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PROSPEQCAO FITOQUIMICA E AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS E FRUTOS DA ESPECIE Amorimia rigida (Juss).

Tardelle Pontes Feitosal José Walber Gongalves Castro?
RESUMO

Este presente trabalho teve como objetivo realizar a analise da prospecc¢do fitoquimica e a
toxicidade do extrato etanolico das folhas e frutos de Amorimia rigida (Juss). Amorimia rigida
é uma planta da familia Malpighiaceae considerada um arbusto, cip6 ou rama e é umadas plantas
gue mais contém toxinas em sua composicéo, sendo encontrada principalmente nas regioes
Sudeste e Nordeste do Brasil e que vem prejudicando por varios anos a pecuaria dessas areas.
As folhas frescas da planta foram coletadas no Sitio Sdo Vicente S/N, localizado no municipio
de Assaré e posteriormente selecionadas, secas a temperatura ambiente e trituradas para
aumentar a superficie de contato, submersas em etanol P.A para extracdo a frio por um periodo
de 72 horas. O extrato etandlico teve sua prospec¢do quimica determinada por colorimetria
através da mudanca de aspecto ou formacdo de precipitado nas solucBes. A atividade
toxicologica do extrato foi testado frente Artemia salina (Leach) e modelos eritrocitarios. Os
resultados dos ensaios toxicoldgicos foram avaliados através do modelo de regresséao linear e
teste de Tukey por comparagdo multipla no ANOVA Two Way. No fim desse estudo foi
possivel identificar que o extrato evidenciou que o perfil quimico obtido mostrou a presenca de
metabolitos secundarios como, os Fenois, Flavanois, Flavononas Saponinas dentre outros, bem
como, a alta toxicidade com a CLso de 59,22 pg/ mL obtida e aumento do nivel de hemdlises
desde a concentracdo de 10 pg/mL. O EEAR também apresentou um grande poder toxico frente
a Artemia salina, desde a menor concentragdo do extrato que foi de 10 ug/ mL até a maior que
foi 1000 pug/ mL mostrou ser eficaz sua toxicidade.

Palavras-chave: Intoxicacdo. Amorimia rigida (Juss). Monofluoracetato de Sédio (MFA).



PHYTECHEMICAL PROSPECTION AND TOXICITY ASSESSMENT OF THE
ETHANOLIC EXTRACT FROM THE LEAVES AND FRUITS OF THE SPECIES
Amorimia rigida (Juss).

Tardelle Pontes Feitosal; José Walber Gongalves Castro?

ABSTRACT

This present work aimed to analyze the phytochemical prospection and the toxicity of the
ethanolic extract of the leaves and fruits of Amorimia rigida (Juss). Amorimia rigida is a plant
from the Malpighiaceae family, considered to be a shrub, vine or branch, and is one of the plants
that contains most toxins in its composition. It is found mainly in the southeastern and
northeastern regions of Brazil, and has been harming the livestock in these areas for several
years. The fresh leaves of the plant were collected in Sitio S&o Vicente S/N, located in Assaré
municipality and later selected, dried at room temperature and ground to increase the contact
surface, submerged in ethanol P.A for cold extraction for a period of 72 hours. The ethanolic
extract had its chemical prospection determined by colorimetry through the change of aspect or
precipitate formation in the solutions. The toxicological activity of the extract was tested against
Artemia salina (Leach) and erythrocyte models. The results of the toxicological assays were
evaluated through the linear regression model and Tukey's test for multiple comparison in a
two-way ANOVA. At the end of this study it was possible to identify that the extract evidenced
that the chemical profile obtained showed the presence of secondary metabolites such as,
Phenols, Flavanois, Flavonones Saponins among others, as well as, the high toxicity with the
CL50 of 59.22 pg/ mL obtained and increased level of hemolysis since the concentration of 10
pug/mL. The EEAR also showed a great toxic power against Artemia salina, from the lowest
concentration of the extract that was 10 pg/mL to the highest that was 1000 ug/mL showed to
be effective its toxicity.

Key words: Intoxication. Amorimia rigida (Juss). Sodium Monofluoracetate (MFA).



1. INTRODUCAO

A natureza é a maior riqueza que existe na vida de maneira geral, e a relacdo entre
homem e natureza é a maior que existe ecologicamente, por sua importancia, e também por um
depender do outro para sobrevivéncia. O Brasil é o pais que contém a maior biodiversidadedo
mundo, possuindo cerca de 50.000 espécies de plantas em seus biomas e 0 uso de seus recursos
naturais vem ajudando de forma significativa a humanidade através da medicina tradicional
(POZZETT]I, 2019; PEREIRA, 2022).

As plantas da familia Malpighiaceae é encontrada em areas tropicais e subtropicais por
todo o mundo compreendendo cerca de 1.300 espécies, e suas principais caracteristicas
morfologicas sdo suas folhas simples e opostas, e pétalas amarelas. O Brasil possui cerca de
561 espécies espalhadas em seus biomas, sendo a caatinga e 0 serrado como 0s principais
centros de sua diversidade (FRANCENER; DE ALMEIDA; SEBASTIANI, 2018).

O bloqueio do ciclo de Krebs é um dos principais mecanismos de toxicidade dessa
familia, ocasionando reducédo da producdo de energia aos intoxicados, e suas principais vitimas
€ 0s animais ruminantes, causando grandes indices de mortalidade desses e assimaumentando
0s prejuizos dos pecuaristas com o passar dos anos (ATAIDE; DA SILVA; SANTOS, 2019).

Dentro da familia Malpighiaceae encontra-se o género Amorimia, que foi reclassificada
a partir das espécies toxicas de mascagnia, planta muito conhecida pricipalmente no Nordeste
do Brasil, por causar intoxicacdo em aniamais de criacdo, essa reclassificacdo ocorreu por conta
de suas diversas semelhangasmorfol6gicas, como as samaras, glandulas na superficie abaxial
das folhas, pétalas pilosas abaxiais, bracteas glandulares e estiletes retos e eretos (JUNIOR,
2018).

Amorimia rigida é uma planta da familia Malpighiaceae considerada um arbusto, cip0
ou rama e é uma das plantas que mais contém toxinas em sua composi¢ao, sendo encontrada
principalmente nas regides Sudeste e Nordeste do Brasil e que vem prejudicando por varios
anos a pecuéria dessas areas (NOBREGA, 2021).

O termo toxicologia refere-se ao estudos dos venenos e plantas toxicas sédo definidas
como vegetais que contém substancias que causam danos a saude, podendo provocar 6bito
qguando introduzidos em organismos humanos ou animais. Desde a antiguidade conhecedores
dessas plantas fazem o uso de suas toxinas em arco e flechas e lancas, tendo exceléncia eficécia,
pois um simples arranh&o em suas cacas e em seus inimigos poderiamser fatais (PERPETUO,
2019).



A intoxicacdo natural por Amorimia rigida nos periodos chuvosos é muito grande, ja
que tem uma altissima capacidade de brotamento, conseguindo crescer antes que outras plantas,
mesmao que o solo tenha sofrido interferéncias, se sobrepondo e saindo em vantagem em relacao
as demais. Ela possui uma substancia com um enorme poder toxico de nome Monofluoracetato
de Sédio (MFA), que quando ingerida e associada a exercicios fisicos pode provocar abortos e
até a morte (NASCIMENTO et al., 2018).

Sendo facilmente encontrado em plantas que causam a sindrome da morte subita, o
monofluoracetato de sodio (MFA) é uma das principais substancias encontradas na Amorimia
rigida (Juss), esse composto é considerado um veneno muito forte. Foi desenvolvido e bastante
utilizado na segunda guerra mundial, e por isso ficou conhecido por “composto 1080, e
atualmente € considerado um raticida extremamente toxico, essa substancia age como inibidor
metabolico do ciclo de krebs, inibindo a enzima aconitase e assim reduzindo a producéo de
ATP, levando a morte ou lise celular. Diante disso o presente estudo tem como objetivo: avaliar

a toxicidade do extrato etandlico das folhas de Amorimia rigida (Juss)
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1TIPO E LOCAL DE ESTUDO

Esta pesquisa tratou-se de um estudo experimental, que inclui uma pré-tese para testar
uma hipotese. Os resultados obtidos neste artigo foram de suma importancia e contribuicéo para
0 aprimoramento e desenvolvimento de novas técnicas cientificas na descoberta do novo
(DODT et al., 2015). Os experimentos foram realizados nos laboratérios de Microbiologia e

Bromatologia do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO, Campus Saude.

2.2 SELECAO, COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Os frutos e folhas frescas de Amorimia rigida (Juss) foram coletadas no Sitio S&o
Vicente S/N, latitude -6.880383 longitude -39.738193, as 16:45 horario de Brasilia, localizado
no municipio de Assaré, CE e levadas para o municipio de Juazeiro do Norte, CE para
realizacdo do presente estudo. Uma exsicata do material botanico foi depositada no herbario
caririense Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA), para a

obtenc&o do registro do tombamento.

2.3 PREPARACAO DO EXTRATO

As folhas de Amorimia rigida (Juss) foram selecionadas, secas a temperatura ambiente
e em seguida trituradas para aumentar a superficie de contato, submersas em etanol P.A para
extracdo a frio por um periodo de 72 horas, de acordo com Simdes et al. (2010). A mistura foi
submetida a filtracdo com a finalidade de remover as possiveis impurezas contidas no material,
e a destilacdo do solvente ocorreu em um evaporador rotativo sob pressdo reduzida a
temperatura controlada entre 30-40 °C. O rendimento do extrato foi calculado com base no peso

seco do extrato em comparativo com o peso dos frutos e folhas antes da extracao.
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2.3.1 Prospeccdo fitoquimica

A prospeccao fitoquimica foi realizada de acordo com a metodologia de Matos (2009) e
Simdes et al. (2010) com um principio elucidativo das classes de metabodlitos secundarios
como flavonoides, alcalbides, taninos, dentre outros, baseando-se em uma observacdo de
carater visual, com foco e interpretacdo na intensificacdo da cor ou formacéo de precipitado

apos adicdo de reagentes especificos nas solugbes das amostras.

2.4 AVALIACAO DO EFEITO TOXICOLOGICO

2.4.1 Toxicidade frente a Artemia Salina

No que se relaciona a toxicidade da planta, foram utilizadas nas testagens o
microcrustaceo Artemia salina (Leach). O teste foi efetuado em triplicata, com as concentracoes
de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 pug/ml, em consorcio a um controle positivo contendo dicromato
de potassio (K2Cr207), bem como um controle negativo com agua marinha.Apés 24 horas foi
feita a leitura de larvas sobreviventes. O calculo da CLso serd realizado porregresséo linear,
sendo considerado significativo quando CLso < 1000 pg/ml (MEYER et al., 1982; HIROTA et
al., 2012)

2.4.2 Atividade citotoxica em heméacias

A amostra utilizada durante o ensaio foi colhida em um tubo com o anticoagulante
Citrato de Sodio presente nele, bem como foram realizadas uma média de 6lavagens com
centrifugacgdo de 3500 rpm por 15 seg. cada. O ensaio tem como base em Freitaset al, com os
protocolos referentes de adaptacdo. As hemaécias e a solucdo de estoque foram expostasa
diferentes concentracdes de solugéo salina de 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pg/ml.

Apos as formulacdes das concentracdes, foi realizada a incubacao das mesmas no Banho
Maria a 37°C de 15 a 30 minutos. Apos essa etapa de incubacdo, foi adicionada a solucaosalina,
cujo qual, foi também para 0 Banho Maria, entretanto a um periodo de 30 minutos a 1 hora.
Apds as etapas anteriores, foi efetuadas lavagens das amostras que foram concentradas,

centrifugando-as a 3500 rpm por 15 segundos, com isso, foi coletado o sobrenadante e levado a
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andlise pelo espectrofotdmetro com o filtro de absorbancia em 540 nm (FREITAS et al., 2017).

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos ensaios toxicoldgicos foram avaliados através do modelo de regresséo
linear e teste de Tukey por comparacdo multipla no ANOVA Two Way utilizando software
GranphPad Prism 7.0. Os resultados em p< 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A prospeccéo fitoquimica do extrato etandlico das folhas e frutos de Amorimia rigida
(Juss)(EEAR) evidenciou a presenca de principios ativos como os flavonoides (antocianinas,
antocianidinas, flavonois; xantonas, chalconas, auronas, flavononois e leucoantocianidinas) e

Fendis (taninos catequicos) (Tabela 1).

Tabela 1: Perfil quimico do Extrato Etanolico das folhas de Amorimia rigida (Juss)(EEAR)

manhi e tarde.

CLASSE DE METABOLITOS SECUNDARIOS

1|2 |3|4|5(6|7|8|9(10|11|12|13 |14 | 15| 16

EEAR I S e e e e I U i A 0 R S S S B

1: Fendis; 2: Taninos hidrolisaveis; 3: Taninos condensados; 4: Antocianinas;
5: Antocianidinas; 6: Flavonas; 7: Flavondis; 8: Xantonas; 9: Chalconas; 10: Auronas; 11:
Flavonondis; 12: Leucoantocianidinas; 13:Catequinas; 14: Flavononas;
15: Alcaldides; 16:Saponinas (+) presente; (-) ausente

Fonte: prépria do autor

Silva (2020) relata que os estudos fitoquimicos compreendem na extracdo e
identificacdo dos constituintes presentes em vegetais, e a qualidade da extracdo podem ser
influenciada por diversos fatores, principalmente a extracdo dos metabdlitos secundarios, o que
pode justificar a auséncia de alguns compostos neste estudo.

Segundo Marcucci et al. (2021) os flavonoides sdo um grande grupo de metabolitos
secundarios da classe dos polifendis e sdo encontrados em varias espécies vegetais, mesmo
esses estando presente em pequenas quantidades nas plantas conseguem se destacar e serem
responsaveis por diversas atividades bioldgicas importantes, como anti-inflamatério e
antioxidante.

Dessa forma, Pereira (2022), descreve que a estrutura quimica dos flavonoides possui
namero variavel de grupos hidroxilas que desempenham o papel no sequestro de ions,

conferindo potencial antioxidante. Dessa forma, justifica-se a funcéo essencial destas moléculas
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na protecdo contra efeitos oxidativos e menor desempenho de efeito citotoxico, contribuindo
para o uso dessas moléculas na acao terapéutica de muitas patologias.

De acordo com Luiz (2022), estudos fitoquimicos de plantas da familia Malpighiaceae
mostraram que os metabolitos secundarios acumulados séo, principalmente das classes dos
flavonoides, taninos e terpenoides, e que além do monofluoracetato de sédio (MFA) também
foi relatado a presenca de um ecdisteroide raro, classe essa que ainda ndo havia sido reportada
para essa familia, compostos esses que tem alto poder téxico, e por isso que sdo facilmente
encontrados em inseticidas.

Nascimento et al. (2018), menciona que a intoxicagao natural por Amorimia rigida tem
sua elevacdo principalmente no inicio de periodos chuvosos por conta de sua grandiosa
capacidade de brotamento, conseguindo crescer antes que outras plantas mesmo que o solo
tenha sofrido queimadas, ela consegue sair em vantagem em relacédo as demais. Ela contém uma
substancia com um poder toxico muito grande de nome monofluoroacetato de sédio (MFA) que
quando ingerida e associada aexercicios fisicos pode provocar abortos e até a morte

Martins (2019) defende que plantas da familia Malpighiaceae estdo cada vez sendo mais
estudadas, por apresentarem propriedades quimicas e bioldgicas, pois além de apresentarem
atividade tdxica, antifingica e terapéuticas as plantas oferecem aos insetos o 6leo e o pélen,

como recurso natural, e esses sdo ricos em aldeidos, cetonas, fendis, ésteres.
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3.2 ATIVIDADE TOXICOLOGICA

3.2.1 Toxicidade em Artemia salina

Gréfico 1: Grafico da atividade toxica do Extrato etandlico das folhas de A. rigida (Juss),

medida pelo ensaio contra o microcrustaceo Artemia salina (Leach).
. Extrato Etanolico das folhas de

Amarimia rigida (Juss)(EEAR)

100 4

E':I " . .-

60 4 .-

40 4

20 4
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L]
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Concentragao (g’ mL)

O ensaio foi acompanhado de controle positivo preparado com Dicromato de potassio (K2Crz Oy), e controle
negativo com agua marinha. Os valores foram expressos como as médias = SEM (n=4) [Regressao nao linear das
transformadas das curvas, (ANOVA de Uma -via, seguido do Test Bonferroni). Foi usado o programa GraphPad
Prism 7.0.

Fonte: Propria do autor.

Segundo Lima (2019), os testes de toxicidade tem como objetivo avaliar ou prever 0s
efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e quantificar a toxicidade relativa das substancias, a
CLso é determiada apartir de ensaios que busca a concentracéo letal para 50% da populacéo
teste, que tem com frequencia a utilizago de animais aquéticos para ensaios de toxicidade.

O EEAR, apresentou uma CLso de 59,22 ug/ mL. Hirota (2012), relata que o uso de
Artemia salina em testes de toxicidade de vegetais mesmo sendo considerada uma metodologia
simples, ela é capaz de gerar informacdes de grande importancia para a ciéncia, de forma rapida
e bastante econémica.

Com a CLsp de 59,22 pg/ mL estabelecida pelo estudo, pode se afirmar que o extrato do
presente estudo se trata sim, de uma substancia toxica, pois segundo Rodrigues (2020), os extratos

brutos que apresentam uma CLsp inferior a 100 ugmL-1 séo classificados como altamente toxicos, 0s
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que apresentarem valores entre 100 pgmL-1 e 500 pugmL-1 sdo moderadamente toxicos, 0s que
manifestarem valores entre 500 pgmL-1 e 1000 ugmL-1 levemente toxicos, e aqueles com valores de

CLso acima de 1000 pgmL-1 séo considerados atdxicos.

3.2.2 Citotoxicidade em Hema@cias

Gréfico 2. Fragilidade osmdtica (citotoxicidade) de amostras de sangue tratadas ou ndo com diferentes

concentracdes do Extrato Etandlico das folhas de A. rigida (Juss).
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As amostras de sangue foram incubadas com diferentes concentracdes do extrato com solugdo de cloreto
de sodio (0,9% NaCl), como controle. A porcentagem de hemolise foi calculada e “curvas de
fragilidade” foram tragadas plotando a porcentagem de hemdlise (% de hemolise) para cada
concentracdo de extrato (em relagdo a 100% do tubo de hemolise -0,12% NaCl). Os resultados foram

[3PE1)

analisados por ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle negativo quando * =
p <0,05, *** =p < 0,01 e **** = < (,0001. Foi usado o programa GraphPad Prism 7.0.
Fonte: Propria do autor.

O grafico 2 demonstra a curva dose- resposta do EEAR nas concentragdes de 10 mg/mL,
25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, 250 mg/mL, 500 mg/mL e 1000 mg/mL. Os resultados do
teste empregado mostram que as doses do extrato que foram capazes de promover efeitos
Nocivos aos eritrocitos foram 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, 250 mg/mL, 500 mg/mL e
1000 mg/mL, evidenciando assim um analise mais intrinseca, onde se observa que a cada
proporcdo aumentada da concentracdo do extrato, maior é sua capacidade hemolitica.

Segundo Silva (2019), a atividade toxicologica de um vegetal depende do que esta

contido em sua composicado quimica e seus principios ativos, assim como a quantidade ingerida.
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Uma vez presente o estudo do efeito toxico de certas plantas, € possivel a partir deste, a
interpretacdo dos sinais e sintomas que podem surgir no animal, € indicio direto que o principio
toxico ja esta interferindo no metabolismo celular, interferéncia essa que é influenciada
principalmente em decorréncia da quantia degustada do agente intoxicante pelo enfermo.

Reis et al. (2020), comenta que nos Gltimos anos, os estudos sobre intoxica¢fes causadas
por plantas tém aumentado muito, e os indices de mortes de animais também vem aumentando
com o passar dos anos, e asprincipais plantas que causam intoxica¢do em animais nas fazendas
da regido sudoeste do estado da Bahia, sdo o Pteridium Arachnoideum e a Amorimia rigida,
dando énfase a Amorimia rigida que causou mais de 200 mortes de bovinos ja que a
ovinocaprinocultura ndo é muito praticada nessa regiao.

A hemodlise é caracterizada pelo rompimento da membrana das hemécias, ocasionando
a liberacdo de hemoglobina, o que pode gerar complicacGes a 6rgdos vitais como coragao, rins
e figado, com isso, a verificacdo do potencial hemolitico de extratos vegetais se faz de extrema
importancia na triagem de atividades toxicoldgicas, visando aumentar a seguranga no consumo
de fitoterapicos e plantas medicinais, relata Pereira (2020).

No presente estudo, foi evidenciado uma alta capacidade hemolitica do extrato, o que
pode ser explicado segundo Figueiredo (2018), uma vez que, o transito que ocorre devido a
interacdo do EEAR com a difusdo e regulacdo do transporte através da membrana dos
eritrécitos. A membrana plasmatica € composta de uma bicamada lipidica, com inimeras
funcles, dentre elas a de transporte de substancias para dentro ou fora da célula, cujo qual, é a

fonte de estudo deste trabalho correlacionando esta funcéo a aplicacdo do EEAR.
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4. CONCLUSAO

Tendo em vista os eventos e realiza¢cdes metodoldgicas utilizadas no presente trabalho,
foi possivel identificar que o extrato evidenciou que o perfil quimico obtido mostrou a presenca
de metabolitos secundarios como, os Fendis, Flavanois, Flavononas Saponinas dentre outros,
bem como, a alta toxicidade com a CLsg de 59,22 pg/ mL obtida e aumento do nivel de
hemdlises desde a concentracdo de 10 pg/mL. O EEAR também apresentou um grande poder
toxico frente a Artemia salina, desde a menor concentragdo do extrato que foi de 10 pug/ mL até
a maior que foi 1000 pg/ mL mostrou ser eficaz sua toxicidade. Com tudo, é necessario estudos
para quantificar o Monofluoracetato de sédio (MFA) e os metabolitos secundarios, para

elucidar da melhor maneira as atividades estudadas no presente artigo.
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