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Ata da 4882 (quadringentésima octogésima oitava) Dissertacdo de Mestrado do(a)
aluno(a) do Programa de Pdés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos Mariana Costa Aragéo, candidato(a) ao Titulo de “Mestre” em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos na area de concentracdo Farmacoquimica.

As quatorze horas e trinta minutos (14h30) do dia vinte de fevereiro do ano de dois
mil e vinte e quatro (20/02/2024), no auditdrio do Instituto de Pesquisa em Farmacos
e Medicamentos, da Universidade Federal da Paraiba, reuniram-se em caréater de
Solenidade Publica os membros da Comissdo designada para examinar o0(a)
discente Mariana Costa Aragéao, candidato(a) ao Titulo de “MESTRE” em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos na area de concentragdo Farmacoquimica. Foram
componentes da Comissdo Examinadora os pesquisadores Alisson Macéario de
Oliveira, Ph.D em Bioquimica e Fisiologia, Sécrates Golzio dos Santos, Ph.D em
Farmacoquimica e Harley da Silva Alves, Ph.D em Farmacoquimica. Sendo o
primeiro e o ultimo, integrantes do corpo docente da Universidade Estadual da
Paraiba, o segundo, integrante do corpo de docente da Universidade Federal da
Paraiba. Dando inicio aos trabalhos, o(a) Presidente da Comisséo, professor Harley
da Silva Alves, apés declarar os objetivos da reunido, apresentou o(a) candidato(a)
Mariana Costa Aragao, a quem concedeu a palavra para que dissertasse oral e
sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado “Contribuicdo ao conhecimento
fitoquimico, toxicolégico e farmacolégico de Banisteriopsis stellaris
(Malpighiaceae)”. Ap0s discorrer sobre o referido tema durante cerca de quarenta
minutos, o(a) candidato(a) foi arguido(a) pelos examinadores na forma regimental.
Em seguida, passou a comissdo, em carater secreto, a proceder a avaliacdo e
julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito APROVADO(A). Em
face da aprovacao, declarou o(a) Presidente achar-se o(a) examinado(a) Mariana
Costa Aragédo legalmente habilitado(a) a receber o Titulo de “MESTRE” em
ProdutosNaturais e Sintéticos Bioativos, na area de concentracdo Farmacoquimica,
cabendoa Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a
expedicdo do Diploma que o(a) mesmo(a) faz jus. Nada mais havendo a tratar, foi
lavrada a presente ata que € abaixo assinada pelos membros da Comisséo e pelo(a)
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RESUMO

Aragdo, M. C. Contribuicdo ao conhecimento fitoquimico, toxicoldgico e
farmacoldgico de Banisteriopsis stellaris (Malpighiaceae). Dissertacdo (Mestrado
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa, 2024.

Banisteriopsis stellaris (Griseb.) B. Gates, conhecida popularmente como
"marmelinha-da-flor-branca", pertence a familia Malpighiaceae. O género
Banisteriopsis é relevante na familia devido a producdo de importantes metabdlitos
secundarios, incluindo alcaloides, flavonoides e terpenoides, que demonstram varios
efeitos farmacologicos com resultados promissores. No entanto, ainda sdo poucas as
evidéncias sobre o0 seu potencial fitoquimico e farmacoldgico. Assim, este trabalho
visou contribuir para o conhecimento quimico e farmacologico da espécie B. stellaris.
O material vegetal foi coletado em abril de 2022 no Pico do Jabre (Matureia - PB) e
identificado pela botanica Dra. Maria de Fatima Agra. Uma exsicata da espécie foi
depositada no Herbério Prof. Lauro Pires Xavier da UFPB, sob o nimero JPB 37874.
As partes aéreas foram secas em estufa a 40 °C, pulverizadas e extraidas com etanol
a 95%, sendo concentradas em evaporador rotativo para obtencdo do Extrato
Etanolico Bruto (EEB). Posteriormente, o EEB foi submetido ao processo de
Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV) utilizando diferentes proporcdes e polaridades
de solventes, resultando em 9 fracdes do extrato. Uma aliquota de 5 g da fracéo
acetato de etila-metanol (AcOEt:MeOH) (1:1) foi submetida a cromatografia em coluna
utilizando Sephadex LH-20, resultando em 39 fracdes destas. As fracbes 22-27 foram
reunidas totalizando 875 mg e submetidas ao processo de Cromatografia Liquida de
Média Pressdo (CLMP), obtendo-se 15 fracdes. Para as fracbes 08 e 10 foram
desenvolvidos métodos cromatograficos, individualmente, através da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) preparativa. Ainda, foi utilizado 673,0 mg da fracédo
cloroférmica, sendo submetida a cromatografia em coluna com gel de silica,
resultando em 10 fracOes. Para os testes de toxicidade aguda os camundongos
receberam doses de 2000 e 5000 mg kg de extrato de B. stellaris (EEB-Bs) por via
oral e intraperitoneal. Quanto a avaliacdo do perfil genotdxico do EEB-Bs, foi utilizado
o teste do microndcleo em eritrocitos de camundongos tratados com EEB-
Bs (2.000 mg kg v. 0.) em dose Unica. Os testes anti-inflamatérios foram realizados
com camundongos tratados com EEB-Bs (50, 100 ou 200 mg kg™ v.0.) utilizando os
modelos de edema de pata e peritonite. As substancias foram identificadas por
espectroscopia de RMN (uni e bidimensionais) e comparadas com dados da literatura,
confrmando o isolamento dos flavonoides C-glicosilados (orientina, vitexina,
isovitexina e isovitexina-2"-O-a-L-ramnopiranosideo) da fracdo AcOEt:MeOH. Da
fracdo 04 proveniente da fase cloroférmica, foi isolada a mistura dos triterpenos a-
amirina, B-amirina e lupeol, sendo todos os compostos isolados pela primeira vez na
espécie em estudo. Os testes bioldgicos realizados com o EEB-Bs demonstraram sua
seguranca quando administrado via oral, visto que ndo houve sinais de toxicidade
aguda e nem alteracbes micronucleares. Os resultados do estudo indicam que B.
stellaris apresentou uma resposta anti-inflamatoria significativa nos ensaios realizados
nas doses observadas, reduzindo o edema e a exsudacao de células inflamatérias,
sendo na dose de 200 mg kg g do EEB uma reducéo de 73,29% no edema, 66,71%
na migracdo de leucdécitos e de 67,72% na migracdo de neutrofilos. Portanto, este
trabalho destaca a B. stellaris como nova fonte de biomoléculas e a sua capacidade
anti-inflamatoria, sugerindo sua utilidade no desenvolvimento de medicamentos.



Pesquisas futuras podem explorar mecanismos especificos e outros aspectos
farmacologicos dessa espécie.

Palavras-chave: Anti-inflamatério; Flavonoides C-glicosilados; Marmelinha;
Toxicidade aguda; Triterpenos.



ABSTRACT

Aragao, M. C. Contribution to the phytochemical, toxicological, and
pharmacological knowledge of Banisteriopsis stellaris (Malpighiaceae).
Dissertation (Master's in Bioactive Natural and Synthetic Products) — Center for Health
Sciences, Federal University of Paraiba. Jodo Pessoa, 2024.

Banisteriopsis stellaris (Griseb.) B. Gates, commonly known as "marmelinha-da-flor-
branca,"” belongs to the Malpighiaceae family. The genus Banisteriopsis is notable
within the family due to its production of important secondary metabolites, including
alkaloids, flavonoids, and terpenoids, which exhibit various pharmacological effects
with promising results. However, there is still limited evidence regarding its
phytochemical and pharmacological potential. Therefore, this study aimed to contribute
to the chemical and pharmacological knowledge of the species B. stellaris. Plant
material was collected in April 2022 at Pico do Jabre (Matureia - PB) and identified by
botanist Dr. Maria de Fatima Agra. A voucher specimen of the species was deposited
in the Prof. Lauro Pires Xavier Herbarium of UFPB, under the number JPB 37874. The
aerial parts were dried in an oven at 40°C, pulverized, and extracted with 95% ethanol,
which was concentrated in a rotary evaporator to obtain the Crude Ethanol Extract
(CEE). Subsequently, the CEE underwent Vacuum Liquid Chromatography (VLC)
using different proportions and polarities of solvents, resulting in 9 extract fractions. An
aliquot of 5 g of the ethyl acetate-methanol (AcOEt:MeOH) fraction (1:1) was subjected
to column chromatography using Sephadex LH-20, resulting in 39 fractions. Fractions
22-27 were combined, totaling 875 mg, and subjected to Medium Pressure Liquid
Chromatography (MPLC), yielding 15 fractions. Preparative High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) methods were developed individually for fractions 08 and 10.
Additionally, 673.0 mg of the chloroform fraction was subjected to column
chromatography with silica gel, resulting in 10 fractions. For acute toxicity tests, mice
received doses of 2000 and 5000 mg/kg of Banisteriopsis stellaris extract (CEE-Bs)
orally and intraperitoneally. Regarding the genotoxicity assessment of CEE-Bs, the
micronucleus test was conducted in mouse erythrocytes treated with CEE-Bs (2000
mg/kg p.o.) in a single dose. Anti-inflammatory tests were performed in mice treated
with CEE-Bs (50, 100, or 200 mg/kg p.0.) using the paw edema and peritonitis models.
The compounds were identified by NMR spectroscopy (uni and bidimensional) and
compared with literature data, confirming the isolation of C-glycosylated flavonoids
(orientin, vitexin, isovitexin, and isovitexin-2”’-O-a-L-rhamnopyranoside) from the
AcOEt:MeOH fraction. From fraction 04 of the chloroform phase, a mixture of the
triterpenes a-amyrin, B-amyrin, and lupeol was isolated, all compounds being isolated
for the first time in the species under study. Biological tests performed with CEE-Bs
demonstrated its safety when administered orally, as there were no signs of acute
toxicity or micronucleus alterations. The study results indicate that B. stellaris exhibited
a significant anti-inflammatory response in the assays conducted at the observed
doses, reducing edema and the exudation of inflammatory cells, with a reduction of
73.29% in edema, 66.71% in leukocyte migration, and 67.72% in neutrophil migration
at a dose of 200 mg/kg of CEE. Therefore, this study highlights B. stellaris as a new
source of biomolecules and its anti-inflammatory capacity, suggesting its utility in drug
development. Future research can explore specific mechanisms and other
pharmacological aspects of this species.



Keywords: Acute toxicity, Anti-inflammatory; C-glycosylated flavonoids; Marmelinha;
Triterpenes.



AcOEt
ALB
ALT
AST
APT
BB

13¢

CcC
CCDA
CHCM
CLAE
CLMP
CREAT
CT

dd

dl

DLso
CHCIs
DMSO-ds
EEB
EEB-Bs
EtOH

H
HCM
HMBC
HPLC
HSQC
Hz

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetato de etila

Albumina

Alanina aminotranferase

Aspartato aminotransferase

Attached Proton Test

Broad band

Carbono

Carbono 13

Cromatografia em coluna

Cromatografia em camada delgada analitica
Concentracado de hemoglobina corpuscular média
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Cromatografia liquida de média presséo
Creatinina

Colesterol Total

Dupleto

Duplo dupleto

Dupleto largo

Dose letal média

Cloroférmio

Dimetilsulfoxido deuterado

Extrato Etandlico Bruto

Extrato Etandlico Bruto — Banisteriopsis stellaris
Etanol

Grama

Hidrogénio

Hemoglobina corpuscular média
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
High performance liquid chromatography
Heteronuclear Single Quantum Correlation

Hertz



kg

mm?3
MeOH
mg
MHz

ppm
PT
RMN

sl
TG
UR
VCM

V.0

Mm

Constante de acoplamento
Quilograma

Multipleto

Milimetros cubicos
Metanol

Miligramas

Megahertez

Mililitros

Partes por milhdo
Proteinas totais
Ressonancia Magnética Nuclear
Simpleto

Simpleto largo

Tripleto

Triglicerideos

Ureia

Volume corpuscular médio
Via oral

Deslocamento quimico

Microémetro



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1 - Obtencdo e fracionamento do EEB das partes aéreas de B.
stellaris

Esquema 2 - Fracionamento da fracdo acetato:metanol (1:1)......cccoeeeveeeiiiiiiiiiinnnnns 47

Esquema 3 - Fracionamento da fragcao cloroformica...........coocvveeeeeiieiniiiiiein i 51



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial da familia Malpighiaceae....................... 16
Figura 2 — Visao geral das folhas (A), flor caracteristica de Malpighiaceae (B)........ 18
Figura 3 — Estruturas da quercetina e canferol, respectivamente................cccccvvvvnnnne 20

Figura 4 - Estruturas (1) catequina, (2) epicatequina, (3) hiperosideo e (4)
[0 [U =T F= U O PPUUPRPPR 20
Figura 5 — Estrutura da Byrsonina A isolado de Byrsonima crassifolia...................... 21

Figura 6 — Dominios fitogeograficos encontradas espécies de Banisteriopsis no

2 = T | PSSR 21
Figura 7 — Imagens da espécie B. Stellaris.........ccccoouuiiiiiiiiiiiiiecee e 27
Figura 8 — Distribuicdo de B. stellaris N0 Brasil.............ccccooiveiiiiiiiiniiiiceeei, 28
Figura 9 — Estruturas dos esqueletos de flavonoides............ccccoevvvviiiiiiiiiciiiiiiceeeeenn. 31
Figura 10 — Biossintese dos flavonoides...........cocuuvviee i 32
Figura 11 — Primeiros flavonoides C-glicosilados identificados.............ccccccceeniiinnns 34
Figura 12 — Biossintese doS terpenOIdES...........ccoooiiiiiiiiiiiiiee e e 37
Figura 13 — Cinco sinais da resposta inflamatoria.............ccccccoeeeeeeieiiiiiiieees 41
Figura 14 — Cascata da inflamago..............coooeiiiiiiiiiiii e 43
Figura 15 — Cromatograma da fragdo 08 em escala preparativa (254 nm)............... 49
Figura 16 — Cromatograma da fragdo 10 em escala preparativa (254 nm)................. 50
Figura 17 —Estrutura quimica da BSAM-083............oooviiiiiiiiiiiiicinee e 57
Figura 18 — Espectro de RMN de '3C - BB (100 MHz, DMSO-ds) de Bs-083............... 58
Figura 19 — Expanséo do espectro de RMN de *3C - BB (100 MHz, DMSO-ds) de Bs-
083 NAaregiao de B0 — 124 PPIM.cueiiiiiiiie ettt a e e e e e ee aaaeaea e 58
Figura 20 — Expansdo do espectro de RMN de 13C - BB (100 MHz, DMSO-ds) de
BSAM-083 na regido de 138 — 186 PPM...uuiiiieeieieeeiieiieeie et e e e e e e e ee e e ee e s 59
Figura 21 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BSAM-083.................. 59
Figura 22 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de Bs-
0152 F RO PPEPRSOUPRRRI 60
Figura 23 — Mapa de contorno 'H x 13C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-

06) AE BSAM-083......eeeiiieeiiiiiiie ettt e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e aae s .60

Figura 24 — Expanséo do mapa de contorno *H x *3C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BSAM-083 na regido (100 — 20 ppm) X (5.1 - 2.8 PPM).ccereeeeiiiiiiiiieeeniiiiiieeenn. 61



Figura 25 — Expansdo do mapa de contorno H x 13C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BSAM-083 na regido de (130 — 85 ppm) X (7.8 — 6.0 PPM)....uuvmrrrrrmrirrieeniennen. 61
Figura 26 - Estrutura quimica da BSAM-085.............cuuiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 64
Figura 27 — Espectro de RMN de *3C - BB (100 MHz, DMSO-ds) de BsAM-085......... 65
Figura 28 — Expanséo do espectro de RMN de 3C - BB (125 MHz, DMSO-ds) de

BSAM-085 na regido de 60 — 185 PPM...uuiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeee e 65
Figura 29 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-des) de BSAM-085................ 66
Figura 30 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BSsAM-085
NATEQIA0 U8 2.8 — 5.4 PPIM.. ittt e e e e e e e e e e e e e e et e eeeeeeaeaaeeaen eeeeeeeennennnnnnns 66
Figura 31 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BSsAM-085
NA QiAo A€ 5.6 — 8.2 PPIM.....cciiiiiiiiiiiieitee e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e s ea e e s e e e e aeeeeeeeeeeeaeenannnne 67
Figura 32 — Mapa de contorno 'H x '3C - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-
06) dE BSAM-08B5.........eceeivieieeeeeeeeeieiee et eee s s ses e st e st s e s et esenen e e 67
Figura 33 — Expanséo do mapa de contorno *H x 13C - HMBC (500 e 124 MHz, DMSO-
ds) de BSAM-085 na regido de (190 — 80 ppm) X (7.2 — 4.6 PPM)..ceerrrrrrrrrerreeeieennennns 68
Figura 34 — Mapa de contorno 'H x 13C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
06) AE BSAM-085......oeeeiiee ettt e e e s e e e e e e e ae e e 68
Figura 35 — Expansdo do mapa de contorno H x 13C - HSQC (500 e 125 MHz, DMSO-
ds) de BSAM-085 na regido de (90 — 35 ppm) X (4.8 = 2.4 PPM)..eevrrrrririiiiieiiinenanennnn 69
Figura 36 — Expanséo do mapa de contorno *H x *3C - HSQC (500 e 125 MHz, DMSO-
ds) de BSAM-085 na regido de (140 — 80 ppm) X (8.3 = 5.9 ppM)...cuvreririirieiiiiiinnnnnnn. 69
Figura 37— Estrutura quimica de BSAM-086............cccccuuiiiiiiiiiiiiieeee e eeeceeiie e 72
Figura 38 — Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-ds) de BSAM-086................. 73
Figura 39 — Expansédo do espectro de RMN de 13C - BB (125 MHz, DMSO-ds) de
BSAM-086 na regiao de 55 — 130 PPIM..ciiiiiiiiiiiiiiieiiiiii et s 73
Figura 40 — Expansédo do espectro de RMN de 3C - BB (125 MHz, DMSO-ds) de
BSAM-086 na regido de 135 — 210 PPM...crriiiiiiiiiiie e e e e 74
Figura 41 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de BSAM-086.................. 74
Figura 42 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de BSsAM-086
NATEQIAO U8 2.7 — 5.1 PPttt ettt e e e e e e e e e e e e e bbb aee seeeeas 75
Figura 43 — Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de BSAM-086
NATEQIA0 UE 5.9 — 8.4 PPIM.ceii it e 75

Figura 44 — Mapa de contorno *H x 3C - HMBC (500 e 125 MHz, DMSO-ds) de BsAM-



Figura 45 — Expansé&o do mapa de contorno *H x 13C - HMBC (500 e 125 MHz, DMSO-

ds) de BSAM-086 na faixa de (170 — 60 ppm) X (8.2 — 4.2)....uuvureeriiiiiiiiiiiieeeeeeeeennens 76
Figura 46 — Estrutura quimica da BSAM-1014..........ccoorviriiiiiiiiiiecsin e ee e eeeeeaaenaeens 79
Figura 47 — Espectro de RMN de 13C - BB (100 MHz, DMSO-ds) de BsAM-1014.......80
Figura 48 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-des) de BsAM-1014................ 81
Figura 49 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-
1014 naregi@o de 0.0 — 3.2 PPIM. it et e e e e e e e e e e e e e e ee e 81
Figura 50 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-
1014 NA regi80 08 3.2 — 6.3 PPIM.iiiiiiiiiiiiaaesee e e e e e ettt a e e e e e e e e e e e e aeeeaeeeeaeen s 82
Figura 51 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-
1014 Naregi@o d€ 6.2 — 8.2 PPIM..ceuuiieiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e et e e e ee et a e e e e s 82
Figura 52 — Mapa de contorno *H x '3C — HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
d6) dE BSAM-1014.......couivieireeeiieeee et s 83
Figura 53 — Expansdo do mapa de contorno H x 13C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BSAM-1014 na regido de (34 — 4 ppm) X (1.05 — 0.05 ppm).....ccevereeeeeieerennannn. 83
Figura 54 — Expanséo do mapa de contorno *H x *3C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BsAM-1014 na regido de (105 — 35 ppm) X (5.4 — 1.8 ppm).....cccocvrrveeeeennnnnne. 84
Figura 55 — Expansdo do mapa de contorno H x 13C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BSAM-1014 na regido de (145 — 75 ppm) X (8.7 = 5.7 ppM)...ccvrveeeveeiieeeennnnnnn. 84
Figura 56 — Estruturas quimicas da a-amirina (1), B-amirina (2) e lupeol (3)............... 86
Figura 57 — Espectro de RMN de *3C - APT (125 MHz, CDClz) de BsCI-04................. 89
Figura 58 — Expanséo do espectro de RMN de 3C - APT (125 MHz, CDCIls) de BsCl-
(07 P W =To = To o Lo e o o] o] o PP 89
Figura 59 — Expanséo do espectro de RMN de *3C - APT (125 MHz, CDCIls) de BsCl-
04 NATEgIA0 U8 38 — 57 PPIM ... ittt ee e e e eeee s 90
Figura 60 — Expanséo do espectro de RMN de 3C - APT (125 MHz, CDCIls) de BsClI-
04 na regi@o de 107 — 129 PPM.uuniiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e s 90
Figura 61 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) de BSCI-04............ccccueeennnee. 91
Figura 62 — Expansao do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIls3) de BsCI-04 na
regi&io de 0.60 — L1.50 PPIM....uuiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e 91
Figura 63 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClz) de BsCl-04 na
regido de 1.55 — 2.40 PPIM...uuniiiiiiiii e 92

Figura 64 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs3) de BsCI-04 na
rEQIA0 A€ 4.25 — 5.65 PPIM. ...ttt ettt e eeeas 92



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Constituintes quimicos encontrados nas espécies de Banisteriopsis......... 23

Tabela 2 - Classificacdo dos compostos fendlicos de acordo com seus esqueletos

DBSICOS. ...ttt .30
Tabela 3 - Classes dos flavonoides C-glicosideos e suas estruturas quimicas........ 35
Tabela 4 - Dados do fracionamento das fracfes 22-27 em CLMP.................cccoee. 48
Tabela 5 - Dados do fracionamento da fase cloroformica em CC.............ocovvevveeeennne 50

Tabela 6 - Dados de RMN de BsAM-083 (J em Hz e 8 em ppm, 400 e 100 MHz para
'H e 13C em DMSO-ds) comparados com dados da literatura.............cccccccevveeeuveenne. 57

Tabela 7 - Dados de RMN de Bs-085 (J em Hz e & em ppm, 400 e 125 MHz para *H
e 13C, respectivamente, em DMSO-ds) comparados com dados da literatura........... 64

Tabela 8 - Dados de RMN de Bs-086 (J em Hz e d em ppm, 500 e 125 MHz para *H
e 13C, respectivamente, em DMSO-ds) comparados com dados da literatura........... 72

Tabela 9 - Dados de RMN de Bs-1014 (J em Hz e  em ppm, 400 e 100 MHz para *H
e 13C, respectivamente, em DMSO-ds) comparados com dados da
1T = L 79

Tabela 10 - Comparacéo dos dados de RMN de 'H (500 MHz) e *3C (125 MHz) da
substancia BsCIl-04 em CDCls com valores da literatura para mistura de a, 3-amirina
e lupeol (B em PPM € J €M HZ) ... e 87

Tabela 11- Avaliacdo do consumo de alimentos e agua e ganho de peso dos grupos
controle e tratado com EEB de B. stellaris por 14 dias............cccoevvviiiiieiieiiiiiiineeeeees 94

Tabela 12 - Parametros hematolégicos do sangue de camundongos tratados com
extrato de B. stellaris POr 14 di@S.........ooiiiiiiiiiiiie et 96

Tabela 13 - Parametros bioquimicos do sangue de camundongos tratados com extrato
de B. stellaris POr 14 i@S.........ieiiiiiiiiiiii e 97

Tabela 14 - Avaliacdo do peso relativo dos 6rgaos (g/10 g de peso corporal do animal)
de camundongos tratados com EEB de B. stellaris por 14 dias............ccccceeeeeeeveen. 98

Tabela 15 - Avaliacdo da genotoxicidade in vivo do EEB de B. stellaris (administracéo
oral) ou controle positivo da ciclofosfamida (CPA, i.p.) pela determinagdo do nimero
de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) da medula Ossea de
(o= 1010 o (0] o T o 70T 100

Tabela 16 - Analise da reducédo no edema da pata traseira de camundongos induzido
por carragenina e tratados com EEB-BS.......cccccooooiiiiiiiiiiii e 101



Tabela 17 - Analise da migracao de leucdcitos e neutréfilos na exsudacao peritoneal
em camundongos induzidos por carragenina e tratados com EEB-Bs.................... 102



SUMARIO

(L 2001510 07X 0 TSR 13
220 ] 2 N 1 i I Y T U U PP ERRSTPUPR 15
2.1 ODBJELIVO QEIAL.....ueiiiiecice e e 15
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. ...ueiiiiii ittt e enees 15
3 FUNDAMENTAGCAOQO TEORICA......coooieeeeeeeeee e e 16
3.1 Familia MalpighiaCeae. .........ccccoeiee e 16
3.2 GENEIO BaNISIEIOPSIS. .. .uuuuiiieies i eee et e e e ettt e e e e e e e e e e e e aeeaeee aes 21
3.3 Banisteriopsis stellaris (Griseb) B. Gates...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 27
3.4 COMPOSLOS FENOIICOS. .. ..ot 28
TSI o = \V 70 (oo =S PPPRUPPRPPR 30
3.5.1 Flavonoides C-gliCOSIAUOS. ...........uuuuiumiiiie s 34
3.6 TEIPENOIAES. .....eeiiiiieieeee ettt e et e e e ee e e e e e e e e e e e easabaenreaees 36
CHVAN o) ([eio f=To [ =X €1=T 0 To] (o )q[ox o F= To [P 38
.8 INFIAMAGED. ... e 40
4 MATERIAIS E METODOS.......ooiieieeecteiete ettt ee e ste et etenaeseete sttt neste e seens 44
4.1 Materiais e equipamentos UtIZAdOS. ...........ooooiriiiiiiiiiiiiiie e 44
4.2 Coleta do material DOTANICO...........uuuuiiiii e 45
4.3 Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB)..........cccccuvveeveennee.n. 45
4.4 Fracionamento da fragdo ACOEt:MeOH de B. stellaris............ccccevevviviiiiiiiinnnnnnn. 47
4.4.1 Analise das fracdes AcOEt:MeOH por cromatografia de alta eficiéncia........... 48
4.5 Fracionamento da fracdo cloroférmica de B. stellaris..............ccooccciiiviriinieennnnn. 50
4.6 Caracterizagao estrutural dos compostos iSOlados...........cooeevvviiiiiiiieiiiiiiiiiiee 52
4.7 Testes bioldgicos do EEB de B. stellaris. ..., 52
o R o > (o o =T (== o 11 o = VRS SP R 52
4.7.2 GENOLOXICIAAUR. .....ueeiiiiiiie ettt et e e e ees saeaabbabeeeees 53
4.7.3 Atividade anti-inflamatoria..............ooveiieiiiiii i 53
4.7.4 ANAIISES ESTAISTICAS.....eieei i ittt e e e e e e e e e e 54
5 RESULTADOS E DISCUSSAO........cciicieteeeeeeeeeeee e et ete st eae e 55
5.1 Identificac&o dos COMPOSLOS iSOlAUOS.........cccvvviiiiieeiiiii e 55
5.1.1 Determinagédo estrutural de BSAM-083.........coooiiiiiiiiiiiiiiiie e 55
5.1.2 Determinacéo estrutural de BSAM-085...........cccouiiiiiiiiiiiiiee e 62

5.1.3 Determinacao estrutural de BSAM-086.............couiiiiiiiimiiiiiiiiie e 70



5.1.4 Determinacao estrutural de BSAM-1014..........ouuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeies 77

5.1.5 Determinacao estrutural de BSCI-04..........ccoooiiiiiiiiiiier e 85
5.2 Atividades bioldgicas do EEB de B. stellaris............c.ooovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeenns 93
5.2.1 TOXICIAAAE AQUUA........ceiiiieiiiiii ittt e e e e e e e e s e e 93
5.2.2 Genotoxicidade (Teste de micronucleo em sangue periférico).............cccvvvve.... 98
5.2.3 ANti-iNflamatOrio........ccooiiiii i 100
6 CONCLUSAOD. ...ttt ettt ee e 104

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..... .ot 106



13

1 INTRODUCAO

As politicas educacionais, cientificas, tecnoldgicas e inovadoras desempenham
um papel crucial na preservacdo da natureza e da biodiversidade, promovendo uma
abordagem sustentavel na exploracdo de recursos naturais. Essas iniciativas visam
impulsionar o avango social e econdmico, a0 mesmo tempo em que se comprometem
com a conservacgao da saude e buscam solu¢des para doengas (Souza et al., 2017).
Esses métodos sdao fundamentais para o desenvolvimento sustentavel de um pais,
contribuindo para melhorias significativas na qualidade de vida social.

Nesse sentido, a prospeccdo dos recursos naturais para o desenvolvimento de
farmacos com uso sustentavel, sem danificar o meio ambiente, estimulando
socialmente recursos tecnolégicos e de mao de obra capacitada para realizar tais
atividades, contribui economicamente e de forma inovadora para o pais sendo
responsavel por movimentar o mercado farmacéutico e a ciéncia (Fraxe et al., 2020).

Segundo Lima (2022) a bioprospeccédo trata da investigacdo sistematica por
recursos bioquimicos e genéticos provenientes de organismos vivos que possam levar
ao desenvolvimento de produtos farmacéuticos e biotecnoldgicos. A quimica de
produtos naturais € uma das subareas mais antigas da quimica organica, com parte
de seus fundamentos estabelecidos desde os tempos da alquimia. Apesar de um
desenvolvimento inicial lento até os anos 1960, experimentou um avancgo significativo
com o surgimento das ferramentas de analise espectroscopica (Hendrickson, 1965).

O crescente uso de técnicas hifenadas possibilitou uma compreenséo mais ampla
do metabolismo secundario dos organismos vivos, demonstrando a importancia da
pesquisa multidisciplinar e o estabelecimento de redes de pesquisa envolvendo a
guimica de produtos naturais e areas relacionadas. Apresentando um foco
ascendente na descoberta e desenvolvimento de farmacos a partir da biodiversidade
brasileira, assim como na pesquisa de métodos analiticos que caracterizem de forma
completa as plantas medicinais para a descoberta de biomoléculas (Berlink et al.,
2017).

O ciclo de vida dos organismos vivos desde 0 nascimento até a morte, ao longo
dos anos, pode sofrer mutacdes e assim, surgirem novos mecanismos evolutivos e
adaptativos, abrangendo uma atual diversidade morfofisiologica das plantas, bem
como, da sintese de seus compostos quimicos. Nesse contexto, a pesquisa cientifica

busca a descoberta de moléculas bioativas, pois fornecem uma riqueza de
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oportunidades nas areas de desenvolvimento quimico e terapéutico (Silveira; Bassam,
2021).

Os medicamentos encontrados no mercado em sua maioria sdo derivados de
forma direta ou indireta de vegetais, micro-organismos, espécies marinhas,
vertebrados e invertebrados terrestres. Observando os medicamentos em uso entre
1981 e 2019, nota-se que cerca de 23,5% desses possuem principios ativos isolados
de produtos naturais ou semissintéticos e cerca de 25,7% apesar de sintéticos
apresentam grupos farmacoféricos com base nas estruturas quimicas naturais e
apenas 24,6% tem sua origem totalmente sintética (Newman; Cragg, 2020). Logo, a
riqgueza que existe na flora proporciona em larga escala a pesquisa para a obtencéo
de diversas moléculas ativas, que ao serem isoladas e testadas, quanto a sua
atividade poderédo ser disponibilizadas como protétipos para sintese (Mcdonald;
Scheidt, 2015).

O uso de plantas medicinais vem desde o inicio da humanidade. Cerca de 65 -
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam como Unica forma de
acesso aos cuidados basicos as plantas medicinais por serem mais acessiveis e
econdmicas (Cruz; Gongalvez, 2022). Porém, apenas cerca de 15% das espécies de
plantas do mundo foram estudadas por suas atividades farmacolégicas (Abbas et al.,
2022).

O Brasil € considerado um dos paises que detém uma vasta biodiversidade,
distribuida em seis dominios fitogeograficos: Amazoénia, Mata Atlantica, Pampa,
Pantanal, Caatinga e Cerrado. Compreende cerca de 20 a 22% do total das espécies
mundiais e dessas 50 mil ja foram catalogadas (Ribeiro et al., 2018). A exploracéo da
biodiversidade no territorio brasileiro iniciou-se com o uso de ervas medicinais pelos
indigenas de forma terapéutica e em rituais religiosos. Atualmente, a sociedade faz
uso de diversas plantas no tratamento de enfermidades por meio de infusdes,
garrafadas, decoctos e na fitoterapia (Carvalho et al., 2014).

Assim, na pesquisa com produtos naturais em um pais com uma vasta
biodiversidade, em sua maioria desconhecida e potencialmente sujeita a mudancas
climaticas e pressdes antrdpicas, a prospeccao fitoquimica é de grande relevancia.
Descrever a natureza, suas biomoléculas, funcées e mecanismos de atuagcédo é
imprescindivel (Veiga Junior; Yamaguchi, 2022). Logo, este estudo busca ampliar o
conhecimento sobre a espécie endémica Banisteriopsis stellaris, pertencente a familia

Malpighiaceae.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento fitoquimico, toxicolégico e farmacologico da
familia Malpighiaceae através do estudo das partes aéreas da espécie Banisteriopsis

stellaris (Griseb.) B. Gates.
2.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato etandlico bruto (EEB) das partes aéreas de B. stellaris para o
estudo da sua composicao quimica,

e Fracionar o EEB utilizando a cromatografia liquida a vacuo (CLV) e obter
fracOes de diferentes polaridades;

e Isolar compostos das fragBes do EEB por métodos cromatogréficos;

e Identificar os compostos isolados das fracbes do EEB por técnicas
espectroscopicas (RMN de H e 13C);

e Realizar testes de toxicidade aguda do EEB;

e Proceder com teste de genotoxicidade do EEB;

e Realizar os testes de edema de pata e peritonite para avaliacdo da atividade

anti-inflamatéria do EEB de B. stellaris.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Familia Malpighiaceae

Malpighiaceae representa uma das maiores familias de angiospermas com
distribuicdo tropical e subtropical (Figura 1, p. 16), jA foram descritos cerca de 77
géneros e 1300 espécies com habitos variados (espécies arboreas, herbaceas,
trepadeiras e arbustivas). Plantas dessa familia adaptam-se preferencialmente a
habitats que apresentem temperaturas entre 20 e 45°, em florestas estacionais e
préximas aos rios (Davis; Anderson, 2010; Possobom, 2008).

Encontra-se distribuida principalmente na América do Sul e apresenta extrema
relevancia nas florestas e savanas dos paises. No Brasil, compreende
aproximadamente 45 géneros e 570 espécies, sendo dessas 60% endémicas. E uma
das familias botanicas mais proeminentes no Cerrado com 28 géneros e 237
espécies, na Mata Atlantica foram reconhecidos 26 géneros e 202 espécies, na
Caatinga foram determinados 25 géneros e 91 espécies, demonstrando a presenca
da familia em variados dominios fitogeograficos do pais (Flora do Brasil, 2020;
Mamede et al., 2015).

Figura 1 - Distribuicdo geografica mundial da familia Malpighiaceae

Fonte: http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/orders/malpighialesweb.htm> Acessado em jun.
2022.

Estudos sobre Malpighiaceae no Nordeste brasileiro ainda sao limitados,

comumente encontrados nos estados da Bahia e do Maranh&o (Santos; Amorim;


http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/orders/malpighialesweb.htm

17

Conceigéo et al., 2018c). Nos demais estados os trabalhos sobre essa familia séo
escassos e na Paraiba, o enfoque taxondémico se restringe as listas floristicas
elaboradas, por Agra e colaboradores (2004), Cunha e colaboradores (2013), Lima e
Barbosa (2014) dentre outros estudos.

O estado da Paraiba localiza-se na por¢gdo mais oriental do Nordeste Brasileiro.
Constitui de uma biodiversidade notavel com variadas vegetacdes como 0s campos,
as matas umidas, as restingas e as matas secas, esta conhecida como Caatinga que
ocupa grande parte do territério paraibano com cerca de 80% (Mendes., 2019). A flora
fanerogadmica no estado da Paraiba apresenta-se distribuida em 148 familias, 845
géneros e 2.061 espécies de angiospermas (Flora do Brasil, 2020).

A Caatinga € um dominio fitogeografico que apresenta uma vasta
biodiversidade mundial. Porém, ainda necessita aumentar o aporte de estudos
taxonémicos, floristicos e fitossocioldgicos. Dessa forma, se torna possivel conhecer
melhor a sua estrutura e seu estado de conservacdo. Quanto a Mata Atlantica
representa cerca de 7% da formacédo original na Paraiba, mesmo sendo um dos
ecossistemas brasileiros com maior indice de biodiversidade em florestas tropicais
(Capobianco, 2017).

O planalto da Borborema apresenta-se como uma das grandes faixas de relevo que
ocorrem no dominio da Mata Atlantica do Nordeste brasileiro. As regides mais altas e
dispostas ao vento, constituem ilhas que apresentam umidade superior a média local.
Essas formacgbes florestais Umidas em altitude sdo denominadas de brejos,
localizados no leste da Borborema de clima estacional, nos topos das serras em meio
a caatinga. O Pico do Jabre localizado no municipio de Maturéia, Serra de Teixeira,
Paraiba, € considerado o ponto mais alto do Nordeste e o ponto culminante do
Planalto da Borborema. A vegetacao que predomina no Pico do Jabre é semidecidua
e florestal, com resquicios da mata Umida envolvida pela caatinga (Agra; Barbosa;
Stevens, 2004).

No estudo de Mendes (2019) que teve como objetivo realizar um compéndio
taxondmico de Malpighiaceae na Paraiba, foram registrados 13 géneros e 28
espécies, sendo 17 endémicas do Brasil e 8 como novos registros no estado o que
demonstra a riqueza e a representatividade de Malpighiaceae. Entretanto, mesmo
com algumas pesquisas taxondmicas e floristicas realizadas no estado, ainda ha uma

grande diversidade a ser conhecida nos dominios paraibanos (Flora do Brasil, 2020).
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A familia Malpighiaceae esta inserida na ordem Malpighiales, caracterizando-se
morfologicamente pela existéncia de folhas simples e perenes, alternadas ou opostas
com a presenca de nectarios extraflorais na base das folhas ou das bracteas (Figura
2 — A, p.18). Suas flores séo bissexuais, as pétalas e as sépalas sdo separadas entre
si e as pentameras possuem formato unguiculado que auxilia na atragéo e orientacao
de polinizadores (Figura 2 — B, p. 18). Ainda, apresentam glandulas oleiferas nas
sépalas na base da face abaxial (Anderson, 1979; Vogel, 1990). Em grande parte das
espécies, 0 androceu possui dez estames e 0 gineceu trés carpelos uniovulados,
contendo um estilete em cada. Seus frutos sao esquizocarpicos, alados ou drupaceos
(Alves; Sebastiani, 2015).

Figura 2 - Visao geral das folhas (A), flor caracteristica de Malpighiaceae (B).

Fonte: adaptado de Mendes, 2019.

O estudo de Grisebach (1858) ainda é o principal quanto a taxonomia e serviu
como fonte para Niendezu (1928) para realizar a primeira divisdo da familia. Alguns
autores consideram sua classificacdo dificil, entdo foi proposto adotar termos
informais para a familia, ao invés de uma divisdo em pequenas subfamilias
monofiléticas. Cameron e colaboradores (2001) dividiram Malpighiaceae nos clados
Banisterioides, sendo monofilético, Bysonimoides e Hiraeoides. Atualmente, a familia
encontra-se dividida em 16 clados informais: Byrsoniomoides, Acmantheroides,
Galphimioides, Acridocarpoides, Mcvaughioides, Pticholaestoides, Banisterioides,
Tristellateoides, Hiraeoides, Tetrapterioides, Christianelloides, Stigmaphylloides,
Cordobioides, Aspicarpoides, Malpighioides e Madagasikarioides. A dificuldade de

classificacdo do grupo, além de resultar nessa divisdo, também ocasionou a
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segregacao de géneros polifiléticos, Tetrapterys e Mascagnia representativos para a
familia (Davis; Anderson, 2010; Francener et al., 2020).

De acordo com Abbas e colaboradores (2022), diversos metabdlitos secundarios
ja foram isolados e caracterizados na familia Malpighiaceae, apresentando efeitos
medicinais. Na literatura, os metabdlitos que ja foram relatados na familia, foram os
alcaloides B-carbolinicos, triterpenoides, acidos hidroxiciamicos, flavonoides,
isoflavonoides, proantocianidinas, compostos volateis, fitoesterdis e compostos
fendlicos. No entanto, apenas algumas espécies dessa familia foram pesquisadas
guanto a prospeccdo quimica e atividades biolégicas. Diante disso, devido a
importancia terapéutica dessa familia, pesquisas mais aprofundadas de variados
géneros aumentam o aporte do conhecimento fitoquimico.

Os géneros significativos da familia incluem: Acridocarpus, Aspidopterys,
Banisteriopsis, Bunchosia, Byrsonima, Callaeum, Caucanto, Camarea, Diplopterys,
Echinopterys, Flabellaria, Galphimia, Hiptage, Heteropterys, Hiraea, Malpighia,
Stigmaphyllon, Tetrapteris, Tristellateia e Niedenzuella. Quanto aos efeitos
farmacologicos, pesquisas revelaram que a maioria dos géneros possuem atividades
biologicas significativas, tais como: antioxidantes, anti-inflamatoérias, antidiabéticas,
antimicrobianas, antidepressivas e citotoxicas (Abbas et al., 2022).

As espécies arbustivas e arboreas da familia pertencem aos géneros Byrsonima,
Banisteriopisis e Heteropterys, comuns em todo o Brasil. As espécies frutiferas sao as
mais conhecidas, como a Malpighia glabra (acerola), seus frutos sdo utilizados para
consumo e producdo de cosmeéticos, além de possuirem grande potencial
farmacologico. Huber e Rodriguez-Amaya (2009) relataram em seu estudo a presenca
dos flavonoides quercetina (A) e canferol (B) (Figura 3, p.19) encontrados nessa fruta

fresca.

Figura 3 - Estruturas da quercetina (A) e canferol (B), respectivamente.

Fonte: propria da autora, 2024.
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Byrsonima verbascifolia, o murici de flor amarela, também pertencente a familia
Malpighiaceae, é utilizada na industria pela alta concentracao de taninos presentes na
casca. Popularmente, é empregada no tratamento de febre, Ulcera, asma, infeccbes
de pele e como diurético. Sannomiya et al (2005) observou em analise fitoquimica do
extrato de Byrsonima intermedia (murici) a presenca de (+) -catequina, (-) -
epicatequina, hiperosideo, guajarina (Figura 4, p. 20), que podem estar envolvidas

com as possiveis atividades biolégicas desse género.

Figura 4 — Estruturas: (1) catequina, (2) epicatequina, (3) hiperosideo e (4) guajarina
1 2
OH OH
OH OH

HO o . HO (o] "

OH OH

W - "’OH OH
OH OH OH

Fonte: propria da autora, 2024.

Ainda, Gutiérrez e Ramirez (2016) a partir do extrato hexanico das sementes de
Byrsonima crassifolia isolaram os dimeros de guaianolideos sequiterpenos lactonas
(Figura 5, p. 21) com atividades antioxidantes, hipoglicemiante e hipolipidémico. Outra
espécie relatada de forma abrangente na literatura é a Banisteriopsis caapi, devido as
suas propriedades alucindgenas. Seus ramos sao utilizados para produzir uma bebida
consumida em rituais desde a era pré-colombiana, conhecida como bebida de Santo
Daime ou cha de ayahuasca. A partir da decoccdo os compostos psicoativos
presentes sao extraidos, sendo eles os alcaloides tipo B — carbonilicos que atuam no

sistema nervoso central (Wang et al., 2010).
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Figura 5 - Estrutura da Byrsonina A isolado de Byrsonima crassifolia

0]

LA~
o] (0] o
O >©
|,'O
O/‘(O\“ “, /
@) i
W ©
0
o]

Fonte: propria da autora, 2024.
3.2 Género Banisteriopsis

O género Banisteriopsis possui aproximadamente 92 espécies no total, com
prevaléncia na Bolivia, Equador, Colémbia, Peru e Brasil. No Cerrado, € encontrado
na forma de liana, arbusto e arvores de pequeno porte (Aradjo, 2014). Foi descrito
pela primeira vez por Adrien de Jussie em 1832. O nome é proveniente do termo
Banisteria L. homenagem a John Baptiste Banister, um missionério inglés e autor do
primeiro catalogo de plantas da Virginia (Gates, 1982). De acordo com Rocha (2018),
possui uma alta representatividade nos estados brasileiros. Das 92 espécies
relatadas, 47 tém ocorréncia confirmada no Brasil, sendo 34 dessas endémicas. Além
disso, apresentam-se de forma distribuida em propor¢des distintas nos biomas
brasileiros (Figura 6, p.21).

Figura 6 - Dominios fitogeograficos nos quais sdo encontradas espécies de
Banisteriopsis no Brasil.

Cerrado

Mata Atlantica
. 14

Caatinga
I 12

Amazobnia
. 13

Fonte: alterada de Rocha, 2018.



22

Dentro da familia Malpighiaceae é considerado um dos géneros mais complexos,
pois apresentam alguns problemas nomenclaturais. Ainda, suas espécies sao dificeis
de serem distinguidas através dos caracteres morfolégicos geralmente empregados.
Seus frutos possuem trés samaras, contendo uma ala dorsal bem desenvolvida em
cada uma, pedicelos sésseis, estipulas interpeciolares, dez estames férteis e trés
estiletes com estigmas terminais, ainda, tricomas em formato de T e Y (Araujo, 2008).

Quanto a sua importancia dentro da familia, destacam-se, pois, possuem uma
serie de metabdlitos secundérios relevantes como alcaloides, antocianinas,
flavonoides, terpenoides e taninos que demonstram varios efeitos farmacoldgicos com
resultados promissores (Huerta-Reyes; Fonseca; Aguilar, 2015). Na literatura, séo
encontrados varios estudos com Banisteriopsis, sendo a Banisteriopsis caapi uma das
espécies mais estudadas deste género.

Diversos metabdlitos bioativos foram isolados nas espécies de Banisteriopsis
(Tabela 1, p. 23-26). Dentre as propriedades descritas para esses compostos estao
os efeitos analgésicos; antinociceptivos; propriedades anticancerigenas;
antiproliferativas; atividade antimicrobiana; forte inibicdo da MAO-A e atividade
inibitéria da acetilcolinesterase (Frias et al., 2012).



Tabela 1 - Constituintes quimicos encontrados nas espécies de Banisteriopsis
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Esteroides

Tabela 1 (Cont.) - Constituintes quimicos encontrados nas espécies de Banisteriopsis
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3.3Banisteriopsis stellaris (Griseb.) B. Gates

Banisteriopsis stellaris (Griseb.) B. Gates é uma espécie do subgénero
Hemiramma, com sinonimia de Banisteria comans e Banisteria minarum (Figura 7,
p.27). Apresenta em sua estrutura botanica folhas simples, pecioladas, glabras,
opostas, com 2-5 mm, lanceolada, base cordada, apice agudo, margem inteira. O
caule com cortex marrom externamente, com estrutura interna regular e lenticelado.
Liana com caule volavel dextroso. Flores brancas hermafroditas, pentameras,
actinomorfas, 2 mm, corola alva, fimbriada, dialipétala, gineceu sincarpico. Frutos

esquizocarpicos, samaridios de ala rosea e sementes subglobosas (Weiser, 2001).

Figura 7 - Imagens da espécie B. stellaris

Fonte: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:Isid:ipni.org:names:29280-2> Acessado em jun. 2022; Almeida,
2020.

Ocorre em terrenos secos com fisionomias campestres e savanicas, floresce de
dezembro a outubro, frutificando de janeiro a outubro (Gates 1982). Banisteriopsis
stellaris também € conhecida popularmente como marmelinha-da-flor-branca, uma
espécie nativa brasileira, encontrada principalmente na Amazoénia, Cerrado e na
Caatinga (Figura 8, p. 28) (Francener; Almeida, 2023).


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:29280-2
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Figura 8 — Distribuicao de B. stellaris no Brasil

" Nordeste
Norte
Centro-Oeste
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Fonte: https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB19411> Acessado em nov. 2023.

No estudo de Oki (2005) que observava a interacdo de larvas com espécies de
Malpighiaceae, um dos objetivos foi analisar a presenca dos principais constituintes
de defesa presentes nas espécies. Assim, Banisteriopsis stellaris foi coletada na
regido do Cerrado no estado de S&ao Paulo para serem realizadas analises qualitativas
de taninos, glicosideos cianogénicos e alcaloides, com intuito de obter uma avaliacéo
preliminar da presenca desses compostos na espécie. Como resultado dos testes
realizados, confirmou-se a auséncia de glicosideos cianogénicos e a presenca de
taninos condensados e alcaloides B-carbolinicos. Porém, ndo ha estudos de
isolamento e caracterizacéo estrutural de nenhum metabdlito secundario na espécie

B. stellaris até o momento.

3.4 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos, também conhecidos como polifendis, constituem uma
classe de metabdlitos secundarios distribuidos amplamente nas plantas. Apresentam
uma grande diversidade estrutural sendo conhecidas mais de 8 mil estruturas
guimicas, desde compostos simples como os acidos fendlicos até compostos com alto
grau de polimerizagdo como os taninos. S8o de extrema importancia para o
desenvolvimento morfolégico, fisioldgico e reprodutor das plantas, como também, na
defesa contra patdgenos, herbivoros e estresses ambientais (Dai; Mumper, 2010;
Taiz; Zeiger, 2013).


https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB19411
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O interesse em polifendis é crescente, sendo alvo de diversos estudos por suas
propriedades benéficas a salude. Apresentam algumas atividades bioldgicas, sendo
elas: antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral, antiviral,
anticoagulante, contra doencas de pele, doengas neurodegenerativas, doencas
cardiovasculares, obesidade, fotoprotetora, entre outras (Almeida; Dos Santos;
Ventura, 2018).

Sua origem biossintética ocorre 60% através da via do acido chiquimico e 40% da
via do acetato-polimalato. Diferem em suas estruturas, comportamento quimico e
caracteristicas fisico-quimicas. Caracterizam-se pela presenca de pelo menos um
anel aromatico ligado a um grupo hidroxila (Quan et al., 2019). Para originar os
compostos derivados do acetato ocorre o processo de condensacao do acetil-CoA
com o malonil-CoA, este fornece a unidade C: para a sintese de acidos graxos,
prostaglandinas e os polifendis. O padrao de substituicdo dos polifendis é determinado
pela sua origem biogenética. Nesse sentido, por meio da via do acetato-polimalato é
possivel obter compostos hidroxilados na posicdo meta. Ja pela via do &cido
chiquimico a partir dos carboidratos, os compostos sdo hidroxilados em posi¢do orto
por se formarem a partir do acido cinamico (Bruneton, 1991; Simdes, 2007)

A biossintese dos polifenéis geralmente ocorre durante o crescimento ou na fase
de diferenciacdo celular da planta. Ainda, € importante salientar que 0s vegetais tém
capacidade de produzir um determinado composto a partir de diferentes
intermediarios, bem como, sintetizar substancias distintas por meio de um mesmo
intermediario. 1sso, demonstra as variadas possibilidades de rotas biogenéticas para
os diversos metabdlitos secundarios (Simdes, 2007).

Os compostos fendlicos possuem diversos esqueletos basicos (Tabela 2, p. 30) na
sua forma livre, mas também podem estar presentes nos vegetais na forma de
ésteres, amidas ou ligados a acucares (glicosideos) (Bravo, 1998). Assim, de acordo
com as caracteristicas estruturais dos polifendis, por apresentarem uma grande
presenca de grupos funcionais, que os tornam sollveis em agua e em solventes
organicos polares, as fracdes acetato de etila, n-butanol e metanol, sdo promissoras
para o estudo de isolamento por serem capazes de extrair esses compostos mais

facilmente do material vegetal (Nunes, 2016).
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Tabela 2 — Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com seus esqueletos

béasicos

_ (Clssificagdo | Eequeletobdsico
Fendis simples, benzoquinonas Ce
Acidos fendlicos Ce—C1
Acetofenonas e acidos fenilacéticos Ce—C2
Fenilpropanoides: &cidos cindmicos e analogos, fenilpropenos, Ce—Cs3
cumarinas, isocumarinas e cromonas
Naftoquinonas Ce—Ca
Xantonas Cs—C1—Cs
Estilbenos, antraquinonas Ce—C2—Cs
Flavonoides e isoflavonoides Ce—C3—Cs
Lignanas (Ce—C3)2
Diflavonoides (Ce—C3—Ceo)2
Melaninas vegetais (Ce)n
Ligninas (Ce—C3)n
Taninos hidrolisaveis (C6—C1)n
Taninos condensados (Ce—Cs—Ce)n

Fonte: Simdes et al., 2007.

3.5 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos amplamente distribuidos no reino vegetal e
abundantes em angiospermas. Possuem uma grande diversidade estrutural,
especificidade em algumas espécies, relativa facilidade de identificacdo e
concentracdo vegetal, o que proporciona a sua utilizacgdo como marcadores
taxonémicos (Zuanazzi; Montanha, 2011).

Por serem representantes da classe de compostos fendlicos sao
biossintetizados (Figura 10, p.32) a partir da via dos fenilpropanoides (acetato e acido
chiquimico), que ao passarem por uma seérie de reacdes de condensacao entre o acido
hidroxicindmico e residuos de malonil-CoA, resultam no seu esqueleto bésico
composto por 15 atomos de carbono do tipo Ce—C3—Cs, em que 0s anéis Cs Sdo
necessariamente aromaticos (anéis A e B) e unidos por um anel pirano heterociclico
(anel C) (Figura 9, p. 31) (Rice-Evans, 2004).
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Os flavonoides podem ser divididos em grupos variados (Figura 9, p. 31), levando
em consideracédo o grau de ciclizacdo, insaturacdo e oxidacao dos anéis. Sendo esses
grupos: flavondis, flavononois, flavanonas, flavonas, isoflavonas, biflavonoides,
neoflavonoides, chalconas, flavan-3-ois, antocianinas, auronas, catequinas e
pterocarpanos (Kumar; Pandey, 2013; Faggio et al., 2017). Ainda, podem ocorrer na
forma de agliconas (livre), glicosilados e como derivados metilados (Havsteen, 2002).

Por serem frequentemente hidroxilados nas posi¢des 3, 5, 7, 3, 4 e 5
apresentam a tendéncia de os grupos hidroxilas serem metilados, acetilados ou
sulfatados. As prenilagdes normalmente ocorrem de forma direta no atomo de carbono
no anel aromatico, no entanto, O-prenilacbes também ja foram relatadas (Oldoni,
2007). Nas espécies vegetais, as formas O-glicosiladas e C-glicosiladas estdo bem
presentes, a primeira possui 0 acUcar substituido em um grupo hidroxila (-OH) da
aglicona, principalmente nas posi¢cdes C3 ou C7. Os C-glicosideos, entretanto,
apresentam o acucar ligados diretamente a um carbono da aglicona, geralmente no
C6 ou C8 (Sandhar et al., 2011).

Figura 9 — Estruturas dos esqueletos de flavonoides

Flavanona Aurona

p
Antocianina Neoflavonoide

Fonte: adaptado de Lima, 2020; Panche et al., 2016.



Figura 10 — Biossintese dos flavonoides.
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Fonte: adaptado de Lima, 2020; Dewick, 2009.
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As diferentes moléculas de flavonoides desempenham diversas funcdes
biolégicas para as plantas que as produzem. Dessas, pode-se citar a coloracdo das
flores para atracdo de polinizadores, transporte do horménio celular vegetal (auxina),
protecdo contra radiacao ultravioleta (UV), protecao contra patdégenos e insetos, entre
outras atividades (Agati et al., 2012). Ademais, os flavonoides também possuem
funcdo de protecdo antioxidante no vegetal, muitos genes que controlam a sintese
desses compostos séo induzidos em condi¢cbes de estresse, assim, a quantidade
produzida dessas moléculas durante a exposicdo a fatores como seca, privacao
nutricional, danos mecanicos, intoxicagdo por metais pesados, microrganismos e
parasitas tendem a aumentar. Espécies que passam por tais problemas acumulam
flavonoides dihidroxi substituidos no anel B, pois elevam a efetividade na
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (Hernandez et al., 2009; Agati et al.,
2012).

De acordo com Ullah e colaboradores (2020) o esfor¢co crescente para o
isolamento de flavonoides de variadas plantas € mediado pelos efeitos positivos que
esses compostos proporcionam na saude humana. Séo relatados na literatura como
agentes anticancerigenos e inibidores do crescimento celular. Varios analogos da
aurona apresentam mecanismos diferentes contra as células cancerigenas por
atuarem em muitos alvos possiveis. Esses alvos incluem quinase dependente de
ciclina, receptor de adenosina, telomerase, microtubulos, etc (Alsayari et al., 2019).
Segundo Yang et al (2019) a luteolina apresenta atividade pré-apoptotica nas células
do carcinoma hepatocelular (HCC), interrompendo o ciclo celular do cancer no estagio
G2/M.

Quanto ao potencial antioxidante dos flavonoides esta associado a estrutura
molecular e, mais precisamente, a localizagcdo e numero total dos grupos —OH, aos
efeitos de conjugacéo e ressonancia, ao ambiente circundante que modifica o sitio
antioxidante termodinamicamente favorecido e ao mecanismo antioxidante especifico
(Zheng et al., 2019). Vérios estudos demonstraram que os flavonoides tém acdes
cardioprotetoras e neuroprotetoras e habilidades quimioprotetoras (Xie et al., 2018;
Williams et al., 2004).

Os flavonoides previnem doencgas neurodegenerativas relacionadas a idade e,
em particular, deméncia, Parkinson e doenca de Alzheimer (Orhan et al., 2015;
Magalingam et al., 2015; Bursal et al., 2019). Ainda, segundo Ullah e colaboradores

(2020) vérios ensaios clinicos mostraram que os flavonoides tém propriedades anti-


https://www.mdpi.com/1420-3049/25/22/5243#B116-molecules-25-05243
https://www.mdpi.com/1420-3049/25/22/5243#B116-molecules-25-05243
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inflamatérias e bloqueiam varias enzimas envolvidas nas vias de inflamacdo. Como
Wang e colaboradores (2018) que demonstraram a atividade anti-inflamatéria do
canferol e seus glicosideos. Além dessas propriedades relatadas, os flavonoides
também estdo dispostos na literatura com efeitos antivirais, antibacterianos,
antifingicos, antidiabéticos, antimalaricos, antiateroscleréticos e hepatoprotetores
(Ullah et al., 2020; Santos; Rodrigues, 2017).

3.5.1 Flavonoides C-glicosilados

Os flavonoides C-glicosilados foram descobertos, historicamente, no século XIX
com a scoparina em 1851, a vitexina em 1898 e a saponarina em 1906 (Figura 11, p.
34). Sao amplamente distribuidos no reino vegetal, com aproximadamente 362
espécies ricas em tais compostos. Geralmente, os flavonoides C-glicosilados e os O-
glicosilados coexistem, sendo necessaria a utilizacdo de técnicas cromatogréficas e
espectroscopicas especificas para auxiliar no isolamento e caracterizacdo dessas
estruturas (Talhi; Silva, 2012).

Figura 11 — Primeiros flavonoides C-glicosilados identificados.
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Scoparina Vitexina

Fonte: propria da autora, 2024.

Apresentam como caracteristica principal a estabilidade frente a hidrélise acida,
gue decorre da ligacdo carbono-carbono entre a molécula do aclucar e o nucleo
fundamental. Os flavonoides C-glicosilados podem ser divididos em agliconas nao-
hidrolisaveis (mono e di-C-glicosilflavonoides) e nos seus derivados hidrolisaveis (O-
glicosideos e O-acil derivados), sendo eles, os mono-C-glicosilflavonoides, di-C-
glicosilflavonoides, O-glicosil-C-glicosilflavonoides e O-acil-C-glicosilflavonoides
(Tabela 3, p. 35) (Harborne; Mabry, 1982).
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No entanto, os compostos 5-hidroxi-C-glicosilflavonas podem sofrer o rearranjo de
Wessely-Moser. Esse rearranjo isomérico acido ocorre devido a abertura hidrolitica
do anel pirano (anel C) seguido do fechamento deste anel com uma das hidroxilas em

posicdo orto quanto ao grupo carbonila (Markham, 1982; Ortmann, 2013).

Tabela 3 — Classes dos flavonoides C-glicosideos e suas estruturas quimicas

Mono-C-glicosilflavonoides
Possui uma Unica molécula de aclcar ligada a aglicona,

nas posi¢cdes C-6 ou C-8, principalmente. Faz parte de

uma das classes mais abundantes em plantas.
OH O

Di-C-glicosilflavonoides
Caracteriza-se por possuir duas moléculas de agucar

ligadas a aglicona.

O-glicosil-C-glicosilflavonoides
Caracteriza-se por substituicdo O-glicosidica através
de uma OH fendlica pertencente ao esqueleto do

flavonoide e/ou através de uma OH do fragmento C-

glicosidico OH O

HO

. . . . MeO
O-acil-C-glicosilflavonoides

Caracteriza-se por pelo menos um grupamento acila
conjugado a molécula do flavonoide C-glicosideo em

gualquer posicao

OH O
Vitexina-2"-O-vaniloila

Fonte: adaptada de Ortmann, 2013.
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3.6 Terpenoides

Com mais de 40 mil compostos, os terpenoides sédo considerados uma das
classes mais abundantes de metabdlitos secundarios na natureza, destacam-se por
sua ampla aplicacdo na area farmacéutica e pela sua complexidade estrutural. Ainda,
apresentam diversas propriedades medicinais, incluindo efeitos anti-inflamataorios,
analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (Tetali, 2018).

A biossintese dos terpenoides (Figura 12, p. 37) pode ser dividida em duas rotas
principais: a via do acido mevaldnico, um produto do metabolismo do acetato, e a rota
do metileritritol fosfato (MEP), na qual sé@o sintetizados a partir dos intermediarios
glicoliticos 1-desoxi-D-xilulose e metileritritol fosfato (Simdes et al., 2017). Sé&o
formados e classificados através da unido e quantidade de unidades isoprénicas,
sendo esta uma cadeia aciclica que apresentam cinco &tomos de carbonos em sua
estrutura (C5), considerada a base para a formacao dos terpenoides (Dewick, 2009)

As unidades isoprénicas ativas bioquimicamente, difosfato dimetilalila (DMAPP) e
difosfato isopentila (IPP), sdo essenciais para as reacdoes de formacdo desses
metabdlitos. A adi¢cdo sucessiva de unidades isoprénicas gera classes distintas de
terpenoides, incluindo monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), e tetraterpenos (C40). Existem também
monoterpenos irregulares e iridoides. Dentre eles, os triterpenos constituem o grupo
com maior diversidade, contando com mais de 4 mil tipos diferentes relatados em
varios esqueletos (Ignea et al., 2018; Simdes et al., 2017).

Os triterpenoides sdo compostos com estrutura do tipo C30, geralmente policiclica
e frequentemente hidroxilada na posicdo C-3. Esses compostos tém sua origem no
hidrocarboneto esqualeno, ou, no caso dos 3-B-hidroxiterpenoides, no isdmero 3-S do
2,3-epoxido-esqualeno. A conformacgdo adotada pelo trans-2,3-epéxido-esqualeno no
inicio da ciclizacdo determina a estereoquimica da juncdo do anel no triterpeno
resultante. Os esqueletos carbonicos dos triterpenos podem ser tetraciclicos, incluindo
damaranos, cicloartanos, tirucalanos ou pentaciclicos. As estruturas pentaciclicas
podem se dispor em cinco anéis fundidos de seis membros, quatro anéis de seis
membros ou cinco anéis de seis membros, como nas familias oleanano, ursano,

friedelano e lupano (Chung, 2019).
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O esqueleto lupano sofre um rearranjo 1,2-alquil, expandindo o anel de cinco
membros para seis, originando o precursor dos oleananos conhecido como B-amirina.
Uma migracao 1,2 de metila resulta nos derivados ursanos, comumente chamados de
a-amirina. Devido a semelhanca estrutural, esses isbmeros muitas vezes sao isolados
como misturas, devido ao grande numero de sinais provenientes de hidrogénios

diastereotopicos (Dewick, 2009; Xiao et al., 2018).

Figura 12 — Biossintese dos terpenoides.

VIA ACETATO OH
HO & o O
HO/\)\)J\OH OoP
OH
Acido mevalénico 1-desoxi-D-xilulose

g @
)\/\OPP e /J'\/\opp

Dimetilalil-PP (DMAPP) (C5) Isopentenil-PP (IPP) (C5)
I J
Y
C10 ——— Monoterpenos (C10)
PP
|
——— C-15 ——— sesquiterpenos (C15
e quiterpenos (C15)
|
Y
et C-20 — Diterpenos (C20)
B 5
2x Y
C-25 — Sesterpenos (C25)

2x C-30 - Triterpenos (C30) Esteroides (C18-29)

C-40 Tetraterpenos (C40)

Fonte: adaptada de Silva, 2020.
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Devido a grande diversidade deste grupo de metabdlitos e por possuirem uma
grande variedade de esqueletos, pesquisas realizadas mostram que muitos
triterpenos apresentam diferentes atividades farmacolégicas, como por exemplo:
atividade antitumoral, antiviral e atuagao na diminui¢ao do colesterol (Xiao et al., 2018;
Yousef et al., 2018). Destacam-se ainda as atividades anticancerigena e anti-
inflamatéria que tém sido descritas para alguns triterpenos pentaciclicos (Salvador et
al., 2017).

3.7 Toxicidade e Genotoxicidade

O estudo das consequéncias prejudiciais ao organismo, ou efeitos toxicos, € uma
preocupacdo central da Toxicologia, cujo principio reside no entendimento dos riscos
da exposicdo humana a diferentes produtos, substancias quimicas e efeitos fisicos,
visando estabelecer condicbes seguras de exposicdo a esses agentes (Ramalho,
2016).

No contexto das plantas medicinais, a toxicidade de seus produtos muitas vezes
€ subestimada, e a ocorréncia de reac6es adversas geralmente é menor do que a dos
medicamentos sintéticos (Ferreira-Machado et al., 2004). No entanto, pesquisas tém
demonstrado que algumas espécies vegetais contém substancias com potencial
toxico elevado, sendo necesséria a observacao dos riscos toxicologicos ao utiliza-las
(Veiga Junior; Pinto; Maciel, 2005).

De acordo com Silva e colaboradores (2023) para que uma planta possua efeito
toxico, € necessario que algum produto de seu metabolismo, ao ser inalado, ingerido
ou entrar em contato com seres humanos, provoque alteragcdes na homeostasia,
podendo levar o mesmo a Obito. Diante dessa realidade, as investigacdes
toxicolégicas de plantas medicinais utilizadas pela populacdo visam garantir a
seguridade humana, contribuindo para uma melhor compreenséo de seu consumo e
eficacia frente aos possiveis efeitos adversos e estabelecer limites de seguranca para
a aplicacdo de novas substancias, facilitando assim o desenvolvimento de novos
medicamentos (Hodgson, 2003).

Segundo Silveira (2007) a toxicidade e a seguranca de uma substancia quimica
possuem relacdo com diversas situacdes, tais como: concentracdo e tempo de
exposicdo. O que torna essencial a realizacdo de testes de toxicidade de forma

padronizada e em condic¢des replicaveis.
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Diante disso, a avaliacdo da toxicidade busca determinar o potencial das
substancias em condi¢cdes testadas causar danos a saude humana. Testes de
toxicidade sistémica aguda sao utilizados para classificar e rotular devidamente
compostos com base em seu potencial de letalidade, conforme exigido pela
legislacdo. Além da letalidade, esses estudos investigam outros parametros, como o
potencial téxico em o6rgaos especificos, e a relacdo entre a dose administrada e a
resposta observada. Essas informacdes obtidas incluem o estabelecimento de doses
para estudos adicionais (Prieto, et al., 2006; Coecke, et al., 2006).

Testes de toxicidade aguda avaliam a toxicidade de uma substancia quando
administrada em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 horas
(Brasil, 2014). Esses estudos envolvem a observacéo diaria da substancia-teste por
um periodo de 14 dias, durante o qual sdo avaliados diversos parametros, como
alteracdes comportamentais, evolugdo ponderal, consumo de agua e racéo, glicemia
e temperatura. Ao final do periodo de tratamento, sédo realizadas analises
hematoldgicas e bioquimicas do sangue, além de analises histopatolégicas dos
orgaos (Carvalho, 2006). Dentre os métodos empregados para avaliar os efeitos
toxicoldgicos in vivo, o teste de toxicidade aguda permite definir o grau de toxicidade
intrinseca do composto, identificar 6rgaos que podem ser alvos de efeitos indesejados
e selecionar doses para estudos de longa duracéao (Oliveira, 2019).

A Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econbémico (OECD;
www.oecd.org) estabelece o protocolo que orienta a avaliagéo da toxicidade aguda de
drogas. O teste envolve a administracdo dos produtos em doses de 2000 mg kg™ e
classifica o nivel de toxicidade com base na mortalidade observada em diferentes
doses. Aléem da mortalidade, a analise toxicologica pode incluir a avaliagdo de
alteracdes em o6rgdos e parametros bioquimicos e fisiolégicos. Adicionalmente, a
triagem comportamental permite avaliar se uma determinada droga modifica a
atividade cerebral, registrando sinais ou alteragbes de comportamento apresentados
pelos animais (Oliveira, 2019).

No teste de genotoxicidade, busca-se verificar a presenca de substancias
genotoxicas que possam afetar negativamente a integridade do material genético das
células, danificando o DNA. Embora a capacidade de uma substancia de danificar o
DNA néo a torne automaticamente um perigo para a saude, ha preocupacéo de que
0 acumulo dessas alteracbes possa ser potencialmente mutagénico e/ou

carcinogénico (Smith, 1996).
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Quando as anormalidades genéticas sdo evidentes, sdo chamadas de
instabilidade cromossémica e podem ser observadas por meio de estudos
citogenéticos, incluindo a analise de micronucleos (Duesberg et al., 1998). Os
microndcleos sao estruturas visualizadas ao microscépio Optico como pequenos
corpos de DNA, encontrados no citoplasma de células em divisdo. Essas estruturas
sao formadas a partir de fragmentos cromossémicos e/ou cromossomos inteiros que
nao foram incluidos nos nucleos filhos durante a divisdo celular (Nervsesyan e
Adamyan, 2004). Também podem originar-se de fragmentos acéntricos,
cromossomos céntricos ou de quebras de cromossomos multicéntricos (Lohman,
1995), apresentando caracteristicas cromatinicas semelhantes as do ndcleo principal
da célula (Carvalho et al, 2002). Essas estruturas sdo usadas como biomarcadores
de danos genéticos em individuos expostos a agentes genotéxicos (Cao, 2003).

A andlise de células sanguineas micronucleadas de camundongos, através da
coloracado de laminas pré-coradas com acridine Orange, € uma técnica que permite a
caracterizacdo citoplasmatica de eritrocitos jovens ricos em RNA ribossémico
(policromécitos) e reticulécitos, além de micronucleos. Essa técnica é utilizada para
avaliar micronucleos no diagnéstico de doencas do sangue e no monitoramento do
potencial mutagénico e antimutagénico de diferentes amostras (Silva; Erdtmann;
Heneiques, 2003).

3.8 Inflamacéo

A inflamacdo é uma resposta ndo especifica a lesdes teciduais causadas por
estimulos fisicos, quimicos ou biolégicos (Morgan, 2007). Os processos inflamatérios
envolvem altera¢6es bioguimicas e celulares reguladas pela liberacdo sequencial de
mediadores, como produtos da degranulagdo de mastdcitos, fator ativador de
plaguetas (PAF), bradicinina, componentes do sistema complemento, citocinas e
eicosanoides. Esses mediadores sédo responsaveis pelos cinco sinais (Figura 13, p.
41) caracteristicos da resposta inflamatoria: dor, calor, rubor, edema, podendo vir
acompanhados ou ndo da perda de funcdo do tecido ou 6rgéo afetado (Burke et al.,
2006; Janeway Junior et al., 2007).
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Figura 13 - Cinco sinais da resposta inflamatéria

DOR CALOR RUBOR EDEMA PERDA DA FUNCAO

X

Fonte: adaptado de https://www.anahana.com/pt/physical-health/inflammation > Acessado em fev.
2024,

O processo inflamatério agudo acontece nas células residentes, a liberacdo de
mediadores pré-formados, a vasodilatacdo e o crescimento da permeabilidade
endodotelial permitindo a saida de um liquido rico em proteinas, isto acontece devido
a variacdo da pressdo hidrostética. O resultado deste fenbmeno é uma elevada
concentracdo de hemécias, fazendo com que os leucdcitos migrem em direcédo a
regido periférica da corrente sanguinea iniciando, portanto, o processo de
marginalizacdo leucocitaria, depois a diapedese e migracdo, etapa esta que as
moléculas de adesdo e a quimiocinas desempenham um papel essencial
(Francischetti et al., 2010).

Uma parte das moléculas de acido araquidénico (AA) é metabolizada pela agéo
das enzimas lipo-oxigenases (5-, 12- e 15-LOX), resultando na formacdo de
leucotrienos (Figura 14, p. 42). Entre os leucotrienos, os leucotrienos B4 sé&o
particularmente relevantes, sendo descritos como importantes mediadores de
doencas inflamatoérias cronicas. Eles estimulam os leucdcitos polimorfonucleares,
ativam a producdo de outros leucotrienos e atuam como moléculas sinalizadoras.
Devido a essas acOes patogénicas, o0s leucotrienos sdo considerados alvos
farmacoldgicos para acdes anti-inflamatérias e analgésicas (Bitencourt et al., 2013).

A resposta inflamatoéria induzida pela carragenina é dividida em duas fases. A
primeira fase ocorre dentro da primeira hora apds a injecao do polissacarideo e esta
principalmente relacionada a liberacdo de histamina, serotonina, bradicinina, fator
ativador de plaquetas e leucotrienos causando um rapido crescimento do edema nos
primeiros 60 minutos. A segunda fase ocorre entre a primeira e a terceira hora (pico

da resposta inflamatoria) e é devida a liberacdo de prostanoides (Figura 14, p. 42),


https://www.anahana.com/pt/physical-health/inflammation
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especialmente prostaglandinas e prostaciclinas, pela acéo das ciclo-oxigenases 1 e 2
(COX-1 e COX-2) (Vinegar et al., 1969; Muniappan; Sundararaj, 2003; Pereira, 2005).
Durante qualquer resposta inflamatéria, estimulos geralmente inécuos produzem dor,
causada pela estimulacdo de fibras nervosas aferentes pela agdo de cininas,
serotonina, histamina, prostanoides, prétons e espécies reativas de oxigénio (ROS)
liberadas durante a inflamacéao (Scholz; Woolf, 2002).

Devido a importancia da inflamacdo como alvo terapéutico, existem varios
medicamentos anti-inflamatoérios de origem sintética disponiveis no mercado, sendo a
maioria inibidores da sintese de eicosanoides, principalmente por inativacdo da
enzima ciclo-oxigenase. Esses medicamentos, classificados como anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINEs), figuram entre os mais consumidos no mundo, dada sua

ampla aplicagcéo (Steinmeyer, 2000).

Figura 14 - Cascata da inflamacéao

Estimulo

lesivo

Membrana celular fosfolipidica

l 4‘ Fosfolipase A2 (enzima ativada por estimulo lesivo

0
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Acido Araquidnico
Lipoxigenases (LOX) }— l l —{ Ciclo-oxigenases (COX-1 E COX-2)
Leucotrienos Prostaglandinas (sensibilidade a dor, vasodilataggo, inibicdo da agregacao plaquetaria)
Lipoxinas Prostaciclina (vasodilatagdo e inibicdo da agregacéo plaquetaria)

Tromboxano (agregacgdo plaquetaria e vasoconstrigdo)

Fonte: adaptada de Katzung, 2017 e Muri et al., 2009.

Dada a relevancia da pesquisa por novos farmacos que possam modular a
resposta inflamatéria, com menos efeitos colaterais ou por meio de diferentes
mecanismos, estudos voltados para determinacdo da atividade anti-inflamatéria séo

crescentes. Um método bastante utilizado para avaliar esse efeito em novos ativos €
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0 "Edema de pata induzido por carragenina". Nesse método, a inje¢c&o intra-plantar do
polissacarideo em ratos ou camundongos leva a um aumento gradual do volume na
pata injetada, proporcional a intensidade da resposta inflamatéria. A progressao do
edema é calculada pela diferenca entre a medida basal e aquelas realizadas a cada
60 minutos apés a injecdo da carragenina. A analise da interferéncia da substancia
nessa progressao pode ser feita administrando a droga, seja pela via oral ou
intraperitoneal, uma hora antes da injecéo da carragenina (Lapa et al., 2008).

Um teste de migracdo de leucécitos para a cavidade peritoneal é a inflamacéao
induzida pela carragenina. Esse agente flogistico, quando aplicado na cavidade
peritoneal, induz uma resposta inflamatoria caracterizada por intensa exsudacéo
plasméatica e migracdo de células, principalmente leucécitos (Zhang et al.,, 2011;
Damas et al., 1990). Essa migracdo ocorre devido a um grande estimulo na liberacéo
de mediadores inflamatérios, como prostaglandinas, histamina, bradicinina,
neuropeptideos e 6xido nitrico. Substancias com atividade anti-inflamatéria podem
reduzir a migracao de leucocitos, inibindo a sintese e/ou liberacdo de mediadores
guimiotaticos ou bloqueando alguma etapa do processo de migracédo dos leucécitos
(Paulino et al., 2008).
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos utilizados

As etapas de andlise, fracionamento, isolamento e purificacdo dos constituintes
quimicos foram conduzidas atraves de diversas técnicas, incluindo Cromatografia em
Camada Delgada Analitica (CCDA), Cromatografia em Coluna (CC) por Excluséo de
Tamanho, Cromatografia Liquida de Média Pressédo (CLMP) e Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). Na CCDA, placas de silica gel 60 (PF254 ART 7749) da
Merck® foram empregadas, com uma espessura de 0,25 mm, e solventes organicos
como hexano (Hex), cloroférmio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH),
puros e/ou em misturas, foram utilizados como eluentes. A revelacao das substancias
nas placas de silica gel foi realizada através da exposicao a radiacao ultravioleta (UV)
em comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm.

A cromatografia em coluna por exclusdo de tamanho foi conduzida com
Sephadex LH-20 da Merck® como fase fixa e metanol P.A. como fase movel (FM). A
CLMP foi realizada em um cromatégrafo BUCHI®, usando silica gel (SiliaFlash®) com
dimensdes de particulas entre 0,060-0,200 mm, 70-230 mesh) como fase estacionaria
e como eluentes puros e em misturas o hexano, acetato de etila e metanol. O fluxo
para todas as analises foi mantido a 10 mL/min.

Na CLAE em escala analitica foi usado um cromatografo Shimadzu
Prominence® modelo 100-5-C18 conectada a uma pré-coluna C18, controlador de
sistema modelo CBM-20A, bomba LC-20AT, injetor automatico SIL-20AHT e detector
de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A. O aparelho estava equipado com uma coluna
de fase reversa C-18 YMC® e a fase movel utilizada foi composta por agua ultrapura
acidificada com acido formico (0,1%) e metanol grau HPLC. O fluxo empregado foi de
0,6 mL/min, com um volume de injecdo de 20 uL e amostras preparadas a uma
concentragdo de 1 mg mL™2.

Para a CLAE em escala preparativa, um sistema Shimadzu Prominence®
composto por controlador de sistema SLC-10A vp, duas bombas LC-6AD, injetor
manual e detector DAD SPD-M10A. foi utilizado, com uma coluna de fase reversa C18
YMC®. A fase mével consistiu em agua ultrapura acidificada com acido férmico (0,1%)
e metanol grau HPLC, com um fluxo de 8,0 mL/min e volumes de injecéo de 100 e
200 pL.
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Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, 13C e bidimensionais
foram obtidos em espectrometro BRUKER®, operando a 500 e 400 MHz, no

Laboratério Multiusuario de Caracterizacao e Analise (LMCA) da UFPB.

4.2 Coleta do material botanico

O material vegetal de Banisteriopsis stellaris foi coletado em abril de 2022 e a
coleta foi realizada no Pico do Jabre (Municipio de Matureia - Paraiba). A identificacdo
botanica foi feita pela Prof2. Dra. Maria de Fatima Agra do Setor de Botanica do
Programa de Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Uma exsicata da espécie se encontra
depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier da UFPB, sob o numero JPB 37874.

O estudo esta registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético
e Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero A404120.

4.30btencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

As partes aéreas de B. stellaris coletadas foram desidratadas em estufa de ar
circulante, a uma temperatura média de 40° por 72 horas e em seguida, foram
submetidas a um processo de pulverizagcdo em moinho mecéanico, obtendo-se 1,103
kg do p6 da planta. Este, posteriormente, foi submetido a maceragdo com etanol
(EtOH) a 95% em um recipiente de aco inoxidavel, durante 72 horas resultando em
12L de solucao extrativa. Tal processo foi repetido por cinco vezes, quando houve
clareamento da solugao extrativa. A solucdo extrativa foi filtrada e concentrada sob
pressao reduzida em um evaporador rotativo a uma temperatura de 40°C, obtendo-se
102,2414 g de extrato etandlico bruto (EEB) conforme o esquema 1.

O EEB (50 g) das partes aéreas da espécie em estudo foi submetido ao processo
de Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV), seguindo a metodologia descrita por Coll e
Bowden (1986), utilizando diferentes proporcdes e polaridades de solventes e suas
respectivas fracbes: hexano (100%); hexano:CHCI3 (1:1); cloroférmio (100%);
CHCI3:AcOEt (1:1); AcOEt (100%), AcOEt:MeOH (1:1); MeOH (100%); MeOH: H20
(1:1); H20 (100%) (Esquema 1, p. 46).



Esquema 1 - Obtencéo e fracionamento do EEB das partes aéreas de B. stellaris.

Partes aéreas secas e pulverizadas
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1,103 Kg
| Maceracao - EtOH 95% - 72h (5x)
| Rotaevaporador - 40°C
EEB
102,2414 g
EEB Reservado
509 52,2414 g
| Cromatografia Liquida & Vacuo (VLC)
| — eluentes puros e misturas binarias
FHex FHex:CHCI3 FCHCIs FCHCI3:AcOEt FAcCOEt FAcOEt:MeOH FMeOH FMeOH:H0 FH2O
0,0145¢ 0,2007 ¢ 0,6377 9 1,2633 g 0,5236 g 18,7336 g 15,2370 g 1,3823 g 0,2170 g

Fonte: prépria da autora.
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4.4Fracionamento da fase AcOEt:MeOH (1:1) de B. stellaris

A fase acetato:metanol obteve maior rendimento e dessa forma foi escolhida para
analise por CLAE e RMN, em que, apresentou perfil de interesse quimico para
compostos fendlicos. Uma aliquota de 5,0 g foi submetida ao procedimento de
Cromatografia em Coluna aberta com Sephadex LH-20 utilizando como fase movel
metanol (Esquema 2, p. 47). Foram obtidas 39 fragbes, ao serem analisadas por
CCDA as fragbes 22-27 apresentaram semelhancas em seus constituintes e foram
reunidas totalizando em 875 mg, posteriormente foi submetida ao processo de
Cromatografia Liquida de Média Pressdo (CLMP), como mostra o esquema 2,
utilizando cromatografo da BUCHI® e como fase estacionaria silica gel (SiliaFlash®
70-230 mesh) em uma coluna de vidro cilindrica de tamanho compativel com a
guantidade de amostra utilizada e o fluxo foi mantido a 10 mL/min. Como fase maével
utilizou-se solventes puros e em misturas binarias (Tabela 4, p. 48). Foram obtidas 15
fracOes de 125 mL cada, essas foram concentradas em rotaevaporador sob presséo
reduzida a temperatura média de 40°C.

Esquema 2 - Fracionamento da fase acetato:metanol (1:1)

FAcCOEt:MeOH

500
| CC - Sephadex LH-20
| FM — MeOH
39 Fracoes
Fr 22-27
875 mg
| CLMP — Silica gel (FE)
FM — Solventes puros e em
| misturas binérias
15 Fracdes

Fonte: propria da autora.



Tabela 4 - Dados do fracionamento das fragbes 22-27 em CLMP

Hex:AcOEt (7:3) 01-03
Hex AcOEt (1:1) 04
Hex:AcOEt (3:7) 05
AcOEt 100% 06-07
AcOEt:MeOH (9:1) 08
AcOEt:MeOH (7:3) 09
AcOEt:MeOH (1:1) 10
AcOEt:MeOH (3:7) 11-12
MeOH 100% 13
MeOH:H20 (1:1) 14
H20 100% 15
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Fonte: propria da autora.

4.4.1 Anadlise das fracbes da fase AcOEt:MeOH por Cromatografia de Alta
Eficiéncia

As fracbes da fase ACOEt:MeOH foram individualmente examinadas através de
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) em escala analitica. Esse
procedimento visou o desenvolvimento de métodos eficazes, os quais foram
posteriormente transferidos para CLAE em escala preparativa, possibilitando o
isolamento dos compostos presentes nas referidas fragcdes. Inicialmente, as amostras
foram preparadas na concentracdo de 1 mg mL?, sendo solubilizadas em metanol
grau HPLC. O método analitico empregado para analise consistiu em um gradiente
exploratorio partindo de 5% até 100% de metanol em 60 minutos, em um fluxo de 0,6
mL/min e volume de injecdo 20 L.

Para as fracbes 08 e 10 submetidas a CLAE em escala analitica o método
desenvolvido ap6s o exploratério, consistiu em um sistema gradiente com agua
ultrapura acidificada (0,1% acido férmico) (bomba A) e MeOH (bomba B), conforme o
seguinte sistema de eluicdo: Fr 08 = gradiente de 37 — 44% de B (MeOH) em 60 min,
Fr 10 = gradiente de 25 — 45% em 20 min e sistema isocratico de 45 % em 30 min de
B (MeOH). Os métodos foram transpostos para escala preparativa alterando apenas
o volume de injecdo (200 pL) de forma manual e fluxo da fase movel (8,0 mL/min).

Para isso, as fracdes foram solubilizadas individualmente em MeOH grau HPLC,

centrifugadas a 15.000 rpm durante 5 min a 20°C e posteriormente filtradas em filtro
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de seringa PTFE (13 mm x 0,22 um). Em seguida, a Fr 08 foi submetida a CLAE em
escala preparativa, sendo realizadas 10 injecdes de 100 pL de uma solucdo com 70
mg da amostra em 1000 pL de metanol, resultando na separacéo de 8 picos principais,
gue foram coletados e concentrados em evaporador rotativo sob presséo reduzida a
uma temperatura média de 40°C, representados pelos seus respectivos tempos de
retencdo, podendo ser observados na figura 15 (p. 49). Desses o0s picos 3 (30,20 min),
5 (88,27 min) e 6 (48,83 min) foram codificados como BsAM-083 (3,2 mg), BsAM-085
(3 mg), BsAM-086 (2,0 mg), respectivamente e submetidos a anélise por RMN.

Figura 15 — Cromatograma da fracdo 08 em escala preparativa (254 nm)
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Fonte: prépria da autora.

Para a Fr 10 submetida também a CLAE em escala preparativa, foram realizadas
10 injecbes de 200 pL de uma solugcdo com 163,7 mg da amostra em 2000 pL de
metanol. Como resultado foram separados 14 picos que foram coletados e
concentrados em rotaevaporador sob pressao reduzida e temperatura média de 40°C.
Estes estdo representados na figura 16 (p. 50) pelos seus respectivos tempos de
retencdo, sendo que, o pico 14 (41 min) foi codificado como BsSAM-1014 e submetido
a analise por RMN.



Figura 16 - Cromatograma da fracdo 10 em escala preparativa (254 nm)
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A espécie B. stellaris ndo possui estudos fitoquimicos até o momento, logo, com

intuito de abranger a polaridade das substancias a serem determinadas, a fase

cloroférmica foi submetida ao fracionamento (673 mg) (Esquema 3, p. 51) realizado

por Cromatografia em Coluna com silica gel (SiliaFlash® 70-230 mesh) e como fase

movel utilizou-se solventes puros e/ou mistura binaria (Tabela 5, p. 50). Assim,

resultou em 10 fragées de 125 mL que foram concentradas em rotaevaporador sob

presséao reduzida a temperatura média de 40°C.

Tabela 5 - Dados do fracionamento da fase cloroférmica em CC

Hex:AcOEt (9:1) 01-03
Hex:AcOEt (8:2) 04 - 05
Hex:AcOEt (7:3) 06 - 07
AcOEt 100% 08 - 09
MeOH 100% 10

Fonte: prépria da autora.
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A fragao 04 apresentou um precipitado branco que foi purificado com metanol, ou
seja, a amostra foi homogeneizada utilizando um banho ultrassénico. Ap0s essa
etapa, passou pelo processo de centrifugacdo a 15.000 rpm durante 5 min a 20°C e 0
precipitado resultante foi reservado. O processo foi repetido até que o sobrenadante
se apresentasse incolor. Em seguida, o sobrenadante foi concentrado em um
evaporador rotativo a 40°C, resultando na fragcdo desengordurada e o precipitado

separado, que foi submetido a analise de RMN.

Esquema 3 - Fracionamento da fase cloroférmica.

FCHCI3

673,0 mg
CC - Silica gel (70-230 mesh)
FM — Solventes puros e em misturas
binarias

10 Fracdes
Fr 04
91,4 mg

Solubilizada em MeOH — Banho ultrassénico

Centrifugada
Fr 04 Fr 04
(Sobrenadante) (Precipitado)
28,7 mg 62,7 mg

Fonte: prépria da autora.
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4.6 Caracterizagéo estrutural dos compostos isolados

A identificacdo ou esclarecimento estrutural das substancias isoladas foi
conduzida por meio da analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e *3C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (HMBC e HSQC). As
amostras para andlise foram preparadas utilizando os solventes dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-ds) e o cloroférmio deuterado (CDCls) da Cambridge Isotope
Laboratories. Os deslocamentos quimicos () foram expressos em partes por milhdo
(ppm), e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz), referenciados para os sinais
caracteristicos de 'H e '3C dos solventes utilizados. Para os espectros de RMN de H
em DMSO-ds (dn 2,50 ppm) e CDCls (du 7,24 ppm). Para os espectros de RMN de
13C, os deslocamentos quimicos foram referenciados em DMSO-ds (8¢ 39,520 ppm)
e CDClz (8¢ 77,160 ppm).

4.7 Testes biolégicos do EEB de B. stellaris

Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFPE, registrado sob o numero 144/2023.

4.7.1Toxicidade aguda

Os camundongos fémeas foram separados em oito grupos (n = 3), de acordo com
as instrucbes do protocolo 423 da Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdémico (OECD, 2001): grupo controle (solugéo salina 0,9% via
oral e intraperitoneal), e 0s grupos experimentais receberam 2000 mg kg e 5000 mg
kg! de extrato de Banisteriopsis stellaris por via oral e intraperitoneal. Os
camundongos foram observados inicialmente por 6 horas e diariamente por 14 dias,
guanto aos sinais do estado de consciéncia e disposi¢ao, atividade e coordenacéo do

sistema motor, reflexos e atividades sobre o0 sistema nervoso central.

e Andlise bioquimica e hematoldgica

No final de ensaios de toxicidade, o sangue dos animais foi colhido e os seguintes
parametros bioquimicos foram avaliados: proteina total, albumina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia, creatinina,
colesterol total e triglicerideos usando kits especificos (Labtest Diagnéstica, Lagoa

Santa, Brasil) e um analisador COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basel,
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Suica). Andlise hematoldgica foi realizada utilizando um analisador automatico
(Sangue de animal Counter-ABC Vet, Montpellier, Franca) e microscopia Optica; 0s
parametros avaliados foram: eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e analise total e diferenciada dos leucécitos.

4.7.2 Genotoxicidade
e Micronucleo

Para avaliar o perfil genotdxico do EEB de B. stellaris, foi utilizado o teste do
micronucleo em eritrocitos de camundongos baseado no método descrito por Oliveira
et al. (2020) com pequenas modificacdes. Brevemente, grupos de camundongos
machos (n=5) foram tratados com salina a 0,9% v.o (controle negativo), ciclofosfamida
(25 mg kg i.p) ou EEB de B. stellaris (2.000 mg kg v.0) em dose Unica. 48h apds os
tratamentos aliquotas (10 pL) de sangue periférico (cauda) foram aplicadas em
laminas previamente coradas com laranja de acridina e analisadas em microscoépio de
fluorescéncia. Um total de trés laminas por animal foram preparadas e a frequéncia

de micronucleo foi determinada apds a contagem de 2.000 eritrocitos por lamina.

4.7.3 Atividade anti-inflamatdria

e Edemade patainduzido por carragenina

Camundongos machos foram agrupados em cinco grupos (n = 6) e foram tratados
com EEB de B. stellaris (50, 100 ou 200 mg kg* v.0.), solugdo salina (0,9% v.0) e
dexametasona (10 mg kg i.p.) 30 minutos antes do inicio dos testes. Os animais
tiveram o volume das patas traseiras medido utilizando um paquimetro digital.
Posteriormente, os animais foram tratados e o edema da pata foi induzido com
carragenina a 2% (15 yL) que foi injetada na regido subplantar da pata direita. Os

tamanhos das patas nos tempos 1, 2, 3 e 4 h foram determinados (Winter et al. 1962).

e Peritonite

Camundongos machos foram agrupados em cinco grupos (n = 6) e foram tratados
com EEB de B. stellaris (50, 100 ou 200 mg kg v.0.), solugéo salina (0,9% v.0.) ou
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dexametasona (10 mg kg* i.p.) 30 minutos antes do inicio do ensaio. Os animais
receberam uma injecao intraperitoneal de 1% de carragenina. Apés 4 h, os animais
foram sacrificados e 2 mL de PBS heparinizado foram injetados na cavidade
peritoneal, e logo em seguida o exsudato foi removido. A contagem de leucdcitos da
lavagem peritoneal foi realizada e expressa em porcentagem (Lapa, 2008).

4.7.4 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism® versao 8.0 e expressos
em valores médios com desvio padrdo (xDP). As diferencas estatisticamente
significantes foram calculadas usando a andlise de variancia unidirecional (ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni ou Dunnett’s (quando necessario). Os valores foram
considerados significativamente diferentes em p <0,05 para avaliacdo da toxicidade e

p <0,001 para os testes anti-inflamatorios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacdo dos compostos isolados
5.1.1 Determinacéao estrutural de BsAM-083

A substancia codificada como BsAM-083 foi isolada na forma de um p6 amorfo
amarelo, pesando 3,2 mg. No espectro de RMN de *3C —técnica BB (100 MHz, DMSO-
ds) (Figuras 18 — 21, p. 58 e 59), observou-se a presenca de 21 sinais correspondentes
a 21 atomos de carbono. Desses, dez foram referentes a carbonos ndo hidrogenados
(6c 164,08; 181,96; 160,45; 163,13; 104,57; 156,02; 103,82; 121,81; 145,94 e 149,98)
, um referente a carbono metilénico (&c 61,71) e dez para carbonos metinicos (&c
102,34; 98,28; 113,94; 115,73; 119,37; 73,47; 70,86; 78,81; 70,76 e 82,00). Estédo
presentes na estrutura 15 sinais para carbonos sp? dentre eles os deslocamentos
guimicos em &¢ 164,08 (CH), 6¢c 102,34 (CH) e 6c 181,96 (C) que foram atribuidos a
C-2, C-3 e C-4, respectivamente, 0 que sugere um esqueleto carbdnico de uma
flavona para BsAM-083 (Huang et al., 2015). P6de-se observar sinais para carbono
ndo hidrogenado em o&c 160,45 (C-5), oc 163,13 (C-7) e dc 104,57 (C-8) que
permitiram sugerir a presenca do anel A com oxigenagao nas posi¢cdes 5 e 7. Ainda,
sinais para carbono metinicos sp? em dc 98,28 (C-6), assim como, para dc 113,94 (C-
2’), 6c 145,94 (C-3’), dc 149,98 (C-4’), revelando mais duas oxigenagdes na estrutura.
Diante disso, 0 anel A apresenta-se penta-substituido e o anel B representado pelo
sistema ABX (tri-substituido) (Nguyen et al., 2023).

Também foi possivel observar sinais compativeis para a presenca de uma
unidade osidica na molécula, como um sinal em &c 73,47 atribuido ao carbono
anomérico C-1". Esse deslocamento é caracteristico de ligacdo do tipo carbono-
carbono (C-C) do esqueleto flavonoidico com a unidade osidica, ja as absor¢cbes na
regido entre dc 70,76 e 82,0 sdo indicativas de carbonos carbindlicos. Quanto ao sinal
em dc 61,71 condiz ao carbono metilénico oxigenado, o que confirma a presenca da
glicose como unidade osidica (Huang et al., 2015).

O espectro de RMN de 'H de BsAM-083 (400 MHz, DMSO-ds) (Figura 21 e 22,
p. 59 e 60) e suas expansfes demonstraram deslocamentos quimicos que reforcam
a proposta do espectro de RMN de 13C. Mostrou a presenca de dois simpletos em &+
6,62 e dn 6,24, ambos com integral para um hidrogénio cada, atribuidos as posicdes

H-3 e H-6, respectivamente, evidenciando a existéncia de um esqueleto flavonoidico
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do tipo flavona e demonstrando a inser¢cdo da unidade osidica na posi¢do 8 (Cuong
et al., 2015).

Para esse esqueleto de flavona o padrdo de substituicdo é confirmado com os
seguintes deslocamentos: um simpleto largo em on 7,48 (meta) e um dupleto em oH
6,86 (J = 8,0 Hz) acoplando orto com &n 7,53 (dI, J = 8,0 Hz), que condizem com o0s
hidrogénios H-2', H-5 e H-6', respectivamente, contribuindo para afirmar a tri-
substituicdo existente no anel B, visto que representa o padrédo de hidrogenacéo do
tipo ABX, sugestdo vista no espectro de RMN de '3C (Nguyen et al., 2023).

Concomitantemente, visualizou-se um conjunto de absorcdes na regidao de
hidrogénios alifaticos entre dn 3,25 e 3,84, que ao serem associados a presenca de
um dupleto em &1 4,69 (J = 10 Hz), caracteristico de hidrogénio anomérico, permitiu
enfatizar que a unidade osidica estaria ligada ao esqueleto da flavona por uma ligacéo
do tipo C-C e que esta era a B-glicose (Calis et al., 2006).

No mapa de contorno HSQC (Figuras 23 — 25, p. 60 e 61) observou-se as
correlacdes diretas entre H-3 em &+ 6,62 com &¢c 102,34 (C-3), do H-6 em &1 6,24 com
0c 98,28 (C-6) do anel A. Ainda, as correlacdes do H-2’ em &n 7,46 com 6c 113,94 (C-
2’), do H-5" em &1 6,86 com 6¢c 119,37 (C-5') e do H-6' em dn1 7,51 com &¢ 119,37 (C-
6’) relacionados ao anel B. Analisou-se também a correla¢éo do hidrogénio anomérico
em 6n 4,69 com &¢ 73,47 (C-17), do H-2” em 61 3,84 com &¢ 70,86 (C-27), do H-3” em
on 3,26 com dc 78,81 (C-3”), do H-4” em &1 3,36 com dc 70,76 (C-4”), do H-5" em &H
3,25 com &c 82,00 (C-5”) e os hidrogénios da posi¢cdo 6” em on 3,54 e 3,78 com dc
61,71 (C-6"), correlagBes estas referentes ao fragmento de acgulcar.

Apds analisar todos os dados (Tabela 6, p. 57) de RMN de 'H e 3C e as
correlagdes no HSQC foi possivel identificar BSAM-083 como sendo a orientina
(Luteolina-8-C-B-glicopiranosideo) (Figura 17, p. 57) (Cuong et al., 2015). Esse
composto ja foi referido na literatura para outras espécies, a Hiraea reclinate e a
Malpighia glabra L pertencentes a familia Malpighiaceae. No entanto, esta sendo
relatado pela primeira vez no género e na espécie Banisteriopsis stellaris (Abbas et
al., 2022)



Figura 17 - Estrutura quimica da BsAM-083

OH O
Luteolina-8-C-B-glicopiranosideo (Orientina)
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Tabela 6 — Dados de RMN de BsAM-083 (6 em ppm e J em Hz e, 400 e 100 MHz para
'H e 13C em DMSO-ds) comparados com dados da literatura (Cuong et al., 2015)

Posicéo &¢ On &¢ ol
2 164,08 - 164,05 -
3 102,34 6,62 (s, 1H) 102,34 6,63 (s, 1H)
4 181,96 - 181,95 -
5 160,45 13,16 (s, 1H) - OH 160,35 -
6 98,28 6,24 (s, 1H) 98,11 6,26 (s, 1H)
7 163,13 - 162,69 -
8 104,57 - 104,52 -
9 156,02 - 155,97 -
10 103,82 - 103,94 -
1 121,81 - 121,93 -
2 113,94 7,46 (sl, 1H) 113,99 7,48 (sl, 1H)
3 145,94 - 145,79 -
4 149,98 - 149,66 -
5 115,73 6,86 (d, J = 8,8 Hz, 1H) 115,62 6,86 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
6’ 119,37 7,51(1H, dI) 119,33 7,53 (dl, J= 8,0 Hz, 1H)
17 73,47 4,69 (d, J = 9,6 Hz, 1H) 73,37 4,69 (d, J = 10 Hz, 1H)
2” 70,86 3,84 70,76 3,84 (dd, J =9,0 e 10 Hz, 1H)
3” 78,81 3,26 78,74 3,30
4’ 70,76 3,36 70,68 3,37
5” 82,00 3,25 81,95 3,27
6” 61,71 3,54 61,62 3,52 (dd, J=5,5e 11 Hz, 1H)
3,78 3,76 (br, d, J =11 Hz, 1H)

Fonte: propria da autora.
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Figura 18 — Espectro de RMN de *3C — BB (100 MHz, DMSO-ds) de Bs-083
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Figura 19 — Expansdo do espectro de RMN de 3C — BB (100 MHz, DMSO-ds) de Bs-
083 na regiao de 60 — 124 ppm
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Figura 20 — Expanséo do espectro de RMN de 3C
BsAM-083 na regido de 138 — 186 ppm
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Figura 21 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-083
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Figura 22 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de Bs-083
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Figura 23 — Mapa de contorno 'H x 3C - (HSQC) (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BsAM-083
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Figura 24 — Expansdo do mapa de contorno H x 13C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BSsAM-083 na regido (100 — 20 ppm) x (5.1 - 2.8 ppm)
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Figura 25 — Expanséo do mapa de contorno *H x 3C — HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BsAM-083 na regido de (130 — 85 ppm) x (7.8 — 6.0 ppm)
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5.1.2 Determinacéao estrutural de BsAM-085

A substancia codificada como BsAM-085 foi isolada na forma de um p6 amorfo
amarelo, pesando 3,0 mg. No espectro RMN de *3C — técnica BB (125 MHz, DMSO-
des) e suas expansodes (Figuras 27 e 28, p. 65) foram observados 19 sinais, referentes
a 21 carbonos, sendo nove nao hidrogenados (6c 163,80; 181,87; 162,63; 105,32;
160,45; 156,10; 105,29; 121,69 e 161,28), nove sinais correspondente a onze
carbonos metinicos (6c 102,38; 98,68; 128,89; 115,92; 73,47; 71,00; 78,78; 70,58 e
81,83) e um sinal para carbono metilénico (&c 61,37). Os sinais em &c 163,80, 102,38,
181,87, assim como, na estrutura BsAM-083, corroboram com a presenca do
esqueleto de flavona e foram atribuidos a C-2, C-3 e C-4, respectivamente.

Na regido de 60 a 80 ppm os sinais sao condizentes com a presenca de unidade
osidica, apresentando o deslocamento em &c 73,47 caracteristico de C-glicosideo,
associado ao sinal em dn 4,73, através da correlagdo observada na expansdo do
espectro HMBC (Figura 32 e 33, p. 67 e 68). O sinal em &c 61,37 foi atribuido ao
carbono metilénico oxigenado da glicose, o que confirmou o esqueleto semelhante a
substancia BsAM-083.

No espectro de RMN de 'H de BsAM-085 e suas expansdes (400 MHz, DMSO-
de) (Figuras 29-31, p. 66 e 67) foram detectados sinais caracteristicos de flavonoide,
sendo estes, um dupleto em &1 7,99 (J = 8,4 Hz, 2H) referente aos hidrogénios H-2’ e
H-6’, outro dupleto em 61 6,89 (J = 8,6 Hz, 2H) condizentes aos hidrogénios H-3’ e H-
5, evidenciando um sistema AA’BB’, ou seja, o anel B sendo para substituido,
diferindo da estrutura BsAM-083. J& o anel A foi caracterizado como trissubstituido,
pela presenca de simpleto em &x 6,20, referente ao H-6. A classe pertencente de
flavonoide foi determinada pela presenca de um simpleto em dn 6,72 (1H),
caracteristico de flavonas, resultado que corrobora com os dados de carbono para C-
2, C-3e C-4.

No mapa de contorno HSQC (Figuras 34-36, p.68 e 69) observou-se as
correlagdes diretas entre H-3 em &+ 6,72 com &¢ 102,38 (C-3), do H-6 em &+ 6,20 com
0c 98,68 (C-6) do anel A. Ainda, as correlagbes dos H-2'/6" em &1 7,99 com &c 128,89
(C-2°/6’) e dos H-3'/5" em dH 6,89 com &c 115,92 (C-3/5’) relacionados ao anel B.
Analisou-se também a correlacdo do hidrogénio anomeérico em dx 4,71 com &c 73,47
(C-1"), do H-2” em &H 3,84 com &¢ 71,00 (C-2”), do H-3” em &n 3,26 com &¢ 78,78 (C-
3”), do H-4” em &1 3,34 com &c 70,58 (C-4”), do H-5" em &n 3,24 com &¢ 81,83 (C-57)
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e 0s hidrogénios da posi¢do 6” em &n 3,52 e 3,75 com &c 61,37 (C-6”), correlacdes
estas referentes ao fragmento de acucar.

Assim, BsSAM-085 apresentou estrutura semelhante a BsAM-083 por ser uma
flavona C-glicosilada na posicao 8, diferindo apenas no anel B, sendo os sinais
norteadores de carbono dc 128,89 (C-2'/C-6’), 6c 115,92 (C-3’/C-5’) e dc 161,28 (C-4
hidroxilado). Outro sinal em &1 13,14 (s, 1H) foi correspondente a hidroxila na posicéo
5 queladada com a carbonila em 4 (Cuong et al., 2015).

Apés analisar todos os dados (Tabela 7, p. 64) de RMN de 'H e °C e as
correlacdes no HSQC foi possivel identificar a BSAM-085 como sendo a vitexina
(Apigenina-8-C-B-glicopiranosideo) (Figura 26, p. 64) (Cuong et al., 2015). Esse
composto ja foi referido na literatura para outras espécies da familia Malpighiaceae
(Hiraea reclinate, Bunchosia glandulifera, Malpighia glabra L e Malpighia emarginata
DC). Entretanto, esta sendo relatado pela primeira vez no género e na espécie
Banisteriopsis stellaris (Abbas et al., 2022)



Figura 26 - Estrutura quimica da BsAM-085.

64

Apigenina-8-C-3-glicopiranosideo (Vitexina)

Tabela 7 — Dados de RMN de BsAM-085 (& em ppm e J em Hz, 400 e 125 MHz para
H e 13C, respectivamente, em DMSO-ds) comparados com dados da literatura (Cuong

et al., 2015)

Posicéo oc OH oc On
2 163,80 - 163,91 -
3 102,38 6,72 (s, 1H) 102,41 6,77 (s, 1H)
4 181,87 - 182,04 -
5 160,45 13,14 (s, 1H) - OH 160,38 -
6 98,68 6,20 (s, 1H) 98,14 6,27 (s, 1H)
7 162,63 - 162,68 -
8 105,32 - 104,59 -
9 156,10 - 155,98 -
10 105,29 - 104,00 -
1 121,69 - 121,59 -
2’/e’ 128,89 7,99 (d, J = 8,4 Hz, 2H) 128,92 8,02 (d, J = 8,0 Hz, 2H)
3'I5’° 115,92 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H) 115,80 6,89 (d, J = 8,0 Hz, 2H)
4 161,28 - 161,12 -
17 73,47 4,71 (d, J = 10 Hz, 1H) 73,36 4,69 (d, J = 10 Hz, 1H)
2” 71,00 3,84 (t, J=9,2 Hz, 1H) 70,84 3,84 (dd, J =9,0 e 10 Hz, 1H)
3” 78,78 3,26 78,65 3,29
4” 70,58 3,34 70,54 3,34
5” 81,83 3,24 81,80 3,26
6” 61,37 3,52 (dd, J=5,6 e 11,6 Hz, 1H) 61,28 3,52 (dd, J=5,5e 11 Hz, 1H)
3,75 (dl, J = 10,4 Hz, 1H) 3,76 (dl, J = 11 Hz, 1H)

Fonte: propria da autora



65

Figura 27 — Espectro de RMN de *3C — BB (125 MHz, DMSO-ds) de BSAM-085
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Figura 28 — Expanséo do espectro de RMN de *C - BB (125 MHz, DMSO-ds) de
BsAM-085 na regido de 60 — 185 ppm
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Figura 29 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-085
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Figura 31 — Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) de BSAM-
085 naregiao de 5.6 — 8.2 ppm
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Figura 32 — Mapa de contorno 'H x '3C - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BsAM-085
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Figura 33 — Expansé&o do mapa de contorno *H x 13C - HMBC (500 e 124 MHz, DMSO-
ds) de BSAM-085 na regido de (190 — 80 ppm) x (7.2 — 4.6 ppm)
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Figura 34 — Mapa de contorno 'H x B¥C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BsAM-085
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Figura 35 — Expanséo do mapa de contorno *H x 3C - HSQC (500 e 125 MHz,
DMSO-ds) de BsAM-085 na regido de (90 — 35 ppm) x (4.8 — 2.4 ppm)
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Figura 36 — Expanséo do mapa de contorno 'H x 3C - HSQC (500 e 125 MHz, DMSO-
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5.1.3 Determinacéao estrutural de BsAM-086

A substancia codificada como BsAM-086 foi isolada na forma de um p6 amorfo
amarelo, pesando 3,0 mg. No espectro RMN de 3C — técnica BB (125 MHz, DMSO-
de) e suas expansOes (Figuras 38-40, p. 73 e 74) foram observados 17 sinais,
referentes a 21 carbonos, sendo nove néo hidrogenados (6c 163,3; 181,45; 160,79;
109,31; 163,03; 156,69; 102,60 e 121,29), nove sinais correspondente a onze
carbonos metinicos (6¢c 102,60; 94,39; 128,41; 116,19; 73,50; 70,68; 79,21; 70,33 e
81,51) e um sinal para carbono metilénico (6¢ 61,54). Os sinais em &c 163,03, 102,60,
181,45 foram atribuidos a C-2, C-3 e C-4, respectivamente, assim como, nas
estruturas anteriores, indicando a presenca do esqueleto de flavona.

Na regido entre dc 60 e 80 ppm os sinais foram condizentes com a presenca de
unidade osidica, sendo o deslocamento em &c 73,50 sugestivo para o carbono
anomeérico de um flavonoide C-glicosidico. Os sinais norteadores para o anel B foram
0c 128,41 (C-2’/C-6’) e dc 116,19 (C-3’/C-5’) condizentes com o padrao AA’BB’, assim
como, a substancia BsAM-085.

No entanto, alguns sinais de carbono diferiram nesta estrutura. No BsAM-085
0 C-6 livre apresentou um &¢c em 98,68 ppm e o C-8 estava ocupado pela glicose (dc
105,32; Tabela 7, p. 64); ja na molécula codificada por BsAM-086 observou-se uma
mudanca nesses deslocamentos sendo o C-6 ocupado pela glicose com 6c em 109,31
ppm e o C-8 livre com dc 94,39 ppm. Assim, essas diferencas nos deslocamentos de
carbono indicam que as substancias BsAM-085 e 086 s&o isbmeras de posi¢ado pela
unidade osidica (He et al., 2016).

No espectro de RMN de 'H de BsAM-086 e suas expansdes (500 MHz, DMSO-
de) (Figuras 41-43, p. 74 e 75) foram detectados sinais caracteristicos de flavonoide,
sendo estes, um dupleto em &+ 6,90 (J = 8,5 Hz, 2H) sugestivos para os hidrogénios
H-2’ e H-6’, outro dupleto em &+ 7,87 (J = 8,5 Hz, 2H) condizentes aos hidrogénios H-
3’ e H-5', confirmando o sistema AA’'BB’, como visto no espectro de carbono. Ja o anel
A foi caracterizado como trissubstituido pela presenca de um simpleto em &+ 6,35,
referente ao H-8. A classe pertencente de flavonoide foi determinada pela presenca
de um simpleto em &n 6,66 (1H), caracteristico de flavonas, resultado que corrobora
com os dados de carbono para C-2, C-3 e C-4. Outro sinal em 6n 13,50 (s) foi atribuido

a hidroxila quelada da posicdo 5. Esses dados foram reforcados a partir da
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comparagado com os dados de Peng e colaboradores (2005), sendo observados na
tabela 8 (p. 72).

A andlise do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 44, p. 76) e em
sua expansao (Figura 45, p. 76) permitiu identificar a correlacéo entre os hidrogénios
H-2'/6° de BsAM-086 (dn 6,90) a duas ligagdes (2 J) com C-1' (dc 121,29) e os
hidrogénios H-3'/5 (dn 7,87) a duas ligacdes (2 J) com C-2'/6’ (dc 128,41) e também a
duas ligagbes com C-4’ (6¢ 161,36). Tais correlagbes confirmam o anel B da flavona
com um sistema do tipo AA'BB’. Ainda, as correlagdes encontradas para o H-8 (dn
6,35) a trés ligagbes (3 J) com o C-6 (dc 109,31), bem como, do hidrogénio H-1"
correlacionando a duas ligacées (2 J) com os carbonos C-2” (&¢c 70,68), C-6 (&c
109,31) e a trés ligacdes (3 J) com o carbono C-5 (&c 160,79), confirmam que o
carbono 8 ndo é substituido e o C-6 ocupado pela unidade osidica.

Logo, foi possivel identificar BsAM-086 como sendo a isovitexina (Apigenina-6-C-
B-glicopiranosideo) (Figura 37, p. 72). Esse composto ja foi referido na literatura para
outra espécie da familia Malpighiaceae (Malpighia emarginata DC). Porém, esta
sendo relatado pela primeira vez no género e na espécie Banisteriopsis stellaris
(Abbas et al., 2022).



Figura 37 - Estrutura quimica da BsAM-086.
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OH OH O

Apigenina-6-C-B-glicopiranosideo (Isovitexina)

Tabela 8 — Dados de RMN da BsAM-086 (& em ppm e J em Hz, 500 e 125 MHz para

'H e 13C, respectivamente, em DMSO-ds) comparados com dados da literatura (Peng

et al., 2005)

PosicA0 5C 5H 5C 5H
2 163,03 - 163,32 -
3 102,60 6,66 (s, 1H) 102,60 6,71 (s, 1H)
4 181,45 - 181,73 -
5 160,79 13,50 (s) - OH 160,64 13,46 (s) - OH
6 109,31 - 108,95 -
7 163,03 - 163,32 -
8 94,39 6,35 (s, 1H) 93,79 6,42 (s, 1H)
9 156,69 - 156,31 -
10 102,60 - 102,95 -
1 121,29 - 121,00 -
2'/6’ 128,41 6,90 (d, J=85Hz, 2H) = 128,35 6,94 (d, J = 8,4 Hz, 2H)
35’ 116,19 7,87(d,J=85Hz 2H) 116,01 7,85 (d, J = 8,5 Hz, 2H)
4 161,36 - 161,32 -
17 73,50 4,58 (d, J = 10,0, 1H) 73,13 4,56 (d, J = 9,8 Hz)
2” 70,68 4,07 (t, 3=9,0, 1H) 70,52 4,0
3” 79,21 3,7-3.1 78,93 3,7-3,1 (m)
4 70,33 3,7-3,1 70,20 3,7-3,1 (m)
5” 81,51 3,7-3,1 81,38 3,7-3,1 (m)
6” 61,54 3,7-3,1 61,37 3,7-3,1 (m)

Fonte: prépria da autora
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Figura 38 — Espectro de RMN de *3C - BB (125 MHz, DMSO-ds) de BsAM-086
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Figura 39 — Expanséo do espectro de RMN de *3C — BB (125 MHz, DMSO-ds) de
BsAM-086 na regido de 55 — 130 ppm
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Figura 40 — Expanséo do espectro de RMN de 3C - BB (125 MHz, DMSO-de) de

BsAM-086 na regido de 135 — 210 ppm
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Figura 41 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) de BsAM-086.
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Figura 42 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) de BSAM-
086 naregiao de 2.7 — 5.1 ppm
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Figura 43 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) de BsAM-
086 na regiao de 5.9 — 8.4 ppm
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Figura 44 — Mapa de contorno H x 3C - HMBC (500 e 125 MHz, DMSO-ds) de BsAM-
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Figura 45 — Expansé&o do mapa de contorno *H x 13C - HMBC (500 e 125 MHz, DMSO-
ds) de BsAM-086 na faixa de (170 — 60 ppm) x (8.2 — 4.2)
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5.1.4 Determinacao estrutural de BsAM-1014

A substéncia codificada como BsAM-1014 foi isolada na forma de um p6é amorfo
amarelo, pesando 2,0 mg. No espectro RMN de *3C - BB (100 MHz, DMSO-ds) (Figura
47, p. 80) alguns sinais ndo foram observados devido ao dificil relaxamento de alguns
carbonos e por estar em pouca quantidade, entretanto, os assinalamentos foram
confirmados através da anélise do mapa de contorno heteronuclear HSQC (Figura 52,
p. 83) e em suas expansdes (Figuras 53-55, p. 83 e 84) sendo possivel determinar
correlacdes diretas entre carbonos e hidrogénio conforme a tabela 9 (p. 79).

Nesse contexto, péde-se observar a presenca de 27 atomos de carbonos, sendo
nove nao hidrogenados (6c 163,4; 181,8; 161,9; 109,8; 163,9; 155,5; 104,8; 121,4 e
160,5), quatorze sinais correspondente a dezesseis carbonos metinicos (8c 102,5;
93,2; 128,4; 116,1; 71,6; 74,8; 79,7; 70,4; 81,4; 100,4; 70,7, 70,4; 71,6 e 68,3), um
sinal para carbono metilénico (6c 61,4) e um sinal para carbono metilico (6c 17,9). Os
sinais em &c 163,4, 102,5, 181,8 foram atribuidos aos C-2, C-3 e C-4,
respectivamente, assim como, nas estruturas anteriores, confirmando a presenca do
esqueleto de flavona. Os sinais que norteiam para o tipo de anel B sdo os
deslocamentos em &c 128,4 (C-2’/C-6’) e dc 116,1 (C-3’/C-5’) condizentes com um
anel B para substituido e tipico de sistema AA'BB’.

No espectro de RMN de *H e suas expansdes (400 MHz, DMSO-ds) (Figuras 49-
51, p. 81-82) foram detectados sinais caracteristicos de flavonoide, sendo estes, um
dupleto em &n 7,90 (J = 8,8 Hz, 2H) referente aos hidrogénios H-2' e H-6’, outro dupleto
em o1 6,91 (J = 8,4 Hz, 2H) condizentes com os hidrogénios H-3’ e H-5’, confirmando
o sistema AA’BB’. Ja o anel A foi caracterizado como trissubstituido pela presenca de
simpleto em &1 6,45, referente ao H-8. A classe pertencente de flavonoide foi
determinada pela presenca de um simpleto em &n 6,72 (1H), caracteristico de
flavonas, resultado que corrobora com os dados de carbono para C-2, C-3 e C-4 pelo
HSQC. Outro sinal em 61 13,52 (s) foi atribuido a hidroxila na posi¢céo 5 quelada com
a carbonila em C-4.

Ainda, foi possivel observar a presenca da insercéo de duas unidades osidicas na
estrutura de BsAM-1014. O sinal em &¢ 61,37, visto no HSQC (Figuras 52-55, p. 83 e
84) foi atribuido ao carbono metilénico oxigenado da glicose no C-6". NO HSQC foram
vistos ainda dois sinais caracteristicos de hidrogénios anomérico, um em &1 4,65 (d, J

= 9,6 Hz, 1H) associado ao carbono em &c 71,6, que caracterizou a insercao da
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unidade C-glicosidica na aglicona, enquanto o outro hidrogénio anomérico com
deslocamento em &1 5,07 (s) foi associado ao carbono em &c 100,4 demonstrando
gue a segunda unidade osidica estava ligada na glicose por uma ligacéo ao oxigénio,
e que esta é do tipo a, visto que, ocorre um deslocamento quimico paramagnético de
2,0 ppm entre o andmero alfa e beta (100 ppm e 102 ppm) (Marson-Ascéncio;
Ascéncio; Baggio, 2012). Outro sinal referente a unidade osidica foi o deslocamento
em dx 0,53 (d, J = 6,0, 1H) associado ao C-6"" em dc 17,9 que corresponde ao carbono
metilico, assim, a segunda unidade osidica foi determinada como uma ramnose.

Na andlise dos espectros de 'H (400 MHz, DMSO-ds) foi possivel observar
também a existéncia de duplicidade em alguns sinais, como H-2" em 61 4,38 e 4,21,
H-1"" em &n 5,07 e 5,00 e H-6"” em dn 0,57 e 0,60. De acordo com Camargo e
colaboradores (2012), esses resultados indicam que a amostra BsAM-1014 possui
dois rotameros. Estes diferem no arranjo espacial da subunidade dissacaridea. A
barreira de energia é suficientemente elevada para evitar uma rapida troca entre os
dois conformadores a temperatura ambiente em DMSO-de. Esse resultado concorda
com as conclusdes relatadas em 2005 por Rayyan et al. para 0 mesmo composto em
DMSO-de.

Nos rotameros A e B, os dupletos de baixo deslocamento quimico em 0,51 e 0,59
ppm obtidos DMSO-ds para os residuos de metila ramanosilica indicam claramente
gue, em ambos 0s casos, esses grupos estdo posicionados sobre o plano dos anéis
aromaticos do flavonoide (Martin et al., 1998). A distancia calculada entre o grupo
metila ramanosilico e o plano médio aromatico dos anéis AC de 1 é de 3,70 + 1,0 A
para ambos os conformadores, resultado que concorda bem com a blindagem de
RMN prevista por esses autores para tais efeitos anisotrépicos. E interessante notar
gue interacdes CH—p foram recentemente propostas por Larionova et al. (2010) para
explicar o deslocamento quimico em campo alto observado para o sinal da metila
ramanosilica (0,46 ppm em DMSO-d6).

Portanto, foi possivel identificar a BsAM-1014 como sendo a Isovitexina-2”"-O-a-L-
ramnopiranosideo (Figura 46, p. 79) (Camargo et al., 2012). Esse composto ja foi
referido na literatura para outra espécie da familia Malpighiaceae (Hiraea reclinate).
No entanto, esta sendo relatado pela primeira vez no género e na espécie

Banisteriopsis stellaris (Abbas et al., 2022).
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Figura 46 - Estrutura quimica da BsAM-1014.

Isovitexina-2”-O-a-L-ramnopiranosideo

Tabela 9 — Dados de RMN da Bs-1014 (J em Hz e  em ppm, 400 e 100 MHz para *H
e 13C, respectivamente, em DMSO-ds) comparados com dados da literatura (Camargo

et al., 2012)
© BAMIMGS) 0 Camagoetal.2012
Posicédo 5C oH oH 5C oH oH
(Rotémero A) (Rotémero B) (Rotamero A) (Rotémero B)
2 163,4 - - 163,9 - -
3 102,5 6,72 (s, 1H) - 103,2 6,75 (s, 1H)
4 181,8 - - 182,7 - -
5 161,9 13,52 (s, 1H) - OH - 161,8 - -
6 109,8 - - 109,6 - -
7 163,9 - - 163,4 - -
8 93,2 6,45 (s, 1H) 93,6 6,50 (s, 1H)
9 155,5 - - 156,8 - -
10 104,8 - - 103,3 - -
1 121,4 - - 121,6 - -
2’/e’ 128,4 7,90 (d, J = 8,8 Hz, - 129.0 791(,J= -
2H) 8,6 Hz, 2H)
3'/5’ 116,1 6,91 (d, J = 8,4 Hz, - 116,6 6,92 (d,J= -
2H) 8,6 Hz, 2H)
4 160,5 - - 160,5 - -
17 71,6  4,65(d,J =96 Hz, - 71,9 4,64 (d,J = -
1H) 9,7 Hz, 1H)
2” 748 4,38 (t, J=9,6, 1H) 4,21 75,6 4,35 (t,J = 4,15 (m)
8,7, 1H)
3” 79,7 3,34 - 80,6 3,35 (m) -
4” 70,4 3,14 - 70,9 3,11 (m) -
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Tabela 9. Continuacéo - Dados de RMN da Bs-1014 (J em Hz e & em ppm, 400 e 100 MHz
para 'H e 13C, respectivamente, em DMSO-ds) comparados com dados da literatura (Camargo
et al., 2012)

Posicéo 5C SH SH 5C 5H SH
(Rotémero A) (Rotémero B) (Rotédmero A) (Rotémero B)
5” 81,4 3,15 (m) - 82,0 3,16 (m) -
6” 61,4 3,70 (m) - 62,3 3,70 (m) 3,47 (m)
177 100,4 5,07 (s, 1H) 5,00 (s) 100,9 5,07 (s) 5,00 (s)
2” 70,7 3,61 71,2 3,60 (m) -
70,4 3,14 - 70,9 3,11 (m) -
4 71,6 2,92 (t, J=9,2 Hz, - 72,1 2,93 (,J=9,1 -
1H) Hz)
57 68,3 2,35 (m) - 68,8 2,50 (m) -
6’ 179  0,53(d,J=6,0,3H) 0,60 (d, J = 18,1 0,51(d,J= 0,59 (d, J=5,2)
6,0) 5,5 Hz)

Fonte: propria da autora

Figura 47 — Espectro de RMN de *3C - BB (100 MHz, DMSO-ds) de BsAM-1014
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Figura 48— Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-1014
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Figura 49 — Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-
1014 na regido de 0.0 — 3.2 ppm
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Figura 50 — Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-
1014 na regido de 3.2 — 6.3 ppm
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Figura 51 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de BsAM-
1014 na regiao de 6.2 — 8.2 ppm
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Figura 52 — Mapa de contorno 'H x 3C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-

ds) de BsAM-1014
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Figura 53 — Expanséo do mapa de contorno 'H x 3C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-

ds) de BsAM-1014 na regido de (34 — 4 ppm) x (1.05 — 0.05 ppm)
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Figura 54 — Expansdo do mapa de contorno H x 13C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BSsAM-1014 na regido de (105 — 35 ppm) x (5.4 — 1.8 ppm)
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Figura 55 — Expanséo do mapa de contorno 'H x 3C - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-
ds) de BsAM-1014 na regi&o de (145 — 75 ppm) x (8.7 — 5.7 ppm)
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5.1.5 Determinacéao estrutural de BsCl-04

A substancia codificada como BsCI-04 foi isolada na forma de cristais brancos,
solliveis em cloroférmio, pesando 62,7 mg. O espectro de RMN de 3C- técnica APT
(125 MHz, CDCls) (Figuras 58-60, p. 89 e 90) apresentou aproximadamente 55 sinais,
sendo a maioria registrada entre d¢c 15,4 e 79,3, atribuidos a carbonos metinicos,
metilénicos e metilicos. O perfil apresentado nesse espectro sugeriu tratar-se de uma
mistura de substancias de natureza triterpénica e para confirmagédo dessa hipétese
foram realizadas comparacdes com dados da literatura (Silva, 2020). Também foram
observados os sinais em dc 124,4; 139,6; 59,1; 38,9 e 38,9 ppm atribuidos aos C-12,
C-13, C-18, C-19 e C-20, respectivamente sugestivos de triterpenos da série ursano
(a-amirina). Observou-se, ainda, sinais em &c 121,7; 145,2; 47,6; 47,2; 31,2 ppm
atribuidos a C-12, C-13, C-18, C-19 e C-20, respectivamente, caracteristicos de
triterpenos da série oleanano (B-amirina). Além do mais, os deslocamentos quimicos
em dc 150,9 ppm e 109,3 ppm, nos espectros de RMN de 3C, caracteristicos de
carbono olefinicos (C-20 e C-29) séo indicativos de triterpenos da série dos lupanos
(Tabela 10, p. 8).

Na andlise realizada do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (Figuras 61-
64, pag. 91 e 92) foi possivel observar absorgdes de hidrogénios olefinicos em 615,13
(t, J =3,6 Hz, 1H, H-12) e &1 5,18 (H-12), sugestivos para os hidrogénios da posi¢cao
12 da a-amirina e B-amirina, respectivamente. Observou-se um envelope de sinais
entre &n 0,60-1,50 caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos o
gue refor¢cou a presenca de um esqueleto triterpénico ou esteroidal (Figura 62, pag
91) (Souza, 2013). Nesta regido foram observados sinais condizentes com
grupamentos metilas em 61 0,87; 0,88; 1,26; 1,36; 1,01; 0,79; 0,95; 0,80, relacionados
com H-30B, H-29a, H-28 (a, B e lupeol), H-27 (a e B), H-26a, H-25 (a e B), H-243 e
H-23B (Silva et al., 2020). Ainda, destacaram-se os sinais em o 4,68 s e 4,56 s
referentes aos 2 hidrogénios da ligacao dupla terminal (H-29), sinal caracteristico para
o lupeol (Silva et al., 2017).

A presenca de um multipleto em &4 3,21, juntamente com os sinais em 6C (C-3),
oC 55,3 (C-5), 6C 38,9 (C-1) e 6C 28,4 (C-2), permitiram sugerir a presen¢a de uma
hidroxila equatorial em C-3 para as trés estruturas da mistura (Silva, 2020; Silva et al.,
2017) . Observou-se também um tripleto em &H 5,13 e 6H 5,18 para H-12, bem como,
os deslocamentos 8C 124,6 e 121,9 (C-12a/ C-12B) e 6C 139,5 e 145,3 (C-13a/ C-
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13B) contribuindo para a proposta inicial, pois estes sinais sdo caracteristicos da dupla
ligacdo entre o carbono C-12 e C-13 de triterpenos da série oleanano e ursano. Por
fim, os sinais &c 150,9 de C-20, em &c 109,7 de C-29 foram condizentes com carbonos
olefinicos do lupeol que aparecem mais desprotegidos (Silva et al., 2017).

Apods analisar todos os dados (Tabela 10, p. 87) de RMN de *H e 3C foi possivel
identificar BsCI-04 como sendo a mistura de a-amirina, B-amirina e lupeol (Figura 56,
p. 86). Esses compostos ja foram referidos na literatura para diversas espécies
pertencentes a familia Malpighiaceae (Stigmaphyllon paralias, Tristellateia
australasiae, Hiptage benghalensis, Byrsomina crassa, entre outras), bem como, suas
formas acidas o ursolico e o oleandlico, isolados em Banisteriopsis caapi e
Banisteriopsis anisandra. No entanto, estdo sendo relatados pela primeira vez na

espécie Banisteriopsis stellaris (Abbas et al., 2022).

Figura 56 — Estruturas quimicas da a-amirina (1), B-amirina (2) e lupeol (3)
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Tabela 10 - Comparacéo dos dados de RMN de *H (500 MHz) e '3C (125 MHz) da substancia BsCIl-04 em CDCIs com valores da
literatura para mistura de a, 3-amirina e lupeol (Silva, 2020; Silva et al., 2017) (& em ppm e J em Hz)

30 29

Posicdo &C 5H 5C 5H 5C 5H 5C 5H 5C 5H 5C 5H
1 38,9 - 38,9 - 38,9 - 38,9 - 38,6 - 38,1 -
2 28,4 - 28,3 27,4 - 27,4 - 27,4 - 27,4 -
3 790 321(m) | 793 | 324(dd,J= | 790 | 321(m) | 793 | 324(dd, J= | 79,0 3,21 (m) 790 | 321(dd,J=20e
5,2 e 10,8 Hz) 5,2 e 10,8 Hz) 6,0 Hz)
4 38,7 - 38,7 - 38,7 - 38,7 - 38,7 - 38,7 -
5 55,3 - 55,3 - 55,3 - 55,3 - 55,3 - 55,3 -
6 18,4 - 18,5 - 18,4 - 18,5 - 18,4 - 18,3 -
7 32,0 - 32,1 - 32,6 32,7 - 343 - 34,3 -
8 39,9 - 39,8 - 39,9 - 39,8 - 40,8 - 40,8 -
9 47,7 - 47,8 - 47,7 - 47,8 - 50,4 - 50,4 -
10 37,1 - 37,1 - 37,1 - 37,1 - 37,2 - 37,2 -
11 23,5 - 235 - 235 235 - 20,9 - 20,9 -
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Tabela 10. Continuacéo - Comparacéo dos dados de RMN de *H (500 MHz) e 13C (125 MHz) da substancia BsCIl-04 em CDClz com
valores da literatura para mistura de a, $-amirina e lupeol (Silva, 2020; Silva et al., 2017) (6 em ppm e J em Hz)

Posicdo | 8C SH 6C 6H 6C 6H 6C oH 6C S5H 5C 6H

12 1244 513(t, J=40Hz) 1246 | 513( J=3,2 |121,7| 518(J= |[1219| 518(, J=3,2 | 251 - 25,1 -
Hz) 3,5 Hz) Hz)

13 139,6 - 139,0 - 145,2 - 145,3 - 38,8 - 38,8 -

14 41,5 - 41,7 - 41,5 41,7 - 42,8 - 42,8 -

15 27,2 - 27,1 - 26,6 26,4 - 27,4 - 27,4 -

16 26,9 - 26,8 - 26,9 26,8 - 35,6 - 35,6 -

17 34,2 - 33,5 - 32,8 32,8 - 43,0 - 43,0 -

18 59,1 - 59,2 - 47,6 47,3 - 48,3 - 48,3 -

19 38,9 - 38,9 - 47,2 47,0 - 48,0 2,38 (m) 48,0 2,38 (dt)

20 38,9 - 38,9 - 31,2 314 - 150,9 - 150,9

21 31,3 - 31,4 - 34,7 34,9 - 29,8 - 29,8

22 37,2 - 37,3 - 37,2 - 37,3 - 40,0 40,0

23 28,4 0,94 (s, 3H) 28,6 0,94 (s) 28,7 | 0,80(s,3H) | 28,6 0,80 (s) 28,0 0,97 (s, 3H) 28,0 0,97 (s)

24 16,0 0,91 (s, 3H) 15,9 0,91 (s) 16,0 | 0,95(s,3H) | 15,9 0,95 (s) 15,4 0,76 (s, 3H) 15,3 0,76 (s)

25 15,4 0,79 (s, 3H) 15,4 0,79 (s) 155 | 0,79 (s,3H) | 15,4 0,79 (s) 16,1 | 0,83 (s, 3H) 16,1 0,83 (s)

26 17,5 1,01 (s, 3H) 17,1 1,01 (s) 17,5 | 1,02(s,3H) | 17,1 1,01 (s) 16,0 | 1,03 (s, 3H) 16,0 1,03 (s)

27 23,7 1,36 (s, 3H) 234 1,32 (s) 26,1 | 1,36 (s,3H) | 26,2 1,32 (s) 145 | 0,95 (s, 3H) 14,5 0,95 (s)

28 28,4 1,26 (s, 3H) 28,3 1,26 (s) 28,7 | 1,26(s,3H) | 28,9 1,26 (s) 18,0 0,79 (s, 3H) 18,0 0,79 (s)

29 17,5 0,88 (sl, 3H) 17,7 0,88 (d, J=3,2 33,3 | 0,94 (s,3H) | 33,9 0,94 (s) 109,3 | 4,56 (s, 1H) 109,3 4,57 (s)
Hz) 4,68 (s, 1H) 4,68 (s)

30 21,4 - 21,6 - 23,7 | 0,87(s,3H) | 23,9 0,87 (s) 19,3 1,68 (s, 3H) 19,3 1,68 (s)
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Figura 57 — Espectro de RMN de *3C APT (125 MHz, CDCIlz) de BsCI-04
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Figura 58 — Expanséo do espectro de RMN de 13C APT (125 MHz, CDCIlsz) de BsCl-

04 na regido de 14 — 37 ppm
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Figura 59 — Expanséo do espectro de RMN de 13C APT (125 MHz, CDCIlz) de BsCl-
04 na regido de 38 — 57 ppm
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Figura 60 — Expanséo do espectro de RMN de 13C APT (125 MHz, CDCIlsz) de BsCl-
04 na regido de 107 — 129 ppm
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Figura 61 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIls3) de BsCl-04
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Figura 62 — Expanséo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDClIz) de BsCI-04 na
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Figura 63 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) de BsCI-04 na
regidao de 1.55 - 2.40 ppm
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Figura 64 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) de BsCI-04 na
regido de 4.25 — 5.65 ppm
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5.2 Atividades bioldgicas do EEB de B. stellaris

5.2.1 Toxicidade aguda

Nos 30 primeiros minutos, os animais tratados com o EEB-Bs na dose de 2000 e
5000 mg kg'ip demonstraram caracteristicas estimulantes com aumento da
ambulacdo e movimento de autolimpeza. J& o grupo 2000 e 5000 mg kg'/v.o ndo
apresentou alteragdes assim como o grupo controle. Nao houve mortes em nenhum
dos tratamentos ao longo dos 14 dias de observacdo. Na tabela 11 (p. 94), foi
evidenciado que o tratamento com EEB-Bs por via intraperitoneal promoveu uma
reducdo de ganho de peso e consumo de agua e racao.

Esses dados se apresentam de forma semelhante no estudo de Akindele e
colaboradores (2014), no qual o teste de toxicidade aguda foi realizado com o extrato
da espécie Flabellaria paniculata pertencente a familia Malpighiaceae. O tratamento
de dose oral Ginica com 5000 mg kg de peso corporal ndo resultou em 6bitos e as
manifestacbées comportamentais incluiram agitacdo/inquietacdo, dispneia, tremor
generalizado e recusa de alimento e agua, sendo estes sinais ndo observados no
tratamento com B. stellaris por via oral, com excec¢éo da agitagcdo. Quanto a dose por
via intraperitoneal as manifestacbes comportamentais incluiram inquietacdo e
contor¢des nos primeiros 15 minutos, seguidas de calma e anorexia dentro de 48
horas pos-tratamento, corroborando para o resultado da reducdo do peso e do
consumo de agua e alimento pelas dosagens por via intraperitoneal de B. stellaris.

A ingestdo de agua e nutrientes € um aspecto vital na avaliacdo da seguranca de
um produto com finalidades terapéuticas. Esses elementos desempenham um papel
fundamental no funcionamento adequado do sistema fisioldgico dos animais, sendo
essenciais para garantir uma resposta adequada a substancia testada, visto que,
condicbes nutricionais inadequadas podem levar a deficiéncias no organismo
(Mylecraine; Stevens, 1994).

Em estudos de toxicidade aguda realizado por Gianfratti e colaboradores (2022)
com chad de ayahuasca constituido pelas espécies Banisteriopsis caapi
(Malpighiaceae) e Psychotria viridis (Rubiaceae) a administracéo oral de 5000 mg kg
! via oral ndo provocou sinais graves de toxicidade e nem causou mortes. Porém,
através da via intraperitoneal o extrato aquoso provocou sintomas da sindrome
serotoninérgica (ansiedade, agitacao e inquietacéo, taquicardia, sudorese, calafrios)

gue levou a morte de todos os roedores dentro de 24h.
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Nesse contexto, o0s resultados dos estudos de toxicidade aguda oral e
intraperitoneal mostraram que os valores de DLso do EEB de B. stellaris (EEB-Bs) séo
maiores que 5000 mg kg?'. O teste limite (valor maximo de dose administrada)
geralmente é utilizado quando o material analisado apresenta baixa toxicidade
(OECD, 2002), considerando que diversas pesquisas tém demonstrado que extratos
com valores de DLso oral aguda superior a 3000-5000 mg kg podem ser considerados

relativamente seguros (Akindele et al., 2014).

Tabela 11 - Avaliacdo do consumo de alimentos e agua e ganho de peso dos grupos

controle e tratado com EEB de B. stellaris por 14 dias

Controle EEB-Bs (mg kg?) Controle EEB-Bs (mg kg?)
2000 5000 2000 5000
Agua 34.44+0.28 34.01+0.39 34.62+0.33 35.10+£0.34 24.17+0.35*  22.04+0.27*
consumida (mL)
Comida 13.12+0.31 13.55+0.42 13.25+0.27 14.37+0.21 10.87+£0.22*  11.16+0.31*
consumida (g)
Ganho depeso  5.84+0.33 5.47+0.28 5.58+0.23 5.75+0.32 4.28+0.32* 4.05+0.26*

(@)

*Significativamente diferente (p < 0,05) do controle. A andlise estatistica foi realizada por analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni.

A andlise dos parametros sanguineos € de suma importancia para avaliar 0s riscos
de determinadas substancias quando administradas em seres humanos. O sistema
hematolégico é particularmente valioso para detectar os primeiros sinais de
toxicidade, uma vez que o sistema hematopoiético é altamente suscetivel a
substancias toxicas. Essa analise proporciona uma compreensao significativa do
estado de saude fisica e patoldgica tanto em humanos quanto em animais (Li et al.,
2010; Olson et al., 2000).

Na avaliacdo dos parametros hematolégicos (Tabela 12, p. 96) por via oral nas duas
doses testadas, ndo houve alteracdes significativas entre 0os grupos controles e o0s
tratados com EEB-Bs. No entanto, os tratamentos via intraperitoneal promoveram
reducdo dos parametros da série vermelha, exceto no total de eritrécitos. Ja na série

branca houve um aumento significativo de leucécitos e segmentados, seguido de uma
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reducdo de linfécitos e mondcitos nos tratamentos intraperitoneal com 2000 e 5000
mg kg* de EEB-Bs.

Considerando o estudo de Li YH e colaboradores (2016) realizado com o extrato
aquoso da espécie Aspidopterys obcordata (Malpighiaceae) no teste de toxicidade
aguda com a dose de 5000 mg kg via oral, observou-se o aumento do nimero de
plaguetas comparada ao grupo controle, entretanto, permaneceu dentro da
normalidade. Quanto aos outros parametros hematoldgicos ndo foram observadas
alteracdes significativas, assim como, os dados obtidos para B. stellaris na dose
maxima (5000 mg kg!) administrada via oral.

O leucograma fornece informacdes sobre os tipos celulares nucleados que
normalmente circulam na corrente sanguinea, tais como linfocitos, mondcitos e
granuldcitos (principalmente neutréfilos maduros, basofilos e eosindfilos). Os linfocitos
sdo considerados como a principal célula branca dos camundongos e sua reducao
pode ocorre devido as atividades dos horménios adrenocorticais em condicfes de
estresse (Thrall, 2009).

O eritograma permite a avaliacdo da série vermelha em especial os eritrocitos, cuja
funcéo é transportar oxigénio do pulméo para os tecidos, sendo essa fungao exercida
principalmente pelo contedido hemoglobinico. A insuficiéncia funcional dos eritrécitos,
conhecida como anemia, é definida como uma diminuicdo na hemoglobina sanguinea.
Geralmente, essa condicdo esta associada, mas ndo necessariamente de maneira
paralela, a uma reducdo no numero de eritrécitos (Failace, 2009). A andlise
hematolégica é crucial para entender o estado de saude dos animais e tem uma alta
correlacdo com a capacidade de prever a toxicidade em humanos. Ou seja, alteracoes
no sistema hematologico de animais devido a substancias especificas geralmente séo
refletidas em humanos (Olson et al., 2000).

Assim, a auséncia de alteracbes morfolégicas nas células sanguineas e na
contagem das mesmas, demonstra que o EEB-Bs via oral ndo causa quaisquer efeitos
toxicos sobre a medula 6ssea e homeostase do sistema circulatério. Entretanto, a via
intraperitoneal demonstrou-se toxica devido a alteracbes observadas em
relativamente todos os parametros observados, dado que a administracao
intraperitoneal envolve a injecao direta do composto na cavidade peritoneal. Essa
abordagem possibilita uma absorcéo diferente para a circulagdo do que a via oral,
devido a extensa superficie absorvente da cavidade peritoneal e, mesmo nao evitando

o efeito de primeira passagem no figado, a dose biodisponivel por esta via € maior e
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consequentemente torna-se mais proeminente os efeitos obtidos nas doses utilizadas

observados a partir dos resultados obtidos (Simdes, 2013).

Tabela 12 - Parametros hematolégicos do sangue de camundongos tratados com

extrato de B. stellaris por 14 dias

Parametros Oral Intraperitoneal
Controle EEB-Bs (mg kg™) Controle EEB-Bs (mg kg™)
2000 5000 2000 5000

Eritrocitos 6.41+0.45 6.12+0.51 6.32+0.28 6.57+0.69 6.62+0.51 6.21+0.84
(10%mm?3)
Hematécrito (%) 44.09+4.14 46.19+3.70 47.17+4.11 46.58+3.10 39.68+2.74*  36.96+2.55*
Hemoglobina 16.13+0.31 16.53+0.42 16.22+0.23 17.25+0.56 15.62+0.33*  15.37+0.41*
(%)
VCM (%) 45.02+3.18 47.10+3.35 46.12+3.62 47.67+3.62 38.58+2.12*  37.06+2.19*
HCM (%) 16.87+£0.30 16.50+0.29 17.01+0.38 17.45+0.55 15.17+0.40*  15.22+0.36*
CHCM (%) 36.16+2.38 37.48+3.56 38.25+2.76 37.79+3.38 30.19+0.26*  28.90+0.41*
Leucécitos 7.15+0.84 7.57+0.74 7.43+0.90 7.53+0.82 9.58+0.81* 10.02+0.96*
(103mm?3)
Segmentados 51.78+3.42 52.18+3.50 53.44+2.07 52.78+0.49 67.19+0.35*  65.88+0.56*
(%)
Linfocitos (%) 36.04+2.33 35.89+2.25 34.95+2.75 35.44+2.22 25.50+0.57*  27.57+0.69*
Monécitos (%) 12.15+0.82 11.87+0.74 11.60%0.49 11.78+0.72 7.31+0.44* 6.55+0.32*

Legenda: VCM — volume corpuscular médio; HCM — hemoglobina corpuscular média; CHCM —
concentracdo media de hemoglobina corpuscular.
*Significativamente diferente (p < 0,05) do controle. A andlise estatistica foi realizada por analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni.

Na avaliacdo bioquimica, apenas a concentracdo de 5000 mg kg promoveu um

aumento significativo de Alanina aminotranferase — ALT e de creatinina (Tabela 13, p.
97).

desempenham um papel valioso no diagnéstico clinico de doencas e tém grande

As andlises bioquimicas realizadas no soro sanguineo dos animais
importancia no mapeamento de efeitos toxicos, indicando até mesmo o 6rgao e/ou
sistema afetado.

A creatinina sérica € um marcador bioquimico eficaz que, em conjunto com outras
moléculas como albumina, ureia, potassio e fosforo, pode indicar lesdes em érgaos
ou sistemas especificos, bem como o grau de agressao. A albumina e a creatinina
podem fornecer informacfes sobre o estado energético proteico, inflamacao e
diagnostico de desnutricdo. AlteragBes nos niveis de ureia e creatinina geralmente
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estdo associadas a condicao clinica de incapacidade dos rins em eliminar substancias
do corpo, como na insuficiéncia renal aguda ou cronica (Gomes, 2017). A Alanina
aminotransferase (ALT) € localizada principalmente no citoplasma do hepatdcito,
sendo assim, pode ser considerada um marcador especifico de dano hepatico (Aquino
et al., 2014).

Quanto as pequenas modificacdes na concentracdo de creatinina, bem como a
auséncia de alteracdes nos niveis de ureia pode-se sugerir que o EEB-Bs pela via
intraperitoneal produz alteracdes primarias nas condi¢des renais. Assim, elevagfes
nas atividades séricas enzimaticas podem acontecer por alteracbes reversiveis ou
irreversiveis na permeabilidade celular, inducdo de enzimas microssomais ou lesdes

estruturais (Lemos, 2016).

Tabela 13 - Parametros bioquimicos do sangue de camundongos tratados com extrato

de B. stellaris por 14 dias

Paréametros Oral Intraperitoneal

Controle EEB-Bs (mg kg™?) Controle EEB-Bs (mg kg™?)

2000 5000 2000 5000

PT (g/dL) 62.43+5.09 66.92+4.84 64.31+5.12 64.18+4.26 66.78+5.29 67.85+3.35
ALB (g/dL) 7.19+0.49 7.65+0.53 6.91+0.44 6.58+0.71 7.10+0.82 6.26+0.79
ALT (U/L) 65.55+3.52 68.33+4.10 65.08+3.67 67.33+5.28 69.25+4.10  88.87+2.45*
AST (U/L) 74.27+4.48 76.85+5.32 73.94+4.95 72.57+5.13 72.45+6.23 75.66+4.28
UR (mg/dL) 28.43+0.77 29.04+0.95 28.10+1.09 30.09+2.32 32.43+2.34 32.03+3.10
CREAT (mg/ 0.69+0.09 0.74+0.08 0.71+0.10 0.68+0.11 0.70+0.12 0.85+0.08*
dL)
CT (mg/dL) 127.38410.02 136.45+11.56 133.55+9.41  117.64+9.45 115.84+8.92 113.26+8.14
TG (mg/dL) 86.94+5.29 88.25+6.65 90.07+4.88 91.25+6.78 90.31+6.77 92.34+5.44

Legenda: PT — proteina total; ALB - albumina; ALT- alanina aminotransferase; AST — aspartato
transaminase; UR - ureia; CREAT - creatinina; CT - colesterol total; TG - triglicerideos
*Significativamente diferente (p < 0,05) do controle. A andlise estatistica foi realizada por analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni.

Na avaliacdo do peso relativo dos 6rgaos os valores representam a média + SEM
(n=3/grupo). Nao foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) em
comparacao com o controle (Tabela 14, p. 98). Esse dado corrobora com os estudos
de Li YH (2016) e Barichello (2024) com espécies da familia Malpighiaceae, em que,
na analise macroscopicas demonstrou a auséncia de modificagcbes morfologicas, na

aparéncia ou coloracdo dos 6rgaos, bem como, do peso relativo.
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Tabela 14 - Avaliacdo do peso relativo dos 6rgaos (g/10 g de peso corporal do animal)

de camundongos tratados com EEB de B. stellaris por 14 dias

Controle EEB-Bs (mg kg™) Controle EEB-Bs (mg kg™)

2000 5000 2000 5000
Figado 2.29+0.13 2.35+0.14 2.31+0.11 2.18%£0.16 2.251+0.11 2.20%£0.16
Baco 0.32+0.03 0.30%£0.02 0.34%0.03 0.28%0.02 0.26+0.03 0.29£0.02
Rim 0.36+0.05 0.34+0.03 0.32+0.04 0.33x0.04 0.31+0.03 0.30£0.03
Pulméo 0.22+0.02 0.23+0.03 0.24+0.04 0.26+0.04 0.22+0.04 0.27+0.03
Coracgéo 0.17+0.02 0.20+0.02 0.19+0.02 0.20+0.02 0.22+0.03 0.22+0.04

O extrato etandlico de B. stellaris pode ser considerado seguro, ou de baixa
toxicidade, quando administrado oralmente. A falta de sinais de toxicidade aguda
apoia o uso de Banisteriopsis stellaris por via oral e incentiva estudos adicionais para

o desenvolvimento de EEB-Bs como um agente terapéutico.

5.2.2 Genotoxicidade (Teste de Micronucleo em sangue periférico)

Diante das varias vias de acéo que os compostos podem ter nos organismos, torna-
se imperativo a realizacdo de diferentes testes para avaliar um composto. Essa
abordagem ndo apenas aumenta a seguranca, mas também assegura a eficacia na
avaliacdo do composto em questdo. Os agentes que danificam o DNA, causando
lesbes permanentes, sao considerados genotéxicos. Nesse sentido, a genotoxicidade
refere-se a capacidade que algumas substancias tém de induzir alteracdes celulares
gue podem influenciar no funcionamento da maquinaria genética dos organismos
expostos. Essas substancias podem néo agir diretamente na fita de DNA, mas causar
danos em estruturas relacionadas ao nucleo, como as fibras do fuso, enzimas e
proteinas envolvidas na manutencao da integridade do genoma (Kirsch-Volders et al.,
2003; Mateuca et al., 2006). Para avaliar a genotoxicidade séo utilizados testes que
examinam danos ao material nuclear, como quebras cromossémicas e microndcleos.

Assim, tendo como base os testes de toxicidade, a administracdo do EEB-Bs pela

via intraperitoneal apresentou alteracdes significativas nos parametros fisiologicos,
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bioguimicos e hematolégicos. Dessa forma, os testes farmacoldgicos de
genotoxicidade foram conduzidos pela via oral. Através da analise dos resultados
obtidos, nota-se que o EEB-Bs néo possui efeito genotoxico, visto que, os valores de
determinacdo do numero de eritrcitos policromaticos micronucleados da medula
0ssea para EEB-Bs foram compativeis com o controle negativo (Tabela 15, p. 100).

Costa e colaboradores (2023) avaliaram os efeitos citotoxicos e genotoxico de
extratos metandlicos de Banisteriopsis malifolia e Banisteriopsis variabilis na
germinacao de sementes de cebola (Allium cepa L.). Para ambos os extratos testados
as mudas tratadas apresentaram raizes danificadas com cor escura, diferente do
controle que apresentaram raiz com desenvolvimento normal e coloragcdo. Também
foi observada a ocorréncia de aberracdes cromossémicas em sementes tratadas com
concentragfes mais altas dos extratos como: aumento de microndcleos, c-metéafase,
pegajosidade e apoptose. Estas alteracdes observadas mostram que o efeito
alelopatico pode estar envolvido na promocéo de crescimento ou inibicdo dependendo
da concentracédo e o tipo de constituinte quimico que cada espécie apresenta. Assim,
0os dados sugerem atividade inibitéria e genotdxica, como também, efeitos toxicos
proporcionais as doses testadas. Embora os resultados positivos obtidos nas raizes
de Allium cepa sob a influéncia de extratos de metanol de B. malifolia e B. variabilis
possam indicar riscos para a saude humana, os efeitos citotdxicos nas pontas das
raizes de A. cepa mostram o potencial apoptatico dos extratos vegetais, esta atividade
traz um possivel potencial anticancer para as espécies estudadas.

No entanto, os extratos aquoso, etandlico e metandlico da espécie Galphimia
glauca (Malpighiaceae) foram avaliados quanto aos seus efeitos comportamentais e
toxicologicos por Aguilar-Santamaria e contribuintes (2007). O teste in vitro e in vivo
(microndcleos) para genotoxicidade foram realizados com as doses de 250, 100 e 50
g mL?! de cada extrato, em seguida o sangue periférico de cinco voluntarios
masculinos (27-34 anos) foram coletados e analisados. O teste de ANOVA mostrou
gue o grupo de controle negativo ndo diferiu dos outros grupos tratados, enquanto
todos os tratamentos foram diferentes do controle positivo (p < 0,05). Esses resultados
demonstram que os extratos avaliados de Galphimia glauca, nas concentracdes
testadas ndo apresentaram efeito genotoxico. Esse dado corrobora com o resultado
obtido para B. stellaris, que possuem um risco baixo de toxicidade e genotoxicidade

dentro de uma margem razoavel de seguranca terapéutica.



100

Tabela 15 - Avaliacdo da genotoxicidade in vivo do EEB de B. stellaris (administragéo
oral) ou controle positivo da ciclofosfamida (CPA, i.p.) pela determinacdo do nimero

de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) da medula Ossea de

camundongos.

Tratamentos Ndmero de MNCPE por animal Média MNCPE
M1 M2 M3 M4 M5

Controle 0 1 0 0 1 0.40 £ 0.04
2000 mg/kg 0 1 1 1 0 0.60 + 0.04
(EEB-Bs)
CPA 25 33 27 27 31 30 29.60 * 2.60*
mg/kg

*No controle negativo, os ratos receberam solucéo salina por via oral. (*) Significativamente diferente
do controle (p < 0,05).

5.2.3 Anti-inflamatério
e Edemade Pata

O EEB-Bs apresentou atividade antiedematogénica significativa com 50, 100 e
200 mg kg?, na fase inicial (primeira hora) e fase tardia (quarta hora) da resposta
inflamatéria induzida por carragenina, sendo que a dose de 200 mg kg* do extrato
apresentou a resposta antiedematogénica significativamente superior ao farmaco
padréo (controle positivo) nas quatro horas analisadas (Tabela 16, p. 101). Assim, 0s
resultados dos testes de atividades anti-inflamatéria mostraram que os efeitos do
EEB-Bs podem apresentar um padrdo semelhante ao efeito da dexametasona, um
corticosteroide que se complexam nos receptores citoplasmaticos e atuam a nivel
nuclear estimulando a transcricdo do mRNA e sintese de enzimas, atuando na inibicao
da acumulacéo de células inflamatérias. A reducdo de edema em ambas as fases da
resposta inflamatoria induzida por carragenina tanto pelo controle positivo quanto pelo

EBB, sugere um mecanismo de acdo semelhante entre as drogas.
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Tabela 16 — Analise da reducéo no edema da pata traseira de camundongos induzido

por carragenina e tratados com EEB-Bs

Tratamento Periodo apdés administragao
Dose (mg kg™) Volume (mL) Reducéo
apos 4h (%)
1h 2h 3h 4h
Controle - 0.329+0.05 0.407+0.03 0.435+0.05 0.468+0.05
Dexametasona 10 0.209+0.03* 0.285+0.04* 0.210%0.05* 0.187+0.02* 60.04
EEB-Bs
50 0.276x0.04* 0.324+0.03* 0.303%0.05* 0.256+0.04* 45.29
100 0.228+0.04* 0.28610.04* 0.259+0.02* 0.214+0.03* 54.27
200 0.147+0.03* 0.175+0.04* 0.154+0.05* 0.125+0.04* 73.29

*Significativamente diferente (p < 0,05) do tratamento controle. Os valores representam a média + SEM
(n=6/grupo).

Em estudo semelhante, Guilhon-Simplicio (2012) e colaboradores realizaram o
teste de resposta inflamatoria induzida por carragenina com extrato de Byrsonima
japurensis (Malpighiaceae) que apresentou atividade antiedematogénica significativa
com 100, 200 e 400 mg kg, na fase inicial e tardia da resposta inflamatéria, mas a
dose de 400 mg kg* do extrato apresentou atividade maior do que no controle positivo
(indometacina) na segunda fase da resposta inflamatoria induzida por carragenina. O
efeito anti-inflamatério da B. japurensis apresentou um padrdo semelhante ao efeito
da indometacina, um AINE néo seletivo para COX-1 ou COX-2, que reduz o edema e
dor em ambas as fases da resposta inflamatoria induzida por carragenina. Logo, isso
reforca os resultados obtidos com a resposta anti-inflamatéria de B. stellaris, com

reducdo do edema de forma significativa e em uma dosagem menor.
e Peritonite

A resposta inflamatéria em uma peritonite induzida por carragenina culmina em
exsudacao e infiltracdo de leucdcitos, que liberam mediadores quimicos responsaveis
pelos sinais cardinais da inflamacéo: edema, dor, calor, vermelhiddo e perda de
funcdo. A exsudacgdo de proteinas esta mais diretamente relacionada ao edema do
gue a outros eventos, mas os mediadores quimicos liberados pelos leucécitos e outras
células recrutadas séo responsaveis, por exemplo, pela hipersensibilizacéo das fibras

nervosas que causam inflamacao ou hiperalgesia (Lima et al., 2012).
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Na Tabela 17 (p. 102), o tratamento com EEB-Bs nas doses 50, 100 e 200 mg kg
1 apresentaram uma reducdo consideravel na migracdo de leucdcitos e neutréfilos
para o local da inflamacao quando comparado ao controle negativo. Na dose de 200
mg kg do extrato a exsudacéo peritoneal das células demonstrou uma inibicdo acima
de 60% para leucécitos e neutréfilos, enquanto a dexametasona utilizada como
controle positivo apresentou uma inibicio menor que 60%. Essa analise prévia
mostrou que a atividade do EEB-Bs reduziu a migracéo de leucdcitos, sugerindo que

0 extrato pode controlar a inflamacéao aguda.

Tabela 17 — Analise da migracéo de leucdcitos e neutrofilos na exsudacao peritoneal

em camundongos induzidos por carragenina tratados com EEB-Bs

Controle - 6.64+0.59 4.43+0.45
Dexametasona 10 2.85+0.26* 57.07 1.94+0.16* 56.21
EEB 50 4.77+0.31* 28.16 3.10+0.34* 30.02
100 3.63+0.35* 45.33 2.36+0.22* 46.72
200 2.21+0.29* 66.71 1.43+0.18* 67.72

*Os valores representam média+S.E.M. (n=6). * Estatisticamente diferente do controle negativo
(veiculo). (ANOVA seguida de Bonferroni, p <0,05).

O estudo realizado por Verdam et al. (2017) contribuiu significativamente para a
compreensdao da atividade anti-inflamatéria da espécie Byrsonima duckeana
(Malpighiaceae). No experimento, a indug&o de peritonite por carragenina foi realizada
em trés grupos de camundongos, sendo que dois desses grupos receberam, por via
oral, doses de 500 e 1000 mg kg* do extrato etandlico bruto (EEB) de B. duckeana.
Os resultados mostraram que o numero de leucécitos que migraram para o local da
inflamacéo foi significativamente menor nos grupos que receberam o EEB em
comparacao com os controles negativos. A reducdao foi de 45,25 + 9,84% na dose de
500 mg kg' de EEB e de 51,95 + 5,94% na dose de 1000 mg kg, sem diferencas
estatisticas entre essas duas doses. Esses achados indicam que o extrato teve a
capacidade de reduzir a migracédo de leucdcitos, sugerindo que ele pode controlar os

sintomas associados a inflamacao aguda.
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Esses resultados séo consistentes e condizem com a potencial atividade anti-
inflamatdria atribuida ao EEB de Banisteriopsis stellaris, 0 que destaca a relevancia
dessa espécie, como candidata para estudos futuros visando o desenvolvimento de
medicamentos  anti-inflamatorios. A  compreensdo dessas propriedades
farmacologicas é fundamental para explorar o potencial terapéutico de plantas

medicinais na busca por tratamentos mais naturais e eficazes.
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie Banisteriopsis stellaris resultou no isolamento de
guatro compostos e uma mistura de substéncias, que foram identificadas por meio de
métodos espectroscépicos. A classe de compostos majoritarios identificados da fragédo
acetato de etila-metanol foram os flavonoides C-glicosilados (orientina, vitexina e
isovitexina), além da isovitexina-2"-O-a-L-ramnopiranosideo, um flavonoide C-
glicosilado também, que apresentou-se como dois rotametros que diferem no arranjo
espacial da subunidade dissacaridea. Os metabdlitos apolares do EEB de B. stellaris
apresentarem um rendimento menor, no entanto, visando explorar os diversos
constituintes da espécie, foram obtidos trés compostos em mistura da fracéo
cloroférmica, sendo identificados como os triterpenos a-amirina, B-amirina e lupeol.
Embora as substancias identificadas possam ja estar descritas na literatura em
contextos relacionados a outras plantas, a analise fitoquimica especifica de
Banisteriopsis stellaris € uma contribuicdo significativa para a compreensdo da
composicdo quimica sendo a primeira descricdo para a espécie.

Os testes toxicoldgicos realizados com o EEB-Bs demonstraram sua seguranca
quando administrado via oral, visto que, ndo houve sinais de toxicidade aguda e nem
de alteracdes micronucleares, que comprovam a auséncia de efeito genotoxico. Os
resultados do estudo ainda indicam que B. stellaris demonstrou uma resposta anti-
inflamatoria significativa nos dois ensaios realizados nas trés doses observadas (50,
100 e 200 mg kg). A reducdo no edema de pata apds 4h de administracédo do EEB-
Bs foi de 73,29% na dose de 200 mg kg*. Na exsudacdo de células inflamatérias a
dose de 200 mg kg* do extrato, também demonstrou uma reducédo de 66,71% na
migracao de leucocitos e de 67,72% na migracdo de neutrdfilos. Esses resultados
superaram os valores de inibicdo da dexametasona que apresentou um efeito de
60,04% na reducéo do edema de pata apos 4h de administracdo, 57,07% na migracao
de leucacitos e de 56,21% na migracao de neutrofilos. Logo, tais dados sugerem que
0 EEB-Bs pode efetivamente controlar os sintomas associados a inflamacao aguda.

Portanto, este trabalho demonstrou o potencial de Banisteriopsis stellaris em
fornecer produtos bioativos com propriedades anti-inflamatorias, destacando-a como
uma possivel fonte para desenvolvimento de novos recursos terapéuticos contra

doencas inflamatérias. Pesquisas futuras visam testar os compostos isolados e



105

explorar os mecanismos de acdo especificos a fim de se desenvolver novos

medicamentos anti-inflamatoérios.
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