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RESUMO

A espécie Delonix regia (D. regia) tem sido descrita por possuir propriedades antidiabéticas,
anti-inflamatorias, antioxidantes e antimicrobianas. No entanto, a maioria dos estudos é
realizada utilizando folhas, sementes e cascas da espécie, sendo necessarios mais estudos com
as petalas, parte da planta também utilizada na medicina popular. Assim, o objetivo deste
estudo é investigar as propriedades antioxidante, antimicrobiana e cicatrizante do extrato e das
fracOes obtidas das pétalas da D. regia. Para isso, foi preparado inicialmente o extrato
hidroalcodlico por maceracédo a frio das pétalas (EHADr) e, em seguida, as fracdes hexanica
(FHDr), cloroférmica (FCDr) e acetato de etila (FAEDr). O residuo final foi denominado
fracdo polar (FPDr). O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado para determinar o teor de
compostos fendlicos, e 0 ensaio com cloreto de aluminio, para a identificacdo de flavonoides
totais. Para o efeito antioxidante, foi utilizado o ensaio de DPPH. O efeito antimicrobiano foi
verificado pela concentragdo inibitdria minima (CIM). Adicionalmente, em uma linhagem de
gueratindcitos humanos (HaCaT), a morfologia, a viabilidade e a migracdo celular foram
analisadas. As diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p < 0,05
analisadas pelo ANOVA one-way, com poés-teste de Bonferroni. Dentre as fracdes obtidas,
FAEDr demonstrou o maior teor de compostos fenolicos e flavonoides. Essa tendéncia se
reflete na capacidade antioxidante, uma vez que FAEDr apresentou ICso de 4,54 pg/mL,
semelhante a quercetina (1,72 pug/mL) e ao éacido ascérbico (1,15 pg/mL), utilizados como
controle. Para a atividade antimicrobiana, observou-se que todas as fracdes e o extrato
hidroalcodlico apresentaram CIM de 250 pug/mL contra S. aureus e E. coli e 500 pg/mL para P.
aeruginosa. Entretanto, as menores CIM foram observadas frente a C. albicans, em que
FAEDr, FCDr e FPDr apresentaram uma CIM de 62,5 pg/mL. Para observar os efeitos em
cultivo celular, células HaCaT foram tratadas por 24 horas de exposi¢do aos tratamentos;
observou-se que os tratamentos com EHADr, FCDr e FAEDr ndo apresentaram alteracGes
morfolégicas, nem alteracGes da viabilidade celular pelo ensaio MTT, quando comparado ao
controle. Em relacdo ao ensaio de migracdo horizontal, apenas a FAEDr, na concentracdo de
62,5 ug/mL, apresentou diferenca significativa na reducdo da area, quando comparada ao
grupo controle. Dessa forma, os dados obtidos até o0 momento sugerem que o EHADr e as
suas fracOes apresentam potenciais efeito antioxidante, antimicrobiano e cicatrizante, sendo
necessarios mais estudos para identificar as moléculas e os mecanismos envolvidos.

Palavras-Chave: Biotecnologia, Medicina Herbéaria, Produtos Bioldgicos, Propriedades
Farmacoldgicas.



ABSTRACT

The species Delonix regia (D. regia) has been described as having antidiabetic, anti-
inflammatory, antioxidant and antimicrobial properties. However, most studies have been
carried out using the leaves, seeds and bark of the species, and further studies are needed with
the petals, a part of the plant also used in folk medicine. Thus, the objective of this study is to
investigate the antioxidant, antimicrobial and healing properties of the extract and fractions
obtained from the petals of D. regia. For this purpose, the hydroalcoholic extract was initially
prepared by cold maceration of the petals (EHADr) and then the hexane (FHDr), chloroform
(FCDr) and ethyl acetate (FAEDr) fractions. The final residue was called the polar fraction
(FPDr). The Folin-Ciocalteu method was used to determine the content of phenolic
compounds, and the aluminum chloride assay was used to identify total flavonoids. For the
antioxidant effect, the DPPH assay was used. The antimicrobial effect was verified by the
minimum inhibitory concentration (MIC). Additionally, in a human keratinocyte cell line
(HaCaT), morphology, viability and cell migration were analyzed. Statistical differences were
considered significant when p < 0.05 analyzed by one-way ANOVA, with Bonferroni post-test.
Among the fractions obtained, FAEDr demonstrated the highest content of phenolic
compounds and flavonoids. This trend is reflected in the antioxidant capacity, since FAEDr
presented an 1C50 of 4.54 pg/mL, similar to quercetin (1.72 pg/mL) and ascorbic acid (1.15
pg/mL), used as control. For antimicrobial activity, it was observed that all fractions and the
hydroalcoholic extract presented MIC of 250 pug/mL against S. aureus and E. coli and 500
pg/mL for P. aeruginosa. However, the lowest MIC were observed against C. albicans, in
which FAEDr, FCDr and FPDr presented a MIC of 62.5 pg/mL. To observe the effects in cell
culture, HaCaT cells were treated for 24 hours of exposure to the treatments; it was observed
that treatments with EHADr, FCDr and FAEDr did not present morphological alterations, nor
alterations in cell viability by the MTT assay, when compared to the control. Regarding the
horizontal migration assay, only FAEDr, at a concentration of 62.5 pg/mL, presented a
significant difference in the reduction of the area, when compared to the control group. Thus,
the data obtained to date suggest that EHADr and its fractions have potential antioxidant,
antimicrobial and healing effects, with further studies being necessary to identify the
molecules and mechanisms involved.

Keywords: Biotechnology, Herbal Medicine, Biological Products, Pharmacological
Properties.
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1 INTRODUCAO

Este estudo teve como objeto de pesquisa 0s potenciais biologicos (antioxidante,
antimicrobiano e migratério) das pétalas da Delonix regia, uma planta medicinal (PM),
também conhecida popularmente como Flamboyant.

O interesse por esta pesquisa surgiu da observacdo, como enfermeiro residente no
Hospital Universitario Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas
(HUPAA/UFAL), dos relatos de usuarios que utilizavam flores da Delonix regia (D. regia)
como tratamento de feridas, através do metodo de tintura.

Apos realizacdo de uma scoping reviews, evidenciou-se que a espécie vegetal D.
regia possui atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria, anticoagulante, entre
outros (Santos et al., 2024a). No entanto, dados sobre o potencial cicatrizante do extrato de
suas pétalas sao exiguos.

Assim, faz-se necessario estudo pré-clinico utilizando o extrato hidroalcodlico e
suas fracdes obtidas das petalas dessa planta, sobretudo a cultivada em Alagoas, a fim de
verificar seu potencial terapéutico, além de subsidiar a execucdo de pesquisas clinicas para
validacdo de um possivel fitoterapico. Pesquisas com essa planta podem corroborar ou refutar
seus efeitos em tratamentos de feridas, possibilitando novas abordagens através de
descobertas inovadoras.

A cicatrizacdo de feridas € um processo altamente complexo e dindmico que se
processa de maneira sistematica e interrelacionada, passando por trés fases (inflamatoria,
proliferativa e remodelacdo) sincronizadas e sobrepostas (Permyakova et al., 2024). Envolve
diversas interagcdes entre células e compostos extracelulares que atuam na reconstrucao
tecidual apds uma lesdo. Contudo, situacdes que promovem o0 aumento do estresse oxidativo
(EO) e a proliferacdo de microrganismos, como fungos e bactérias no leito da ferida,
prejudicam o processo de cicatrizacdo e prolongam a fase inflamatéria, podendo gerar agravos
a condicédo do individuo, bem como repercussdes socioeconémicas, como aumento do tempo
de afastamento do trabalho, custos emocionais e financeiros ao individuo, etc. (Julovi et al.,
2024; Zheremyan et al., 2024).

Compreende-se que o aumento do EO, causado pelas espécies reativas (ER),
desempenha potencial papel de antagonista na regulacéo da cicatrizacéo de feridas (Quifiones-
Vico et al., 2024). O EO, causado pela producdo excessiva de ER, pode promover alteragoes
no ciclo celular, levando a complica¢Ges nos processos de proliferacdo e de migracédo celular,

em especial de queratindcitos e fibroblastos presentes na pele (Li et al., 2024). Além disso, a
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producdo de fatores de crescimento, moléculas de matriz extracelular e outros mediadores
podera ser comprometida, dificultando a hemostasia, a angiogénese, a formacao de tecido de
granulacdo e, por consequéncia, o fechamento adequado da ferida (Quifiones-Vico et al.,
2024). A ocorréncia de um processo infeccioso, em quaisquer etapas da cicatrizacéo, causado
por cepas de bactérias como Pseudomonas aeruginosas, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus e por fungos, como Candida albicans, também tende a dificultar o processo de
cicatrizacdo devido a deterioracdo e ao prolongamento do processo inflamatorio, favorecendo
a nado cicatrizacdo da ferida (Li et al., 2024; Quifiones-Vico et al., 2024; Witkowska et al.,
2023).

As feridas cutaneas cronicas tornam-se, assim, um grande desafio para a satde
publica. Estima-se que, em todo o mundo, existam mais de 110 milhGes de pacientes com
feridas cirdrgicas, 26 milhdes com Ulceras causadas por problemas circulatorios e 1,6 milhdo
com feridas traumaticas, por ano (Borges; Nascimento Filho; Pires Janior, 2018). No Brasil,
ainda que sejam reduzidos os registros desses atendimentos, estima-se que aproximadamente
570 mil individuos desenvolvam feridas crénicas anualmente (Ferreira et al., 2024). O
tratamento torna-se oneroso devido a duracao prolongada do processo de cicatrizacdo (Borges;
Nascimento Filho; Pires Janior, 2018). Assim, para otimizar o processo cicatricial, é
necessario manter a ferida sem microrganismo, reduzir a dor, controlar o exsudato, possibilitar
as trocas gasosas, facilitar o tratamento e reduzir a frequéncia de trocas de curativos (Ferreira
etal., 2024).

O ndmero de pessoas que sofrem de feridas crénicas e condicBes de cicatrizacao
prejudicada atinge propor¢des epidémicas e tem se tornado oneroso aos sistemas de salde.
Mesmo com 0s avangos na area da medicina regenerativa tecidual, o reparo de lesfes cutaneas
ainda € um desafio para os profissionais de salde, em especial enfermeiros e médicos. Diante
disso, ha uma forte necessidade para melhorar as abordagens terapéuticas usadas na
regeneracdo de tecidos lesionados, com o objetivo de desenvolver um produto biotecnolégico
que auxilie na cicatrizacdo de feridas e possibilite reducdo dos gastos publicos (Ferreira et al.,
2024; Borges; Nascimento Filho; Pires Junior, 2018).

Nesse sentido, as espécies vegetais, que possuem propriedades terapéuticas, vém
sendo empregadas desde a antiguidade na terapia de doencas, como em inflamacdes,
processos infecciosos, na dor, lesdes cutaneas, entre outros (Suarez et al., 2020; Julovi et al.,
2024; Permyakova et al., 2024). Dentre as espécies com relevante utilizacdo na medicina
popular, tém-se espécies vegetais do género Delonix, cuja morfologia é diversa e apresenta

importancia etnofarmacologica e econdmica por possuirem propriedades terapéuticas (Santos
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et al., 2024b).

A D. regia (Bojer ex Hook.) Raffin, também conhecida como Flamboyant, é uma
espéecie de planta com flor, pertencente a familia Fabaceae, sub-familia Caesalpiniaceae, €
nativa de Madagascar, no Sudeste da Africa, e vem sendo distribuida em varios paises
tropicais (Khongkaew et al., 2021; Ebada et al., 2023). Devido as suas propriedades
medicinais e bioldgicas, tem sido utilizada nos sistemas de medicina popular, de vérias
civilizacdes, como agente antimicrobiano (Ebada et al., 2023), hepatoprotetor (Ahmed et al.,
2011), gastroprotetor (Roy et al., 2023), analgésico (Ezaja et al., 2012), anti-inflamatdrio
(Shewale et al., 2012), entre outros (Santos et al., 2024b).

Com base nisso, observa-se que a utilizacdo das pétalas de D. regia, como fonte
de fitoquimicos, ainda ndo é bem relatada na literatura (Santos et al., 2024b). Somando-se a
isso, a utilizacdo de correlatos bioativos contendo agentes antioxidantes e antimicrobianos é
uma estratégia inovadora para controlar infecces e promover o reparo de lesGes,
principalmente quando colonizadas por microrganismos multirresistente (Quifiones-Vico et al.,
2024).

Apesar de estudos mostrarem mdaltiplas atividades bioldgicas da D. regia (Santos
et al., 2024b), este se justifica devido a necessidade em investigar as atividades bioldgicas
atribuidas as pétalas dessa planta, assim como 0s seus compostos e concentracdes,
assegurando, dessa maneira, o desenvolvimento de biotecnologias que possam ser aplicadas
com seguranc¢a no ambito da salde.

Desse modo, esta pesquisa se justifica devido a necessidade de investigar as
atividades bioldgicas atribuidas as pétalas dessa espécie, assim como 0S Seus compostos e
concentragdes, buscando contribuir para o desenvolvimento de biotecnologias que possam ser
aplicadas com seguranca no ambito da satde. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a
atividade antioxidante, antimicrobiana e cicatrizante das pétalas de D. regia em modelos
experimentais in vitro, a fim de responder a seguinte questdo norteadora: 0os extratos de

pétalas de D. regia possuem atividades antioxidante, antimicrobiana e migratéria in vitro?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
e Avaliar as atividades biologicas do extrato hidroalcodlico e suas fracdes obtidas a

partir das pétalas de D. regia.

2.2 Objetivos especificos
e Obter e caracterizar o extrato hidroalcodlico e suas fragdes;
e Avaliar a atividade antioxidante;
e Avaliar a viabilidade e morfologia celular de células HaCaT;
e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato e fragcdes sobre o crescimento de
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus), Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli) e do fungo leveduriforme Candida albicans;

e Avaliar o potencial de migracédo celular de células HaCaT.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Pele, formacao de feridas, processo cicatricial e fatores anticicatriciais

A pele, o maior 6rgdo do corpo humano, com aproximadamente 1,5 a 2,0 m? de
superficie e 15% do peso total, forma uma robusta e maledvel barreira de protegdo contra
danos fisicos, quimicos e biologicos. A pele desempenha fungbes vitais como protecao
térmica, mecéanica, quimica e bioldgica, regulacdo da temperatura, percepcdes sensoriais,
além de ser o principal canal de aplicacdo para cosméticos, entre outros (Figura 1). E formada
por duas camadas, a epiderme e a derme, que se conectam através da membrana basal (Figura
2) (Pucaet al., 2021).

Figura 1 — Funcdes da pele.
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Fonte: Adaptado de B. Braun Portugal, 2024.

Figura 2 — As camadas da pele.
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Fonte: UNIFAL, 2024.
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A epiderme é a camada mais externa da pele, composta principalmente por células
epiteliais. Ela possui vérias subcamadas que incluem: estrato corneo (I): camada mais externa,
composta por células mortas que se acumulam em varias camadas. Essas células sao ricas em
queratina, uma proteina que confere resisténcia e impermeabilidade a pele; estrato lucido (I1):
presente em &reas de pele mais espessa (como nas palmas das méos e plantas dos pés), essa
camada é composta por células mortas que oferecem protecdo adicional; estrato granuloso
(11): aqui, os queratindcitos comecam a se desidratar e a produzir granulos de queratina, que
desempenham um papel crucial na formacdo do estrato corneo; estrato espinhoso (IV):
caracterizado por queratindcitos que tém uma estrutura espinhosa devido as suas
interconexdes. Essa camada fornece suporte e resisténcia a pele; e o estrato basal (V): camada
mais profunda da epiderme, onde ocorre a mitose (divisdo celular). Os queratindcitos sao
produzidos nessa camada e gradualmente se movem para cima, passando por todos os
estagios até se tornarem parte do estrato corneo (Puca et al., 2021; Pefia; Martin, 2024)
(Figura 3).

Figura 3 — As camadas da epiderme.
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Fonte: UNIFAL, 2024.

Os queratinocitos sdo as celulas predominantes na epiderme e desempenham
funcbes essenciais, como: producdo de queratina (proteina que forma a primeira linha de

defesa contra fatores externos, como bactérias, virus e produtos quimicos), barreira cutanea
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(ao se acumularem e se diferenciarem, os queratinécitos formam uma barreira eficaz que evita
a perda de &gua e protege contra a desidratacdo) e regulacdo da resposta imunoldgica (eles
tém um papel na resposta inflamatoria e na defesa imunologica da pele, liberando mediadores
que atraem células imunes para o local de infeccdes ou lesbes) (Andrade et al., 2023).

A derme é a camada intermediaria, situada abaixo da epiderme. Ela é composta
por tecido conectivo e rica em vasos sanguineos, foliculos pilosos e glandulas. A derme é
dividida em duas camadas — derme papilar (I): camada superior, que contém projecdes
chamadas papilas dérmicas, que aumentam a superficie de contato com a epiderme e ajudam
na nutri¢do celular; e derme reticular (11): camada mais profunda e espessa, que fornece forca
e elasticidade a pele devido a presenca de fibras de colageno e elastina (Puca et al., 2021,
Pefia; Martin, 2024).

Os danos a barreira cutanea sdo considerados questdes desafiadoras na medicina
regenerativa. As feridas sdo caracterizadas por perda da integridade das estruturas
tegumentares, podendo ser causada por diversos agentes, como: fisico, quimico ou
microbiano (Rezaie; Momeni-Moghaddam; Naderi-Meshkin, 2019; Puca et al., 2021).

A cicatrizacdo de feridas é uma resposta de recuperacao natural a lesao tecidual,
gque comeca com o trauma e termina com a formacdo de uma cicatriz. Para que haja uma
cicatrizacdo cutanea ideal, é necessaria a integracdo de eventos biolégicos complexos de
migracdo, proliferacdo celular, deposicdo de matriz extracelular (MEX) e remodelacdo de
forma organizada (Low et al., 2021).

A cicatrizacdo de feridas é um processo altamente complexo gque se processa em
varias fases de maneira sistematica e interrelacionadas (Figura 4). As trés fases (inflamatoria,
proliferativa e remodelacdo) sdo sincronizadas e com sobreposi¢des. Por varios motivos, a
cicatrizacdo de feridas pode ser interrompida (doencas sistémicas, insuficiéncia venosa
crbnica, entre outros), resultando em uma ferida crénica ou mal cicatrizada (Low et al., 2021).

Fisiologicamente, o processo cicatricial € iniciado por uma resposta inflamatoria
caracterizada por hemostasia e recrutamento de células inflamatorias e plaquetas. Células do
tipo neutréfilo infiltram no sitio da ferida, sendo estas as primeiras células recrutadas. Em
seguida, os mondcitos migram e se diferenciam em macréfagos, realizando a fagocitose dos
patogenos presentes no local lesionado (Kathawala et al., 2019; Pefia; Martin, 2024).

A fase proliferativa envolve reepitelizacdo, angiogénese, sintese de colageno e
deposicdo de MEX. Por fim, a fase de remodelacdo envolve a revisdo constante de colédgeno
na MEX, como também na maturagdo e remodelagdo vascular (Kathawala et al., 2019; Pefia;
Martin, 2024).
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Figura 4 — Fases da cicatrizacéo de feridas.

Fase inflamatoria
Duracdo: 1a & dias

Caracteristicas:
Presenca de secrecao [exsudato);
Edema (inchacol; Vermelhidao; Dor.

Messa fase, ocorre a liberacao de
mediadores quimicos e a ativacao do
sistemna de coagulacao sanguinea.

Fase proliferativa
Duracdo: 5a 20dias

Caracteristicas:
Formacio do tecido de granulacao.

As células se proliferam, resultando em rica
vascularizacdo e infiltracao de macnifagos.
Somados, esses processos formam o tecido de
granulacio, parte essencial da cicatrizacio da pele.

Fase de reparo

Duracdo: Pode durar meses

Caracteristicas: O tom da nova pele passa de
vermelho escuro para rosa claro.

0 tecido formado na fase anterior é remodelado
para aumnentar a resistdncia. As fibras sao
realinhadas para melhorar o aspecto da cicatriz.

Fonte: Vuelo Pharma, 2024.

Curiosamente, pesquisadores vém estudando o mecanismo de depressdo que afeta
a cicatrizacdo de feridas através da resposta inflamatoria. E evidenciado que um estresse
traumatico induziu depressdo em ratos, efeito semelhante a resposta em seres humanos.
Estimulos agressivos persistentes agravam o nivel de depressdo, elevam EO e retardam o
processo cicatricial (Jian et al., 2019).

Compreende-se que o aumento do EO desempenhe potencial antagonista na
regulacdo da cicatrizacdo de feridas, dificultando a hemostasia, a angiogénese, a formacao de
tecido de granulacdo, o fechamento da ferida e a maturacdo da MEX. Dessa maneira, 0 EO

excessivo causa deterioragdo e prolongamento do processo inflamatério, favorecendo a ndo
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cicatrizacdo de feridas (Bilfen; Ural; Kurutas; Bekerecioglu, 2019).

O descontrole organico do EO, em pessoas que vivem com feridas agudas ou
cronicas, favorece a deplecdo de enzimas antioxidantes e ndo antioxidantes. Assim, € notoria a
importancia da suplementacdo de antioxidantes para prevenir os danos celulares e controlar o
processo inflamatorio (Bilfen; Ural; Kurutas; Bekerecioglu, 2019).

Como evidenciado, algumas feridas podem ndo ter éxito em sua cura. Essa falha
no mecanismo cicatricial esta diretamente relacionada com a exigéncia organica produzida
pelo organismo humano, cujo envolvimento esta associado aos fatores intrinseco (circulacao,
estado nutricional, habitos de consumo, entre outros) e extrinseco (presenca de patdgenos,
infeccOes, baixa perfusdo, entre outros). No entanto, estudos relacionados a avaliacdo da
atividade antimicrobiana de espécies vegetais no tratamento de feridas vém ganhando
destaque, podendo gerar grande impacto nas decisdes terapéuticas (Jian et al., 2019;
Kathawala et al., 2019).

3.2 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos que protegem os sistemas bioldgicos dos efeitos
prejudiciais da oxidagdo. Os antioxidantes vém em trés formas: fitoquimicos, vitaminas e
enzimas. Muitos mecanismos intracelulares e extracelulares sdo importantes para neutralizar
perigosas ERO (Ramakrishnan et al., 2018).

O sistema humano é poderoso o suficiente para gerar as suas proprias defesas
antioxidantes para reduzir as reacdes em cadeia dos radicais livres e, assim, proteger as
celulas e os tecidos do dano oxidativo. A disfuncdo antioxidante endégena pode levar a um
aumento de radicais livres, o que pode levar a problemas de salde. Nessas situacGes, 0s
antioxidantes exdgenos podem ser usados para inibir e eliminar ERO nas células saudaveis
(Ramakrishnan et al., 2018).

Os medicamentos derivados de plantas tém sido amplamente utilizados em
culturas tradicionais em todo o0 mundo e ganharam popularidade na sociedade moderna como
alternativas naturais para produzir novos compostos terapéuticos para combater doencas.
Muitos antioxidantes sintéticos também estdo disponiveis no mercado, mas esses agentes vém
apresentando efeitos colaterais recorrentemente, enquanto o0s antioxidantes derivados de
plantas mostram menos efeitos colaterais, quase insignificantes (Barbhuiya et al., 2020).

A regulacdo do estado redox celular é responsavel pelo bem-estar celular e do
organismo. Quando o estado redox celular ndo consegue lidar com as ERO e as células estdo

sendo colocadas sob EO, ocorre a escassez de oxigénio, e isso pode efetivamente danificar as
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proteinas celulares, os lipidios e, em Gltima analise, levar a célula & morte (Barbhuiya et al.,
2020; Muhammad et al., 2020; Khongkaew et al., 2021).

O EO excessivo leva a inimeros problemas de saide e doengas, como doencas
neurodegenerativas, cancer, diabetes, aterosclerose, cirrose e doencas autoimunes. As células
mantém o estado redox equilibrando os niveis de oxidantes e antioxidantes por mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos. Os medicamentos fitoterapicos de alto rendimento
antioxidante contém alto nivel de compostos fenolicos e flavonoides que podem reduzir e/ou
eliminar as ERO (Barbhuiya et al., 2020; Muhammad et al., 2020; Khongkaew et al., 2021).

A resposta celular ao EO ocorre em mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos
que irdo minimizar o efeito das ERO. O aumento na ingestdo de antioxidantes néo
enzimaticos pode eliminar ERO e também diminuir a probabilidade de danos celulares. Os
fitoquimicos presentes nas plantas atuam como antioxidantes ou pro-oxidantes dependendo de
sua concentragdo — se presentes em maior concentragdo, atuam como antioxidantes, se em
menor concentracao, atuam como pré-oxidantes. Sabe-se, também, que plantas que possuem
grande quantidade de antioxidantes podem ser utilizadas na profilaxia de muitas doencas
(Barbhuiya et al., 2020; Muhammad et al., 2020; Khongkaew et al., 2021).

3.3 Microbiologia

Ja sdo conhecidas a quantidade e a potencialidade patoldgica de microrganismos
gue colonizam as membranas e anexos da pele. Quando uma lesdo é produzida, a integridade
do tecido € prejudicada, facilitando a entrada de microrganismo (Maillard; Kampf; Cooper,
2021).

Segundo Puca et al. (2021), as espécies bacterianas mais comuns que causam
infeccbes de feridas sdo Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis e Acinetobacter baumannii. Peculiarmente, na fase inicial
das infeccbes, na primeira semana, as bactérias Gram-positivas, especialmente S. aureus,
parecem ser os colonizadores mais frequentes. A partir do inicio da segunda semana, bactérias
Gram-negativas, como P. aeruginosa e A. baumannii, comecam a colonizar a ferida,
induzindo a sepse, caso entrem no sistema linfatico e vasos sanguineos. As consequéncias da
resisténcia aos antibidticos sdo muito graves e levam a encargos

Assim, microrganismos envolvidos em coinfec¢Ges podem desenvolver biofilmes
polimicrobianos caracterizados ndo apenas por resisténcias genotipicas intrinsecas, mas
também por uma resisténcia fenotipica ou tolerancia a drogas antimicrobianas associadas a

matriz do biofilme. No entanto, quando as células microbianas séo agregadas dentro de um
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biofilme, sdo necessarias concentragdes antimicrobianas até quatro vezes a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), para a erradicagdo do biofilme. O biofilme representa um dos
fatores mais complicados implicados na cicatrizacdo de feridas, com predominancia em
feridas cronicas. Esses tipos de feridas sdo de dificil tratamento e constituem um desafio
significativo na salde publica (Grande; Puca; Murari, 2020).

O Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria Gram-positiva atrelada a
maioria das infecgdes nosocomiais e adquirida na comunidade, com elevadas taxas de
morbimortalidade. Ele € comumente encontrado na pele, mucosa nasal e palpebras, sendo
uma das principais causas de infeccGes em tecidos moles. LesGes infeccionadas por esse
agente etioldgico levam a complicagdes na cicatrizacdo epitelial, inibindo a migragdo celular
(Putra et al., 2019).

Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria Gram-negativa, pertencente ao grupo
das enterobactérias que estdo presentes no limen intestinal dos seres vivos. Sua colonizagado
no trato gastrointestinal (TGI) em mamiferos ocorre a partir de fontes ambientais ap6s o
nascimento. Ainda que diversas cepas sejam comensais, algumas alcancaram modificacdes
genéticas, ou seja, genes de viruléncia, gerando aumento na patogenicidade em humanos
(Puig-Asensio et al., 2020).

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) € um bacilo Gram-negativo, aerobio,
cuja mobilidade é realizada através de flagelos, tornando-o com excelente motilidade. Trata-se
de um patégeno oportunista e um dos principais contribuintes na colonizacédo e infeccdo de
gueimaduras e feridas em pacientes imunocomprometidos. Outro atributo interessante desse
agente é a capacidade em difundir rapidamente genes de resisténcia, através dos mediadores,
conhecidos como plasmideo. Devido a esse comportamento e ampla variagdo de mecanismo
de viruléncia, existe uma escassez de antibioticos para combater as infeccBes causadas por
esse microrganismo (Nasser; Ogaili; Palwe; Kharat, 2020).

O género Candida institui o substancial grupo de leveduras que promovem
infeccbes oportunistas em humanos. Ele constitui-se de mais de 150 espécies, que podem
habitar o TGI, sistema genitourinario, pele e mucosa respiratoria. Entre as espécies, a Candida
albicans é a mais comum e apresenta variadas manifestacoes clinicas, desde sintoma cuténeo-
mucoso a sistémico. Ela é uma das causas mais comuns de colonizagdo de feridas em
gueimaduras e esta associada a infec¢Oes persistentes, ocasionando perda de enxerto de pele e
inibindo o processo cicatricial (Farjah; Farahpou, 2020).

E evidente que os patégenos referenciados prolongam o estagio inflamatério,

impedindo a producdo de MEX e gerando retardo cicatricial (Putra et al., 2019). O
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crescimento exponencial dos casos de resisténcia aos antimicrobianos, na atualidade, vem
estimulando o desenvolvimento de estudos com foco nos recursos naturais para a descoberta
de novas moléculas bioativas, que, em conjunto aos antibidticos usuais, possam auxiliar no

controle da resisténcia microbioldgica (Vieira et al., 2021a).

3.4 Plantas medicinais

Desde outrora, as PM vém sendo utilizadas para multiplos fins, em especial para o
tratamento de feridas. Os saberes curativos sobre essas plantas vém passando de geracdo a
geracdo, através do conhecimento baseado em experiéncias. Na atualidade, ocorre 0 aumento
quantitativo de publicagdes com o propdsito de provar, através da ciéncia, os seus efeitos,
uma vez que ela exprime consideravel fonte de metabdlitos que desempenham atividades
bioativas (Silva et al., 2018a; Vieira et al., 2021a; Vieira et al., 2021b).

Muitas preparagOes, a partir das PM, sdo comercializadas sem garantia da
qualidade e sdo consideradas inseguras para 0 uso (raizes, cascas e folhas secas), deixando o
usuario em risco de toxicidade, uma vez que ndo foram testadas quanto aos efeitos
toxicoldgicos e farmacologicos (Vieira et al., 2021a; Vieira et al., 2021b). Nessa circunstancia,
sd80 necessarias pesquisas sobre espécies de plantas comumente usadas para instituir
evidéncias de alto rigor cientifico relacionadas a sua eficacia e seguranca terapéutica (Silva et
al., 2018b).

Muitos fitoquimicos presentes nas PM possuem beneficios associados a salde,
incluindo propriedades de eliminacdo de radicais livres e antioxidantes. Estudos revelam a
melhora significativa na cicatrizagdo de feridas cutdneas apds a aplicacdo tdpica de
metabolitos secundarios (Vieira et al., 2021a; Vieira et al., 2021b).

Ao prelecionar sobre PM e seus compostos, importa avultar que o Ministério da
Saude aprovou em 2006 a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF),
que se firma ndo s6 como parte estrutural das politicas publicas de salde, desenvolvimento
econémico, social e ambiental, mas também como um dos meios fundamentais para a
transversalidade na implantacdo de agOes capazes de promover progressos na qualidade de
vida dos brasileiros (Brasil, 2006).

A introducdo das PM e da Fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS) para o
tratamento dos distarbios da salde teve inicio a partir da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), publicada na forma das Portarias Ministeriais n® 971,
de 03 de maio de 2006, e n° 1.600, de 17 de julho de 2006. Tal politica legitimou o uso de PM

voltado para uma medicina humanizada, holistica, e estabeleceu um crescimento do exercicio
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dessas praticas terapéuticas na saude publica nacional.

3.5 Delonix regia

Curiosamente, em 1828, o botanico austriaco Wenzel Bojer (1797-1856)
descobriu a espécie D. regia, pela primeira vez, em Foulpointe, Madagascar. Um ano depois,
a arvore foi categoricamente descrita como Poinciana regia Bojer ex Hook. A descoberta foi
publicada na revista botanica de Curtis’s. Em 1837, Rafinesque mudou a espécie para seu
novo género Delonix, chamando-a taxonomicamente de Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf.,
escolhendo o nome do género em alusdo as longas garras das pétalas (grego delos,
‘conspicuo’, ‘visivel’ ou ‘evidente’ e Onix, ‘garra’) (Lewis, 2020; Santos et al., 2024b).

O género Delonix inclui 12 espécies, duas da Africa e dez de Madagascar. Com
base em dados moleculares, D. regia é a Unica espécie do género com flores vermelhas
brilhantes, as outras 11 espécies do género possuem mais pétalas brancas (desbotando para
amarelo ou rosa) ou, mais raramente, pétalas completamente amarelas (Lewis, 2020; Santos et
al., 2024b).

D. regia é uma arvore de rapido crescimento com copa em forma de guarda-chuva,
espalhando galhos longos, quase horizontais, que formam um didmetro maior que a altura da
arvore (Figura 5). A planta é colhida para os mais diversos usos, incluindo medicinal,
alimenticio, madeireiro, entre outros. Suas folhas, flores, sementes e casca conttm uma
variedade de compostos medicinais, embora as folhas e flores sejam geralmente as fontes
mais ricas da maioria desses compostos (Lewis, 2020; Rahman et al., 2020; Murthy; Paek,
2021; Lima et al., 2022; Santos et al., 2024b).

Figura 5 — Espécie arbdrea adulta de D. regia.

Fonte: Imagem proépria.
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Diferentes partes dessa espécie sdo utilizadas na medicina tradicional para tratar
uma variedade de doencas, incluindo prisdo de ventre, inflamac&o, artrite reumatdide, diabetes
e pneumonia por maléria. Na sua composicao, foram escritos muitos compostos bioativos,
incluindo alcaloides, P-sitosterol, carotenoides, flavonoides, lupeol, é&cidos fendlicos,
saponinas, esterois e taninos (Rahman et al., 2020; Bhowmik; Ghosh; Bhattacharya, 2021;
Murthy; Paek, 2021; Lima et al., 2022; Santos et al., 2024b).

Embora seja uma das plantas ornamentais mais cultivadas no mundo, € plantada
como planta ornamental em jardins e caminhos nos tropicos. No Brasil, € uma arvore exotica,
amplamente distribuida em pragas, calgadas, canteiros e parques (Lima et al., 2022; Santos et
al., 2024b).

Sua arvore € caducifélia ou semidecidua, de 5 a 30 m de altura, geralmente
florescendo com desenvolvimento de folhas jovens; o tronco nao é ramificado, tem didmetro
superior a 50 cm; casca cinza claro, lisa, com superficie fina e quebradica; estipulas pinadas
ou bipinadas, foliaceas, caducas. As folhas possuem de 8 a 25 (ou mais) pares de pinas
foliolos em 15 a 30 pares opostas por pinas, raque foliar canalizadas acima, finamente
pubescente sob lupa; folhetos oblongos, 4 a 12 x 1,5 a 5 mm, minuciosamente pubescentes
quando vistos a lupa, especialmente na veia central abaixo. Inflorescéncias racemosas, com
pedicelos de 3,5 a 8,5 cm de comprimento, glabros (Lima et al., 2022; Santos et al., 2024b).

Suas flores (Figura 6) sdo grandes e vistosas, medindo cerca de 8 a 11 cm de
diametro, de cor escarlate brilhante, sua corola pentamera tem cinco pétalas, uma superior
(média) com variegagdo de branco ou amarelo cremoso estriado e manchada de vermelho e
uma margem vermelha e quatro vermelhas. Seu célice possui sépalas livres, medindo cerca de
2 a 3,1 cm de comprimento, superficie externa glabra verde-amarelada e superficie interna

curta e pubescente, rica em tricomas (Lima et al., 2022; Santos et al., 2024b).

Figura 6— Apresentacao da inflorescéncia (D. regia).

Fonte: Universidade Federal do Mato Grosso, (2022).
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Suas pétalas medem cerca de 7 cm, com margem ondulada ou crespa, encurtando-
se e formando uma garra longa e delgada; o androceu possui cerca de dez estames
pubescentes vermelhos, ricos em tricomas, com cerca de 4 a 5 cm de comprimento; suas
anteras possuem aproximadamente 4 mm de comprimento, ricas em polen; seu ovario é
pubescente, grande e de cor amarelo-esverdeado (Lima et al., 2022; Santos et al., 2024b).

Seu fruto € um deiscente, lenhoso, em forma de botdo, achatado lateralmente,
geralmente pouco encurvado, medindo cerca de 40 a 70 x 4 a 6,3 x 1 a 1,3 cm, variando na
cor do marrom escuro ao preto quando maduro e verde quando imaturo, contendo cerca de 30
a 50 sementes oblongas e ligeiramente compridas, medindo cercade 17a23x5a7 x4 a5
mm (Lima et al., 2022; Santos et al., 2024b).

Quanto ao habitat da D. regia, no seu local de origem, desenvolve-se em florestas
secas, deciduas, areas carsticas, escarpas de calcarias e, muitas vezes, nas florestas mais altas
de vocorocas e desfiladeiros de rios. A sua floracdo estd documentada entre os meses de
setembro e janeiro (Lewis, 2020), todavia, no Brasil, devido aos diversos biomas e variagoes
climaticas, € observada atemporalidade (Santos et al., 2024b).

Quanto a taxonomia, a espécie D. regia possui a seguinte classificacdo: Reino:
Plantae, Clado: Angiospermas, Clado: Eudicotyledoneae, Clado: Rosidae, Ordem: Fabales,
Familia: Fabaceae, Subfamilia: Caesalpinioideae, Género: Delonix e Espécie: Delonix regia
(Bojer ex Hook.) Ref. (The Plant List, 2023; Santos et al., 2024b).

3.6 Propriedades bioldgicas da Delonix regia

Recentemente, nosso grupo de pesquisa, da Escola de Enfermagem (EENF) da
UFAL, Brasil, realizou uma scoping review (Santos et al., 2024a) que buscou mapear as
evidéncias cientificas sobre as propriedades bioldgicas de interesse a salde que sdo atribuidas
a espécie D. regia.

Os estudos incluidos nessa revisdo demonstraram 21 atividades bioldgicas de
interesse a salde que séo atribuidas a espécie D. regia (Figura 7), como antimicrobiana (Jahan
et al., 2010; Shabir et al., 2011; Sharma et al., 2012; Mariajancyrani et al., 2013; Salem, 2013;
Sachidananda et al., 2014; Ajiboye et al., 2017; Bhokare et al., 2018; Kumar et al., 2018;
Gautam; Dwivedi, 2020), antioxidante (Shabir et al., 2011; Azab; Abdel-Daim; Eldahshan,
2013; Salem, 2013; Sachan; Chandra; Pal, 2015; Chakraborty et al., 2016; Ajiboye et al., 2017,
Ramakrishnan et al., 2018; Bankale; Olasunkanmi, 2019; Barbhuiya et al., 2020; Khan et al.,
2020; Khongkaew et al., 2021; Madu et al., 2021), anti-inflamatéria (Patra et al., 2016; da
Silva Nascimento et al., 2021; Ezaja et al., 2022; Rocio, 2022), antidiabético (Rahman et al.,
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2011; Khan et al., 2020; Eriani et al.,2021), antidiarréica (Ode et al., 2013), antiemética
(Shewale et al., 2012), diurética (Jayanthi; Amoghimath, 2018), trombolitica e anticoagulante
(Rahman et al., 2020), anticancerigena (Rajiri et al.,2020), cardioprotetor (Wang et al., 2016),
hepatoprotetora (Ahmed et al., 2011; Azab; Abdel-Daim; Eldahshan, 2013; Madu et al., 2021),
gastroprotetora (Roy et al., 2013; Sachan; Chandra; Pal, 2015; Sachan; Chandra; Pal, 2017),
nefroprotetora (Ojo et al., 2019), antimutagénico (Gautam; Dwivedi, 2021), reproducédo
assistida bovina (Muhammad et al., 2020), cicatrizacdo de feridas (Lima et al., 2022),
biopesticida (Tura, 2015; Gomez et al., 2020), antimalarico (Fatmawaty et al., 2017),
moluscicida (Mendes et al., 1986) e anti-helmintico (Ahirrao et al., 2011). Os detalhes desses
estudos podem ser consultados através do Apéndice Ae B.

Todos os estudos citados demonstraram de forma unanime que as acoes bioldgicas
da D. regia se devem a presenca significativa de compostos bioativos, como flavonoides,
fendis, taninos, alcaloides, saponinas, esteroides, carotenoides, acidos fendlicos e antocianinas
e sua atividade antioxidante, que apresenta efeito sinérgico quando néo isolada (Santos et al.,
2024a).



Figura 7 — Atividades bioldgicas atribuidas a espécie D. regia.
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Fonte: A ilustagdo da Delonix regia foi extraida de Delstudio | Dreamstime.com.
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4 METODOS

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo pré-clinico, de abordagem quantitativa, do tipo
experimental, no qual foram avaliadas as propriedades antioxidante, antimicrobiana e
migracéo celular, a partir da coleta e testes laboratoriais in vitro do EHADr e suas fragoes.
Para Low e colaboradores (2021), os estudos experimentais in vitro, relacionados a
cicatrizacdo de feridas, sdo realizados para simular o processo de proliferacdo e migracao
celular durante as fases inflamatdrias e proliferativas. Esses ensaios possibilitam realizar
triagem de alto rendimento, propiciando a selecdo de tratamentos terapéuticos antes de
prosseguir para um estudo in vivo. Observa-se que 0s ensaios in vitros sdo preferiveis por ser

versateis, simples e de baixo custo.

4.2 Desenho experimental

Inicialmente, a espécie vegetal D. regia foi coletada, identificada, catalogada e
preparada para a extracdo por maceracdo a frio em etanol (70%). Depois disso, 0 extrato
hidroalcodlico foi rotaevaporado e concentrado, seguido pelo processo de particionamento por
solventes de polaridade crescente, obtendo-se o0 extrato e as suas fragdes. Ensaios
antioxidantes, antimicrobianos e a migracdo celular, usando a linhagem de células de
queratindcitos humanos (HaCaT), foram realizados. Esse desenho experimental € ilustrado na

Figura 8.

Figura 8 — Desenho experimental da pesquisa.
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Legenda: Em I, identificacdo, coleta e catalogacdo da D. regia; em Il, obtencdo das pétalas; em Ill, preparagdo
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do extrato hidroalcoodlico e fragdes utilizando rotaevaporador e funil de decantacdo; em IV, produto final do
extrato e fragOes; em V, avaliagdo quantitativa do teor de fenois, flavonoides e capacidade sequestradora de
radicais livres; em VI, analise da atividade antimicrobiana frente as bactérias gram-positiva, gram-negativas e a
um fungo; em VII, manutencéo, plaqueamento, tratamento e andlise morfoldgica da linhagem HaCaT com as
amostras; em VIII, leitura do ensaio de viabilidade celular por MTT; e em IX, avaliagdo e quantificacdo da
migracao das células HaCaT. Figura criada com algumas imagens préprias e com imagens da Servier Medical
Art Commons Attribution 3.0 Unported License (https://smart.servier.com), com posterior modificacdo através
do PowerPoint 2016®.

4.3 Coleta e identificacdo taxondmica do material vegetal

Ramos reprodutivos de exemplares adultos de porte arbdéreo da espécie D. regia
(Boje ex Hook.) Raffin foram coletados na Avenida Durval de Gdes Monteiro (9°34'42.2"S
35°46'08.4"W), no periodo de florescéncia, em 13 de maio de 2023. A espécie foi
devidamente identificada taxonomicamente, e trés exsicatas foram depositadas no Herbario
MAC do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas, sob o nimero 68141 (Anexo A).
A coleta do material foi autorizada através de pareceres técnicos da Superintendéncia
Municipal de Desenvolvimento Sustentdvel de Macei6 (540/2023, processo
06900.39880/2023) (Anexo B) e da Autarquia Municipal Sustentavel e Limpeza Urbana
(n°109/2023) (Anexo C).

4.4 Confeccdo da prancha botanica da espécie Delonix regia

Seguindo os preceitos metodicos de Campos, Santos Filho e Soares (2023), as
estruturas vegetais da espécie D. regia foram fotografadas (Figura 9) sobre um tecido de cor
preta, ao lado de uma trena Tramontina® com fita de aco 5 m, usando a cdmera de um
smartphone Android, dando énfase as suas estruturas (caule, pedinculo, folhas, célice, corola,
androceu e gineceu).

Para a confeccdo da prancha botanica (PB), foi utilizado o software Adoble
Photoshop Portable 2021®, cujas fotografias foram tratadas, isoladamente, removendo o seu
fundo e apagando sombras perpendiculares. Posteriormente, as fotografias foram agrupadas,
constituindo-se, assim, a PB da espécie estudada. Visando garantir uma imagem de alta
resolucéo, a PB foi confeccionada em uma resolugdo de 300 px. Para descrever o tamanho de
cada estrutura, foram utilizadas como unidades de medidas de comprimentos o milimetro

(mm) e o centimetro (cm).
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Figura 9 —Fotomontagem das fotografias para confeccéo da PB da D. regia.

Legenda: a: ramo reprodutivo; b: ramo; c: botdo da flor em plano frontal lateral; d: calice com sépalas livres em
plano frontal superior; e: sépalas separadas em plano frontal superior; f: sépalas separadas em plano abaxial; g:
flor, representada por célice, corola pentdmera, gineceu e andoceu em plano frontal superior; h: flor,
representada por célice e corola pentdmera em plano abaxial; i: pétalas laterais (x 4) e mediana superior (x 1) em
plano frontal superior; j: androceu (conjunto de estame) ao redor do gineceu em plano frontal lateral; k e I:
gineceu incluindo um ovario em plano frontal lateral. Essa figura foi criada com imagens proprias e foi
modificada utilizando o Adoble Photoshop Portable 2021®.

4.5 Preparacao do extrato hidroalcodlico das pétalas de Delonix regia

Apbs a coleta do material in natura, foram retirados os peciolos, sépalas, estames
(antera e filete), carpelo (estigma, estilete e ovario) das flores de D. regia, armazenando
apenas as suas pétalas laterais e mediana superior. Posteriormente, o material vegetal (2530 g)
foi seco em uma estufa adaptada por trés dias (50°C) (Simdes et al., 2019).

Apbs a secagem, o material vegetal apresentou um peso de 230 g, sendo
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posteriormente triturado através de um liquidificador Mondial® (Turbo Inox L-1100-Bl) e
submetido a extracédo a frio pelo processo de maceracdo em etanol 70°GL (1000mL) por 48h.
O extrato foi filtrado utilizando filtro de celulose 100% (Melitta 103®), com porosidade
média de 40 um. O residuo obtido foi submetido a esse processo por mais quatro vezes até o
completo esgotamento do material. O conteudo filtrado foi armazenado em um recipiente de
vidro, vedado hermeticamente e protegido da luz (Simdes et al., 2019).

Apbs a obtencdo do EHADr, o material foi concentrado e evaporado usando um
rotaevaporador (Fisaton 558®) a 80 rpm, temperatura de 50°C-59°C e pressao de 650 mmHg,
visando preservar 0s compostos termossensiveis. Para completa evaporacdo do solvente, o
EHADr foi mantido em banho Maria a 45°C por seis dias. O EHADr foi pesado para obtencéo
do rendimento, baseado na metodologia utilizada por Cabral et al. (2009), com modificacGes
(Figura 10).

4.6 Preparacao das fracdes de Delonix regia

Foram submetidas 82,619 g do EHADr ao processo de particionamento liquido-
liquido (Cabral et al., 2009), com solventes de polaridade crescente: hexano, cloroférmio e
acetato de etila.

O primeiro solvente utilizado foi 0 hexano que fez o arraste dos compostos de
baixa polaridade, retirando principalmente ceras presentes nesse extrato. O EHADr foi
solubilizado em uma soluc¢éo hidroalcodlica, seguida da adi¢do de 100 mL de hexano P.A. em
funil de decantacdo. Ap0s agitacdo vigorosa, 0 material foi deixado para decantacdo. A fracédo
hexéanica obtida foi reservada, e o residuo foi novamente submetido & lavagem com hexano
por mais duas vezes seguindo o mesmo procedimento. Ao final, todo o contetdo de arraste
obtido com hexano, foi concentrado em rotaevaporador (80 rpm; 50°C) para obtencdo da
fracdo hexanica concentrada (FHDr, 0,475 g). O residuo foi utilizado para a obtencdo das
demais fracOes, seguindo o mesmo protocolo de obtencdo da FHDr, com os solventes
cloroférmio (FCDr, 1,685 g) e acetato de etila (FAEDr, 1,912 g). O residuo final, apds todos
os procedimentos, foi chamado de fracdo polar (FPDR, 78,547 g). As etapas de preparacoes
do extrato e suas fragOes estdo esquematizadas na Figura 11.

Ressalta-se que os solventes foram recuperados por destilacdo sob pressdo
reduzida, utilizando evaporador rotativo a vacuo, e o extrato bruto e as suas frages foram

conservados em refrigerador limpo a + 5°C.
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Figura 10 —Fotomontagem do percurso metodoldgico para obtencdo do EHADT.

Legenda: a e b: exemplares adultos de porte arbéreo da espécie Delonix regia; ¢ e d: coleta do material in
natura; e: exsicatas da espécie depositadas no Herbario MAC do IMA,; f: despetalacdo; g: pétalas; h: estufa
adaptada; i: pétalas secas; j: pétalas trituradas; k: extracdo a frio; I: extrato hidroalcodlico liquido; m:
rotaevaporador; n: extrato hidroalcoolico concentrado; o: extrato hidroalcoolico concentrado em Banho Maria; p:
EHADr puro. Essa figura foi criada com imagens proprias e foi modificada utilizando o Adoble Photoshop
Portable 2021®.



Figura 11 — Etapas do processo de extracdo do EHADr e fracGes.
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[ Esgotamento do material
{etanol 70% por 48h)

F_-H:U]'r
(82,619g)

Particionamento liquido-liquido
(fuml de decantacio)

|

Lavagem com Hexano
(100 mL / trés vezes)

Lavagem com Cloroformio
(100 mL / trés vezes)

Lavagem com Acetato de Etila
(100 mL / trés vezes)

[ Residuo

Rotaevaporagio
(80 rpm / 50°C / 630 mumHg)
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EHADr
(6,722 g)

FHDr
(0475 g)

FCDr
(1,685 g)

FPDr
(78,547 g)
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4.7 Caracteristicas Organolépticas

As caracteristicas organolépticas foram analisadas de acordo com o Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos, sugerido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(2004), sendo avaliados os parametros: cor, sabor, odor e aspecto. Seguindo observacgdes
desse Guia, dois membros do grupo de pesquisa participaram como avaliadores das
caracteristicas organoléptica do extrato e de suas fragdes, de forma cega, em que apenas 0
pesquisador tinha conhecimento do material avaliado no momento.

Para a avaliacdo da cor, um fragmento do tamanho de um gréo de arroz de cada
substancia supracitada foi retirado do seu respectivo frasco através de uma espatula (mexedor
plastico para café tipo palheta cristal) e riscado em uma folha de papel A4. Para a avaliagdo
do sabor, um fragmento do tamanho de um terco de grdo de arroz de cada substancia
supracitada foi retirado do seu respectivo frasco atraves de uma espatula (mexedor plastico
para café tipo palheta cristal) e foi oferecido aos participantes para degustacao.

Para a avaliagdo do odor, cada participante recebeu um frasco contendo as
substancias identificadas através de nameros romanos (1, I1, 111, 1V, V), sendo I, fracdo polar,
I1, acetato de etila, I1, cloroférmio, 1V, hexano e V extrato hidroalcodlico. Apés a inalacdo do
seu odor, foram descritas as notas olfativas. Quanto ao aspecto, esses frascos foram
observados com o auxilio de uma lupa (10X). Ressalta-se que as substancias presentes nos
frascos foram sorteadas aleatoriamente, ndo sendo comunicado aos participantes sobre a sua

identificacdo real e garantindo o ensaio cego.

4.8 Screening fitoquimico
4.8.1 Determinacdo do teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau
4.8.1.1 Curva de calibracdo da catequina

Foi utilizada a curva de calibracdo da catequina (CisH140s) (1 mg/mL)
desenvolvida por Borges (2021), cujo ensaio foi desenvolvido em triplicata. Observou-se a
mudanca de coloracdo, de esverdeado para azul, utilizando um espectrofotémetro (UV-Mini
da marca Shimadzu®), no comprimento de 750 nm. A quantidade de fendis totais foi validada
atendendo aos pardmetros de curva de calibracdo, precisdo, precisdo intermediaria e exatid&o,
que sdo requisitos minimos de validacdo de metodologias analiticas expressas na Resolucao
da Diretoria Colegiada (RDC) 166/2017 (Anvisa, 2017).

4.8.1.2 Teor de fendis totais do EHADr e fragdes
Preparou-se uma solugédo estoque proveniente do EHADr, FHDr, FCDr, FAEDr e
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FPDr, na concentragdo de 2 mg/mL em etanol absoluto (C:HsOH). Posteriormente, transferiu-
se para um baldo de 10 mL 250 pL de Folin-Ciocalteu, adicionaram-se 3 mL de agua destilada
e retirou-se uma aliquota da solucdo estoque em diferentes concentragdes (12,5; 25 e 50
pg/mL), agitando-a suavemente por 1 minuto, em seguida adicionaram-se 600 pL de solucédo
de carbonato de calcio (CaCOz) a 15%, agitando-a por 30 segundos e acrescentou-se agua
osmose reversa (OR) até completar os 10 mL (Borges, 2021).

Apds esse procedimento, 0 baldo permaneceu no escuro, em uma caixa de isopor,
por 2h, para que ocorresse a reacdo. O teste foi realizado em todas as concentragdes
supracitadas. A analise foi realizada em triplicata, e a leitura, através de um espectrofotémetro
(UV-Mini da marca Shimadzu®), em comprimento de onda de 750 nm (Figura 12) (Borges,
2021).

A concentracdo de fendis totais foi calculada na amostra do EHADr e fracGes,
cujos dados de absorbancia foram transformados em concentracdo pela equacgdo da reta (y =
ax + b). O conteudo total de fendis foi expresso em porcentagem (%) de Catequina
Equivalente (CE), considerando o seu teor seco. Assim, o contetdo total de fenois foi
determinado usando uma curva padrdo de catequina em sete pontos de concentracdes
(Apéndice C). Y = 0,0766x - 0,0566, onde y é a absorbancia e x é a concentracdo; (R? =
0,9981) (Borges, 2021).

Figura 12 — Representacdo da metodologia de determinacdo do teor de fendis totais pelo
método de Folin-Ciocalteau.

250 pL de Folin-Ciocalteu Ambiente escuro 120” * de 750 nm

3mL de AD ABS em triplicata
[ 1* do extrato/fragdo por 1°

600uL de Carbonato de Cileio a 15% 30™
Completar baldo de 10 mL com AD

- -
Legenda: * concentracao de 12,5; 25 e 50 ug/mL do EHADr, FHDr, FCDr, FAEDr e FPD. Figura criada com

algumas imagens préprias e com imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://smart.servier.com) e a imagem foi modificada com o PowerPoint 2016®.

4.8.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais
4.8.2.1 Curva de calibracéo da quercetina

Foi utilizada a curva de calibracdo da quercetina (CisH1007) (1 mg/mL),
desenvolvida por Borges (2021), cujo ensaio foi desenvolvido em triplicata, utilizando um
espectrofotbmetro no comprimento de 425 nm. A quantidade de flavonoides totais foi
validada atendendo requisitos minimos de validagdo de metodologias analiticas expressas na
RDC 166/2017 (ANVISA, 2017).
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4.8.2.2 Teor de flavonoides totais do EHADr e fragoes

Foram retiradas a partir da solucdo estoque aliquotas com volumes suficientes
para atingir as concentrac@es finais de 300, 400, 500 e 600 pug/mL do EHADr, em seguida,
100 pL de cloreto de aluminio (AICI3) a 5%, completando-se o volume do bal&o (5 mL) com
metanol absoluto (CH3OH), agitando-o suavemente por 5 segundos (Borges, 2021).

Apos esse procedimento, o baldo permaneceu protegido da luz por 30 minutos
para que ocorresse a reacdo. O teste foi realizado em todas as concentracfes supracitadas. A
analise foi realizada em triplicata, e a leitura realizada através de um espectrofotdometro (UV-
Mini da marca Shimadzu®), em comprimento de 425 nm (Figura 13) (Borges, 2021).

A concentracdo de flavonoides totais foi calculada na amostra do EHADr e
fracdes, cujos dados de absorbancia foram transformados em concentracdo pela equacao da
reta (y = ax + b). A variabilidade do método foi estimada pelos dados de precisdo e exatidao
durante a validagdo do método analitico. O contetdo total de flavonoides foi expresso em %
de Quercetina Equivalente (QE), considerando o seu teor seco. Assim, o contetdo total de
flavonoides foi determinado usando uma curva padrdo de quercetina em sete pontos de
concentracdes (Apéndice D). Y = 0,1151x - 0,0335, onde y é a absorbancia e X € a
concentragéo; (R? = 0,9982) (Borges, 2021).

Figura 13 — Representacdo da metodologia de determinacdo do teor de flavonoides totais pelo
método do cloreto de aluminio.

—_— [ 1* do extrato/fracdo por 17 Ambiente escuro 30° A de 425 nm
100 pL de Cloreto de Aluminio 5% ABS em triplicata
Completar baldo de 5 mL com metanol

7 Y
Legenda: * concentracdo de 300, 400, 500 e 600 pg/mL do EHADr, FHDr, FCDr, FAEDr e FPD. Figura criada
com algumas imagens proprias e com imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported
License (https://smart.servier.com) e a imagem foi modificada com o PowerPoint 2016®.

4.9 Atividade Antioxidante
4.9.1 Atividade de captura do radical livre DPPH
4.9.1.1 Preparagdo do DPPH

A avaliagdo do potencial antioxidante foi realizada seguindo o protocolo de
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e adaptado de Borges (2021), em que foi pesado
0,004 g de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) em uma balanga analitica (Shimadzu AX
200®), apos, solubilizado, utilizando um baldo ambar de 100 mL, em etanol absoluto para
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preparacdo de uma solucdo estoque de 100 mL de DPPH de 0,04 mg/mL, mantendo-a sob

refrigeracdo e protegida da luz.

4.9.1.2 Avaliacao da atividade antioxidante do EHADr e fracdes

Foram retiradas a partir da solucdo estoque aliquotas com volumes suficientes
para atingir as concentragdes finais de 12, 25, 50, 100 pg/mL do EHADr, 30, 40 e 100 pg/mL
da FHDr, 10, 12,5 e 50 pg/mL da FCDr, 1,5; 3, 6 e 8 pg/mL da FAEDr e 30, 40, 50 e 120
pg/mL da FPDr, adicionaram-se 2 mL da solucdo de DPPH e completou-se o volume do baldo
(5 mL) com etanol absoluto (Borges, 2021).

O acido ascorbico (CsHsgOe) € a quercetina a 0,125 mg/ml foram utilizados como
padrdes para comparar a Concentracdo de Inibi¢do 50% (ICso) do extrato puro. O ensaio foi
realizado em diferentes concentracdes (0,3, 0,63 e 1,25 pug/mL) do acido ascorbico e (0,3,
0,63 e 2,5 pg/mL) de quercetina. A anélise foi realizada em triplicata, e a leitura, em
espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 518 nm, adicionaram-se 2 mL da solucéo de
DPPH e completou-se o volume do baldo (5 mL) com etanol absoluto (Borges, 2021).

Apds 30 minutos protegido da luz, a quantificacdo da descoloracdo foi obtida,
mediante leitura no espectrofotdmetro (UV-Mini da marca Shimadzu®) em modo fotometria
com um comprimento de 518 nm (Figura 14). Diante dos dados obtidos, conseguiu-se avaliar
o percentual de reducdo do radical DPPH através da seguinte equacéo:

(100 — (A amostra — A branco) x 100

A controle

% Atividade Antioxidante =

Onde: A amostra = absorvancia da solucdo DPPH (amostras); A branco = absorvancia da
solucdo das amostras sem adicdo de DPPH; A controle = absorvancia da solucéo referéncia de
DPPH (Borges, 2021).

Infere-se que os resultados obtidos foram expressos em % de reducdo do DPPH
gue as amostras (EHADr, FHDr, FCDr, FAEDr, FPDr, &cido ascorbico e quercetina) eram
capazes de retirar da solucdo. A ICso, quantidade de antioxidante necessario para reduzir a
concentragdo inicial de DPPH em 50%, foi definida e determinada utilizando o programa
Excel®, a partir de uma curva de regressao linear, obtida plotando-se no eixo da abscissa as
concentragdes das amostras (ug/mL) e na ordenada a porcentagem de DPPH que foi reduzido.
Apos, foi obtida a equacdo da reta y = ax + b, onde o y foi substituido por 50 para determinar
em qual concentracdo X do extrato e dos padrdes haveria 50% de reducdo do DPPH, sendo
utilizadas quatro (12-100 pg/mL) concentracGes para o extrato e suas fracoes e trés (0,3-2,5
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pg/mL) para os padrdes (Borges, 2021).

Figura 14 — Representacao da metodologia de atividade de captura do radical livre DPPH

== [ ]* do extrato/fracdo Ambiente escuro 30° A de 518 nm
2 mL de DPPH ABS em triplicata
Completar baldo de 5 mL com Etanol AB Vi

Legenda: * concentracdo de 12, 25, 50, 100 pg/mL do EHADr, 30, 40 e 100 pg/mL da FHDr, 10, 12,5 e 50
pg/mL da FCDr, 1,5, 3, 6 e 8 ug/mL da FAEDr e 30, 40, 50 e 120 pug/mL da FPD, 0,3; 0,63 e 1,25 pg/mL do
acido ascorbico e 0,3; 0,63 e 2,5 ug/mL) de quercetina. Figura criada com algumas imagens proprias e com
imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported License (https://smart.servier.com) e a
imagem foi modificada com o PowerPoint 2016®.

4.10 Avaliagéo da atividade antimicrobiana in vitro
4.10.1 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Para avaliar a CIM, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, conforme
documento do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Separadamente, 20
mg do EHADr e de suas fragdes foram diluidas em 20 mL de PBS + DMSO a 1% (pH 7,44)
para obten¢@o de uma concentracdo estoque de 1000 pg/mL.

As solucdes estoques foram acondicionadas em um refrigerador, em temperatura
de 5 + 2°C até o momento do uso. Previamente ao momento do uso, as solucbes foram
deixadas em temperatura ambiente e homogeneizadas manualmente por 5 minutos.

Foram utilizados espécimes microbioldgicos padronizados pela American Type
Culture Collection - ATCC/Manassas - VA/USA, sendo elas: bactérias Gram-positiva
(Staphylococcus aureus [CCCD-S009]), Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa [ATCC-
27853] e Escherichia coli [ATCC-25922]), e o fungo leveduriforme Candida albicans
(CCCD-CC001).

A CIM foi realizada em microplacas de poliestireno de 96 pogos estéreis, com 12
colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Para isso, os indculos foram preparados em solugéo salina
estéril e tamponada e a suspensdo bacteriana, determinada pela turvacdo do tubo 0,5 de escala
de McFarland, com a concentragéo final (CF) de bactérias de 5 x 10* UFC/poco ao inocular 5
uL, dessa suspensdo em cada orificio. Nesse interim, para a suspensao fungica, a CF foi de
0,5a2,5 x 10° UFC/mL (adaptado de Vieira et al., 2021a).

Todos os pocos foram preenchidos com 100 pL de meio de Mieller Hinton, para
bactérias, e meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI), para o fungo. Inicialmente, a linha A
daplacal—colunala3,4a6e7a9-—foipreenchida com 100 ug/mL do EHADr, FHDr e
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FCDr a 1000 pg/mL e a linha A da placa 2 — coluna 1 a 3 e 4 a 6 — foi preenchida com 100
pg/mL da FAEDr e FPDr a 1000 pg/mL respectivamente (adaptado de Vieira et al., 2021a).

Subsequentemente, a linha B da placa 1 — coluna 1 a 3, 4a6e7 a9 — foi
preenchida com 100 pg/mL do EHADr, FHDr e FCDr a 1000 pg/mL, e a linha B da placa 2 —
coluna 1 a 3 e 4 a 6 — foi preenchida com 100 pg/mL da FAEDr e FPDr a 1000 pg/mL,
respectivamente. Ap6s homogeneizacdo, o mesmo volume foi transferido para a linha C,
repetindo-se esse procedimento até a linha H, obtendo-se assim concentragdes decrescentes
do extrato e fragdes (1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62 e 7,81 pg/mL). Posteriormente,
foram adicionados em cada po¢o 5 pL do inéculo microbiano (adaptado de Vieira et al.,
2021a).

Para certificar-se que o agente solubilizante ndo estava inibindo o crescimento
microbioldgico, foi confeccionada uma coluna com meio de cultura, agente solubilizante
(PBS + DMSO a 1%) e indculos, denominada de Controle Negativo (CN), correspondente a
coluna 10. Para certificar-se da viabilidade dos espécimes microbioldgicos, foi confeccionada
uma coluna na microplaca chamada de Controle de Crescimento (CC), onde somente foi
adicionado o meio de cultura e os in6culos, correspondente a coluna 11 (adaptado de Vieira et
al., 2021a).

Para certificar-se da esterilidade da microplaca, foi confeccionada uma coluna
somente com o0 meio de cultura, chamando-a de Controle de Esterilidade (CE),
correspondente a coluna 12. Por fim, quatro colunas foram confeccionadas como Controle
Positivo (CP), onde foi preparada uma concentracao de estoque de meropeném tri-hidratado a
1000 pg/mL (coluna 7 a 8) e ceprofloxacino 1000 pug/mL (coluna 9 a 10), para as bactérias, e
fluconazol a 1000 pg/mL (coluna 7 a 10), para a fungica, sendo adicionados 100 pL das
solugdes nas suas colunas reservadas na linha A, 100 pL das solugdes na linha B. Apds
homogeneizacdo, 0 mesmo volume foi transferido para a linha C, repetindo-se esse
procedimento até a linha H (adaptado de Vieira et al., 2021a).

Devido a probabilidade da CIM dos padrdes ser inferior a 7,81 pug/mL, ampliou-se
as suas linhas acrescentando outra placa abaixo, ou seja, inserindo mais oito microdilui¢des
(linha I a P), obtendo-se respectivamente 3,90, 1,95, 0,97, 0,48, 0,24, 0,12, 0,06 e 0,03 pg/mL.
Ressalta-se que o experimento foi executado em triplicata bioldgica (adaptado de Vieira et al.,
2021a).

As microplacas foram entdo incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24
horas. Apos esse tempo, acrescentou-se a cada um dos pocos 20 pL de uma solugdo aquosa de

resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-0xido) a 0,1%, com nova incubagdo por 4
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horas a 37°C. Para esse preparo, 0,1 g de resazurina foi solubilizado em 100 mL de &gua
destilada estéril. Ap6s incubacdo, foi realizada a leitura das placas. Os pogos que
apresentaram coloracao azul foram considerados como prova positiva do efeito inibitorio do
particionado, e a cor vermelha como crescimento microbioldgico.

A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato capaz de inibir a
proliferacdo microbiana. Para garantir a coeréncia entre os resultados obtidos, o experimento
foi executado em triplicata bioldgica (Vieira et al., 2021a).

Conforme os critérios estabelecidos por Ayres et al. (2008), o grau de atividade
antimicrobiana foi: CIM de até 100 ug/mL (alta), CIM de 100 a 500 pg/mL (moderada), CIM
de 500 a 1000 pg/mL (fraca) e CIM superiores a 1000 pg/mL (inativos).

4.10.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM) / Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
Apos a andlise das microplacas, 10 pL de cada pogo (valores iguais ou acima das
CIMs) foram semeados em placas de Petri contendo meio de cultura de agar Mueller Hinton
(bactérias) e agar Sabouraud dextrose (fungo). Logo depois, as placas foram incubadas em
estufa microbioldgica a 37°C no espaco de tempo de 24 horas. A CBM ou CFM foi
considerada a menor concentracdo dos extratos capaz de impedir o crescimento
microbioldgico visivel. Para garantir a coeréncia entre os resultados obtidos, 0 experimento

foi executado em triplicata bioldgica (Vieira et al., 2021a).

4.11 Cultura celular

A linhagem celular de queratindcitos humanos HaCaT (Anexo D) foi adquirida do
Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil) e cultivada em Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS), L-
glutamina (4 mM), penicilina/estreptomicina (0,5 U/mL), piruvato de sodio (1 mM), NaHCOs
(1,5 g/L) e glicose (4,5 g/L). As células foram mantidas em uma estufa a 37°C com atmosfera
umidificada contendo 5% de CO..

4.12 Ensaio de viabilidade celular

O EHADr e as fragbes (FHDr, FCDr, FAEDr e FPDr), obtidos das pétalas de D.
regia, foram avaliados sobre a viabilidade celular de células HaCaT usando o ensaio MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltiltrazélio), adaptado de Mosmann (1983) e
da Silva et al. (2023). As células HaCaT foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade

de 1 x 10* células por pogo e permitida a adesdo entre 16 e 20 horas. Posteriormente, as
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células foram tratadas (15,625; 62,5 e 250 pug/mL) com as amostras por 24 horas. Em seguida,
as placas foram incubadas, protegidas da luz, em uma incubadora de CO2 com 23 puL de MTT,
na concentracdo de 5 mg/mL por 3 horas. ApOs a incubacdo, o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado e 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados para
leitura subsequente em um espectrofotdmetro a uma densidade Optica de 540 nm (Figura 15).

A porcentagem de células vidveis em comparagdo ao total foi calculada usando a
formula:

(O. D. celulas tratadas) x 100
(O. D. células nao tratadas)

% Ceélulas Viaveis=

Foi interpretada como: viabilidade >90%: a substancia ndo é considerada toxica,
possui efeito minimo ou nulo sobre a viabilidade celular; viabilidade entre 70 e 90%:
substéncia levemente toxica; viabilidade entre 50 e 70%: substancia moderadamente toxica;
viabilidade <50%: substancia altamente toxica, severamente toxica (Adaptado de Mosmann,
1983).

Figura 15 — Representacado da metodologia do ensaio de viabilidade celular.

y - -»/y-»

3. Tratamento com
1. Preparo suspensdo 15,625; 62,5 e 250 4. Adicionou 23 pL de
celular de 1 x 10*

pg/mL das amostras, MTT, a 5 mg/mL, a cada

2. Em placa de 96 pocos,
adicionar 100 pL da
suspensdo em cada poco,
semeando 1 x 10%

. ) ) durante 3 h
células/mL celulsfsons: Adsstn: de DMEM, Tween-20 (3%) poco durante 3 horas
durante 24 horas
16 — 20 horas
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absorbancia da placa a =] e adicionar 150 pL de 44
540 nm o | DMSO °e

Fonte: Adaptado de Magalhaes, Tha e Leme, 2018, 2018.

4.13 Ensaio de morfologia celular

As células HaCaT foram semeadas em placas de 96 pocos (1 x 10* célula/poco) e
mantidas em um intervalo de 16 e 20 horas a 37°C e 5% CO: para adeséao celular em estudo.
Em seguida, procedeu-se ao tratamento das cinco amostras (15,625; 62,5 e 250 pg/mL)
durante 24 horas. Apds a exposi¢do, os pogos foram lavados com solucédo salina tamponada
com fosfato (PBS) 1x e as células foram fixadas com 200 pL de metanol a 4-8°C durante 10

minutos. Os sobrenadantes foram descartados, e 200 pL de cristal violeta a 2 mg/mL foram
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adicionados durante 2 minutos para coloragéo. Por fim, os pocos foram lavados com PBS 1x e
as células foram fotografadas em microscopia Optica na ampliacdo de 4x e 10x (Figura 16).
(Adaptado de Asada et al., 2012).

Figura 16 — Representacdo da metodologia do ensaio de morfologla celular.
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Fonte: Adaptado de Magalhdes, Tha e Leme, 2018.

4.14 Ensaio de migracao celular in vitro: wound healing assay

Compreendendo os principios dos 3Rs (reducdo — Reductio; refinamento —
Refinement; substituicdo - Replacement) e a atual necessidade de reduzir o numero de
animais utilizados nas pesquisas, 0 método escolhido para avaliar o potencial de cicatrizacdo
do EEDR e fracGes foi o scratch assay (Figura 17) (Liang; Park; Guan, 2007; Tréz, 2018;
Low et al., 2021). Nessa etapa, as amostras EHADr, a FCDr e a FAEDr foram utilizadas por
apresentar melhor viabilidade celular através do ensaio MTT.

As células HaCaT foram cultivadas em placas de 24 pocos até atingirem uma
confluéncia entre 90-100%, foram pré-tratadas com mitomicina-C (4 ug/mL) durante 2 horas.
Em seguida, os riscos no pogo para retirada das cé€lulas e construgao da “ferida” foram feitos
usando uma ponteira de 200 uL. Apos os riscos, 0s pocos foram lavados suavemente com
PBS 1x e realizado o tratamento EHADr, FCDr e FAEDT, nas concentragdes de 15,615 e 62,5
pug/mL.

Como controle, um grupo exposto apenas a meio de cultura sem mitomicina foi
utilizado. Os pocos foram fotografados nos tempos 0 e 24 horas. Em seguida, a quantificacao
celular foi feita usando o software PhotoShop Cs 6 com base na migracdo ocorrida em cada
poco em relagdo ao tempo 0 horas. A propor¢édo de fechamento da area da ferida foi calculada
de forma que % = (area em 24h/area em Oh) x 100, (Adaptado de Takada et al., 2017).



Figura 17 — Representacdo da metodologia do wound healing assay.
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4.15 Analise estatistica

Para os ensaios de fendis totais, flavonoides totais, atividade antioxidante,
antimicrobiana e analise morfoldgica, foram utilizadas analises descritivas analiticas simples,
como descritas nos ensaios supracitados. Para os ensaios de viabilidade celular e wound
healing, os dados obtidos foram expressos como média e erro padrdo da média e analisados
estatisticamente utilizando o software GradPad Prism 8.0. Os testes ANOVA e o0 pos-teste de
Bonferroni foram realizados em todos os grupos em comparagdo ao grupo controle no ensaio
de viabilidade celular e ao grupo mitomicina no ensaio de migragdo horizontal, de modo que

as diferencas com valor de p abaixo de 0,05 (p < 0,05) foram consideradas estatisticas.
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5 RESULTADOS

5.1 Prancha botanica da espécie Delonix regia
O desenvolvimento da PB da espécie D. regia conduziu ao resultado ilustrativo-

cientifico (Figura 18) e possibilitou tecer sobre as caracteristicas gerais, morfologicas e

taxondmicas dessa espécie, contribuindo como recurso didatico-pedagdgico e promotor de

habilidades.

Figura 18 - Prancha boténica da espécie vegetal Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf.
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Legenda: a: ramo reprodutivo; b: botdo da flor; c: calice com sépalas livres; d: sépalas separadas; e: pétalas
laterais (x 4) e mediana superior (x 1); f: flor, representada por calice, corola pentdmera, gineceu e androceu; g:
androceu (conjunto de estame) ao redor do gineceu; h: estame com tricoma; i: gineceu incluindo um ovario. Essa
figura foi criada com imagens prdprias e foi modificada utilizando o Adoble Photoshop Portable 2021®.
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5.2 Obtencao do rendimento do extrato, fracGes e caracteristicas organolépticas

O extrato hidroalcodlico obtido a partir das pétalas de D. regia apresentou um
rendimento de 38,84% (89,341g) em massa de EHADr. Desse, 6,722g foram reservados e
82,619g foram submetidos ao processo de particionamento liquido-liquido, tendo como

rendimento: FHDr 0,57% (0,475g), FCDr 2,04% (1,685g), FAEDr 2,31% (1,912g) e FPDr
95,07% (78,547g) (Figura 19).

Figura 19 — Rendimento do extrato hidroalcoolico e fragbes das pétalas de D. regia.
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O EHADrr e suas fragcdes foram avaliados quanto as caracteristicas organolépticas,
sendo observadas caracteristicas peculiares a cada amostra. Verificou-se variacdo de coloracéo,
a predominancia do sabor amargo e citrico intenso, o odor amadeirado e floral, assim como o

aspecto brilhoso e viscoso entre as amostras (Quadro 1).

Quadro 1 — Caracteristicas organolépticas do EHADr e suas fragdes.

Amostra Cor Sabor Odor Aspecto

EHADr Marrom Citrico Floral adocicado Brilhoso; viscoso
intenso

FHDr Laranja Amargo Amadeirado Brilhoso; viscoso
intenso

FCDr Amarelo escuro Amargo Amadeirado Brilhoso; viscoso
intenso

Brilhoso; viscoso;

FAEDr | Amarelo esverdeado | Citrico Floral adocicado particulas sélidas

intenso arredondadas (+)
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FPDr Marrom Amargo Floral adocicado Opaco; viscoso
intenso

Legenda: (+): presenca.

5.3 Determinacéo do teor de fendis e flavonoides totais
A partir dos resultados obtidos através do ensaio para quantificar o teor de fenois
totais, foi possivel observar que a FAEDr apresentou o maior contetido fenolico, com 47,50%,
seguido da FCDr (17,79%), FPDr (6,44%), do EHADr (5,82%) e da FHDr (2,07%) (Tabela 1).
Em relacdo & composicdo de flavonoides totais, a FAEDr (2,66%) apresentou o
maior teor, seguida da FCDr (2,25%), da FPDr (1,58%), do EHADr (1,20%), sendo a FHDr

(0,30%) a que apresentou 0 menor teor (Figura 20).

Figura 20 — Teor de fendis totais em pg/mL CE e flavonoides totais em pg/mL QE do
EHADTr e fracdes.
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Legenda: Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + coeficiente de variagdo. CE: Equivalente de
Catequina; QE: Equivalente de Quercetina.
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5.4 Determinacdo da atividade antioxidante

Observou-se, usando o ensaio de DPPH, que o extrato e as fracdes obtidas de D.
regia demonstraram atividade antioxidante significativa frente ao radical livre DPPH.
Determinou-se a ICsg chegando a escala de potencial de inibi¢do de acordo com a menor ICsp,
na seguinte escala: FAEDr (4,54 pg/mL) > EHADr (18,12 pg/mL) > FCDr (24,39 pg/mL) >
FPDr (59,72 pg/mL) > FHDr (85,69 pug/mL), respectivamente (Figura 21).

A FAEDr apresentou a menor ICso de 4,54 ug/mL, tendo porcentagem maxima de
reducdo dos radicais livres de 10,51% na concentracéo testada (1,5 pg/mL). Como esperado,
0 é&cido ascorbico (1,15 pg/mL) e quercetina (1,72 pg/mL), usados como controle,

apresentaram forte atividade antioxidante.
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Figura 21 — Determinagéo da ICsp do EHADT, suas fragdes e dos padroes.
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5.5 Atividade antimicrobiana através do método de Microdiluicdo em Caldo (MIC)

Na Tabela 1, observam-se os valores de CIM, CBM e CFM, do EHADr e fracGes,
frente aos microrganismos avaliados. Observou-se que, seguindo a escala de Ayres et al.
(2008), o0 EHADr, a FHDr, a FCDr, a FAEDr e a FPDr apresentaram moderada atividade
contra S. aureus e E. coli (CIM de 250 pg/mL). Para P. aeruginosa, todas as amostras
apresentaram fraca atividade, com CIM de 500 pg/mL. Entretanto, ao analisar a atividade
fungicida frente a C. albicans, as FCDr, FAEDr e FPDr apresentaram alta atividade (CIM de
62,5 pg/mL), ja o extrato bruto EHADr e a fragdo FHDr apresentaram atividade moderada
com CIM de 125 pg/mL.

Observa-se, também, que o0s controles positivos apresentaram acentuadas
atividades, com CIM variando de 7,81 a 250 pg/mL para o meropeném, e 0,24 a 500 pg/mL
para a ciprofloxacino. O fluconazol apresentou CIM elevada de 1,95 pg/mL. O solvente
utilizado como controle negativo nao apresentou atividade frente a nenhum microrganismo.

No que diz respeito a CBM, os resultados obtidos evidenciam fraca atividade da
FAEDr contra S. aureus (CBM de 1000 pg/mL), E. coli e P. aeruginosa (CIM de 500 pg/mL)
e do EHADr contra P. aeruginosa (CIM de 500 pg/mL), assim como, quanto a CFM, a FCDr
e FAEDr apresentaram fraca atividade (CIM de 1000 pg/mL).
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Tabela 1 - Concentragdo Inibitéria Minima, Concentracdo Bactericida Minima e
Concentracdo Fungicida Minima do EHADr e fracdes.

Microrganismos

Gram-positivo Gram-negativos Fungo
Amostras . ; X
S. aureus E.coli  P.aeruginosa C. albicans
CIM CBM

CIM CBM CIM CBM CIM CFM

EHADr 250 - 250 - 500 1000 125 -
FHDr 250 - 250 - 500 — 125 -
FCDr 250 — 250 - 500 — 62,5 1000
FAEDr 250 1000 250 500 500 500 62,5 1000
FPDr 250 - 250 - 500 — 625 -
Meropeném 7,81 1000 7,81 250 250 1000 NT NT
Ciprofloxacino <0,24 1000 500 1000 0,49 1000 NT NT
Fluconazol NT NT NT NT NT NT 195 -
PBS+DMSO1% — — — — — — — —

Legenda: CIM: Concentracéo Inibitdria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima; CFM: Concentracao
Fungicida Minima; — : Ndo Apresentou Atividade nas Concentragdes Testadas; NT: N&o Testado. Os testes foram
realizados em triplicatas e repetidos duas vezes. As CIM, CBM e CFM referem-se a pg/mL.

5.6 Andlise da Viabilidade Celular e migracao em queratindcitos humanos

No ensaio de viabilidade celular, foi possivel observar os efeitos do EHADr e
fracdes frente a viabilidade e morfologia celular de queratindcitos humanos (HaCaT) apds o
tratamento por 24 horas. Observou-se, pelo ensaio de MTT, que em todas as concentragdes
testadas, o extrato EHADr e as fragdes FCDr e FAEDr ndo reduziram a viabilidade dos

queratindcitos (Figura 22).

Figura 22 — Efeitos do EHADr e suas fracfes na viabilidade das células HaCaT ap6s 24 horas.
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Legenda: As barras representam a média + SEM. Os dados foram expressos como % de células vidveis em
comparacdo com o grupo DMEM. ANOVA unidirecional seguida de pos-teste de Bonferroni (DMEM vs.
Tratamento). O valor de p foi significativo quando p < 0,05. Os testes foram realizados em triplicatas e repetidos
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duas vezes.
No entanto, a FHDr, nas concentragbes de 62,5 e 250 pg/mL, apresentou uma

reducdo na viabilidade em torno de 23 e 15%, respectivamente, e a FPDr, na concentracao de
250 pg/mL, em torno de 18%.

Utilizando coloracdo com cristal de violeta, foi possivel analisar as caracteristicas
morfologicas das células. Observou-se que o tratamento com o extrato hidroalcoolico e as
quatro fracBes obtidas a partir das pétalas de D. régia ndo apresentaram alteracGes
significativas na morfologia das células HaCaT, quando comparadas as células expostas
apenas a meio de cultura. Isso se deve a observacao da propor¢do de ocupacdo das células no
poco dos campos fotografados, que seguiu 0 mesmo padrdo do grupo controle, bem como a

preservacdo do formato poligonal celular e integridade nuclear (Figura 23).

Figura 23 - Microfotografias de células HaCaT coradas com cristal violeta e fotografadas
antes e depois da coloragéo.

DMEM DMSO 1% TWEEN 3%

15.625 pg/mL 62.5 pg/mL 250 pg/mL

Legenda: As microfotografias foram realizadas em objetivas de 4X e 10X ap6s 24 horas de tratamento com o
extrato hidroalcodlico e quatro fragdes de D. regia. A: EHADr. B: FHDr. C: FCDr. D: FAEDr. E: FPDr.
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Em relacdo ao ensaio de migracdo horizontal, o estudo seguiu com as amostras



60

que mantiveram a viabilidade celular acima de 85%. Sendo assim, foram usados o EHADr e
as fracdes FCDr e FAEDr nas concentracgdes de 15,625 e 62,5 pg/mL. Pode-se observar que o
efeito migratorio em celulas HaCaT, previamente tratadas com mitomicina-C (inibidor da
proliferacdo celular), aumentou 56,3%, 57,3% e 58,3% a migracdo celular na concentracéo de
15,625 pg/mL na FAEDr, FCDr e EHADr, respectivamente. Além disso, a concentragdo de
62,5 pug/mL da FCDr aumentou 67,2% a éarea de migracdo de queratindcitos, célula

responsavel pela epiteliza¢éo no leito da ferida (Figura 24).

Figura 24 - Efeito do extrato e fragbes obtidas a partir e D. regia na migracdo de
queratindcitos (analise microfotogréaficos).

EHADTr (ug/mL) FCDr (ug/mL) FAEDr (ug/mL)
DMEM Mitomicina 15.625 62.5 15.625 62.5 15.625 62.5

Entretanto, apenas a FAEDr na concentracdo de 62,5 pg/mL apresentou diferenga

significativa na diminuicdo da area quando comparada ao grupo mitomicina, com percentual
de 51%. As demais fracdes também apresentaram niveis satisfatorios de migracdo, com boa
tendéncia para isso, mas ndo de forma significativa, conforme mostra o grafico de

quantificacdo da Figura 25.

Figura 25 - Efeito do extrato e fragbes obtidas a partir e D. regia na migracdo de
queratindcitos (analise quantitativos).
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Legenda: Andlise quantitativa da migracdo de células HaCaT apds 24 horas de tratamento com o extrato
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hidroalcoolico e fracbes de Delonix regia. As barras representam a média = SEM. Os dados foram expressos
como % de area de fechamento da ferida em comparagdo com o tempo 0 horas. ANOVA unidirecional seguida
de pos-teste de Bonferroni (Mitomicina vs. Tratamento). O valor de p foi significativo quando p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

A busca por novos compostos com potencial farmacolégico de origem natural
continua sendo um interesse da comunidade cientifica, em especial, com potencial
antimicrobiano e que possam ser explorados no contexto de feridas. Assim, espécies vegetais
de ampla distribuicdo mundial ganham destaque, dentre elas, plantas medicinais da familia
Fabaceae, as quais vém sendo amplamente estudadas. Neste estudo, avaliou-se o potencial
antioxidante, antimicrobiano e cicatrizante in vitro da D. regia, bem como a presenca da
classe de compostos metabdlitos com interesse biologico.

Antes disso, pensando em aprofundar o conhecimento sobre a espécie aqui
estudada, buscou-se criar uma PB inédita. A PB digital da D. regia é um recurso inovador e
eficaz para o ensino de boténica e plantas medicinais. De acordo com Santos et al. (2024),
essa ferramenta oferece varias vantagens, como acessibilidade, interatividade e precisdo,
permitindo aos pesquisadores explorar detalhes da planta de forma virtual. Além disso, a PB
digital facilita a identificacdo e classificacdo das plantas, desenvolve habilidades de
observacdo e descricdo e estimula a curiosidade e o interesse pelos estudos botéanicos.
Destaca-se, também, a sua importancia para promover a aprendizagem ativa e colaborativa,
especialmente em ambientes virtuais ou remotos.

Neste estudo, utilizou-se para a extragdo dos componentes das pétalas de D. regia
0 processo de maceracdo a frio em etanol, obtendo um bom percentual de rendimento do
EHADr (35,92%). Apos o particionamento, a FPDr exibiu o maior rendimento (95,07%).

Gautam e Dwivedi (2020) observaram que o uso de metanol, cloroférmio e agua
obteve 0 melhor rendimento no processo de extracdo de compostos obtidos das folhas de D.
regia, com o metanol chegando a 41,6% de rendimento.

No estudo de Khongkaew e colaboradores (2021), os autores obtiveram um
rendimento de extrato bruto obtido por maceracdo a frio com etanol 95% das flores de D.
regia de 7,65%, sendo um rendimento inferior ao obtido no neste estudo. Pode-se sugerir com
isso que, visando a utilizacdo de um solvente alinhado & tecnologia da quimica verde e
buscando minimizar o impacto ambiental, pelas caracteristicas polares presentes nas amostras
das pétalas de D. regia, a utilizacdo de etanol 70% demonstrou melhores niveis de rendimento,
podendo ser utilizado com eficécia para o arraste de substancia com potencial biologico.

Ao avaliar as classes de metabolitos presentes no extrato bruto e nas fracoes,
verificou-se a presenca de compostos fendlicos e flavonoides. Contudo, a FAEDr foi a que

apresentou o maior teor de fenois e flavonoides totais.
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E relevante destacar que, ap0s a avaliagdo das caracteristicas organolépticas, o
extrato e fracOes das pétalas de D. regia apresentaram sabor e odor caracteristicos, podendo
estar relacionados pelos niveis expressivos de carboidratos e antocianinas em suas pétalas
(Ramakrishnan et al., 2018).

Alinhada a composicdo de metabolitos presentes no extrato e nas fragdes de D.
regia, a atividade antioxidante evidenciada neste estudo mostrou-se relevante, com o EHADr
apresentando ICso de 18,12 pg/mL e a FAEDr 4,54 pug/mL. Cabe destacar que a fragdo acetato
de etila obtida das pétalas de D. regia, além de apresentar elevado teor de compostos
fendlicos e flavonoides, apresentou uma atividade antioxidante alta em comparagdo com
outros extratos da mesma planta. Mesmo apresentando uma ICso menor que os padrfes acido
ascorbico e quercetina utilizados neste estudo, levando-se em consideracdo a variedade de
componentes presentes na fracdo, considera-se um potencial relevante que deve ser melhor
explorado, bem como a identificagéo e a proporgdo dos componentes presentes na fracao.

Ebada e colaboradores (2023), usando um extrato aquoso obtido de pigmentos das
flores de D. regia, também identificaram a presenca de flavonoides e compostos fendlicos,
bem como antocianinas e polissacarideos. Indicaram ainda a capacidade de eliminacdo dos
radicais livres em 92% também pelo método de DPPH. Atribuiram isso a composi¢édo fendlica
de flavonoides e de antocianinas presentes no extrato.

No entanto, de forma diferente deste estudo, Chakraborty et al. (2016) registraram
uma ICso bem superior em relagéo a atividade antioxidante do extrato metandlico obtido das
folhas de D. regia, variando entre 200-250 pg/mL.

Ja Bankole e Olasunkanmi (2019) observaram valores de 1Cso mais préximos aos
deste estudo quando utilizado o extrato aquoso das folhas, com valores de 41,403 pg/mL. Ao
avaliar o efeito antioxidante do extrato metandlico das sementes, obteve-se uma ICsp de 62,42
pug/mL (Barbhuiya; Bareh; Das, 2020) e de 29,69 pg/mL para o extrato obtido com acetato de
etila das flores (Bade et al., 2009). Além disso, Chakraborty et al. (2016) e Bade et al. (2009)
também observaram efeito antioxidante de forma dose-dependente dos seus extratos, que teve
sua atividade diminuida proporcionalmente com a reducgdo da concentracgdo testada.

Assim, como demonstrado pela literatura, sugere-se que o efeito antioxidante
evidenciado pelo extrato e fragdes obtidas a partir das pétalas de D. regia, no presente estudo,
dava-se também a composicédo fenolica e de flavonoides do material.

Dando seguimento ao estudo, foi realizado um screening antimicrobiano frente
aos microrganismos amplamente presentes e elevada taxa de resisténcia antimicrobiana
(CLSI, 2018; Vieira et al., 2021a). Assim, observou-se que as fracbes FAEDr, FCDr e FPDr
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apresentaram melhor efeito fungistatica frente a C. albicans, com CIM de 62,5 pg/mL,
considerada alta, segundo a escala de (Ayres et al., 2008).

Em relacdo ao efeito antibacteriano, todas as amostras apresentaram efeito
moderado frente a S. aureus e E. coli, com CIM de 250 pug/mL, e baixo efeito contra a P.
aeruginosa (CIM de 500 pg/mL). Em consonancia com as investigacOes desta pesquisa,
Shamy et al. (2014) relataram que o extrato metandlico das flores de D. regia, na
concentracdo 100 pl/mL, reduziu o crescimento das cepas E. coli, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. aureus e E. faecalis, demonstrando ser eficaz contra patdégenos do trato
urinério.

Embora este estudo aponte para elevados valores de CIM, Sharma et al. (2012)
reportam resultados curiosos, indicando que, entre os diferentes tipos de extrato — metanol,
etanol e acetona —, o extrato de acetona obteve melhor atividade antibacteriana contra trés
patdgenos, utilizando outro protocolo, com variagdo entre suas zonas de inibicdo, S. aureus
(21,6 mm), Acinetobacter sp. (19,3 mm) e P. mirabilis (18,6 mm). Os valores das CIMs para
0s extratos variaram entre 12,5 e 50 mg/ml, sendo o S. aureus o mais sensivel, com CIM mais
baixa de 12,5 mg/ml em extratos de acetona.

Os resultados deste estudo evidenciaram moderada atividade frente aos
microrganismos testados, caracterizando o extrato como uma preparagdo moderadamente
bacteriostatica e fungistatica. Esses dados sugerem que a atividade antimicrobiana exibida
esta correlacionada, possivelmente, com o elevado teor de fendis e, consequentemente, com a
presenca sinérgica de metabolitos secundarios.

Assim, é possivel que os resultados obtidos sejam atribuidos ao alto teor desses
compostos no EHADr e em suas fragdes, uma vez que seus constituintes podem estar
fortemente associados ao seu alto teor de fendis e flavonoides. Mdltiplos fitoquimicos, como
os taninos, flavonoides, alcaloides e terpenos, estdo presentes nas plantas e sdao conhecidos
por inibir patégenos microbioldgicos (Shamy et al., 2014; Vieira et al., 2021a). Muitas
especies de plantas tém sido usadas pela populacdo como medicamentos tradicionais,
inclusive como tratamentos para doencas infecciosas (Simdes et al., 2019). A atividade
antimicrobiana observada pode ser atribuida a esses constituintes fitoquimicos, corroborando
a hipotese de que o perfil fitoquimico do extrato desempenha um papel crucial na eficacia
antimicrobiana demonstrada.

Para observar o efeito dessa espécie em células, utilizou-se uma linhagem de
gueratinécitos humanos, HaCaT, amplamente usada em diferentes tipos de estudos para

direcionar o potencial cicatrizante de extratos e moléculas (Kim et al., 2023; Ge et al., 2024).
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No primeiro momento, observou-se que apenas as fracbes FHDr e FPDr reduziram
significativamente as linhagens de células pelo método MTT apds tratamento por 24 horas nas
concentracdes usadas neste estudo, com discreta reducdo de 23%, 15% e 18%,
respectivamente, nas concentragdes de 15,625, 62,5 e 250 ug/mL. No entanto, ao observar os
aspectos morfolégicos, por microscopia optica em células coradas com cristal violeta, ndo se
identificou danos ou alteragdes significativas, mostrando a preservacdo dos aspectos celulares,
relacdo citoplasma-nucleo, formacdo de monocamada, semelhantes as células expostas apenas
a meio de cultura.

Corroborando com os resultados deste estudo, pesquisas que investigaram a
toxicidade oral aguda, através de diferentes ensaios com partes da D. regia, ndo relataram
morte de roedores ou indicios de toxicidade ao se utilizar concentragdes de 750 pug/ml e entre
2 a 5 g/kg de extratos dessa espécie (Jahan et al., 2010; Ahmed et al., 2011; Ezaja et al., 2012,;
Shewale et al., 2012; Azab; Abdel-Daim; Eldahshan, 2013; Roy et al., 2023; Sachan;
Chandra; Pal, 2017; Kurup; Tiwari, 2020).

Madu et al. (2021) observaram que 0 extrato etandlico das folhas de D. regia
apresentou uma Dose Letal (DLso) de 4000 mg/kg, sendo considerado de baixa toxicidade
para ratos Wistar fémeas. Entretanto, os roedores tratados por dois dias com 0 mesmo extrato,
na concentracdo de 1000 mg/kg, ndo apresentaram alteracdo comportamental nem
mortalidade, confirmando que o tratamento agudo nessa concentracao pode ser de fato seguro.

Ainda nesse cenario, Raj e Ramamoorthy (2022) utilizaram a espécie D. regia em
modelo de toxicidade em Zebrafish (Danio rerio), alcancando como resultado uma
mortalidade significativa nos grupos tratados com o extrato etandlico, obtido de pétalas de
flores em concentragdes a partir de 500 pg/mL, além de uma alta taxa de malformacodes e
mortalidade embriondria nos grupos exposto a 1000 e 2000 pg/mL. Cabe destacar que os
efeitos danosos observados nesses estudos sdo em concentracfes superiores as utilizadas neste
estudo.

Como os queratindcitos sdo as células efetoras do processo de reepitelizacdo no
contexto de cicatrizacdo de feridas (Kim et al., 2023; Ge et al., 2024), neste estudo, usando as
fragdes que mantiveram 100% de viabilidade celular, avaliou-se o efeito dos mesmos na
migracao celular. Entdo, apés a inibicdo da proliferacdo celular com o tratamento prévio de
mitomicina, o EHADr e as fracbes FCDr e FAEDr foram avaliados pelo ensaio de migracéo
horizontal. Observou-se um aumento na porcentagem de migracao de queratindcitos de 58,3%,
57,3% e 56,3%, na concentracdo de 15,625 pg/mL de EHADr, FCDr e FAEDT,

respectivamente.
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Em modelo de ferida cutanea excisional em camundongos descrita na literatura,
observou-se que a administragdo tépica do isolado galactomanano de sementes de D. regia em
solucdo reduziu a area da ferida incisional em 94,4%, no 14° dia de avaliacdo. Os dados
evidenciaram ainda uma reducéo da hipernocicepc¢do 6 horas apés a inducgéo da ferida, sendo
persistente até o 7° dia, e aumento do infiltrado leucocitario e fibroblastos/miofibroblastos,
entre 2° e 0 7° dia. Como dado relevante, foi descrito ainda uma redugdo na expressao e niveis
de IL-1B (2° dia), IL-6 (2° dia), malondialdeido (MDA) (2° dia) e aumento do tecido de
granulacdo em camundongos Swiss fémeas (Lima et al., 2022).

Dessa forma, os dados deste estudo somados ao do estudo de Lima et al. (2022)
corroboram a necessidade de mais estudos sobre o potencial cicatrizante da espécie D. regia e
seus metabdlitos, descriminando melhor os efeitos em cada fase do processo cicatricial, o que
contribui para o desenvolvimento de tratamentos mais direcionados.

Como a cicatrizacdo de feridas constitui um processo dinamicamente complexo,
que envolve eventos celulares e moleculares que em Gltima etapa resultam no fechamento da
lesdo (Permyankova et al., 2024; Julovi et al., 2024; Zheremyan et al., 2024), este estudo
reforca o potencial de D. regia como um fornecedor de bioativos para avancar nos estudos
para o desenvolvimento de um cicatrizante. Os gastos onerosos dos servi¢os de saude e a
repercussdo no bem-estar dos individuos que vivem com feridas motivam o desenvolvimento
de biotecnologias com satisfatorio custo-beneficio (Li et al., 2024). Nesse contexto, os efeitos
terapéuticos da D. regia vém sendo demonstrados e a sua utilizacdo nos processos de

cicatrizacao de feridas tegumentares demonstra-se promissora.
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7 LIMITACOES DO ESTUDO

As limitacdes deste estudo dizem respeito as possiveis variacdes de sazonalidade
(plantas podem apresentar variagdes na composi¢do quimica devido a fatores como local de
crescimento, época de colheita e condi¢cGes ambientais, o que pode afetar a consisténcia dos
resultados), a complexidade da interacdo entre os fitoconstituintes (os fitoconstituintes
presentes nas pétalas podem interagir de maneira complexa e ainda ndo totalmente
compreendida, o que pode afetar a interpretacdo dos resultados) e a necessidade de estudos
clinicos randomizados, pois, embora os resultados deste estudo sejam promissores, como
estudo pré-clinico, sdo necessarios estudos clinicos em humanos para verificar a eficacia e
seguranca antes que possam ser aplicados na pratica clinica. Considerar essas limitacGes ao
interpretar os resultados é fundamental para uma avaliacdo precisa e abrangente do potencial

terapéutico das pétalas de D. regia.
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8 CONTRIBUICOES DO ESTUDO PARA A ENFERMAGEM

Esta pesquisa traz diversas contribuicdes significativas para a enfermagem

brasileira. Algumas dessas contribuicdes incluem:

Valorizagdo de Recursos Naturais: a pesquisa destaca o potencial medicinal de
plantas encontradas em solo brasileiro, como a D. regia, promovendo uma maior
valorizacéo e utilizacdo de recursos naturais no cuidado de saide. Isso pode incentivar
praticas de enfermagem que integrem saberes tradicionais e fitoterdpicos.

Avancos em Terapias Complementares: os resultados sobre os efeitos antioxidantes,
antimicrobianos e cicatriciais podem ser utilizados para desenvolver terapias
complementares que melhorem a salde e o bem-estar dos pacientes, oferecendo
opcdes de tratamento mais holisticas.

Inovacbes em Cuidados com Feridas: a evidéncia de propriedades cicatriciais pode
contribuir para a formulacdo de novos produtos (biotecnoldgicos) ou protocolos para o
tratamento de feridas, queimaduras e outras lesGes, aumentando a eficacia do cuidado
prestado pela equipe de enfermagem.

Promocédo da Saude: a pesquisa pode resultar em estratégias de promocdo da saude,
utilizando os beneficios da D. regia para a prevencdo de doencas, especialmente
aquelas relacionadas ao estresse oxidativo e infecgdes, areas de grande relevancia na
pratica de enfermagem.

Educacdo e Capacitacdo: os achados da pesquisa podem ser incorporados em
programas de formacéo e capacitacdo de enfermeiros e profissionais ndo enfermeiros,
promovendo uma formacgdo mais integrada e atualizada sobre o uso de fitoterapicos.
Estimulo a Pesquisa e Inovacdo: a pesquisa pode estimular um maior interesse em
estudos relacionados a terapias alternativas e complementares na enfermagem,
incentivando novas investigagoes sobre outras plantas medicinais e suas aplicages.
Contribuicdo para Protocolos Clinicos: os resultados podem ser utilizados para
fundamentar a elaboracdo ou atualiza¢do de protocolos clinicos que incluam o uso da
D. regia, promovendo praticas baseadas em evidéncias na enfermagem.

Atencdo a Saude Coletiva: ao evidenciar os efeitos benéficos da D. regia, a pesquisa
contribui para iniciativas de saude coletiva, especialmente em comunidades onde o
acesso a medicamentos convencionais é limitado, oferecendo alternativas mais

acessiveis e sustentaveis. Essas contribuicdes ndo apenas ampliam o conhecimento
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sobre o uso dessa espécie, mas também fortalecem a prética da enfermagem no Brasil,
promovendo cuidados mais integrados, eficazes e alinhados com as necessidades da

populacéo.
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9 CONCLUSAO

Os dados obtidos até o momento sugerem que o extrato hidroalcodlico e suas
fracOes obtidas das pétalas de D. regia apresentam potenciais efeitos antioxidante,
antimicrobiano e cicatrizante, destacando-se a fragdo acetandlica, provavelmente devido a
composicao de compostos fenolicos e flavonoides presentes nela.

Descritivamente, verificou-se que:

e A FAEDr apresentou maior teor de compostos fendlicos e flavonoides; capacidade
antioxidante, com ICso de 4,54 pg/mL.

e O EHADr e as fragdes FHDr, FCDr, FAEDr e FPDr apresentaram CIM de 250 pg/mL
contra S. aureus e E. coli e 500 pg/mL para P. aeruginosa.

e AFAEDTr, FCDr e FPDr apresentaram as menores CIM frente a C. albicans, com CIM
de 62,5 pg/mL.

e As fracbes EHADr, FCDr e FAEDr ndo apresentaram alteragdes morfoldgicas, nem
alteracOes da viabilidade celular pelo ensaio MTT.

e AFAEDr (62,5 pg/mL) apresentou diferenca significativa na redugdo da area quando
comparada ao grupo controle, no ensaio de migracao horizontal de células HaCaT.

Este trabalho amplia inicialmente as informagdes sobre os efeitos dessa
importante espécie vegetal amplamente distribuida pelo mundo, bem como auxilia no
direcionamento de estudos para averiguar melhor seus efeitos farmacoldgicos, mecanismo de
acdo e ampliacédo para efeitos clinicos e toxicoldgicos.

Como perspectivas deste estudo, sugere-se que novos ensaios e projetos sejam
conduzidos para avaliar a composicdo das diferentes partes dessa planta, bem como o impacto
da sazonalidade na composicdo das amostras, que possa vir a afetar a composicao dos extratos
e impactar nos efeitos de interesse. Além disso, o detalhamento mecanistico do extrato e seus
constituintes é necessario para o avancar dos ensaios ndo clinicos e desenvolvimento de

produtos com eficacia e seguranga necessarias.
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Evaluation of anti-ulcer
effects of ethanolic extract
of Delonix regia flower
(Roy et al., 2013)

IJRPB

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/B

Gastroprotetora e
Toxicidade Aguda

Flores

26

Evaluation of Physico-
Chemical and
Antimicrobial Studies of
Delonix Regia and
Piliostigma Thonningii
Seed Oils
(Ajiboye et al., 2017)

JJIC

Nigéria /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/D

Antioxidante e
Antimicrobiana

Semen-
tes

27

Evaluation of the
antibacterial and
antioxidant activities of
stem bark extracts of
Delonix regia and
Erythrina humeana grown
in Egypt (Salem, 2013)

J Forest
Prod Indust

Egito /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/D

Antioxidante e
Antimicrobiana

Casca

28

Evaluation of the
antimicrobial activity of
Delonix regia flower
extracts against the
pathogen causing Otitis
externa (Sharmaet al.,
2012)

Ann. Biol

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/B

Antimicrobiana

Flores

29

Extraction, isolation and
evaluation of the anti-
inflammatory activity of
the bioactive component
present in the bark of
Delonix regia (Kurup;
Tiwari, 2020)

Eco. Env. &
Contras

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/D

Anti-inflamatéria
e Toxicidade
Aguda

Casca

30

Galactomannan of Delonix
regia seeds modulates
cytokine expression and
oxidative stress eliciting
anti-inflammatory and
healing effects in mice
cutaneous wound (Lima et
al., 2022)

Int. J. Biol.
Macromol.

Brasil /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/A

Cicatrizagdo de
Feridas

Semen-
tes

31

Galactomannan of Delonix
regia seeds reduces




nociception and
morphological damage in
the rat model of
osteoarthritis induced by
sodium monoiodoacetate
(da Silva Nascimento et al.,
2021)

Naunyn
Schmiede-
bergs Arch
Pharmacol

Brasil /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/A

Anti-inflamatéria

84

Semen-
tes

32

Hepatoprotective activity
of methanol extract of
aerial parts of Delonix

regia (Ahmed et al., 2011)

Phytophar-
macology

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/D

Hepatoprotetora e
Toxicidade Aguda

Parte
Aérea

33

Hepatoprotective and
cytotoxic activities of
Delonix regia flower
extracts (El-Sayed et al.,
2011)

Phcog J.

Egito /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/A

Hepatoprotetora

Flores

34

In Vitro Anthelmintic
Property of Gulmohar
Flowers against Pheritima
Posthuma (Ahirrao et al.,
2011)

PhOL

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/B

Anti-helmintico

Flores

35

In vitro antioxidant
activities of ageous leaf
extract of Delonix regia
(Bankole; Olasunkanmi,

2019)

FJST

Nigéria /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/A

Antioxidante

Folhas

36

In vitro antioxidant and
free radical scavenging
activity of ethyl acetate
extract of Delonix regia
Rafin. Flowers
(Bade et al., 2009)

Asian J.
Chem.

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/A

Antioxidante

Flores

37

In Vitro Evaluation of
Antimicrobial Activity of
Fractions of Delonix Regia
Leaf Extracts (Gautam;
Dwivedi, 2020)

EJMCM

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/C

Antimicrobiana

Folhas

38

Isolation and antibacterial

activity of oleananoic acid

acetate from Delonix regia

leaves (Mariajancyrani et
al., 2013)

J. Pharm.
Res.

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/C

Antimicrobiana

Folhas

39

Isolation, Characterization
and in vivo toxicity of
Delonix regia Raf. Petals
on Danio rerio (Raj;
Ramamoorthy, 2022)

Curr Trends
Biotechnol
Pharm

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/B

Toxicidade Aguda

Pétalas

40

Methanol extracts from
Delonix regia leaves
modulate apoptosis in
cisplatin-induced
nephrotoxicity in male rats
(Ojo et al., 2019)

Orient
Pharm Exp
Med

Nigéria /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/A

Nefroprotetora

Folhas

41

Physiochemical
Characterization and
Evaluation of Insecticidal
Activities of Delonix Regia
Seed oil against Termite
(Odontotermes obesus),
Ticks (Ixodes scapularis)
and Cockroach (Blattella
germanica) (Tura, 2015)

J. Nat. Sci.

Etiopia /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/C

Biopesticida

Semen-
tes

42

Phytochemical screening
and in-vitro antioxidant
activity of methanol extract
of Delonix regia (hook)
seed podium

Int. j.
pharm. drug

india /

Experimental / Nivel

Semen-
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(Barbhuiya et al., 2020)

res.

Inglesa

2/C

Antioxidante

tes

43

Phytochemical, cytotoxic,
hepatoprotective and
antioxidant properties of
Delonix regia leaves
extract
(Azab; Abdel-Daim;
Eldahshan, 2013)

Med Chem
Res

Egito /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/A

Hepatoprotetora,
Citotoxicidade e
Antioxidante

Folhas

44

Potential of Flamboyant
Flower (Delonix regia
(Boj. Ex Hook) Raf)
Extract to Maintain Post-
Dilution Quality of Aceh
Cattle (Bos taurus indicus)
Spermatozoa
(Muhammad et al., 2020)

E3S Web
Conf.

Indonésia /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/A

Reprodugéo
Assistida Bovina

Flores

45

Preliminary phytochemical
investigation and in vitro
antioxidant activity of
methanolic leaves extract
of Delonix regia rafin.
(leguminosae)
(Chakraborty et al., 2016)

WJPPS

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/C

Antioxidante

Folhas

46

Protective Effect of
Delonix Regia Extract on
Carbon Tetrachloride
Induced Chromosomal
Aberration in Mice
(Gautam; Dwivedi, 2021)

Ann Rom
Soc Cell
Biol

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/B

Antimutagénico

Folhas

47

Protective Effects of
Delonix regia Leave
Extract on Sodium
Avrsenite-Induced
Hepatotoxicity in Rats
(Madu et al., 2021)

AmJ
Phytomed
Clin Ther

Nigéria /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/B

Hepatoprotetora e
Toxicidade Aguda

Folhas

48

Study of antibacterial
activity of leaf, stem, root
methanolic extract from
Delonix regia (Bhokare et
al., 2018)

J
Pharmacogn
Phytochem

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/D

Antimicrobiana

Folhas,
raize
caule

49

To evaluate the diuretic
activity in ethanolic extract
of leaves of Delonix regia
(Jayanthi; Amoghimath,
2018)

Biomed
Pharmacol J

india /
Inglesa

Experimental / Nivel
2/1A

Diurética

Folhas

Legenda: O nivel e a qualidade das evidéncias selecionadas foram classificadas conforme Stetler e colaboradores (1998),
como: Nivel 1 (meta-anélise de multiplos estudos controlados); Nivel 2 (estudo experimental individual); Nivel 3 (estudo
quase-experimental [pré-pds-teste de grupo Unico controlado ndo randomizado, séries temporais ou estudos de caso-controle
pareados]); Nivel 4 (estudo ndo experimental [pesquisa descritiva correlacional e estudos qualitativos ou de caso]); Nivel 5
(relato de caso ou dados de avaliagdo de programa); e Nivel 6 (opinido de especialista). Ressalta-se que, nesse sistema de
classificacdo, o Nivel 1 é o mais forte tipo de pesquisa, entretanto, a qualidade para qualquer nivel varia de A a D e reflete a
credibilidade cientifica do estudo. Um estudo com qualidade A reflete uma pesquisa muito bem elaborada, enquanto a D
apresenta falhas graves que levantam sérias questGes sobre a sua credibilidade (Stetler, C.B. et al. Utilization-focused
integrative reviews in a nursing service. ANR, v. 11, n. 4, 195-206, 1998. DOI: 10.1016/s0897-1897(98)80329-7).
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APENDICE B — QUADRO DAS CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS MAPEADOS NA
SCOPING REVIEW

Or-
dem

Tipos de
Solventes /
Extratos /

Isolados

Dose /
Concentracéo

Controle
Positivo

Desfechos

Benzeno,
Cloroférmio,
Acetato de
etila, Metanol,
Etanol e Agua

1.0a2.0 pg/ml

Penicilina G

Os melhores resultados foram obtidos pela
concentragdo etandlica listada das partes da
planta - 1,75 pg/ml para sementes e 2,0 pg/ml
de flores -  apresentando  atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) isoladas de pacientes queimados.

Metanol 70%

5e10mg/mlel
mg/ml, para as
atividades
trombolitica e
anticoagulante,
respectivamente.

Estreptoquinase

O extrato foi eficaz nas atividades trombolitica
(10 mg/ml) e anticoagulantes (1 mg/ml), em
ensaios in vitro. Apos o tratamento com a
concentragdo de extrato a 1,0 mg/mL, o tempo
de protrombina foi de 41 s, enquanto o tempo
de tromboplastina parcial ativada foi de 50 s.

Metanol 80%

100, 500, 1000,
2000 e 3000
mg/kg, e 200, 400
e 800mg/kg para
toxicidade aguda
e antinociceptiva,
respectivamente

Acido
acetilsalicilico

Nenhuma morte ou sinais de toxicidade foram
observados mesmo na dose de 3000 mg/kg apds
48 h. O extrato nas doses de 200, 400 e 800
mg/kg diminuiram as contor¢des abdominais e
as doses de 400 e 800 mg/kg aumentaram
significativamente o tempo de reagdo a dor em
camundongos. Em todos os experimentos, a
maior dose do extrato (800 mg/kg) produziu
melhor efeito do que a droga de referéncia
(&cido acetilsalicilico, 400 mg/kg).

Metanol

100 pl

NR

O extrata na concentracdo 100 pl inibiu o
crescimento das cepas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae,  Staphylococcus  aureus e
Enterococcus faecalis.

Etanol 70%

0,2,05,15
mg/ml

Células
Fibroblasticas

As células tratadas com o extrato contendo
nanoparticulas de prata exibiram uma redugdo
consideravel no percentual de viabilidade de
células cancerigenas de mama (MCF-7) e
pancreas (Panc-1), em comparagdo com as
células controle, sendo a concentragdo de 0,2
mg/mL a que teve melhor efeito na inibi¢do do
crescimento das células cancerigenas.

Metanol
absoluto

100, 200 e 400
mg/kg

Glibenclamida

O extrato na concentragdo de 200 mg/kg
diminui a glicemia e a degeneragdo das células
pancreédticas em ratos. O extrato apresenta
quercetinas que sdo capazes de estabilizar a
glicose no sangue e reparar as células
pancreéticas, enquanto a dose Otima para
diminuir a necrose das células pancredticas foi
de 400 mg/kg. Acredita-se que 0 extrato de
flores foi capaz de induzir a regeneragdo de
células B pancredticas danificadas, um
mecanismo presumido facilitado pelas células-
tronco mesenquimais.

Metanol 80%

100, 200 e 400
mg/kg

Loperamida

A loperamida (2 mg/kg) e as varias doses (100,
200 e 400 mg/kg) do extrato apresentaram
100%, 22%, 61% e 89% de inibicdo da diarreia
induzida experimentalmente, respectivamente.
O extrato produziu uma inibi¢do dependente da
dose de diarreia induzida por 6leo de mamona
com um efeito méximo de 89% a 400 mg/kg.

O extrato, na concentracdo de 150 mg/kg,
apresentou 96,74% de inibicdo da émese em




Metanol

150 mg/kg

Clorpromazina
(150 mg/kg)

comparacdo ao grupo controle. O extrato
suprimiu significativamente (p < 0,01) a émese
induzida por sulfato de cobre em pintos jovens.

Etanol

100, 200 e 400
mg/kge 0.1 a
5g/kg para
avaliagdo
antinociceptiva e
toxicidade aguda
e respectivamente

Indometacina

O extrato (400 mg/kg) inibiu significativamente
0 edema de pata (48,1%) induzido por
carragenina e o granuloma de Pellets de
Algoddo (42,4%) em ratos Wistar albino. No
estudo, a toxicidade oral aguda foi avaliada em
camundongos Swiss albino, que receberam
doses graduais variando de 0,1 a 5 g/kg. O
extrato foi seguro até um nivel de dose de 5000
mg/kg de peso corporal. Nenhuma letalidade ou
qualquer reacéo téxica foi encontrada até o final
do periodo de estudo.

10

Etanol absoluto

100, 200 e 400
mg/kg; 100, 200,
500, 1000, 2000 e
5000 mg/kg; e 0 a

1000 pg/ml para

avaliacdo anti-

inflamatoria,
toxicidade aguda

e citotoxicidade

respectivamente

Diclofenaco
sodico e
Pentazocina

O pré-tratamento do extrato (400 mg/kg) inibiu
a capacidade de permeabilidade vascular
(62,09%). A resposta do edema da pata foi
menor em ratos que receberam 400 mg/kg de
extrato vegetal. O extrato (400 mg/kg) inibiu a
inflamacédo induzida por carragenina com 52%
de inibicdo. O tratamento oral do extrato inibiu
tanto a fase exsudatéria quanto a fase
granulatéria da inflamagdo, j& que o extrato a
400 mg/kg apresentou 54,8% de inibicdo do
granuloma, quase semelhante a inibicdo
(59,3%) produzida por Diclofenaco. Apds um
periodo de laténcia de 1 h, ap6s a administragéo
oral do extrato nas doses de 100, 200 e 400
mg/kg, houve reducéo significativa da sensagdo
dolorosa. O efeito maximo de alivio da dor
(63,66%) foi dado pelo tratamento de 400
mg/kg, enquanto o diclofenaco sodico (10
mg/kg) produziu um efeito analgésico mais
forte (64,5%). O extrato até a dose de 5 g/kg,
via oral, ndo demonstrou nenhum sinal de
toxicidade evidente e ndo provocou a morte dos
animais, em 72 h. A citotoxicidade do extrato
foi avaliada pelo ensaio MTT, revelando que a
citotoxicidade de 50% (DLso) do extrato na
monocamada de macrofagos foi de 347,2 pg/ml.

11

Etanol 70%

4,80,9,75e155
mg/g

Sulfadoxina

O extrato na concentragdo de 9,75 mg/g
demonstrou melhor atividade antiplasmodial
para o tratamento da malaria, apresentando taxa
de crescimento e inibicdo da densidade
parasitéria, no 4° dia de tratamento, de 42,35% e
66,25% respectivamente.

12

Metanol
absoluto,
Etanol
absoluto,
Acetona
absoluta,
Metanol 80%,
Etanol 80%,
Acetona 80% e
Agua
deionizada

NR

Hidroxitolueno
butilado (BHT),
acido ascorbico,
amoxicilina e
flumequina

O extrato metandlico a 80% das folhas
apresentou maior atividade antioxidante, com
alto contetdo total fendlico (3,63 g GAE/100 g
PS), conteddo total de flavonoides (1,19 g
CE/100 g PS), inibicdo de peroxidacdo
(85,54%), capacidade de elimina¢do de DPPH
(valor Clso 8,89 pg/mL) e poder redutor (1,87).
Ainibic8o da peroxidagéo nos extratos de folhas
(85,54%) e flores (79,69%) (80% metanol)
foram maiores do que no extrato de casca
(52,3%). A atividade antimicrobiana do extrato
de folhas de metanol a 80% foi considerada o
mais eficaz, apresentando os menores valores de
CIM contra bactérias (Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) e
fungos (Aspergilus orazae, Aspergilus niger e
Fusarium solani). O extrato de flores de
metanol a 80% também mostrou atividade
antimicrobiana apreciavel contra P. stutzeri,
seguido por P. aeruginosa e E. coli.
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13

Etanol 95%

100, 250, 500,
750 e 1000 pg/ml
para
citotoxicidade

NR

A atividade antioxidante do extrato em
linhagens de células cancerigenas e células
normais, usando o método de ensaio MTT, na
concentragdo de 750 pg/ml exibiu agdo
inibitéria sobre células leucémicas (P-388)
(35.28 + 4.07), cancer de mama (MCF-7) (48.83
+ 4.39), cancer cervical (HeLa) (52.63 £ 3.95),
cancer oral (KB) (65.20 + 2.89) e céancer de
célon (HT29) (83.23 + 3.78), respectivamente.
Todavia, ndo foram observados quaisquer
efeitos citotdxicos nos trés tipos diferentes de
células normais, queratinécitos (HaCat) (98.57
+ 3.67), fibroblastos murinos (L929) (93.40 +
3.34) e células renais de macaco verde africano
(Vero) (93.93 +1.71).

14

Etanol

100, 200 e 400
mg/kg e 5, 50,
300 e 2000 mg/kg
para atividade
antitlcera e
toxicidade oral
aguda

Lansoprazol
(20 mg/kg)

O extrato exibiu forte atividade antioxidante no
ensaio de inibicdo de DPPH (Clso 45,23 + 3,23
pg/ml), comparavel ao valor de Clso do &cido
ascorbico (41,54 + 2,92 pg/ml). O pré-
tratamento com o extrato (400 mg/kg) reduziu
significativamente (p < 0,001) a intensidade do
dano a mucosa géastrica e a atividade
gastroprotetora (76,00%) foi comparavel a do
lansoprazol (80,67%). Nenhuma toxicidade
aguda foi encontrada em ratos tratados com o
extrato, sugere-se que a DLso Seja superior a
2000 mg/kg.

15

Etanol, Hexano
e Aquoso

1, 10, 20, 100
ppm

NR

O extrato etandlico apresentou atividade
moluscicida para caramujos (Biomphalaria
glabrata) adultos a 20 ppm.

16

Metanol,
Benzeno,
Tetracloreto de
carbono e
Diclorometano

15 ugmL2e
0,781 a 400 pg
mL-! para a
avaliacao
antimicrobiana e
bioensaio de
letalidade do
camardo de
salmoura,
respectivamente

Canamicina
(1.06 ug mm-2)
e vincristina
(0,0390 a 10

Hg™t

A fracdo diclorometano inibiu fortemente o
crescimento de S. paratyphi (zona de inibicéo
de 20 mm), e moderadamente S. typhi (16 mm),
S. aureus (14 mm) e S. dysenteriae (14 mm).
FracOes de éter de petroleo e tetracloreto de
carbono inibiu moderadamente o crescimento
de P. aeruginosa (14 mm) e S. paratyphi (13
mm). O crescimento de S. cerevisiae (14 mm)
foi moderadamente inibido por materiais
soltveis em diclorometano. A fragéo solGvel em
éter de petroleo inibiu o crescimento de C.
albicans (12 mm) e S. cerevisiae (10 mm). Os
valores de DLso foram 0,83 e 0,81 mg mL™
para a fracdo tetracloreto de carbono e
vincristina,  respectivamente. A toxicidade
apresentada pela fracdo tetracloreto de carbono
do extrato metandlico foi comparavel a do
controle positivo (sulfato de vincristina).
Enquanto as fracbes de éter de petroleo e
diclorometano 14.94 e 329 pug mL7,
respectivamente.

17

Metanol

125, 250, 500
mg/kg

Nicotinamida,
glibenclamida e
acido ascorbico

A andlise por HPLC do extrato confirmou a
presenca de quercetina, &cido galico, &cido
caféico, acido cindmico, acido ferudlico e &cido
p-cumdrico. A toxicidade oral aguda ndo
apresentou mortalidade e morbidade durante o
periodo de 24h. A hiperglicemia induzida por
estreptozotocina-nicotinamida (55-110 mg/kg)
diminuiu juntamente com a melhora nos
parametros hematoldgicos, bioquimicos e
marcadores de estresse oxidativo de maneira
dose-dependente. O efeito maximo foi
registrado na dose de 500 mg/kg. o extrato
apresentou efeito genoprotetor maximo a 100

pg/ml.

O extrato exibiu a maior atividade antioxidante
com um Clso de 82,56 + 3,34 pg/mL. Os
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Indometacina

padrdes, DPPH eliminado com acido ascérbico
com Clso de 65,28 + 4,23 ug mL e BHT 60,55 +
3,78 ng mL. Apds 6 h do estimulo inflamatorio,
verificou-se reducdo das enzimas superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) nos animais
pré-tratados com o extrato. O aumento de 49% e
58% de SOD e 78% e 83% para CAT foi
observado e estes estavam em substituicdo ao
controle positivo. Foi observada uma redugdo
diferencial dose-dependente da inflamacdo e
dos infiltrados celulares histopatolégicos da
pata de ratos pré-tratamento com o extrato a 0,5
g kg, implicando o seu efeito protetor contra
danos teciduais na atividade inflamatéria
induzida por carragenina. O extrato inibiu a

18 Metanol 0,1e0,5g/kg™ (10 mg/kg™) | atividade da enzima COX-2.
Observou-se o melhor efeito vasodilatador de
artérias coronarias no grupo tratado com 5
mg/mL. Altas doses (400 mg/kg/d) do extrato
0,05,0,5e5 preveniu a morte de camundongos induzidos
mg/mL, 100 e 400 por isoproterenol, reduzindo a hipertrofia
mg/kg/d e 2 ventricular e a lesdo cardiaca. A relagdo
g/kg/d para coracdo-peso corporal dos tratados com alta
avaliagdo do dose do extrato teve a menor propor¢do em
relaxamento comparacgdo com os grupos de baixa dose (100
COronario, mg/kg/d) e controle, apresentando-se de forma
cardioprotetora e dose-dependente. Ao avaliar a toxicidade, 2
toxicidade oral g/kg foi administrada por via oral por 14 dias
aguda consecutivos e nenhuma letalidade ou qualquer
19 Etanol 80% respectivamente NR reacéo toxica foi encontrada.
Apds 5 h de administrado via topica, o extrato
1mldegelde | inibiu 92% da inflamacdo induzida npela
1 ml do extrato a diclofenacoa | carragenina no modelo de edema de pata em
20 Etanol 80% 1% 1% ratos albinos.
O tratamento com o extrato em diferentes doses
apresentou reducdes significativas no indice de
Ulcera gastrica, o valor do pH do conteido
gastrico aumentou significativamente ap6s a
administracdo oral do extrato (400 mg/kg). A
producdo de pepsina diminuiu com o aumento
da dose do extrato a 200 ou 400 mg/kg. O
extrato inibiu a atividade da bomba de prétons
100, 200 e 400 Lansoprazol com um valor de Clso de 68,31 pg/mL,
21 Etanol mg/kg (20 mg/kg) comparavel ao medicamento de referéncia.
O extrato apresentou capacidade de redugdo da
glicose em todas as doses examinadas de
maneira dose-dependente, onde observou
atividade hipoglicemiante maxima (42,46%)
50, 100, 200 e 400 | Glibenclamida | com uma dose de 400 mg kg* em camundongos
22 Metanol mg/kg (10 mg/kg) hiperglicémicos pré-tratados.
O extrato apresentou efeito na mortalidade
sobre Anthonomus eugenii de 76% a 85%,
0,5%, 1%, 2% e demonstrando efeito promissor na mortalidade
23 Etanol 5% NR nas primeiras horas de exposi¢do a adultos.
Os ensaios in vitro de eliminagdo de radicais
Acido livres mostram que o extrato de acetato de etila,
ascorbico, mesmo em baixas concentragles, apresentou
Trolox, elevada atividade antioxidante. Como resultado
Quercetina, da estimativa fitoquimica, o extrato contém
Catecol, antocianina em maior quantidade do que
Metanol, 20, 40, 60, 80, Cianidina-3- taninos, flavondides, alcal6ides e fendis totais.
Acetato de 100, 200, 400, glicosideo, Através da andlise FTIR, evidencia-se a
Etila, Acetona e 600, 800 e 1000 Acido tanico, presenca de cetona conjugada, amida e
24 Cloroférmio pg/mi Teofilina estiramento fendlico.
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25

Etanol

100, 200 e 400
mg/kg e 2000 a
3000 mg/kg para
atividade
antitlcera e
toxicidade oral
aguda
respectivamente

Lansoprazol
(8 mg/ kg)

Empregando o modelo de Ulcera induzida por
etanol em ratos albinos, o extrato inibiu
significativamente o efeito ulcerogénico do
etanol de maneira dose-dependente (200 e 400
mg/Kg). O estudo de toxicidade aguda
evidenciou que mesmo utilizando uma dose
elevada (2000 mg/kg), nenhum animal morreu.

26

Hexanico

NR

Acido ascérbico

O dleo extraido das sementes exibiu alta
atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana para a cepa Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa, e possui 0 &cido
linoleico como o0 seu composto mais abundante.

27

Metanol

100, 250, 500,
1000, 2000 e 4000
pg/ml

acido gélico e
Tetraciclina 10
pg/disco

A atividade antioxidante total (TAA%) do
extrato foi de 78,35+1,45%, valor préximo ao
TAA% encontrado no é&cido galico (80 %
2,12%). O extrato apresentou atividade
antimicrobiana moderada frente as bactérias D.
dianthicola e D. chrysanthemi, potenciais
causadores de alto nivel de murchamento em
culturas de batata e cravo-da-india.

28

Metanol,
Etanol e
Acetona

NR

Ciprofloxacina,
Candid e
KANPIP

Os trés tipos de extratos apresentaram atividade
antimicrobiana para P. mirabilis, Cinetobacter
sp. e, especialmente, S. aureus, com zona de
inibicdo variando entre 21,6 e 15 mm e CIM de
12,5 e 50 mg/mL, enquanto ndo exibiu efeitos
contra P. aeruginosa, E. coli e C. albicans. As
atividades antimicrobianas dos extratos foram
inferiores aos controles positivos. Entre o0s
extratos, o acetbnico apresentou melhor efeito
nos dois ensaios, evidenciando boa bioatividade
contra patdgenos bacterianos da orelha externa
testados.

29

Benzeno e
Metanol

200 e 400 mg/kg e
200 a 2000 mg/kg
para avaliagdo
anti-inflamatoria e
toxicidade oral
aguda
respectivamente

NR

Os testes fitoquimicos realizados com o extrato
bruto da casca em éter de petroleo mostraram a
presenga de gorduras e Oleos, enquanto o
extrato metandlico apresentou carboidratos,
alcaloides, saponinas e flavonoides. No teste de
toxicidade oral aguda nenhum efeito adverso foi
observado, em ratos albinos, até a dose de 2.000
mg/kg. Utilizando o modelo de edema de pata
induzido por carragenina, o extrato bruto, na
dose de 400 mg/kg, apresentou a atividade anti-
inflamatdria significante, evidenciando que os
diferentes componentes presentes no extrato
atuam sinergicamente para aumentar a atividade
anti-inflamatoria.

30

Galactomanano
em solucdo

0,01a1%

NR

A solucdo contendo galactomanano reduziu a
area da ferida (7 - 14° dia) e hipernocicepcdo
(6h - 5° dia), infiltracdo leucocitéria (2 - 7° dia),
expressdo e niveis de IL-1B (2° dia), IL-6 (2°
dia), MDA (44% - 2° dia), e aumentou
fibroblasto/miofibroblasto, tecido de
granulagdo, deposicdo de colageno, GSH (25 -
50%, 2-5° dia), expresséo do Fator
Transformador de Crescimento Beta (TGF-B)
(7-10° dia) e Alfa Actina do Musculo Liso (a-
SMA) (7-14 dia) em camundongos Swiss
fémeas.

31

Galactomanano
em solucdo
salina

30, 100 e 300
pg/25 ul

Indometacina (5
mg kg) e
Morfina (4 mg
kg™)

Doses mais baixas do isolado galactomanano
(30 e 100 pg) inibiu tanto a hipernocicepgéo
quanto os graves danos a cartilagem induzidos
pelo modelo padrdo de osteoartrite em ratos
Wistar machos, entretanto a dose elevada (300
ug) nao foi apresentou eficacia.

O extrato (400 mg/kg) diminuicdo os niveis de
AST, ALT, ALP, ALB, TGP, DBIL e bilirrubina
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32

Metanol

400 mg/kg

Silimarina
(50 mg/kg)

total e reducéo do aumento do peso e volume
hepatico de ratos Wister adultos fémeas apds
inducdo de lesdo hepética por tetracloreto de
carbono (CCly).

33

Etanol

50 e 100 mg/kg

Doxorrubicina e
Silimarina

O extrato e sua fracdo apolar rica em
flavondides, bem como os compostos isolados
evidenciaram atividades citotéxicas contra a
linhagem celular de cancer de figado humano
(HEPG2) que foram potentes para o é&cido
ursolico (Clso 0,55 pg/ml) e acido L-azeditina-
2-carboxilico (Clso 2,51 pg/ml). A fragdo rica
em flavonoides mostrou hepatoprotecéo
significativa a 100 mg/kg contra o dano
induzido pelo CCls em ratos e camundongos
Wistar adulto machos.

34

Metanol e
AQquoso

25,50 e 100 mg /
ml

Piperazina
(10 mg/ml)

O extrato metandlico exibiu atividade anti-
helmintica de maneira dose-dependente,
proporcionando menor tempo de paralisia e
morte com concentragdo de 100 mg/ml, para
vermes Pheritima posthuma, apresentando-se
mais efetivo que o medicamento de referéncia.

35

Aguoso

20, 40, 60,80e
100 pg/ml

Acido ascorbico

O extrato apresentou elevado contetido fendlico
e flavonoides, exibindo 37,8% e 85,65% de
inibicdo de radicais DPPH, na concentracédo de
20 pg/ml e 100 pg/mL respectivamente, e Clso
de 41,403 pg/mL. A atividade antioxidante do
extrato pode estar relacionada ao alto teor de
flavonoides e fenois da planta.

36

Acetato de etila

25, 30, 35,40 e 50
pg/ml

Acido ascorbico

O extrato exibiu atividade antioxidante dose-
dependente, inibindo 43.03% e 77.70% o
radical DPPH nas concentragdes 25 e 50
pg/mL, respectivamente, apresentando Clso de
29,69%.

37

Cloroférmio e
Metanol
(fracionados
em hexano,
acetato de etila
e metanol)

200, 300 e 400
pg/ml

Cloranfenicol e
Cetoconazol

(30 pg/g)

As fracles acetato de etila e metanol do extrato
metandlico, rico em flavonoides e taninos,
inibiram de forma dose-dependente as bactérias
Bacillus subtilis (>23) e Staphylococcus aureus
(>24), na concentracdo de 400 pg. E a fragdo
hexanica dos extratos cloroférmico e metanol,
ricos em esterdis, foram significativamente
eficazes contra a cepa fungica (Aspergillus
niger) com zona de inibi¢do de 17,67 e 20,33,
respectivamente, na concentragdo de 400 ug.

38

Etanol 95%

25 pg/ml

Etanol

O isolado de &cido oleanandico (25 pg/ml)
apresentou excelente atividade antimicrobiana
contra Streptococcus mitis (halo de inibigdo de
19 mm) e atividade moderada contra
Lactobacillus sp. (halo de inibicdo de 13 mm)
através do método de Difusdo em Pogos.

39

Etanol absoluto

5, 10, 25, 50, 100,
250, 500, 100,
1000 e 2000

pg/ml

DMSO 0,1%

Estudo de toxicidade conduzido com Zebrafish
(Danio rerio) registrou mortalidade significativa
nos grupos tratados com o extrato a partir de
500 pg/mL, observando elevada taxa de
malformagdo e mortalidade embrionaria nos
grupos tratados com 1000 e 2000 pg/mL.

Apds indugdo de nefrotoxicidade, grupos de
ratos foram tratados por gavagem diaria de
extrato na concentragdo de 20, 50 e 100 mg/kg
durante 10 dias. Observou-se reducdo nos niveis
de uréia e creatinina plasmatica no sangue,
ATPase  mitocondrial renal, peroxidacdo
lipidica, citocromo c e caspase 3, demonstrando
propriedade protetora na ordem 100>50>20
mg/kg respectivamente (p < 0,05). Os achados
histoldgicos revelaram infiltragdo disseminada
do cortex renal por células inflamatorias no
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40

Metanol

20, 50 e 100
pg/ml

Cisplatina
(5 mg/kg)

grupo controle e tdbulos regenerados nos
tratados.

41

Hexanico

1,25 5¢e10% de
solugdo de 6leo
em 20% de etanol

Hexano

O bioensaio mostrou que o 6leo essencial das
sementes a 10% causou 100% de mortalidade
em 32 h, 41 h e 50 h contra cupim
(Odontotermes  obesus), carrapato  (Ixodes
scapularis) e barata (Blattella germanica),
respectivamente. A DLso foi determinada em
0,574%, 0,753% e 1,12% para cupins,
carrapatos e baratas, respectivamente, ap6s 32 h
de exposicdo. O potencial biocida do 6leo é
estatisticamente significativo (p < 0,05) quando
comparado com os controles em todas as
concentragdes testadas.

42

Benzeno,
Cloroférmio e
Metanol

NR

Acido ascorbico

O extrato metandlico apresentou a maior
quantidade de fitoconstituintes  (fendis,
flavonoides, carboidratos, esteroides,
triterpendides, taninos e saponinas) e foi
posteriormente  processado para atividade
antioxidante in vitro. O extrato apresentou Teor
de Fenois Totais de 3.16 + 0.023 mg/ GAE,
Teor de Favonoides Totais de 2.15 + 0.034
mg/QE e Clso de 62.42 pg/ml, demonstrando
potencial antioxidante.

43

Metanol

5 a 50 para
citotoxicidade e
50, 100 e 200
mg/kg para
hepatoprotec¢éo

Doxorrubicina

O extrato possui efeito anticancerigeno
significativo contra células HepG2, mas
também  atividades  hepatoprotetoras e
antioxidantes eficazes e dependentes da dose

devido a presenca de flavonoides.

44

Etanol

0%, 0,05%,
0,10%, 0,15% e
0,20%

[B-caroteno
0,002%

A adicdo do extrato deu um efeito positivo na
qualidade do esperma bovino ap6s a diluicdo
em gema de ovo, que incluiu motilidade,
viabilidade, integridade = da  membrana
plasmética e reducdo da anormalidade dos
espermatozoides. A concentracdo ideal do
extrato para esperma de gado Aceh foi de
0,15%, similar ao controle positivo testado.

45

Metanol 90%

50, 100, 150, 200,
250, 300 e 350
pg/ml

Acido ascorbico

Na investigacdo fitoquimica foi verificada
apenas a presenca de alcaldides e flavonoides.
O extrato da planta mostrou propriedade
antioxidante pelo ensaio DPPH de forma dose-
dependente, com Clso entre 200-250 pg/ml.

46

Cloroférmio
(fracOes acetato
de etilae
metanol) e
metanol
(fracGes acetato
de etilae
metanol)

600 mg/kg

Tetracloreto de
carbono (1
ml/kg)

As fracOes de acetato de etila dos extratos
cloroférmico e  metandlico  diminuiram
significativamente a pontuacdo de danos ao
DNA causada pelo CCla.

47

Etanol 80%

100 e 400 mg/kg e
1000, 3000 e 5000
mg/kg para o
ensaio de
hepatoprotecdo e
toxicidade aguda
respectivamente

Arsenito de
sodio (2,5
mg/kg)

A administracéo do extrato em ratos expostos ao
arsenito de sodio melhorou os efeitos do toxico,
sugerindo um possivel papel modulador do
extrato contra a hepatotoxicidade induzida pelo
arsenito de sodio. O extrato tem efeitos
terapéuticos no figado com dose letal (DLso) de
4.000 mg/kg, considerado moderadamente
toxico para ratos.

48

Metanol

20 a 100 pg/ml

DMSO
(100 pg/ml)

Os extratos apresentam atividades
antibacterianas contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli através do método de difusdo
em agar.
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49

Etanol

100 e 200 mg/kg

Furosemida
(20 mg/kg)

Através do método de Lipschitz foi avaliado a
atividade diurética do extrato em ratos Wistar.
O extrato aumentou a excre¢do de sodio e agua
na dose de 100 mg/kg e 200 mg/kg. O indice
diurético foi 5,93 e 6,45 em 100 mg/kg e 200
mg/kg do extrato, respectivamente, e a atividade
diurética do extrato a 100 mg/kg foi 0,61 e 0,67
na dose 200 mg/kg, indicando um potencial
diurético.
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APENDICE C — CURVA ANALITICA DO PADRAO CATEQUINA PARA ENSAIO DE
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APENDICE D — CURVA ANALITICA DO PADRAO QUERCETINA PARA ENSAIO DE
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APENDICE E — TABELAS DE DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS DO
EHADr E SUAS FRACOES

EHADr (2 mg/mL)

_ . -
ug/mL ABS Média | DP cv (o) | [catequinal | g o g | YoFendis
ug/mL média
125 | 0,0882| 0,0884| 0,0885| 0,0884| 0,000153| 0,172862 0,415 3,318
25 0,1745| 0,1742| 0,1749| 0,1745| 0,000351| 0,201216 1,540 6,158 5,823
50 0,3625| 0,3627| 0,3630| 0,3627 | 0,000252| 0,069379 3,997 7,993
FHDr (2 mg/mL)
- [catequina] .. | YoFenois
0, (o)
pg/mL ABS Média DP CV (%) ug/mL YoFenois média
125 | 0,0631| 0,0633| 0,0636| 0,0633| 0,000252| 0,397360 0,088 0,703
25 0,0816 | 0,0821| 0,0825| 0,0821| 0,000451| 0,549462 0,332 1,330 2,070
50 0,2165| 0,2166| 0,2168| 0,2166| 0,000153| 0,070512 2,089 4,178
FCDr (2 mg/mL)
- [catequina] .. | YoFenois
0, (o)
png/mL ABS Média DP CV (%) ug/mL YoFendis média
125 | 0,2255| 0,2257| 0,2260| 0,2257 | 0,000252| 0,111486 2,208 17,664
25 0,3881| 0,3880| 0,3884| 0,3882| 0,000208| 0,053628 4,329 17314 | 17,785
50 0,7602 | 0,7605| 0,7607| 0,7605| 0,000252| 0,033093 9,189 18,378
FAEDr (2 mg/mL)
o [catequina] .. | YoFendis
0, (o)
pg/mL ABS Média DP CV (%) ug/mL YoFenois média
125 | 05540| 05541| 0,5543| 0,5541| 0,000153| 0,027566 6,495 51,962
25 0,9638 | 0,9640| 0,9639| 0,9639 1,0 0,010375 11,845 47,379 | 47,502
50 1,7097 | 1,7098| 1,7099 | 1,7098 1,0 0,005849 21,582 43,164
FPDr (2 mg/mL)
_ = -
Hg/mL ABS Média DP cv (%) | [catequinal | g o g | YoFendis
ug/mL média
125 | 0,1017| 0,1015| 0,1014| 0,1015| 0,000153| 0,150446 0,587 4,693
25 0,1713| 0,1715| 0,1714| 0,1714| 0,000100| 0,058343 1,499 5,995 6,438
50 0,3873| 0,3870| 0,3868| 0,3870| 0,000252| 0,065023 4,314 8,628




97

APENDICE F - TABELAS DE DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES
TOTAIS DO EHADr E SUAS FRACOES

EHADr (2 mg/mL)

. . :
ug/mL ABS Média| DP | CV (%) [q“lfgf;tl'_”a] %Flavonoides A’F'r?]‘g(’j?g'des
300 |0,2614| 0,2617 | 0,2615| 0,2615| 0,000153| 0,058407 3,678 1,226
400 |0,3477| 0,3478| 0,3480 | 0,3478| 0,000153 | 0,043915 4,883 1,221 1202
500 |0,4155| 0,4156| 0,4158| 0,4156 | 0,000153 | 0,036752 5,830 1,166
600 |0,5111| 05110 | 0,5108| 0,5110| 0,000153 | 0,029895 7,162 1,194

FHDr (2 mg/mL)

- - :
Hg/mL ABS Média | DP CV (%) [q“lfg/":]tl'_”a] 9%Flavonoides /"F';‘fé%'i‘g'des
300 | 0,0508 | 0,0505 | 0,0504 | 0,0506 | 0,000208 | 0,411668 0,731 0,244
400 | 0,0873 | 0,0870 | 0,0869 | 0,0871 | 0,000208 | 0,239089 1,241 0,310 0206
500 | 0,1109 | 0,1111 | 0,1107 | 0,1109 | 0,000200 | 0,180343 1,574 0,315
600 | 0,1344 | 0,1343 | 0,1341 | 0,1343 | 0,000153 | 0,113768 1,900 0,317

FCDr (2 mg/mL)
pg/mL ABS Média| DP | CV (%) [q”jgf;tl'_”a] 9%Flavonoides %F'ﬁ]‘é‘(’i?g'des
300 | 0,4856| 0,4851| 0,4852| 0,4853| 0,000265 | 0,054518 6,803 2,268
400 | 0,6547 | 0,6542| 0,6549 | 0,6546| 0,000361| 0,05508 9,168 2,292 5 254
500 | 0,8098| 0,8101| 0,8106| 0,8102| 0,000404 |0,049884| 11,340 2,268
600 | 0,9387| 0,9391| 0,9390| 0,9389| 0,000208 | 0,022171| 13,139 2,190

FAEDr (2 mg/mL)

. - i
ug/mL ABS Média | DP | CV (%) [q“lfgf;tl'_”a] %Flavonoides | *°F12y0n0Ides
300 0,5143 | 05142 | 0,5140| 0,5142 |0,000153 |0,029709 7,206 2,402
400 | 0,7666| 0,7663| 0,7664| 0,7664 |0,000153 |0,019930 | 10,730 2,682 2 659
500 1,0710 | 1,0715| 1,0713| 1,0713|0,000252 | 0,023490 | 14,987 2,997
600 1,0959 | 1,0958| 1,0958| 1,0958 |0,000058 | 0,00527 | 15,330 2,555

FPDr (2 mg/mL)
pg/mL ABS Média DP CV (%) [qulglcrc;tll_na] %Flavonoides %Fls]\g()j?;)ldes
300 0,3456 | 0,3458 | 0,3459| 0,3458|0,000153 | 0,044200 4,854 1,618
400 | 0,4600| 0,4604 | 0,4608| 0,4604 |0,000400 | 0,086900 6,455 1,614 L 580
500 0,5579 | 0,5580| 0,5577| 0,5579 |0,000153 | 0,027400 7,817 1,563
600 | 0,6482| 0,6483| 0,6477| 0,6481 |0,000321 |0,049600 9,076 1,513




APENDICE G - TABELAS DE DETERMINACAO DA CAPACIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS DPPH DO EHADr E SUAS
FRACOES
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0,3815
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APENDICE H - TABELAS DE DETERMINAGCAO DA CAPACIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS DPPH DOS PADROES ACIDO

ASCORBICO E QUERCETINA

0,00010

0,00010
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0,00380

0,00380




APENDICE | - TABELAS DE DETERMINACAO DO ICso DO EHADr E SUAS

FRACOES
EHADTr (2 mg/mL)

[pg/mL] % Célculo de I1Cso
12,5 46,57 Hg/mL
25 51,93 EC 50 18,12
50 72,18
100 98,67

FHDr (2 mg/mL)

[ug/mL] % Célculo de I1Cso
30 56,09 Hg/mL
40 31,06| EC50 85,69
100 24,96

FCDr (2 mg/mL)

[ng/mL] % Célculo de 1Cso
10 31,48 Hg/mL

12,5 35,03 EC 50 24,39
50 82,63
FAEDr (2 mg/mL)

[pmg/mL] % Célculo de I1Cso
1,5 10,51 Hg/mL

3 26,21 EC 50 454
6 60,21
8 75,04
FPDr (2 mg/mL)

[pmg/mL] % Célculo de I1Cso
30 38,52 Hg/mL
40 4322 | 1C50 59,72
50 46,78
120 71,90

101



APENDICE J - TABELAS DE DETERMINAGAO DO ICso DOS PADROES ACIDO
ASCORBICO E QUERCETINA

Padrao Acido Ascorbico
(0,125 mg/mL)
[ng/mL] % Célculo de I1Cso
0,3 10,87 Hg/mL
0,63 34,90 | EC50 1,15206
1,25 51,82
Padrdo de Quercetina
(0,125 mg/mL)
[ug/mL] % Célculo de 1Cso
0,3 17,17 Hg/mL
0,63 2458 | EC50 1,725455
2,5 67,91
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APENDICE K - GRAFICOS UTILIZADOS PARA A DETERMINAGCAO DO ICs DO
EXTRATO E FRAGOES DAS PETALAS DE Delonix regia E DOS PADROES
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Redug¢ido DPPH (%)

90

80

70

60

40

30

20

10

7 82.63
y=1.2746x + 18.909

1 R2=1

0 10 20 30 40 50
Concentragdo da FCDr (2 mg/mL)

Redug¢ido DPPH (%)

90

80

70

60

40

30

20

10

y =10,146x - 3,9307
. R2=0,9939 75.04

Concentragdo da FAEDr (2 mg/mL)

Redugdo DPPH (%)

40

30

20

10

¥ =0.3652x +28.191 71.90
] R2=0,999

38,52

T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120
Concentracdo da FPDr (2 mg/mL)

140

104



Redug¢ido DPPH (%)

60

40

30

20

10

y=41,068x +2,6872
R2=0,9266

34,90

10.87

51.82
*

0.2

0.4 0.6 0.8 1

1.2

Concentracio de Acido Ascérbico (0,125 mg/mL)

1.4

Redug¢ido DPPH (%)

80

70

60

40

30

20

10

y=23.1x + 10,142
R2=1

67.91

1 1.5 2
Concentracdo de Quercetina (0,125 mg/mL)

2.5

105



107

ANEXO B - PARECER TECNICO DA SUPERINTENDENCIA MUNICIPAL DE
DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL DE MACEIO

CONFERE COMORKINAL

ESTADO DE ALAGOAS e
PREFEITURA MUNICIPAL DE MACEIO 1D: 348559

SUPERINTENDENCIA MUNICIPAL DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

PARECER TECNICO: 540/2023.

PROCESSO: 06900.39880/2023.

INTERESSADO: UNIVERSIDADE FEDERAL ESCOLA DE ENFERMAGEM.
ASSUNTO: Solicitago de autorizagéo de coleta de material vegetativo.

1. INTRODUCﬁ.O:
A presente vistoria foi realizada no dia 27 de abril de 2023, com o

objetivo de verificar a real necessidade de intervencéo, coleta de Material

vegetativo (flores e folhas) de vegetagéo de porte arbdreo nos enderegos Praca 5-_'
Centendrio, Avenida Tomas Espindola, Parque Gongalves Lé&do, Ladeira do
Brito e avenida Durval de Gdis Monteiro, Bairros Farol, Centro, Tabuleiro, =
Macei&/AL. :
2. CARACTERIZACAQ:

Foi constatado em &rea publica, a existéncia de 20(vinte) -
exemplares de porte arbéreo da espécie conhecida popularmente como -
Flamboyant| Delonix regia) distribuidos nos enderegos supracitados, '
quantificadas e detalhadas em quadro abaixo.

A vistoria, neste caso, teve como foco observar o estado fitossanitério e o
desenvolvimento vegetativo, indicadores que funcionam como pré-requisitos
para o potencial de suporte para coleta de material de pesquisa.

2.1. Da avaliagao:

Exemplares da Praca Centendrio- Em numero de 11(onze) individuos da
espécie Delonix regia distribuidos na praga nas areas centrais e as margens
das Avenidas Moreira e Silva @ Tomas Espindola. Dos exemplares presente
nesta praga, 6 deles apresenta problemas fitossanitarios como areas ocadas
no tronco & ramos da copa, 2 deles baixo desenvolvimento vegetativo, tendo
copas raleadas e reduzidas e 3 estao em bom estado vegetativo.

Exemplares do Pargue Gongalves Lédo e Ladeira do Brito- Em nimero de
6(seis) exemplares, sendo 5 no Parque Gongalves Lédo e 1 na drea verde que
margeia a Ladeira do Brito, perto da Parada de &nibus. Desses exemplares
destaca-se que o exemplar na Ladeira, préximo da parada de &nibus, que tem
copa muito reduzida devido ao sombreamento excessivo das copas de arvores
vizinhas. Dos exemplares do Parque, o exemplar N.°01, perto da Escola Prof

Maria de Lourdes tem volume de copa reduzido pelo sombreamento do

Piégina 6
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CONFERE COM ORMGINAL

ESTADO DE ALAGOAS
PREFEITURA MUNICIPAL DE MACEIO

SUPERINTENDENCIA MUNICIPAL DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

exemplar de Ficus elastico, o exemplar®02, préximo do muro com nome do
Parque apresenta tronco inclinado, area de afetag@o(ferida) préximo da base
do tronco, copa alta, pesada e inUmeras raizes superficial, indicadores
sugestivos para poda de redugdc de copa com certa urgéncia, devido aos
riscos potenciais de tombamento. Os exemplares n.® 03 e n.® 04, na praga
proximos da Rua Comendador Palmeira, estdo em confliio com a rede —
energizada e um deles apresenta area ocada na base e estd em declinio
vegetativo, estando praticamente sem copa. O 5° exemplar estd préximo da via
da ladeira do Brito que desce sentido centro e este tem copa bem folhada e i
bom estado vegetativo. z
Exemplar da Avenida Durval de Gdis Monteiro, proximo da Faculdade -

Raimundo Marinho. Em numero de 3(irés) exemplares no canteiro central da

avenida Durval de Gdis, estando um deles em frente a GERDAU e os oufros
dois no complexo onde funciona a Faculdade Raimundo Marinho. Desses
exemplares, destaca-se que dois deles estdo marcados para supressdo, devido
ao estado de comprometimento fitossanitario, com areas de afetagdo, areas
ocas nos troncos, com zonas de apodrecimento que afetam a estabilidade e
potencializam o risco de queda. Estas supressdo serfo realizadas em breve e
estéo autorizadas para realizago junto a etapas de continuidade da
construgdo da ciclovia.

2.2. Das Recomendacgtes:

Neste caso, como a coleta de material de pesquisa (flores e folhas), sera
fragmentada, ou seja, o total a ser coletado 3,0 kg de flores e 3,0 kg de folhas,
serd gerado a partir de material advindo de 20(vinte) individuos, considera-se
que a coleta necesséria para o desenvolvimento do trabalho de pesquisa
podera ser realizada sem prejuizo significativo, mesmo considerando a baixa
vitalidade dos individuos.

Salienta-se que talvez o pesquisador tenha dificuldades para realizar a coleta,
uma vez que o estado atual dos exemplares representa risco a seguranga das
pessoas devido ao estado de comprometimento estrutural e que sera agravado
no pericdo da quadra chuvosa, onde o peso da copa (massa verde molhada) é
2/3 maior que da copa seca (massa verde seca), sendo realizado,

Piagina 7



109

CONFERE COM ORIGINAL

ESTADO DE ALAGOAS
PREFEITURA MUNICIPAL DE MACEIO

SUPERINTENDENCIA MUNICIPAL DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

rotineiramente, nesta época, podas de reducdo de copa e supressio de

exemplares de risco para garantia da seguranga nos locais.

3. CONCLUSAQ:

Em face dos fatos alegados e efetivamente comprovados,
entende-se por autorizar as operagies de coleta de material de pesquisa nos S
exemplares, segundo indicado acima. Este parecer tem fulcro no arligo 99
da Lel Municipal N.° 4.548/96, Lel Municipal N.° 4.305/1994 e o Principio da g
Prevengao do Direita Ambiental com base na CF/88. -

Maceid, 03 de maio de 2023.

Flivia Maria Corréa de Araijo Paschoal
Técmea SUDES/Eng. " Agronoma

Matricula N*22763-3/ CREA: 7062-AL.

Pigina 8
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ANEXO C - AUTORIZAGAO AMBIENTAL MUNICIPAL DE PODA

CONFERE COM ORIGINAL

R. Coronel Pedro Lima, n® 69, Jaragud, Maceld-AL,

CEP 57.020-220
PREFAEEUEAI g Telefone: (82) 3312-5380
JUNTOS CONSTRUIMOS :
UM NOVO TEMPO

AUTORIZACAO AMBIENTAL MUNICIPAL DE PODA N2 109/2023.

A Autarquia Municipal de Desenvolvimento Sustentdvel e Limpeza Urbana - ALURB, com base no Parecer técnico n? 540/2023 constante no
processo de n® 06900.39880/2023, concede a presente autorizagao de PODA de vegetagdo de porte arbéreo para:

INOME/RAZAO SOCIAL: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS - ESCOLA DE ENFERMAGEM E FARMACIA

ICNPJ/CPF:

ENDERECO DO LOCAL DA PODA: EXEMPLARES NO PARQUE GONCALVES LEDO, PRACA CENTENARIO E AV DURVAL DE GOES MONTEIRO, MACEIO / AL
FULCRO

Lei municipal n2 4.548/1996 (artigo 99 e 100).

Lei municipal n? 4.305/1994 (artigo 99).

IDADOS DA PODA: PODA recolhimento de folhas e flores de exemplares adultos de porte arbéreo sendo descrito como Flamboyants, localizado em drea piblica g
konforme descriminado detalhadamente no Parecer Técnico n°540/2023 que acompanha esta AUTORIZAGAO.
ICONDICIONANTES: Y
L. A operagdo de supressdo deverd ser efetuada com motosserra devidamente autorizada pelo IBAMA; £
2. 0 transporte e destinagdo final do material oriundo da supressdo deverdo ser comprovados junto a ALURB por meio de guia/ manifesto de transporte contendo as
pssinaturas do gerador, do transportador e do destinatério final dos residuos.

B. Esta autorizacdo ndo estd vinculada a um TCV por tratar-se de hipGtese prevista no rol de dispensa de Compensagdo Ambiental.

VALIDADE: 09 de Novembro de 2023.

3 10¢

INTH v

1AIHA VO

Macei6/AL, 09 de Maio de 2023.

MOACIR TEOFILO NETO
DIRETOR-PRESIDENTE - ALURB



111

ANEXO D - FICHA CATALOGRAFICA DA CELULA HaCaT

BANCD ¥ CT1HLAS DD K0 DV JAMFIRD
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Banco de Células do Rio de Janeiro

HaCaT Data Sheet 13

HaCaT

BCR) code: 0341

Cell Line: HaCaT

Species: Homo sapiens
Vulgar Name: Human

Tissue: Skin

Cell Type: Keratinocyte

Disease: MNermal

Growth Adherent

Properties:

Sex: Male

Age Ethinicy: 62 YEARS OLD; CAUCASIAN

Derivation: in vitro spontaneously transformed keratinocytes from histologically normal
skin.

Tumor NO

Formation:

Biosafety: 1

Culture Medium:

Subculturing:

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) modified to contain 4 mM L-
glutamine, 4500 mo/L glucose, 1 mM sodium pyruvate, and 1500 mao/L
sodium bicarbonate and fetal bovine serum to a final concentration of 10%.

Remove medium and rinse the adherent cells using PBS without calcium and
magnesium (3-5 ml PBS for T25, 5-10ml for T75 cell culture flasks).

Add Trypsin-EDTA solution (1-2ml per T25, 2.5ml per T75 cell culture flask),
the cell sheet must be covered completely. Incubate at 37°C for 10 minutes.
Carefully resuspend the cells, the addition of medium is optional but not
necessary, and dispense into new flasks which contain fresh medium.

MOTE: For more information on enzymatic dissociation and subculturing of cell
lines consult Chapter 12 in Culture of Animal Cells, a manual of Basic
Technigue by R. lan Freshney, &th edition, published by Alan R Liss, N.Y.,
2010.

Ref,; POPNSPRDOE,

Revis&o; 0D Data da liberacho: 06/10/2014,
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HaCaT Data Sheet 2/3

Medium Renewal: Twice per week
Subcultivation ratio: 1:5 to 1:10 is recommended

Culture Atmosphere: air, 95%; carbon dioxide (CO2), 5%

Conditions: Temperature: 37°C

Cryopreservation 95% FBS + 5% DMSO (Dimethyl sulfoxide)

Thawing Frozen SAFETY PRECAUTION: Is highly recommend that protective gloves and clothing
Cells: always be used and a full face mask always be wom when handling frozen

vials. It is important to note that

some vials leak when submersed in liquid nitrogen and will slowly fill with liquid
nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liguid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous
force creating flying debris.

1. Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the
possibility of contamination, keep the Oring and cap out of the water. Thawing
should be rapid (approximately 2 minutes).

2. Removwe the vial from the water bath as soon as the contents are thawed,
and decontaminate by dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the
operations from this point on should be camied out under strict aseptic
conditions.

3. For cells that are sensitive to DMSO is recommended that the
cryoprotective agent be removed immediately. Transfer the vial contents to a
centrifuge tube containing 9.0 mL complete culture medium and spin at
approximately 125 x g for 5 to 7 minutes.

4.Discard the supernatant and Resuspend cell pellet with the recom mended
complete medium (see the specific batch information for the culture
recommended dilution ratio).

5. Incubate the culture in a appropriate atmosphere and tem perature (see
"Culture Conditions " for this cell line).

NOTE: It is important to avoid excessive alkalinity of the medium during
recovery of the cells. It is suggested that, prior to the addition of the vial
contents, the culture vessel containing the growth medium be placed into the
incubator for at least 15 minutes to allow the medium to reach its normal pH
(7.0 to 7.6).

References: Boukamp P, Dzarlieva-Petrusevska RT, Breitkreuz D, Hornung J, Markham A,
Fusenig NE. Nommal keratinization in a spontaneously immortalized aneuploid
human keratinocyte cell line. |. Cell Biol. 106: 761-771, 1988.
Boukamp P, Popp 5, Altmeyer 5, Hilsen A, Fasching C, Cremer T, Fusenig ME.

Ref. POPNSPROOE, Revisho; 0D Data da liberacho; D&/LOV2014,
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HaCaT Data Sheet 33

Sustained nontumorigenic phenotype correlates with a largely stable
chromosome content during long-term culture of the human keratinocyte line
HaCat. Genes, Chromosomes and Cancer 19: 201-214, 1997

Depositors: Pascal Sommer - IBCP - Institut of biologyand Chemistry of Proteins, France

Ref,: POPNPRODE, Revisho: 00 Data da liberacio: DE&LO2014,
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ANEXO E — PUBLICACAO DO ARTIGO 1
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ESPACO QUADRIPOLAR DA PESQUISA
EOSESTUDOS EXPERIMENTAIS

http://dx.doi.org/10.21527/2237-6453.2024.60.14660

Submetido em: 17/6/2023
Aceito em: 9/10/2023
Publicado em: 7/2/2024

Isaias Vicente Santos®, Keila Cristina Pereira do Nascimento Oliveira?,
Regina Maria dos Santos®, Rossana Teotonio de Farias Moreira®*

RESUMO

Este estudo tem o objetivo de refletir acerca da aplicabilidade do espaco quadripolar na pesquisa experimental,
Trata-se de um ensaio tedrico-reflexivo, fundamentado no referencial do espago guadripolar da pesquisa, que
promoveu uma reflexdo sobre o tema proposto com o propdsito de uma aprendizagem tedrico-reflexiva a partir da
imersio nos contextos dos estudos experimentais para tecer uma andlise critica das vantagens de sua aplicacio, O
espago quadripolar da pesquisa € um lugar de alinhamento do conhecimento em uma pesguisa. Esse espago procede
uma visdo global do processo de pesquisa, considerando a sua atividade complexa e multidimensional, que requer
uma atenciio cuidadosa em todas as suas dimensdes, A aplicaciio do espaco quadripolar nas pesquisas experimen-
tais torna-se inovadora, possibilitando que o sujeito cognoscente enxergue o objeto cognoscivel de maneira global,
reduzindo/eliminando as possivels fraglidades e viabllizando a execucio das pesguisas experimentals. Verifica-se
que a aplicagio do espago quadripolar nas pesquisas experimentais promove clareza e ceréncia na definigio
dos objetivos da pesquisa, selecio adequada de metodos e teécnicas, rigor metodologico e resultados robustos e
confidvels,

Palavras-chave: alinhamento do conhecimento; métodos; projetos de pesquisa.

QUADRIPOLAR RESEARCH SPACE AND EXPERIMENTAL STUDIES

ABSTRACT

This study aims to reflect on the applicability of the quadripolar space in experimental research, This is a theoretical-
-reflective essay, based on the framework of the research's guadripolar space, which promoted a reflection on the
proposed theme, with the purpose of theoretical-reflexive learning based on immersien in the contexts of experi-
mental studies to weave an analysis critique of the advantages of its application, The research quadripolar space is
a place of alignment of knowledge in a research. This space provides an overview of the research process, conside-
ring its complex and multidimensional activity, which requires careful attention in all its dimensions. The applica-
tion of the quadripolar space in experimental research becomes innovative, enabling the knowing subject to see the
knowable object in a global way, reducing/eliminating possible fragilities and enabling the execution of experimental
research. It appears that the application of the quadripolar space in experimental research promotes clarity and
coherence in the definition of research objectives, adequate selection of methods and technigues, methodo logical
rigor and robust and reliable results,

Keywords: knowledge alignment; methods; research design.

* Universidade Federal de Alagoas — Ufal. Programa de Pés-Graduacdo em Enfermagem — PPGENF. Maceld/AL, Brasll,
https:/ forcid, org /0000-0003-0724-7439

! Universidade Federal de Alagoas - Ufal, Programa de Pds-Graduagio em Enfermagem — PPGENF, Maceig/AL, Brasil,
https://forcid. org/0000-0003-0167-5889

? Universidade Federal de Alagoas —Ufal. Programa de Pos-Graduacio em Enfermagem — PPGENF. Maceid/al, Brasil,
https:/ forcid. org/0000-0003-0167-5889

* Universidade Federal de Alagoas = Ufal, Programa de Pos-Graduaglo em Enfermagem — PPGENF. Maceid/AL, Brasil,
https:/forcid, org/0000-0002-0881-1997
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Prancha botiinica digital como recurso didatico-pedagigico no estudo de
plantas medicinais

Digital botanical board as a teaching-pedagogical resource in the study of
medicinal plants

Tablero botanico digital como recurso didictico-pedagogico en el estudio de
plantas medicinales
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Atividades biolégicas da espécie vegetal Delonix regia: uma scoping review

Biological activities of the plant species Delonix regia: a scoping review
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ANEXO H — PREMIO DE EXCELENCIA ACADEMICA (FAPEAL)

CERTIFICADO

A Fundac¢ao de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas — Fapeal certifica que
[saias Vicente Santos

foi contemplado no Edital Fapeal n® 06/2024

Prémio de Exceléncia Académica

dada a publicacao do artigo Prancha botanica digital como recurso didatico-
pedagdgico no estudo de plantas medicinais no periddico cientifico
Contribuciones a Las Ciencias Sociales, de elevada qualificacaio em sua

respectiva drea de conhecimento.

:7:.(/£ﬁ‘(jim/m (7;»»“4:4

Macei6
Julho

~F

Secretaria de Estado da
Ciincia, da Tecnologia e
daInovagio




