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RESUMO

O emprego de plantas para fins medicinais representa uma pratica milenar, incentivada pela
facilidade de acesso aos recursos de origem vegetal e informacdes erroneas da auséncia de
efeitos colaterais e contraindicacdo. Nesse sentido, os estudos de validagdo devem ser
estimulados, especialmente as pesquisas de padronizacdo de extratos, considerando o
interesse da  inddstria  nessas  preparagdes por representarem  matéria-prima
farmacologicamente ativa para os fitoterdpicos. Dessa forma, este trabalho objetiva realizar
estudo de padronizagdo dos extratos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl, conhecida
como canela, espécie vegetal de grande ocorréncia no Brasil e amplamente empregada para
fins comérciais (perfumaria e culindria) e medicinais, devido as propriedades: antioxidantes,
anticancer, gastrointestinais, anti-inflamatérias, analgésicas, antidiabéticas, antimicrobianas,
sedativas, vasodilatadoras e afrodisiacas, além de suas possiveis atividades farmacoldgicas na
doenca de Alzheimer, diabetes, artrite e arteriosclerose. As folhas de Cinnamomum verum
foram coletadas em habitat natural, submetidas a secagem e moagem para obtencdo dos
extratos hidroetandlicos, empregando planejamento fatorial tendo como varidveis: operagcao
de extracdo (maceracao com ultrassom, extracdo em aparelho Soxhlet e percolacdo) e relagdo
de hidromddulo (1:6, 1:8 e 1:10). Todos os extratos obtidos foram submetidos a determinagao
de rendimento, pH, densidade, viscosidade, caracterizacdo da composi¢do quimica, avaliacdao
in vitro da atividade antioxidante e antimicrobiana. Os resultados demonstraram que o extrato
obtido por macera¢do com ultrassom 1:6 apresentou valores mais expressivos quanto ao teor
de polifendis e atividade antibacteriana; evidenciando-se, porém, melhor rendimento para
percolacdo 1:6, caracterizacdo quantitativa dos constituintes quimicos (percolagdo 1:6 e
soxhlet 1:6), teor de flavonoides (soxhlet 1:10) e atividade antioxidante (percolacdo 1:8), entre
os extratos analisados. As andlises cromatograficas indicaram substancias passiveis de serem
empregadas como marcadores analiticos e/ou ativo para controle de qualidade dos extratos.
Assim, o estudo permitiu concluir que, o procedimento extrativo e relagdo de hidromédulo
sdo variaveis que influenciam nos extrativos da espécie, e consequentemente, na concentracao
dos constituintes quimicos, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Cinnamomum verum; canela; atividade antioxidante; atividade antibacteriana;
caracterizacdo quimica.



ABSTRACT

The use of plants for medicinal purposes represents a millenarian practice, encouraged by
the ease of access to vegetal resources and erroneous information of the absence of side
effects and contraindication. In this sense, validation studies should be encouraged,
especially the standardization of extracts, considering the industry's interest in these
preparations because they represent a pharmacologically active raw material for
phytotherapics. Thus, this work aims to conduct a standardization study of extracts of
Cinnamomum verum J. S. Presl, known as cinnamon, a plant species of great occurrence in
Brazil and widely used for commercial purposes (perfumery and cooking) and medicinal,
due to its properties: antioxidants , anti-inflammatory, analgesic, antidiabetic,
antimicrobial, sedative, vasodilating and aphrodisiac, as well as their possible
pharmacological activities in Alzheimer's disease, diabetes, arthritis and arteriosclerosis.
Cinnamomum verum leaves were collected in natural habitat, subjected to drying and
milling to obtain the hydroethanolic extracts, using factorial planning, with the following
variables: extraction operation (ultrasonic maceration, Soxhlet extraction and percolation)
and hydromodule ratio (1 : 6, 1: 8 and 1:10). All extracts were submitted to determination
of yield, pH, density, viscosity, characterization of chemical composition, in vitro
evaluation of antioxidant and antimicrobial activity. The results showed that the extract
obtained by maceration with 1: 6 ultrasound showed more expressive values regarding the
content of polyphenols and antibacterial activity; (percolation 1: 6 and soxhlet 1: 6),
flavonoid content (soxhlet 1:10) and antioxidant activity (percolation ratio 1: 8), but also
the best yield for 1: 6 percolation, quantitative characterization of chemical constituents
between the extracts analyzed. Chromatographic analysis indicated substances that could
be used as analytical and / or active markers for the quality control of extracts. Thus, the
study allowed to conclude that the extractive procedure and hydromodule relationship are
variables that influence the extractives of the species, and consequently, in the
concentration of the chemical constituents, antioxidant activity and antimicrobial activity.

Key words: Cinnamomum verum; cinnamon; antioxidant activity; antibacterial activity;
chemical characterization.
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01 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais, pratica secular alicercada no
conhecimento popular, é fundamentada no acimulo de informagdes, que em maioria, sdo
transmitidas verbalmente, por sucessivas geracoes de diversos grupos étnicos
(SPAGNUOLO; BALDO, 2009; PANIS et al., 2010). Planta medicinal é definida como
espécie vegetal, cultivada ou ndo, que possui substdncias quimicas que lhes permitem
atividades bioldgicas e consequentemente, efeitos terapéuticos, fato este que justifica seu
reconhecimento no Brasil e no mundo (BRASIL, 2014; MESSIAS et al.,2015).

A fitoterapia € a ci€ncia que estuda as plantas medicinais e suas aplicacdes nos
tratamentos de morbidades, seja na prevencdo, alivio ou cura das doengas, sem a utilizagdo de
substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal ( BRASIL, 2006; CAMPOS et al.,
2016). A fitoterapia alicerca a prética segura e eficaz dos bioprodutos de origem vegetal ao
usudrio, no que diz respeito a promog¢ao do seu uso racional e também, a reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade (BUENO et al., 2016).

No Brasil, muitos fatores contribuem para que a fitoterapia seja uma alternativa
terapéutica crescente, tais como: a flora rica e diversificada, a tradicdo popular desta pratica, a
percepcao erronea da auséncia de efeitos colaterais e contraindica¢des, o alto custo dos
medicamentos sintéticos e consultas médicas, a relativa facilidade para aquisi¢do das plantas,
principalmente aos que residem em localidades consideradas de dificil acesso as unidades
bisicas de sadde, como as popupalcoes tradicionais, tais como indigenas, ribeirinhas,
extrativistas e produtores rurais (MESSIAS et al, 2015; MENEGUELLI et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2017).

O comércio de plantas e seus produtos como prética alternativa e/ou complementar
com fins terapéuticos € crescente. Nesse sentido, manter a qualidade do material vegetal,
investigar os efeitos farmacolégicos, toxicologicos e aplicar metodologias de controle
microbioldgico sdo indispensdveis para o cumprimento da qualidade, seguranca e eficacia dos
bioprodutos (ARRAIS, 2008; SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010; SILVEIRA;
BANDEIRA; BOCHNER et al., 2012).

Estudos locais de Farmacovigilancia em Fitoterapia tém comprovado a ma qualidade
de drogas vegetais disponibilizadas no comércio informal do municipio de Sdo Luis, estado
do Maranhao, constatando condi¢gdes precérias do comércio de drogas vegetais e preparacdes
derivadas, com elevado indice de contamina¢do por bactérias e fungos proibidos pela

legislacdo vigente. Situagdo preocupante, pois expde o consumidor a utilizagdo de material
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vegetal improprio ao consumo, evidenciando a necessidade de atuacdo efetiva das autoridades
sanitarias competentes (BRITO et al., 2016; GONCALVES, 2016; BATALHA JUNIOR,
2017; GONDIM, 2019).

Nesse segmento de investigacdo da qualidade de drogas vegetais medicinais e suas
preparacdes comercializadas em Sdo Luis, estudos locais também tém comprovado que a
comercializacdo de espécies vegetais para fins medicinais e seus derivados em
estabelecimentos farmacéuticos (farmécias e drogarias) nao € totalmente segura, visto que
mesmo com as exigéncias legais que devem disciplinar a comercializacdo de produtos
medicinais em estabelecimento comercial de saide, inclusive com a exigéncia da presenga de
profissionais tecnicamente qualificados, ndo ha garantia da oferta de produtos com
certificacdo de qualidade (BRITO et al., 2016; GONCALVES, 2016; BATALHA JUNIOR,
2017; GONDIM, 2019).

Nesse sentido, para a obtencdo de fitoterdpicos qualificados € indispensdvel a
definicdo de parametros para padronizacdo e uniformidade do material utilizado, que pode ser
fundamentada em andlise quimica de constituintes ou metabdlitos secundérios, representando
assim, critério de avaliacdo de integridade fundamental no controle de qualidade, bem como
para a constancia dos efeitos terapéuticos e seguranca do usudrio (CUNHA et al., 2009;
KLEIN et al., 2009; NOBREGA, 2012; GARCIA, 2015; BRITO et al., 2016).

Assim, os estudos de valida¢do das metodologias analiticas, com enfase aos estudos de
padronizacdo, devem ser incentivados, pois permitem a confirmacdo da eficdcia
farmacoldgica e da auséncia de toxicidade da planta; assegurando, assim, a confiabilidade dos
resultados que possibilitam transformar as plantas medicinais em produtos fitoterdpicos
(KLEIN et al., 2009; NEIVA et al., 2011; SILVA, 2018).

Nessa perspectiva, o Grupo de Pesquisa em Produtos Naturais da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA) tem desenvolvido estudos de padronizacdo de espécies
vegetais amplamente utilizadas para fins terapéuticos, com destaque: Anacardium occidentale
L. (caju), Averrhoa carambola L. (carambola), Hancornia speciosa Gomes (mangaba),
Chenopodium ambrosioides L. (mastruz), Eleutherine plicata Herb. (coquinho), Jacaranda
decurrens Cham. (carobinha), Orbignya phalerata Mart. (babacu), Passiflora edulis Sims
(maracujazeiro) e Psidium guajava L. (goiaba) (MENEZES, 2013; FERREIRA, 2015;
NEIVA et al.,, 2014; SILVA, 2018).

Diante do exposto, em continuidade a linha de pesquisa do Grupo de Produtos
Naturais da UFMA, esse trabalho propde desenvolver estudo de padronizacdo dos extratos das

folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl, sinonimia cientifica: Cinnamomum
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zeylanicum Blume (Lauraceae), conhecida popularmente como canela, com énfase aos
parametros quimicos, fisicos, fisico-quimicos e biolégico in vitro.

Os estudos de padronizacdo dos extratos das folhas de Cinnamomum verum, espécie
vegetal de grande ocorréncia e representatividade cultural no estado do Maranhdo, podem
definir varidveis que influenciam na qualidade dos extrativos, logo na eficicia e seguranca

terapéutica dos produtos derivados desses extratos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estudos de padronizacao de extratos vegetais

O uso de produtos medicinais a base de plantas € pratica comum na terapéutica,
devido a crenga popular de que esses recursos podem prevenir, aliviar ou curar enfermidades.
Desse modo, sua utilizacdo deve ser feita de maneira consciente, previamente validada, isto &,
com acdo terapéutica comprovada e toxicidade potencial avaliada, assim como seu controle de
qualidade realizado, visto que, o emprego de material vegetal de ma qualidade representa
ineficiéncia das agdes, riscos e perigos reais ao consumidor (NEIVA et al., 2014; ENDERLE
et al., 2018).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS, 2002) reconhece a utilizacdo desta prética,
dada a facilidade do acesso a esses recursos, possibilitando diminuir os custos dos programas
de saude publica, constituindo importante recurso na Atencdo Bdasica em Saide no Brasil
(AGRA et al., 2008; VEIGA JUNIOR, 2008; MACHADO, 2014).

Constatando os riscos e, ainda, visando promover a recupera¢do e manutengdao da
saude, o governo brasileiro tem adotado politicas publicas norteadoras e determinantes para a
introducdo do uso de plantas medicinais e fitoterdpicos no Sistema Unico de Saiide (SUS),
com destaque para a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (BRASIL,
2006a), a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saiide (BRASIL, 2006b) e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (BRASIL, 2009), que além de promoverem a educacdo continuada dos
profissionais da saude e unido do saber popular ao saber técnico, ampliam o acesso seguro da
populagio a estd opgdo terapéutica (TELESI JUNIOR, 2016; BORGES;SALES, 2018).

Na perspectiva de regulamentar a comercializacdo das matérias-primas vegetais e/ou
suas preparacdes, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), publicou a
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 26/2014,dispondo sobre o registro de

medicamentos fitoterdpicos e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterdpicos,
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incluindo ainda, a definicdo de alguns termos, dentre eles: droga vegetal, fitoterdpico,
medicamento fitoterdpico e produto tradicional fitoterdpico (BRASIL,2014).

Droga vegetal corresponde a planta medicinal, ou suas partes, que contenham as
substancias responsdveis pela acdo terapéutica, apds processos de coleta/colheita,
estabilizacdo, quando aplicdvel, e secagem, podendo estar na forma integra, rasurada,
triturada ou pulverizada. Fitoterdpico, produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto
substancias isoladas, com finalidade profildtica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento
fitoterdpico e produto tradicional fitoterdpico; medicamento fitoterdpico traduz-se pela
confirmacdo de sua seguranca e eficicia baseados em evidéncias clinicas e o produto
tradicional fitoterdpico por sua seguranca e efetividade baseadas em dados de uso seguro e
efetivo publicados na literatura técnico-cientifica (BRASIL,2014).

Com os adventos cientificos, essa pratica milenar cedeu espaco aos medicamentos
sintéticos, porém, a “onda verde” dos naturalistas com seu auge na década de 80, aliado aos
efeitos adversos e alto custo para aquisi¢do, favoreceram o retorno do exercicio da Fitoterapia
como uma alternativa “natural” aos medicamentos sintéticos com sua frequente lista de
efeitos indesejaveis (ANDRADE, 2018).

O Brasil tem a maior biodiversidade do mundo, apesar disso, o desenvolvimento e a
producdo de medicamentos fitoterdpicos em todas as suas fases € muito pequena, ndo gerando
inovacdes de forma continuada, ficando inclusive atrds de paises menos desenvolvidos
tecnologicamente. O processo de Pesquisa & Desenvolvimento (P & D) de novos farmacos a
partir de espécies vegetais envolve estudos etnodirigidos, botanicos, agrondmicos, quimicos,
biol6gicos (farmacologia e toxicologia pré-clinica e clinica) e farmacéutico (desenvolvimento
de metodologia analitica de controle de qualidade e producgdo tecnoldgica (ALVES, 2013;
SIMOES et al., 2017; ENDERLE et al., 2018).

De acordo com a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 17/2010, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que dispde sobre as Boas Préticas de Fabricacao
de Medicamentos (BPF), a industria farmacé€utica € responsédvel por zelar pela qualidade de
seus medicamentos, garantindo seguranga e eficdcia, o que inclui também rigor com a matéria
prima utilizada (BRASIL, 2010; CASTRO; ALBIERO, 2016).

Dentre as barreiras que corroboram para os baixos investimentos em Pesquisa e
Desenvolvimento (P & D) e consolidagdo da Fitoterapia como oferta terapéutica, merece
destaque: caréncia de estudos com as espécies vegetais nativas, insuficientes investimentos da
iniciativa privada e principalmente, a falta de estudos de padronizacdo dos fitoterdpicos

(SOUSA et al.,2017).
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A padronizagdo de fitomedicamentos é um pré-requisito para a garantia da qualidade,
com reprodutibilidade e constincia dos efeitos terapéuticos. Para garantir a uniformidade é
necessdria a manutencio da estabilidade quimica da matéria-prima vegetal em todas as etapas
operacionais, avaliada pela integridade quimica das substancias ativas e controle da atividade
biolégica (TOLEDO et al., 2003; LAPA et al., 2010; KLEIN et al., 2010).

Para tal, a producdo de fitoterdpicos requer, necessariamente, o desenvolvimento e
validacio de metodologias analiticas para padronizacdo das preparagdes. Assim, o
desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica capaz de quantificar os marcadores
analiticos e/ou ativos envolvidos na padronizacao, aliado ao posterior estudo de estabilidade e
condi¢cdes adequadas de armazenamento, garantem condicdes para avaliar a manutengdo e a
reprodutibilidade da qualidade do fitoterdpico (BRASIL, 2005; KLEIN et al., 2010).

Dessa forma, os estudos de validacio devem direcionar esfor¢os e recursos nos
estudos de padronizagido, principalmente dos extratos vegetais, visto que estes representam as
preparagdes mais frequentemente empregadas nas formulacdes fitoterdpicas, envolvendo
varias etapas operacionais com diversas varidveis, que podem alterar a estabilidadedos
constituintes quimicos e, consequentemente, a atividade terapéutica desejada (LAPA et al.,
2010; NEIVA et al., 2011; SILVA et al., 2018).

A biossintese dos metabdlitos secundarios, os quais sao responsdveis pela atividade
biol6gica da espécie vegetal alvo da investigacdo, pode sofrer variacdo qualitativa e/ou
quantitativa de constituintes quimicos relacionada a diversos fatores como a sazonalidade,
indice pluviométrico, ritmo circadiano, temperatura, altitude, idade e desenvolvimento da
espécie, radiacdo ultravioleta, nutrientes, poluicdo atmosférica e acdo de patdgenos;
ocasionando, assim, perda de integridade do material vegetal, com consequente perda e/ou
alteracdo da atividade biolégica esperada (MARTINS, 2005; GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Vale enfatizar que a composi¢do quimica pode ser alterada, ainda, pelas tecnologias
operacionais e potencial genético; influenciando, assim, na concentracdo de constituintes
quimicos no material vegetal e, consequentemente, no valor terap€utico das preparagdes
derivadas ou fitoterdpicos (KLEIN et al., 2010; MIGLIATO et al., 2011). Assim, os assim,
estudos de padronizacdo representam parametros de avaliagdo de integridade necessdrio no
controle de qualidade de matérias-primas vegetais, devendo ser estimulados (SIMOES et al.,
2017).

Os estudos quimicos ou fitoquimicos para padronizacdo compreendem etapas de
avaliacdo qualitativa e quantitativa de constituintes ou metabdlitos secunddrios, isolamento e

elucidacdo estrutural dos principios ativos ou substancias responsdveis pela acdo bioldgica,
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empregando métodos quimicos, fisicos e/ou fisico-quimicos envolvendo técnicas de
caracterizacdo, métodos cromatogrificos, espectrometria de massas, espectroscopia no
ultravioleta, no visivel e no infravermelho; bem como a ressondncia magnética nuclear
(RMN) de préton e carbono 13 (WAGNER; BLADT, 1996; COLLINS et al., 1997; MATOS,
1997; SILVERSTEIN et al., 2002; SILVA, 2018).

2.1.1 Varidveis da extracao

Algumas substancias quimicas sdo caracteristicas de uma determinada espécie vegetal,
servindo como parametros para sua caracterizacdo e identificacdo, porém, deve-se destacar a
importancia da valida¢do das metodologias utilizadas na extracao, pois durante esse processo,
diversas varidveis podem alterar os constituintes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
MIGLIATO et al., 2011).

Incontestavelmente, a extracdo € uma das etapas mais importante do processo de
desenvolvimento do fitoterdpico. Migliato el al. (2011) recomendam o planejamento fatorial
nos estudos para desenvolvimento de padronizacdo de solugdes extrativas, enfatizando a
definicdo das varidveis que influenciam na extra¢do, j4 que essa representa a etapa
fundamental na obtencao de fitoterdpicos, pois garante a separac¢io de substancias de interesse
da matriz complexa e consequentemente, otimiza todo o processo empregando modelos
estatisticos que permitem assegurar resultados confidveis (USLU et al., 2013).

Dentre as varidveis que podem influenciar na extracdo, destacam-se: granulometria,
solvente, temperatura, potencial hidrogenionico (pH), pressao, tempo de contato, agitacdo do
sistema e método de extracdo (MIGLIATO et al., 2011; USLU et al., 2013).

A escolha da granulometria estd diretamente relacionada a eficiéncia extrativa, tendo
em vista que o tamanho da particula € o parametro que determina a superficie de contato
disponivel para a interacdo com o solvente, influenciando assim em propriedades importantes
como a solubilidade e fluidez do produto. Vale enfatizar ainda que, as estruturas teciduais dos
diversos vegetais possuem densidades diferentes, assim, a redu¢do de particulas para tamanho
homogéneo permite maior penetrabilidade no material, devido ao aumento da superficie de
contato (MIGLIATO et al., 2011; SIMOES et al., 2017).

O solvente a ser utilizado deve ser o mais seletivo possivel, sendo sua polaridade
determinada pelos grupos de constituintes quimicos que se deseja extrair. Assim, compostos
fendlicos apresentam cardter polar, tendo como solventes mais eficientes para a extracao

destes compostos as misturas hidroalcodlicas, preparadas com metanol e etanol, sendo este
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ultimo mais seguro e de baixa toxicidade. O volume empregado de solvente na extracao
define o hidromdédulo (relagdo droga: solvente), podendo influenciar no processo, sendo a
quantidade de solvente dependente ao equilibrio de gradiente de concentragdo no meio
(PRISTA et al., 2002; NORIEGA et al., 2005; CAVALHEIRO, 2013; OLIVEIRA,2015).

As técnicas de extracdo e a natureza do solvente extrator afetam diretamente nos
rendimentos extrativos e no teor de metabdlitos presentes, devendo ser considerado na escolha
do método, a eficiéncia, a estabilidade das substancias extraidas, a disponibilidade dos meios
e o custo do processo escolhido, considerando a finalidade do extrato que se quer preparar
(OLIVEIRA et al., 2016).

Os métodos extrativos para obtencdo de extratos vegetais incluem maceragdo e suas
variagOes, infusdo, percolacdo e suas variagdes, decoccao, extracdo continua quente (aparelho
de Soxhlet), extracdo em contracorrente, extracao assistida por micro-ondas, ultrassom, fluido
supercritico e turbdlise. Sendo a maceracdo, a percolacdo e a extracdo por aparelho de
Soxhlet, referidas como as mais utilizadas (PRISTA et al., 2002; CAVALHEIRO, 2013;
OLIVEIRA et al., 2016).

A maceracdo consiste na extracdo da matéria-prima vegetal em recipiente fechado, em
temperatura ambiente, estando a droga e o solvente em contato intimo durante um periodo
prolongado (horas ou dias), sob agitacdo ocasional e sem renovacdo do liquido extrator. A
maceracdo ndo esgota a matéria prima vegetal, seja devida, a saturac¢do do liquido extrator ou
ao estabelecimento de um equilibrio durante o processo de difusdo entre o meio extrator e o
interior da célula (NAVARRO, 2005; SIMOES et al., 2017).

A maceracdo assistida por ultrassom, uma variante da maceragdo, apesar de ser
considerada um método ndao convencional, vem demonstrando eficiéncia na extracdo de
compostos bioativos. O ultrassom € definido como o conjunto de ondas eletromagnéticas com
frequéncia superior a 20 kHz, a extracdo por ultrassom usa a alta poténcia que produz
cavitacdo acustica conduzindo a desestruturacdo celular e tecidual; permitindo, assim, o
contato imediato dos componentes com o solvente. Vantagens como menor consumo de
reagentes, economia de energia e tempos de extracdo sdo frequentemente observadas em
comparagio aos outros métodos (CAVALHEIRO, 2013; SIMOES et al., 2017).

A percolacdo € uma operacdo caracterizada pela utilizacdo de utensilios especiais, 0s
percoladores, sendo indicada para extracdo de substdncias pouco soliveis ou presentes em
pequenas quantidades. Ao contrdrio da maceracdo, € um processo dindmico, onde o solvente é
renovado continuamente, pois o liquido extrator flui em movimento descendente, levando ao

esgotamento da planta através do gotejamento lento do material vegetal, permitindo solugdes



19

extrativas mais concentradas, com tempo relativamente reduzido e economia de solvente
(NOBREGA, 2012).

A extracdo por aparelho de Soxhlet ¢ um método muito utilizado na extracdo de
substancias organicas. O sistema é continuo, promove a ebuli¢do e condensacdo do solvente
para realizar a extracdo, gerando assim, a constante renova¢ao do liquido extrator até o
esgotamento do material vegetal. No entanto, a elevada temperatura do solvente pode afetar
substancias termo sensiveis (N()BREGA, 2012; CAVALHEIRO, 2013; FELIZARDO 2017).

A eficiéncia das solugdes extrativas estd relacionada a muitos fatores, como a escolha
do solvente e o método extrativo para cada substancia que se deseja extrair, a conservagao das
preparagdes e economia dos insumos e processos. Considerando-se também, que o maior
tempo de contato entre a droga-solvente eleva a extracdo, pois permite um maior fluxo de
difusdo do solvente através da parede celular da droga. A agitacdo da solucdo diminui o
tempo de extracdo, devido ao aumento da superficie de contato droga-solvente nas zonas de
concentragdo.Aelevacdodatemperaturanaspreparacoesextrativasmelhoraasolubilidade das
substancias, diminui a viscosidade do solvente e aumenta a velocidade de difusio

(MIGLIATO et al., 2011; SIMOES et al., 2017).

2.2 Cinnamomum verum J. S. Presl.(Lauraceae)

Cinnamomum verum J. S. Presl., pertence a familia: Lauraceae, tem como sinonimia
cientifica Cinnamomum zeylanicum Blume. O género Cinnamomum €& constituido por
aproximadamente 350 espécies, muitas das quais sdo produtoras de 6leo essencial, o valor
comercial deste depende da espécie e da parte da planta utilizada, sendo os 6leos obtidos das
cascas e folhas de Cinnamomum verum, Cinnamomum cassia ¢ Cinnamomum camphora, 0S
mais importantes no mercado mundial (LIMA et al., 2005; MENDES, 2011).

Cinnamomum verum (figura 1) € conhecida por diversos nomes populares, dentre os
quais: canela, canela da [ndia, canela da China, canela do Ceildo, canela verdadeira, canela de
cheiro, canela da india, canela de tubo e canela rainha (LIMA et al., 2005).

A caneleira € uma arvore origindria do Sri Lanka (antigo Ceildao), conhecida hd mais
de 2500 anos a.C. pelos chineses, foi introduzida no Brasil pelos jesuitas e € aclimada em
vdrias regiodes tropicais do mundo. A parte interna da casca do tronco e dos ramos constitui a
canela do comércio, com uso mundial na perfumaria e na culindria, devido suas propriedades
aromdticas e condimentares, além de ter vasta utilizacdo na medicina popular (VINITHA;

BALLAL, 2008; DIAS, 2009).
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Figura 1. Exemplar de Cinnamomum verum J. S. Presl.

Fonte: N Parks Flora & FaunaWeb.

A canela € uma arvore aromadtica de ciclo perene, que atinge entre 6 a 12 metros de
altura e seu tronco cerca de 35 cm de didmetro. A casca apresenta uma espessura de até 12
milimetros e coloracio marrom avermelhada; as folhas sdo coridceas, lanceoladas, com
nervuras na base, brilhantes e lisas na parte superior e verde-clara, e finamente reticulada na
parte inferior; seu fruto é roxo, e mede apenas um centimetro, sendo assim capaz de elaborar
somente uma semente; as flores sdo numerosas e pequenas, de coloracio amarelada ou
esverdeada agrupadas em cachos ramificados, sua floracio ocorre nos meses de setembro,
outubro e novembro (VINITHA; BALLAL, 2008; REIS, 2012).

Cinnamomum verum teve boa adaptacdo em regides tropicais e subtropicais do mundo,
incluindo o litoral nordestino brasileiro, sobretudo, no Maranhdo; pois seu cultivo em regides
sujeitas a geadas intensas € incompativel, com desenvolvimento a pleno sol. Essa arvore
requer solos de fertilidade mediana a alta, com boa drenagem, profundos e com bom teor de
matéria organica, em média requer cerca de 1.300 mm de chuva por ano e temperatura média
anual superior a 21°C (WANSI et al.; 2007; LI et al., 2015).

A espécie € utilizada na culindria, na fabricacao de bebidas, medicamentos, perfumes e
sabonetes. Seu aproveitamento € bastante amplo, praticamente utilizando toda parte aérea do

vegetal. As folhas sdo utilizadas para a extracdo de Oleos essenciais, e a casca dos ramos,

parte muito valorizada, é comercializada em rama (pau), raspas e em p6 (MENDES,2011).
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O potencial farmacolégico das folhas e cascas de Cinnamomum verum € incontestéavel,
sendo considerada planta multifacetada, a canela tem sido alvo de pesquisas devido a sua
vasta utilizacdo na medicina popular, fundamentda nas propriedades: antioxidantes,
anticancer, gastrointestinais, anti-inflamatorias, analgésicas, antidiabéticas, antimicrobianas,
sedativas, vasodilatadoras e afrodisiacas (HARIRI; GHIASVAND, 2016; FELIZARDO 2017,
JIMENEZ et al., 2018). Recentemente, estudos exploraram as atividades farmacolégicas da
canela na doenca de Alzheimer, diabetes, artrite e arteriosclerose (RAO; GAN, 2014).

Estudo realizado por Reis (2012) confirmou toxicidade e atividade moluscicida do
6leo essencial das folhas de Cinnamomum verum frente ao caramujo Biomphalaria glabrata,
vetor da esquistossomose, doenga endémica que afeta dreas com saneamento bdsico precario.
A atividade moluscicida do 6leo apresentou valor de concentragao letal 50% (CLso) de 18,62
mg/L + 2,18, sendo considerado moderadamente téxico, com CLso de 162,1 mg/L + 2,80.

Cinnamomum verum apresenta uma grande diversidade em sua composicdo quimica:
dcido cinamico, actcares, aldeido benzénico, aldeido cinamico, aldeido cuminico, benzonato
de benzil, cimeno, cineol, elegeno, eugenol, felandreno, furol, linalol, metilacetona,
mucilagem, oxalato de célcio, pineno, resina, tanino e vanilina (DIAS,2009). No entanto,
essas substancias dizem respeito a trabalhos realizados com o 6leo essencial, sendo raros os
estudos que padronizem o extrato bruto da espécie (WANSI et al., 2007; VINITHA;
BALLAL, 2008; LI et al., 2015; ELHAG et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver estudo de padronizacdo dos extratos das folhas de Cinnamomum verums;
visando o desenvolvimento de tecnologia farmacéutica na obtencdo de novas alternativas e/ou
complementos terapéuticos, possibilitando definicio de pardmetros para obtencdo de

fitoterapico.

3.2 Objetivos especificos

Analisar parametros quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos in vitro nos extratos
hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum obtidos por planejamento fatorial;

Desenvolver e/ou aplicar ensaios qualitativos e quantitativos de caracterizagdo e
doseamento dos constituintes quimicos nos extratos hidroetandlicos de Cinnamomum verum

Padronizar a obtencao dos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum
com emprego de parametros quimicos, fisico-quimicos e bioldgico in vitro (atividade
antibacteriana);

Contribuir nos estudos de desenvolvimento tecnolégico de terapéutica alternativa e/ou

complementar com base em espécie vegetal de ampla ocorréncia nacional.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicao do material vegetal e identificacdo botanica

As amostras das folhas de Cinnamomum verum foram obtidas por coleta manual em
area de cultivo, no Horto “Berta Langes de Morretes”, Campus Dom Delgado no Bacanga, na
cidade de Sao Luis, estado do Maranhao, segundo as determinacdes estabelecidas na literatura
especializada (OLIVEIRA et al., 1991; VON HERTWIG, 1991; COSTA, 1994; BOTSARIS,
1995). A identificagdo botanica foi realizada no Herbdrio Atico Seabra da Universidade

Federal do Maranhdao (UFMA), com registro n°® 1490.
4.2 Preparo dos extratos

A amostra vegetal foi, em separado, submetida a secagem em temperatura ambiente;
seguida de trituragdo em moinho de facas, para obtencao de pé moderamente grosso (tamanho
inferior a 710 um e superior a 250 um) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Amostra do material seco e moido foi extraida, em separado, por procedimentos
extrativos a frio (maceragdo com ultrassom e percolagdo) e a quente (extragdo por Soxhlet),
com etanol a 70%, por periodo médio de 02 (dois) dias para percolacdo, 01 (um) dia para a
extracdo por Soxhlet e 01 (um) dia para a maceragdo com ultrassom, utilizando apenas 01
(um) ciclo de 30 minutos.

Nesta etapa do estudo foram definidas como varidvel dos hidromédulos, as relacdes de
droga/solvente de 1:6, 1:8 e 1:10, determinadas em fun¢do da maceracdo (BARROS NETO,
1995; NORIEGA et al., 2005; MATOS, 2009; SIMOES et al., 2017).

ApOs o término das extragdes, as solucdes foram filtradas, sendo que parte do filtrado
foi concentrado em evaporador rotativo, e o restante acondicionado em frascos apropriados e
mantidas em refrigeracdo até a realizagdo dos ensaios (COSTA, 1994; BARROS NETO et al.,
1995; NORIEGA et al, 2005 MATOS, 2009; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;
SIMOES et al., 2017).

Parte das solucdes extrativas foram reservadas para algumas andlises quimicas e o
restante submetido a concentragdo sob pressdo reduzida em rota evaporador. Todos os
extratos obtidos foram submetidos a determinagdo do rendimento (COSTA, 1994;

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; SIMOES et al., 2017).
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Assim, para esse estudo de padronizacdo foram definidas como varidveis dependentes:
rendimento, composi¢do quimica qualitativa e quantitativa, pH, viscosidade, densidade,
atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro; e como varidveis independentes:
procedimento extrativo (maceragdo com ultrassom, percolacdo e extracdo em aparelho de

Soxhlet) e relagdo de hidromédulo (1:6, 1:8, 1:10).

4.3 Analises quimicas, fisicas e fisico-quimicas
4.3.1 Screening quimico

Os extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum obtidos por
planejamento fatorial (procedimento extrativo e relacdo de hidromédulo) foram submetidos a
métodos de avaliacdo qualitativos e semi-quantitativos dos constituintes quimicos (COSTA,

1994; FALKENBERG et al., 2004; MATOS,20009).

4.3.2 Determinagao do teor de polifendis totais

As concentragdes de polifendis totais foram obtidas utilizando 100 uL da solug¢io do
extrato (2 mg/mL), 100 uL do reagente Folin-Ciocalteau (Merck) e 1,0 mL da solucdo de
carbonato de sédio a 20%, por duas horas em temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Concentracdes de 4cido gélico (Merck) foram utilizadas como padrdo. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer) a 760 nm e os
resultados expressos em porcentagem de 4cido gélico (WOISKY; SALATINO 1998;
CHAILLOU et al., 2004; ABREU et al., 2006).

4.3.3 Determinacao do teor de flavonoides

As concentragdes de flavonoides totais foram obtidas com 500 pL da solugdo do
extrato (2 mg/mL) e 500 pL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio a 5%, por 30
minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Concentragdes conhecidas de
quercetina (Merck) foram utilizadas como padrdao. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer) a 425 nm e os resultados expressos
em porcentagem de quercetina (WOISKY; SALATINO 1998; CHAILLOU et al., 2004;
ABREU et al., 2006; DUTRA et al., 2008).
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4.3.4 Determinacao do pH

A andlise foi realizada logo apds o processo de filtracdo em todos os extratos
hidroetandlicos, com emprego de pHmetro digital. Foi avaliada a diferenca de potencial entre
dois eletrodos imersos nas amostras em estudo (BRASIL, 2004). O eletrodo foi inserido
diretamente na dispersio aquosa (DAVIS; BURBAGE, 1997; ISAAC et al, 2008;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) e valores mantidos entre 5,5 e 6,5, compativeis com

o pH cutaneo, foram usados como critério (ISAAC et al., 2008).

4.3.5 Determinacgao da viscosidade

Por meio do viscosimetro digital, o teste foi realizado com os extratos hidroetandlicos
obtidos por planejamento fatorial logo apds o processo de filtracdo. A viscosidade foi medida
pela for¢ca necessdria para girar o spindle no liquido que estd sendo testado. A amostra foi
adicionada no recipiente coletor do aparelho até a marca desejada, sendo definido o spindle e
a rotacdo a serem testadas; em seguida foi imerso o spindle na amostra a ser analisada e
depois de estabilizado, o valor fora no display em mPa.s. (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

4.3.6 Determinagao da densidade

A densidade relativa é a relacdo entre a densidade absoluta da amostra e a densidade
absoluta de uma substancia usada como padrao. Nesse estudo a substancia padrao utilizada foi
a 4gua, a densidade determinada foi a densidade especifica (BRASIL, 2007). A densidade
especifica foi determinada em picndmetro, acoplado com termdémetro, previamente pesado
vazio, para determinacdo da mPv. A amostra foi inserida no picndmetro e a temperatura foi
ajustada para 20°C, quando, entdo, o picndometro foi pesado, para determina¢do da mPa. A
diferenca entre a massa do picndmetro com a amostra € do picndmetro vazio € a massa da
amostra. A relagdo entre a massa da amostra e a massa da dgua, ambas a 20°C, representaram

a densidade especifica da amostra analisada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
4.3.7 Andlise por cromatografia em camada delgada (CCD)
Para a realizacdo da cromatografia em camada delgada, aliquotas de 10 pL da solu¢do

etandlica de cada amostra (1 mg/mL) foram aplicadas em placas de silica gel Fas4, sendo

utilizado como eluente: éter de petrdleo/éter etilico/acido acético (80:20:1), segundo Elhaget
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al. (2005), com modificacdes. As amostras foram analisadas sob luz UV365; andlise
qualitativa e quantitativa foi fundamentada no valor de R(indice de reten¢@o), na coloragdo e

intensidade relativa (int. rel.) entre os extratos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.4 Avaliacao da atividade antioxidante frente ao radical estavel 2,2-difenil-1-

picrilhidrazila (DPPH)

Os extratos das folhas de Cinnamomum verum foram submetidos ao método
fotocolorimétrico in vitro utilizando o radical livre estdvel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH, Sigma) segundo Brand-Willians et al. (1995) e Molyneux (2004), com modificacoes.
As amostras foram diluidas em diferentes concentracdes em etanol P.A (5 a 100 pg/mL), em
seguida adicionados a solugdo metabdlica de DPPH (40 pg/mL). Ap6s 30 min de reagdo em
temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia de cada solucdo foi medida em
espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, PerkinElmer) a 517 nm. Padrdes de acido galico,

eldgico e ascorbico serdo usados como controle positivo, nas mesmas condi¢cdes dasamostras.

A percentagem de descolorac¢do do radical DPPH foi obtida com a equacdo: Atividade
antioxidante (%) = [(ADPPH — Aamostra) / ADPPH] x 100. Onde ADPPH ¢ a absorbancia do
DPPH (controle negativo) e Aamostra € a absorbancia do radical na presenca dos extratos ou
dospadroes.

Os resultados foram expressos como valores de CE50 (concentracdo efetiva 50%),
concentracdo do extrato que causa a perda de 50% da atividade do DPPH (BRAND -
WILLIAMS et al., 1995; MOLYNEUX, 2004).

4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para os bioensaios da atividade antimicrobiana foram empregadas cepas oriundas do
Laboratério de Microbiologia Clinica — Departamento de Farmacia/UFMA. Foram utilizados
microrganismos padrao (American Type Culture Collection - ATCC) de bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Gram-negativa, Escherichia coli (ATCC
25922).

Para avaliar a atividade antibacteriana foi utilizada a técnica da microdilui¢do segundo
a metodologia da dilui¢do em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 2012). Em placas de 96 pocos estéreis foram colocados, em cada pogo, 150 uL de
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caldo Mueller Hinton, 150 pL do extrato a ser testado seguido de dilui¢cdes seriadas e 5 uLL da
suspensao bacteriana, levados a estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas, apds o periodo de
incubagdo foi adicionado o revelador de crescimento microbiano, resazurina a 0,1%, com
posterior leitura apés 4 horas de incubacio (PALOMINO et al., 2002; ARAUJO; LONGO,
2016).

Foram utilizadas placas com o meio de crescimento de cada microrganismo especifico,
onde foi retirada uma al¢ada de cada dilui¢do até a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e
semeada nas placas com o 4gar com o meio de crescimento especifico de cada
microorganismo para se verificar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), que é a menor
concentragdo que inibe pelo menos 99,9% do crescimento bacteriano. Todos os testes foram
realizados em triplicata; como controle positivo, foi utilizado Cloranfenicol e como controle

negativo, caldo Mueller Hinton (NAKANO, 2011).

4.6 Analises estatisticas

Os resultados das andlises para padronizacdo dos extratos selecionados foram
expressos em média + desvio padrao (X = SD), ou média + erro padrio (X £ SEM). Foi
empregado andlise de varidncia (ANOVA), seguida do teste Tukey-Kramer ou Kruskal-
Wallis. O nivel de significancia foi pré-estabelecido em 5% (p<0,05). Todos os dados foram
analisados pelo Programa GraphPadPrism versio 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego
CA,EUA).
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05 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos dos extratos hidroetanolicos das folhas de Cinnamomum verum J. S.

Presl

Os dados da figura 2 indicam que o extrato hidroetandlico de Cinnamomum verum
obtido por percolacdo no hidromédulo 1:10, apresentou melhor rendimento, evidenciando que
o método extrativo e o hidromoédulo interferem no teor de residuos sélidos (TRABULSI

FILHO et al., 2013).
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Figura 2. Rendimento (%) dos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl.
obtidos por diferentes procedimentos extrativos e relagdo de hidromédulo. MU 1:6: maceragdo com
ultrassom no hidromédulo de 1:6; MU 1:8: maceragdo com ultrassom no hidromédulo de 1:8; MU 1:10:
maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:10; S 1:6: extragdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de
1:6; S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:8;S 1:10: extragdo em aparelho de Soxhlet no
hidromédulo de 1:10;P 1:6: percolagdo no hidromédulo de 1:6;P 1:8: percolacido no hidromdédulo de 1:8; P 1:10:
percolagdo no hidromédulo de 1:10. * indica diferenga significante em relagdo a P 1:10 (p<0,05), ANOVA
seguido de Tukey- Kramer.

Embora a literatura enfatize como vantagens da extracdo em aparelho de Soxhlet a
rentabilidade do procedimento, possibilitando uma extracio altamente eficiente, empregando
uma quantidade reduzida de solvente, em comparacdo com as quantidades necessarias nos
outros processos extrativos (PRISTA et al., 2002; SIMOES et al., 2017), os resultados desse
estudo evidenciam que os extratos obtidos em aparelho de Soxhlet obtiveram rendimentos
inferiores ao obtidos por percolagdo. Esse melhor rendimento pode ser explicado pela

dindmica do processo, pois na percolacdo o liquido extrator € renovado constantemente

levando ao esgotamento da planta (SIMOES et al., 2017).
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5.2 Caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas dos extratos hidroetandlicos das

folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl

5.2.1 Caracterizagdo qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes quimicos nos extratos

hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl

Os resultados da prospeccdao quimica nos extratos hidroetandlicos das folhas de
Cinnamomum verum obtidos nos ensaios de avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa dos
constituintes quimicos, apresentam resultados positivos para alcaldides, compostos fendlicos,
saponinas, taninos condensados, esteroides, flavononois, catequinas e flavononas; sendo
demonstrados resultados negativos para cumarinas,taninos hidrolisaveis,triterpenos,
antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas e leucoantocianidinas
(tabela 1).

Estudos quimicos realizados com extratos brutos das folhas de Cinnamomum verum
demonstraram presenga vasta de metabdlitos secundarios: acucares redutores, fendis, taninos,
esteroides, triterpendides, alcaloides, antraquinonas, saponinas espumidica e flavonoides
(MAZIMBA et al., 2015; GOMES; PENA; ALMEIDA, 2016). Resultados compativeis aos
obtidos nesse trabalho, comprovando a presenca de alcaléides,saponinas,taninos
condensados,esterdides e flavondides.

As alteragdes nas concentracdes semi-qualitativas dos compostos fendlicos, saponinas,
taninos condensados, esteroides e catequinas (tabela 1) comprovam a influéncia dos

procedimentos extrativo e relagdes de hidromddulo na extragdo desses constituintes quimicos.
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Tabela 1. Caracterizacdo qualitativa e semiquantitativa dos constituintes quimicos nos
extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por percolagao,
extracdo em aparelho de Soxhlet e maceragdo assistida por ultrassom com diferentes relacdes
de hidromé6dulo.

METODO DE EXTRACAO/RELACAO DE
METABOLITOS HIDROMODULO

SECUNDARIOS MU MU MU S S S P P P
1:6 1:8 1:10 1:6 1:8 1:10 1:6 1:8 1:10

alcaloides + + + + + + + +
compostos fendlicos + + + + + + ++ ++ ++

cumarinas - - - - - - - - -

saponinas ++  ++ +H +H ++
taninos condensados + + + + + + ++ ++ ++

taninos hidrolisaveis - - - - - - - - -

esteroides + + + +++ + + +

triterpenos - - - - - - . - -

antocianinas
eantocianidinas

flavonas, flavondis e
xantonas

chalconas - - - - - - - - -

flavononois ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

leucoantocianidinas - - - - - - - - -

catequinas + + + +++ ++ ++ ++

flavononas ++4 ++4 ++4 ++4 ++4 +++ +++ +++ +++

Resultados expressos como média dos ensaios de avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa de constituintes
quimicos realizados em triplicata nos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Pres.
lobtidos por diferentes procedimentos extrativos e relagdo de hidromédulo. MU 1:6: maceracdo com ultrassom
no hidromédulo de 1:6; MU 1:8: maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:8; MU 1:10: maceragdo com
ultrassom no hidromédulo de 1:10; S 1:6: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:6; S 1:8:
extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:8;S 1:10: extracio em aparelho de Soxhlet no
hidromédulo de 1:10;P 1:6: percolacdo no hidromédulo de 1:6;P 1:8: percolagdo no hidromédulo de 1:8; P
1:10: percolacdo no hidromdédulo de 1:10.+++ resultado fortemente positivo; ++ resultado moderadamente
positivo; + resultado fracamente positivo;- resultado negativo.

5.2.2 Caracteristicas de pH, densidade e viscosidade

A tabela 2 apresenta os valores de pH, densidade e viscosidade dos extratos
hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum.

O pH € importante parametro no processo de padronizacao das solugdes extrativas € na
estabilidade dos componentes das formulagdes farmacéuticas (CARDOSO, 2013; CAMELO,
2010; LUBI; SATO; GAENSLY, 2003). Os valores de pH desse estudo demonstram caréter
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dcido para os extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum; a presenca de
compostos dcidos como polifendis, referidos no estudo de Zanardo, Rambo e Schwanke
(2014), pode justificar essa caracteristica. Os valores de pH dos extratos testados nao

demonstraram diferengas significativas entre si.

Tabela 2. Valores de pH, densidade (g/mL) e viscosidade (mPa.s) dos extratos
hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por percolacio,
extragdo em aparelho de Soxhlet e maceragdo assistida por ultrassom em diferentes
relacdes de hidromddulo.

EXTRATOS* pH Densidade Viscosidade
MU 1:6 5,0 0,90* 75°
MU 1:8 55 0,89* 74,76
MU 1:10 53 0,90? 75°

S 1:6 55 0,91* 75°
S1:8 53 0,91* 75°
S 1:10 5,0 0,90* 75°
P 1:6 53 0,90* 74,76
P 1:8 55 0,90* 74,70
P 1:10 54 0,88 74,71

* Extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por diferentes
procedimentos extrativos e relacdo de hidromédulo. MU 1:6: maceracdo com ultrassom no hidromddulo de
1:6; MU 1:8: maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:8; MU 1:10: macera¢do com ultrassom no
hidromédulo de 1:10; S 1:6: extragdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:6; S 1:8: extragdo em
aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:8;S 1:10: extragdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de
1:10;P 1:6: percolacido no hidromédulo de 1:6;P 1:8: percolagdo no hidromddulo de 1:8; P 1:10: percolacdo
no hidromédulo de 1:10. * indica diferenga significante em relagdo a P 1:10 (p<0,05), ANOVA seguido de
Tukey- Kramer; ® indica diferenca significante em relagdo a P 1:8 (p<0,05), ANOVA seguido de Tukey-
Kramer.

Os valores de densidade dos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum
verum variaram de 0,88 a 0,91 g/mL (tabela 2), logo, dentro da normalidade, j4 que a
literatura estabelece valores de 0,87 a 0,98 g/mL, como normais apds o processo de extragao
de plantas medicinais (PRISTA et al.,1990; FONSECA, 2009).

Quanto a viscosidade dos extratos de Cinnamomum verum, as extragdes obtidas em
aparelho de Soxhlet (S 1:6, S1:8, S 1:10) e maceragdo com ultrassom (MU 1:6, MU 1:10),
demonstraram serem mais viscosas que as demais; apresentaram, ainda, diferengas
significativas em relacdo a P 1:8; demonstrando, assim, que os procedimentos extrativos € as

relagdes de hidromddulo interferem na viscosidade dos extratos em estudo.
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5.2.3 Perfil cromatografico

A figura 3 e tabela 3 apresentam os resultados dos cromatogramas obtidos por
cromatografia em camada delgada (CCD), valores de Ry (razdo entre a distancia percorrida
pela substancia e a distancia percorrida pela fase mével), coloracdo e intensidade relativa das
manchas reveladas dos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum obtidos

por diferentes procedimentos extrativos e relacdo de hidromédulo.

S1:8 S1:10 P1:6 P1:8 P1:10 MU1:6 MUI1:8 MU 1:10

Figura 3. Cromatograma obtidos por cromatografia em camada delgada dos extratos hidroetandlicos das
folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por diferentes procedimentos extrativos e relacdo de
hidromédulo. MU 1:6: maceragido com ultrassom no hidromédulo de 1:6; MU 1:8: maceragdo com ultrassom
no hidromddulo de 1:8; MU 1:10: maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:10; S 1:6: extracdo em
aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:6; S 1:8: extragdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:8;S
1:10: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:10;P 1:6: percolagdo no hidromddulo de 1:6;P
1:8: percola¢do no hidromdédulo de 1:8; P 1:10: percolagiao no hidromédulo de 1:10. Aliquota de 10 uL; Fase
mével: éter de petrdleo/éter etilico/dcido acético (80:20:1); Fase estaciondria: Silica gel 60 F254 — MERCK;
Revelador: luz UV365.
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Tabela 3. Valores de fator de retencdo (Ry), coloracdes e intensidade relativa das manchas
reveladas no cromatograma obtido por cromatografia em camada delgada dos extratos
hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por percolagdo,
extracdo em aparelho de Soxhlet e maceracdo assistida por ultrassom em diferentes relacdes
de hidromédulo.

MANCHAS REVELADAS / CRITERIOS DE ANALISES

B C D E F
EXTRATOS

R¢/ Int. R¢/ Int. R¢/ Int. R¢/ Int. R¢/ Int. R¢/ Int.

Rel. Rel. Rel. Rel. Rel. Rel.
MU 1:6 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T
MU 1:8 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T
MU 1:10 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T
S1:6 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T
S 1:8 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T
S 1:10 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T
P 1:6 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T
P 1:8 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T
P 1:10 0,948/+  0,896/+++ 0,862/+ 0,655/++ 0,189/T 0,138/T

Extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por diferentes procedimentos
extrativos e relagdo de hidromédulo MU 1:6: maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:6; MU 1:8:
maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:8; MU 1:10: macera¢do com ultrassom no hidromédulo de
1:10; S 1:6: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:6; S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no
hidromédulo de 1:8; S 1:10: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:10; P 1:6: percolagdo no
hidromédulo de 1:6; P 1:8: percolacdo no hidromédulo de 1:8; P 1:10: percolacdo no hidromédulo de 1:10.
T=tracos; + = fracamente positivo; ++ = moderadamente positivo e +++ = fortemente positivo.

A andlise dos cromatogramas dos extratos das folhas de Cinnamomum verum obtidos
por planejamento fatorial permite evidenciarmos a presenga de 06 (seis) substancias em todas
as amostras, sendo 03 (trés) de alta polaridade (Rr= 0,948; Rr= 0,896 e Rr= 0,862), 01 (uma)
de média polaridade (Rf= 0,655) e 02 (duas) mais apolar (Rf= 0,189; Rr=0,138). A substincia
com R=0,896 apresenta intensidade da mancha mais expressiva em todos os extratos,
passivel de utilizagdo como marcador analitico e/ou ativo para os extratos dessa espécie

vegetal.
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5.3 Teor de compostos fendlicos e avaliacio da atividade antioxidante (DPPH) dos

extratos hidroetanolicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl

A avaliacdo quantitativa de polifendis totais, flavonoides e atividade antioxidante dos
extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum obtidos por planejamento fatorial
demonstraram variagdo em funcdo do processo extrativo e relacio de hidromédulo

empregados (tabela 4).

Tabela 4. Polifendis totais (mgGA)/g, flavonoides (mgQE)/g e atividade antioxidante por
DDPH (CEso) nos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl.
obtidos por percolagdo, extragdo em aparelho de Soxhlet e maceragdo assistida por ultrassom
em diferentes relacdes de hidromédulo.

EXTRATO 1m0 G mgGAYe  (meQBYg  (ugimi)
MU 1:6 257,947 +0,388* 55,456 +0,154° 2,78 £0,13°¢
MU 1:8 222,748 + 6,581 44,374 +1,742° 2,97 £0,31°¢
MU 1:10 195,776 + 5,999* 53,275 £ 1,701° 2,70 £0,01°¢

S 1:6 173,130 6,674 68,807 £ 0,539° 2,98 £0,01°¢
S 1:8 207,990 + 7,339 58,615 £ 1,211° 2,75 £0,02°¢
S 1:10 204,173 +18,173* 83,760 + 0,053 2,63 +0,05¢
P 1:6 201,204 = 0,777* 56,880 + 0,908" 2,76 +0,05°¢
P18 210,110 +£2,072% 78,598 +0,582° 2,27 0,19
P 1:10 224,020 = 1,166" 50,649 +0,770° 2,92 £0,01°

Extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por diferentes procedimentos
extrativos e relacdo de hidromédulo. MU 1:6: maceragdo com ultrassom no hidromédulo de 1:6; MU 1:8:
maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:8; MU 1:10: maceragdo com ultrassom no hidromédulo de
1:10; S 1:6: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:6; S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no
hidromédulo de 1:8;S 1:10: extragdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:10;P 1:6: percolacdo no
hidromédulo de 1:6;P 1:8: percolagdo no hidromddulo de 1:8; P 1:10: percolagdo no hidromédulo de
1:10.%indica diferencgas significativas em relagdo a S 1:6 (polifenodis totais) (p<0,05), ANOVA seguido de
Tukey- Kramer;” indica diferencas significativas em relagdo a S 1:10 (flavonoides) (p<0,05), ANOVA seguido
de Tukey- Kramer. ‘indica diferengas significativas em rela¢do a P 1:8 (DDPH) (p<0,05), ANOVA seguido de
Tukey-Kramer. Acido gélico (controle positivo): CEso: 1,5 pg/mL.
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Teor mais expressivo para fendis foi constatado no extrato MU 1:6 (257,947 + 0,388
mg EAG/g). Em relagdo ao teor de flavonoides o extrato S 1:10 apresentou melhor resultado
(83,760 + 0,053 mg EQ/g).

Estudo realizado por Prasad et al. (2009) com extrato etandlico das folhas de
Cinnamomum verum revelou teores de polifendis e flavonoides inferior aos obtidos nesse
estudo. Essa diferenca quantitativa pode ser justificada pela qualidade da matéria prima
vegetal, que sofre influéncia de sazonalidade, indice pluviométrico, ritmo circadiano,
temperatura, altitude, idade e desenvolvimento da espécie, radiacdo ultravioleta, nutrientes,
polui¢do atmosférica e acdo de patdgenos; e ainda, alteracdes em funcdo da metodologia e
solvente empregados (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; SILVA, 2018).

A avaliagdo da atividade antioxidante demonstrou resultados de CEso mais expressivos
para os extratos P 1:8 ¢ S 1:10, necessitando de menores concentragdes de extrato para reduzir
em 50% a concentracdo inicial de DPPH. Esse resultado pode ser justificado pelos
significativos teores de polifendis e, principalmente, aos teores de flavonoides apresentados
para esses extratos, visto que, compostos fendlicos estdo intimamente associados a atividade

antioxidante (GALLO, 2010).

5.4 Atividade antimicrobiana

Os extratos das folhas de Cinnamomum verum apresentaram atividade antimicrobiana
para Staphylococcus aureus, exercendo acdo bacteriostdtica ao inibir a multiplicacdo desse
microrganismo; maiores atividades foram constatadas nos extratos S 1:6, S 1:8, MU 1:6, MU
1:8 e MU 1: 10, ambos apresentando a menor Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (12,5
mg/mL) em relagdo aos extratos S 1:10, P 1:6, P 1:8 e P 1:10 com concentragdo de 25 mg/mL.
Os extratos de Cinnamomum verum ndao demonstraram atividade bactericida para os

microorganismos testados (tabela 5).
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana (mg/mL) dos extratos hidroetandlicos das folhas de
Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por percolacdo, extracdo em aparelho de Soxhlet e
maceragao assistida por ultrassom em diferentes relacdes de hidromédulo.

MICRORGANISMOS/ CONTROLE NEGATIVO
E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923 CONTROLE (-)

EXTRATOS
CIM* CBM#** CIM* CBM#** CIM* CBM **
MU 1:6 - - 12,5 ~ - ~
MU 1:8 - - 12,5 ~ - ~
MU 1:10 - - 12,5 ~ - =
S 1:6 - - 12,5 ~ - ~
S 138 - - 12,5 ~ - ~
S 1:10 - - 25 ~ - ~
P16 - - 25 ~ - ~
P18 - - 25 ~ - ~
P 1:10 - ~ 25 ~ = ~

Extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos por diferentes procedimentos
extrativos e relagdo de hidromédulo. MU 1:6: maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:6; MU 1:8:
maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:8; MU 1:10: maceracio com ultrassom no hidromédulo de 1:10;
S 1:6: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:6; S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no
hidromédulo de 1:8;S 1:10: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromddulo de 1:10;P 1:6: percolacdo no
hidromédulo de 1:6;P 1:8: percolacdo no hidromédulo de 1:8; P 1:10: percolagcdo no hidromddulo de 1:10. E.
coli ATCC 25922 indica Escherichia coli; S. aureus ATCC 25923 indica Staphylococcus aureus; * indica
Concentracio Inibitéria Minima; ** indica Concentra¢do Bactericida Minima do extrato em mg/mL, com uma
concentracdo inicial de 100 mg/mL,; controle (-) indica controle negativo. Controle negativo: dgua/ DMSO 0,5%;
Controle positivo: Clorafenicol: 0,02 mg/mL.

Embora os resultados deste trabalho ndo tenham demonstrado atividade para
Escherichia coli, estudo realizado por Mazimba et al. (2015), utilizando extratos metandlicos
das folhas de Cinnamomum verum, identificou atividade inibitéria para Staphylococcus
aureus € Escherichia coli; reafirmando assim, a influéncia do solvente extrator e, no presente
trabalho, a variacdo quantitativa da CIM em funcdo do processo extrativo e relacdo de
hidromédulo empregados.

A atividade dos Oleos e extratos de canela contra uma variedade de patdgenos,
incluindo fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas € bem estabelecida, dada
presenca de metabdlitos secunddrios, tais como: polifendis, terpenoides, alcaloides, lectinas,
polipéptideos e poliacetilenos; conhecidos por serem agentes antimicrobianos; nos estudos

com Oleos essenciais a atividade antibacteriana se deve principalmente a presenca de

compostos fendlicos, como o cinamaldeido e o eugenol (NABAVI et al., 2015).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no estudo de padronizacdo dos extratos hidroetandlicos das

folhas de Cinnamomum verum, visando definicdo da influéncia das varidveis independentes

(procedimento extrativo e relacdo de hidromddulo) no rendimento, composicdo quimica

qualitativa e quantitativa, pH, viscosidade, densidade, atividade antioxidante e antibacteriana,

demonstraram que:

a)

b)

g)

o extrato hidroetandlico obtido por Percolacdo 1:10 apresentou melhor
rendimento;

os ensaios de caracterizacdo qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes
quimicos dos extratos indicaram resultados mais expressivos nos extratos
obtidos por Percolacdo 1:6 e em aparelho de Soxhlet 1:6;

o procedimento extrativo ndo influenciou no pH e os valores de densidade
encontraram-se dentro da faixa de normalidade;

o extrato hidroetandlico obtido por Macera¢do com ultrassom 1:6 apresentou
maior concentracdo de polifendis; enquanto o extrato obtido em aparelho de
Soxhlet 1:10 apresentou maior concentragdao de Flavonoides;

o extrato obtido por Percolagdo 1:8 apresentou atividade antioxidante in vitro
mais intensa identificada nesse estudo;

os extratos obtidos por Maceracao com ultrassom (1:6, 1:8 e 1:10) e em
aparelho de Soxhlet (1:6 e 1:8) apresentaram maior atividade antibacteriana in
vitro;

As andlises cromatograficas permitiram detectar substancias que podem servir
de marcadores analiticos e/ou ativos para os extratos, ocorrendo semelhangas

nas manchas reveladas obtidos pelos procedimentos empregados.

Em conjunto, comprovou-se que o extrato obtido por Maceragdo com ultrassom 1:6

demonstrou resultados mais expressivos quanto ao teor de polifendis e atividade

antimicrobiana in vitro; comprovando que procedimento extrativo e relagdo de hidromédulo

influenciam na obtencdo dos extratos da espécie em estudo,0 que deve estimular a

continuidade dos estudos de padronizacio da espécie.
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