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RESUMO

CARACTERIZA(;AO FITOQUIMICAE AVALIAQAO DA ATIVIDADE
BIOLOGICA DE Cinnamomum zeylanicum Blume (LAURACEAE).

AUTORA: Jocelene Filippin Cossetin
ORIENTADORA: Melania Palermo Manfron

Cinnamomun zeylanicum Blume conhecida como canela e pertencente a familia
Lauraceae, € utilizada na medicina popular para inflamacdes, reumatismo, infeccdes cutaneas,
dor de cabeca, depurativo do sangue e calmante. O objetivo deste trabalho foi determinar
parametros fisico-quimicos de qualidade da droga vegetal; identificar compostos quimicos do
metabolismo secundario; desenvolver e caracterizar formulacdo creme-gel contendo o extrato
em diferentes concentracbes, bem como investigar atividade antioxidante antimicrobiana,
antioxidante e antigenotoxica no extrato das folhas de canela, além de analisar a atividade
antiinflamatéria avaliando a de dermatite de contato in vivo em formulacdo creme-gel
contendo o extrato desta espécie. Na caracterizacdo fisico-quimica, por meio de testes
farmacopéicos foi utilizado a droga vegetal seca das folhas de canela, constatando que nédo
houve variagdo significativa da amostra coletada. No extrato hidroetandlico 70% (EB) das
folhas de C. zeylanicum verificou-se presenca alcaldides, flavonoides, taninos, saponinas e
cumarinas. Por doseamento espectroscopico foram determinados polifendis, flavondides e
taninos no EB. C. zeylanicum mostrou potencial antioxidante qualitativa por CCD com valor
de CEsp e IAA de 12,88ug/mL e 15,91% pelo método DPPH. A atividade antimicrobiana
frente a E.coli, K. pneumonia, S. aureus e P. aeruginosa pelo método de microdiluicdo em
caldo e atividade antigenotoxica analisadas em cultura de leucécitos humanos pelos teste de
viabilidade e proliferacdo celular, ensaio cometa e frequéncia de micronlcleos. As
concentragdes CzE1 pg/mL e CzE10 pg/mL de extrato reverteram o dano genotdxico causado
pelo peroxido de hidrogénio. A Hidroxicumarina e o Cinamaldeido foram identificados por
CLAE respectivamente. O creme-gel contendo concentracdo de 5%, 10% e 15% de extrato
apresentou valores de pH (6,0-6,5), caracteristicas organolépticas, espalhabilidade e
viscosidade em conformidade com o preconizado para aplicacdo topica. O creme-gel a 5% e
10% apresentou atividade antiinflamatoria na dermatite de contato avaliado in vivo pelo
modelo de inducdo de dermatite de contato. Os parametros fisico-quimicos estabelecidos para
C. zeylanicum possibilitam controle de qualidade da droga e extrato apresentou atividades
antioxidante, antimicrobiana, antigenotdxica e antiinflamatoria.

Palavras-chave: Analise fitoquimica. Estudo quimico. C. Zeylanicum. Antimicrobiana.
Potencial antioxidante. Citotoxico. Antigenotoxico. Antinflamatdrio.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL AND EVALUATION OF BIOLOGICAL EXTRACT
Cinnamomum zeylanicum Blume EFFECTS.

AUTHOR: Jocelene Filippin Cossetin
ADVISER: Melania Palermo Manfron

Cinnamomun zeylanicum Blume known as cinnamon and belongs to the Lauraceae
family, is used in folk medicine for inflammation, rheumatism, skin infections, headache,
blood purifying and soothing. The objective of this study was to determine the physical-
chemical parameters of quality of vegetable drug; identifying chemical compounds secondary
metabolism; develop and characterize cream-gel formulation containing the extract in
different concentrations and investigate antimicrobial antioxidant activity, antioxidant and
antigenotoxic the extract of cinnamon leaves, in addition to analyzing the anti-inflammatory
activity by evaluating the contact dermatitis in vivo in cream-gel formulation containing the
extract of this species. In the physical-chemical characterization through pharmacopoeia tests
was used to dry vegetable drug cinnamon leaves, noting that there was no significant variation
of the samples. In hydroethanolic extract 70% (EB) of C. zeylanicum sheets verified the
presence alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and coumarins. For spectroscopic assay were
determined polyphenols, flavonoids and tannins in EB. C. zeylanicum showed qualitative
antioxidant potential by CCD with EC50 and AAI value 12,88pug / mL and 15.91% by DPPH
method. The antimicrobial activity against E.coli, K. pneumonia, S. aureus and P. aeruginosa
by the microdilution broth method and analyzed antigenotoxic activity in cultured human
leukocytes test for viability and cell proliferation, comet assay, and micronucleus frequencies.
Concentrations CzE1 / mL and CzE10 / mL extract reversed the genotoxic damage caused by
hydrogen peroxide. The hydroxycoumarin and cinnamaldehyde were identified by HPLC
respectively. The cream gel containing a concentration of 5%, 10% and 15% extract had pH
values (6.0-6.5), organoleptic properties, viscosity and spreadability in accordance with the
recommendations for topical application. The cream-gel 5% and 10% had anti-inflammatory
activity in contact dermatitis evaluated in vivo by contact dermatitis induction model. The
physical-chemical parameters established for C. zeylanicum enable quality control of drugs
and extract showed antioxidant activity, antimicrobial, anti-inflammatory and antigenotoxic.

Keywords: Phytochemical analysis. Chemical study. C. Zeylanicum, Antimicrobial.
Antioxidant potential. Cytotoxic. Anti genotoxic. Anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais no Brasil é uma pratica comum resultante da forte
influéncia cultural dos indigenas locais miscigenadas, das tradicdes africanas, oriundas de trés
séculos de trafico escravo, e da cultura europeia, trazida pelos colonizadores. A construcao da
terapia alternativa de cura se deve ao fato da articulagdo entre os conhecimentos dos
indigenas, jesuitas e fazendeiros, que contribuiu para o surgimento de uma bagagem de usos
acerca das plantas e suas bases medicinais, que resistiram até a atualidade (MAIOLI et al.,
2007; SILVA et al., 2013).

As plantas medicinais constituem fontes de substancias ativas com potencial
terapéutico que sdo usadas para o tratamento de varias doengas na medicina popular. A
avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos dessas substancias tem sido amplamente explorada a fim
de descobrir novos farmacos de origem vegetal e também como uma possivel alternativa
terapéutica a farmacos que possuem importantes efeitos adversos quando administrados
(PATWARDHAN et al., 2004; SAMY et al., 2008).

A avaliacdo da atividade biologica de uma planta inclui a investigacdo da atividade
farmacoldgica e toxicoldgica de extratos brutos ou de substancias isoladas dessas plantas
(ROYER et al., 2013). Mas para obterem reconhecimento como medicinais, é necessario que
a autenticidade, a integridade e pureza desses extratos ou substancias sejam comprovadas.
Estudos que comprovem a eficicia dos mesmos sdo escassos e a utilizacdo de produtos
naturais na criacdo animal ainda é pouco explorada (CATALAN et al., 2012). Entretanto, a
ciéncia moderna tem levado em conta os saberes populares, na busca da comprovagédo da
eficacia dos fitoterapicos, para que sejam comercializados e utilizados de maneira segura
(MACHADO, 2008).

As plantas produzem compostos quimicos como parte de suas atividades metabdlicas
normais. Esses compostos sdo 0os metabdlitos primarios, como acgucar e lipidios, encontrados
em todas as plantas, e em metabolitos secundarios, encontrados apenas em algumas plantas,
sendo compostos ndo essenciais ao seu funcionamento basico, mas que melhoram suas
chances de reproducédo e/ou sobrevivéncia contra predadores. Os metabolitos secundarios, ao
mesmo tempo em que sdo toxicos aos predadores da planta, por exemplo, tém efeitos
benéficos quando usados para tratar doencas humanas. Tais compostos sao bastante variaveis
em estrutura, sendo a maioria, substancias aromaticas.

Os fitoterapicos podem ser mais eficientes que os medicamentos produzidos a partir da

sintese quimica, mas para alcancar essa eficiéncia a producdo dos mesmos devem seguir
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estudos prévios relativos aos aspectos boténicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmacologicos,
toxicologicos, e de desenvolvimento de metodologias analiticas. A qualidade dos fitoterapicos
vai além de um laudo de analise da matéria- prima vegetal, sendo considerada a estrutura da
producdo e a adocdo de boas préaticas de fabricacdo e de garantia de qualidade das plantas um
requisito primordial na obtencdo de matérias-primas vegetais e fitomedicamentos de
qualidade (KLEIN et al., 2009).

Cinnamomum zeylanicum Blume, conhecida como “canela da-india” e “canela-do-
ceildo” ¢ originaria do Sri Lanka e do sudoeste da India. O género Cinnamomum pertence a
familia Lauraceae é constituido por aproximadamente 350 espécies (LORENZI; MATOS,
2002). Apresenta odor suave e sabor adocicado levemente picante, usada na perfumaria, na
culinaria, como corretivo de odores e sabores. O 6leo essencial da casca é rico em aldeido
cinamico e das folhas em eugenol usado na preparacdo de medicamentos (LIMA et al., 2005).

Cinnamomum zeylanicum Blume, tem sido utilizada principalmente na medicina
popular devido as propriedades antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatéria e
antioxidante. Ainda sdo sugeridos beneficios cardiovasculares através da reducdo dos niveis
sanguineos de glicose, do colesterol sérico e da pressdo sanguinea (RANASINGHE et al.,
2013). O uso da casca da planta é indicado como aperiente, antidispéptico, antiflatulento e
antiespasmadico (BRASIL, 2011). Ao extrato das folhas séo descritas atividades antioxidante,
antibiotica e antifingica (WANG; WANG; YIH, 2008; DIAS, 2009; RANASINGHE et al.,
2013). Quase todas as partes da planta tém algum uso culinario ou medicinal. A composicéo
do 6leo essencial varia consideravelmente em composi¢do quimica, assim como em efeitos
farmacologicos, conforme a parte da planta que é utilizada. Na raiz o principal constituinte é a
canfora, nas folhas, eugenol e na casca, cinamaldeido (RANASINGHE et al., 2013).

Desse modo confere este trabalho realizar outros estudo da espécie C. zeylanicum
sendo de grande relevancia, tendo em vista a sua composicdo de substancias ativas como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas farmacéutica

para prevencao e manejo de doencas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal é estudar fitoquimicamente a espécie Cinnamomum zeylanicum

bem como avaliar alguns de seus efeitos biologicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer parametros fisico-quimicos de controle de qualidade de C. zeylanicum;

e Obter o extrato bruto das folhas de C. zeylanicum para realizar os bioensaios e
identificar metabdlitos com funcéo terapéutica;

e Avaliar o perfil fitoquimico do extrato de C. zeylanicum, quantificando os niveis de
polifenois, flavonoides, e taninos;

e Andlisar os 0 compostos fitoquimicos por CLAE;

e Auvaliar in vitro os efeitos antioxidantes do extrato de C. zeylanicum;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de C. zeylanicum pelo método in vitro;

e Determinar os efeitos do extrato de C. zeylanicum sobre pardmetros protetores
genotoxicoldgicos em culturas de leucocitos humanos;

e Preparar, caracterizar e avaliar a formulacdo semissélida gel-creme-gel base e as
contendo o extrato de C. zeylanicum nas concentracdes 5%, 10% e 15%;

e Avaliar a eficacia da formulacdo semissolida contendo o extrato de C. zeylanicum nas
concentragdes 5%, 10% e 15% em modelo experimental de dermatite de contato e

verificar a atividade da NTPDase.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdo definidas como aquelas capazes de possuir principios ativos
com potencial terapéutico para o tratamento de diversas patologias de extrema importancia
para a recuperacdo e manutencdo da satde (LIMA; 2012). No Brasil, as plantas sdo utilizadas
por aproximadamente 91% da populacdo sendo que 46% da mesma mantém o cultivo caseiro
dessas plantas (ETHUR, 2011; VEIGA JUNIOR, 2008; LIMA; LIMA; DONAZZOLO,
2007).

O uso de plantas medicinais para tratamento de vérias doencas é oficialmente
reconhecido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desde 1978 (OZAKI; DUARTE,
2006). Além disso, de acordo com a OMS, hd a necessidade de valorizar o uso de
medicamentos a base de plantas sendo que cerca de 70 % da populacdo mundial depende das
plantas medicinais como umas das principais formas de acesso aos cuidados basicos de saude.
(BRASIL, 2013b).

Assim como outras terapias, as plantas medicinais fazem parte da chamada Medicina
Tradicional, a qual se refere a conhecimentos, habilidades e praticas baseadas na teoria,
crengas, experiéncias indigenas e de outras culturas. Essas terapias sdo usadas pela populagéo
na manutencdo da salde e na prevencdo, na melhoria ou no tratamento de doencas fisicas e
mentais, podendo ainda ser chamada de Medicina Alternativa ou Complementar (BRASIL,
2012).

Segundo Oliveira e Menini (2012), o estudo de plantas medicinais, a partir de seu
emprego pelas comunidades, pode fornecer informagfes importantes para a elaboragdo de
estudos farmacologicos e fitoquimicos sobre as espécies vegetais. Desta forma, pode-se
planejar a pesquisa a partir do conhecimento empirico ja existente, muitas vezes, consagrado
pelo uso continuo, que deve ter suas acbes comprovadas cientificamente. Além disso, €
importante validar a eficiéncia e garantir a seguranca do uso das plantas medicinais, e, por
isso, devem-se realizar estudos cientificos e clinicos a fim de se obter documentacGes técnicas
e validadas em compéndios oficiais ou publica¢fes indexadas (BRASIL, 2012).

Com a realizacdo desses estudos foi possivel obter comercialmente varios farmacos,
como, por exemplo, o anticancerigeno paclitaxel, o analgésico morfina e o antibacteriano

daptomicina. Morrison e Hergenrother (2013) relataram que desde 1960 até 2010, os produtos
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naturais ou derivados semissintéticos de produtos naturais serviram como fonte de 41% dos
medicamentos anticancerigenos e 65% dos antibacterianos.

Para a realizacdo de pesquisas com plantas medicinais pode-se ter o envolvimento de
varias etapas, como: investigacdes da medicina tradicional e popular (etnofarmacoldgico),
isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos (quimica orgéanica, fitoquimica),
investigacGes farmacoldgicas de extratos vegetais e constituintes quimicos isolados
(farmacologia), transformacdes quimicas de principios ativos (quimica organica sintética),
estudo da relacéo estrutura/atividade e dos mecanismos de acdo dos principios ativos (quimica
medicinal e farmacoldgica) e o desenvolvimento de formulacbes para a producdo de
fitoterapicos (MACIEL et al., 2002).

Com a realizacao de alguns estudos citados anteriormente é possivel obter um produto
terapéutico originario de uma planta medicinal ou de seus derivados, exceto a partir de
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa (PNPIC, 2006). Esse
produto é denominado de fitoterapico, sendo que a terapia realizada a partir da utilizacdo de
plantas medicinais em suas diferentes preparacfes, mas ndo constituidas de suas substancias
isoladas, é caracterizada como fitoterapia.

No Brasil, a utilizacdo dos produtos naturais a partir da fitoterapia vem se adequando
as necessidades do atendimento primario de saude (ELDIN; DUNFORD, 2001). Isso é devido
a expansdo da fitoterapia de uma forma geral, explicado, muitas vezes, pela preferéncia dos
consumidores por tratamentos mais “naturais”. Além disso, houve o desenvolvimento de
novos métodos analiticos para se obter o controle de qualidade e a crescente avaliacdo das
propriedades farmacoldgicas das substancias existentes nas espécies vegetais bem como o
desenvolvimento de formas de apresentacdes dos produtos e o reduzido custo quando se tem
produtos de origem vegetal (HOMAR, 2007).

As propriedades farmacoldgicas de interesse das plantas sdo resultantes de sua
composigdo principalmente devido a sua diversidade molecular e, por isso, tem estimulado a
busca pelo conhecimento do seu metabolismo secundario, que é responsavel pela sintese dos
compostos vegetais dentre 0s quais Sd0 responsaveis, muitas vezes, pelas propriedades
medicinais, aromaticas e curativas (ALVES, 2001). Algumas pesquisas tém mostrado
prescricdes medicas contendo produtos naturais e drogas relacionadas e que sdo usadas para
tratar aproximadamente 87% de todas as doencas humanas (CHIN et al., 2006). Alem disso,
0s metabolitos isolados podem servir como ponto de partida (protétipos) para sintese de novas
substancias através da quimica sintética moderna (BALUNAS; KINGHORN, 2005).
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Compostos secundarios presentes no extrato bruto ou Oleo essencial de plantas
medicinais podem desempenhar fungdes importantes em interacGes planta-patdgeno, através
da acdo farmacologica direta (MELLO et al., 2006; FRANZENER et al., 2007; SILVA et al.,
2008), ou indireta, ativando mecanismos de defesa das plantas que venham a ser tratada com
estes compostos (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005). Com isso, substancias sdo
sintetizadas no metabolismo secundario das plantas podendo apresentar acdo bioldgica
diretamente contra patdégenos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003).

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS

As plantas medicinais normalmente contém uma mistura de compostos quimicos que
podem agir individualmente, de forma aditiva ou de forma sinérgica para curar, por exemplo,
uma enfermidade. Em uma planta € possivel encontrar substancias que podem auxiliar na
digestdo, compostos com acao anti-inflamatéria que minimizam o inchago e a dor, compostos
com atividade antibactericida que agem como antibidticos naturais, podendo apresentar acédo
antioxidante, entre outros (EINBOND et al., 2004; SLOWING; CARRETERO; VILLAR,
1994; LOCHER et al., 1995).

Com relacdo a composicdo das plantas, os metabdlitos primarios, por definicdo, sdo
macromoléculas que se encontram na maioria das células vegetais e sdo necessarios para a
vida da planta como os agUcares, aminoacidos, proteinas e 0s acidos nucléicos, responsaveis
pela sobrevivéncia do vegetal e que participam dos processos de fotossintese, respiracdo e
assimilacdo dos nutrientes. Ainda sobre os constituintes de uma planta, os metabolitos
secundarios ou micromoléculas sdo importantes para a sobrevivéncia e a perpetuacdo das
plantas em seu ecossistema, embora ndo necessariamente essenciais para 0 organismo
produtor, sendo entre outros, os compostos fenolicos, terpendides, Oleos essenciais e
alcaloides. Esses compostos, segundo estudos realizados, sdo os responsaveis pelos efeitos
medicinais ou toxicos das plantas, estando intimamente associados a estratégia de defesa dos
vegetais (SIMOES et al., 2010).

Alguns fatores sdo diretamente condicionantes para a produgdo dos metabdlitos
secundarios, bem como aos teores de principios ativos que podem ser variaveis e estarem
distribuidos de forma heterogénea na planta, influenciando, consequentemente na
concentracdo e nas propriedades do produto vegetal. Neste sentido, diversos fatores que
influenciam sua variabilidade precisam ser computados, dentre os quais se ressaltam 0s

seguintes: localizacdo geogréafica e sazonalidade, como estacdo do ano, fotoperiodo (tempo e
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intensidade luminosa), temperatura, umidade, altitude, latitude, condi¢des do solo (nutrientes
e tipo de solo), além do periodo do dia da coleta (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010;
HARAGUCHI; CARVALHO, 2010).

No reino Plantae, a producdo de metabdlitos secundarios promove adaptacdes
evolutivas e exerce funcdes de protecdo da espécie e, paralelamente, sdo estes que sdo
utilizados para restabelecimento e promogéo da satde do ser humano (JIRSCHITZKA et al.,
2012). Devido a isso, sdo atribuidas aos metabdlitos secundarios bioatividades como
antioxidante, anticancerigena e antimicrobiana, propriedades propiciadas pelos varios
fitoquimicos como compostos fenolicos, destacando-se os flavonoides, alcaloides, taninos,
terpenos (DEWICK, 2002; BAG et al.,, 2012; JYOTHI; SESHAGIRI, 2012) e também
lectinas (COWAN, 1999). A acdo antiinflamatéria e cicatrizante das plantas estdo
amplamente relacionadas aos taninos e flavondides (ONWUKAEME, 1995;
HOSSEINZADEH; YOUNESI, 2002; MANGA et al., 2004; RANE; MENGI, 2003; SALA
et al., 2003; ASONGALEM et al., 2004).

Os alcaldides sdo substancias de natureza alcalina que possuem um nitrogénio
heterociclico em sua composicdo. Sdo encontrados em representantes de todos 0s grupos
vegetais, sendo sua maior ocorréncia em Angiospermas. Essas substancias possuem diversas
fungdes. Nos vegetais eles atuam como defesas contra microorganismos e predadores e como
protetores contra raios UV. No setor industrial, sdo reproduzidos a partir de moléculas
pré-descobertas, como repelentes para herbivoros, devido a seu gosto amargo; como
anticolinérgicos  (escopolamina),  diuréticos (teofilina), antitumorais  (vincristina),
antitussigenos (codeina) (SIMOES, 2010).

Os taninos sdo substancias secundarias, responsaveis pela adstringéncia dos vegetais,
apresentando massa molecular entre cerca de 500 e 3000 Dalton e sdo solGveis em agua. Sdo
classificados tradicionalmente em: taninos hidrolisaveis, encontrados em dicotiledéneas
herbaceas e lenhosas; e taninos condensados que ocorrem mais amplamente em
gimnospermas e angiospermas (SANTOS; MELO, 2004). Eles atuam como captadores de
radicais livres, e tem atividades antimicrobiana, antiviral, antifungica, anti-diarréica e
antiséptica (MONTEIRO et al., 2006a). Apresentam também a habilidade de se ligarem a
proteinas precipitando as mesmas, oferecendo defesa a planta contra a herbivoria por
dificultar a digestdo dos animais (MCSWEENEY, 2001; GURIB-FAKIM, 2006).

Os terpenos sdo substancias cuja origem biosintética deriva de unidades do isopreno
(BRUNETON, 1995). Os esqueletos dos terpendides sdo formados pela condensagdo de um

numero variavel de unidades isoprénicas. Logo, unidades isoprénicas podem dar origem a
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mono e sesquiterpenos, formados por duas e trés unidades de isopreno, respectivamente.
Diterpenos sdo origindrios da juncdo de quatro cadeias isoprénicas e 0s triterpenos sdo
derivados de um composto alifatico de 30 carbonos, esqualeno, que da origem aos diferentes
grupos desses compostos, tais como a f-amirina ¢ o pB-sitosterol (PETIT; DIAS, 1969).

Entre os metabdlitos secundérios, sobressaem-se os flavonoides, sendo as chalconas as
precursoras desta ampla classe de substancias de origem vegetal com importantes
propriedades farmacoldgicas (BASILE et al., 2000; CUSHNIE; LAMB, 2005). S&o estruturas
onipresentes, comumente encontradas em vinho, prépolis, sementes, nozes, frutas e vegetais
(BOIK, 2001; SIMOES et al., 2010; CUSHNIE; LAMB, 2005; SAVOIA, 2012). Alguns
exemplos de flavonoides sdo as catequinas provenientes de Camellia sinensis L., 0s quais
possuem propriedades antitumoral (BOIK, 2001), anti-inflamatoria e antiplaquetaria,
apresentando relevantes beneficios para o sistema cardiovascular (DEWICK, 2002; SIMOES
et al., 2010). Estes compostos fendlicos tém potente capacidade de eliminar radicais livres
(COOK; SAMMAN, 1996; MANDALARI et al., 2007), além de apresentarem atividades
analgeésica, antialérgica e antimicrobiana, de regeneracdo de cartilagens e o0ssos (ORHAN
etal., 2010; SUGAMOTO et al., 2011) e moduladora do sistema imune (MACHADO et al.,
2008). Os potenciais beneficios a salde propiciados pelos flavonoides também estéo
associados com a compatibilidade com o meio bidtico (CLARDY; WALSH, 2004).

Outra atividade relacionada aos flavondides € sua acdo antioxidante devido & presenga
de hidroxilas aromaticas (VESSALA et al., 2003). Alguns flavondides como rutina e
quercetina, ttm mostrado melhores atividades antioxidantes do que o acido ascorbico que é
considerado um potente redutor (SOARES et al, 2005). A acdo antioxidante esta também
relacionada a inibicdo do Oxido nitrico que pode contribuir para as atividades

imunoreguladoras e antiinflamatorias encontradas nas plantas (KIM et al., 1999).

3.3 FORMULACOES CONTENDO SUBSTANCIAS NATURAIS PARA APLICACAO
TOPICA

Diante das importantes propriedades farmacoldgicas ja verificadas a partir das plantas,
o interesse do mercado nacional por novos medicamentos e inovagédo tem intensificado a fim
de se obter formas farmacéuticas fitoterapicas, incluindo as de uso topico.

Dentre os fitoterapicos com aplicacdo tdépica sdo citadas na literatura géis contendo
Aloe barbadensis para tratamento de acne, Caléndula officinalis formulacéo de gel e pomada
para tratar processos inflamatorios e de cicatrizagdo (MACHADO et al., 2010; ROVERONI-
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FAVARETTO; LODI; ALMEIDA, 2009). Géis e cremes foram desenvolvidos com Curcuma
longa ou com Hamamellis virginiana para tratar prurido, dermatite, inflamagdo e acne;
Cordea verbenaceae para o tratamento de inflamacbes (SILVA; COUTO; BRESOLIN,
2012). Também foram estudados geis contendo Sechium edule para a avaliacdo da atividade
antibacteriana e antifangica (ORDONEZ et al., 2009). Além disso, Symphytum officinale foi
verificado para o tratamento de osteoartrite a partir de cremes (SMITH; JACOBSON, 2011).

Independentemente da forma farmacéutica a ser testada ha sempre uma preocupacao
com o controle de qualidade e a garantia de seguranca e eficacia dos fitoterapicos pretendidos
(SILVA; COUTO; BRESOLIN, 2012). Nesse sentido, a obtencdo de formas farmacéuticas
derivadas de matéria-prima vegetal necessita de um planejamento inicial, com a finalidade de
planejar o manejo adequado da matéria-prima vegetal e demais excipientes de acordo com as
especificacbes dos mesmos, além da determinacdo sequencial das acfes de transformacao
tecnoldgica e monitoramento dos pontos e metodologias de controle de qualidade mais
apropriadas segundo as legislagdes e normatizacGes vigentes, para o desenvolvimento de
fitoterapicos (TOLEDO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007).

Além disso, no caso de fitoterapicos, a escolha apropriada da forma farmacéutica e da
via de administracdo requer consideracfes prévias a cerca da eficacia e seguranca do
marcador quimico ativo presente na planta medicinal ou derivado intermediario, de modo que,
durante a transformacdo do material vegetal em um produto tecnicamente elaborado, o
fitoterapico, a qualidade seja assegurada pela preservacdo da integridade quimica e
farmacoldgica do(s) marcador (es) quimico(s) da planta, garantindo a constancia de sua agédo
biologica e a seguranca de sua utilizagdo, além de valorizar seu potencial terapéutico
(TOLEDO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007; FERREIRA; LEITE, 2008).

A partir disso é importante realizar o desenvolvimento de novos medicamentos com
atividade terapéutica a partir de substancias naturais visto que esses produtos de plantas em
sua maioria genuinamente nacionais apresentam além da eficacia, também, seguranca e que
por isso devem ser amplamente estudados. A exemplo a espécie Cinnamomum zeylanicum
composta por um grande grupo de substancias quimica e que pode ser uma fonte promissora
de matéria-prima vegetal para um fitoterapico. Dessa forma, faz-se necessario o entendimento
desses compostos, pois € a partir deles que é obtida grande parte das atividades

farmacoldgicas atribuidas ao género Cinnamomum.
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3.4 Cinnamomum zeylanicum Blume

O género Cinnamomum, pertencente a familia Lauraceae, compreende cerca de 250
espécies distribuidas na india, China, Sri Lanka e Austréalia, sendo conhecidas popularmente
pelo nome de canela. E cultivada também em paises tropicais da América do sul, como o
Brasil, onde as maiores plantacGes encontram-se nas regides Sul e Sudeste (CASTRO, 2010).
E uma arvore que apresenta aproximadamente 15 m de altura, composta por folhas com
formato oval-longo que sdo utilizadas extensivamente como especiarias em alimentos ou para
produzir 6leos essenciais, apresentando um sabor picante que exala um odor caracteristico
qguando esmagadas e flores com coloracdo esverdeada.

Cinnamomum zeylanicum composto majoritariamente pelo cinamaldeido bem como
B-cariofileno, linalol e outros terpenos. Cinamaldeido é o principal constituinte do O6leo
essencial extraido das casca de canela e fornece o odor e sabor caracteristico da espécie,
sendo utilizada como aditivos alimentares e aromatizadores dos alimentos, fazendo parte da
lista da Food and Drog Administration como “Generally Recognized as Safe-GRAS que
designa compostos seguros para seu uso e que ndo apresentam efeitos potencialmente
adversos a saude humana. (RANASINGHE et al., 2013). Com relagcdo aos compostos sdo
encontrados na folha, o acetato de cinamila, o eugenol, e anetol. Na raiz, o principal
constituinte é a canfora, sendo que na casca, o cinamaldeido é o principal da espécie
(JANTAN et al., 2002; JANTAN et al., 2004).

C. zeylanicum, canela-do-ceildo como € conhecido também, possui sinonimia de
Cinnamomum verum. A sua casca quando seca contém 1,2% de Oleo volatil, sendo 60%
constituido pelo cinamaldeido. Esse 6leo possui aroma caracteristico de aldeido cindmico e
sabor picante e adocicado. A Cinnamomum céssia, canela-da-china € menos aromatico que a
canela do ceildo e possui aroma caracteristico de mucilagem, seu sabor é levemente
adocicado. Com relagéo a casca quando seca contém 1% de 0leo volatil, constituido de 70% a
90% de trans-cinamaldeido (BRASIL, 2010).
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Figura 1 — Aspecto geral de Cinnamomum zeylanicum Blume

Fonte: Autora.

C. zeylanicum apresenta a partir de sua composi¢cdo quimica atividades farmacolégicas
como antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatdria e antioxidante. Ainda sao atribuidos
beneficios cardiovasculares devido a reducdo dos niveis sanguineos de glicose, do colesterol
sérico e da pressao sanguinea (RANASINGHE et al., 2013).0 uso da casca dessa planta é
indicado como aperiente, antidispéptico, antiflatulento e antiespasmédico (BRASIL, 2011). A
partir do extrato das suas folhas sdo descritas atividades antioxidante, antibidtica e
antifingica. (WANG; WANG,; YIH, 2008; DIAS, 2009; RANASINGHE et al., 2013).

Estudos realizados tém demonstrado efeitos de diferentes alimentos funcionais na
Sindrome Metabdlica (SM) e seus componentes (colesterol, triglicerideos, glicose, pressao
arterial, etc.) sendo a canela (Cinnamomum sp.) um destes alimentos. Isso é devido aos
polifendis encontrados na canela que podem melhorar os componentes da SM e reduzir os
riscos de fatores associados com diabetes e doencas cardiovasculares. Experimentos em
individuos com SM, Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 e sindrome dos ovarios policisticos,
demonstram efeitos benéficos relacionados a glicose, insulina, lipidios e antioxidantes quando
foi utilizado o extrato aquoso de canela. Além disso, efeitos na composic¢ao da massa corporal
magra e na resposta inflamatdria também foram verificados (ANDERSON, 2008).

Além disso, a partir do oleo volatil das cascas e folhas de Cinnamomum verum foi
verificado a atividade antibacteriana frente as cepas de E.coli O157:H7, Salmonella

Typhimurium, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Um estudo demonstrou
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diferenga quantitativa nos perfis inibitorios pelo 6leo obtido pelas diferentes partes da planta,
sendo o0 Oleo da casca mais efetivo que o Oleo volétil obtido das folhas. Isso pode ser
explicado a partir da andlise fitoquimica da composi¢do do 6leo que revela uma diferenca
qualitativa nos teores dos compostos, uma vez que, nas folhas, o eugenol (63%) apresenta-se
como a substancia majoritéria, diferentemente do 6leo das cascas que apresenta cinamaldeido
(87%) (OUSSALAH et al., 2007).

Anélises realizadas com o extrato das folhas de Cinnamomum verum demonstraram a
capacidade antioxidante e a de eliminacdo de radicais livres. Isso foi observado em um
estudo, em que a intensa atividade antioxidante frente a radicais livres, especialmente pelo
método de DPPH (125 pg/3mL) e ABTS (concentragdes acima de 75 pg/1,1 mL), resultou em
um promissor uso frente a inibicdo da peroxidacdo lipidica em emulsdes de acido linoleico
(MATHEW; ABRAHAM, 2006). Sendo assim, a canela, a qual é utilizada como um agente
aromatizante em alimentos ou cha pode atuar, também, como um potente antioxidante,
podendo ser utilizada em individuos que tém doencas relacionadas ao estresse oxidativo
(RANJBAR et al., 2006).

Um estudo de revisdo sobre plantas medicinais descreve C. zeylanicum como sendo
uma espécie que foi e continua sendo de grande relevancia, tendo em vista a sua composicao
de substancias ativas como proto6tipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de
matérias-primas farmacéutica para prevencdo e manejo de doengas cardiovasculares,
hipertensdo, diabetes e devido a suas propriedades antioxidantes (RAHMATULLAH et al.,
2009).

Nesse sentido, faz-se importante o conhecimento dos principais compostos, pois é a
partir deles que é obtida grande parte das atividades farmacologicas atribuidas ao género
Cinnamomum. Além disso, a realizacdo de estudos in vitro e in vivo como métodos
alternativos para avaliagdo bioldgica assegurando a eficacia e seguranca para uso de
formulacdes e medicamentos fitoterapicos contendo substancias naturais como a canela
(BARRY, 2004).



24
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RESUMO

Cinnamomum zeylanicum é uma espécie pertencente a familia Lauraceae e é
conhecida popularmente como canela sendo utilizada na medicina popular como
antimicrobiano, antiparasitaria, anti-inflamatorio e antitérmico. O objetivo deste trabalho foi
realizar a caracterizacdo fisico-quimica e investigar as atividades antioxidante, antimicrobiana
e antigenotoxica nas folhas desta espécie. Na caracterizacdo fisico-quimica, por meio de testes
farmacopéicos foi utilizado droga vegetal seca e ndo houve variacdo significativa da amostra
coletada. Na extracdo hidroetandlica (70%), o rendimento do extrato bruto (EB) foi de
22,94%. O EB das folhas de C. zeylanicum apresentou compostos do metabolismo secundério
como alcaldides, saponinas, flavonoides, taninos e cumarinas. Por doseamento
espectroscopico foram determinados polifendis, flavonoides e taninos no EB. C. zeylanicum
apresentou atividade antioxidante qualitativamente por CCD por apresentar manchas amarelas
que caracterizam a atividade antioxidante do extrato e quantitativamente um valor de CEs €
IAA de 12,88ug/mL e 15,91% pelo método DPPH. Além disso, a espécie apresentou,
também, atividade antimicrobiana frente a E. coli, K. pneumonia, S. aureus e P. aeruginosa
pelo método de microdiluicdo em caldo e atividade antigenotoxica analisadas em cultura de
leucdcitos humanos pelos teste de viabilidade e proliferacdo celular, ensaio cometa e
frequéncia de micronucleos. Nestes ultimos testes, todas as concentracdes CzE1 pg/mL e
CzE10 pg/mL de extrato demonstraram que reverteram o dano genotoxico causado pelo
peroxido de hidrogénio. Portanto, os parametros fisico-quimicos estabelecidos para
C. zeylanicum possibilitam controle de qualidade da droga dessa espécie, e esta apresentou
atividades, antioxidante, antimicrobiana e antigenotoxica.

Palavras-chave: Lauraceae. Controle fisico-quimica. Extrato. Canela.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem fontes de substancias ativas com potencial
terapéutico usado no tratamento de doencas. A avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos pode ser
usada como estratégia para descobrir novos farmacos de origem vegetal. Estas podem ser
processadas e administradas de diversas formas, tais como, por exemplo, xaropes, infusdes,
oOleos essenciais, pomadas, balsamos, comprimidos ou cépsulas, sendo indicadas para ajudar a
combater patologias cronicas e agudas, como, por exemplo, doengas cardiovasculares,
inflamacdes ou problemas gastricos. Estas plantas sdo ricas em varios compostos, tais como,
flavonoides, taninos, etc., sendo que muitos deles apresentam propriedades antioxidantes
(BENZIE; WACHTEL, 2011).

Vaérios estudos tém evidenciado os potenciais antioxidantes e antimicrobianos de uma
grande variedade de frutas e de vegetais (TAGURI et al., 2006; ASOLINI et al., 2006). O
consumo frequente de frutas e vegetais tem sido associado a baixa incidéncia de doencas
degenerativas, tais como cancer, doencas cardiacas, inflamatérias e do sistema imunologico,
além de disfungdes neuroldgicas e de cataratas. Esses fatos estdo relacionados com a presenca
de varios compostos antioxidantes nas frutas e nos vegetais (TAGURI et al., 2006; ASOLINI
et al., 2006).

Os antioxidantes tém como func¢do impedir que os radicais livres danifiquem as células
e os tecidos (FOGLIANO et al., 1999). Na industria alimenticia, o uso de antioxidantes néo é
recente; no entanto, nota-se uma tendéncia em substituir antioxidantes artificiais por naturais
(AMAROWICZ et al., 2004). As principais classes de antioxidantes que podem estar
presentes naturalmente nos alimentos sdo o0s compostos fendlicos (acidos fendlicos,
flavonoides e taninos), carotenoides, tocoferdis, &cido ascérbico e seus derivados
(VELIOGLU et al., 1998; AMAROWICZ et al., 2004).

A atividade antibacteriana de varios polifendis e extratos de plantas também foram
avaliados em estudos farmacéuticos e em alimentos (TAGURI et al., 2006; AHN et al., 2007).
Alguns compostos fendlicos tais como os de sélvia, alecrim, tomilho, lUpulo, coentro, cravo e
manjericdio sdo conhecidos por possuirem efeitos antimicrobianos contra patdgenos
alimentares (AHN et al., 2007).

A OMS estima que 80% da populagdo em paises em vias de desenvolvimento utilize a
medicina tradicional a base de plantas como fonte primaria para tratar e controlar diferentes
patologias (TAMAYO, 2006). Contudo, ha que ter em conta que as plantas medicinais nao

podem ser utilizadas para o tratamento de todas as patologias e em qualquer paciente, e que
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ndo estdo isentas de efeitos secundarios, nem de contraindicacdes e interacdes (FERREIRA;
PINTO, 2010).

Cinnamomum zeylanicum Blume, conhecida popularmente como canela-da-india,
espécie usada mundialmente na perfumaria e na culinaria, como corretivo de odores e sabores,
sendo seu Oleo essencial usado na preparagdo de alguns medicamentos. Partes da planta
(casca, frutos e folhas) apresentam propriedades estimulante, tonica, carminativa e
antiespasmadica (ALMEIDA, 1993).

Na canela, a constituicdo quimica varia significativamente em relacdo as distintas
partes da planta, a casca € rica em aldeido cindmico e a folha é fonte de eugenol (KOKETSU
et al., 1997). O eugenol foi citado em diversos trabalhos como inibidor do crescimento
microbiano (FARIA et al., 2006; LEMOS et al., 2005; PEREIRA et al., 2004), apresentando
interesse como matéria-prima em sintese de produtos naturais biologicamente ativos e
produtos farmacéuticos. Segundo Santurio e colaboradores (2007), o 6éleo essencial extraido
da canela apresenta um potencial antimicrobiano significativo frente a bactérias e fungos.

Dentro deste contexto, a presente pesquisa experimental foi desenvolvida com
objetivo preparar um extrato hidroalcodlico apartir das folhas de C. zeylanicum, visando
determinar parametros fisico-quimicos de qualidade da droga vegetal e caracterizar 0s
compostos quimicos do metabolismo secundario. Como também Investigar a atividade

antioxidante, antimicrobiana e antigenotoxica no extrato bruto de C. zeylanicum.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material vegetal

Aproximadamente 600 g de folhas foram coletadas da espécie C. zeylanicum na cidade
de Cruz Alta, na localidade de Capéo Grande, Latitude -28° 45' 34" Sul e longitude 53° 32'
07" Oeste nos meses de junho e julho de 2013. Uma amostra esta depositada no herbario do
Departamento da Biologia (SMDB) UFSM sob-registro 16.750.
2.2 Obtencao do extrato

As folhas de C. zeylanicum foram secas em estufa de ar circulante a temperatura de

aproximadamente de 40°C e reduzido a pd, por meio de moinho de facas. O extrato
hidroalcodlico (70%) das folhas foi obtido por maceracdo com renovagédo de solventes por um
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periodo de 30 dias. O extrato foi concentrado em evaporador rotatorio e liofilizado. Calculou-

se 0 rendimento total do extrato, de acordo com a formula (1):

Re = (Pext /Pfolhas) x 100 D

Onde:
Re = Rendimento total do extrato (%);
Pext = Peso do extrato seco (g);

Pfolhas = Peso das folhas secas moidas (g).

2.3 Parametros fisico-quimicos de qualidade da droga vegetal

O controle de qualidade da droga (material estranho, determinacdo de agua, indice de
intumescéncia, conteudo total de cinza e cinza insoltivel em acido) foi realizado em triplicata,

de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010).

2.4 Analise fitoquimica

A avaliagdo fitoquimica preliminar foi analisada conforme Moreira (1979) e Costa
(1982) com modificacbes por reacbes de caracterizacdo de metabolitos secundérios com
reagentes especificos e por cromatografia em camada delgada (CCD). Foram cromatografadas
em Silica gel GF254 e eluidas com solventes especificos para cada grupo quimico a serem
identificados.

Para a caracterizacdo dos grupos de metabdlitos foi utilizado método especificos. Os
alcaloides foram avaliados a partir de Reagdes de Wagner, Dragendorff; antraquinonas
(heterosideos livres e Antraquindnicos); flavonoides (Shinoda, Salkowiski e teste de espuma);

taninos (cloreto férrico e acetato de chumbo) e cumarinas (KOH/Solucdo alcéolica).

2.5 Doseamento de fendlicos, flavonoides e taninos.

O doseamento dos polifenois foi determinado pelo método de Folin — Ciocalteau,
conforme Chandra e Meija (2004) modificado, utilizando como padrdo acido galico. As
leituras das amostras foram feitas com espectrofotdmetro Shimadzu UV 1021, a 730nm e em
triplicata. A concentracdo de polifenois foi determinada por interpolacdo da absorbéncia da
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amostra com a curva de calibracdo obtida com o padrdo e expressos em miligramas de
equivalentes de acido galico por grama de extrato vegetal. Os flavonoides foram dosados de
acordo com Rio (1996) modificado, utilizando como padréo rutina. As leituras das amostras
foram realizadas em espectrofotdmetro Shimadzu UV1021, a 425 nm e em triplicata. Os
taninos foram quantificados pelo método da vanilina 4% em solucdo metandlica de acido
cloridrico, utilizando como padrdo catequina conforme Agostini-Costa e colaboradores
(1999). As leituras das amostras, em triplicata, foram realizadas em espectrofotdmetro
Shimadzu UV1021, a 490 nm. A concentracédo de taninos foi determinada por interpolacéo da
absorbancia da amostra com a curva de calibracdo obtida com o padrdo e expressos em
miligramas de equivalentes de catequina por grama de extrato vegetal.

2.6 Determinacéo do potencial antioxidante

O potencial antioxidante foi avaliado in vitro frente ao radical livre 1, 1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), por CCD (qualitativamente) e por espectrofotometria
(quantitativamente).

2.6.1 Atividade antioxidante em CCD

A atividade antioxidante de C. zeylanicum foi avaliada a partir da aplicacdo do extrato
em cromatoplacas de aluminio (Silica gel GF.ss) e eluidas em sistema de eluente
(Cloroférmio: metanol; 8,5: 3,5). Como referéncia de atividade antioxidante foi empregado
acido cafeico, quercetina e rutina. Apoés a eluicdo e evaporacdo total do eluente, nebulizou-se
a cromatoplaca com solugéo de DPPH 0,004% em metanol. A cromatoplaca foi armazenada
no ambiente escuro por 30 min a temperatura ambiente e, apos, fez-se a leitura, que é
caracterizada pela formagdo de manchas amareladas comparaveis com as observadas pelo
padréo (CHOI et al., 2002).

2.6.2 Eficiéncia antioxidante por espectrofotometria

O potencial antioxidante foi avaliado pelo método fotocolorimétrico do DPPH, de
acordo com Choi e colaboradores (2002). Prepararam-se solugdes do extrato, do DPPH e do
padrdo acido ascdrbico em etanol. As leituras das solugBes foram feitas em triplicata em
espectrofotbmetro Schimadzu UV (518nm). A porcentagem de inibicdo do radical DPPH
pelas amostras foi calculada de acordo com a equagéo (2):
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AAO% = 100 — [(Abs da amostra- Abs do branco) x100/ Abs.controle negativos.] 2

A concentracdo eficiente (CEsp) € a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50%. A partir de uma curva (regressao),
plotando-se na abscissa as concentragcdes da amostra e na ordenada, a proporcao da atividade
antioxidante (AAO%). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
computacional SIGMASTAT 2.0.

O indice de atividade antioxidante (IAA) foi calculado correlacionando-se a massa de

DPPH (pg. mL-1) com CEsp (ug.mL-1) conforme Equacéo (3):
IAA =[mppp/ CE50] MDPPH: massa de DPPH e CEsy: Concentracdo efetiva. 3
2.7 Atividade antimicrobiana

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato utilizou-se o método de
microdiluicdo em caldo de acordo como Clinical and Laboratory Standards CLSI M7A6
(2003) para bactérias. Os indculo em solugdo salina 0,85% foram preparados pelo método
espectrofotométrico, resultando em suspensdo 5x10° UFC/mL para bactérias. Foram
realizadas diluicGes seriadas nas concentracfes de extrato 1.000 pg/ml até 2mg/mL em
dimetilsulfoxido no extrato bruto.

Os testes foram realizados em microplacas estéreis de poliestireno em meio ao caldo
Muller-Hinton para bactérias. As cavidades das placas de microdilui¢cdo contendo 100 pL do
extrato vegetal foram inoculadas com 100 pL de suspensdo bacteriana. A cavidade do
controle positivo continha 0,1 mL do inoculo e 0,1mL do meio, sem extrato. Os ensaios foram
realizados em duplicata. As placas foram incubadas por um periodo de 24h a 35-37°. Apds o
periodo de incubacéo, observou-se o crescimento microbiano indicado pelo aparecimento de
turvacdo. Através deste metodo, determinou-se a menor concentragdo da amostra vegetal
capaz de inibir o crescimento microbiano, chamada de concentracdo Inibitéria Minima (CIM).

A avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro, foi realizada com cepas ATCC e
isolados clinicos obtidos no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) (tabela 1).
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Tabela 1 — Bactérias utilizadas para os ensaios de acao antibacteriana.

Microrganismos ATCC GRAM
Bacillus cereus 14779 +
Staphylococcus epidermidis 12228 +
Staphylococcus aureus 25923 +
Staphylococcus epidermidis ** - +
Staphylococcus epidermidis ** - +
Pseudomonas aeruginosa 27853 -
Escherichia coli 25922 -
Salamonella sp ** - -
Klebsiella pneumoniae 700603 -

** jsolados clinicos obtidos no Hospital Universitario de Santa Maria.

2.8 Atividade antigenotoxica

2.8.1 Preparacéo da cultura celular de Linfécitos

As culturas de linfocitos foram preparadas utilizando 0,5 mL de sangue venoso
(coletado de voluntérios,) segundo o (protocolo do comité de ética CEP/UFSM
23081.012330/2006-94) e imediatamente foi transferido para o meio de cultura contendo 10
mL de RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de estreptomicina/
penicilina, conforme descrito por (SANTOS-MONTAGNER et al., 2010). As células foram
colocadas em estufa a 37°C em ambiente de 5% de CO, por 72 horas.

2.8.2 Tratamentos das Culturas

Para avaliar perfis anti-genotdoxicos, as culturas de leuctcitos foram divididos em
cinco grupos. Os grupos foram: um controle negativo (tampédo de fosfato de pH 7,2); um
controle positivo (Perdxido de hidrogénio 100 pg/mL); e os outros trés grupos contendo o
extrato de C. zeylanicum nas concentragdes 1pg/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL.

2.8.3 Avaliagdo de parametros anti-genotdxicos do extrato em culturas de leucocitos humanos

Os parametros anti-genotoxicos foram avaliados pelas analises da Proliferacdo celular

e a inviabilidade, teste cometa e a frequéncia de micronucleos.
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2.8.3.1 Proliferagéo celular e a inviabilidade

Os parametros a proliferacdo celular e a inviabilidade foram avaliados através da perda
da integridade da membrana, utilizando 0 método do Azul de Tripam (BUROW et al., 1998).
A amostra nas concentragbes 1u/mL, 10 w/mL €100 p/mL foi combinada com solucéo de
Turk (acido acético 3% mais de genciana violeta a 1% em &gua), e depois de trés minutos, a
amostra foi colocada em camara de Neubauer. A diferenciacdo de células vivas e mortas foi
observada pela coloracdo azul apresentada pelas células de mortas. Um total de 300 células
foi contado e a quantidade de leucdcitos totais (proliferacdo) conseguida por meio de

contagem numa camara de Neubauer.

2.8.3.2 Ensaio cometa

O teste cometa foi avaliado a partir de (SINGH, 1995). Apo6s a incubagédo, as amostras
(leucocitos) foram misturadas com agarose e colocados numa lamina de microscopio pré-
revestida com agarose em baixo ponto de fusdo. As laminas foram imersas numa solucéo de
lise, e uma eletroforese foi realizada (20 min a 300 MA e 25 V). No final, as ldaminas foram
neutralizadas e deixadas para secar durante a noite a temperatura ambiente. As ldaminas secas
foram reidratadas e em seguida, fixadas por 10 min, e deixadas secar novamente. A Gltima
etapa foi a coloracéo e a utilizacdo de solucdo de paragem. As laminas foram analisadas sob
condicdes cegas. Dano no DNA foi determinado como ADN indice de dano (DI). O dano foi
calculado a partir de células em diferentes classes de danos (completamente intactas: 100
celulas x 0 a maxima danificado - 100 células x 4).

2.8.3.3 Formacao dos micronucleos

A andlise dos micronucleos foi realizada segundo a técnica descrita por Schmid
(1975). Os linfécitos foram colocadas num tubo cénico com solugdo salina e centrifugadas em
1000 rpm durante 5 minutos. Um mililitro dessa solucdo de leucdcitos foi espalhado sobre
uma lamina (duas por amostra) e deixados para secar em temperatura ambiente. As laminas
foram coradas e depois analisadas sob microscopia Optica na lente de imersdo (FENECH,
2000).



33

2.9 Andlise estatistica

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo entre as médias foi
efetuada atraves do teste de Tuckey (p<0,05), para dados ndo paramétrico foi utilizado o teste

ndo paramétrico Kruscal-Wallis, utilizando-se programa estatistico BioEstat 5.3.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato seco obtido das folhas de C. zeylanicum apresentou um rendimento de
22, 94%. Vasconcelos (2007) em seu estudo utilizou o mesmo solvente no extrato
hidroalcodlico e obteve rendimento de 19% das folhas de Cissus sicyoides. J& Casoti (2012)
obteve um rendimento de extrato bruto de 22,94% apartir da extracdo hidroalcodlica de
Dithecoctenium echinatum. Desse modo, o rendimento dos extratos obtidos a partir das
plantas varia de acordo com fatores relacionados com a planta e com os métodos de extracdo
e liquidos extratores utilizados (DINIZ, 2000).

3.1 Parametros fisico-quimicos de controle de qualidade da droga vegetal

Os resultados das andlises de controle de qualidade da droga vegetal (tabela2) foram

realizados em triplicata, em conformidade com a Farmacopeia Brasileira (2010).

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos estabelecidos para o controle de qualidade do extrato
das folhas de C. zeylanicum.

. Matéria indice de ] ) . Cinzas Inso.
Parametros h . ~_ . Teordeagua Cinzas totais Acid
de qualidade estranha Intumescencia (%) (%) Cl
(%) (ml) (%)
Extrato C. 0,0240.1601 15,10+ 0,1999 9,05+ 0,1421 2,16+ 0,4547 0,67+ 0,5619
Zeylanicum

As drogas vegetais, quando ndo manipuladas adequadamente, podem apresentar
material de origem diversa, como outras partes da planta ou mesmo restos de outros vegetais.
De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010) os limites preconizados para a presenca de
impurezas em drogas vegetais ndo pode exceder 2%. Foi possivel observar que a droga qual
apresentou 0,02% de matéria estranha, ndo excedendo o valor preconizado pela Farmacopéia,

sugerindo que houve limpeza e separacdo adequada de espécies de plantas quando coletadas.
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O indice de intumescéncia fornece os teores de mucilagem da droga, e em sua
quantidade esta diretamente relacionada com retencdo de agua. O valor encontrado em
C. zeylanicum foi de 15,10 ml o que sugere a presenca dessa substancia, determinada de
acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010).

O valor da quantidade de 4gua que permaneceu na droga apds a secagem da planta é
um indice diretamente relacionado a sua conservacgdo. O excesso de dgua em drogas permite a
acao de enzimas, consequentemente a degradacdo dos constituintes quimicos e podendo
ocasionar o desenvolvimento de fungos e bactérias (FARIAS et al., 2003; SIMOES etal.,
2010). O limite preconizado para a umidade em drogas vegetais esta entre 8 e 14% sendo
apresentado por C. zeylanicum o valor de 9,05%, denotando estar dentro dos parametros
farmacopéicos.

A determinacdo de cinzas totais envolve componentes da planta, e as presentes na
superficie da droga. Sua porcentagem esté relacionada com procedimentos de colheita e p6s-
colheita inadequadas, permitindo a verificacdo de impurezas inorganicas nao volateis como
contaminante. A espécie C. zeylanicum apresentou 2,16% de cinzas totais, valor relativamente
baixo 0 que denota cuidado na coleta e nos processos de secagem e armazenamento.

As cinzas insoltveis em acido cloridrico de C. zeylanicum (0,67%) estdo dentro dos
teores aceitos pela Farmacopeia Brasileira (2010), até 1%. As cinzas insollveis em acido
podem indicar contaminacdo ambiental ou presenca de substancias silicosas, areia e terra

silicea ou contaminacao.

3.2 Analise fitoquimica

O estudo preliminar da composigdo quimica do extrato da parte da planta permitiu a

identificacdo das seguintes classes de compostos (tabela 3).
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Tabela 3 — Resultado da analise fitoquimica do extrato das folhas de Cinnamomum

zeylanicum.
Constituintes Testes Resultados
Wagner +++
Alcalbides Dragendorff ++
Livres .
Antraquinonas Heterosideos
Antraquindnicos _
Flavonoides Shinoda +++
Saponinas Salkowiski +++
Teste de espuma +++
Taninos Cloreto férrico ++
Acetato de chumbo ++
Cumarinas KOH/Sol. Alcodlica +++

Analise quimica qualitativa dos extratos de Cinnamomum zeylanicum. Legenda: (+++) resultados fortemente
positivos (++) resultados positivos (+) resultados fracamente positivos; e (-) resultados negativos.

De acordo com as andlises da caracterizacdo (tabela3) podemos sugerir que 0s
flavonoides, saponinas, alcaloides e cumarinas apresentaram presenca fortemente positiva. Os
resultados encontrados foram semelhantes aos apresentados por outro trabalho em que
avaliaram os extratos etandlico, aquoso frio e quente, com acetona e extratos metanolicos da
casca de C. zeylanicum. Todos os extratos apresentaram alcaldides de esterdides e saponina.
Flavondides foram detectados no extrato com etanol, acetona e extrato aquoso frio (SINGH
etal., 2014).

Os resultados dos testes fitoquimicos corroboram com outras espécies estudadas.
Alguns autores relataram a presenca de esteroides, taninos, compostos fenolicos e
triterpenoides nos extratos das cascas do caule de Cenostigma macrophyllum (SILVA et al.,
2007; MEIER et al., 2014; SILVA; SOUSA; CHAVES, 2006; CHAVES; ALMEIDA;
ROCHA, 2006). Sandabe e colaboradores (2006), no extrato aquoso do caule de Ficus
sycomorus, constataram a presenca de alcaloides, flavonoides, saponinas e taninos galicos. Ja
para a raiz de Urera baccifera foram observados heterosideos flavonoidicos, heterosideos
saponinicos, taninos e purinas mostrando que estes metabolitos podem ser caracterizados em
diferentes espécies e servem para distingui-los com marcadores quimicos (GINDRI et al.,
2010).

De acordo com dados da literatura plantas ricas em taninos sdao empregadas na

medicina no tratamento de reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas



36

estomacais, problemas renais, processos inflamatorios e diarreia. J& plantas ricas em
flavonoides s@o responsaveis por acfes antitumoral, anti-hemorragicos, hormonais,
anti-inflamatorias, antimicrobianos e antioxidantes (HASLAM, 1996; DE BRUNYE et al.,
1999; DUFRENSE; FARNWORH, 2001; TOSHIO et al., 2005; ZUANAZZI; MONTANHA,
2007). A atividade anti-inflamatéria das folhas de muitas espécies de canela tem sido
atribuida a uma série de taninos e a acdo analgésica e antipirética aos compostos cumarico
(SACHIN VETAL, 2013).

De acordo com Adwan et al. (2006) e Maciel et al. (2002), as plantas contém indmeros
constituintes, e seus extratos, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre 0s
diferentes principios ativos devido a presenca de compostos de classes ou estruturas distintas
gue podem interagir contribuindo para a mesma atividade. A constitui¢cdo quimica de espécies
vegetais pode ser influenciada qualitativamente e quantitativamente por variac@es climaticas,
com repercussao direta sobre a atividade bioldgica (NASCIMENTO et al., 2008).

3.3 Doseamento de fendlicos, flavonoides e taninos

Os teores totais de polifendis, flavondides e taninos para a amostra do extrato das
folhas, de C. zeylanicum foram calculados usando-se a curva de calibracdo construida para o
4cido gélico (R? = 0,9972), a quercetina (R = 0,9974) e rutina (R? = 0,9974) respectivamente
(figuras 1, 2, 3).
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Figural— Curva padrdo do Acido Galico com suas concentracdes versus absorbancias e
respectiva equacao da reta e coeficiente de correlagéo.
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Figura2 — Curva padrdo da quercetina com suas concentracdes versus absorbancias e
respectiva equacdo da reta e coeficiente de correlacéo.
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Figura3— Curva padrdo da catequina com suas concentragBes versus absorbancias e
respectiva equacao da reta e coeficiente de correlagéo.

A anélise fitoquimica, pela detec¢do de compostos de metabolismo secundério, nos
extratos das folhas da canela revelou a presenca de polifenois, taninos e flavondides. Os
polifendis e flavonoides dosados no extrato desta espécie foram superiores aos valores para
taninos (tabela 4). O papel desempenhado pelos polifendis como protetores contra diversas
doencas degenerativas ja é bem relatado na literatura, o que demostra que C. zeylanicum tem

potencial para novos estudos sobre suas atividades farmacoldgicas.
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Tabela 4 — Teores de flavonoides, polifenois e taninos nos extratos bruto de C. zeylanicum.

AMOSTRA Polifenois Flavonoides Taninos
(concentragao) mg/g £DP mg/g £DP mg/g tDP

Extrato Bruto

(0,004%) 80,65 + 0,96 50,67 + 1,47 35,20 + 0,91

C. zeylanicum apresentou 80,65mg/g de polifendis e 50,67 mg/g de flavonoides. Estas
substancias sdo conhecidas por apresentarem beneficios, devido ao seu poder antioxidante
anticancerigeno, anti-inflamatério, anti-aterogénico, antitrombotico, antimicrobiano,
vasodilatador e analgesia (WOLLGAST? et al., 2000).

Os polifendis sdo compostos do metabolismo secundario das plantas que
desempenham varias funcdes, tais como proteger do ataque de patdgenos ou herbivoros ou na
pigmentacdo que ajuda a atrair os polinizadores, além de apresentar papel essencial na
qualidade de fruto, tais como o desenvolvimento de cor, o sabor e na adstringéncia
(CHAMKHA et al., 2003). A quantidade de polifenois, presentes nos vegetais pode variar de
acordo com a radiacdo solar, época do ano, periodos chuvosos ou nao, radiacdo UV, o que
pode ser justificado os altos teores encontrados na canela (MACHADO et al., 2008).

O oleo obtido das folhas de C. zeylanicum apresentou um dos melhores resultados
quanto a capacidade oxidante dentre os 45 tipos de 6leos analisados pelo método do DPPH
além de elevado contetdo de polifenois (WANG; WANG; YIH, 2008).

3.4 Potencial Antioxidante

3.4.1 Potencial antioxidante por CCD

O potencial antioxidante pelo método do DPPH em cromatoplacas de Silica gel foi
avaliado pela coloracdo desenvolvida apds a exposi¢do da amostra em solugdo de DPPH que
possui uma coloracdo roxa intensa e pela acdo antioxidante de uma amostra €

progressivamente descoloracao se tornando amarela ao final (figura 4).
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(A) (B)

Figura4 — Atividade antioxidante pelo método do DPPH apresentadas pelas imagens luz
Visivel (A) e pela luz ultravioleta (B) das folhas de Cinnamomum zeylanicum em
cromatoplacas. Fase mével: Cloroférmio: metanol (8,5: 3,5)

Legenda: 1- Acido caféico; 2- Quercetina; 3- Rutina; 4- EB.

O mesmo foi observado por Choi e colaboradores (2002) que avaliaram a atividade
antioxidante de diferentes plantas e também observaram desenvolvimento de manchas
amareladas demostrando atividade antioxidante que possivelmente pode estar relacionado aos
polifenois e flavonoides presentes na espécie.

Outro estudo analisaram a atividade antioxidante preliminar qualitativa dos extratos
por CCD em gel de silica, revelada com solucdo metandlica a 0,4 mmol/L do radical DPPH.
Os resultados sugeriram a existéncia de substancias com atividade antioxidante do extrato
etandlico de Terminalia brasiliensis (folha e casca), Terminalia fagifolia (folha), Cenostigma
macrophyllum (folha), Qualea grandiflora (folha) e Copernicia cerifera (raiz), evidenciadas
nas cromatoplacas pela presenca de manchas amarelas sobre fundo purpuro, resultantes da
reducdo do radical DPPH (SOUSA et al., 2007).

Balestrin e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antioxidante por cromatografia
de camada delgada do extrato bruto e fragbes (hexano, cloroférmio e acetato de etila) de
Dorstenia multiformes. Os resultados demostraram que a fragdo cloroférmio apresentou
atividade antioxidante relativa superior, quando comparada ao padrdo de atividade

antioxidante rutina testada.
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3.4.2 Potencial antioxidante por espectrofotometria

A representacdo grafica da concentracdo das amostras em relacdo a porcentagem de
inibicdo permite o célculo da Clsg (figura 5).
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Figura5— Grafico da inibicdo do acido ascorbico e Quercetina do extrato da folha de
Cinnamomum Zeylanicum nas diferentes concentrages de DPPH.

O DPPH é um radical livre estavel que tem sido amplamente usado para avaliar a
atividade antioxidante de extratos e substancias puras (SOUSA et al., 2007; JUNG et al.,
2008). O efeito de antioxidantes no sequestro do DPPH é devido a capacidade doadora de
hidrogénio destas substancias as quais sdo geralmente compostos fenolicos. No presente
trabalho a maior concentragdo (100u/mL) de extrato C. zeylanicum apresentou o percentual
de inibicdo do DPPH de 92,99% ja o acido ascorbico, inibindo o radical livre DPPH em
98,99% e a quercetina 38,9%. Dessa forma, ao considerar os resultados verificou-se que o
extrato apresenta um potencial antioxidante tdo bom quanto o padrdo ja comercializado acido
ascorbico e melhor que a quercetina também ja conhecida podendo ser um promissor
antioxidante natural. Os flavonoides e outros compostos fendlicos presentes em plantas
superiores sdo conhecidos por apresentarem potencial efeito antioxidante (OH et al., 2001,
LIMA et al., 2006).

Os chéds de boldo do Chile e Brasil apresentam pouca eficacia antioxidante,
especialmente quando comparados a outros chas, tendo maior atividade o Camelia sinensis
(cha verde), Cinnamonum zeylanicum (canela), Eugenia aromatica (cravo), Laurus nobilis
(louro) e Camelia sinensis (cha preto) (fermentada) (MORAIS et al., 2009).
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Estudo desenvolvido demonstrou a capacidade antioxidante de pelo método de DPPH
(125 pg/mL) do extrato metabolico das folhas de Cinnamomum verum. Neste estudo, foi
observada intensa atividade frente a radicais livres. (MATHEW; ABRAHAM, 2006). Sendo
assim, a canela, a qual € utilizada como um agente aromatizante em alimentos ou cha pode
atuar como um potente antioxidante (RANJBAR et al., 2006).

Os resultados foram determinados as concentragfes efetivas (CE50) e o indice de

Atividade Antioxidante (IAA), usando-se acido ascérbico (AS) como referéncia (tabela 5).

Tabela 5 — Valores de concentracdo efetiva e indice de atividade antioxidante de extratos de

C. zeylanicum.
Amostras CEso (ng/ml) 1AA (%)
C. Zeylanicum 12,88 + 1,50 15,91
AS 9,95+ 1,30 10,60

AS: 4cido ascorbico, CEsy: Concentraco efetiva, IAA: Indice de atividade antioxidante.

Segundo Reynertson et al. (2005) a intensidade da atividade antioxidante pode ser
mensurada de acordo com a concentracdo eficiente (CE50) obtida utilizando os resultados de
atividade antioxidante de diluicdes em série. O CE50 € a concentracdo de extrato necessaria
para reduzir 50% de radical DPPH e quanto menor o valor de CE50 maior é a atividade
antioxidante. Extratos com valores de CE50 abaixo de 50 pg/ mL indicam elevada atividade
antioxidante, de 50-100 pg/mL indicam moderada atividade, de 100-200 pg/ mL indicam
baixa atividade e acima de 200 pug/ mL sdo considerados inativos (REYNERTSON et al.,
2005). Desse modo, segundo avaliacdo da intensidade antioxidante sugeriu que o extrato das
folhas de C. zeylanicum apresentou elevada atividade antioxidante similar ao acido ascorbico.

Um estudo realizado testou a atividade antioxidante do extrato, fracbes e das
substancias puras de Pseudopiptadenia contorta e mostrou valores de CE50% bastante
significativos. O extrato em acetona/ agua (7:3) apresentou valor de CE50% semelhante ao da
rutina, utilizada como padréo (14,40 + 0,29 pg/mL e 12,90 + 0,39 pg/mL, respectivamente).
A fracdo 5, rica em taninos condensados, mostrou um alto poder antioxidante (CE50%= 8,74
+ 0,26 pg/mL).O flavonol composto purificado da fragdo 1 (myricetrina) mostrou um menor
valor de CE50% do que os taninos condensados (7,67 + 0,31 pg/ mL)(MOREIRA et al.,
2002).

De acordo com a classificacdo do Indice de atividade antioxidante (IAA) é possivel
classificar a agdo antioxidante como muito fraca (IAA < 0,5), fraca (IAA entre 0,5 e 1,0),
moderada (IAA entre 1,0 a 2,0), forte (IAA entre 2,0 e 2,5) e muito forte (IAA > 2,5)
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(SCHERER et al., 2009).0 extrato da folha da canela demonstrou uma atividade antioxidante
com IAA de 15,91%, muito forte.

Estudo realizado avaliou o indice de Atividade Antioxidante (IAA) dos extratos
etanolico de Piper arboreum, Piper dilatatum e Piper divaricatum. Os resultados
apresentaram valores de IAA para &cido ascérbico (usado como referéncia) de 5,30; extrato
de P. arboreum de 4,90, extrato de P. dilatatum de 3,20, respectivamente (SILVA et al.,
2014).

Outro estudo utilizou este mesmo método para analisar a atividade antioxidante em
extrato e fraccdes de Microlicia crenulata. Os resultados revelaram que as fragcdes hexanica e
fragdo diclorometano FD 186,70 = 6,36 0,18 + 0,0le FH 496,70 + 38,88 0,07 + 0,01
apresentaram um valor de CE50 muito alto e, consequentemente, um valor de IAA muito
baixo e indicando fraca acdo antioxidante. O extrato bruto (EB 15,39 = 0,04 2,23 + 0,01)
apresentou acdo antioxidante muito forte (PEREIRA, 2013).

A canela contém compostos bioativos responsaveis pelo seu aroma e sabor como o
cinamaldeido, cumarinas (TANAKA et al., 2008; WANG et al., 2013) e proantocianidinas,
uma combinacdo de oligdmeros e polimeros compostos por unidades de flavan-3-ois para as
quais tem relatada a atividade antioxidante desta especiaria (ANDERSON et al., 2004; CAO
et al., 2007).

3.5 Atividade Antimicrobiana

Atividade antimicrobiana do extrato de folhas de C. zeylanicum analisado in vitro
frente a cepas ATCC e isolados clinicos de bactérias esta descrito na tabela 6.

Tabela 6 — Concentragdo Microbicida Minima (CIM) do extrato de C. zeylanicum.

Microrganismos Eritromicina C. zeylanicum
Bacillus cereus > 128 > 128
Staphylococcus epidermidis > 128 > 128
Staphylococcus aureus > 128 64
Staphylococcus epidermidis 102 > 128 > 128
Staphylococcus epidermidis 27 > 128 > 128
Pseudomonas aeruginosa > 128 64
Escherichia coli > 128 32
Salamonella sp > 128 > 128

Klebsiella pneumoniae > 128 32
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Os resultados foram interpretados de acordo com a classificacdo descrita por Cos et al.
(2006), que considera que uma boa atividade para concentracao inibitéria minima (CIM) para
extratos >100 ug/mL e para compostos puros >25 pg/mL.

Conforme a (tabela 6) o extrato das folhas de C. zeylanicum apresentou maior
atividade antibacteriana frente as bactérias E.coli e K. pneumoniae 32 pg/mL. Para as
bactérias S. aureus e P. aeruginosa apresentou 64 pg/mL de inibicdo no crescimento dos
microrganismos. Segundo um estudo realizado, a atividade antibacteriana de C. zeylanicum
apresentou uma inibicao para as bactérias E.coli e K. pneumoniae de 56 pug/mL, corroborando
com os encontrados pelo nosso estudo de 32 pg/mL (MENDES et al., 2011).

C. zeylanicum é utilizada hd muitos anos no tratamento de inflamacGes, diabetes,
tosses, resfriados, distarbios gastrointestinais, Ulceras estomacais e também possui atividade
antifangica, antibacteriana, antiparasitaria e larvicida (SAEED; TARIQ, 2008; LIMA et al.,
2006). A canela tem demonstrado fortes resultados frente a Staphilococcus aureus meticiclina
resistente (MANDAL et al., 2011). Além disso, estudos recentes revelou que a canela possui
atividade antimicrobiana frente a alguns microrganismos e que quando utilizado em
combinacdo com antibidticos demonstram potencial sinérgico favoravel frente a bactérias
multirresistentes (VOUKENG et al., 2012).

Em outro estudo realizou-se andlise in vitro utilizando 28 extratos e 6leos de plantas e
alguns antibidticos na concentracdo 5% frente a bactérias Gram negativas, sendo que
C. zeylanicum foi uma dessas plantas testadas e que apresentou atividade antimicrobiana
(AL-MARIRI et al., 2014).

A atividade antimicrobiana de extratos e 6leos vegetais deve-se a produtos do
metabolismo secundario, flavonoides e saponinas, que isolados podem apresentar acao
antimicrobiana. A diferencga dos resultados de atividade antimicrobiana descritos na literatura
sobre plantas pode estar relacionada com a quantidade de cada principio ativo presente nos
extratos, 0 uso de técnicas e procedimentos diferentes, bem como a época do ano da colheita
do material (FERNANDES et al., 2011).

Dessa forma, os extratos de diversas plantas sdo conhecidos por produzir moléculas
bioativas as quais reagem com outros organismos no ambiente e inibem o crescimento de
bactérias e fungos. Isso porque a ampla variedade de metabolitos secundarios, tais como
taninos, terpendides, cumarinas, alcaloides e flavonoides possuem atividade antimicrobiana in
vitro (SHUKLA, 2011).

Além disso, alguns autores relatam que as formas de extragdo quimica de substancias

produzidas pela C. zeylanicum podem atuar na reducdo do crescimento de diversos
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microrganismos (JHAM et al., 2005; VIEGAS et al., 2005). O cinamaldeido, oriundo de
diferentes espécies vegetais foi bem relatado na literatura como antimicrobiano (FARIA et al.,
2006; FILGUEIRAS; VANETTI, 2006; LEMOS et al., 2005).

3.6 Atividade antigenotoxica

3.6.1 Avaliacéo de parametros antigenotoxicos do extrato em culturas de leucécitos humanos

Foram avaliados os efeitos do perdxido de hidrogénio no extrato de C. zeylanicum em
cultura de leucécitos humanos, avaliando pardmetros antigenotéxicos como: proliferagédo
celular, inviabilidade celular, porcentagem de cromossomos anormais, indice de dano ao
DNA e frequéncia de microndcleos. Os resultados desses marcadores estdo demonstrados na
(figura 6).
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Figura 6 — Efeitos do extrato C. zeylanicum (canela) nos parametros antigenotoxicos de
leucdcitos humanos em cultura expostas a peréxido de hidrogenio.

Em: (A) proliferacdo de células; (B); inviabilidade célula; (C): DNA indice de dano; (D): frequéncia de
microntcleos. NC: Controle Negativo; controle; PC: Controlo Positivo; concentragoes de extrato CzE100 p/ml;
CzE10 p/ml e CzE1 p/ml Os dados sdo expressos como a média  S.D. Os resultados foram confirmado por uma
em triplicata. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre colunas (p <0,05).
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Na proliferacéo celular, Figura 6A, para as concentragdes (CzE 1 pg/Ml) e (10 pg/mL)
0 aumento celular foi similar ao controle negativo e diferente em relagdo ao controle positivo
(peroxido de hidrogénio), enquanto que a concentracdo mais alta (CzE10ug/mL) demonstrou
um decréscimo na proliferacéo celular, o qual pode ser comparado ao controle positivo.

Também foram avaliados os efeitos do perdxido de hidrogénio no extrato de Ocimum
basilicum nas concentragdes (DL5, D50/10 e DL50/100) em cultura de leucécitos humanos,
avaliando parametros antigenotoxicos como, proliferacdo celular, inviabilidade celular,
porcentagem de cromossomos anormais, indice de dano ao DNA e frequéncia de
micronucleos. Para proliferacdo celular as concentragcbes de DL50 e DL50/10 o aumento
celular foi similar ao controle de &cido rosmarinico e diferente em relacdo ao controle positivo
(peroxido de hidrogénio), enquanto que a concentracdo mais baixa (DL50/100) demonstrou
um decréscimo na proliferacdo celular, o qual pode ser comparado ao controle positivo
(GUEZ, 2014).

A Figura 6B mostra a porcentagem de células invidveis para ambos 0s grupos controle
e para as trés concentracOes de extrato testadas. O controle negativo apresentou apenas
93,67% de células invidveis enquanto que o controle positivo foi de 65,67%. As
concentragfes (CzE 1ug/mL) e (CzE 10ug/mL) apresentaram, 91,33% 93,45%. Ja na mais
alta concentracdo (CzE 100ug/mL) houve uma reducdo de células inviaveis e foi obtido um
valor de 77,67%. De acordo com Collins e colaboradores (2008), a alta viabilidade de células
é requerida como uma condicdo prévia para que se tenha um bom desempenho no ensaio
cometa.

Em outro estudo avaliaram o extrato de Ocimum basilicum L. nas concentragdes
(DL5, D50/10 e DL50/100) utilizando os mesmos parametro para inviabilidade celular. O
controle negativo apresentou apenas 0,667% de células inviaveis enquanto que o controle
positivo foi de 14%. O &cido rosmarinico apresentou 1,33% de 47 células inviaveis e para as
outras concentracOes de extrato foi DL50: 1.667%; DL50/10: 3.67%; DL50/100: 10.67% de
celulas inviaveis (GUEZ, 2014).

O teste do cometa é um dos testes de genotoxicidade mais promissoras desenvolvidos
para medir e analisar o dano ao DNA em células individuais (MUKHOPADHYAY et al.,
2004). O teste foi utilizado como um parédmetro para avaliar o indice de danos no DNA
(Figura 6D). A concentragdo (CzE1pg/mL) e (CzE 10ug/mL) apresentaram menor indice de
dano 5,66% e 6,66% em comparagdo com o controlo positivo 30,33%, ao passo que a maior
concentracdo de CzE 100u/mL apresentou percentual de 13%,e mostraram indices de danos

inferiores comparado com o controle positivo respectivamente.



46

Em outro estudo avaliou-se o extrato de Ocimum basilicum L. nas concentragdes
(DL5, D50/10 e DL50/100) utilizando 0 mesmo parametro indice de dano ao DNA. Na menor
concentracdo DL50/100, as células apresentaram o maior indice de dano ao ser comparado
com o controle positivo, enquanto que para as outras duas concentracdes de extrato DL50 e
D50/10, mostraram um indice de dano de 44,45% e 19,18%, menor quando comparadas com
o0 controle positivo (GUEZ, 2014).

O ensaio de micronucleos fornece um indice conveniente e confiavel de ambas as
guebras cromossdmicas e perda de cromossomas. Os micronucleos sdo expressos em dividir
as células que contétm ambos os intervalos de cromossomas que faltam centromeros
(fragmentos) acéntricos ou cromossomas inteiros que ndo sao capazes de migrar para 0s polos
durante a mitose (FENECH, 2000). Os resultados mostram a frequéncia de micronucleos
(MN) encontrados nos grupos de controle e trés concentracdes de extrato de planta em analise
(Figura 3C). A frequéncia de MN né&o foi dependente da dose. As trés concentracdo de extrato
CzE 1 w/mL; CzE 10 p/mL e Cz E100 w/mL mostraram frequéncias 1,66%, 1,67% e 1,33%,
respectivamente inferiores ao controle positivo 8,66% de células com alteracao.

No estudo em que avaliaram o extrato de Ocimum basilicum L. nas concentracdes
(DL5, D50/10 e DL50/100) utilizando o mesmo pardmetro frequéncia de micronicleo, 0s
resultados demonstrardo que a frequéncia de micronicleos foi dose-dependente, ou seja,
quanto menor a concentracdo do extrato do manjericdo, maior a frequéncia de micronucleos
(GUEZ, 2014).

Muitos vegetais apresentam substancias com propriedades antigenotdxicas. Dentre
elas estdo os carotenoides (Vitamina A e licopeno), flavonoides, alcaloides (triptofol),
compostos fendlicos (curcumina), acido ascorbico (vitamina C), &cido elagico, acido galico,
acido tanico, acido oleandlico, acidos graxos insaturados, dentre outros (SASAKI et al., 1994;
ANDERSON et al., 1995; NAKASUGI; KOMAI, 1998; SIPPEL et al., 1998; ANTUNES;
ARAUJO, 2000; NEJI et al., 2005; GUTERRES, 2009; BERNI et al., 2012; MARCHIORI
etal., 2013).

Algumas pesquisas tem verificado o efeito antigenotdxico de Oleos vegetais, dentre
eles os azeites de canola e oliva, 0os quais, assim como o 6leo de andiroba, apresentam
elevados teores de acidos graxos monoinsaturados e compostos. O &cido oleico, por exemplo,
promove reducdo nos niveis de lipoperoxidacdo, além de possuir efeito antioxidante
(TRUEBA et al., 2004; EVANGELISTA et al., 2004; COSTA, 2012).

Em um estudo realizado atraves do ensaio do micronucleo, o 6leo de Acrocomia

aculeata (bocaiuva), rico em acido oleico, é capaz inibir os danos genotéxicos promovidos
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pela colchicina e verificou que tal efeito foi gerado pela reducgéo de lipoperoxidacdo causada
por este agente mutagénico (COSTA, 2012).

Apesar de inimeros estudos investigarem o potencial antigenotoxico de vegetais, 0s
mecanismos da antigenotoxicidade até 0 momento ndo estdo totalmente esclarecidos, sendo
dificil indagar sobre a natureza dos compostos quimicos responsaveis por esta atividade
(KNASMULLER et al., 2002; RESENDE et al., 2007; VINOD et al., 2011).

4 CONCLUSAO

Os parametros fisico-quimicos da droga vegetal C. zeylanicum apresentaram-se em
conformidade com o preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010) e foram identificados
teores fenolicos, flavonoides e taninos em sua matriz fitoquimica. Desse modo, cabe ressaltar
que a determinagdo da maioria dos constituintes quimicos de uma planta é necessario para que
sejam asseguradas a confiabilidade e repetibilidade dos dados clinicos e farmacoldgicos.

A partir desse estudo, foi possivel verificar que o extrato de C. zeylanicum age como
um antioxidante com atividades superior ao do acido ascorbico e da quercetina. Essas acoes
podem ser explicadas devido a composicdo do extrato, pela abundancia de polifendis e
flavonoides, o qual possui potencial antioxidante bem estabelecido e conhecido na literatura.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato das folhas de C. zeylanicum
apresentou maior atividade antibacteriana frente as bactérias E. coli, K. pneumonia, S. aureus
e P. aeruginosa sugerindo que a atividade antimicrobiana do extrato pode ser considerado
como um potente antimicrobiano atraves de sua composi¢do quimica. Isso esta relacionado a
presenca de metabolitos que podem apresentar atividade antimicrobiana e é recomendavel a
continuacéo do estudo fitoquimico e microbiologico.

Nos parametros antigenotoxicos, todas as concentragdes do extrato apresentaram-se
efeitos benéficos em todos os testes aplicados, porém torna-se necessario destacar que a
concentracdo CzE 1 p/mL e CzE 10 p/mL foi correspondente ao controle positivo capaz de

reverter a um efeito de um agente genotoxico.
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RESUMO

Cinnamomum zeylanicum Blume é uma planta nativa da Asia, pertencente a familia
Lauraceae, conhecida popularmente como Canela possui compostos quimicos, como aldeido
cindmico, eugenol, e uma variedade de polifenois. A partir do extrato hidroetandlico 70%
(extrato bruto) das folhas de C. zeylanicum foi identificado dois compostos quimicos,
hidroxicumarina e cinamldeido com tempos de retencdo 2,5 mim e 5,6 mim respectivamente.
Os compostos foram determinados e analisados por CLAE/DAD e seus espectros comparados
com a literatura. As formulacdes semissélidas do tipo creme-gel incorporado a diferentes
concentracgdes de extrato de C.zeylanicum. O creme-gel contendo o extrato apresentou valores
de pH adequado (6,0-6,5), caracteristicas organolépticas, espalhabilidade e viscosidade em
conformidade com o preconizado quanto a caracterizacdo fisico-quimica para aplicacédo
topica. Em relacdo a eficacia in vivo, o0 modelo de dermatite de contato foi capaz de causar
dano tecidual comprovada pelas alteragdes nas atividades das enzimas do sistema purinérgico,
as quais participam da modulacéo da resposta inflamatoria. A inducdo da dermatite de contato
alérgica foi realizada com sulfato de niquel 5,0%. Os ratos foram divididos, aleatoriamente
em 6 grupos com 5 aninais e tratados respectivamente com G1: tratados com creme-gel base;
G2: creme-gel contendo extrato C. zeylanicum 5%; G3 creme-gel contendo extrato
C. zeylanicum 10%; G4: creme-gel contendo extrato C. zeylanicum 15%; Controle Positivo:
tratado com creme-gel dexametasona 0,05% e G6: Sem inducdo e tratamento. A formulacédo
creme-gel 5% e 10 % apresentaram efeitos semelhantes a dexametasona em relacdo as
enzimas E- NTPDase e E-ADA sugerindo uma atividade antiinflamatéria na dermatite de
contato. O creme-gel contendo o extrato nas concentragdes 5% e 10% se mostrou promissor,

podendo ser utilizado para o tratamento da dermatite de contato.

Palavras-chave: Dermatite de contato. In vivo. Cinnamomum zeylanicum Blume.

E-NTPDase. Creme-gel. Caracterizacdo fisico-quimica. HPLC-D
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1 INTRODUCAO

A dermatite de contato é uma doenca inflamatdria de pele que pode ser induzida pela
exposicao a agentes quimicos de baixo peso molecular, com propriedades pré-inflamatorias e
antigénicas (BONNEVILLE et al., 2007; ROWLAND et al., 2001; SAINT-MEZARD et al.,
2004). E caracterizada por apresentar eritema pruriginoso intenso, edema, e até mesmo
vesiculas nos locais de contato do agente na pele. A dermatite de contato alérgica é causada
por uma resposta de hipersensibilidade do tipo IV mediada pela resposta imune das células T,
a partir de um mecanismo de infiltracdo e ativacdo de mondcitos e/ou macréfagos (KAPLAN;
IGYARTO; GASPARI, 2012).

Os corticoides topicos sdo farmacos muito usados no tratamento de patologias
inflamatdrias, proliferativas ou de causa imunoldgica da pele. Entre os utilizados esta a
dexametasona e seus derivados (COSTA et al., 2005). O dipropionato de dexametasona
possui acdo anti-inflamatoéria, vasoconstritora, antiproliferativa e imunossupressora, sendo
empregado no tratamento de doencas de pele. Entretanto, 0os demais corticosteroides podem
causar efeitos adversos locais e sistémicos, relacionados a poténcia do farmaco, pois quanto
mais potente, maior serd a eficicia terapéutica, bem como a incidéncia desses efeitos
indesejados (ROCHA et al., 2004).

A partir disso, nos dltimos anos, o interesse em plantas medicinais para a terapia de
desordens dermatoldgicas tem se intensificado (DATTINER, 2004). Os extratos de plantas
tém sido utilizados em aplicacdes tdpicas como terapia antienvelhecimento, para o tratamento
de feridas e de outras doencas de pele (PAJONK et al., 2006). Como exemplos dessas plantas
podem ser citadas Glycine max (soja) (1ZUMI et al., 2007), Camellia sinensis (cha verde)
(HSU, 2005; PAJONK et al., 2006), Carica papaya (mamao) (HEWITT et al., 2000;
STARLEY et al., 1999) e Aloe vera (babosa) (RICHARDSON et al., 2005)

O interesse do mercado nacional por novos medicamentos e inovagdo tem
intensificado a busca por formas farmacéuticas fitoterapicas, incluindo as de uso tépico.
Dentre os fitoterapicos com aplicacdo tdpica sdo citadas na literatura géis contendo Aloe
barbadensis para tratamento de acne, Caléndula officinalis formulacdo de gel e pomada para
tratar processos inflamatdrios e cicatrizagio (MACHADO et al., 2010; ROVERONI-
FAVARETTO; LODI; ALMEIDA, 2009). Encontram-se geis e cremes com Curcuma longa
ou com Hamamellis virginiana para tratar prurido, dermatite, inflamacéo e acne; Cordea
verbenaceae para inflamagdes (SILVA; COUTO; BRESOLIN, 2012).
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Dessa forma € importante continuar o processo direcionado para a investigacao
cientifica e tecnoldgica na area de plantas, buscando solugdes na privilegiada biodiversidade
brasileira, atraves da descoberta e desenvolvimento de novas moléculas com atividade
terapéutica, ou no desenvolvimento de fitoterapicos genuinamente nacionais. A exemplo
disso, encontra-se a espécie Cinnamomum zeylanicum composta por um grande grupo de
substancias quimicas que podem ser uma fonte promissora de matéria-prima vegetal e
medicamentos fitoterapico.

Cinnamomum zeylanicum Blume (Cinnamomum verum J. S. Presl.), conhecida como
“canela-da-india” e “canela-do-ceildo” é originaria de algumas regides da India e do Ceildo. A
parte interna da casca do tronco e dos ramos, representa a canela do comércio, com vasto uso
mundial na perfumaria e na culinaria, devido suas propriedades aromaticas e condimentares
(COSTA, 1975; ALMEIDA,1993). Na Farmacopeia Brasileira, encontram-se as espécies
C. zeylanicum e que € citada como fitoterapicos (BRASIL, 2011). O éleo essencial da casca é
rico em aldeido cindmico e das folhas, em eugenol usado na preparacdo de medicamentos
(LIMA et al., 2005). C. zeylanicum apresentam atraves de sua composi¢do quimica atividades
farmacoldgicas como antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatoria e antioxidante. O uso
da casca da planta é indicado como aperiente, antidispéptico, antiflatulento e antiespasmaédico
(BRASIL, 2011). Ao extrato das folhas s&o descritas atividades antioxidante, antibidtica e
antifungica (WANG; WANG; YIH, 2008; DIAS, 2009; RANASINGHE et al., 2013).

Assim, o objetivo desse trabalho foi realizar a analise fitoquimica por CLAE do
extrato das folhas de C. zeylanicum, incorporar em formulacdo creme-gel extrato de canela
em diferentes concentracOes e avaliar 0 creme-gel quanto as caracteristicas fisico-quimicas.
Além disso, foi avaliada seus efeitos in vivo através da andlise da atividade de enzimas do
sistema purinérgico (E NTPDase e E-ADA), as quais possuem relagdo com 0 processo

inflamatorio, em um modelo de dermatite de contato.
2 MATERIAL E METODO
2.1 Coleta do material vegetal
Aproximadamente 600g de folhas foram coletadas da espécie C. zeylanicum na cidade
de cruz alta, na Localidade de Cap&o Grande, Latitude -28° 45' 34"Sul e longitude 53° 32' 07"

Oeste nos meses de junho e julho de 2013. Uma amostra esta depositada no herbario do
Departamento da Biologia (SMDB) UFSM sob-registro 16.750.



60

2.2 Obtencéo do extrato

As folhas de C. zeylanicum foram secas em estufa de ar circulante a temperatura de
aproximadamente de 40°C e reduzido a po6, por meio de moinho de facas. O extrato
hidroalcodlico (70%) das folhas foi obtido por maceracdo com renovacéo de solventes por um
periodo de 30 dias. O extrato foi concentrado em evaporador rotatério e liofilizado. Calculou-

se 0 rendimento total do extrato, de acordo com a formula (1):
Re = (Pext /Pfolhas) x 100 (@)

Onde:

Re = Rendimento total do extrato (%);
Pext = Peso do extrato seco (g);

Pfolhas = Peso das folhas secas moidas (g).

2.3 CondicBes Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

As anélises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) foram
realizadas no sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo), com auto-injetor (SIL-20A)
equipado com bombas alternativas (Shimadzu LC-20AT) com integrador (CBM 20A),
detector UV/VIS por arranjo de diodos (SPD-M20A) e software LC solution SP1. As anélises
foram realizadas em fase reversa utilizando coluna C18 (4,6 mm x 150 mm) carregada com
particulas de 5um de diametro. A fase mdvel utilizada composta por metanol: acetonitrila:
agua contendo 1,0% de acido acético (14: 26: 60) com gradiente isocratico. O extrato e a fase
movel foram filtradados através de um filtro de membrana de 0,45 um (Millipore), e, em
seguida, desgaseificada por banho de ultra-sons, antes de usar. A amostra de C. zeylanicum
foram analisadas a uma concentracdo de 10 mg/ml. O fluxo foi de 0,2 ml/min, volume de
injecdo de 10 pl e os comprimentos de onda foram de 254 nm para cinamaldeido e 280 nm
Hidroxi-cumarina. As solucGes padrdes de referéncias foram preparadas na fase moével de
CLAE nas concentracdes de 0,031-0,250 mg.ml™ para cinamaldeido e Hidréxicumarina
0,100-0,250 mg.mlI™.Os picos cromatogréficos foram confirmados por comparacéo do tempo

de retencéo e espectros de DAD com os padrdes de referéncia.



61

2.4 Preparagao da formulacdo Creme-gel

A formulacdo foi manipulada em um unico lote nas quantidades suficientes para a
realizacdo dos testes. As matérias primas utilizadas foram adquiridas pelo mesmo fornecedor
para evitar possiveis variacbes quimicas ou fisicas que poderia causar interferéncias na
instabilidade do sistema, alterando os resultados finais.

Para o preparo do creme base, foram aquecidas separadamente as substancias em dois
graus, onde no primeiro foram aquecidos os componentes da fase oleosa (cera ndo idnica,
vaselina liquida e propilparabeno) a uma temperatura de 70°C, e no outro foi aquecido as
substancias da fase aquosa (metilparabeno, propilenoglicol e agua destilada) a temperatura de
75°C. Em seguida, verteu-se a fase aquosa sobre a fase oleosa e agitou-se moderadamente até
a completa formacdo do creme. Posteriormente, a velocidade da agitacdo foi reduzida até a
mistura adquirir a consisténcia adequada e alcancar a temperatura de 35°C, corrigiu-se o pH
para 6,0, deve-se ressaltar que o pH recomendado € 5,5-6,5. Ap6s o término da manipulacéo
foi obtido 2000 g de base Polawax® que foi incorporado com gel Carbopol 30%.

Para o preparo do gel foi pesado o Carbopol 940 P® e transferido para um gral de
porcelana onde o mesmo foi triturado com o auxilio de um pistilo. Foi adicionada ao
Carbopol 940 P®, em pequenas quantidades a agua destilada onde previamente o EDTA foi
solubilizado. Foi realizada a mistura de forma unilateral, e em seguida foi acrescentado o
metilparabeno previamente solubilizado no propilenoglicol. Esse sistema apresentava-se
parcialmente gelificado devido a sua estrutura acida pH 3, sendo posteriormente neutralizado
com uma solug@o de NaOH 20%, até o valor de pH 6 obtendo um gel base propriamente dito.

Apo0s o prepararo das formulaces foram adicionados 70% de creme base Polawax e
30 % de gel Carbopol para obtencéo da formulagdo creme- gel. O extrato de C. zeylanicum foi
incorporado nas concentracdes de 5%, 10% e 15% para analisar posteriormente as
caracteristicas organolépticas, pH, espalhabilidade e viscosidade.



62

Tabela 1 — Composicdo quali-quantitativa dos creme-gel para a avaliacdo da eficécia in vivo
em modelo de dermatite de contato

Base Creme Polawax®. Quantidades (%)

Cera auto emulsionante ndo iénico 16
Vaselina liquida 4,5
Metilparabeno 0,15
Propilparabeno 0.05

Agua destilada gsp 2000g
Carbopol 940P® 1
Propilenoglicol 5
Metilparabeno 0,15

EDTA 0,09

Agua destilada gsp

2.5 Caracterizacdo fisico-quimica do creme-gel

A andlise das caracteristicas organolépticas das formulages semissolidas foi analisada
guanto as caracteristicas fisicas, ou seja, aparéncia, consisténcia, cor e odor, apresentadas
pelas amostras armazenadas em T.A, as quais serdo consideradas como padréo. A amostra foi
descrita segundo critérios ja referenciados por Alves (2006), mudanca aspecto relativo a
aparéncia, cor e odor da amostra. O pH das formulacGes foi determinado em potencidmetro
(Seven Easy, Mettler Toledo, Brazil) previamente calibrado com solucbes tampéo de 4,0 e
7,0.

A espalhabilidade das formulacGes semissélidas foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Borguetti e Knorst (2006) e modificada por Rigo e colaboradores
(2012). Uma placa de vidro com orificio (1,0 cm) foi colocada sobre uma outra placa de vidro
sem orificio. A amostra foi introduzida no orificio da placa molde e a superficie foi nivelada
com auxilio de espatula. Cuidadosamente, foi retirada a placa molde e placas de vidro de peso
(1g) foram depositadas, individualmente, sob a amostra em intervalos de um minuto. Em cada
tempo de analise, a imagem obtida foi capturada com auxilio de digitalizador. O software
Image J (Versdo 1.47, National Institutes of Health, EUA) foi utilizado para calcular as areas
obtidas a partir das imagens digitalizadas. O fator de espalhabilidade (Fe) foi calculado,
(equacdo abaixo) o qual expresso a capacidade de expansdo de uma formulacdo em uma
superficie plana quando um grama de peso é adicionado sobre a mesma. As analises foram

realizadas em triplicata, a temperatura ambiente.
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Fe=A/P )

Onde:

FE (mm?/g) = fator de espalhabilidade

A = area maxima de espalhabilidade

P = peso total adicionado

As caracteristicas reoldgicas da formulacdo semissolida foram avaliadas com auxilio
de um viscosimetro rotacional Brookfield, modelo RV DVI+ com 10 velocidades. A média da
viscosidade foi dada em centipoise (cp) (ALVES, 2006).

2.6 Avaliacao da eficécia in vivo
2.6.1 Inducdo de dermatite de contato e tratamento

Para a inducdo de dermatite, foram utilizados 30 ratos Wistar heterogénico, pesando
entre 200 a 2509 e idade média de seis semanas. O protocolo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) sob o
parecer n°.7432010715.0s ratos foram divididos, aleatoriamente em 6 grupos com 5 aninais
em cada G1: Controle; G2: controle com Dexametasona; G3: creme-gel; G4: creme-gel
contendo extrato C. zeylanicum 5%; G5: creme-gel contendo extrato C. zeylanicum 10%; G6:
creme-gel contendo extrato C. zeylanicum 15%.

A inducdo da dermatite de contato alérgica foi realizada com Sulfato de niquel 5,0%,
conforme descrito em Brum et al., (2005). Seis dias apds a sensibilizacéo inicial nas orelhas
foi iniciado a indugdo com 5 aplicagdes em intervalos de 72 h cada aplicagéo, durante 15 dias.
Logo foi iniciado os tratamentos com aplicacdo de 3 g das formulagBes por via topica uma
vez ao dia com aplicagdo em cada orelha por um periodo de 7 dias. Ao término do
experimento, os animais foram eutanasiados com apo6s coleta de sangue com EDTA como

anticoagulante para a determinacdo da atividade da E-NTPDase e E-ADA.

2.6.2 Atividade das ecto-enzimas E-NTPDase e E-ADA

2.6.2.1 Isolamento de células mononucleares ricas em linfocitos

Os linfdcitos foram isolados do sangue total coletado com EDTA e separados com

Ficoll-Hystopaque conforme Bdyum (1968). A viabilidade destas células foi estimada através
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da enzima lactato desidrogenase citosolica (LDH) presente na amostra antes e depois da
incubagdo a 37°C e comparada a atividade total da enzima em células lisadas com 0,1% Triton

X-100 como descrita por Bergmeyer (1983) e pela coloragcdo com o corante Azul de Tripam.

2.6.2.2 Determinacdo de proteina

A proteina sera determinada pelo método de Comassie Blue usando albumina bovina

conforme o padréo descrito por Bradford (1976).

2.6.2.3 Atividade da E-NTPDase

Apds o isolamento de linfdcitos, a atividade de E-NTPDase foi determinada conforme
Leal et al. (2005), medindo a quantidade de fosfato inorganico liberado (Pi), utilizando um
ensaio colorimétrico. O meio reacional continha 0,5 mM de CaCl;, 120 mM de NaCl, 5 mM
de KCI, 60 mM de glicose e tampdo Tris 50 mM-HCI (pH 8,0) em um volume final de
200 uL. Células mononucleares intactas (20 xL) suspensas em solugdo salina foram
adicionadas ao meio de reagédo (2-4 pL de proteina) e pré-incubadas durante 10 min a 37°C. A
reacao foi iniciada pela adigdo do substrato (ATP ou ADP) a uma concentracéo final de 2 mM
e finalizada com 200 L de acido tricloroacético a 10 % para proporcionar uma concentragao
final de 5 %. As amostras foram mantidas em gelo durante 10 minutos antes do ensaio da
libertacdo de Pl (CHAN et al., 1986), usando verde de malaquita como reagente colorimétrico
e KH,PO,como padrdo. A absorbancia foi medida a 630 nm em espectrofotdmetro
(Biospectro SP - 22). As reacdes de controle foram realizadas por adicdo da preparagédo de
enzima apds a adi¢do de &cido tricloroacético para corrigir a hidrélise ndo enzimatica de
nucleotideos. Todas as amostras foram processadas em triplicata e a atividade especifica foi

expressa em nanomoles de Pi liberada por minuto por miligrama de proteina.

2.6.2.4 Atividade da E-ADA

Foi determinada espectrofotometricamente de acordo com Giusti e Galanti (1984),
baseando-se na medicdo direta da formacdo de amoniaco produzido quando adenosina
desaminase atua em excesso de adenosina, onde 25 pL de células mononucleares reagem com
21 mM de adenosina, em pH 6,5, e incubadas a 37° C durante 60 minutos. A reacdo foi

interrompida pela adicdo de uma solucao de 106,2 mM de fenol e 167,8 mM de nitroprussiato
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de sddio e uma solucdo de hipoclorito. Sulfato de amonio de 75 uM foi usado como padrao.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e a quantidade de amodnia produzida foi
medida a 620 nm. A atividade de ADA foi expressa em U/L. Uma unidade (1U) de ADA é
definida como a quantidade de enzima requerida para liberar Immol de amdnia por minuto de

adenosina em condicdes padronizadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencéo do extrato

Os extratos secos obtidos das folhas de C. zeylanicum apresentou um rendimento de
24,49%. Vasconcelos e colaboradores (2007) em seu estudo realizado utilizou o mesmo
solvente (hidroalcodlico) e obteve rendimento de 19% das folhas de Cissus sicyoides. J&
Casoti (2012) obteve um rendimento de extrato bruto de 22,94% apartir da extracdo
hidroalcoolica de Dithecoctenium echinatum. Desse modo, o rendimento dos extratos obtidos
a partir das plantas varia de acordo com fatores relacionados com a planta e com os métodos

de extracdo e liquidos extratores utilizados (DINIZ, 2000).

3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

Na composi¢do quimica do extrato de C. zeylanicum foi analisada a presenca de
Hidroxicumarina e Cinamaldeido. O extrato foi analisado por cromatografia em condigdes
semelhantes aos padrGes comerciais obtendo-se o tempo de retencdo de 2,5 e 5,6 min de
hidroxicumarina e cinamaldeido, respectivamente (figural).

Em um estudo em que realizaram simultanea determinacdo de cinamaldeido e eugenol,
em piperina e canela foi utilizada uma combinagéo de UV e detector eletroquimico em modo
gradiente isocratico fase movel composta metanol acetonitrila e 4gua (28:12:60) com tempo
de retencdo de 10,2 min para cinamaldeido (KERMASHA et al., 1996). Outro estudo utilizou
0 método isocratico e fase mdvel composta metanol acetonitrila e dgua contendo 1,5% de
acido acético (28:12:60),em que obteve um tempo de retencdo de 5,95 min para o
cinamaldeido (KIM et al., 2007).
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Figura 1 — Representacdo do perfil cromatografico por CLAE-DAD do extrato das folhas de
C. zeylanicum e do composto a Hidroxicumarina (A) identificado

Bemdnm (7 00
pood 1
#0004
— 200 \
oo 2000]
10004
o o3
3o o
voo
A 4
T
¥ A % m

Eee ooy
sna] A0 B
200r] B
0% 203
000 e
20 ]
5004
L
500 i

\

y T

- -

Figura 2— Representacdo do perfil cromatografico por CLAE-DAD do extrato das folhas de
C. zeylanicum e do composto a Cinamaldeido (B) identificado.

O uso de fase movel compreendendo acetonitrila-metanol- dgua no presente trabalho
de pesquisa mostra uma melhor resolucdo componentes de diferentes presentes na
C. zeylanicum. O metanol e o acetonitrila utilizado na fase mével sdo miscivel &gua, tem
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baixa viscosidade, baixa tenséo superficial, e estdo prontamente disponiveis na forma pura. O
comprimento de onda selecionado para analise foi 254-280 nm, o que produz uma melhor
sensibilidade, tanto para os padrées como para as amostras.

Um método de HPLC foi relatado na literatura para a determinacéo de cinamaldeido,
cumarina e alcool de cinamilo de C. zeylanicum Blume (ARCHER, 1988). A coluna utilizada
no método relatado é coluna RP-8 de fase reversa Chromosorb (250 mm x 7 mm, 5 um), que
elui em cinamaldeido 9,3-9,5 min devido ao comprimento da coluna maior. A coluna utilizada
no presente trabalho de pesquisa € Inertsil ODS-3V C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 mm), que,
sendo menor no comprimento, elui cinamaldeido de em 5,95min, tornando este método mais

rapido e econdmico.

3.3 Caracterizacao fisico-quimica do creme-gel

3.3.1 Determinacdo das caracteristicas organolépticas e pH das formulacdes semissélidas

Todas as formulacBGes apresentaram-se homogéneas em relagdo a cor, odor e pH,
mantendo as caracteristicas especificas de cada concentracdo nos 30 dias de analise. Com
excecdo a formulacdo creme-gel com 15% de extrato que apresentou odor forte e
caracteristico e uma diminui¢do no pH durante os 30 dias, podendo estar relacionado com da
alta concentracao presente de extrato.

As formulacBes creme-gel contendo extrato de C. zeylanicum apresentaram
caracteristicas organolépticas satisfatérias com coloracdo, aspecto homogéneo e odor
caracteristico durante o periodo de armazenamento. O pH das formulagdes apresentou valores
em torno de 6,5, compativel com a aplicacdo topica (SCHMID-WENDTNER; KORTING,
2013). Outra pesquisa encontraram valores de pH para bases Lanette®, Hostacerin® e
Polawax®, de 6,3, 6,3 e 6,1, respectivamente. Apos incorporacdo da Propolis Wax nas trés
bases, foi observado que néo existiu variacdo no pH (BITTENCOURT et al., 2014).
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organolépticas e valores de pH das formulacBes semi-solidas

(n=3).

Formulagdes Cor Odor pH +DP

CR-GLB-7D Branca Inodoro 6,72+ 0,01
CR-GLB14D Branca Inodoro 6,77+ 0,02
CR-GLB-30D Branca Inodoro 6,70 0,02
CR-GL5%-7D Verde-claro suavemente/doce 6,20+ 0,01
CR-GL5%-14D Verde-claro suavemente/doce 6,25+ 0,03
CR-GL5%-30D Verde-claro suavemente/doce 6,29+ 0,05
CR-GL10%-7D Verde Adocicado 6,10+ 0,07
CR-GL10%-14D Verde Adocicado 6,08+ 0,04
CR-GL10%- 30D Verde Adocicado 6,04+ 0,02
CR-GL15%- 7D Verde-escuro forte e caracteristico 5,80+ 0,02
CR-GL5%-14D Verde-escuro forte e caracteristico 5,76+ 0,03
CR-GL5%-30D Verde-escuro forte e caracteristico 5,70+ 0,03

OBS: CR-GLB-7D =Creme-gel base 7 dias de tratamento, CR-GLB-14D =Creme-gel base 14dias de ratamento,
CR GLB-30D =Creme-gel base 30 dias de tratamento, CR-GL5%-7D = Creme-gel c/ extrato de canela 5% 7
dias de tratamento , CR-GL5%-14D = Creme-gel c/ extrato de canela 5% 14 dias de tratamento , CR-GL5%-7D
= Creme-gel c/ extrato de canela 5% 30 dias de tratamento , CR-GL10%-7D = Creme-gel c/ extrato de canela
10% 7 dias de tratamento ,CR-GL10%-14D = Creme-gel c/ extrato de canela 10% 14dias de tratamento , CR-
GL10%-30D = Creme-gel c/ extrato de canela 10% 14 dias de tratamento, CR-GL15%-7D = Creme-gel c/
extrato de canela 15% 7 dias de tratamento , CR-GL15%-14D = Creme-gel c/ extrato de canela 15% 14 dias de
tratamento e CR-GL15%-30D = Creme-gel c/ extrato de canela 15% 30 dias de tratamento.

De acordo com a figura 3, pode-se observar que as formulagdes contendo somente o
creme-gel base apresentaram inicialmente uma coloracdo branca. Ja as formulacGes com
extrato a 5%, 10% e 15% (figura4), apresentou, odor caracteristico do extrato incorporado e
aspecto cremoso, brilhante e limpido. Apds os 30 dias observou-se que ndo houve alteragdo
na coloragdo, aparéncia e consisténcia das formulagdes, armazenadas em temperatura
ambiente. O mesmo foi encontrado em outo estudo em que onde a caracteristica organoléptica
como odor antes e apos a incorporacdo do extrato de Propolis Wax nas bases creme-gel ndo
foi alterada e a alteracdo da cor foi devido a caracteristica intrinseca do extrato incorporado
(BITTENCOURT et al., 2014).
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Figura 3 — Formulcdo creme-gel base 3 — Creme-gel: ap6s o preparo (A), Creme- gel apos 7
dias de analise (B), Creme- gel ap6s 14 dias de analise (C), Creme- gel Apds 30
dias de analise.

Figura 4 — Avaliacdo das formulacgdes [Creme-gel c/extrato 5% (a); Creme-gel c/extrato 10%
(b) e Creme-gel c/extrato 15% (c)] nos seguintes tempos determinados: apds o
preparo (A); ap6s 7 dias de preparo (B); ap6s 14 dias de preparo (C) e ap6s 30
dias de preparo (D).

3.3.2 Avaliagéo da viscosidade das formulagdes semissdlidas

A avaliagdo da viscosidade ajuda a determinar se um produto apresenta a consisténcia
ou fluidez fornecendo informagdes do comportamento do produto ao longo do tempo
(BRASIL, 2010). A viscosidade para o creme gel base e os incorporado com extrato da folha
de canela nas concentragdes de 5%, 10% e 15% estdo expresso na tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados da Viscosidade das formulagdes semissolidas em estudo.

Tempos de analise cpxDP

Formulagéo 7dias 14 dias 30 dias

CR-GB 15227+ 878 14667 + 890 16293880
CR-GEX5% 7760 + 450 6140 £ 435 6633+448
CR-GEX10% 7213 + 332 6373 £328 7200320
CR-GEX15% 8000 £ 415 7167 £ 410 6600420

Formulacdes: CR-GB: Creme-gel somente base; CR-GEX5%: Creme-gel c/extratto5%; CR-GEX10%:
Creme-gel c/extratto10%; CR-GEX15%: Creme-gel c/extrato 15%

Os resultados correspondem a média da viscosidade em centipoise (cp) e elas se
mantiveram durante o periodo de estudo sem diferencas estatisticas. A formulacdo base
apresentou maior viscosidade. Houve uma diminuigdo da viscosidade da base quando
comparada com a formulacdo que foi desenvolvida com o extrato de canela nas concentracdes
5%, 10%, e 15%. Os extratos vegetais podem ser incorporados em diferentes formulacGes
cosmeéticas e, dependendo da classe quimica de seus ativos, podem ser responsaveis pela
atividade do produto. Assim como podem também alterar a forma farmacéutica e o
comportamento reoldgico da preparacdo (ARCHONDO, 2003). O mesmo comportamento foi
encontrado na formulacdo creme-gel contendo extrato de Propolis Wax ndo a apresentaram
alteracbes bruscas quanto desempenho reoldgico, e devido a essa caracteristica sao
amplamente utilizados como veiculos (BITTENCOURT et al., 2014).

Extratos sdo preparacdes concentradas de consisténcia liquida e quando submetidas ao
processo de liofilizacdo, que consiste em retirar o solvente da amostra, tornam-se secos por
sublimacdo de agua a pressao inferior, em misturas solidificadas ou congeladas sem sofrer
desnaturacdo do produto final. Dependendo da droga vegetal, ndo apresenta ao final uma
aparéncia de pd seco e sim com cristais que podem ser agucares da espécie, esses quando sdo
incorporados em formulagGes podem alterar a viscosidade devido a essa caracteristica do
extrato obtido pelo presente trabalho (POMBEIRO, 1980).

3.3.3 Avaliacéo da espalhabilidade das formulagdes semissolidas

A espalhabilidade das amostras foi determinada acompanhada em relacdo a
estabilidade, durante os 30 dias, a qual foi submetida a temperatura de (25 £ 2 °C). Foram
analisadas a espalhabilidade do creme-gel base e as formulagdes creme-gel contendo o extrato

de C. zeylanicum.
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Tabela 4 — Resultados da espalhabilidade das formulagdes semissélidas em estudo.

Tempo de analise mm + DP

Formulagéo 7dias 14 dias 30 dias

CR-GB 14127+ 853 12667 + 845 112914823
CR-GEX5% 7160 * 450 6889 * 425 6633+418
CR-GEX10% 7211 + 332 7209 +318 7200320
CR-GEX15% 8000 + 415 8010 + 410 8019+420

Formulacbes: CR-GB: Creme-gel somente base, CR-GEX5%: Creme-gel c/extratto5%, CR-GEX10%:
Creme-gel c/extratto10%, e CR-GEX15%: Creme-gel c/extrato 15%.

Os resultados correspondem a média da espalhabilidade em centipoise (mm) e se
mantiveram com pequenas alteracdes, ndo apresentando valores diferentes significativos
estatisticamente. A formulacdo base apresentou maior espalhabilidade. Houve uma
diminuicdo da espalhabilidade da base quando o extrato de canela nas concentracdes 5%,
10%, e 15%. O mesmo comportamento foi encontrado na formulacdo creme-gel contendo
extrato de Propolis Wax ndo a apresentaram alteracdes significativos estatisticamente
possuindo propriedades adequadas quanto a espalhabilidade para o uso topico, pois se
deformam facilmente quando aplicados (BITTENCOURT et al., 2014).

3.4 Determinagéo das atividades das E-NTPDase e da E-ADA

A enzima E- NTPDase é responsavel por hidrolisar nucleotideos di e trifosfatados a
seus monofosfonucleotideos correspondentes no meio extracelular. O AMP gerado por essa
enzima é apartir do ATP, entdo hidrolisado pela enzima E-nucleotidase a adenosina, que por
sua vez e degradada até inosina pela enzima adenosina desaminase (GODING, 2000;
ZIMMERMANN, 2001; YEGUTKIN, 2008). A atividade dessas enzimas tem importante
papel na manutencdo da hemostasia normal, prevenindo a excessiva agregacao plaquetéaria e
estando relacionadas a resposta inflamatoria, a disfuncdo endotelial e a consequente geracao
de lesdo aterosclerotica (YEGUTKIN, 2008).

A primeira NTPDase identificada foi a NTPDase-1, como proteina CD39, que esta
ancorada a membrana via dois dominios transmembrana e que hidrolisa os nucleotideos ATP
e ADP em proporcdes semelhantes (ZIMMERMANN, 2001). A NTPDase-1 é um marcador
de ativacdo de linfdcitos, sendo também expressa em neutréfilos, monaocitos, células
dendriticas e em um subconjunto de células T ativadas. Através da modulacdo da sinalizacdo

purinérgica a enzima desempenha um papel importante no controle da resposta imune celular
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(DEAGLIO et al., 2007; ROBSON et al., 2006). Dessa forma foi avaliada a hidrdlise de
nucleotideos da adenina pela E-NTPDase em linfocitos de ratos com dermatite de contato
tratados com creme-gel, creme-gel contendo extrato de C. zeylanicum nas concentracfes 5%,
10% e 15% e dexametasona.

Os resultados apresentados neste estudo mostraram um aumento na atividade da
E-NTPDase para o nucleotideo ATP no grupo com Cr Gel, Dex, 5 e 10% de extrato quando
comparado ao o grupo controle. Estudos sugerem que as respostas inflamatorias resultam da
liberacdo de ATP e ADP pela sensibilizacdo dos queratindcitos, funcionando como
mediadores imunoldgicos, estimulando os linfocitos T a liberarem citocinas pré-inflamatorias.
Esse processo seria regulado pela E- NTPDase através da hidrolise do ATP e ADP em AMP
(KUNZLI et al., 2008).

250 - 250 -
TR

—_ T wEE o~

[= TEE (< —

.a 200- T a 200- aa TEY TEY
- : w B 5 T
v o * E =%
= o 150 ] B = 3 150 -

(=] o
e E . S E
3E : 2E :
£ s - 2 100 4
o EM™ e a E
E& . ok %
<3 50 - : S 504
£ e £
5 B C
o
0 T T T T 0 T wE = -t
Control l(:r(;el Dex 5% 10% 15% i Control FrGeI Dex 5% 10% 15% "
I e 1 I =3 1
Dermatitis Dermatitis

Figura 5 — Hidrdlise do ADP e ATP pela E-NTPDase em linfocitos

Grupo controle S/dermatite; CrGel Creme-gel base; Dex: dexametasona, 5%:Creme-gel C/5% de extrato de C.
Zeylanicum; 10%: Creme-gel C/10% de extrato de C. Zeylanicum e15%: Creme-gel C/15% de extrato de C.
Zeylanicum, As barras representam a média + EPM de atividade em nmol de Pi/min/mg de proteina. ANOVA
seguido pelo Teste de Dunnett (p<0,05) para letras diferentes, (n = 5).

Considerando que em um processo patolégico, como a dermatite de contato, ocorre
uma liberacdo de altas concentracbes de ATP no meio, logo o aumento da atividade da
E-NTPDase no grupo CrGel conduz a hidrélise dos nucleotideos ATP na tentativa de reduzir
a concentragdo deste nucleotideo, j& que o ATP liberado para 0 meio extracelular em altas
concentracgdes ativa os receptores pro-inflamatorios purinérgico tipo P2 e contribui para danos
nos tecidos e inflamacdo (DI VIRGILIO, 1995). Desse modo os resultados aqui descritos
sugerem a presenca de processo inflamatorio de hipersensibilidade, onde ha ativacdo dos
linfocitos T, sendo responsaveis pela atividade aumentada da enzima, que de acordo com

outros trabalhos poder ser desencadeados por agentes irritantes, como na dermatite de contato.
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Nos grupos com dermatite de contato tratados com creme-gel de diferentes
concentragcdes, pode-se observar que estes apresentaram um aumento na atividade da E-
NTPDase em relacdo ao grupo controle e o grupo CrGel corroborando com os resultados
encontrados na literatura com a utilizacdo deste mesmo protocolo (BRUM et al., 2009;
FONTANA et al., 2011).

Deste modo, foram observados resultados semelhantes a dexametasona, nos quais a
atividade da E-NTPDase foi maior nos grupos tratados(figura 5), quando utilizadas as
formulacBes creme-gel contendo 5% e 10% de extrato de C. zeylanicum. Estes resultados
sugerem uma possivel atividade anti inflamatdéria do extrato, semelhante a atividade da
dexametasona.

A E-ADA é uma enzima reguladora da proliferacao e diferenciacdo dos linfocitos e
monaocito-macrofagos no sistema imune, e alteracdes em sua atividade tém sido consideradas
um indicador de distdrbios imunolégicos (HITOGLU et al., 2001; POURSHARIFI et al.,
2009). Na Figura 6, pode-se observar que o grupo CrGel apresentou maior atividade da
enzima, reduzindo a concentracdo de adenosina, um anti-inflamatério endégeno, contribuindo
para o processo inflamatdrio. J& para os grupos das formulacdes creme-gel contendo 5%, 10%
e 15% de extrato de C. zeylanicum tratados foi observada uma menor atividade, mostrando-se
semelhantes ao grupo controle. Sendo assim, todos os tratamentos com o extrato
C. zeylanicum diminuiram a atividade da E-ADA a niveis semelhantes ao controle sem
dermatite, provavelmente na tentativa de aumentar as concentracdes extracelulares de
adenosina, a qual possui efeitos anti-inflamatorios. A dexametasona nao apresentou esse

efeito, permanecendo com niveis semelhantes aos dos animais néo tratados.
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Figura 6 — Atividade da E-ADA em linfdcitos

Grupo controle S/dermatite; CrGel Creme-gel base; Dex: dexametasona, 5%:Creme-gel C/5% de extrato de C.
Zeylanicum; 10%: Creme-gel C/10% de extrato de C. Zeylanicum e15%: Creme-gel C/15% de extrato de C.
Zeylanicum, As barras representam a média = EPM de atividade em U/Lde Pi/min/mg de proteina. ANOVA
seguido pelo Teste de Dunnett (p<0,05).

4 CONCLUSAO

O extrato de C. zeylanicum apresenta em sua composi¢do fitoquimica compostos como
hidréxicumarina e cinamaldeido e mantem-se estavel aos pardmetros fisico-quimicos para
aplicacdo topica. Sugere-se uma possivel acdo antiinflamatéria in vivo uma vez que
apresentou 0s mesmos efeitos da dexametasona sobre a atividade das enzimas E-NTPDase e
E-ADA no modelo de dermatite de contato. Dessa forma a formulacdo desenvolvida com o
extrato de C. zeylanicum neste trabalho, configura-se como uma nova plataforma para a
obtencdo de um fitoterapico destinado para o tratamento topico de doencas inflamatorias.
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5 DISCUSSAO GERAL

Quanto aos parametros de controle de qualidade das drogas vegetais e mesmo quando
sdo tratadas adequadamente podem apresentar material de origens diversas, como outras
partes da planta, restos de outros vegetais ou mesmo areia e terra. De acordo com a
Farmacopéia Brasileira (2010) os limites preconizados para a presenca de impurezas em
drogas vegetais ndo pode exceder 2%. Para C. zeylanicum foi encontrado 0,02% de impurezas
valor dentro dos limites e especificacdes, caracterizando a qualidade da amostra.

Com relagdo ao indice de intumescéncia que fornece os teores de mucilagem da droga,
o valor encontrado em C. zeylanicum foi de 15,10 ml. Esse indice pode ser diferente para
outros estudos variando de acordo com a planta determinada como, por exemplo, foi
observado por Frasson e colaboradores (2003) com Caesalpinia ferrea que encontrou o indice
de intumescimento de 1,5 mL, valor inferior do encontrado para C. zeylanicum sugerindo a
presenca de mucilagem no material vegetal analisado.

A determinacdo de agua em drogas vegetais de acordo com 0s parametros
farmacopéicos o qual ndo deve ser superior a 14% pode possibilitar um adequado estado de
conservacdao. Essa determinacdo pode ser obtida pelo método gravimétrico sendo esse
utilizado pelo presente trabalho e o resultado obtido para Cinnamomum Zeylanicum, foi
9,05% denotando estar de acordo com 0s compéndios oficiais. A amostra nesse quesito estaria
de acordo com o permitido, ou seja, ideal para que fungos e bactérias, além das proprias
enzimas do vegetal, ndo atuem devido a baixa atividade de d4gua (RODRIGUES; SANDINI;
PEREZ, 2010).

Ainda sobre a avaliacdo dos parametros de qualidade foi determinado o teor de cinzas
totais de Cinnamomum zeylanicum e apresentou um valor de 2,16%, um valor relativamente
baixo que denota cuidado na coleta e nos processos de secagem e armazenamento, uma vez
que esse valor deve ser considerado juntamente com o percentual de elementos estranhos. As
cinzas insoltveis em acido cloridrico de Cinnamomum zeylanicum (0,67%) estdo dentro dos
teores aceitos pela Farmacopéia Brasileira 2010 que permite um valor de até 1%. As cinzas
insoldveis podem indicar contaminagdo ambiental ou presenga de substancias silicosas, areia
e terra silicea.

Quanto a analise fitoquimica a partir da deteccdo de compostos de metabolismo
secundario, os extratos das folhas de C. zeylanicum revelou a presenga de polifenois, taninos e
flavonoides. Os polifendis e flavonoides dosados no extrato desta espécie foram superiores

aos valores para taninos. Dias (2009) verificou 0s mesmos grupos de compostos presentes nos
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extratos das folhas de C. zeylanicum como saponinas, dos heterosideos fendlicos simples e
dos flavonoides. Dentro do grupo dos heterosideos fendlicos simples encontram-se derivados
de fenilpropanoides, como o eugenol e o aldeido cindmico.

Além disso, as dosagens de metabolitos secundarios de C. zeylanicum apresentaram
altos teores de polifendis, flavonoides e taninos. Para outra espécie o extrato hidroetandlico
das folhas de Annona squamosa, foram encontrados altos teores em relagdo a concentracdo de
polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados (BRITO et al., 2008). Estas
substancias sdo conhecidas por apresentarem relevantes atividades, devido ao seu poder
antioxidante,  anti-inflamatério,  anti-aterogénico,  antitrombético,  antimicrobiano,
vasodilatador e analgesia (WOLLGAST?2 et al., 2000).

O potencial antioxidante do extrato bruto de C. zeylanicum foi de 92,99% semelhante
ao acido ascorbico 98,99% nas concentracGes 100 pg/mL. Esse resultado demonstra que a
planta em estudo mais eficiente quando comparada com Arctium lappa (90,79%) (LIMA
etal., 2006). Esta maior atividade possivelmente € devido aos polifendis e flavondides.
Estudos in vitro e in vivo também demonstram que alguns compostos antioxidantes presentes
em plantas, como os flavondides, apresentam atividade antiinflamatéria marcante, o que tem
despertado grande interesse na investigacdo destes compostos como agentes antiinflamatérios
(HERNANDEZ et al., 2007; CALIXTO et al., 2003).

Em um estudo avaliaram a capacidade antioxidante e a atividade de eliminacdo de
radicais livres demonstrando atividade do extrato metabdlico das folhas de Cinnamomum
verum. Neste estudo, foi observada intensa atividade frente a radicais livres, especialmente
pelo método de DPPH (125 pg/3mL) e ABTS (concentragdes acima de 75 pg/1,1 mL),
resultando em um promissor uso frente a inibicdo da peroxidacgéo lipidica em emulsdes de
acido linoleico (MATHEW et al., 2006).

A atividade antimicrobiana de C. zeylanicum apresentou maior atividade
antibacteriana contra as bactérias E.coli e K. pneumoniae 32 pg/mL. Para as bacterias
S. aureus e P. aeruginosa apresentou MIC 64 pg/mL de inibicdo no crescimento do
microrganismo para as bactérias. Segundo um estudo realizado, a atividade antibacteriana do
de C. zeylanicum avaliado em diversas concentragdes obteve-se uma inibi¢do para as bactérias
E. coli e K. pneumoniae de 56 pg/mL. Esse resultado pode ter sido influenciado por varios
fatores, entre eles, a concentracdo de flavonoides e taninos que apresentam a habilidade de
inativar enzimas e complexarem-se com proteinas extracelulares, proteinas sollveis e com a
parede celular das bactérias, configurando os provaveis mecanismos de sua acéo
antimicrobiana (MENDES et al., 2011; GONCALVES et al., 2000; SILVA et al., 2012).
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Nesse sentido, a atividade antimicrobiana observada pode ser atribuida aos produtos do
metabolismo secundario, como terpenoides e compostos fendlicos, sendo os flavonoides e
saponinas, que em sua forma pura também exibem acdo antimicrobiana. Com isso, a diferenca
dos achados de atividade antimicrobiana descritos na literatura sobre plantas pode estar
relacionada com a quantidade de cada principio ativo presente nos extratos, o uso de técnicas
e procedimentos diferentes, bem como a época do ano em que foi feita a colheita do material
(FERNANDES et al., 2011).

Além da atividade amtimicrobiana, o efeito antigenotdxico também foi avaliado sendo
realizado a partir de analise de reversdo do dano genotoxico induzido por perdéxido de
hidrogénio em cultura de leucécitos humanos tratados com extrato de C. zeylanicum. Os
parametros antigenotoxicos utilizados para avaliar essa atividade foram: a proliferacdo
celular, inviabilidade celular, indice de dano ao DNA e frequéncia de micronucleos. Quanto
aos resultados para a proliferacdo celular, as concentracdes de CzE1 pg/mL, CzE10 pg/mL
apresentaram aumento celular similar ao controle negativo (PBS7,2) e diferente em relacdo
ao controle positivo peréxido de hidrogénio(H,0O,) enquanto que a concentracdo mais alta
CzE100 pg/mL demonstrou um decréscimo na proliferacdo celular, o qual pode ser
comparado ao controle positivo (H20,).

Para a determinacdo da porcentagem de células invidveis para ambos 0s grupos
controle e para as trés concentracdes de extrato testadas. O controle negativo apresentou
apenas 93,67% de ceélulas invidveis enquanto que o controle positivo foi de 65,67%. As
menores concentracdes de extrato CzE 1 pg/mL e CzE 10 pg/mL apresentaram 91,33% e
86,67% de células inviaveis. Ja na mais alta concentragdo de extrato CzE 100 pg/mL
demostrou um decréscimo. De acordo com Collins e colaboradores (2008), a alta viabilidade
de células é requerida como uma condicdo prévia para que se tenha um bom desempenho no
ensaio cometa.

O ensaio cometa ¢ um dos ensaios genotdxicos mais promissores e foi desenvolvido
para determinar e analisar o dano causado ao DNA, utilizando células isoladas
(MUKHOPADHYAY et al., 2004). O teste foi utilizado como um pardmetro para avaliar o
indice de dano ao DNA. Todas as concentragdo CzE 1 pg/mL , CzE 10ug/mL e CzE 100
pg/mL apresentaram baixo indice de dano 5,55%, 6,66% e 13% ao ser comparado com 0
controle positivo que apresentou 30,33%.

Foi avaliado também neste trabalho o teste do micronucleo que fornece um indice
confidvel que representa perdas ou quebras cromossdmicas. O micronlcleo € expresso em

células no processo de divisdo, as quais possam conter quebras cromossdmicas com falta de
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centrémeros (fragmentos acéntricos) e/ou cromossomos inteiros, porém, que nao sdo capazes
de migrar para os polos durante a mitose (FENECH, 2000). A frequéncia de micronucleos ndo
foi dose-dependente, ou seja, todas as concentracdes de extrato de canela apresentaram baixa
frequéncia de micronucleos.

A atividade antigenotoxica observada pode ser atribuida também aos carotenoides
(vitamina A e licopeno), flavonoides, alcaloides, compostos fenolicos (curcumina), acido
ascorbico (vitamina C), &cido elagico, acido galico, acido tanico, acido oleandlico, acidos
graxos insaturados, dentre outros (SASAKI et al., 1994; ANDERSON et al., 1995;
NAKASUGI; KOMAI, 1998; SIPPEL et al., 1998; ANTUNES; ARAUJO, 2000; NEJI et al.,
2005; GUTERRES, 2009; BERNI et al., 2012; MARCHIORI et al., 2013).

Na composicdo quimica do extrato de C. zeylanicum foi analisada a presenca de
Hidroxicumarina e Cinamaldeido. O extrato foi analisado por cromatografia em condicdes
semelhantes aos padrGes comerciais obtendo-se o tempo de retencdo de 2,5 e 5,6 min de
hidréxicumarina e cinamaldeido, respectivamente.

A partir do desenvolvimento da primeira parte do presente trabalho foi possivel propor
uma formulacdo semissolida contendo C. zeylanicum a partir do extrato obtido das folhas.
Para isso, cremes-géis foram preparados com diferentes concentragbes (5, 10 e 15%) e
caracterizados quanto ao pH, viscosidade e espalhabilidade. Os valores de pH obtidos das
formulacBes em geral encontraram-se na faixa de 6,50 a 5,7 , compativeis com a aplicacédo
topica (BRASIL, 2010). A incorporacdo do extrato de C. zeylanicum a base ocasionou uma
diminuicdo do pH, e pode estar relacionada ao pH do extrato 4,5. Outra pesquisa encontraram
valores de pH para bases Lanette®, Hostacerin® e Polawax®, de 6,3, 6,3 e 6,1,
respectivamente (BITTENCOURT et al., 2014).

Quanto a viscosidade se manteve com pequenas alteragdes, ndo apresentando valores
significativos estatisticamente. A formulagdo base apresentou maior viscosidade, quando
comparados com viscosidade da base contendo o extrato de canela nas concentracdes 5%,
10%, e 15%. A espalhabilidade durante o periodo de 30 dias de anélise do creme-gel base e da
formulacdo contendo o0 extrato mantiveram sem alteragdes significativas. O mesmo
comportamento foi encontrado na formulacdo creme-gel contendo extrato de Propolis Wax
uma vez que nao apresentaram alteragdes quanto desempenho reoldgico, e devido a essa
caracteristica sdo amplamente utilizados como veiculos. As formulagdes semissolidas
possuem propriedades adequadas quanto a espalhabilidade para o uso topico, pois se
deformam facilmente quando aplicados. No caso das formulagdes testadas, uma pequena
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tensdo é capaz de diminuir acentuadamente a viscosidade. Desta forma, o material flui com
facilidade (BITTENCOURT et al., 2014).

Por fim, foi avaliado a atividade antiinflamatdria in vivo dos géis-creme utilizando o
modelo experimental de dermatite de contato. Nesse estudo, avaliou-se a atividade da
E-NTPDase e da E-ADA. Para melhor comparacdo, além da formulacdo base creme-gel,
foram preparadas formulagbes com extrato nas concentragdes 5%, 10% e 15% e com
dexametasona 0,05%.

Quanto a atividade da E-NTPDase, que serve como marcador de ativacao linfocitéria,
0s resultados mostraram um aumento na atividade da E-NTPDase para os grupos tratados com
a formulagdo creme-gel contendo 5% e 10% de extrato de C. zeylanicum apresentando
atividade similar ao grupo tratado com dexametasona quando comparado ao grupo creme-gel
(CrGel) e o grupo controle, corroborando com os resultados encontrados na literatura com a
utilizagdo deste protocolo (BRUM et al., 2009; FONTANA et al., 2011). A maior atividade da
E-NTPDase pode ser estimulada por um aumento na concentracdo do ATP extracelular.

A ADA é uma enzima essencial para a proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos e
monaocito-macrofago no sistema imune, e alteracdes em sua atividade tém sido consideradas
um indicador de distdrbios imunolégicos (HITOGLU et al., 2001; POURSHARIFI et al.,
2009). Pode-se observar que o grugo tratado com dexametasona quando comparado ao grupo
creme-gel (CrGel) apresentou maior atividade da enzima. J& para os grupos tratados com a
formulacdo creme-gel contendo 5% e 10% de extrato de C. zeylanicum foi observada uma
diminuicdo, mostrando-se semelhantes ao grupo controle. Sendo assim, todos 0s tratamentos

revertem a atividade da enzima, ou previnem.
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6 CONCLUSOES

Na andlise fitoquimica do extrato etandlico, das Folhas de C. zeylanicum identificou-
se de metabolitos como alcaldides, saponina, flavonoides e cumarinas. Na composicao
a espécie apresentam teores de compostos fenolicos, flavonoides e taninos.

Os parametros fisico-quimicos preconizados pela Farmacopeia Brasileira permitem
estabelecer parametros de qualidade para C. zeylanicum.

Hidréxicumarina e Cinamaldeido identificados nas folhas de canela por CLAE.

O extrato das folhas de C. zeylanicum, apresentou uma expressiva atividade
antioxidante devido a presenca de fendlicos encontrados. Como também apresentou
forte capacidade de reducdo de sequestro de radicais livres do DPPH sendo mais
eficaz que o controle positivos quercetina e acido ascérbico com atividade
antioxidante ja conhecidos .

Na avaliacdo dos pardmetros genotoxicoldgicos, todas as concentraces do extrato de
C. zeylanicum apresentaram-se eficacia revertendo o dano genotoxico causado pelo
peroxido de hidrogénio (H,O,) em todos os testes aplicados, porém torna-se
necessario destacar que as concentracdes correspondente ao valores (CzE1lug/mL e
valor CzE10upg/mL) que sobressairam nos resultados sendo protetores que os
controles.

O extrato de C. zeylanicum apresentou através do estudo dos valores de CIM
observou-se atividade antibacteriana eficiente frente as bactérias E.coli e K.
pneumoniae 32 pg/mL. Para as bactérias S. aureus e P. aeruginosa apresentou 64
pHg/mL de inibicdo no crescimento dos microrganismos. Os resultados do presente
trabalho ressalva o papel antimicrobiano desta espécie vegetal, sugerindo-a como
possivel utilizacdo como antimicrobiano natural.

A formulacdo creme-gel base e as contendo concentracdes de 5%, 10% e 15% extrato
de C. zeylanicum apresentaram resultados satisfatorias quanto as caracteristicas
organolépticas, pH, espalhabilidade, propriedades reoldgica

O ensaio in vivo da dermatite de contato demonstrou que a formulagdo creme-gel nas
concentragdes 5% e 10% de extrato de C. zeylanicum demonstraram melhor eficicia
quanto a atividade dermatoldgica que o farmaco acetato de dexametasona, ja

comercializado, comprovando a atividade anti-inflamatoria do extrato das folhas de



85

canela em formulacéao tépica sendo como uma nova plataforma para a obtengdo de um
fitoterapico destinado para o tratamento tépico de doencas inflamatdrias.
Considerando os dados obtidos, é interessante aprofundar a investigacdo das
atividades bioldgicas das folhas de C. zeylanicum, especialmente procederem a
avaliacdo da capacidade antioxidante in vivo e através de outras metodologias, além de
realizar a elucidacdo estrutural de principais compostos isolados responsaveis por tal
atividade.

Nossos resultados sugerem que a canela o pode agir como antigenotoxica surgindo
como uma possivel alternativa no tratamento médico, no entanto, sdo necessarios

estudos de farmacodindmica para avaliar sua atividade in vivo.
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