por um sélido ou um liquido depositado
sobre um sélido inerte, € o elemento que, tendo em conta propriedades fisicas e
quimicas dos solutos da amostra, promove a separagdo entre eles. Assim, na
cromatografia de adsorgcdo, as separagbes ocorrem devido a interagdes
electrostaticas e forcas de Van Der Waals entre a fase estacionaria (sélido) e os
analitos, retardando ou promovendo a sua eluicdo. A cromatografia de particdo é
baseada nas diferencas de solubilidade dos analitos na fase estacionaria (liquido) e
na fase moével (liquido). A cromatografia de troca ibnica consiste na troca entre os
ions da amostra em solucéo e os ions de mesmo sinal, localizados na fase
estacionaria. A cromatografia de exclusdo molecular separa os componentes da
amostra segundo o tamanho efetivo das moléculas e na cromatografia de afinidade
ocorre uma ligacado molecular especifica e reversivel entre o analito e um ligante,
imobilizado na fase estacionaria (COLLINS et al., 2006).

Assim, a fase estacionaria pode ser constituida por silica, silica modificada,
celulose, resinas de troca ibnica, polimeros, alumina, entre outras.

A fase movel pode ser um unico solvente liquido misturas de varios solventes
Ou mesmo um gas.

Para observar os resultados do processo de separacdo, é necessario o
emprego de detectores, que podem ser reagentes quimicos (agentes derivatizantes)
ou equipamentos capazes de emitir radiagcdo ultravioleta, fluorescéncia,
espalhamento de luz ou ainda espectrbmetros de massas ou de ressonancia

magnética nuclear.



32
Material e Métodos

3.5.1 Coluna cromatografica

A cromatografia em coluna pode ser feita a pressdo ambiente (coluna aberta),
sob pressdo (cromatografia liquida de alta eficiéncia) ou ainda a vacuo
(cromatografia flash).

As colunas séo tubos de vidro abertos em uma das extremidades e dotados
de torneira na outra extremidade e s&o preparadas preenchendo-se parte delas com
a fase estacionaria escolhida, misturada ou nido a fase moével. Ap6s “equilibrar’ a
coluna com a fase mével, a amostra € aplicada no topo da fase estacionaria e a
coluna é eluida com a fase movel previamente selecionada. O material eluido é
coletado em fragbes e submetido a derivatizagdo, para detecgdo da substancia de
interesse. As colunas sob presséo ou a vacuo seguem o mesmo principio (COLLINS
et al., 2006).

Em nosso estudo, foi utilizada uma coluna de vidro com 30 cm de altura e 2,5
cm de diametro, empacotada por via seca com fase estacionaria polimérica
Amberlite XAD-2, previamente lavada em aparelho de Soxlet, com acetona,
conforme indicado pelo fabricante.

A fase estacionaria foi condicionada com metanol (MeOH), seguido de H,O e
sobre ela foi aplicada a amostra, sendo eluida com a seguinte série de solventes:
H,O 100%; H,O:MeOH 80/20, H,O:MeOH 40/60 e MeOH 100%. Cada um dos
solventes foi coletado separadamente, concentrado, submetido a Cromatografia em

Camada Delgada de Celulose e posterior derivatizacao.

3.5.2 Cromatografia em camada delgada

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

detectar ou caracterizar substancias, segundo sua classe quimica.

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

estacionaria € espalhada, de maneira uniforme e com espessura determinada, sobre



33
Material e Métodos

uma placa que pode ser de vidro, celulose ou aluminio. A fase estacionaria pode ser
de silica (fase normal), silica modificada (fase reversa), silica de alto desempenho,
celulose microcristalina, entre outras. As placas recobertas por celulose sucederam
ao papel cromatografico, folhas de papel de qualidade especial.

Para a execucgao do estudo cromatografico, as amostras s&o aplicadas a 1 cm
da base inferior da placa recoberta com fase estacionaria previamente escolhida,
com auxilio de um capilar ou aplicador automatico. Apds a aplicagdo, a placa é
colocada em cuba de vidro contendo a fase mével adequada e com atmosfera
saturada pelos vapores do solvente. Esse equilibrio é conseguido cobrindo-se as
faces laterais e do fundo da cuba com papel de filtro, colocando-se a fase moével e
tampando-se hermeticamente (BAUER et al., 1991; COLLINS et al., 2006).

A fase moével ascendera por capilaridade e o cromatograma devera ser
retirado da cuba quando a linha do solvente estiver proxima (de 1 a 2 cm) da borda
superior da placa, sem, contudo atingi-la; esta linha € denominada “front”. A placa
devera ser seca em corrente de ar ou de nitrogénio e a seguir derivatizada, ou seja,
nebulizada com o(s) reagente(s) quimico(s) especifico(s) para caracterizar os

analitos distribuidos pela fase estacionaria (Figura 3).
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Figura 3 - Representagido da cromatografia em camada delgada

FPapel de filtro

i -1 em 0.5-1.0cm —_ Solvente

(1) Ponto de aplicacao (2) Placa em desenvolvimento na cuba

Front do solvente

L Front do solvente

s—~F  Ponto de aplicacdo

(3) Desenvolvimento

{(4) Placa desenvolvida

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

Em cromatogramas desenvolvidos em condi¢cbdes idénticas, com amostras
contendo o mesmo analito, este analito devera atingir a mesma altura, em cada
repeticdo, pois esta € determinada pela interagdo do conjunto de propriedades
fisico-quimicas deste analito e da fase estacionaria. Com base nesta observacao, foi
definido o fator de retencdo (Ry) que é caracteristico e constante para cada
substancia, como a razao entre a distancia percorrida pela substancia em questéo e

a distancia percorrida pela fase movel (BAUER et al., 1991) - figura 4 e férmula.
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Figura 4 - Esquematizacdo de um cromatograma obtido por CCD
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Fonte: Quimica nova na escola - Cromatografia n® 7, maio 1998
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Pelos mesmos motivos ¢é possivel, nos processos cromatograficos,
caracterizar substancias, por comparagédo com seu padréo.

Em nosso estudo, foram empregadas placas de cromatofolhas de aluminio,
revestidas com celulose microcristalina (Merck®) 20x20 cm, espessura de 0,1 mm,
sem ativagdo, sendo as amostras aplicadas manualmente (com capilar) ou com
auxilio do aplicador CAMAG® Linomat 5, a 1 cm da base, juntamente com o padrdo
MFA-Na (99,7% - Pestanal®). A fase mével empregada foi etanol/hidroxido de
amonio/piridina/agua (95:3:1:1,v/v/viv).

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 protocolo’; as manchas resultantes da derivatizagdo tiveram seus Rjs

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 estacionarias de maior espessura, o
que permite a aplicacdo de maior quantidade da amostra, possibilitando que, por
extracdo da fase estacionaria com solventes adequados, seja possivel obter o
analito isolado e purificado.

Todos os procedimentos relativos ao preparo das placas cromatograficas sao
idénticos, exceto pela quantidade de amostra, que é aplicada em forma de faixa
estreita, sobre a linha de origem do cromatograma. Apds o desenvolvimento e
secagem da placa, sem derivatiza-la, marca-se o Ry da substéncia que se deseja
isolar e raspa-se a fase estacionaria, a qual esta aderida a substancia de interesse.
Esta fase estacionaria é submetida a extragdo com solvente adequado, que sera
concentrado, obtendo-se, assim, o analito purificado (BAUER et al., 1991).

Em caso de a fase estacionaria ser constituida por papel, a faixa
correspondente ao Ry da substédncia em analise serd recortada, picotada e
submetida a extracdo com solvente adequado; o extrato obtido sera concentrado e
analisado.

No presente estudo, para a realizagdo da CCDP, foram utilizados papéis
cromatograficos (20x20 cm; Whatman n° 1). Em todos os outros detalhes, o
processo empregado foi idéntico ao utilizado nos estudos por cromatografia em
camada delgada comparativa, até a secagem da placa. De cada placa, retirou-se,
com auxilio de tesoura, uma estreita faixa longitudinal, que foi derivatizada com Azul
do Nilo, para comprovagédo da exata posicao da faixa contendo a substancia de

interesse.

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 solugao desenvolva
coloragéo purpura e acrescentar mais 5 mL de etanol.
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ApOs essa comprovagao, a faixa contendo a substancia em questao foi
cortada do cromatograma, repicada e extraida, com assisténcia de ultrassom
(Unique® UltraSonic Cleaner — USC-2800A, 100 W, 5 min) com agua deionizada ; o
extrato foi filtrado, congelado e liofilizado, a seguir (Figura 5).

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

- ‘ 4;

Legenda: a) aplicagdo da amostra na placa; b) placa em desenvolvimento dentro de uma
cuba previamente saturada contendo fase movel; c) apdés desenvolvimento é
retirada uma tira da lateral da placa e revelado; d) a tira retirada € colocada
novamente ao lado do restante da placa para a marcagao da faixa onde se encontra
a substancia de interesse; e) a faixa de interesse é recortada para posterior
extragéo.

3.6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA CARACTERIZACAO ESTRUTURAL
EMPREGADO NESTE ESTUDO

3.6.1 Espectroscopia de infravermelho

Esta técnica pode ser utilizada para identificar uma substancia ou investigar a
composicédo de uma amostra. Quase todas as substancias que tenham ligacdes
covalentes, sejam organicos ou inorganicos, absorvem varias frequéncias de
radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho do espectro eletromagnético.
Essa regido envolve comprimentos de onda maiores do que aqueles associados a
luz visivel, que vdo de aproximadamente 400 a 800 nm (1 nm = 10° m), mas
menores do que aqueles associados a micro-ondas, que sdo maiores que 1 mm. A
regido vibracional do infravermelho inclui radiagdo com comprimentos de ondas (A)
entre 2,5 ym e 25 ym (1 pm = 10° m) (BARBOSA, 2007) - Figura 6.
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Figura 6 — llustracdo do espectro eletromagnético

R radio Mo | el o | visivel | MR | raios X | raiosy
(metros 0> 102  10° 05x10° 10°® 10 107
o tamanho de...

Blimbdd &+ o

prédios humanos abelhas  alfinetes protozodrios moléculas  atomos nicleos atdmicos

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

Um dos usos mais importantes do espectro infravermelho & fornecer
informacgdes sobre o tipo de ligagdes presentes em uma molécula. As absorgdes de
cada tipo de ligacdo (N-H, C-H, O-H, C-X, C=0, C-O, C-C, C=C, C=C, C=N, entre
outros) sdo, em geral, encontradas apenas em certas pequenas regides do
infravermelho vibracional. Uma pequena faixa de absor¢cado pode ser definida para
cada tipo de ligacdo. (BARBOSA, 2007).

Para o presente estudo, os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho
foram obtidos no espectrofotdmetro 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™, que corresponde a regido
de transmitancia.

Os espectros foram registrados ajustando-se os varios parédmetros do
instrumento que s&o interdependentes, tais como: largura das fendas, velocidade de
varredura, constante de tempo, ganho e tensdo da fotomultiplicadora, num

compromisso que corresponde a melhor utilizacdo do aparelho.
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3.7 PROCEDIMENTOS: PARTE I: ESTUDO QUIMICO

3.7.1 Avaliacao da influéncia de diferentes tratamentos sobre a atividade dos

extratos aquoso e hidroalcodlico 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 a extracdo a 90°C, com agua
deionizada (500 mL), por uma hora. O procedimento de extracao foi repetido por
cinco vezes, empregando-se, no total, 2.500 mL.

Os extratos obtidos foram combinados e filtrados em funil de Buchner, sob
pressdo reduzida, alcangando o volume final de 1.640 mL e apresentando pH

neutro.

3.7.1.2. Avaliagdo da estabilidade da substancia ativa do extrato por influéncia de

mudancas 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 solugéo
de hidréxido de sodio (NaOH 0,025M) - pH 11 e a outra parte, mantida neutra
(denominada amostra neutra -AN), com pH 7. A porcao alcalinizada (AA) foi
novamente dividida em duas partes iguais (410 mL), uma delas concentrada sob
pressao reduzida, em rotaevaporador (Fisatom®) a 40°C, até consisténcia pastosa
(AR) (denominada amostra alcalinizada rotoevaporada) e a outra porcdo (AL),
congelada em baléo e liofilizada (denominada amostra alcalizada liofilizada).

A porgao neutra foi submetida a este mesmo processo, dando origem a duas
outras porgdes: 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

biolégico.

Figura 7 — Esquema da avaliagdo do extrato aquoso da A. rigida sob influéncia de diferentes
tratamentos

Amorimia rigida
200g

Extragdo com agua deionizada (2.500mL)
Filtragao

Extrato aquoso

Volume obtido (1.640 mL)

NaCH 0,025M (

Amorimia rigida

Amorimia rigida

Alcalina (AA) Neutra (AN)
Liofilizada Rotaevaporada Liofilizada Rotaevaporada
(AL) (AR) (NL) (NR)

Teste biologico

Teste biologico

Teste biolégico

Teste bioldgico

3.7.1.3 Avaliacéo da estabilidade da substancia ativa em extrato hidroalcoolico

3.7.1.3.1 Preparo do extrato hidroalcodlico

As folhas secas de A. rigida, foram trituradas em um moinho (Marconi® MA
048), pesadas (843g) e maceradas a frio, em solugéo hidroalcodlica 70% (v/v), por
sete dias. O residuo sélido foi separado da solugéo hidroalcodlica por filtragcdo em
funil de Buchner, sob pressdo reduzida e submetido a processo idéntico
(maceragéo) por outras quatro vezes. Os filtrados foram reunidos e concentrados
sob pressdo reduzida, em rotoevaporador, a 40°C, até consisténcia pastosa. Este

concentrado foi congelado e liofilizado, fornecendo 185g de material em forma de
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p6. Este extrato (denominado extrato hidroalcodlico - EH) foi submetido a ensaio

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

3.7.2 Escolha da técnica cromatografica para a pré-purificagao do extrato
hidroalcodlico de A. rigida — Monitoramento da presenga do principio
ativo por CCDC.

O material liofilizado adquirido na se¢édo 3.7.1.3.1 (360 mg) foi dividido em 36
amostras de 10 mg que, separadamente, foram ressuspensas em agua deionizada,
filtradas sob presséo reduzida e aplicadas a cartucho previamente condicionado de
fase reversa polimérica Oasis® HLB 1cc (Waters). O cartucho foi eluido com a
sequéncia de solventes constituida por: H,O 100% (f1), H.O:MeOH 80/20 (f,),
H,O:MeOH 40/60 (f3) e MeOH 100% (f4), que foram coletados individualmente; em
cada repeticéo, foram empregados 5 ml de cada um dos solventes.

As fracdes eluidas com solventes iguais foram reunidas: a fragdo aquosa
resultante foi congelada e liofilizada e as contendo metanol foram secas em
concentrador a vacuo (SpeedVac®, Savant); as amostras secas foram mantidas a
— 20°C. Cada uma das fracdes eluidas (f 1,f »,f 5 e f 4) foi submetida a CCDC, para a

detecgéo do principio ativo.

3.7.2.1 Tratamento da coluna Oasis

A coluna foi condicionada, segundo as indicagbes do fabricante, com 7,5 mL
de MeOH seguidos de 7,5 mL de H,O. Apés cada procedimento, também seguindo o
protocolo do fabricante, a coluna era submetida a limpeza com aliquotas 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 extragcdo em fase
solida em cartucho Oasis® HLB 1cc

LAVAR
hexano 15 mL
acetona 15mL

CONDICIONAR APLICAR ELUIR ELUIR ELUIR ELUIR acetato de etila 15mL
15 mL MeOH/H,0 AMOSTRA 5 mL H,O 100% 5mL MeOH 20% 5 mL MeOH 60% 5 mL MeOH 100% Metanol 15 mL
L =
\ ] g
Y - —
DESCARTAR
DESCARTAR
| J
Y
vCONGELAR;
v LIOFILIZAR;

v ANALISAR POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

3.7.3 Pré-purificagao do extrato hidroalcodlico por cromatografia em coluna, na

fase polimérica XAD-2

Uma amostra do extrato obtido (secédo 3.7.71.3.71) foi ressuspensa em agua
deionizada e filtrado a vacuo, em Celite (terra de diatomaceas) sendo o filtrado
congelado e liofilizado (13,5 g), para posterior fracionamento em coluna. Este
liofiizado foi dividido em 9 amostras de 1,5 g que, separadamente, foram
ressuspensas em agua deionizada e aplicadas a coluna de fase polimérica Amberlite
XAD-2. As colunas foram eluidas com a sequéncia de solventes constituida por: H,O
100% (F1), H,O:MeOH 80/20 (F2), H,O:MeOH 40/60 (F3) e MeOH 100% (F4), que
foram coletados individualmente; em cada repeti¢cdo, foram empregados 200 ml de
cada um dos solventes.

As fracbes eluidas com solventes iguais foram reunidas; a fracdo aquosa
resultante foi congelada e liofilizada e as contendo metanol foram secas em

concentrador a vacuo (SpeedVac®, Savant); as amostras secas foram mantidas a
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— 20°C, até o momento da andlise. por CCDC, empregando-se como agente

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

3.7.3.1 Tratamento da coluna XAD-2

A coluna foi condicionada, segundo as indicagbes do fabricante, com 200 mL
de MeOH seguidos de 200 mL de H,O. Apés cada procedimento, também seguindo
o protocolo estabelecido por Pietrzyk (1989), a coluna era submetida a limpeza com
aliquotas 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 hidroalcodlico de
A. rigida por coluna XAD-2.

LAVAR
hexano 200mL
acetona 200mL

ELUIR ELUIR ELUIR ELUIR acetato de etila 200 mL
CONDICIONAR APLICAR 200 mL H,O 200 mL MeOH 200 mL MeOH 200 mL MeOH Metanol 200mL
200 mL MeOH/H,O AMOSTRA 100% 20% 60% 100%

! [ ! ! | I |

D
\ ) o0 0
Y \_'_l
DESCARTAR
DESCARTAR
| J
i
VCONGELAR;
VLIOFILIZAR;

v  ANALISAR POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
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3.7.4 Isolamento do principio toxico por Cromatografia em Camada Delgada

Preparativa

A fracéo aquosa (F1) obtida na sec¢éo 3.7.1 liofilizada (2 g), foi dividida em 15
porcdes de aproximadamente a 135 mg, que, separadamente, foram ressuspensas
em agua deionizada e aplicadas manualmente, com auxilio de capilar, a papel
cromatografico (20 x 20 cm, Whatman n° 1) sendo cada um dos cromatogramas
desenvolvido e seco como descrito na segéo 3.5.2.2.

Para localizar exatamente, em cada cromatograma, a faixa que continha o
principio téxico, uma tira estreita (cerca de 1 cm) foi recortada longitudinalmente e
derivatizada com azul do Nilo. Apds a derivatizagcédo, esta tira foi justaposta ao
cromatograma, na exata posi¢cdo que ocupava anteriormente, para servir de guia, na
marcacgéao da faixa de interesse (Figura 5).

Apb6s a demarcacédo da faixa contendo o principio ativo, esta foi recortada,
picada e submetida a extracdo, com agua 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 residuos, congelados, liofilizados e pesados (231 mg).

Do material seco (231 mg), foi retirada uma amostra, que foi submetida a
CCDC, juntamente com o padrdao MFA-Na e o extrato aquoso de P. marcgravii, nas

condigbes descritas anteriormente (se¢ado 3.5.2.1).

3.7.5 Caracterizagao estrutural do principio toxico de A. rigida

3.7.5.1 Espectroscopia de Infravermelho

Uma amostra de 10 mg da substancia obtida segundo o processo descrito na
secao 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 padrao de MFA-Na foi também
submetido, nas mesmas condi¢des, 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 as
bandas obtidas foram tabelados, em conjunto com dados da literatura, resultantes
de estudos espectrométricos em infravermelho dos acidos mono, di e trifluoracético,
do acido acético e do acetato de sodio, para posterior comparacado (CHILDERS;
STRUTHERS, 1955; KAGARISE, 1957; BARCELO; OTERO, 1962; NIEMINEN et al.,
1993; MAX; CHAPADOS, 2004).

3.8 PROCEDIMENTOS: PARTE II: ESTUDO BIOLOGICO

3.8.1 Administragao dos extratos obtidos e do padrao de monofluoroacetato de
sodio

Os extratos obtidos conforme sec¢des 3.7.1.2 e 3.7.1.3.1 foram diluidos com
agua potavel e administrados aos ratos em dose unica de 6 g/kg. Os animais
utilizados para a dosagem bioquimica sérica receberam o extrato aquoso de A.
rigida nas doses de 3,2 e 6 g/kg.

Para a administracdo do padrdo de MFA-Na, foi preparada uma solugédo com
agua potavel na dose de 7 mg/kg. A opcao da dose oral tdxica utilizada neste estudo
baseou-se inicialmente nos valores, encontrados na literatura, da DLsy 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 agua potavel, durante 0 mesmo periodo que os diferentes grupos

experimentais.
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3.8.2 Principio da utilizagao do Rota Rod

Logo ap6s a administragdo tanto do padrdo de MFA-Na quanto do extrato
obtido conforme secédo 3.7.1.1, os animais foram estimulados periodicamente ao
exercicio, 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).

Apoés o periodo de laténcia para o inico dos sinais clinicos, os animais foram
anestesiados e submetidos a exsanguinagdo, realizada por meio de puncgéo

cardiaca para a obtenc&o do soro.

Figura 10 - llustragdo 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 decubito dorsal em uma prancha de parafina e, em seguida, realizou-se
puncéo cardiaca usando seringas descartaveis sem anticoagulante. O sangue obtido
foi acondicionado em tubos de ensaio € mantido em temperatura ambiente até a
formacao de coagulo (45 min), sendo entdo centrifugado (centrifuga Sanyo-Harrier
18/80% 10 min, 4000 rpm). Em seguida, o soro obtido foi armazenado a - 20°C, até o

momento da analise.

3.8.4 Dosagem bioquimica

Foram determinados os niveis séricos de uréia, creatinina, glicose, calcio e
citrato dos animais experimentais e controle por meio do Autoanalisador CELM SBA-

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

3.8.5 Analise estatistica

Para analise dos dados foi utilizado o software estatistico 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 analise de varidncia ANOVA, seguida do teste de
Dunnett, para comparacao dos grupos experimentais com o grupo controle. Foram
consideradas estatisticamente significantes as analises que apresentaram nivel de
significancia de p<0,05. Os dados estao expressos como média + erro padrdo da
média (epm) e os dados de porcentagem estdo expressos como mediana (minimo —

maximo).
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

4.1 ESTUDO QUIMICO

4.1.1. Experimento 1: Avaliagao da influéncia de diferentes tratamentos sobre a
atividade dos extratos aquoso e hidroalcodlico de A. rigida — Um estudo

bioguiado.

Para esta avaliagdo, os extratos aquoso e hidroalcodlico de A. rigida, obtidos
segundo as sec¢des 3.7.1.1 e 3.7.1.3.1 foram submetidos a diferentes tratamentos
(secédo 3.7.1.2).

Nos ensaios bioldgicos para deteccdo da presenga 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
unica de 6 g/kg dos diferentes extratos e os animais do grupo controle receberam
apenas agua, pelo mesmo periodo e via de administragdo. Todos os animais foram
submetidos a exercicio fisico, como descrito na secéo 3.8.2, e entdo observados por
um periodo de até 24 horas, para a avaliagao dos sinais clinicos. Apds este periodo,

os animais foram submetidos a eutanasia, por meio de decaptacéo.

4.1.1.1 Resultados

Todos os extratos (AL, AR, NL, NR e EH) submetidos ao ensaio biologico
apresentaram resultados positivos, para a presencga do principio téxico, porém em
diferentes proporgdes.

O quadro clinico apresentado pelos animais foi caracterizado por prostragéo e
convulsao; também apresentaram resisténcia ao exercicio, quando forgados a

caminhar no Rota rod (Tabela 1).
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Tabela 1 — Sinais clinicos apresentados pelos animais intoxicados experimentalmente pelas AL,

AR, NL, NR e EH: frequéncia e descri¢do

Grupos de animais que

receberam as diferentes Sinais Clinicos Frequéncia (n=3)
fracOes

rostracao 3/3
AL P G

convulsdo 1/3

rostracao 3/3
AR P G

convulsao 2/3

rostracao 3/3
NL P G

convulsao 1/3

rostracao 3/3
NR P G

convulsdo 3/3

rostracéo 3/3
EH P ¢

convulsdo 2/3

As convulsbes apresentadas foram do tipo tbnica e também tdnico-clénica,

caracterizadas por decubito lateral e movimentos de pedalagem dos membros

anteriores. A laténcia para o inicio dos sinais clinicos gerais foi de 40 a 60 minutos e

para o inicio dos sinais clinicos neurol6gicos 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 cromatografica para a pré-purificagao
do extrato hidroalcodlico de A. rigida — Monitoramento da presenga do

principio ativo por CCDC.

A pré-purificacdo do extrato obtido como descrito na secéo 3.7.1.3.1 foi
realizada pela técnica de extracdo em fase soélida, em cartucho Oasis® HLB (secao
3.7.2) e a detecgédo da substancia ativa, nas fracdes eluidas (f ¢,f o,f 3 e f 4) foi
realizada por CCDC, sendo utilizado como derivatizante o corante azul do Nilo e

como padrao MFA-Na.

4.1.2.1 Resultados

Na triagem para detecc¢ao do principio toxico, por CCDC, das fragdes (f 1,f 2,f 3
e f 4) eluidas do cartucho Oasis HLB, apenas a fragdo fi (H,O 100%) apresentou
mancha de coloragéo azul intenso, com Rr 0,18, idéntica a apresentada pelo padré&o
de monofluoroacetato de soédio. As demais fracbes nao apresentaram reacéo

positiva, neste teste (Tabela 2).

Tabela 2 — Monitoramento cromatografico das fragdes eluidas do cartucho Oasis HLB

Fracao MFA-Na
fq +
fa -
f3 -

f4 -




52
Delineamento Experimental e Resultados

41.3 Experimento 3: Pré-purificacado do extrato hidroalcodlico por

cromatografia em coluna, na fase polimérica XAD-2

A pré-purificacdo do extrato hidroalcodlico (secdo 3.7.1.3.1) foi realizada
procedendo-se a cromatografia em coluna em fase polimérica Amberlite XAD-2
(secao 3.7.1), segundo procedimento preconizado por Pietrzyk (1989). As fragdes
F1, F2, F3 e F4 eluidas, apdés secagem total foram ressuspensas em agua e
submetidas a cromotografia em camada delgada comparativa em celulose para

deteccéao (qualitativa) da presenca de monofluoroacetato de sodio.

4.1.3.1 Resultados

Das quatro fragoes F1, F2, F3 e F4 eluidas da coluna cromatografica
preenchida com fase polimérica XAD-2, (Figura 11), apenas a fracdo F1 apresentou
resultado positivo para a presengca de monofluoroacetato de sodio (Tabela 3),
substancia que, nas condi¢cdes escolhidas para este estudo cromatografico em
camada delgada, apresenta-se como mancha de colora¢do azul intensa, em R 0,18,

apos derivatizagdo com o reagente azul do Nilo.
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Figura 11 - Aspecto das fragdes eluidas da coluna cromatografica, na fase
polimérica XAD-2

Legenda: a) F1 (eluida com H,O 100%); b) F2 (eluida com H,O/MeOH 80:20,
v/v); ¢) F3 (eluida com H,O/MeOH 40:60, v/v); d) F4 (eluida com MeOH
100%

Tabela 3 — Monitoramento cromatografico das fragcdes eluidas de coluna cromatografica preenchida
com a fase polimérica XAD-2

Fragao MFA-Na
Fi +
F, -
Fi -

F4 -
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4.1.4 Experimento 4: Isolamento do principio téoxico por Cromatografia em

Camada Delgada Preparativa

A fracdo aquosa F1 (H2O 100%) (secéo 4.1.3.1) foi submetida a cromatografia
em camada delgada preparativa, segundo o protocolo descrito na sec¢ao 3.5.2.2.

Apo6s o desenvolvimento de cada cromatograma, uma tira estreita do papel
cromatografico foi recortada longitudinalmente e derivatizada com azul do Nilo.

A faixa do cromatograma correspondente a mancha (na tira) com Ry e
coloragéo coincidentes com as do padrao, foi recortada, repicada e extraida com
H2O deionizada, sendo o extrato liofilizado a seguir.

Este material liofilizado foi submetido a cromatografia em camada delgada
comparativa, juntamente com extrato aquoso de P. marcgravii € com padrao de

monofluoroacetato de sédio (aplicados em triplicata).

4.1.4 1 Resultados

No cromatograma comparativo, efetuado com amostras do padrédo de
monofluoroacetato de sddio, da substancia isolada (se¢éo 4.1.4) e do extrato aquoso
de P. marcgravii, observou-se a presencga, ap6s a derivatizacdo, de mancha azul
com Ry 0,18, indicativa da presenga de monofluroacetato de sédio, em todas as

amostras (Figura 12).
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Figura 12 — Cromatograma comparativo, em placa de celulose, do padrdo do MFA-Na
e dos extratos de A. rigida e de P. marcgravii

Legenda: a, b, ¢ — padrédo de monofluoracetato de sédio; d, e, f — substancia isolada
extrato de A. rigida; g, h, i — extrato aquoso de P. marcgravii. Fase movel:
etanol/hidroxido de aménio/piridina/agua (95:3:1:1, v/v/vlv); agente
derivatizante: azul do Nilo.
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4.1.5 Experimento 5: Caracterizagao estrutural do principio téxico de A. rigida,

por espectroscopia de infravermelho

Uma amostra da substancia isolada por CCDP (sec¢éo 4.1.4) e uma amostra
do padrdo 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 acidos mono, di e trifluoracético, do acido acético e do acetato de

sodio, para posterior comparacéo.

4.1.5.1 Resultados

Os espectros obtidos da substancia isolada por CCDP e do padrdo de MFA-
Na estdo mostrados na figura 13.

Os dados relativos as bandas de absor¢cdo neles observadas estao reunidos
nas tabelas 4 e 5. Para posterior comparacdo, analise e discussdo do
posicionamento destas bandas, também estdo compilados, nestas tabelas, os
valores obtidos para as bandas de absorcédo, relativas aos estudos por
infravermelho, dos acidos mono, di e trifluoracéticos, do acido acético e do
monofluoracetato de sédio.

Na tabela 4 estdo mostrados os valores das bandas relativas ao grupo C—F e

na 5, as do grupo carbonila, nas substancias em questéo.



57
Delineamento Experimental e Resultados

Figura 13 - Espectros de Infravermelho da substancia em estudo e do padrdo de MFA-
Na
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Legenda: A) amostra da substancia isolada de A. rigida; B) amostra do padrao MFA-Na
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Tabela 4 — Bandas de absorg&o observadas no espectro de infravermelho, devidas ao grupo C—F,
de acidos halogenados, do MFA-Na e de amostra de A. rigida

Substancias C—F estiramento (cm'1)
Acido trifluoracético 1165 - 1277
Acido difluoracético 1092 — 1209
Acido monofluoracético ~ 1095

Monofluoracetato de
i 1020,27 (“ombro em frequéncia mais alta”)
sodio

Amostra do principio . )
o o 1044,79; 1073,33; 1111,94 (superposicao de picos)
toxico de A. rigida
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4.2 ESTUDO BIOLOGICO

421 Experimento 6: Comparacdao entre os efeitos causados pela
administragdo de monofluoroacetato de sédio e do extrato de A. rigida,

em ratos. Avaliagao bioquimica

Para a avaliagdo bioquimica séria, foram utilizados 40 ratos separados em
quatro grupos iguais: um grupo controle (Co), um grupo padrao (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 unica de 3,2 ou 6 g/kg do extrato
aquoso de A. rigida. Os animais do grupo padrdo (P) receberam dose unica de 7
mg/kg da solugdo padrédo de monofluoroacetato de sbédio pela mesma via e os
animais do grupo controle receberam apenas agua pelo mesmo periodo e via de
administragdo, conforme descrito na secdo 3.8.1. Todos os animais foram
observados por um periodo de até 6 horas para a avaliagdo dos sinais clinicos e
durante este periodo foram submetidos a exercicios fisicos no Rota rod, conforme
descrito na sec¢ao 3.8.2. Apds este periodo, os animais foram anestesiados e
amostras de sangue foram coletadas conforme descrito na se¢do 3.8.3. e os niveis
séricos de uréia, creatinina, glicose, calcio e citrato dos animais dos grupos

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

4.2.1.1 Resultados

A tabela 6 mostra e a figura 14 ilustra o nivel sérico de uréia de ratos
intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da A. rigida e de ratos
pertencentes ao grupo padrédo de fluoroacetato de sédio. A ANOVA revelou haver
diferencas 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 nivel sérico de uréia de

ratos do grupo padrao, em relagdo ao grupo controle.
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A tabela 6 mostra e grafico 1 ilustra o nivel sérico de creatinina de ratos
intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da A. rigida, bem como o de
ratos pertencentes ao grupo padrdo. A analise de variancia indicou diferencas
significantes entre os grupos (F=11,61; df=3/37; p<0,05). Ao aplicar-se o teste
estatistico subsequente verificou-se aumento significante no nivel sérico de
creatinina dos ratos do grupo padrdo, quando comparado com aquele obtido dos
animais do grupo controle.

A tabela 6 mostra e o grafico 1 ilustra o nivel sérico de glicose de ratos
intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da planta e de ratos
pertencentes ao grupo padrdo. A aplicacdo da analise de variancia indicou
diferencas significantes entre os grupos (F=4,108; df=3/37; p<0,05) e a analise
estatistica utilizada a seguir detectou diminuigdo significante no nivel sérico de
glicose de ratos do grupo Ar 2, quando comparados com o0s animais do grupo
controle.

A tabela 6 mostra e o grafico 1 ilustra o nivel sérico de calcio de ratos
intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da A. rigida, bem como o de
ratos pertencentes ao grupo padréo. A analise de variancia mostrou diferencas
significantes entre os grupos (F=50,74; df=3/37; p<0,05). A aplicacdo subsequente
do teste de Dunnett mostrou diminuicdo significante no nivel sérico de calcio de
ratos dos grupos Ar 1 e Ar 2, quando comparado com os animais do grupo controle.

A tabela 6 mostra e grafico 1 ilustra o nivel sérico de citrato de ratos
intoxicados com as diferentes doses do extrato aquoso da planta e de ratos
pertencentes ao grupo padrdo. A ANOVA revelou haver diferencas significantes
entre os grupos (F=4,011; df=3/37; p<0,05). Ao aplicar-se o teste estatistico
subsequente verificou-se aumento significante no nivel sérico de citrato dos ratos
dos grupos padréo e Ar 1, quando comparado com aquele obtido dos animais do

grupo controle.
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Tabela 6 — Parametros bioquimicos 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 padrdo de MFA-Na,
por gavage, em dose Unica

Controle MFA-Na Ar1(3,2g/kg) Ar2 (6 g/kg)
(n=9)? (n=10)2 (n=9)? (n=10)?

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

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

a

Dados expressos como média = epm, ° niumero de animais; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 versus

grupo controle; teste de Dunnett
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Grafico 1 — Parametros bioquimicos 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 padrédo de MFA-Na,
por gavage, em dose Unica
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Legenda: Os dados sao apresentados como média + epm, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ANOVA ou
Dunnett
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5 DISCUSSAO

5.1 ESTUDO QUIMICO

A analise quimica do MFA-Na representa um desafio a todos os
toxicologistas, pois esta substancia quimica, diferente da maior parte dos agentes
toxicos, tem caracteristica de hidrossolubilidade, apresentando também semelhanca
quimica com acidos organicos de cadeia molecular pequena, como o acido acético o
acido butirico e o propidnico, que sdo 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 cromatograficos experimentais levando-se em consideragcéo as
particularidades desta molécula.

A avaliagdo bioguiada da influéncia de diferentes tratamentos sobre dois
extratos de A. rigida (alcodlico e aquoso) mostrou que ndo houve perda total do
principio téxico em nenhum dos procedimentos, pois todos os animais intoxicados
apresentaram alteracdes, porém em diferentes proporgdes. Sendo assim, os sinais
clinicos de intoxicacado aqui observados foram semelhantes aos apresentados pelos
animais intoxicados experimentalmente com solugdo de MFA-Na, em experimento
desenvolvido durante nosso projeto de mestrado (CUNHA, 2008), o que sugere a
presenca de MFA-Na, em A. rigida.

A sobrevivéncia dos animais a administragdo dos extratos de A. rigida pode
indicar baixa concentracdo de MFA-Na, na planta em estudo, ou ainda, perda do
principio ativo durante o procedimento de extragdo, uma vez que a administragdo de
dose unica de fluoroacetato de so6dio em doses baixas, de até 0,2 mg/kg, por via
oral, é capaz de levar ratos a 6bito, em pouco tempo (HUMPHREJS, 1988).

Com base nas evidéncias anteriormente referidas, foi selecionado o solvente
a ser utilizado na extracdo do principio ativo de A. rigida, e seu subsequente
fracionamento. Os fatores que determinaram esta escolha foi, além da eficiéncia, o

tempo necessario para a concentracao do volume total de extrato, que é diretamente
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proporcional ao tempo de exposicdo da amostra a outras variaveis, tais como
temperatura e pressdo reduzida, que podem determinar a perda de parte do
principio ativo.

Apoiam a conjectura apresentada anteriormente, aqueles ensaios
previamente realizados com as amostras da biomassa da planta e de extratos de A.
rigida, 0s quais comprovaram que o principio ativo € uma substancia polar, soluvel
em agua e em solugdes hidroalcodlicas e acidas.

Para a pré-purificagdo do extrato, etapa comum no isolamento de principios
ativos polares presentes em matrizes organicas complexas, sao utilizadas varias
fases estacionarias tais como as compostas por silica hidrofébica quimicamente
modificada (C18 = silica octadecilsilanizada) e por resinas poliméricas organicas
(Oasis e XAD-2). Neste processo, os analitos sdo adsorvidos no material hidrofébico
por meio de interacdes de Van der Waals e, em determinada propor¢ao, por ligagcoes
hidrofébicas ou interacdes dipolo-dipolo (PIETRZYK, 1989; LINGEMAN; JANDEM,
1990).

Segundo o catalogo Waters®, a fase reversa polimérica Oasis® HLB para a
extracdo em fase soélida (SPE) apresenta equilibrio hidrofilico-lipofilico para
compostos acidos, basicos e neutros além de estabilidade em pH de 0 a 14,
mostrando-se bastante adequada para a pré-purificacdo do extrato de A. rigida.

O copolimero estireno-divinilbenzeno XAD-2 é uma resina hidrofébica
bastante aplicada para a extracdo em fase sélida (clean-up) de matrizes organicas
complexas, além de ser estavel em ampla faixa de pH (LINGEMAN; JANDEM,
1990).

Tanto a fase reversa polimérica Oasis® HLB quanto o copolimero estireno-
divinilbenzeno XAD-2, por apresentarem caracteristicas compativeis com o
procedimento o qual se pretendia realizar, foram utilizados neste estudo e como
esperado, os resultados obtidos foram semelhantes.

Assim, em ambos, a fragédo eluida em H,O 100% mostrou conter substancia
com comportamento idéntico ao do padrao do MFA-Na. Sendo assim, em nosso
estudo foi utilizada a fase estacionaria formada pelo copolimero 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 remové-los em Celite (terra de diatomaceas) para
obtencao de melhores resultados, este procedimento foi acompanhado por CCDC,
mostrando-se eficiente.

Apbs a filtragdo em Celite seguiu-se o protocolo para pré-purificacao por XAD-
2; para tal, as fragbes foram eluidas nas seguintes fases moveis: H.O 100% (F1);
H.O/MeOH (80:20, v/v)(F2); H,O/MeOH (40:60, v/v) (F3) e MeOH 100% (F4), as
quais, apds terem sido concentradas a pressao reduzida, foram liofilizadas e
analisadas por CCDC. A fragdo F1, eluida em H,0O, mostrou a presenca de
substancia com Ry e coloragdo caracteristica do padrao de MFA-Na, e as demais
fragdes ndo continham substancias capazes de reagir com o derivatizante azul do
Nilo.

Levando-se em consideragdo que o estudo cromatografico em camada
delgada comparativa realizado neste estudo como monitoramento da presenca do
MFA-Na durante todas as etapas de seu isolamento mostrou-se uma alternativa
viavel para a purificacdo do principio ativo de A. rigida e ainda, as limitacdes
impostas pelas caracteristicas dessa(s) molécula(s) que impedem o uso dos
detectores usuais de aparelhos de cromatografia de alta eficiéncia, optou-se pelo
emprego da CCDP, para refinar a separagao do principio ativo, pré-purificado por
cromatografia em coluna, utilizando-se a fase estacionaria XAD-2.

Com este procedimento, logrou-se isolar substancia(s) com caracteristicas
idénticas ao do padrao do MFA-Na, que foi encaminhada para caracterizagao
estrutural.

A primeira tentativa para conhecer a identidade do principio toxico existente
em A. rigida consistiu no estudo espectrométrico por ressonancia de fluor, o qual,
por dificuldades técnicas, foi inconclusivo, porém indicou a presenca de mais de um
atomo de fluor, na amostra analisada. O maior empecilho para a continuidade deste
estudo foi a auséncia de dados teoricos ou praticos para consulta, na literatura.

Para contornar as limitagbes impostas pela sensibilidade especifica das
técnicas disponiveis para a determinacdo da estrutura da amostra em questéo,
optou-se por caracterizar o principio ativo, por comparagdo de seu espectro de
infravermelho com o do padrdo de monofluoracetato de sédio. O MFA-Na,

diferentemente das moléculas diatdmicas homonucleares, que nao tém momento
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dipolar permanente e n&o apresentam bandas de absor¢do no espectro de
infravermelho, devido a presenca do oxigénio e do fluor, apresenta momento dipolar
permanente, que oscila periodicamente ao vibrar a molécula, podendo, portanto
absorver radiacdo eletromagnética e apresentar espectro caracteristico
(MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 2010).

Apesar da extensa pesquisa bibliografica realizada, ndo foram encontrados
dados espectrais relativos ao monofluoracetato de sdédio. Por isso, a atribuicdo as
bandas do espectro experimental de infravermelho do MFA-Na (padréo) foi feita
comparando-se suas posigdes, no espectro, com os dados fornecidos pela literatura,
para o acetato de sddio, o acido acético e os acidos: mono, di e fluoracéticos. Para
tanto, foram reunidos nas tabelas 4 e 5, os valores discutidos por Childers; Struthers
(1955); Kagarise (1957); Barcel6; Otero (1962); Redington; Lin (1971);Nieminen et
al. (1993) e os que constam na Bibioteca virtual de espectros Knowl/tAll® AnyWare,
nos espectros do acido acético e do MFA-Na.

Neste grupo selecionado de moléculas, a localizagcdo das bandas do grupo
carbonila (de carboxila) e do atomo de flior podem fornecer muitas informacgdes.

O grupo carbonila absorve intensamente radiacao infravermelha entre 1850 e
1650 cm™, devido a grande mudanca que sofre seu dipolo, em relacdo ao tempo.
Além de ocuparem posicao caracteristica, as bandas devidas as carbonilas também
apresentam forma e intensidade préprias. Além disso, a frequéncia de absorg¢ao da
carbonila depende da caracteristica eletrbnica dos grupos substituintes vizinhos. Nos
acidos carboxilicos, o grupo hidroxila influencia diretamente a carbonila, porque, nas
fases solida e liquida, ha formacéo de um dimero estavel, resultante de ligacao de
hidrogénio (H — O), entre as carboxilas de duas moléculas de acido: o grupo
carbonila de uma das moléculas liga-se a hidroxila da outra molécula, através da
ligacédo de hidrogénio

C* —O” ...H* —0O%
que diminui o carater sp? da dupla e enfraquece a ligacdo entre os atomos de
carbono e de oxigénio, deslocando a absorgdo da vibragdo de estiramento da
carbonila para frequéncia mais baixa (MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 2010).

Nos sais de acidos carboxilicos, o anion carboxilato € estabilizado por
ressonancia e as ligagcbes entre o carbono e o oxigénio adquirem carater de ligagao

simples, o que resulta na diminuicdo da frequéncia do grupo carbonila; séo
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observados um estiramento assimétrico forte em regido préxima de 1600 cm™, e um
estiramento simétrico (forte), proximo de 1400 cm™ (MURADIAN, 1980; PAVIA et al.,
2010).

A banda relativa ao grupo carbonila também pode sofrer deslocamentos
devido a influéncias de grupos vizinhos: efeitos indutivos (retirada de elétrons)
aumentam a forga da ligagdo C-O, resultando em bandas de frequéncia mais alta;
efeitos de ressonéncia aumentam o carater de ligagdo simples na ligagdo C-O e
diminuem a frequéncia, fendbmeno que ocorre também quando se formam ligagbes
de hidrogénio, como visto acima (MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 2010).

No caso particular dos halogénios, o efeito indutivo € muito importante, pois o
impacto da eletronegatividade desse(s) atomo(s) sobre as frequéncias dos grupos
vizinhos ocasiona mudancas significativas nas frequéncias de suas bandas, cuja
direcao de deslocamento depende de o halogénio aumentar ou diminuir a densidade
eletrbnica destes grupos. No caso de aumentar a densidade eletrbnica, a banda
correspondente aparecera em frequéncia mais alta e se diminuir, a banda aparecera
em frequéncia mais baixa (MURADIAN, 1980; PAVIA et al., 2010).

A influéncia da eletronegatividade dos halogénios é também exercida sobre o
grupo carbonila de acidos a-substituidos: a forga da ligagdo do grupo carbonila
aumenta e a banda sera deslocada para frequéncias maiores (MURADIAN, 1980;
PAVIA et al., 2010). As tabelas 4 e 5 mostram o efeito indutivo dos halogénios e o
efeito da ligacdo de hidrogénio sobre a carbonila, nos acidos tri, di e
monofluoracéticos, no acetato e no monofluoracetato de sddio, em comparagédo com
as frequéncias observadas para o acido acético.

A frequéncia (estiramento) da carbonila, observada para o acido acético, em
forma de mondmero, é de 1758 cm™: ja na forma associada (dimero), por estar
estabilizada por ponte de hidrogénio, mostra a frequéncia de 1714 cm™. Na tabela 5,
a frequéncia deste estiramento mostra valores crescentes da molécula de acido
monohalogenada para a trihalogenada, nas formas de monémero ou de dimero;
porém, os dimeros apresentam valores menores do que os mondmeros.

O mesmo efeito indutivo pode ser observado no sal do acido acético: ha um
aumento do valor da frequéncia do estiramento C = O, quando um dos hidrogénios
do grupo metilico do acetato de sédio € substituido por um halogénio. Este

estiramento, que no acetato de sodio aparece na frequéncia de 1572 cm™, tem o
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valor de 1623,79 cm'1, no espectro do monofluoracetato de sodio. No espectro do
padrdo de monofluoracetato de sddio, aparecem dois pequenos picos, com valores
crescentes de 1729,87 e 1775,58 cm™": estes picos, levando-se em consideracéo o
grau de pureza do padréo (de 95%) poderiam ser atribuidos a contaminagédo com
difluoracetato e trifluoracetato de soédio.

Efeito semelhante pode ser observado também, no estiramento da ligacao
C—O, porém em menor proporgéo, comparando-se os acidos halogenados com o
acido nao halogenado e o sal halogenado com o nao halogenado, e também na
deformacao do grupo carboxilico.

O efeito inverso pode ser visto na comparacgédo, entre todas as substancias,
nos valores das frequéncias relativas as tor¢ées do grupo O — H.

A banda resultante do estiramento do C—H (~2.600 cm™') esta possivelmente
sobreposta a banda larga caracteristica da ligacdo O—H, que aparece entre 3.320-
2.500 cm(larga), regido que pode nao fornecer muitas informacées.

As outras bandas devidas as ligagbes C-O e O-H (Tabela 5) sdo menos
pronunciadas e estdo localizadas entre os valores de frequéncia 1.320-1.210 cm™
(devidas ao estiramento C-O) e 960-850 cm™ (devidas a ligacdo de hidrogénio O-H,
torgcéo fora do plano).

Com relacédo as bandas devidas a ligagéo fluor — carbono, nas substancias
alifaticas, a presenca de um halogénio resulta no aparecimento de banda
caracteristica da ligacdo C-X (estiramento) entre os comprimentos de onda 1.150-
1.000 cm™. Se existirem mais de um atomo de halogénio, & necessario considerar se
estdo ligados, ou ndo, ao mesmo carbono.

Nos estudos dos espectros de infravermelho dos acidos tri, di e
monofluoracéticos (KAGARISE, 1957; BARCELO; OTERO, 1962), os valores obtidos
para as bandas de absorcao relativas a ligacdo C—F, situam-se entre 1.092 e 1.277
cm™ (Tabela 4) e no espectro do monofluoracetato de sodio, a banda apareceu em
1.020,27 cm™', porém pode ser visto um “ombro”, voltado para regido de frequéncia
mais alta. No espectro da amostra contendo o principio ativo de A. rigida, estao
documentados trés picos superpostos, com maximos em 1.044,79; 1.073,33 e
1.111,94 cm™.

Entre 700 e 400 cm™, nos espectros dos acidos mono, di e trifluorados

aparecem bandas relativas a deformacao da ligagdo C—F; no monofluoracetato de
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so6dio, vemos uma banda em 701,25 cm'1, enquanto na amostra da planta, vemos
entre 660 e 710 cm™, picos superpostos (KAGARISE, 1957; BARCELO; OTERO,
1962).

A observagdo dos espectros do monofluoracetato de sodio (padrao) e do
material isolado da planta em estudo, mostra que sao superponiveis.

Entretanto, outras consideracdes devem ser feitas: no espectro do padréo
(pureza de 95%) foram documentadas, além de banda em 1.623,79 cm™, relativa &
carbonila deslocada pela presengca de um atomo de fluor, outras duas pequenas
bandas, que podem ser atribuidas a presenca de contaminagdo por di e
trifluoracetato de sodio. Essas bandas em 1.729,87 e 1.77558 cm™,
respectivamente, sdo compativeis com bandas relativas a carbonilas deslocadas
respectivamente, por 2 e 3 atomos de fluor, situados em carbono vizinho a este
grupo (carbonilas a-halogenadas); ha correspondéncia entre as bandas devidas ao
estiramento destas carbonilas e as bandas resultantes dos acidos di e
trifluoracéticos (Tabela 5).

No material isolado da amostra da planta, o pico relativo a carbonila aparece
em 1633,88 cm™, porém é um pico largo, sugerindo a superposi¢cado de picos com
frequéncia mais alta: as bases deste pico abrangem a regido entre 1.620 e 1.780
cm™', que coincide com a regido em que aparecem os picos relativos ao mono, di e
trifluoracetatos, no padrao.

A indicacdo da presenca de mistura de mono, di e triacetatofluoracetato de
sbédio no isolado da planta torna-se mais consistente pela existéncia de trés picos
distintos, resultados de vibragdo de estiramento de ligacdo C—F, em 1044,79;
1073,33 e 1111,94 cm™, embasando a concluso de que estamos em presenca de
espectro do monofluoracetato de sodio, em mistura com o di e o trifluoracetato de
sodio.

Dando peso a este resultado, a literatura mostra a constatacado da existéncia
destas trés substancias 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 evidéncias mostradas nos estudos bioldgicos realizados
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neste e em trabalhos anteriores, corroboram que o principio ativo de A. rigida, € o

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

5.2 ESTUDO BIOLOGICO

O diagnostico da intoxicagao, tanto pelos praguicidas que contém o MFA-Na,
como por plantas que encerram este principio ativo é ainda um grande problema na
clinica. De fato, Collicchio-Zuanaze et al. em 2006, relatam a auséncia de dados
cientificos suficientes para um diagnéstico rapido e eficaz da intoxicagdo em gatos e
cédes. Também, sao varios os casos de intoxicagdo nos quais se suspeitou de ser o
MFA-Na o causador da intoxicagdo, mas que no entanto, ndo foi possivel a
conclusdo definitiva. Um exemplo que pode perfeitamente exemplificar tal
dificuldade, refere-se a grande mortalidade de animais no Zooldgico de Séo Paulo,
ocorrida em 2004. Estudos técnicos apontaram para a suspeita de intoxicagdo por
MFA-Na, no entanto, até hoje n&o foi possivel concluir definitivamente sobre a causa
da mortalidade (ORTIS, 2005).

Deve-se ressaltar que devido a caracteristica de evolucdo aguda, a
intoxicagcdo pelo MFA-Na, pode ser confundida com outras afecgbes, tais como,
deficiéncia de vitamina E/selénio, ingestdo de plantas cianogénicas ou de Ricinus
comunis (neste caso as folhas) - (NOGUEIRA et al,, 2010) e at¢é mesmo com
doencas infecciosas, como o carbunculo hematico (PACHECO; CARNEIRO, 1932;
TOKARNIA et al., 1979).

Embora a intoxicagao pelo MFA-Na seja, provavelmente, muito frequente, sao
muito poucos os estudos relacionados ao diagnostico da intoxicagdo por este
composto com auxilio laboratorial (CHI et al., 1996, 1999; O'HAGAN, 2004). Assim,
embora a intoxicagdo com plantas que causam morte subita ou com o préprio MFA-
Na, empregado como praguicida, possa ser confundido com outras tantas afeccdes,
atualmente, o diagnéstico da intoxicacdo por este composto € realizado
considerando-se basicamente o historico de ingestdo do agente toxico e pelos

achados clinicos.



73

Discussao

Isto posto, parece evidente que estudos que visem auxiliar no diagnostico da
intoxicagao por este composto irdo contribuir significantemente com a toxicologia
clinica. Assim, foi objetivo, nesta primeira parte deste estudo, procurar desenvolver
método seguro e eficaz para a detecgédo de MFA-Na; ja que se sabe que atualmente
nao ha nenhum laboratério no Brasil que tenha implementado e esteja realizando,
como rotina, a deteccdo desta substancia para auxilio diagnostico. Portanto, o
estabelecimento desta metodologia neste laboratorio permitira que se possa nao
somente realizar estudos no sentido de se determinar a presenga do MFA-Na em
outras plantas que causam morte subita em nosso pais, mas também possibilitara
que se desenvolvam futuramente técnicas que permitirdo a detecgdo desta
substancia em materiais biolégicos, como sangue e Vvisceras; além de
desenvolvimento de métodos que detectem esta substancia, haja vista que
atualmente nao existe nenhum protocolo analitico capaz de quantificar o MFA-Na
em matrizes biolégicas (CASPER et al., 1985; MINNAAR et al., 2000).

Um importante subsidio para o diagnoéstico das mais variadas enfermidades é
a avaliacdo anatomo-histopatolégica. No entanto, considerando-se a intoxicag&o
pelo MFA-Na, este auxilio pode ter pouco valor; de fato, tomando-se como exemplo
aquelas plantas que produzem a intoxicacdo e morte por encerrar este principio
ativo, Débereiner e Tokarnia (1959), relatam que, em relagdo a necropsia, ndo ha
nenhum achado que seja digno de nota, que auxiliaria o diagnostico. No que se
refere a histopatologia, estes mesmos autores verificam que alguns bovinos (em
60% dos achados) intoxicados podem apresentam degenerag¢ao hidropico vacuolar
nas células dos tubulos contornados distais do rim.

Outro subsidio de grande valor para o diagnéstico de uma determinada
enfermidade é a avaliagao bioquimica. De fato, deve-se considerar que muitas vezes
uma injuria podera néo causar alteragbes morfolégicas, no entanto, esta promove
mudancgas bastante significantes em enzimas e componentes sanguineos, que
seriam indicativos de lesdo. Portanto, foi também escopo desta pesquisa avaliar
alguns parametros bioquimicos de ratos intoxicados, tanto com a A. rigida, como
com o MFA-Na, no sentido de contribuir com os dados de literatura ja existentes.

Assim, considerando-se que o MFA-Na produz alteragdes consistentes no
epitélio renal, isto é, degeneracédo hidropico-vacuolar, particularmente nas células

dos tubulos contornados distais do rim (NOGUEIRA et al., 2010), pode-se supor que
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tal injuria promovera variaveis graus de azotemia e uremia levando a insuficiéncia
renal. No entanto, no presente estudo, os animais intoxicados pelo extrato aquoso
de A. rigida ndo apresentaram alteragdes significantes nos valores de uréia e
creatinina séricas, sendo estes parametros alterados apenas nos animais
intoxicados com o padrao de MFA-Na. De fato, Annison et al. (1960) e Peixoto et al.
(2010) encontraram aumento dos niveis destas substancias 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 nao observaram alteragcdes significantes nos niveis séricos destas
substancias empregadas para a avaliagao da funcéo renal. Entretanto, deve-se levar
em consideragdo que o periodo de tempo entre a intoxicagado 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 possivel inferir que nao
houve tempo habil para que houvesse a alteragdo nos niveis sanguineos destes
metabalitos renais.

Além disso, considerando-se que 0s animais que receberam o padrao de
MFA-Na, apresentaram aumento dos niveis de uréia e creatinina, mas ndo aqueles
ratos tratados com as duas amostras de planta, uma outra possivel explicagcéo para
este inesperado resultado, poderia estar relacionado a baixa concentracédo de
fluoroacetato na planta em estudo. Entretanto, para confirmacédo desta hipotese é
necessario um estudo quantitativo do MFA-Na em A. rigida.

O mecanismo de acao do fluoroacetato de sédio envolve o bloqueio da cadeia
respiratoria. Assim, esta substancia ao adentrar a célula, reage com a coenzima A
(CoA), na presencga de adenosina-5’-trifosfato, formando o fluoroacetil-CoA, o qual,
por sua vez, reage com o oxaloacetato e a agua formando o fluorocitrato, o principal
responsavel pelos efeitos téxicos (BURGER; FLECKNELL, 1994; COLLICCHIO,
2006). Na sequéncia de eventos celulares, o fluorocitrato inibe a enzima aconitase,
responsavel pela transformagdo do citrato em isocitrato no ciclo de Krebs. Sua
inibicdo, portanto, bloqueia este ciclo, causando depleg¢do de energia, acumulo de
citrato e de lactato, com queda do pH sanguineo. O citrato acumulado no organismo,
além de promover efeitos cardiotdxicos e neurotoxicos, também pode combinar-se

com o calcio, levando a hipocalcemia e ao agravamento dos sinais clinicos da
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intoxicacdo. Desta forma, os niveis de calcio sérico total s&o inversamente
proporcionais aos niveis de citrato sérico, explicando assim, o efeito quelante do
citrato sobre o célcio (GAL et al., 1956; BOSAKOWSKI; LEVIN, 1986; OMARA,;
SISODIA, 1990; BURGER; FLECKNELL, 1994).

De fato, no presente estudo, foi possivel observar aumento significante dos
niveis de citrato, com consequente diminuicao do calcio, tanto nos animais do grupo
que receberam o padrdo, 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 realizagdo da dosagem destas duas substancias, como
importantes subsidios para o diagndstico em casos de suspeita de intoxicacao pelo
MFA-Na.

Ainda, em relagcdo aos efeitos do MFA-Na sobre o metabolismo energético,
sabe-se que o MFA-Na afeta diretamente o metabolismo de carboidratos por inibicao
da glicélise e diminuicdo do suprimento energético (WILLIAMSON, 1967).
Consequentemente, verifica-se 0 aumento nos niveis de glicose e glicogénio séricos.
Portanto, a hiperglicemia pode ser um achado significante na intoxicagc&o por este
composto (MARRAZZI; HOLLIDAY, 1981). Corrobora tal suposi¢cao aqueles estudos
realizados em caes (BOSAKOWSKI; LEVIN, 1986), gatos (COLLICCHIO-ZUANAZE
2006) e ratos (BOSAKOWSKI; LEVIN, 1986), intoxicados com o MFA-Na, os quais
mostraram aumento significante nos niveis de glicose nestes animais.

No entanto, ao contrario do que se supunha, os dados aqui obtidos
mostraram que ratos que receberam tanto o padrdo, como aqueles animais tratados
com a planta (Ar1), ndo apresentaram diferencas significantes em relagdo aqueles
niveis obtidos dos animais do grupo controle; além disto, os animais do grupo Ar2
mostraram niveis de glicose significantemente menores que aqueles que néao
receberam tratamento. Neste momento, pouco pode ser especulado a respeito deste
resultado obtido; no entanto, uma possivel explicagdo poderia estar relacionada ao
tempo no qual se coletou o sangue para a avaliacdo bioquimica. No presente
estudo, os niveis plasmaticos de glicose foram dosados apds seis horas da
administragdo 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 periodo de tempo maior, aproximadamente 8 horas apds a intoxicagéo
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com a substancia; ainda, assim, €& possivel supor que no presente estudo, nao
houve tempo para que a alteragéo bioquimica ocorresse. Este resultado aqui obtido
indica que a avaliagdo da glicose ndo seja um bom subsidio para o auxilio no
diagnoéstico da intoxicagédo pelo MFA-Na, principalmente se a ingestdo ocorreu num
curto periodo de tempo.

Finalizando, o presente trabalho foi o primeiro a identificar a presenca do
acido monofluoroacético nas folhas de A. rigida (APENDICE A). Outra contribuigéo
para a toxicologia se refere a metodologia aqui estabelecida. Assim, este estudo
fitoquimico inicial aqui estabelecido, permitira o desenvolvimento de técnicas
visando a identificacdo deste composto em outras plantas e até mesmo em material
biolégico. Também permitira desenvolver metodologias nas quais a identificagédo
seja realizada de forma rapida e relativamente simples. Tal implementagcdo tem
grande importancia, pois implica diretamente tanto no que se refere ao diagnéstico
de intoxicagdo por plantas que causam morte subita em nosso pais e também pelo
diagnoéstico de intoxicagcado 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 ha um

crescimento significante de casos de intoxicagao por este composto.
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6 CONCLUSOES

e N&o houve perda total do principio toxico de A. rigida, em nenhum dos
procedimentos empregados na avaliagdo bioguiada da influéncia de

diferentes tratamentos sobre os extratos hidroalcodlico e aquoso.

e Tanto a fase reversa polimérica Oasis® HLB quanto o copolimero estireno-
divinilbenzeno XAD-2 mostraram-se efetivos na pré-purificagdo do extrato

hidroalcodlico de A. rigida.

e A técnica de CCDP promoveu, a contento, a purificagéo do principio tdéxico de

A. rigida, uma molécula com pequena massa molecular e muito polar.

e A caracterizagdo quimica do principio ativo de A. rigida, por comparagao de
seu espectro de infravermelho com o do padrdo de MFA-Na, mostrou-se

plenamente viavel.

e A. rigida produz trés sais halogenados: o mono (majoritario), o di e o

trifluoracetatos.

e A administragdo dos extratos de A. rigida e do padrédo de MFA-Na causou
alteracbes nos niveis de calcio, citrato e glicose sendo estes parametros

considerados bioindicadores de efeito ao MFA-Na.
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Sodium monoflucroacetate was first identified in Dichapetalum cymosum, a South African
plant that can cause livestock poisoning and death. After, several other plants also showed
to contain this toxin, which leads to the “sudden death”. Muscagnia rigida, a well identified
poisonous plant, commonly found in northeast of Brazil also cause sudden death in cattle,
which shows clinical signs similar to those produced by the ingestion of plants that contain
monofluoroacetate. Our aim was to identify the toxic compound present in the aqueous
extract of M. rigida. For this purpose, the dried and milled plant was extracted; the extract
was lyophilized and submitted to successive chromatographic process, until the desired
purity of the active compound was achieved. The study of this material by planar chro-
matography and by infrared spectrometry indicated that the toxin can be a mixture of
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mono, di and trifluoroacetate.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Since 1961, naturally occurring cases of poisoning in
cattle, sheep and goats, by Mascagnia rigida, (Malpighia-
ceae) were reported throughout the Brazilian northeastern
and southeastern regions. This plant, also known as “tin-
gui”, was firstly found in the municipalities of the States of
Pard and Cear4, (Tokarnia et al,, 1961) and later in the north
of the State of Espirito Santo (Tokarnia et al., 1985),
northeast of Minas Gerais State (Tokarnia et al., 2000), State
of Rio Grande do Norte (Pacifico da Silva et al., 2008), and in
many different regions in the State of Paraiba (Medeiros
et al., 2002; Vasconcelos et al., 2008a, b).
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In spontaneous outbreaks caused by M. rigida, clinical
signs were reluctance to move, respiratory distress,
muscular tremors, and tachycardia and were observed only
when the animals were exercised. The more affected
animals, if forced to walk, stagger and fall into convulsions,
with death occurring 1 min to 2 h after the first manifes-
tation of poisoning, whereas the less severely affected ones,
if not moved, can recover. Histological observation of
kidney tissue showed hydropic-vacuolar degeneration
(Gava et al., 1998). Therefore, considering the clinical and
histopathological characteristics of M. rigida, it is classified
as belonging to the group of “Plants that cause sudden
death”, which is responsible for about 60% of cattle losses
due to toxic plants, in Brazil (Medeiros et al., 2002).

About 40 species of plants that produce sudden death
are spread mainly over the tropical, sub-tropical, and
temperate regions of the world like Australia, South Africa
and South America (Twigg et al., 1996). It is well established
that monofluoreacetic acid or sodium monofluoroacetate
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Fig. 1. Cellulose plate chromatogram of: a, b, c - SMFA standard: d, e, f -Mascagnia rigida aqueous extract; g, h, i —Palicourea marcgravii aqueous extract, Mobile
phase: ethanolfammonium hydroxide/pyridinefwater (95:3:1:1, v/v(v/v); derivatization reagent: Nile Blue,

(SMFA) is the toxic principle of the Dichapetalum cymosum
(Marais, 1944), and the Australian plants Acacia georginae,
Oxylobium parviflarum and Gastrolobium grandiflorum
(Aplin et al.,, 1983); on the other hand, considering plants
from Brazil that cause sudden death, it was identified this
substance as the toxic principle only in Palicourea marc-
gravii (Oliveira, 1963; de-Moraes-Moreau et al., 1995) and
Arrabidaea bilabiata (Krebs et al., 1994),

SMFA is also a pesticide; thus, it has been used also as
a rodenticide since 1940's in many countries such as United
States, Australia and New Zealand (Beasley, 2002), leading
to many cases of accidental poisoning in man and pets
(Harris, 1975; Eason, 2002).

The mechanism of action of SMFA is well known, hence,
this compound requires the transformation into fluoroci-
trate within cell mitochondria, which blocks the action of
the enzyme aconitase, interrupting the Krebs cycle and ATP
production in the intoxicated organism leading to the
“lethal synthesis” (Peters, 1963). Thus, this interruption in
ATP production results in strong toxic effect on the func-
tioning of the heart and the central nervous system. A
predominance of cardiac or nervous symptoms depends on
the animal species affected, thus in cattle predominantly
affects heart (Tokarnia et al., 2002), while in dogs the SNC is
the main system affected (Goh et al., 2005),

Taking into account that animals intoxicated by M, rigida
presents the same clinical symptoms described by plants
that contain SMFA and previous studies conducted in our
laboratory revealed positive results of a prior planar chro-
matographic study, comparing crude M. rigida samples
with a SMFA standard, the aim of the current study was to
confirm the identity of M. rigida's toxic principle, by
isolating, purifying and chemically characterizing this
active compound.

2. Material and methods
2.1. Plant material

M. rigida was collected in Cabeceiras, Paraiba, Brazil and
authenticated (voucher specimen # HCSTR 1294) and
deposited in the Centro de Salide e Tecnologia Rural
Herbarium - CSTR.

SMFA standard was of analytical grade, Pestanal®, 99,7%
and was obtained from Sigma. Microcrystalline cellulose

plates 20 x 20 c¢m, analytical grade solvents, and reagents
were from Merck®, XAD-2 was treated prior to use accord-
ing to manufacture’s instructions, and was dry-packed into
a glass column (inner diameter 2.5 mm, height 30 cm).

2.2, Plant extraction and characterization of toxic compound
by planar chromatographic

The air-dried plant (200 g) was ground in a Marconi MA
048 mill and extracted with deionized water (4x). The
extract was filtered, frozen and lyophilized; the lyophilized
powder was suspended in milli-Q water (w/v 1:1) before
submitting to comparative planar chromatography in
cellulose plates for investigating the presence of SMFA.
Ethanol/fammonium hydroxide/pyridine/water (95:3:1:1,
v/vfv/v) were employed as the mobile phase and Nile Blue
as a post-derivatization agent (Vickery et al., 1973). All
planar chromatographic posterior analyses were developed
under the conditions described here. As a chemical proof, it
was used P marcgravii aqueous extract, obtained in the
same way as the M. rigida extract.

2.3. Isolation of toxic principle

In sequence, this extract (13 g) was loaded into a XAD-2
column and then subjected to gradient elution with
solvents of decreasing polarity: H0 (F1); Ha0/MeOH
(80:20, v:v) (F2); HoO/MeOH (40:60, v:v) (F3); and MeOH
100% (F4). F1 was lyophilized and the others fractions (F2 -
F4) were concentrated under vacuum until complete
elimination of the organic solvent and subsequently
lyophilized. All dried-fractions plus an authentic sodium 2-
fluoroacetate sample were analyzed by planar chromatog-
raphy. The band at the same Ry as the standard SMFA was
extracted with deionized water, lyophilized, and chro-
matographically compared to the standard SMFA.

24, Infrared spectroscopy

Powder infrared spectra of the lyophilized extracted
band and of the SMFA standard were recorded at temper-
ature room, over the 50- to 4000 cm ! range, on a Perkin
Elmer FT-IR Spectrum™ Spectrophotometer, equipped with
a [KBr beam splitter and a standard DTGS detector. Both
simplex were prepared as KBr pellets.
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Fig. 2, Infrared spectra from: A) Mascagnia rigida purified sample; B) SMFA standard.

3. Results and discussion

3.1. Characterization of toxic compound by planar
chromatographic

M. rigida is known to be toxic to livestock since 1961, as
outlined in the literature, and the description of the signs of
intoxication and the anatomical and histopathological findings
observed in “sudden death” caused by its toxic component fits
perfectly among the ones provoked by SMFA (Tokarnia et al,,
1961). In order to corroborate the presence of toxin and, if
possible, to obtain information about their chemical nature, in
a previous study, we had performed toxicological tests in rats
with different extracts of this plant, with P marcgravii extract,
a SMFA producer plant, and with SMFA standard solution. The
comparative study on signs and macro and microscopic lesions
produced by these different toxic agents showed a similar
pattern of poisoning, suggesting that is the same toxic
compound (unpublished data).

Based on this information, planar chromatography was
used to determine the presence of SMFA in the aqueous extract

of M. rigida. The result of this study is shown in Fig. 1, where
blue-spots at R;0.18 are visible in the SMFA standard and in M.
rigida and P. marcgravii aqueous extracts, indicating the exis-
tence of the same compound in the three samples.

3.2. Isolation of toxic principle

The analyses by planar chromatography of the fractions
(F1 - F4) obtained from XAD-2 column showed that the
SMFA eluted in F1, so this [raction were submitted to
preparative paper chromatography with ethanol/ammo-
nium hydroxide/pyridinefwater (95:3:1:1), as mobile
phase, and the band at the same Ry as the standard SMFA
was extracted with deionized water, lyophilized, and
chromatographically compared to the standard SMFA.

The infrared spectra of this purified band and of the
SMFA standard were shown in Fig. 2.

Table 1 shows the main vibration bands due to
carboxylic groups observed for standard and purified
sample; the presence of several bands in M. rigida sample
indicates that there is a mixture of halogenated substances.

Table 1
Carboxilic vibration bands for SMFA standard and for Mascagnia rigida purified sample.
SMFA - standard 3433 1623 1440 852
M. rigida purified sample 3422 1633 1454, 1406, 1384 1111, 831, 1073, 901 669, 696
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In conclusion, we verified here that as previous
described for P. marcgravii (Oliveira, 1963) and Arrabidae
bilabiata (Krebs et al., 1994), Brazilian's toxic plants which
also belong to the group that cause “sudden death”, M.
rigida also contains monofluoroacetic acid.
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