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Dentre as espécies pertencentes a familia das Convolvulaceae
destacam-se as Ipomoeas, amplamente distribuidas por todo o
mundo, bastante conhecidas e cultivadas devido ao aspecto
ornamental que suas flores campanuladas e de cores vibrantes
oferecem. E sabido porém que espécies de Ipomoeas sio toxicas.
A Ipomoea carnea, espécie de nosso estudo, provoca
emagrecimento, apatia, incoorden¢do motora, fraqueza progressiva
e até mesmo a morte em animais de produgdo, se ingerida por
periodo prolongado. Os alcaldides suainsonina e calisteginas
presentes nesta planta sdo certamente responsaveis por tais efeitos
toxicos, ja que inibem a agdo das manosidases e glicosidases,
enzimas fundamentais para um adequado metabolismo de
carboidratos pelo organismo. O presente trabalho teve como
objetivo verificar e caracterizar os constituintes quimicos da 1.
carnea brasileira. Assim, empregando-se as cromatografias de
camada delgada e liquida acoplada a detector de massas, além da
ressondncia nuclear de protons e carbono, foram detectados no
extrato aquoso obtido das folhas da planta, 0,09% de suainsonina,
0,11% de calistegina B, 0,14% de calistegina Bz, 0,06% de
calistegina C e o aminodcido ndo protéico N-metil-trans-4-hidroxi-
L-prolina.
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INTRODUCAO

A Ipomoea carnea Jacq. subsp. Fistulosa (Mart.)
Choisy (anteriormente denominada [pomoea fistulosa Mart.
ex Choisy, /. gossypioides Parodi, I. texana Coulter), perten-
cente a familia das Convolvulaceae, ¢ uma planta arbustiva,

leitosa, pouco ramificada, de caules ocos, (Lorenzi, 1991).
Esta planta propaga-se rapidamente, inclusive em condi-
¢oOes climaticas adversas, devido a sua resisténcia as secas
(Tirkey et al., 1987), sendo, portanto, encontrada em diver-
sas regioes do Brasil, onde ¢ conhecida popularmente como
canudo, algodao-bravo, mata-cabra, campainha, algodao-
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do-pantanal, algodao-do-brejo, canudo-de-lagoa, mata-pin-
to, salsa-branca, campainha-de-canudo, capa-bode
(Lorenzi, 1991; Tokarnia et al., 2000).

Ha relatos, no Brasil, de intoxicag¢do de animais de
produgdo que ingeriram a /. carnea em condig¢des naturais.
Assim, Tokarnia et al. (1960) observaram série de sinais
clinicos apds exposicao prolongada ad libitum a 1. carnea
em bovinos, ovinos e caprinos. Os bovinos apresentaram
emagrecimento, apatia, pélo aspero e fraqueza. Os ovinos
desenvolveram fraqueza, apatia, perda de apetite apds
periodos varidveis da ingestdo da planta. A espécie
caprina foi a que apresentou os sinais mais evidentes da
intoxica¢do por I. carnea, caracterizado por: apatia,
incoordenacgdo motora, paresia dos membros pélvicos,
fraqueza progressiva e, por fim, a morte.

Recentemente, Schumaher-Henrique ef al. (2003)
observaram que cabras expostas por periodo prolongado
a1l carnea desenvolveram ingestdo compulsiva pela plan-
ta e quadro clinico semelhante aquele acima descrito, além
de alteragdes hematoldgicas e histopatologicas.

A I. carnea possui os alcaldides suainsonina e
calesteginas como principais principios ativos e, certa-
mente, responsaveis pelos efeitos toxicos da mesma (De
Balogh et al., 1999; Schwarz et al., 2003).

A suainsonina — 1,2,8-tri-hidroxi-octo-hidroindo-
lizidina — é um alcal6ide indolizidinico, potente inibidor da
o-manosidase lisossomica e o-manosidase I do complexo
de Golgi. A inibi¢do da a-manosidase lisossdmica provo-
ca acimulo de oligossacarideos ndo processados adequada-
mente em lisossomos e perda da fungdo celular seguida de
morte da célula. A inibi¢do da a-manosidase I provoca al-
teragdes na sintese, no processamento e no transporte de
glicoproteinas, resultando em disfuncao na adesao celular
a moléculas, horménios e varios receptores de membrana.
A unido destes efeitos resulta na constatagao clinica de al-
teragdes endocrinas, reprodutivas, imunes, embriogenéticas
e gastrintestinais (Stegelmeier et al., 1995), além de toda a
sintomatologia anteriormente descrita.

A inibi¢do destas duas enzimas pela suainsonina
ocorre de forma competitiva, porém, em concentragdes
mais elevadas (1 mM), este alcaldide inibe também a a-
glicosidase, B-glicuronidase, B-galactosidase, [3-
xilosidase e a-arabinosidase (Cenci Di Bello et al., 1989).

As calisteginas sdo alcaldides nortropanicos
poliidroxilados amplamente distribuidos nas espécies per-
tencentes as familias Solanaceae e Convolvulaceae (Watson
et al.,2001). Os membros conhecidos desta nova classe de
alcaloides foram subdivididos em trés grupos de acordo
com o niumero de hidroxilas presentes em sua estrutura:
calisteginas A (com trés grupos hidroxila), B (com quatro
grupos) e C (com cinco grupos) (Asano et al., 2001).

As calisteginas possuem também atividade inibitoria
sobre as enzimas [3-glicosidase, a- e B-galactosidase e [3-
xilosidase, pois possuem estrutura semelhante a de
carboidratos (Asano ef al., 1997). Esta inibi¢ao competiti-
va em relagdo as glicosidases explica a afinidade existente
entre as calisteginas e os alcaldides indolizidinicos, como
a suainsonina, exacerbando, quando presentes numa mes-
ma planta, a agdo tdxica desta tltima (Watson et al., 2001).

Esta interessante capacidade de inibir glicosidases e
manosidases faz da suainsonina e calisteginas importan-
tes ferramentas em estudos de agentes anticancerigenos,
antitumores-proliferativos, antimetastaticos (Nemr,
2001), uma vez que o catabolismo e processamento de
glicoproteinas pelas glicosidases envolve a transformagao
de células normais a células cancerigenas. Portanto, em
concentragdes baixas, estes alcaloides inibem a agdo des-
tas enzimas, impedindo a formacao destas patologias sem
acarretar efeitos toxicos (Watson et al., 2001).

Tirkey et al. (1988) ao realizar estudo fitoquimico
com os extratos da /. carnea encontrou alcaldides tanto no
extrato aquoso como no etéreo, sendo que glicosideos e
taninos também estavam presentes, porém apenas no ex-
trato aquoso da planta. De Balogh et al. (1999) detecta-
ram, na /. carnea de Mogambique, além da suainsonina, as
calisteginas B, e C, Asano ef al. (2000) em estudo com a
mesma planta observaram, ainda, calistegina B, ¢ o
alcaloide 2a-7p-diidroxinortropano, ja anteriormente iso-
lado de seis espécies de plantas da familia das
Convolvulaceae, como constituintes da /. carnea.

O objetivo do presente estudo foi detectar e caracte-
rizar os constituintes quimicos da /. carnea brasileira, uma
vez que esta planta pode ser consumida pelos animais de
produgdo, acarretando prejuizos econdOmicos na pecuaria
nacional, além de poder ser fonte destes alcaldides empre-
gados como ferramentas no estudo de agentes antican-
cerigenos.

MATERIAL E METODOS
Planta

A identificacdo da I. carnea foi realizada pela
taxonomista Rosangela Simdo Bianchini, do Instituto de
Botanica de Sao Paulo. O plantio da /. carnea foi realiza-
do por estaqueamento em uma area de aproximadamente
1.500 m? de terreno no Centro de Pesquisa em Toxicologia
Veterinaria (CEPTOX) localizado em Pirassununga-SP.
Ap6s o crescimento da planta, as folhas foram colhidas,
retirados seus peciolos, acondicionadas a vacuo em sacos
plasticos, congeladas e encaminhadas a cidade de Sao
Paulo em recipientes de isopor adequadamente vedados.
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Em Sao Paulo, as folhas foram mantidas congeladas em
freezer -20 °C, no Laboratério de Toxicologia do Depar-
tamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterina-
ria da Universidade de Sao Paulo, para posterior extragao
dos principios ativos.

Extracao dos principios ativos das folhas frescas da
Ipomoea carnea

O procedimento de extracdo foi baseado naquele
descrito por Tulsiani et al. (1984). Assim, as folhas fres-
cas da planta foram trituradas com etanol 97 °GL em
liquidificador. A seguir, foram maceradas por 72 horas e,
apos este periodo, filtradas em gaze. O filtrado foi subme-
tido a concentragdo parcial em rotaevaporador, sob pres-
sdo reduzida a temperatura de 50 °C, até a eliminacao do
etanol. O solvente recuperado foi novamente adicionado
as mesmas folhas trituradas e submetidas a maceragao por
mais 24 horas, sendo, a seguir, filtrado e evaporado, como
descrito anteriormente. Este procedimento foi repetido
novamente, por mais duas vezes, num total de quatro ex-
tragdes. Os extratos obtidos foram reunidos formando o
extrato hidroalcoodlico. Este foi filtrado em papel de filtro
pregueado ¢ assim obtidas duas novas fragdes: fra¢ao in-
soltvel em dgua (FIA) e fragdo soluvel em dgua (FSA). A
FSA foi submetida a particdo com butanol saturado em
agua para fornecer duas porg¢des: fragdo butandlica e fra-
¢do aquosa. A fracdo butanolica foi concentrada totalmen-
te através do rotaevaporador, dando origem ao residuo
butanolico e, por sua vez, a fragdo aquosa foi evaporada
parcialmente, fornecendo a fracdo aquosa final.

Parte desta fragao foi precipitada com etanol absoluto
exaustivamente e, em seguida, filtrada. Obtiveram-se duas
porgdes: o precipitado (PPT) e o filtrado. O filtrado foi eva-
porado para eliminacdo do solvente, obtendo-se a porgao
ndo-precipitada (NPPT). Aliquotas de 100 mL da fragao
NPPT foram fracionadas numa coluna de vidro (12 x 480
mm), contendo resina de troca idnica (AG S0W-X8 (forma
NH) catidnica) eluida com solugdo amoniacal 0,5%. Fo-
ram coletadas 40 fragcdes de 10 mL que, posteriormente,
foram liofilizadas. A monitoracao de cada fracao foi reali-
zada através de cromatografia de camada delgada (CCD).

Caracterizacao dos alcaloides

A caracterizagdo dos alcaldides foi primeiramente
realizada por cromatografia de camada delgada (CCD) em
silica-gel G60, desenvolvida no sistema de solventes
constituido de cloroférmio, metanol, hidréxido de amonio
e dgua (35:13:1:1) com as fragdes obtidas da cromato-
grafia de troca idnica. Para a revelagdo foram empregados

anidrido acético e os reagentes de Erlich modificado e
Dragendorff, de acordo com Tulsiani ef al. (1984), com
pequenas modificagcdes. Em seguida, estas mesmas fra-
¢oes foram submetidas a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de protons e carbono 13 (RMN de H!
¢ RMN de C") para identificagdo estrutural, na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo, e seus espectros foram analisados.

Porgoes da fragdo aquosa final foram encaminhadas
ao laboratorio do Professor Dr. Dale Gardner do Utah
State University (USDA-ARS Poisonous Plants Research
Laboratory-EUA), onde foram analisadas quantitati-
vamente por cromatografia liquida (LC) acoplada a
espectrometro de massas (EM), como descrito a seguir.

Extracao das amostras: Aliquotas de 50 mg da
fragdo aquosa final foram acondicionadas em tubos de
vidro de 15 mL. Aos tubos foram adicionados 4 mL de
cloroformio e 5 mL de acido acético glacial 2%. Agitagdo
mecanica e continua foi aplicada por 16 horas, seguida de
centrifugacdo (5 minutos) e separacdo das camadas de
solventes da camada de residuos da planta. A camada su-
perficial de acido acético foi removida e adicionada a uma
coluna de vidro preenchida com resina catiénica Dowex
50 WX8-100. A resina ¢ a solug@o foram entdo agitadas
por rotagdo mecanica durante 15 minutos, permitindo a
ligagao dos cations de alcaldides a resina. Apds
centrifugac¢do das colunas, a solucao acida foi retirada e as
colunas reservadas. Novamente, adicionaram-se 5 mL de
acido acético glacial 2% a mistura de fracdo aquosa e clo-
roférmio e novas amostras foram entdo extraidas apos
agitacdo mecanica (15 minutos) dos tubos. Estas amostras
foram centrifugadas e as camadas de acido acético, sepa-
radas e adicionadas as colunas de vidro reservadas. Por
fim, as colunas foram lavadas por duas vezes consecutivas
com agua destilada, centrifugadas e a por¢ao liquida des-
cartada. Para a remogao dos alcaldides poliidroxilados da
resina, 5 mL de hidréxido de amo6nio 1 M foram adiciona-
dos nas colunas e estas agitadas mecanicamente (15 minu-
tos). A seguir, as amostras foram retiradas e centrifugadas
(1 minuto). As amostras aquosas de hidroxido de amonio
obtidas foram removidas, acondicionadas devidamente e
mantidas a -20 °C até o momento da analise.

Analise de suainsonina e calisteginas: Para a
deteccdo dos alcaldides poliidroxilados, aliquotas de
0,1 mL do extrato preparado foram evaporadas sob fluxo
de nitrogénio a 70 °C. A seguir foram derivatizadas por
adicdo de 0,2 mL de piridina e 0,05 mL de trimetilsililtri-
fluoroacetamida (BSTFA) e aquecidas a 70 °C, por 30 mi-
nutos. Apos a derivagio foi realizada analise por CG-EM
Finnigan GCQ com coluna capilar (30 m x 0,25 mm)
J&W DB-5MS das amostras. Hélio foi empregado como
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gas de arraste sob fluxo de 40 cm/s. A injecao das amos-
tras (2 mL) foi feita no modo splitless com injetor a
255 °C. A temperatura da coluna foi programada para atin-
gir 120 °C em 1 minuto, em seguida variar de 120 °C a
200 °C em 5 minutos, de 200 °C a 300 °C em 20 minutos e,
por fim, permanecer a 300 °C por 8 minutos, respectiva-
mente. A suainsonina e calisteginas foram identificadas por
comparagao dos tempos de retengdo relativos e espectros de
massas obtidos por Gardner et. al. (2001), Haraguchi et al.
2003, Molyneux et. al. (1993) e Molyneux et al. (2002).
Para deterrminacdo quantitativa de suainsonina e
calisteginas, uma segunda aliquota de 0,1 mL foi analizada
por LC/MS, como descrito anteriormente (Dale et al.,
2001). O sistema consistiu de bomba binaria de solventes e
autosampler HP-1100, coluna de fase reversa Betasil C18
(100 mm x 2 mm) (Keystone Scientific) e espectrometro de
massas Finnigan LCQ. A suainsonina foi eluida através de
método isocratico constituido de 5% de metanol em 20
mM de acetato de amonio sob fluxo de 0,5 mL/min. O
volume de amostra injetado foi de 20 mL. A ionizagao se
deu através de fonte de ionizacdo quimica por pressao
atmosférica com temperatura de vaporizagdo a 450 °C e
descarga de 5 mA na corona. A temperatura capilar foi de
200 °C e voltagem de 16 V. O espectrometro de massas
correu no modo EM?, a janela de observagao foi estipulada
entre 70 ¢ 300 u.m.a., apds fragmentacao de molécula de
suainsonina protonada (MH+=174,2+0,75 u.m.a.), por
emprego de energia de colisdo relativa a 25%. O tempo
maximo de inje¢do do tipo “ion trap” foi de 500 ms. O
tempo de reten¢do da suainsonina na coluna foi aproxima-
damente 1,4 minuto. A area do pico foi medida a partir do
cromatograma (m/z=156) e a quantificagdo baseada em
padrdo de calibragdo externo.

RESULTADOS

A cromatografia de troca idnica revelou componen-
tes alcaloidicos de natureza cristalina ¢ branca nas fragoes
20 a33. A CCD foi entdo empregada nestas fragdes. Uma
mancha de coloracao clara no fundo amarelado apos reve-
lagdo com Dragendorft foi observada, indicando a presen-
c¢a de, pelo menos, um composto. Sabe-se, porém, que ndo
se tratam de alcaldides pelo fato de que componentes
alcaloidicos coram-se de laranja ou cores de tom aproxi-
mado quando na presenga deste revelador. Por esta razao,
este residuo branco, proveniente destas porg¢des, foi sub-
metido a ressondncia magnética nuclear ndo revelando
sinais de protons e de carbonos semelhantes aos dos
alcaloides em estudo (suainsonina e calisteginas B, € C)).
O espectro obtido se sobrepos ao do iminoacido nao
protéico N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina, isolado das

folhas da Copaifera multijuga (Caesalpinioideae), e a ro-
tagdo do iminoacido do presente estudo mostrou-se simi-
lar ao da literatura (Figliuolo et al., 1987).

Devido a ndo-caracterizacdo dos alcaldides em es-
tudo pela ressonancia magnética nuclear, porgdes da fra-
¢do0 aquosa final foram analisadas por LC-MS. Foram,
entdo, detectadas e quantificadas na fragdo aquosa das
folhas da planta, comparando-se com os padroes disponi-
veis, as seguintes substancias: 0,09% de suainsonina,
0,11% de calistegina B,, 0,14% de calistegina B, € 0,06%
de calistegina C,, conforme mostrado na Figura 1.

DISCUSSAO

A I carnea vem sendo extensivamente estudada e
seus componentes (alcaldides poliidroxilados) identificados
quali- e quantitativamente por atuarem inibindo a funcao de
enzimas participantes do complexo metabolismo dos
carboidratos. Das folhas da /. carnea de Mogambique so-
mente a suainsonina (31%) e as calisteginas B, (50%) e C,
(7%) foram detectadas através de cromatografia gasosa e
espectrometro de massas (De Balogh et al., 1999). Asano et
al. (2001) detectaram por cromatografia de camada delga-
da e espectrometro de massas a calistegina B, (39 mg) ¢ o
composto 2a-7p-diidroxinortropano (20 mg), além da
suainsonina (86 mg) e da calistegina B, (146 mg), nas folhas
da I. carnea cultivada em herbario no Japao. Haraguchi et
al. (2003) detectaram, além destes alcaldides anteriormente
relatados, as calisteginas B, € B, e 0 iminoacido N-metil-
trans-4-hidroxi-L-prolina como constituintes da /. carnea
brasileira. No presente estudo constatou-se, por LC-MS, a
presenca dos alcaldides suainsonina (0,09%) e calisteginas
B, (0,14%), B, (0,11%) € C, (0,06%) ¢ da calistegina C, (tra-
¢os) até entdo ndo detectada nesta planta. Por ressonancia
magnética nuclear os componentes alcaloidicos ndo foram
constatados, mas sim o iminoacido ndo-protéico N-metil-
trans-4-hidroxi-L-prolina.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio
mostraram que a mesma /. carnea brasileira analisada no
presente estudo foi capaz de provocar efeitos toxicos em
cabras (Schumaher-Henrique ef al., 2003) e na prole de
ratas exposta a planta durante a gestacdo (Schwarz et al.,
2003). Estes efeitos toxicos podem ser atribuidos a presen-
¢a dos alcaldides poliidroxilados detectados nesta planta,
que, quando ingerida por animais de producdo, pode acar-
retar prejuizos econdmicos na pecuaria, uma vez que a /.
carnea pode ser consumida em condi¢des de campo. Ain-
da ndo se sabe quanto a possibilidade do iminoacido nao
protéico N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina ser ou nao
toxico e, portanto, de sua contribui¢do no quadro clinico
resultante da intoxicacao pela ingestdo da /. carnea.
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FIGURA 1 — Cromatograma da fragdo aquosa final da [pomoea carnea por LC-EM (1- suainsonina, 2- calistegina B,

3- calistegina B, € 4- calistegina C).

Vale ressaltar, ainda, que os alcaldides presentes na
1. carnea podem ser empregados também como ferramen-
tas para o estudo de agentes anticancerigenos. Neste sen-
tido, Watson et al. (2001) relataram que a suainsonina
inibiu o crescimento de células cancerosas e a dissemina-
cdo destas células pelo organismo, mesmo quando empre-
gada em concentragdes muito baixas.
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ABSTRACT

Identification of Brazilian Ipomoea carnea toxic
compounds

In the Convolvulaceae family, the Ipomoeas species are
cultivated and found in all regions of the world because of
their ornamental bright coloured flowers. It is well known
that some Ipomoeas species are toxic. [pomoea carnea,

species of this study, causes depression, general weakness,
loss of body weight, stagering gait and death of animals
after prolonged periods of plant intake. These toxic effects
are attributed to the alkaloids swainsonine and
calystegines present in the plant, wich promotes inhibition
of galactosidases and manosidases, important enzymes
for an adequate metabolism of carbohydrates in the
organism. The objective of the present study was to detect
and characterize the chemical components of the
Brazillian plant. For that, thin layer chromatography,
high pressure liquid chromatography coupled to mass
spectrometry detector and nuclear ressonance of protons
and carbon were used. The aqueous extract of 1. carnea
presented 0.09% swainsonine, 0.11% calystegine B,
0.14% of calystegine B,, 0.06% calystegine C, and the no
proteic imino acid N-methyl-trans-4-hydroxy-L-proline.

UNITERMS: Ipomoea carnea.
Calystegines. HPLC/MS.

Swainsonine.
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