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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias prevalentes e negligenciadas que afetam a
salde publica, sobretudo em paises em desenvolvimento, sendo ainda, comprovada resisténcia
dos parasitos aos esquemas terapéuticos atuais, tornando necessaria a pesquisa de novos
farmacos. Nesse sentido, 0s recursos naturais, especialmente de origem vegetal, tém
contribuicéo efetiva na obtengédo de novos bioativos; exigindo o desenvolvimento dos estudos
de validacdo das espécies, com destaque a padronizacdo dos extrativos; com énfase aos
obtidos de espécies de amplo uso popular. Este trabalho teve como objetivo realizar uma
revisdo da literatura dos estudos desenvolvidos com Cinnamomum verum J. S. Presl.
(Lauraceaee), espécie de larga ocorréncia no Brasil, com amplo e diversificado emprego
popular; e desenvolver estudo de padronizacao dos extratos de suas folhas, fundamentado em
ensaios quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos (atividade leishmanicida e citotoxicidade in
vitro). O capitulo 1 tem como titulo: “Cinnamomum verum J. S. Presl (Lauraceae): uma
revisdo do potencial biotecnoldgico” e o capitulo 2 apresenta o estudo de padronizacdo das
folhas de Cinnamomum verum. No estudo de padronizacao, folhas do material vegetal foram
coletadas em habitat natural em S&o Luis, Maranhdo, Brasil; submetidas a identificacdo
botanica, secagem, moagem e extracdo em etanol a 70%, por planejamento fatorial (2°);
empregando como variaveis independentes: procedimentos extrativos (maceracdo com
ultrassom-MU, extracdo em aparelho de Soxhlet-S e percolacdo-P) e relacdo de hidromodulo
(1:6, 1:8 e 1:10); e como varidveis dependentes: rendimento, teor de polifenois totais, teor de
flavonoides e atividade antioxidante (DPPH). Adicionalmente, foram selecionados os 02
(dois) extratos com resultados mais expressivos para andlise por Cromatografia Liquida
acoplada a Arranjo de Diodos, Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas,
andlise in vitro contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania
infantum e ensaio de citotoxicidade em células RAW 264.7. O extrato P 1:10 apresentou
melhor rendimento (21,19%); ja teores de polifendis (257,947 + 0,388 mg EAG/Q),
flavonoides (83,760 + 0,053 mg EQ/g) e atividade antioxidante (2,27+ 0,19 pg/mL)
apresentaram resultados mais expressivos em MU 1:6, S 1:10 e P 1:8, respectivamente. Os
extratos S 1:10 e P 1:8 foram ativos contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis
e Leishmania infantum com resultados mais expressivos para o0 extrato P 1:8, nos tempos de
48 horas; mas apresentaram toxicidade moderada (IS <10) em macréfagos peritoneais (RAW
264.7) com diferencas significativas entre os extratos S 1:10 e P 1:8. Nos dois extratos foram
identificados os compostos fenodlicos: trimero de proantocianidinas tipo A, puerarina, rutina,
epigalocatequina galato, isbmero de epigalocatequina galato e kaempferol-3- ramnosideo-7-
ramnosideo. Diante desses resultados, pode-se inferir que o procedimento extrativo e relacéo
de hidromédulo interferem na obtencéo dos extrativos das folhas de canela, comprovado pelos
melhores resultados dos extratos obtidos em aparelho de Soxhlet no hidromédulo 1:10 e
percolacdo no hidromédulo 1:8, permitindo assim, a padronizacdo da espécie; evidenciando,
ainda, potencial leishmanicida, o que deve estimular continuidade dos estudos.

Palavras-chave: canela, leishmaniose, validacao, extratos vegetais, compostos fendlicos.



ABSTRACT

Leishmaniasis are prevalent and neglected infectious-parasitic diseases that affect public
health, especially in developing countries, and parasite resistance to current therapeutic
regimens is also proven, making it necessary to research new drugs. In this sense, natural
resources, especially those of plant origin, make an effective contribution to obtaining new
bioactives; demanding the development of validation studies of the species, with emphasis on
the standardization of extractives; with emphasis on those obtained from species of wide
popular use. This work aimed to carry out a literature review of studies carried out with
Cinnamomum verum J. S. Presl. (Lauraceaee), a species of wide occurrence in Brazil, with
wide and diversified popular use; and develop a study of standardization of extracts from its
leaves, based on chemical, physical-chemical and biological tests (leishmanicidal activity and
in vitro cytotoxicity). Chapter 1 is titled: “Cinnamomum verum J. S. Presl (Lauraceae): a
review of biotechnological potential” and chapter 2 presents the study of standardization of
Cinnamomum verum leaves. In the patterning study, leaves of plant material were collected in
a natural habitat in Sdo Luis, Maranhao, Brazil; submitted to botanical identification, drying,
milling and extraction in 70% ethanol, by factorial design (2°); using as independent
variables: extractive procedures (membrane with ultrasound-MU, extraction in a Soxhlet-S
apparatus and percolation-P) and hydromodule ratio (1:6, 1:8 and 1:10); and as dependent
variables: yield, total polyphenol content, flavonoid content and antioxidant activity (DPPH).
Additionally, the 02 (two) extracts with the most expressive results were selected for analysis
by Liquid Chromatography coupled to Diode Array, Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometry, in vitro analysis against promastigotes of Leishmania amazonensis and
Leishmania infantum and cytotoxicity assay in RAW 264.7 cells. The P 1:10 extract showed
the best yield (21.19%); polyphenols (257.947 + 0.388 mg EAG/g), flavonoids (83.760 +
0.053 mg EQ/g) and antioxidant activity (2.27 £ 0.19 pg/mL) showed more expressive results
in MU 1:6, S 1:10 and P 1:8, respectively. The extracts S 1:10 and P 1:8 were active against
promastigote forms of Leishmania amazonensis and Leishmania infantum, with more
expressive results for the extract P 1:8, within 48 hours; but showed moderate toxicity (IS
<10) on peritoneal macrophages (RAW 264.7) with significant differences between S 1:10
and P 1:8 extracts. In both extracts, phenolic compounds were identified: type A
proanthocyanidin trimer, puerarin, rutin, epigallocatechin gallate, epigallocatechin gallate
isomer and kaempferol-3-rhamnoside-7-rhamnoside. In view of these results, it can be
inferred that the extractive procedure and hydromodule ratio interfere in obtaining extracts
from cinnamon leaves, proven by the best results of the extracts obtained in a Soxhlet
apparatus in the 1:10 hydromodule and percolation in the 1:8 hydromodule, thus allowing the
standardization of the species; also showing potential leishmanicidal activity, which should
encourage further studies.

Keywords: cinnamon, leishmaniasis, validation, plant extracts, phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

No Brasil e no mundo, as parasitoses constituem sério problema de salde puablica
devido ao dificil acesso ao saneamento basico e educacdo pela populacdo mais carente,
representando infeccdo de elevada frequéncia especialmente em paises que apresentam
condicBes precarias de higiene (SILVA; ALMEIDA, 2022). Dentre as doencas causadas por
protozoarios de grande interesse, destacam-se: amebiase, doenca de Chagas, giardiase e
leishmaniose (LIMA, 2021).

As leishmanioses séo doencas negligenciadas, com graves impactos a qualidade de
vida, causadas por protozoarios do género Leishmania spp., predominando Leishmaniose
Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV); sendo a Leishmaniose Visceral considerada
a forma clinica mais grave, podendo evoluir para o 6bito devido as frequentes complicacdes
(FERREIRA, 2019). No Brasil o tratamento das leishmanioses é feito a base de antimoniais
pentavalentes; e em casos de pacientes graves e com intolerancia ou resisténcia aos
antimoniais, a anfotericina B (lipossomal e/ou complexo lipidico) é a opcdo recomendada
(FERREIRA, 2019).

A classificacdo das leishmanioses como doencas negligenciadas, logo com insuficiente
atencdo das agendas internacionais, com indicadores inaceitaveis e investimentos reduzidos
em pesquisas, producdo de medicamentos e controle (OLIVEIRA, 2018); bem como a
comprovada resisténcia dos parasitos a terapéutica convencional deve estimular a Pesquisa &
Desenvolvimento (P & D) de novas alternativas e/ou complementos terapéuticos (LEITE et
al., 2017).

No processo de P & D de compostos farmacologicamente ativos, 0S recursos naturais,
especialmente de origem vegetal, representam importante fonte de drogas. A rica diversidade
ecossistémica do planeta e cientificamente desconhecida flora, associada aos avancos dos
estudos quimicos e farmacoldgicos, tém estimulado a pesquisa com espécies vegetais,
principalmente as de uso popular tradicional, contribuindo efetivamente na obtengé&o de novos
produtos bioativos, medicamentos semissintéticos ou como protétipo para sintese de
moléculas mais ativas e/ou seletivas (MARTINS; GARLET, 2016).

A transformagdo de uma planta em medicamento, logo um produto tecnicamente
elaborado, implica a utilizagdo de operacdes de transformacdo tecnologica, fundamentadas

nos estudos de validacdo, devendo assegurar a preservacdo da integridade quimica e
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farmacoldgica do vegetal, garantindo a consténcia da acdo bioldgica, seguranca e qualidade
para utilizacdo (BRITO et al., 2016; SIMOES et al., 2017; AMARAL et al., 2021).

Como as espécies vegetais apresentam composicdo quimica complexa, com Varios
componentes ativos envolvidos na resposta bioldgica, os quais sofrem influéncia de diferentes
fatores (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; KUNLE et al., 2012), a garantia da integridade
desses constituintes € um desafio, justificando a necessidade inerente dos estudos de validagédo
priorizarem o desenvolvimento dos estudos de padronizacdo do processamento do material
vegetal alvo da investigacdo e consequente desenvolvimento tecnoldgico do bioproduto
(LOPES et al., 2020).

Assim, na perspectiva de contribuir nos estudos de validacdo para novas alternativas
e/ou complementos terapéuticos, 0 Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA) tem desenvolvido estudos com as espécies Anacardium occidentale L.
(caju), Hancornia speciosa Gomes (mangaba), Chenopodium ambrosioides L. (mastruz),
Jacaranda decurrens Cham. (carobinha), Attalea speciosa Mart.ex. Spreng (babacu), dentre
outras (MENEZES, 2013; NEIVA et al., 2014; GODINHO, 2017; SILVA, 2018;
MARIBONDO, 2021). E, ainda na perspectiva de contribuicdo no desenvolvimento
tecnolégico de bioprodutos, pesquisadores do Grupo tém trabalhado na padronizacdo de
extrativos de espécies vegetais, com significativos avancos na area. Nesse sentido, esse estudo
é uma continuidade dessas linhas de pesquisa com objetivo de realizar estudo de padronizagéo
de extratos das folhas de Cinnamomum verum, com base em ensaios quimicos, fisico-
quimicos e bioldgicos de atividade leishmanicida in vitro.

Os resultados sdo apresentados em forma de dois artigos intitulados: a) Capitulo 1:
“Cinnamomum verum J. S. Presl (Lauraceae): uma revisdo do potencial biotecnologico” e b)
Capitulo 2: “Estudo de padronizacdo de extratos de Cinnamomum verum J. S. Presl

(Lauraceae) como alternativa terapéutica leishmanicida”.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Leishmania spp.

2.1.1 Leishmaniose e epidemiologia

A leishmaniose é uma doenca infecciosa parasitaria causada por protozoarios
flagelados da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania, que séo
transmitidos por insetos dipteros flebotomineos das espécies Phlebotomus (vetores de
leishmaniose na Africa, na Europa e na Asia) e Lutzomyia (vetores nas Américas)
(ALIANCA, 2012; CASTRO- NETO, 2018). Representa uma doenca com forma clinica
diversificada, podendo causar infecgcdes viscerais, lesbes mucocutanea, cutanea difusa e
cutanea, algumas dessas infeccGes quando ndo tratadas podem levar a 6bito, a exemplo da
leishmaniose visceral (ALIANCA, 2012; VASCONCELOS et al., 2018).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ou cutanea é caracterizada pela
manifestacdo de lesGes cutdneas e mucosas, responsaveis pelo desenvolvimento de
deformidades, o que desencadeia estigma social e sofrimento nos individuos acometidos. No
Brasil, os principais causadores da doenca sdo: Leishmania braziliensis, Leishmania
amazonensis e Leishmania guyanensis (GOMES; FERREIRA, 2022).

A doenca é considerada uma das principais doencas negligenciadas e acomete milhdes
de pessoas mundialmente, estd diretamente ligada as condi¢bes socioeconémicas, mas
também € influenciada por fatores ambientais e climaticos. A LTA constitui um problema de
satide publica em 98 paises, distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e
Asia); em 2018 foram notificados mais de 46 mil novos casos da LTA nas Américas, sendo
no Brasil a maior concentracdo de casos com cerca de 35% (WYREPKOWSKI et al., 2020).

No Brasil, o Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN) registrou 2.202
casos de LV e 17.772 de LTA em 2020. No mesmo ano, o estado do Maranh&o notificou 376
casos de LV e 1.158 casos de LTA, tornando assim, o Estado um dos mais endémicos das
doencas no pais (BRASIL, 2022); onde prevalece o nimero de casos na regido oeste do
Estado, que tem influéncia direta da floresta amazo6nica, pois o clima e a vegetacdo da floresta
contribuem na alta diversidade de espécies de vetores e reservatorios (PINTO et al., 2019).

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sistémica e tem como principais sintomas,

febre intermitente, fraqueza, palidez, esplenomegalia e hepatomegalia, podendo levar a dbito
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em até 90% dos casos quando ndo tratada (CAVALCANTE et al., 2022). No novo mundo, a
LV é causada por parasitos do complexo Leishmania donovani, entre eles a espécie causadora
da doenca no Brasil, Leishmania infantum (CHAVES et al., 2022).

A LV é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) uma das seis maiores
endemias do planeta e atinge cerca de 500 mil novos casos humanos por ano, sendo 0s paises
mais afetados Bangladesh, Brasil, india, Etiopia, Quénia, Nepal e Suddo (FERREIRA, 2019).

2.1.2 Morfologia e ciclo bioldgico

Durante o seu ciclo de vida, os parasitos do género Leishmania, apresentam dois
estagios: a) forma promastigota com motilidade flagelar, que vive no trato digestivo dos
flebotomineos, e b) forma amastigota, ndo mdvel, que reside dentro de macrofagos de
hospedeiros vertebrados (Figura 1). As promastigotas possuem forma alongada, com Gnico
nacleo, flagelo livre e cinetoplasto (regido especializada da mitocondria onde se localiza o
DNA mitocondrial) anterior ao nucleo. O tamanho das formas promastigotas € variavel,
mesmo dentro de uma mesma espécie, podendo medir entre 16,0 - 40,0 x 1,5 - 3,0 um
(comprimento x largura) incluindo o flagelo que é sempre maior que o corpo do parasito. A
multiplicagdo é por divisdo binéria longitudinal dentro do tubo digestivo do inseto vetor. As
amastigotas se multiplicam no interior dos macréfagos possuindo morfologia ovalada, com
nacleo unico, cinetoplasto e um flagelo que nunca excede os limites da bolsa flagelar. A
forma amastigota varia de tamanho dependendo da espécie, podendo medir entre 3,0 - 6,5 X
1,5 - 3,0 pm (comprimento x largura) (DOCAMPO et al., 2005).
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Figura 1. Representacdo esquematica da forma amastigota (A)
e promastigota (B) de Leishmania spp. Mostrandoo nucleo
(N), flagelo (F) e cinetoplasto (K).

Fonte: Adaptado de Docampo et al. (2005)
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Os protozoarios do género Leishmania tém ciclo de vida do tipo heteroxénico (Figura
2) envolvendo um hospedeiro invertebrado e um vertebrado. Os hospedeiros invertebrados
sdo flebotomineos hematdfagos do género Lutzomyia, nas Américas; ou Phlebotomus, na
Europa, Asia e Africa (ROBERTS; JANOVY, 2000). Além de um vetor invertebrado, o
parasito necessita de um hospedeiro vertebrado que atua como reservatdrio, dentre estes ha
uma ampla variedade de roedores, canideos, marsupiais € humanos. Geralmente 0 homem
participa do ciclo de transmissdo como um hospedeiro acidental quando entra em ambientes
de alta transmissdo, onde a doenca se mantém em funcdo dos reservatorios naturais
(ALIANCA, 2012).

Durante o repasto sanguineo, o inseto vetor regurgita as formas promastigotas
metaciclicas no hospedeiro vertebrado. Estas formas sdo fagocitadas por células do sistema
fagocitico mononuclear iniciando a fase de desenvolvimento intracelular do parasito, onde se
diferenciam em amastigotas. As amastigotas se multiplicam dentro das células, que podem se
romper e, assim, reinfectar mais células. Eventualmente, as amastigotas livres ou células
infectadas podem ser ingeridas por um flebotomineo ndo infectado durante o repasto
sanguineo. No interior do intestino dos insetos, as células infectadas se rompem liberando as
formas amastigotas, que se transformam em promastigotas recomec¢ando o ciclo biolégico do
parasito (KAYE; SCOTT, 2011).
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Figura 2. Ciclo biolégico de Leishmania spp.
Fonte: Adaptado de Reithinger et al. (2007).
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2.1.3 Patogenia e aspectos clinicos

No inicio da infeccdo da LTA, as formas promastigotas séo inoculadas na derme
durante o repasto sanguineo do flebotomineo. As células destruidas pela proboscida do inseto
e a saliva inoculada atraem para a area células fagocitarias mononucleares, os macréfagos e
outras células da serie branca. Certos macrofagos sdo capazes de destruir os parasitos
diretamente, enquanto outros necessitam serem estimulados, somente macréfagos fixos
(histiécitos) ndo estimulados sdo habeis para o estabelecimento da infeccdo. Ao serem
fagocitadas, as promastigotas transformam-se em amastigotas e iniciam reproducdo por
divisbes binarias sucessivas; mais macréfagos sdo atraidos ao sitio, onde se fixam e sdo
infectados. A lesdo inicial é manifestada por um infiltrado inflamatoério composto
principalmente de linfécitos e de macrofagos na derme, estando estes Ultimos abarrotados de
parasitos (NEVES, 2005).

A LV é uma doenca de células do Sistema Monocitico Fagocitario (SMF),
principalmente do baco, figado, linfonodo e medula 6ssea. Entretanto, no curso da infeccéo
outros orgdos e tecidos podem ser afetados, como intestino, sangue, pulmdes, rins e pele. Nas
fases mais avancgadas da doenca sdo raros 0s 6rgaos onde ndo se encontra o parasito. A pele é
a porta de entrada para a infeccdo, a inoculacdo das formas infectantes € acompanhada da
saliva do inseto vetor, que é rica em substancias com atividade inflamatoria, esta atividade é
muito importante para o aumento de células fagocitarias neste local e crucial para a instalacéo
da infeccgdo, alguns individuos podem desenvolver uma lesdo nodular local, quando ocorre, 0
sinal de porta de entrada é transitdrio, e representado por reacdo inflamatéria que determina a
formacdo de um nédulo, o leishmanioma. O processo pode evoluir para a cura espontanea ou,
a partir da pele, ocorrer a migracdo dos parasitos, principalmente para os linfonodos, seguida
da migracdo para as visceras. Nas visceras, 0s parasitos induzem uma infiltracdo focal ou
difusa de macrofagos ndo parasitados, além de infiltrado de linfocitos e células plasmaticas,
com focos de plasmacitogénese. As alteragdes mais particulares séo descritas nos tecidos
esplénico, hepatico, sanguineo, pulmonar e renal. A via de disseminacdo de Leishmania pode
ser a hematogénica e/ ou linfatica. Leishmania infantum raramente tem sido encontrada no
sangue periférico humano de individuos considerados imunocompetentes; no entanto, em cées
ou raposas este achado é frequente. A patogenia da doenca € determinada por mdaltiplos

fatores que envolvem os hospedeiros, os parasitos, além de fatores genéticos determinantes da
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susceptibilidade para a infec¢do e para a cura, o estado imunoldgico e nutricional do individuo
(NEVES, 2005).

A LTA pode apresentar as seguintes formas clinicas: a) leishmaniose cutanea (LC)
caracterizada por uma papula eritematosa que evolui para uma Ulcera geralmente indolor, que
aparece no local da picada do vetor; b) leishmaniose disseminada (LD), caracterizada pelo
aparecimento de multiplas lesGes papulares e de aparéncia acneiforme que acometem varios
segmentos corporais, envolvendo com frequéncia a face e o tronco; c¢) leishmaniose mucosa
(LM), que é uma lesdo secundaria que atinge principalmente a orofaringe, com
comprometimento do septo cartilaginoso e demais areas associadas; e d) leishmaniose mucosa
clinica difusa (LCD), que inicia de maneira insidiosa, com lesdo Gnica e ma resposta ao
tratamento, evoluindo de forma lenta com formacdo de placas e multiplas nodulacdes nédo
ulceradas recobrindo grandes extensdes cutaneas (VASCONCELOS et al., 2018).

Na LV o primeiro sintoma da visceralizacdo & uma febre baixa recorrente,
frequentemente, com dois ou trés picos diarios que persistem com remissdes durante todo o
curso da infec¢do da doenca, a febre é o sintoma mais notavel devido a sua caracteristica
irregular ou remitente. A segunda manifestacdo, em importancia, no desenvolvimento do
quadro € a esplenomegalia, que costuma ser em maior escala que a hepatomegalia, a qual, por
sua vez, também persiste nos achados clinicos. Ha, ainda, na maioria dos casos,
micropoliadenia (aumento generalizado dos linfonodos), além de uma série de eventos que se
iniciam a medida que os 6rgdos sdo acometidos, desencadeando alteracbes de ordem
fisioldgica e histopatolégica, as quais se agravam com o decorrer da doenga (SOUZA, 2012).

2.1.4 Diagnéstico e tratamento

O diagndstico da LTA é eminentemente clinico, feito com base na caracteristica da
lesdo do paciente, associado a anamnese, na qual os dados epidemioldgicos sdo de grande
importancia; devendo ser feito o diagnoéstico diferencial de outras dermatoses granulomatosas
gue apresentam lesbes semelhantes a LTA e que podem ser confundidas, como tuberculose
cutanea, hanseniase, infeccdes por fungos (blastomicosee esporotricose), ulcera tropical e
neoplasmas (NEVES, 2005).

O diagnostico da LV ¢é rotineiramente realizado com base em parametros clinicos e
epidemioldgicos, porém um dos principais problemas quanto a esse diagndstico inicial é a

semelhanca do quadro clinico da LV com algumas doencas linfoproliferativas e com a
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esquistossomose mansonica associada a bacteriose septicémica prolongada (SOUZA et al.,
2012).

Desse modo, diagnostico clinico das leishmanioses deve ser associado a métodos
subsidiarios, como: pesquisa direta em material de raspado ou punc¢do aspirativa da medula
0ssea, corado por derivados de Romanowsky, Giemsa ou Leishman, exame histopatoldgico
(HE) de biopsia, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e métodos imunologicos tais como:
teste rapido Imunocromatografico, ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA)
intradermorrecdo de Montenegro (IRM) e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
(GARCIA et al., 2005; SOUZA et al., 2012, PINTO et al., 2019).

No Brasil, o farmaco de primeira escolha para o tratamento é o antimoniato de N-
metil-glucamina (Glucantime ®), recomendado pelo Ministério da Saude, na dose de 10 a 20
mg Sb5+/kg/dia durante 20 a 30 dias consecutivos para LTA e 20 mgSb5+/kg/dia durante 30
dias consecutivos para a LV (PAES, 2016; FERREIRA, 2019). E considerado um farmaco
eficaz, porém possui alta toxicidade, podendo trazer impactos negativos para 0 paciente,
sendo destacado como efeitos adversos mais frequentes do tratamento com antimoniato de N-
metil-glucamina: alteragbes clinicas, como dores musculoesqueléticas, alteracGes
gastrointestinais e cefaleia de leve a moderada; alteracGes eletrocardiograficas, como de
repolarizacdo ventricular, isquémicas e extra-sistoles bigeminadas, polimorfas e polifocais; e
alteracBes laboratoriais, com aumentos leves a moderados das enzimas pancreaticas e
hepéticas (LYRA, 2013).

No caso de resisténcia do parasito apds um novo tratamento, sera considerada falha
terapéutica e devera ser introduzido medicamento de segunda escolha, tais como: anfotericina

B, anfotericina B lipossomal ou pentamidina (BRASIL, 2017).

Apesar do tratamento da leishmaniose ser realizado desde o inicio do século XX, ainda
existem poucas drogas disponiveis (HOLANDA et al.,2019). Isso se deve ao baixo interesse
da industria farmacéutica, justificado pelo reduzido potencial de retorno lucrativo para a
industria, uma vez que a doenca acometendo majoritariamente populacdes pobres, sobretudo,
as de paises em desenvolvimento, assim, na auséncia de vacinas e na procura de melhores
opcOes terapéuticas que as existentes, é imprescindivel a P & D de novos farmacos (LUNA;
CAMPOS, 2020).

Nesse sentido, os produtos naturais, especialmente os de origem vegetal, representam
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importante fonte de drogas considerando a ampla variedade e complexidade de metabolitos de
potencial valor medicinal, contribuindo efetivamente na obtengdo de novos produtos
bioativos, medicamentos semi-sintéticos ou como prototipo para a sintese de medicamentos
(YUNES; CALIXTO, 2001; PINTO et al., 2002; GILANI; RAHMAN, 2005; SILVA, 2018).

2.2 Espécies vegetais como matéeria prima para bioprodutos e a padronizacdo de seus

extratos

O uso de produtos para fins medicinais a base de plantas é pratica comum e milenar,
devido a crenca popular que esses recursos podem prevenir, aliviar e/ou curar enfermidades,
sem reconhecimento de riscos e perigos em tal pratica. Mas, apesar do reconhecido potencial
terapéutico e preventivo de espécies vegetais, essa percepcdo da sociedade, alicercada no mito
“se natural ndo faz mal”, que 0 uso terapéutico de plantas é seguro e eficaz; estimulada, ainda,
pela caréncia de informacdes cientificas das plantas empregadas para fins medicinais, sem
comprovacao da eficacia, espectro toxicoldgico e garantia de qualidade; expdem a populagédo
a riscos e perigos dado esse uso irracional (SILVEIRA et al., 2008; TOVAR; PETZEL, 2009;
GODINHO, 2014; CAMPOS et al., 2016; SILVA et al., 2021).

O Brasil é reconhecido pela sua rica biodiversidade e diversidade socio-cultural,
preservando o uso de plantas na terapéutica, com grande legado das populacdes tradicionais;
bem como incentivo para adogdo da Fitoterapia, especialmente na Atencdo Primaria a Saude,
pela atual Politica Nacional de Saude; mas, paralelamente a esse cenario, o desenvolvimento e
a producdo de medicamentos fitoterapicos ainda sdo precarios, sem inovacGes de forma
continuada, ficando inclusive atrds de paises menos desenvolvidos tecnologicamente
(BRASIL, 2012; CASTRO; ALBIERO, 2016; NESPOLI et al., 2021).

Dentre as barreiras que corroboram para 0s baixos investimentos em P & D e,
consequentemente, na consolidacdo da Fitoterapia como oferta terapéutica no Brasil, merece
destaque: investimentos incipientes em Pesquisa, Desenvolvimento & Inovagdo; falta de
parcerias entre universidades e empresas privadas; caréncia de estudos com espécies vegetais
nativas, de uso terapéutico popular e grande ocorréncia local; bem como a falta de estudos de
validagdo com énfase aos estudos de padronizacdo dos extratos vegetais e fitoterapicos
derivados (CASTRO; ALBIERO, 2016; SOUSA et al., 2017; NESPOLI et al., 2021).

Os estudos de validacdo visam confirmar cientificamente as propriedades terapéuticas

atribuidas as espécies vegetais, especialmente as nativas empregadas na pratica popular; e,
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assim, possibilitar a inclusdo de tais espécies na cadeia produtiva de fitoterapicos, na
perspectiva de oferta de produto qualificado e padronizado (BRANDAO, 2017); envolvendo
estudos etnodirigidos, botanicos, agronémicos, quimicos, bioldgicos (farmacologia e
toxicologia pré-clinica e clinica) e farmacéutico (desenvolvimento de metodologia analitica
de controle de qualidade e producdo tecnolégica) (ALVES, 2013; SIMOES et al., 2017;
ENDERLE et al., 2018; AMARAL et al., 2021) (Figura 3).
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Figura 3. Fases da Pesquisa e Desenvolvimento (P & D) de
medicamentos a partir de espécies vegetais.
Fonte: Amaral et al. (2021).

Nos estudos de validacdo merece destaque os estudos de padronizacdo de todas as
variaveis que possam influenciar na cadeia produtiva, da matéria prima vegetal ao produto
acabado; o que deve iniciar ainda na fase da pesquisa basica com material vegetal e seus
extrativos (AMARAL et al., 2021).

Assim, o material vegetal objeto da validagdo deve entdo ser processado
adequadamente para prosseguimento dos estudos e posterior desenvolvimento do bioproduto,
considerando que as espécies vegetais apresentam composi¢ao quimica complexa e variavel,

sofrendo influéncia de fatores como: sazonalidade, indice pluviométrico, ritmo circadiano,
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temperatura, altitude, idade e desenvolvimento da espécie, radiacdo ultravioleta, nutrientes,
poluicdo atmosférica, acdo de patdgenos e ainda, alteracbes em fungdo da metodologia
empregada; podendo ocasionar perda da constancia da atividade biologica desejada (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; KUNLE; EGHAREVBA; AHMADU, 2012). Vale enfatizar que a
composi¢do quimica pode ser alterada pelas tecnologias operacionais e, ainda, pelo potencial
genético; influenciando na concentracdo de constituintes quimicos no material vegetal e,
consequentemente, no valor terapéutico das preparacdes derivadas ou fitoterapicos (KLEIN et
al., 2009; MIGLIATO et al., 2011).

Reconhecidamente os extratos vegetais representam as preparacdes mais empregadas
nos estudos de validacdo, bem como nas formulacdes fitoterapicas derivadas (sélidas,
semissolidas ou liquidas), quer em escala oficinal e industrial. Mas, considerando que tais
preparacdes também sofrem de diversas variaveis que podem influenciar na composicao
quimica e atividade terapéutica, é fundamental o desenvolvimento e validacdo de
metodologias analiticas para padronizacdo dos extratos vegetais, fundamentadas na interface
da bioatividade e fitoquimica (SONAGLIO et al., 2016; HU et al., 2019; LIMA et al., 2020;
LAZZAROTTO-FIGUEIRO et al., 2021).

Recente estudo de Amaral et al. (2021) enfatiza que os estudos de padronizagdo devem
priorizar a avaliacdo dos extrativos vegetais por meio de planejamento fatorial, com definicdo
das variaveis que influenciam na extracdo, ja que essa representa a etapa fundamental na
obtencdo de fitoterapicos, garantindo a separacdo de substancias de interesse (bioativos) da
matriz complexa. Assim, no estudo das variaveis que podem influenciar na extracdo é
imprescindivel a avaliacdo da granulometria da droga vegetal, qualidade e quantidade de
solvente, procedimento extrativo, temperatura, tempo e pH (MIGILATO et al.,, 2011;
PAULUCCI et al., 2012; SIMOES et al., 2017).

Vale ainda destacar, que nos estudos de padronizacdo é possivel a definicdo de
marcadores ativos e/ou analiticos, com a identificacdo e determinacdo das substancias
quimicas relacionadas aos efeitos bioldgicos, geralmente representados pelas que ocorrem em
maior concentracdo ou poténcia farmacologica, assumindo papel fundamental para a garantia
da eficacia (ARAGAO, 2002; CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005; COUTO, 2012;
SIMOES et al., 2017; AMARAL et al., 2021).

Diante o0 exposto, quer na pesquisa béasica quer na producdo dos fitoterapicos

derivados é imprescindivel o desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas para
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padronizacdo das preparacOes; representando ferramentas para definir e quantificar os
marcadores analiticos e/ou ativos envolvidos na padronizacdo, aliado ao posterior estudo de
estabilidade e condicdes adequadas de armazenamento; garantindo, assim, condi¢des para
avaliar a manutencdo e a reprodutibilidade da qualidade do fitoterapico (BRASIL, 2005;
KLEIN et al., 2009).

No delineamento de um estudo de padronizacdo de extratos vegetais devem ser
consideradas as variaveis independentes (granulometria da droga vegetal, qualidade e
guantidade de solvente, método extrativo, temperatura, tempo e pH); e como variavies
dependentes deve ser empregados: rendimento, composi¢do quimica e atividade bioldgica
(NORIEGA et al., 2012; SIMOES et al., 2017).

Os estudos quimicos ou fitoquimicos de padronizacdo compreendem etapas de
avaliacdo qualitativa e quantitativa de constituintes ou metabolitos secundérios, seguido do
isolamento e elucidacdo estrutural dos principios ativos ou substancias responsaveis pela acdo
bioldgica, empregando métodos quimicos, fisicos e/ou fisico-quimicos envolvendo técnicas
de caracterizacdo, meétodos cromatograficos, espectrometria de massas, espectroscopia no
ultravioleta, no visivel e no infravermelho; bem como a ressonancia magneética nuclear
(RMN) de préton e carbono 13 (WAGNER; BLADT, 1996; SILVERSTEIN et al., 2002;
COLLINS et al., 2006; MATQOS, 2009; REGINATTO, 2017).

A padronizacdo tendo como variavel dependente o controle bioldgico compreende:
estudos pré-clinicos e clinicos. Os ensaios pré-clinicos envolvem as fases de ensaios in silico,
in vitro (6rgdos isolados, culturas de células e tecidos, tecidos simulados e fluidos corporeos,
organismos inferiores), ex vivo e in vivo (animais de laboratério) na avaliacdo da atividade
farmacoldgica e toxicoldgica; possibilitando avaliar os parametros de eficécia e seguranca
terapéutica, ao quais mantém relacdo direta com a composicdo quimica do vegetal
(MACEDO; OLIVEIRA, 2006; LAPA et al., 2016).

Os ensaios in vitro podem representar ferramenta de grande valor na avaliagdo do
potencial citotoxico, especialmente a partir de materia prima vegetal; facilitando
procedimento de rastreamento rapido, sensivel, reprodutivel, facil de gerenciar, automatizado
e barato na selecdo de potenciais fArmacos nas misturas complexas de compostos naturais;
bem como na identificacdo de possiveis alvos moleculares para ataque terapéutico seletivo e
elucidacdo do mecanismo de acdo e resisténcia (PERES; CURI, 2005; TRACY; WEBSTER
JUNIOR., 2018).
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Desse modo, estudos de validacdo das metodologias analiticas e bioanaliticas, com
énfase aos estudos de padronizacdo, devem ser incentivados, pois permitem a confirmacéo da
eficacia farmacologica e da auséncia de toxicidade da planta; assegurando assim,
confiabilidade e constancia dos resultados que possibilitam transformar as plantas medicinais
em produtos fitoterapicos (KLEIN et al., 2009; NEIVA et al., 2011; SILVA, 2018); o que
exige o atendimento a determinacOes legais vigentes como qualquer outro medicamento
(BRASIL, 1996, 2003) e determinacdes legais especificas (BRASIL, 2004, 2006, 2010,
2014).

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

O género Cinnamomum € constituido por aproximadamente 350 espécies, muitas das
quais sdo produtoras de 6leos essenciais, com valor comercial dependente da espécie e da
parte da planta utilizada, predominando a obtengdo dos dleos obtidos das cascas e folhas de
Cinnamomum verum J. S. Presl, Cinnamomum cassia L. J. Presl e Cinnamomum camphora L.
J. Presl, considerados os mais importantes no mercado mundial (LIMA et al., 2005;
MENDES, 2011).

Cinnamomum verum J. S. Presl. (familia: Lauraceae) que tem como sinonimia
cientifica Cinnamomum zeylanicum Blume (Figura 4) é conhecida por diversos nomes
populares, dentre os quais: canela, canela da india, canela da China, canela do Ceil3o, canela
verdadeira, canela de cheiro, canela da india, canela de tubo e canela rainha (LIMA et al.,
2005; TELES, 2019).

Cinnamomum verum é uma arvore originaria do Sri Lanka (antigo Ceildo), conhecida
h& mais de 2.500 anos a.C. pelos chineses, aclimada em varias regides tropicais e subtropicais
do mundo, tendo sido introduzida no Brasil pelos jesuitas e com grande ocorréncia nacional,

incluindo o litoral nordestino brasileiro, especialmente no estado do Maranhéo (REIS, 2012).
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Figura 4. Partes aéreas de exemplar de Cinnamomum verum J. S. Presl.
Fonte: N Parks Flora & FaunaWeb (2022).

Cinnamomum verum teve boa adaptacdo em regides tropicais e subtropicais do mundo,
incluindo o litoral nordestino brasileiro; pois seu cultivo em regides sujeitas a geadas intensas
é incompativel, com melhor 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 parte interna da casca do tronco e dos ramos constitui a canela do comércio, com
uso mundial na perfumaria e na culinaria, devido suas propriedades aromaticas e
condimentares, além de ter vasta utilizacdo na medicina popular (VINITHA; BALLAL, 2008;
DIAS, 2009).

Essa espécie € uma arvore aromatica de ciclo perene, que atinge entre 10 a 15 metros
de altura e seu tronco cerca de 35 cm de didametro. A casca apresenta espessura de até 12
milimetros e coloracdo 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, medindo apenas 01 (um) centimetro, sendo assim capaz de
elaborar somente 01 (uma) semente; as flores sdo numerosas e pequenas, de coloracdo

amarelada ou esverdeada agrupadas em cachos ramificados, sua floragcdo ocorre nos meses de
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setembro, outubro e novembro (VINITHA; BALLAL, 2008; REIS, 2012).

Essa planta é utilizada na culinéria, na fabricacéo 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 6leos essenciais, e a casca dos ramos,
parte muito valorizada, é comercializada em rama (pau), raspas e em p6 (MENDES, 2011).

Cinnamomum verum apresenta grande diversidade na composicdo quimica: &cido
cinamico, acucares, aldeido benzénico, aldeido cinamico, aldeido cuminico, benzonato de
benzil, cimeno, cineol, elegeno, eugenol, felandreno, furol, linalol, metilacetona, mucilagem,
oxalato de calcio, pineno, resina, tanino e vanilina (DIAS, 2009). No entanto, essas
substancias dizem respeito a trabalhos realizados com dleo essencial, sendo raros os estudos
que utilizam extrato bruto da espécie (WANSI et al., 2007; VINITHA; BALLAL, 2008; LI et
al., 2015; ELHAG et al., 2015).

O potencial farmacoldgico das folhas e cascas de Cinnamomum verum € incontestavel,
sendo considerada planta multifacetada, a canela tem sido alvo de pesquisas fundamentadas
nas suas propriedades: anti-inflamatorias (DORRI et al., 2018), antioxidantes, antidiabéticas,
antiparasitarias (ANTHONY et al., 2005; MAHMOUD et al.,, 2014; TELES, 2019),
gastrointestinais, antimicrobianas, sedativas, vasodilatadoras e afrodisiacas (HARIRI;
GHIASVAND, 2016; JIMENEZ et al., 2018). Cinnamomum verum também tem sido relatada
como tendo atividades contra distUrbios neurolégicos, como as doencas de Parkinson e
Alzheimer (RAO; GAN, 2014).

Ghanbariasad et al. (2021) constataram o efeito leishmanicida do Oleo de
Cinnamomum verum, contra formas promastigotas de Leishmania major e Leishmania
tropica, destacando que 0 componente majoritario, cinamaldeido (62,04 %), afeta os
parasitos por granulacGes intracelulares, encolhimento celular, fragilidade da membrana,
condensacédo da cromatina nuclear com diminuicdo do nucleo e perda de motilidade. Jorjani et
al. (2017) também identificaram a atividade do 6leo de Cinnamomum verum na reducdo das

formas promastigotas de Leishmania major.

Azeredo et al. (2014) atribuiram ao principal componente do 6leo das cascas de
Cinnamomum verum, (E) -cinamaldeido (81,52%), a atividade anti-Trypanosoma cruzi
testada contra as trés formas de desenvolvimento do T. cruzi (epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas). Além disso, na avaliacdo da atividade giardicida, estudo realizado por

Mahmoud et al. (2014) com ratos albinos, comprovou intensa reducdo na contagem de cistos
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e trofozoitos de Giardia lamblia, apds a exposicdo ao extrato diclorometano das cascas de
Cinnamon verum, revelando, ainda, melhora evidente no dano da mucosa intestinal produzido
pela infeccdo, avaliada por histopatologia, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a
microscopia eletronica de transmissdo (TEM).

Considerando as evidéncias do potencial medicinal de Cinnamomum verum ja
demonstrados por estudos cientificos e 0s possiveis eventos indesejaveis na terapéutica atual
para o tratamento da leishmaniose, bem como a resisténcia dos parasitos aos farmacos
convencionais, € indispensavel a P & D de novas opc¢des terapéuticas. Nesse sentido, esse
trabalho se propde a contribuir nos estudos de validacdo de Cinnamomum verum, com uma
revisao da literatura dos estudos desenvolvidos e realizagdo do estudo de padronizagdo dos
seus extratos, visando contribuicdo efetiva na obtencao de novas alternativas terapéuticas para

a leishmaniose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver estudo de validacdo de Cinnamomum verum J. S. Presl com énfase a
padronizacdo dos seus extrativos e revisdo do potencial da espécie, visando contribuir com
novos bioprodutos padronizados como alternativa e/ou complemento terapéutico no

tratamento da leishmaniose.

3.2 Objetivos especificos
a) Avaliar o potencial tecnolégico e farmacolégico de bioprodutos a base de
Cinnamomum verum J. S. Presl por meio de estudo de revisdo com énfase a etnofarmacologia,

composicao quimica, ensaios farmacoldgicos, biotecnologia e patentes;

b) Padronizar processos extrativos de folhas de Cinnamomum verum, fundamentado em
analises quimicas, fisico-quimicas e atividade leishmanicida in vitro com formas

promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum;

C) Avaliar parametros de citotoxicidade dos extratos de folhas de Cinnamomum verum

em células normais de macréfagos RAW 264.7;

d) Identificar possiveis variaveis de interferéncia na qualidade de extratos de folhas de

Cinnamomum verum e de sua atividade bioldgica;

e) Definir marcador analitico e/ou ativo na perspectiva real de contribuir na obtencéo de

extratos e seus produtos derivados com padréo de qualidade.
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4 FLUXOGRAMA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

ESTUDO DE VALIDACAO DE
Cinnamomum verum J. S. Presl

(Lauraceae)
ESTUDO DE PADRONIZACAO DE
REVISAO EXTRATOS
CARACTERIZACAO ENSAIOS PRE-
QUIMICA CLINICOS in vitro

ATIVIDADE CITOTOXICIDAD
LEISHMANICIDA EEM
MACROFAGOS
RAW 264.7

Figura 5. Fluxograma com etapas do desenvolvimento da pesquisa.
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Resumo: Cinnamomum verum J. S. Presl (Lauraceae) (nome vernacular: canela) € uma
espécie de amplo uso popular terapéutico, bem como na perfumaria e culinaria devido suas
propriedades arométicas e condimentares. Esta pesquisa avalia o potencial biotecnoldgico de
Cinnamomum verum a partir da revisdo dos estudos cientificos com essa espécie vegetal. Foi
realizada uma revisdo de literatura narrativa, incluindo aspectos da taxonomia,
etnofarmacologia, atividade bioldgica, composicdo quimica, aspectos nutricionais e
toxicidade, disponibilizados em bases de dados cientificas; incluindo incluidos artigos, teses e
dissertacdes publicados entre 1994 e 2022, sem distincdo de idioma. A espécie tem diversos
usos medicinais, com estudos que comprovam, especialmente, atividade farmacoldgica como
antioxidante, anti-inflamatdrio, antimutagénico, antimicrobiano e antidiabético. Dimeros de
procianidina tipo A e B, cumarina, rutina e quercetina, foram identificados nos extratos da
espécie, aos quais sdo atribuidas diversas atividades biologicas. Os principais constituintes
dos 6leos essenciais sdo: cinemaldeido (cascas), eugenol (folhas), canfora (raizes); acetato
(E)-cinamil (frutos e flores), sendo o cinamaldeido o componente responsavel pelo sabor doce
e picante da canela. A espécie tem potencial para obtencdo de produtos derivados, com énfase
ao desenvolvimento de novas opcOes terapéuticas, mas é necessario prosseguir com estudos
de validacdo, com destaque aos estudos de padronizacdo dos extrativos para definicdo de
variaveis que influenciam na composi¢cdo quimica e consequente resposta bioldgica, estudos
de toxicidade e de elucidacdo dos mecanismos de ac¢éo.

Palavras-chave: Lauraceae, canela, quimica, atividade bioldgica, bioproduto.

INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos, as espécies vegetais representam fontes de alimentos,
cosmeticos e produtos farmacéuticos; demonstrando ao longo da historia o papel
indispensavel em todos os segmentos, com énfase na saude (Gulcin et al., 2019; Ferreira et
al., 2020).
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A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) estima que cerca de 80% da populacao faz
ou ja fez uso de plantas com finalidade terapéutica, incentivadas pela facilidade de acesso aos
recursos de origem vegetal, bem como influenciada pelas informacdes erréneas da auséncia
de efeitos colaterais e contraindicacdo (Almeida et al., 2022). Mas, a percepcao da sociedade,
alicer¢ada no mito “se natural ndo faz mal”, que o uso terapéutico de plantas & natural, seguro,
barato e eficaz expde a populagéo a riscos e perigos dado esse uso irracional (Silva et al.,
2021).

Mas, nesse cenario, ha de ser enfatizado que, em paralelo ao uso amplo, diversificado
e irracional de espécies vegetais, a rica e desconhecida biodiversidade, especialmente de
paises tropicais como Brasil, deve despertar o interesse para o subaproveitamento de algumas
espeécies, com estimulo as pesquisas visando a exploracdo sustentavel (Amaral et al., 2021).

As plantas apresentam diversificada composicdo quimica, com diferentes potenciais
para pesquisa cientifica e posterior exploracdo na obtencdo de bioprodutos (Pedroso et al.,
2021). O espectro de atividades farmacoldgicas e a investigagdo dos metabdlitos secundarios
volateis e ndo volateis devem ser estudados, com estimulo aos estudos de validacdo, na
perspectiva de aproveitamento das suas propriedades farmacéuticas e biologicas, visando
desenvolvimento de novos bioprodutos (Simdes et al., 2017).

Cinnamomum verum J. S. Presl (Lauraceae), conhecida popularmente como canela ou
canela verdadeira, € uma pequena arvore perene nativa do Sri Lanka, aclimada em varias
regibes tropicais e subtropicais do mundo (Elhag et al., 2015; Singh et al., 2021); é
reconhecida como a mais antiga especiaria, sendo amplamente empregada em diversas
préticas culturais como aromatizantes, perfumaria, bebidas e para fins medicinais (Dalai et al.,
2014; Elhag et al., 2015; Singh et al., 2021).

Diversas propriedades medicinais tém sido atribuidas aos diferentes 6rgdos da espécie,
incluindo efeitos antimicrobianos (Narayanankuttye et al., 2021), antioxidantes (Farias et al.,
2020), antifungicos, antivirais, antialérgicos, antitumorais, antilipémicos, antidiabéticos,
antipiréticos, antiulcerogénicos, anti-hipertensivos, gastroprotetores e imunomoduladores e
anestésicos (Gulcin et al., 2019). A canela esta no mercado como suplemento profilatico para
sindrome metabdlica, insulina resisténcia, diabetes mellitus tipo 2, hiperlipidemia e artrite
(Shinjyo et al., 2020).
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Dada a representatividade da espécie, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)
endossa o tradicional uso para tratamento sintomatico de queixas gastrointestinais leves e
espasmodicas (Shinjyo et al., 2020).

Devido a necessidade de catalogar informacGes sobre espécies vegetais na perspectiva
de aproveitamento com sustentabilidade das suas potencialidades, visando o direcionamento
para a Pesquisa & Desenvolvimento de novos bioprodutos, este artigo objetivou avaliar o
potencial de desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos de C. verum a partir da revisao dos
estudos cientificos com essa espécie vegetal, com énfase aos aspectos da etnofarmacologia,

atividade bioldgica, composi¢do quimica e toxicidade.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em bases de dados (Google Scholar, Biological Abstracts,
Chemical Abstracts, Medline, Lilacs, Web of Science, Science Direct, PubMed, Food and
Drugs Administration e Tropicos - Missouri Botanical Garden) e banco de patentes (INPI,
USPTO, GOOGLE PATENTES e LATIPAT). A selecdo dos descritores utilizados no
processo de revisdo foi efetuada mediante consulta a base “Descritores de Assunto em
Ciéncias da Saude da BIREME (DECs)”, usando como descritores: Cinnamomum verum e
seus sindnimos botanicos, etnobotanica, etnofarmacologia, atividade biologica, compostos
quimicos e toxicidade; com emprego dos operadores booleanos AND e OR. Os critérios de
inclusdo foram: trabalhos publicados com abordagem do tema proposto e artigos originais
disponiveis na integra no periodo de 1994 a 2022. Foram excluidos artigos que ndo se
enquadram em “open access”’, publicagdes duplicadas, trabalhos que fugiram ao tema apesar

de conter os descritores, monografias, relatrios técnicos e resumos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Taxonomia

A distribuigéo taxondmica de Cinnamomum verum (sin. Cinnamomum zeylanicum Blume,
Cinnamomum zeylanicum Breyn, Camphora mauritiana Lukman e Laurus cinnamomum L.)

segundo Tropicos (2022) é a seguinte:

Reino: Plantae
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Classe: Equisetopsida
Subclasse: Magnoliidae
Superordem: Magnolianae
Ordem: Laurales

Familia: Lauraceae
Género: Cinnamomum

Espécie: Cinnamomum verum

Distribuigdo geografica e cultivo

Cinnamomum verum é uma espécie nativa do Sri Lanka e sul da india, mas também
distribuido no sudeste asiatico, China, Birmania, Indonésia, Madagascar, Caribe, Australia e
Africa. Ap6s seu cultivo, em trés anos a arvore esta pronta para colheita, sendo Sri Lanka
seguido por China, Vietnd e Madagascar 0s principais exportadores da espécie para 0
mercado mundial (Singh et al., 2021). A espécie teve boa adaptacdo em regides tropicais e
subtropicais do mundo, incluindo o Brasil (Castro et al., 2020). A arvore prospera melhor em
ambiente quente e imido de baixa altitude, com solo bem drenado, sendo importante destacar
que o solo encharcado deve ser evitado pois produz uma casca de sabor amarga (Ribeiro-
Santos et al., 2017).

Aspectos morfoldgicos

A planta é uma arvore aromatica de ciclo perene, que atinge entre 10 a 15 metros de
altura e seu tronco cerca de 35 cm de diametro. A casca apresenta espessura de até 12
milimetros e coloracdo marrom avermelhada, as folhas de cor verde-clara, sdo opostas, com
forma oval a oblonga, coriaceas, lanceoladas, contendo nervuras na base, brilhantes e lisas na
parte superior e reticuladas na parte inferior. Seu fruto é roxo, medindo em média 01 (um)
centimetro, sendo assim capaz de elaborar somente 01 (uma) semente; ja as flores sdo
numerosas e pequenas, de coloragdo branco-amareladas agrupadas em cachos ramificados
(Vinitha e Ballal, 2008; Singh et al., 2021).

Cinnamomum verum por ser uma especiaria que possui um alto valor agregado e uma
maior qualidade quando comparada a outras espécies de canela, esta altamente vulneravel as
fraudes, sendo sua forma moida mais propensa a adulteracéo, pois sua moagem altera a forma
do adulterante para po, dificultando a sua detec¢do no produto final (Li et al., 2013; Silvis et
al., 2017).
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Cinnamomum verum € amplamente utilizada para varios fins terapéuticos na préatica

popular, predominando o uso das cascas (Tabela 1). Embora a utilizacdo da casca seja mais

referenciada, todos os 6rgaos da espécie sdo passiveis de estudos quimicos e farmacolégicos,

como vem sendo demonstrado neste trabalho (Tabela 1).

Tabela 1. Indicacbes de uso popular terapéutico de Cinnamomum verum J. S. Presl

(Lauraceae), nos estudos inventariados na revisdo, 1994 a 2022.

Farmacdgeno Indicacdo de uso

Referéncia (s)

Casca do caule
Diarreia e disenteria

Dores de estomacais
Indigestéo

Antiflatulento

Irritacdo gastrica
Néausea e vOmitos
Gripe e resfriados

Expectorante

Dor de dente,
gargarejos,
antisséptico, anti-
hemorrégico,
neuralgia e
reumatismo
Perda de peso e
colesterol
Antidiabético

Dor menstrual

Atraso menstrual

Khare, 2008; Cardoso-Ugarte et al., 2016; Kumar e
Kumari, 2019; Prabhu et al., 2020; Oyelakin et al.,
2020; Kalirajan, 2021

Khare, 2008; Kumar e Kumari, 2019; Oyelakin et
al., 2020

Khare, 2008; Kumar e Kumari, 2019; Almubayedh
et al., 2018; Oyelakin et al., 2020

Khare, 2008; Cardoso-Ugarte et al., 2016; Kumar e
Kumari, 2019; Oyelakin et al., 2020;

Kalirajan et al., 2021

Khare, 2008; Kumar e Kumari, 2019; Prabhu et al.,
2020; Oyelakin et al., 2020; Kalirajan et al., 2021
Khare, 2008; Kumar e Kumari, 2019; Oyelakin et
al., 2020; Kalirajan et al., 2021

Khare, 2008; Kumar e Kumari, 2019; Almubayedh
etal., 2018

Cardoso-Ugarte et al., 2016; Kumar e Kumari, 2019

Khare, 2008; Kumar e Kumari, 2019

Prabhu et al., 2020; Almubayedh et al., 2018

Skalli et al., 2019; Almubayedh et al., 2018
Flores e Quinlan, 2014; Almubayedh et al., 2018
Flores e Quinlan, 2014
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Tabela 1. Continuacao

Analgésico Basati et al., 2019
Diurético e Almubayedh et al., 2018
anticoagulante
Anti-inflamatério Flores e Quinlan, 2014; Ribeiro-Santos et al., 2017
Doencas cardiacas e  Cardoso-Ugarte et al., 2016
urinarias, dor de
cabeca, antibronquite,
anti-helmintico,
coceira e afrodisiaco
Gordura no figadoe  Ribeiro-Santos et al., 2017
antioxidante

Folhas Antidiabético Khare, 2008
Antimicrobiano Ribeiro-Santos et al., 2017
Raiz Tratar e controlara  Semenya et al., 2013
infeccéo por
HIV/AIDS*
NI Disturbios Acharya et al., 2022

neuroldgicos

NI: ndo informa;
* Cinnamomum verum (raiz) misturado com Burkea africana Hook. (raiz), Hypoxis
hemerocallidea Fisch. & C.A. Mey. (tubérculo), Geigeria aspera Harv. (planta inteira).

Composicdo quimica e aspectos nutricionais

Estudos de identificacdo das classes de metabdlitos secundarios tém sido
desenvolvidos, especialmente, com cascas, folhas, frutos e flores da canela; predominado os
estudos com 6leos essenciais das cascas (Tabela 2).

Como principais constituintes de Cinnamomum verum, destacam-se: cinamaldeido
(cascas), eugenol (folhas), canfora (raizes); predominando acetato (E)-cinamil nos frutos e
flores; sendo o cinamaldeido o componente responsavel pelo sabor doce e picante da canela
(Ribeiro-Santos et al., 2017).

Azeredo et al. (2014), por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS),
identificaram (E)-cinamaldeido, eugenol, (E)-cariofileno, (E)-cinamil acetato e a-humuleno

como os 05 (cinco) principais compostos dos 6leos das cascas de Cinnamomum verum. Nos
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6leos essenciais de botbes florais foram encontrados hidrocarbonetos de terpeno, a-
bergamoteno, a -Copaeno e terpendides oxigenados (Hariri e Ghiasvand, 2016).

Considerando que a composicdo quimica dos 6leos essenciais pode ser influenciada
por fatores extrinsecos e intrinsecos, e assim, influenciando a resposta biologica (Luz et al.,
2022); a constatacdo da predominéncia de estudos de identificacdo de 6leos esséncias em
Cinnamomum verum deve estimular os estudos sobre variagdes na composic¢ao devido a esses
fatores, para padronizar a obtencdo desses 6leos essenciais, visando sua maxima eficiéncia.

A investigacdo fitoquimica dos extratos metandlicos das folhas e das casas de
Cinnamomum verum indicou forte presenca de compostos fendlicos (flavonoides e taninos),
alcaloides e saponinas. Estudo de Mazimba et al. (2015) indica otimizacdo da extracdo de
compostos fenolicos das folhas e da casca do caule com emprego de metanol.

Perterson et al. (2009) identificaram o composto fendlico, trimero de procianidina, em
extrato aquoso de Cinnamomum verum; as quais sdo referidas de possuirem boa atividade
antioxidante e inibigdo de linhagens de células cancerigenas (Jayaprakasha et al., 2011).

Embora revisdo a que fundamenta esse estudo evidencie diversos trabalhos de
avaliacdo da composicdo quimica de diferentes partes de Cinnamomum verum, ndo foi
constatado, até momento, estudos de padronizacdo dos seus extrativos. Nesse sentido,
reconhecendo que a padronizacdo é essencial na validacdo dos bioprodutos, estudos de
padronizacdo dos extratos de Cinnamomum verum, fundamentadas na interface da
bioatividade e fitoquimica, devem ser estimulados na perspectiva de identificar variaveis que
influenciam na qualidade dos extrativos; logo da resposta biolégica.

Proteinas, fibras, componentes volateis, vitaminas (A, C e B), minerais (Ca, P, Na, K e
Fe) conhecidos por terem acdo na promocdo de salde e prevencdo de doencas foram
elucidados nas cascas de Cinnamomum verum. O Oleo das cascas também contém alta
proporcdo de gordura saturada, sendo o acido palmitico o principal acido graxo, seguido por
acido oleico, acido linoleico e &cido estearico (Al-Numair et al., 2007). Assim, revelando o

potencial nutricional de C. verum, colaborando para um maior aproveitamento da espécie.



Tabela 2. Composicdo quimica de Cinnamomum verum J. S. Presl (Lauraceae) segundo

estudos inventariados na revisao, 1994 a 2022.

Farmacogeno Compostos Preparacéo Referéncia (s)
quimicos estudada
Cascas do a-pineno OE Andrade et al., 2012; Choi et al., 2016;
caule Ribeiro-Santos et al., 2017
Canfeno OE Andrade et al., 2012; Choi et al., 2016
Benzaldeido OE Andrade et al., 2012
B-pineno OE Andrade et al., 2012; Choi et al., 2016;
Ribeiro-Santos et al., 2017
Limoneno OE Andrade et al., 2012
1,8-cineol OE Andrade et al., 2012
Linalol OE Andrade et al., 2012; Choi et al., 2016;
Ribeiro-Santos et al., 2017
Borneol OE Andrade et al., 2012
Terpinen-4-ol OE Andrade et al., 2012
a -terpineol OE Andrade et al., 2012; Choi et al.,, 2016;
Ribeiro-Santos et al., 2017
Cinamaldeido OE Choi et al., 2016; Ribeiro-Santos et al.,
2017
(2)- Cinamaldeido OE Andrade et al., 2012; Azeredo et al., 2014
(E)- Cinamaldeido OE Andrade et al., 2012
Acetato de bornila OE Andrade et al., 2012
Acetato de (E)- OE Andrade et al., 2012; Azeredo et al., 2014;
cinamila Choi et al., 2016
o -Felandreno OE Choi et al., 2016
B -Felandreno OE Choi et al., 2016
a -Terpinoleno OE Choi et al., 2016
p-cimeno OE Choi et al., 2016; Ribeiro-Santos et al.,
2017
B -Cariofileno OE Choi et al., 2016; Ribeiro-Santos et al.,
2017
3-Carene OE Choi et al., 2016
Limoneno OE Choi et al., 2016; Ribeiro-Santos et al.,
2017
Benzaldeido OE Choi et al., 2016; Ribeiro-Santos et al.,
2017
Humuleno OE Choi et al., 2016
Aldeido OE Choi et al., 2016
hidrocinamico
Acetato de OE Choi et al., 2016
hidrocinamil
Oxido de OE Choi et al., 2016
cariofileno
Eugenol OE Choi et al.,, 2016; Ribeiro-Santos et al.,
2017
Alcool cinamilico OE Choi et al., 2016
Metoxi- OE Choi et al., 2016
cinamaldeido
Benzoato de OE Choi et al., 2016

benzila
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Benzeno,1-etenil-
2-metil
Benzeno propanal
Anetol
Estragol
3-fenil-propenal

E- cinamaldeido
Acido 4-vinil
benzoico
Acido-2-
propendico (E)-3-
(2-metoxifenil)
Cumarina
Rutina
Quercetina

Kaempferol
Isorhamnetina
Catequina

Acido cafeico
Acido clorogénico
Epicatequina
Acido ferulico
Acido p-cumérico
Acido p-
hidroxibenzoico
Acido
protocatecuico
Acido rosmarinico
Acido Siringico

Mirceno
Estireno
Dimero de
procianidina tipo A
Dimero de
procianidina tipo B
Canfeno
Eugenol
Cinamaldeido
Tetratetracontano
Pentatriacontano
Heptacosano
Triacontano
a-pineno
B- pineno
Benzaldeido
a-felandreno
B - felandreno

Folhas

Extrato

Extrato
Extrato
Extrato
Extrato

Extrato
Extrato

Extrato

Extrato
Extrato
Extrato

Extrato
Extrato
Extrato

Extrato
Extrato
Extrato
Extrato
Extrato
Extrato

Extrato

Extrato
Extrato

Extrato
Extrato
Extrato

Extrato

OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE

Mariappan et al., 2013

Mariappan et al., 2013
Mariappan et al., 2013
Mariappan et al., 2013
Mariappan et al., 2013

Mariappan et al., 2013
Mariappan et al., 2013

Mariappan et al., 2013

Mariappan et al., 2013
Al-Numair et al., 2007

Al-Numair et al., 2007; Ribeiro-Santos et

al., 2017
Al-Numair et al., 2007
Al-Numair et al., 2007

Al-Numair et al., 2007; Ribeiro-Santos et

al., 2017

Ribeiro-Santos et al., 2017
Ribeiro-Santos et al., 2017
Ribeiro-Santos et al., 2017
Ribeiro-Santos et al., 2017
Ribeiro-Santos et al., 2017
Ribeiro-Santos et al., 2017

Ribeiro-Santos et al., 2017

Ribeiro-Santos et al., 2017
Ribeiro-Santos et al., 2017

Singh et al., 2021
Singh et al., 2021
Singh et al., 2021

Singh et al., 2021

Dalai et al., 2014; Kumar et al., 2012
Dalai et al., 2014; Kumar et al., 2012
Dalai et al., 2014; Kumar et al., 2012
Dalai et al., 2014

Dalai et al., 2014

Dalai et al., 2014

Dalai et al., 2014

Kumar et al., 2012

Kumar et al., 2012; Singh et al., 2021
Kumar et al., 2012

Kumar et al., 2012

Kumar et al., 2012
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Benzoato de
benzila
Oxido de
cariofileno
Limoneno
Linalol
A3-Carene
p-cimeno
Espatulenol
Alcool Cinamilico
a-Humuleno
y -Terpineno
a-Terpinene
B-Cariofileno
a-Copaeno
Germacreno
d-Cadineno
v -Elemene

Frutos Acido
protocatecuico
Cinnamtannin B1
Urolinosideo
Rutina
Quercetina-3-0- o
- L-
ramnopiranosideo
(E)-acetato de
cinamil

Flores Canfeno
B-pineno
Sabineno
Mirceno
1,4-Cineol
Limoneno
Cis-b-Ocimeno
Trans-b-Ocimeno
p-cimeno
Linalol
y-terpineno
a -Terpineol
Piperitona
Geraniol
(E)-Cinamaldeido
(2)-Cinamaldeido
Eugenol
(E)-acetato de
cinamil
Acetato de eugenil
Benzoato de
benzila

OE

OE

OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
Extrato

Extrato
Extrato
Extrato
Extrato

OE

OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE
OE

OE
OE

Kumar et al., 2012; Singh et al., 2021
Kumar et al., 2012; Singh et al., 2021

Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Kumar et al., 2012
Jayaprakasha et al., 2011

Jayaprakasha et al., 2011
Jayaprakasha et al., 2011
Jayaprakasha et al., 2011
Jayaprakasha et al., 2011

Paranagama et al., 2001

Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021

Narayanankutty et al., 2021
Narayanankutty et al., 2021

OE: 6leo essencial.
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Estudos farmacologicos

As propriedades dos componentes de extratos de canela e 6leos essenciais comprovam
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que s&o
responsaveis por doengas infecciosas humanas e degradacdo de alimentos (Nabavi et al.,
2015); tais como: a) Mandal et al. (2011) demonstraram que o0 extrato etanolico da casca do
caule Cinnamomum verum exerceu atividade bactericida apds 6 h de incubacdo em isolados
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), sendo considerado um valioso
coadjuvante no tratamento da infeccdo e podendo contribuir para o desenvolvimento de
potenciais agentes antimicrobianos contra bactérias multirresistentes; b) Estudo in vitro contra
bactérias cariogénicas, Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, revelou que o6leo
essencial da casca de Cinnamomum verum e seu componente majoritario, cinamaldeido, tém
potencial para aplicacdo como agentes para a prevencao e tratamento da cérie dentéria (Choi
et al., 2016).

A atividade antifungica de amostras comerciais de 6leo essenciais de Cinnamomum
verum foi testada in vitro contra Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium
herbarum, Rhizopus stolonifer e Aspergillus niger; com resultados evidenciando reducdo no
desenvolvimento dos microrganismos examinados, retardando completamente a esporulagao
fangica (exceto Botrytis cinerea) (Tzortzakis, 2009).

Estudo in vitro de Azeredo et al. (2014) demonstrou efeito antiparasitario do 6leo
essencial das cascas de Cinnamomum verum contra Trypanosoma cruzi (epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas), demonstrando interferéncia do O6leo no processo de
diferenciacédo do parasito.

Os compostos fendlicos rutina e quercetina descritos nessa revisdo (Tabela 2),
mostraram atividade contra as formas promastigota e amastigota de Leishmania infantum,
atuando como inibidores da enzima acetil-colinesterase (AChE), causando danos nas
membranas do protozoario (Vila-Nova et al., 2012). Portanto, a inibicdo desta enzima pode
contribuir para o0 mecanismo da acdo antileishmanial, considerando que Leishmania infantum
necessita de colina para sintetizar fosfolipideos de membrana, a presenca de
acetilcolinesterase resultaria em um declinio de colina e, consequentemente, a membrana do
parasito perde a consisténcia, podendo sofrer lise (Martins et al., 2018).

Dalai et al. (2014) demonstraram que o extrato metandlico e 6leo essenciais das folhas

de Cinnamomum verum possuem potencial atividade anticolinesterase, mecanismo este com
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particular beneficio no tratamento sintomético da doenca de Alzheimer. Estudo de Gulcin et
al. (2019) com extratos etanolicos e aquosos das cascas da espécie testados contra as enzimas
acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, a-glicosidase ¢ a- amilase, demonstrou que os dois
extratos tém efeitos anticolinérgicos, antidiabéticos e antioxidantes eficazes; atribuidos aos
compostos fenolicos.

Extrato etandlico da casca de Cinnamomum verum apresentou atividade in vitro contra
a linha celular de cancer de mama humano MDA-MB-231, relevando a possivel capacidade
da espécie no tratamento do cancer de mama (Husain et al., 2018).

Singh et al. (2009) analisaram o efeito citotoxico in vitro do extrato aquoso da casca
de Cinnamomum verum em vérias linhagens celulares e atribuiram a diminuicdo da
viabilidade celular, sobretudo em células cancerosas, a presenca de compostos polifendlicos
do extrato, provavelmente por sua capacidade de funcionar como antioxidantes, e, também,
pela inibicdo da proliferacdo e alteracdo o ciclo celular através do potencial de interagir com
atividades de sinalizacdo de fosforilacdo/desfosforilagdo. Nesse estudo, o0 efeito
antiproliferativo do composto cinamaldeido, obtido do comércio, em células cancerosas
também foi constatado. Sowa et al. (2020) também relacionaram o efeito citotoxico das

espécies vegetais testadas as substancias polifendlicas.

Hassan et ai. (2012) verificaram que o extrato aquoso da casca da planta reduziu o
colesterol total, o colesterol LDL e triglicerideos, enquanto aumentou o colesterol HDL em
ratos diabeéticos.

A atividade anti-inflamatoria dos extratos metanolicos e etanolicos das cascas de
Cinnamomum verum foi avaliada com a reducdo da artrite em camundongos BALB/c com
artrite mediada por colageno (Qadir et al., 2018). Seu extrato aquoso também mostrou acao
anti-inflamatoria significativa inibindo a atividade da enzima lipoxigenase (LOX) (Singh et
al., 2021).

Estudos de toxicidade

O emprego de preparacdes a base de Cinnamomum verum é considerado seguro em
dose de 1 - 2 g/dia, tanto para a preparacéo de alimentos como para fins medicinais (Singh et
al., 2021). Isaac-Renton et al. (2015) relataram dermatite alérgica de contato intraoral

associada ao cinamaldeido. Cardoso-Ugarte et al. (2016) destacaram toxicidade do acido
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cindmico, composto derivado do Oleo essencial, este composto promoveu dermatite e
sensibilidade oral quando adicionado a perfumaria e produtos de higiene bucal,
respectivamente.

Domaracky et al. (2007), em estudo com administracdo de o6leo essencial de
Cinnamomum verum na dieta de camundongos fémeas por duas semanas, avaliaram 0s
efeitos na viabilidade dos embriGes, nimero de nucleos e distribuicdo dos embribes de acordo
com o0 nimero de nucleos. O 6leo diminuiu significativamente o nimero de ndcleos e a
distribuicdo dos embrides de acordo com o numero de nucleos foi significativamente alterada,
0s autores atribuiram esses resultados aos efeitos antiproliferativos do cinamaldeido. Por
outro lado, extratos aquosos e cloroférmicos de folhas de Cinnamomum verum testados em
ratas Wistar prenhas, ndo apresentaram efeitos toxicos, abortivos ou embrionarios
significativos (Lemonica e Macedo, 1994).

A contradicdo desses resultados de toxicidade entre os estudos analisados com

Cinnamomum verum alertam para a necessidade de continuidade dos estudos com a espécie.

Patentes

Nos bancos de dados foram encontradas as seguintes patentes: Hidrogel de
Cinnamomum zeylanicum com propriedades antimicrobianas (BR 102018001958 9)
(Gonzalez et al., 2018); Método de miceliacdo de substratos agricolas para producdo de
alimentos funcionais e nutracéuticos (US9427008B2) (Kelly e Langan, 2016); Suplemento de
alta proteina US8779189B2 (Scheele, 2011); ComposicOes orais contendo extratos de
Zizyphus joazeiro e métodos relacionados (US2012237455A1) (Trivedi e Gittins, 2012);
Composicdo de extratos de plantas, vegetais e frutas para a prevencdo do cancer.
(MX2016007587A) (Olvera, 2017); Terapias baseadas em ligantes de receptores
quimiossensoriais (AU2019253780A1) (Baron et al., 2012).

Conclusodes

Cinnamomum verum, espécie de amplo emprego e grande ocorréncia em varias
regides do mundo, tem potencial para avangar na Pesquisa e Desenvolvimento para obtencédo
de novos bioprodutos, especialmente na perspectiva de validagdo do emprego como

alternativa e/ou complemento terapéutico, o que deve ser incentivado considerando o amplo e
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diversificado uso terapéutico popular; com evidéncias de eficacia terapéutica comprovada
como antioxidante, anti-inflamatorio, antimutagénico, antimicrobiano, antidiabético e redutor
de colesterol; o que pode ser atribuido a presenca de constituintes volateis como
cinamaldeido, eugenol, canfora e acetato (E)-cinamil, e as classes de metabdlitos secundarios
como flavonoides, taninos e alcaloides.

Demonstrando, assim, o potencial para aproveitamento tecnoldgico da espécie, ja
sinalizado com depositos de algumas patentes. Mas a constatacdo da falta de etapas
metodologicas essenciais para certificacdo do uso seguro e eficaz deve estimular a
continuacdo dos estudos de validagdo com énfase nos estudos botanicos para definigédo de
parametros de autenticidade da espécie, estudos de padronizacao dos extrativos para defini¢do
de varidveis que influenciam na composicdo quimica e consequente resposta bioldgica,
estudos para definicdo de marcadores ativos e/ou analiticos, estudos de toxicidade e de

elucidacdo dos mecanismos de acao.
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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que afetam a satde publica mundial, com altas
taxas de prevaléncia e comprovada resisténcia dos parasitos aos esquemas terapéuticos,
tornando necessaria a pesquisa de novos farmacos. Nesse sentido, 0s recursos naturais,
especialmente de origem vegetal, tém contribuicdo efetiva na obtencdo de novos bioativos;
exigindo o desenvolvimento dos estudos de validacdo das espécies, com destaque a
padronizacdo dos extratos vegetais; com énfase as de amplo uso popular.Assim, esse trabalho
objetiva realizar estudo de padronizacdo de extratos das folhas de Cinnamomum verum J. S.
Presl. (Lauraceae) (canela), espécie de larga ocorréncia no Brasil, amplo e diversificado
emprego na pratica popular, com destaque aos efeitos leishmanicidas; fundamentado em
ensaios quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos (atividade leishmanicida e citotoxicidade in
vitro). As folhas de Cinnamomum verum foram coletadas em habitat natural em Séo Luis,
Maranh&o, Brasil; submetidas a identificacdo botanica, secagem, moagem e extracdo em
etanol a 70%, por planejamento fatorial (2° ). Foram empregadas como variaveis
independentes: procedimentos extrativos (maceracdo com ultrassom-MU, extracdo em
aparelho de Soxhlet-S e percolacdo-P) e relacdo de hidromoédulo (1:6, 1:8 e 1:10); e como
variaveis dependentes: rendimento, teor de polifenois totais, teor de flavonoides e atividade
antioxidante (DPPH). Adicionalmente, foram selecionados os 02 (dois) extratos com
resultados mais expressivos para analise por Cromatografia Liquida acoplada a Arranjo de
Diodos, Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas, analise in vitro contra
formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum e ensaio de
citotoxidade em células RAW 264.7. O extrato P 1:10 apresentou melhor rendimento
(21,19%); teores de polifendis (257,947 + 0,388 mg EAG/g), flavonoides (83,760 + 0,053 mg
EQ/qg) e atividade antioxidante (2,27+ 0,19 pg/mL) apresentaram resultados mais expressivos
em MU 1:6, S 1:10 e P 1:8, respectivamente. Os extratos S 1:10 e P 1:8 foram ativos contra
formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum com resultados
mais expressivos para o extrato P 1:8, nos tempos de 48 horas; mas apresentaram toxicidade
moderada (IS <10) em macrofagos peritoneais (RAW 264.7) com diferengas significativas
entre os extratos S 1:10 e P 1:8. Nos dois extratos foram identificados os compostos
fenolicos: trimero de proantocianidinas tipo A, puerarina, rutina, epigalocatequina galato,
isdbmero de epigalocatequina galato e kaempferol-3- ramnosideo-7- ramnosideo. Diante desses
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resultados, pode-se inferir que o procedimento extrativo e relacdo de hidromodulo interferem
na obtencdo dos extrativos das folhas de canela, comprovado pelos melhores resultados dos
extratos obtidos em aparelho de Soxhlet no hidromédulo 1:10 e percolagdo no hidromddulo
1:8, permitindo assim, a padronizacdo da espécie; evidenciando, ainda, potencial
leishmanicida, o que deve estimular continuidade dos estudos.

Palavras-chave: canela; leishmaniose; validacdo; extratos vegetais; compostos fendlicos;
antioxidante.

INTRODUCAO

Leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias ndo contagiosas transmitidas por
espéecies de mosquitos Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, pertencentes a subfamilia
Flebotomineos, que disseminam a doenca ao homem durante repasto sanguineo das fémeas
infectadas (Chaves et al., 2022). Sdo causadas por protozoarios de diferentes espécies do
género Leishmania spp., possuindo capacidade de invadir e reproduzir-se dentro das células
do sistema imunologico do hospedeiro (Holanda et al., 2018; Wyrepkowski et al., 2020).
Baseado nos principais sintomas clinicos, essas doencas podem ser classificadas, de forma
geral, em: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral (LV)
(Ferreira, 2019).

A LTA é caracterizada pela manifestacdo de lesGes cutaneas, mucosas e na sua forma
mais rara, chamada de leishmaniose cutanea difusa, papulas, tubérculos, nédulos, placas e
infiltracdo, sem acometer as mucosas; essas lesdes sdo responsaveis pelo desenvolvimento de
deformidades, o que desencadeia estigma social e sofrimento nos pacientes. No Brasil, os
principais agentes sdo: Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania
guyanensis (Gomes e Ferreira, 2022). A LV é uma doenca sistémica, predominando sintomas
como: febre intermitente, fraqueza, palidez, esplenomegalia e hepatomegalia; considerada o
tipo mais grave da doenca, podendo levar a 6bito até 90% dos casos quando ndo tratada
(Cavalcante et al., 2022); sendo causada por parasitos do complexo Leishmania donovani,
entre eles Leishmania infantum, espécie causadora da doenca no Brasil (Chaves et al., 2022).

A LV ¢é considerada pela Organizagdo Mundial da Saude uma das seis maiores
endemias do planeta, com cerca de 500 mil novos casos humanos por ano, sendo 0s paises
mais afetados Bangladesh, Brasil, india, Etiopia, Quénia, Nepal e Sudo (Ferreira, 2019). Da
mesma forma, a LTA constitui problema de saide publica em 98 paises, distribuidos nas

Américas, Europa, Africa e Asia. Nas Américas, em 2018, foram notificados mais de 46 mil
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novos casos da LTA; sendo no Brasil a maior concentragdo de casos, com cerca de 35%
(Wyrepkowski et al., 2020).

O tratamento das doencas é feito a base de antimoniais pentavalentes, anfotericina B e
pentamidinas, os quais sdo de custo elevado, dificil administracdo e podem levar a resisténcia
dos parasitos (Wyrepkowski et al., 2020); com evidencias de eventos adversos tais como:
mialgia e artralgia, arritmia cardiaca, cefaleia, ndusea, vomito, dor abdominal, dor e edema no
local de aplicacdo do medicamento (Holanda et al., 2018).

A classificacdo das leishmanioses como doencas negligenciadas, logo com insuficiente
atencdo das agendas internacionais, com indicadores inaceitaveis e investimentos reduzidos
em pesquisas, produgdo de medicamentos e controle (Oliveira, 2018); bem como a
inexisténcia de vacina e comprovada resisténcia dos parasitos a terapéutica convencional,
devem estimular a Pesquisa & Desenvolvimento (P & D) de novas alternativas e/ou
complementos terapéuticos (Leite et al., 2017).

A transformacdo de uma planta em medicamento, logo um produto tecnicamente
elaborado, implica a utilizacdo de operacdes de transformacdo tecnoldgica, fundamentadas
nos estudos de validacdo, devendo assegurar a preservacdo da integridade quimica e
farmacoldgica do vegetal, garantindo a constancia da acdo bioldgica, seguranca e qualidade
para utilizagéo (Brito et al., 2016; Simdes et al., 2017; Amaral et al., 2021).

Como as espécies vegetais apresentam composi¢cdo quimica complexa, com varios
componentes ativos envolvidos na resposta bioldgica, os quais sofrem influéncia de diferentes
fatores (Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Kunle et al., 2012), a garantia da integridade desses
constituintes € um desafio, justificando a necessidade inerente dos estudos de validagdo
priorizarem 0 desenvolvimento dos estudos de padronizacdo do processamento do material
vegetal alvo da investigacdo e consequente desenvolvimento tecnoldgico do bioproduto, com
énfase nos estudos de espécies vegetais preferencialmente de larga ocorréncia, facil cultivo e
amplo uso popular (Lopes et al., 2020).

Nesse sentido, esse trabalho objetiva desenvolver estudo de padronizagdo dos extratos
das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. (Lauraceae), nome vernacular: canela, espécie
de grande ocorréncia em regifes tropicais e subtropicais do mundo, incluindo o litoral
nordestino brasileiro, especialmente no estado do Maranh&o, com amplo e diversificado uso

popular, incluindo atividade leishmanicida; visando contribuicdo efetiva nos estudos de
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validacdo da espécie, na perspectiva de Pesquisa e Desenvolvimento de novos bioprodutos

como alternativa a leishmaniose.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo botanica

Folhas de Cinnamomum verum foram obtidas por coleta manual no periodo de margo
de 2019, em érea de cultivo, no Horto “Berta Langes de Morretes”, Campus Dom Delgado no
Bacanga, na cidade de Séo Luis (Latitude: -2.53073, Longitude: -44.3068 2° 31’ 51" Sul, 44°
18" 24" Oeste), estado do Maranhdo, Brasil; segundo as determinacOes estabelecidas na
literatura especializada (Peixoto e Maia, 2013). A identificacdo botanica foi realizada no
herbario Herbario do Maranhao (MAR), da Universidade Federal do Maranhéo sob n° 12494.
Obtencéao dos extratos

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa com circulacdo de ar
(temperatura média de 38°C); sequido de trituracdo em moinho de facas, para obtencéo de po
moderamente grosso (250 a 710 um) (Farmacopeia Brasileira, 2019).0 material seco e moido
foi submetido a procedimentos extrativos a frio (maceragcdo com ultrassom e percolacdo) e a
quente (extragcdo por Soxhlet), com etanol a 70%, por periodo médio de 02 (dois) dias para
percolacdo, 01 (um) dia para extracdo por Soxhlet e 01 (um) dia para maceracdo com
ultrassom, utilizando 01 (um) ciclo de 30 minutos. Nesta etapa de estudo foram definidas as
variaveis dos hidromddulos, as relagcbes de droga/solvente determinadas em funcdo da
maceragdo; que foram mantidas constantes nas demais operagOes extrativas. Os extratos
obtidos foram codificados em: MU 1:6 (maceracdo com ultrassom em hidromdédulo 1: 6), MU
1:8 (maceracdo com ultrassom em hidromodulo 1: 8), MU 1:10 (macera¢do com ultrassom
em hidromodulo 1: 10), S 1: 6 (extracdo em aparelho de Soxhlet em hidromodulo 1:6), S 1:8
(extracdo em aparelho de Soxhlet em hidromédulo 1:8), S 1:10 (extracdo em aparelho de
Soxhlet em hidromodulo 1:10), P 1:6 (percolacdo em hidromédulo 1:6), P 1:8 (percolacdo em

hidromodulo 1:8) e P 1:10 (percolacdo em hidromédulo 1:10).

Apds termino das extracdes, as solugdes foram filtradas, com parte do filtrado
concentrado em evaporador rotativo, e o restante acondicionado em frascos apropriados e
mantidas em refrigeracdo até a realizagdo dos ensaios (Barros Neto et al., 1995; Noriega et al.,
2005; Matos, 2009; Simdes et al., 2017; Farmacopeia Brasileira, 2019).
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Desenho experimental

Os ensaios de caracterizacdo quimica e bioldgicos in vitro foram realizados a partir de
planejamento fatorial. Para avaliar a influéncia de variaveis na extracdo, foram considerados
02 (dois) fatores: processo de extracdo em 03 (trés) niveis (maceracdo com ultrassom,
percolacdo e extracdo em aparelho de Soxhlet) e relagdo de hidromddulo (droga/solvente) em
03 (trés) niveis (1:6, 1:8 e 1:10). Como parametros de andlise (variaveis dependentes) foram
empregados: composicdo quimica (rendimento, teor de polifenois totais, teor de flavonoides)
e atividade antioxidante. Adicionalmente, fundamentado na anélise das varidveis dependentes
anteriormente citadas teores fitoquimicos (polifendis totais e flavonoides) e atividade
antioxidante foram selecionados os 02 (dois) extratos com resultados mais expressivos para
analise por Cromatografia Liquida acoplada a Arranjo de Diodos, Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas, analise leishmanicida in vitro contra formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum e ensaio de citotoxidade in
vitro em células normais de macr6fagos RAW 264.7.

Screening fitoquimico

Os extratos das folhas de Cinnamomum verum obtidos por planejamento fatorial
foram submetidos a avaliagdo qualitativos e semi-quantitativos dos constituintes quimicos
(Matos, 2009).

Teor de polifendis totais

Os extratos foram submetidos a avaliacdo quantitativa de polifendis totais por meio de
reagente de Folin-Ciocalteau e carbonato de sodio a 20%, por espectrofotometria
(espectrofotémetro UV-Vis Lambda 35, Pekin Elmer) a 760 nm, apds 2h de reacdo (Abreu et
al., 2006); com resultados expressos como equivalente de &cido galico (%), calculados a partir
de curva padrdo de acido galico (GA) (1 a 30 ug/mL), usada para obtencdo da equacdo da
reta.

Teor de flavonoides

As concentracdes de flavonoides totais foram determinadas utilizando solugédo
metanolica de AICl; 5%, com leituras realizadas em espectrofotbmetro a 425 nm; com
resultados expressos em miligramas de equivaléncia a quercetina (QE) por grama de extrato
seco (Abreu et al., 2006).
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Avaliacao da atividade antioxidante

Os extratos foram submetidos ao método fotocolorimétrico in vitro utilizando o
radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) segundo Brand-Willians et al. (1995)
e Molyneux (2004), com modificagdes. As amostras foram diluidas em diferentes
concentragdes em etanol P.A (5 a 100 ug/mL), em seguida adicionados a solugcdo metabdlica
de DPPH (40 pg/mL). Apds 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 517nm. Padrdes de acido galico, elagico e ascorbico foram usados como
controle positivo, nas mesmas condi¢des dos extratos. A percentagem de descoloracdo do
radical DPPH foi obtida com a equacédo: Atividade antioxidante (%) = [(ADPPH — Aamostra)
/ ADPPH] x 100. Onde ADPPH ¢ a absorbancia do DPPH (controle negativo) e A amostra é a
absorbancia do radical na presenca dos extratos ou dos padrdes. Os resultados foram
expressos como valores de CEsp (concentragdo efetiva 50%), concentracdo do extrato que
causa a perda de 50% da atividade do DPPH.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD)

Foi utilizado o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia modelo Shimadzu (Shimadzu®
Corp., Quioto, Japdo), constituido por um modulo de injecdo de solvente com uma bomba
quaternaria (LC-20AT), detector DAD (SPD-M20A) e da gaiseficador de membrana (DGU-
20As). A coluna utilizada foi Luna 5 um C18 100 A, Phenomenex® (150 um x 4,6 um). Os
solventes de eluicdo utilizados foram A (4gua + 0.01% de &cido férmico) e B (metanol +
0,01% de acido formico). As amostras dos extratos selecionados para esse ensaio foram
eluidas de acordo com o seguinte gradiente: 5% a 100% de B em 0 a 25 min e 100% de B até
30 min. O fluxo foi de 1 mL/min, a temperatura ambiente. O volume de injecdo da amostra
foi de 10 uL. Os dados foram recolhidos e processados utilizando software LC Solution
(Shimadzu®).

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de massa com ionizacdo por
eletrospray (LC-ESI-IT-MS)

Os extratos selecionados foram analisados usando um sistema de cromatografia
liquida Shimadzu® Prominence com duas bombas injetoras automaticas Shimadzu LC-30AD.
Uma coluna C18 Phenomenex® Gemini (250 x 4,6 mm - 5 pum) foi usada nas analises. A
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fases mdveis utilizadas foram: A- &gua ultrapura acidificada (0,01% de acido férmico) e B-
acetonitrila também acidificada (0,01% de acido férmico), a uma taxa de fluxo de 1,0
mL/min, com o gradiente de acetonitrila: 5% a 100% de B em 0 a 25min, de 100% até 100%
de B em 25 a 30min e de 100% a 5% de B de 30 a 35 min. O volume de injecao foi de 10,0
pL. O LC foi acoplado a um espectrometro de massa Amazon Speed ETD- Bruker®,
equipado com ionizacéo por eletrospray (ESI) e um analisador do tipo ion-trap (IT) em modo
negativo, nas seguintes condicdes: voltagem capilar de 4,5 kV, capilar temperatura 325°C,
fluxo de gas de arrastamento (N2) 7 L/min, pressdo do nebulizador de nitrogénio a 29 psi. O
intervalo de aquisi¢do foi m/z 100-1500, com dois ou mais eventos. Os compostos foram
identificados com base na fragmentagdo da massa de ions moleculares.

Avaliacdo in vitro do potencial leishmanicida
Cultivo do parasito e manutencéo das culturas

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/1987/BA-125) e
Leishmania infantum (MCAN/BR/97/P-142) foram cultivadas em meio RPMI suplementado
com Soro Fetal Bovino 10% a temperatura ambiente (25°C); antes de cada experimento foi
observado motilidade flagelar dos parasitos em microscopio 6tico de luz comum (Bezerra et
al., 2006; Reis et al., 2012).

Atividade leishmanicida

A atividade leishmanicida dos extratos de Cinnamomum verum selecionados foi
avaliada pela mortalidade das promastigotas in vitro. Para o ensaio foram adicionados 100 pL
de meio RPMI em placas de 96 pocos, nas quais foram diluidos os extratos selecionados nas
concentragdes de 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pug/mL e 15,75
pg/mL. Cada poco recebeu 10 pL de suspensdo de formas promastigotas de Leishmania
amazonenses e Leishmania infantum, separadamente, contendo 5 x 10° células/mL. Como
controle, foram utilizadas formas promastigotas cultivadas somente em meio RPMI 1640
suplementado. Apo6s os tempos de 24h, 48h e 72h de incubacdo de cada placa em estuda de
demanda biolégica de oxigénio (BOD) a 26°C, respectivamente, foi realizada a contagem do
namero de promastigotas viaveis em camara de Neubauer, sendo calculado o percentual de
inibicdo do crescimento das promastigotas empregado como referéncia o numero de

promastigotas viaveis nos pocos controle (Bezerra et al., 2006; Reis et al., 2012).
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Anélise da citotoxidade em macrofogos

Macréfagos de linhagem murina RAW 264.7 ajustados na concentracdo de 2 x 10°
células/pocgo, ressuspensos em meio RPMI, foram adicionados em placas de 96 pocos e
incubados em estufa de CO, a 37° C por 2 h. Apos esse periodo, 0 meio RPMI foi removido e
adicionado concentracOes variadas dos extratos (500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5
pg/mL, 31,25 pg/mL,15,125 pg/mL), com 03 (trés) pocos contendo apenas RAW e 100 pL
de meio RPMI separados para controle negativo, novamente as placas foram incubadas por
48h. Ao final do periodo, o sobrenadante foi retirado e adicionado a mesma quantidade de
RPMI mais 10 pL de MTT (5 mg/mL) e incubados novamente por 3 h nas mesmas condigdes
de cultivo. Apos a incubacéo, a placa foi centrifugada 1.200 rpm por 10 min a 4 ° C, depois, 0
sobrenadante foi retirado e adicionado 100 pL de DMSO em cada poco, para solubilizacéo
dos cristais derivados da redu¢do do MTT. Com 10 minutos de reacdo, a absorbancia foi
determinada em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540 nm (Ribeiro-Dias et al.,
1999).

Andlises estatisticas

Todos os testes foram realizados em triplicata. Na determinacdo de teor de polifenois
(mgEAG/g), teor de flavonoides (mgEQ/g) e atividade antioxidante (concentracdo efetiva
50%: CE50) os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (X + SD) ou média +
erro padrdo (X = SEM). Os resultados da atividade leishmanicida in vitro expressos em
concentracdo inibitéria que mata 50% das células (ICs) e a concentracdo citotdxica (CCsp)
em células RAW foram calculados por regressdo linear. O indice de seletividade (SI) foi
determinado como a razdo entre CCsy de macrdéfagos e Clsy das formas promastigotas
incubadas por 48 horas. Todos os dados foram plotados e analisados no Programa GraphPad
Prism versdo 8.0, sendo empregados: analise de variancia (ANOVA) One-Way, seguida do
teste de Tukey e, também, o teste F para comparacdo das variancias, onde os valores de
p<0,05 foram considerados significantes.

O planejamento fatorial para o estudo de padronizacdo dos extratos de Cinnamomum
verum foi fundamentado em Barros Neto et al. (1995) com ensaios realizados com variagdo de
todas as variaveis empregadas na parte experimental ao mesmo tempo no intuito tanto de
otimiza-lo, quanto de fornecer informacdes a respeito da influéncia que cada uma das
variaveis independentes exerce sobre o processo isoladamente e da influéncia de suas

interacdes (Noriega et al., 2005).
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RESULTADOS

A tabela 1 fornece resultados sobre os efeitos das variaveis e os valores do teste F,
sendo possivel verificar que os fatores (variaveis independentes) foram significativos. O p-
valor pode variar de 0 a 1, simbolizando probabilidade ou chance do efeito observado em
cada varidvel resposta ser devido aos fatores que estdo sendo investigados, e ndo aos erros
randomicos que causam flutuagdes normais nos resultados. Para que os efeitos observados
sejam significativos estatisticamente, o p-valor deve ser menor ou igual a 0,05; assumindo

como margem de seguranca 5% de chances de erro.

Tabela 1. Teste ANOVA de efeito fixo para o teor de polifendis totais, flavonoides, CE50 do radical DPPH

e IC50.

POLIFENOIS TOTAIS G.L.  Soma de Quadrados QK/?S&?SO Estat. F P-valor
Método extrativo 2 4143,725252 2071,862626  36,4721858 4,6609E-07
Hidromaédulo 2 140,6384519 70,31922593  1,237869655 0,313542359
Método extrativo : Hidromodulo 4 8705,411081 2176,35277 38,31158573 1,41808E-08
Residuos 18 1022,519667 56,80664815
FLAVONOIDES
Método extrativo 2 1697,018719 848,5093593  781,6333858 3,20927E-18
Hidromddulo 2 26,74356296 13,37178148 12,31787336 0,000426077
Método extrativo : Hidromd6dulo 4 2431,651859 607,9129648 559,999797 1,29066E-18
Residuos 18 19,54006667 1,085559259
CE50 (DPPH)
Método extrativo 2 0,136762963 0,068381481  3,855293381 0,040405888
Hidromdédulo 2 0,138718519 0,069359259  3,910419712 0,03887938
Método extrativo : Hidromodulo 4 0,856148148 0,214037037 12,06723742 6,08023E-05
Residuos 18 0,319266667 0,017737037

Na avaliacdo das variaveis dependentes empregadas nesse estudo obtivemos

resultados

gue comprovam

influéncia das

hidroetan6licos de Cinnamomum verum.

variaveis

independentes  nos

extratos

A analise qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes quimicos de todos o0s

extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum obtidos por planejamento fatorial,
demonstraram resultados positivos para alcaloides, compostos fendlicos, saponinas, taninos
condensados, esteroides, flavononois, catequinas e flavononas; com resultados negativos para
cumarinas, taninos hidrolisaveis, triterpenos, antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavondis,

xantonas, chalconas e leucoantocianidinas (Tabela 2). Mas vale enfatizar que ha diferengas
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nas concentracbes semi-qualitativas dos compostos fendlicos, saponinas, taninos

condensados, esteroides e catequinas entre 0s extratos analisados.

Tabela 2. Caracterizacdo qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes quimicos nos extratos
hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl obtidos por macera¢do com
ultrassom (MU), aparelho de Soxhlet (S) e percolacdo (P) nos hidromddulos 1:6, 1:8 e 1:10.

METODO DE EXTRAGAO/RELAGCAO 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 fenolicos + + + + + + ++ ++ ++

cumarinas - - - - - - - - -

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

taninos hidrolisaveis - - - - - - - - .

esteroides + + + +++ 4+ 4+ + + +

triterpenos - - - - - - - - -

antocianinas e
antocianidinas
flavonas, flavonois e
xantonas

chalconas - - - - - - - - .

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

leucoantocianidinas - - - - - - - - .

catequinas + + + +++ ++ ++ 4+ ++ ++

flavononas e G = = S = = S S

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 obtidos por diferentes
procedimentos extrativos e relagdo de hidromddulo. +++ resultado fortemente positivo; ++ resultado moderadamente
positivo; + resultado fracamente positivo; - resultado negativo.
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O extrato de Cinnamomum verum obtido por percolagdo no hidromodulo 1:10 (P 1:10)
apresentou melhor rendimento (21,19%). Teores mais significativos de fenois e flavonoides
foram evidenciados em: a) extrato MU 1:6 (257,947 + 0,388 mg EAG/g) para fendis; b) S
1:10 (83,760 £ 0,053 mg EQ/q) para flavonoides (Tabela 3).

Com base no escore de Melo et al. (2010), todos os extratos de Cinnamomum verum
demonstram boa atividade antioxidante, com resultados mais significativos em S 1:10 (CEsqo:
2,63 +0,05) e P 1:8 (CEsp: 2,27 £ 0,19) (Tabela 3).

Tabela 3. Rendimento (%), Polifendis totais (mgGA)/g, flavonoides (mgQE)/g e atividade antioxidante
por DDPH (CEsp) nos extratos hidroetanolicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl obtidos por
maceracdo com ultrassom (MU), aparelho de Soxhlet (S) e percolagdo (P) nos hidromédulos 1:6, 1:8 e

EXTRATO REND(IO D(/)I)ENTO TgTOA'—I 'SF(Em'\é%'/f) /o FLA(r\n/;)('D\'EC;/'EES Dp(l'j';/rﬁ_fw)
MU 1:6 13,07° 257,947 + 0,388 55,456 + 0,154° 2,78 + 0,13
MU 1:8 14,76° 222,748 + 6,581° 44,374 +1,742° 2,97 +0,31¢
MU 1:10 14,36° 195,776 + 5,999" 53,275 + 1,701° 2,70 + 0,01

S1:6 8,47" 173,130 + 6,674 68,807 + 0,539° 2,98 +0,01¢
S1:8 14,31° 207,990 + 7,339 " 58,615 + 1,211° 2,75 +0,02°
S 1:10 13,45° 204,173 + 18,173 83,760 + 0,053 2,63 +0,05
P 1:6 12,82° 201,204 + 0,777 56,880 + 0,908° 2,76 + 0,05
P1:8 15,16° 210,110 + 2,072 78,598 + 0,582° 2,27 +0,19
P 1:10 21,19 224,020 + 1,166" 50,649 + 0,770° 2,92 +0,01¢

a

indica diferenca significante em relagdo a P 1:10 (rendimento)(p<0,05), ANOVA seguido de Tukey- Kramer; ®indica
diferencgas significativas em relagio a MU 1:6 (polifenois 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 diferencas
significativas em relagio a P 1:8 (DDPH) (p<0,05), ANOVA seguido de Tukey-Kramer. Acido galico (controle positivo):
CEsp: 1,5 pg/mL.

Fundamentado nos resultados das variaveis dependentes teores de fitoquimicos
(polifendis totais e flavonoides) e atividade antioxidante, os extratos hidroetandlicos das
folhas de Cinnamomum verum S 1:10 e P 1:8 foram submetidos a CLAE-DAD (Figura 1),

CLAE-MS (Tabela 4 e figura 2), avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro em
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promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum (Tabela 5) e citotoxicidade
em macrofogos (Tabela 6).

Os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos hidroetandlicos das folhas de
Cinnamomum verum S 1:10 e P 1:8, demonstram perfil cromatografico semelhante nas
amostras em estudo, com picos predominantes nos tempos de retencdo de 11 a 27 minutos.
(Figura 1).
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Figura 1. Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl
obtido em aparelho de Soxhlet na relacdo de hidromddulo de 1:10(A) e percolacdo na relagdo de
hidromédulo de 1:8 (B) analisados por CLAE-DAD no comprimento de onda (X) de 254 nm. Com a
fase mdvel de agua ultrapura acidificada (0,01% de acido férmico) e (metanol + 0,01% de &cido
férmico), a uma taxa de fluxo de 1,0 mL / min.

O perfil dos compostos identificados por espectrometria de massa com ionizagao
electrospray (ESI) no modo negativo dos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum

verum S 1:10 e P 1:8 estdo descritos na tabela 4 e os cromatogramas de caracterizacdo de
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compostos fendlicos desses extratos estdo demonstrados na figura 2; evidenciando
semelhanga entre os extratos analisados.

Com base na desreplicacdo dos espectros de massas obtidos para cada pico foi
possivel identificar 06 (seis) compostos em ambos os extratos. O composto (1) de razédo
massa carga (m/z) 863 corresponde ao trimero de proantocianidina tipo A; ion [M-H]- m/z
415 (composto 2): puerarina, ion [M-H]- m/z 457 (composto 3): epigalocatequina galato, ion
[M-H]- m/z 609 (composto 4): rutina, ion [M-H]- m/z 457 (composto 5): isbmero de
epigalocatequina galato e ion [M-H]- m/z 577 (composto 6): Kaempferol-3- ramnosideo-7-

ramnosideo.
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Figura 2. Cromatogramas de caracterizacdo de compostos fenolicos dos extratos hidroetandlicos das folhas de
Cinnamomum verum J. S. Presl obtidos em aparelho de Soxhlet na relacdo de hidromédulo de 1:10 (A) e por
percolacdo na relacdo de hidromddulo de 1:8 (B), em 281 nm obtidos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa com ionizagao por “electrospray” (LC-ESI-IT-MS) no modo negativo de compostos
fendlicos dos extratos S 1:10 (A) e P 1:8 (B) das folhas de Cinnamomum verum.* indica composto ndo
identificado. Compostos identificados: pico 1 - trimero de proantocianidina tipo A, pico 2 - puerarina, pico 3
- epigalocatequina galato, pico 4 - rutina, pico 5 - epigalocatequina galato isbmero, pico 6 - kaempferol-3-
ramnosideo-7- ramnosideo.
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Tabela 4. Perfil de compostos fendlicos identificados por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria
de massa com ionizacéo por “electrospray” (LC-ESI-IT-MS) no modo negativo dos extratos hidroetanolicos
das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl obtidos em aparelno de Soxhlet (S) na relacdo de
hidromddulo de 1:10 e por percolacdo (P) na relagdo de hidromddulo de 1:8.

EXTRATO NUMERO RT FORMULA MS/MS [M-H]” COMPOSTO
DO PICO (min) MOLECULAR (m/z) QUIMICO
1 11,2 CysH3z6015 863;711;559;540 863 Trimero de
proantocianidina
tipo A
2 13,9 Cy1H200q 831;415;269;161 415 Puerarina
S1:10 3 15,1 CxH15011 169 457 Epigalocatequina
galato
4 16,9 Cy7H30046 609;301;179 609 Rutina
5 18,9 C,,H15011 553;535;421;289 457 Epigalocatequina
galato isbmero
6 20,9 Cy7H30014 577;457;343;285;257 577 Kaempferol-3-
;169 ramnosideo-7-
ramnosideo
1 11,2 CysH36015 863;711;559;540 863 Trimero de
proantocianidina
tipo A
2 14,1 C,1H5,0q 831;415;269;161 415 Puerarina
P1:8 3 15,1 C,,H15011 169 457 Epigalocatequina
galato
4 16,9 Cy7H30046 609;301;179 609 Rutina
5 18,9 C,,H15011 553;535;421;289 457 Epigalocatequina
galato isbmero
6 21,5 Cy7H30014 577;457;343;285;257 577 Kaempferol-3-

;169

ramnosideo-7-
ramnosideo

RT: tempo de retencédo; [M-H]" ion molecular; MS: espectrometria de massa.

Na avaliacdo da atividade leishmanicida dos extratos das folhas de Cinnamomum

verum (Tabela 5) constatou-se que o extrato P 1:8, no tempo de 48 horas, apresentou

resultados mais expressivos na avaliacdo contras formas promastigotas de Leishmania

amazonenses e Leishmania infantum, quantificando Clso de 15,97 pg/mL e 15,32 pg/mL,

respectivamente. No entanto, observou-se diminuicdo da acdo dos extratos nos tempos de 72

horas (Leishmania amazonenses e Leishmania infantum), com o aumento proliferativo das

formas promastigotas e consequente aumento do valor de Clso em relacdo aos tempos de 48 h.
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Tabela 5. Atividade in vitro dos extratos hidroetanélicos das folhas de Cinnamomum verum J.
S. Presl obtidos em aparelho de Soxhlet na relacdo de hidromddulo de 1:10 (S 1:10) e por
percolacdo na relagdo de hidromédulo de 1:8 (P 1:8) contra formas promastigotas de Leish-
mania amazonenses e Leishmania infantum, expressos em valores de Concentracéo Inibitoria
Clso (ng/mL).

VALORES DE Clsy (ng/mL) EM FORMAS PROMASTIGOTAS DE
Leishmania spp.

Leishmania amazonenses Leishmania infantum
EXTRATO 24h 48h 72h 24h 48h 72h
S1:10 112 5A 21,12B 29,22C 61,78A 49 95B 54 57C
P1:8 119,6a 15,97b 17,33lc 107,2a 15,32B 28,89c¢
Pentamidina* 0,52x 0,68y 0,70z 0,62x 0,57y 0,68z

*indica farmaco de referéncia para tratamento da leishmaniose; letras diferentes indicam diferengas estatisticas
entre os extratos testados para mesma espécie (p < 0,05), ANOVA seguido de Tukey-Kramer; letras maidsculas
nas colunas indicam diferencas estatisticas entre valores de Cls, dos extratos e controle, dentro do mesmo tempo
(p <£0,05), ANOVA seguido de Tukey-Kramer.

A citotoxicidade dos extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum S
1:10 e P 1:8 em macréfagos peritoneais (RAW 264.7) (Tabela 6) demonstrou toxicidade
moderada (IS <10) para os macréfagos ndo infectados nos dois extratos, segundo escore de
Dutra et al. (2019).

Tabela 6. Citotoxicidade (CCsp pg/mL) em macrofogos RAW e indice de seletividade dos
extratos hidroetanolicos das folhas de Cinnamomum verum J. S. Presl. obtidos em aparelho de
Soxhlet na relagdo de hidromédulo de 1:10 (S1:10) e por percolacdo na relagdo de
hidromédulo de 1:8 (P1:8) para as formas promastigotas de Leishmania amazonenses e
Leishmania infantum.

EXTRATO MACROFAGOS INDICE DE SELETIVIDADE*
RAW 264.7
CCso (ng/mL) Leishmania Leishmania
amazonensis infantum
S1:10 9,460a 0,44a 0,18a
P1:8 6,667b 0,41b 0,43b

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05), ANOVA seguido de Tukey-
Kramer. CCsy: concentragio que produz 50 % de inibigio de macréfogos peritoneais. * indice de seletividade
(IS) = valor de CCs, em maécrofogos/valor da Cls, das formas promastigotas de Leishmania spp. Clsg:
concentracdo que produz 50 % de inibicdo das formas promastigotas de Leishmania spp incubadas por 48 horas.
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DISCUSSAO

O processo de transformacdo de uma planta em medicamento implica diversas etapas
da pesquisa bésica até o desenvolvimento tecnoldgico do bioproduto em escala industrial para
disponibilizar ao mercado consumidor; etapas, essas que, em conjunto, caracterizam o0s
estudos de validacdo, os quais representam a investigacdo cientifica das propriedades
terapéuticas atribuidas as plantas de uso popular, para permitir emprego como medicamento
em seres vivos. Nas diversas etapas da validacdo, merece destaque a padronizacdo dos
extratos vegetais, pois sao as preparacGes mais frequentemente empregadas desde 0s ensaios
pré-clinicos ao bioproduto final, os quais sdo responsaveis pela atividade biolégica alvo de
investigacdo (Simdes et al., 2017; Hu et al., 2019; Lima et al., 2020; Lazzarotto-Figueird et
al., 2021).

Diversos questionamentos norteiam o delineamento experimental dos estudos de
validacdo, iniciando com as dividas da selecdo da espécie vegetal a ser alvo da investigacao.
Nesse sentido, ha consenso que a selecdo de espécies deve ser fundamentada na referéncia de
amplo uso popular e larga ocorréncia (Amaral et al., 2021).

Embora Cinnamomum verum represente espécie de grande ocorréncia e amplo e
diversificado uso popular, incluindo atividade leishmanicida, até o momento, ndo foram
evidenciados estudos de certificacdo da eficécia e seguranga, o que estimula esse estudo de
validacdo da espécie com énfase a padronizacdo com extratos das folhas de Cinnamomum
verum obtidos por diferentes procedimentos extrativos (maceracdo assistida por ultrassom,
percolacdo e extracdo em aparelho de Soxhlet) e relagdes de hidromodulo (1:6, 1:8 e 1:10),
para avaliacdo da influéncia dessas variaveis no rendimento, teor de polifendis e flavonoides,
atividade antioxidante, perfil cromatogréafico, atividade leishmanicida e citotoxidade in vitro
(variaveis resposta).

Os extratos vegetais, resultado da dissolugdo dos constituintes bioativos de interesse
de uma matriz vegetal complexa, sdo suscetiveis a diversas variaveis que podem influenciar
na composicao quimica e atividade terapéutica, tais como: granulometria do material vegetal,
qualidade e quantidade de solvente, método extrativo, temperatura, tempo, tensao superficial e
pH (Fonséca, 2005; Piovesan, 2016; Bastos et al., 2017; Bajes et al., 2020).

Dentre os diversos métodos de extracdo, a maceracdo, percolacdo e extracdo em

aparelho de Soxhlet sdo os mais frequentemente empregados, classificados em sistema aberto
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ou fechado, frio ou quente, exaustivo ou ndo (Prista; Morgado, 1983; Oliveira et al., 2016;
Simdes et al., 2017).

Na maceracdo a matéria prima vegetal é acondicionada em recipiente fechado, em
temperatura ambiente ou controlada, em contato intimo e prolongado com solvente (horas ou
dias), sob agitacdo ocasional e sem renovacdo do solvente (processo estatico); representando
método simples, préatico e de baixo custo, mas com desvantagem de néo levar ao esgotamento
do material vegetal, além do uso excessivo de solventes organicos ter o potencial de gerar
impacto ambiental e o0 maior tempo de extracdo poder levar a degradacéo do material (Guerra
etal., 2016; Ismail et al., 2019).

Como variagdes da maceracdo convencional, tem: maceracdo dinamica, maceracao
fracionada, remaceracdo, maceragdo em micro-ondas e maceracgdo assistida pelo ultrassom. A
maceracao assistida pelo ultrassom (banho ultrassdénico ou sonda) € reconhecida como mais
eficiente, com maior produtividade, pela capacidade das ondas sonoras ocasionarem variagao
da pressdao no solvente, com a formagdo e colapso de bolhas, ocorrendo o fendmeno da
cavitacdo; favorecendo a extracdo pelo aumento da permeabilidade da parede celular e
aumento da tensdo mecanica das células (NObrega, 2012; Cardoso et al., 2017, Aradljo;
Santana, 2020; Silva et al., 2020).

A percolagdo, como processo dindmico, ocorre com deslocamento do solvente pelo
material vegetal, adequadamente acondicionado no percolador, com arrastamento dos
fitoconstituintes de interesse pela passagem continua do liquido extrator renovado, levando ao
esgotamento da planta através do gotejamento lento do material. Com a cinética do
procedimento, é considerado que a difusdo seja mais rapida, portanto mais produtiva que a
maceracao (Sharapin et al., 2000; Navarro, 2005).

A extracdo em aparelho de Soxhlet € um método continuo, a quente, em sistema
fechado, empregado para extrair solidos em quantidade reduzida de solventes volateis, com
emprego de utensilio adequado; onde em cada ciclo da operagdo, o material vegetal entra em
contato com solvente renovado. A renovacdo do solvente e temperatura (promovendo
aumento da solubilidade de fitoconstituntes, diminuicdo da viscosidade do solvente e aumento
da velocidade de difuséo) sdo fatores que podem favorecer a extragdo; mas a temperatura
também representa desvantagem pelo risco de degradacao de fitoconstituintes termossensiveis
e, consequente, perda de integridade do material vegetal (Migliato et al., 2011; Noriega,
2012).
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Em relagdo a varidvel solvente, dois fatores devem ser considerados: natureza e
quantidade. O solvente deve ser selecionando pela semelhanca com a natureza quimica dos
bioativos de interesse, devendo ser o mais seletivo possivel, para garantir extracdo das
substancias de interesse da matriz complexa e em quantidades adequadas; sendo,
frequentemente, definido com base na semelhanca de polaridade (Migliato et al., 2011,
Nobrega, 2012). A quantidade do solvente a ser empregada na extracdo define o hidromédulo
(relacdo droga: solvente), devendo ser utilizado quantidade adequada que garanta a
otimizacdo do processo, com base no gradiente de concentragdo no meio e rentabilidade
(Noriega et al., 2005; Couto, 2012).

Com base no emprego dessas varidveis independentes e dependentes (varidveis
resposta) empregadas no nosso estudo, foi possivel comprovar que método extrativo e
hidromodulo influenciaram na extracdo das folhas de Cinnamomum verum.

Dada a inexisténcia, at¢é o momento, de estudos de padronizagdo com Cinnamomum
verum, optamos por conduzir a discussdo dos resultados da influéncia das varidveis, com base

em estudos na area realizados com outras espécies vegetais.

Variavel rendimento

Embora maceracgéo assistida por ultrassom e extracdo em Soxhlet sejam reconhecidas
como procedimentos de maior produtividade, no nosso estudo, o extrato hidroetandlico de
Cinnamomum verum obtido por percolacdo no hidroméddulo 1:10, apresentou melhor
rendimento (residuo seco) (21,19%) (Tabela 3).

Cossetin  (2016) em estudo com extrato hidroetandlico 70% das folhas de
Cinnamomum verum, obtido por maceracao, com renovacdo de solventes, por um periodo de
30 dias, obteve rendimento de 22,94%; o que, ndo aparenta discrepancia de resultados quando
comparado ao nosso estudo; alertando que tais autores trabalharam em tempo prolongado.

Empregando rendimento como variavel resposta, estudo de padronizagdo com
extratos de Eugenia florida com variaveis independentes: procedimento extrativo (maceracao
estatica, maceracdo dindmica, maceracdo com ultrassom, percolacdo, extracdo em Soxhlet) e
solvente (etanol, metanol, acetato de etila, cloroférmio, n-hexano), evidenciou melhor
rendimento em percolagdo com metanol (Nobrega, 2012).

Estudo de Silva (2018) de padronizacdo dos extratos hidroalcolicos de Hancornia

speciosa Gomes empregando como Vvariaveis independentes: procedimento extrativo
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(maceracdo, maceragdo com ultrassom, percolacdo e extracdo em aparelho de Soxhlet) e
relagdo de hidromodulo (1:10 e 1:15), constatou que a extracdo em aparelho Soxhlet na
relacdo de hidromodulo de 1:10 obteve o melhor rendimento.

Reconhecidamente a varidvel rendimento deve ser valorizada na extracdo na
perspectiva de rentabilidade do processo, mas vale enfatizar que valores mais expressivos de
rendimento, ndo necessariamente expressam um extrato de qualidade dada a possibilidade de

representar extracdo de constituintes indesejaveis (Couto, 2012; Silva, 2018).

Variavel composi¢do quimica e atividade antioxidante

Com emprego da constituicdo quimica como variavel resposta, os resultados do nosso
estudo, evidenciaram: a) screening fitoquimico: as concentracfes semi-qualitativas de alguns
constituintes sofrem influéncia dos procedimentos extrativos e relacdes de hidromédulo, com
resultados mais expressivos nos extratos S 1:6 e P 1:6 (Tabela 2); b) teores mais expressivos
em MU 1:6 e S 1:10, para teor de fendis e flavonoides, respectivamente (Tabela 3); com
influéncia das duas variaveis independentes; c) atividade antioxidante com resultados mais
expressivos de CEsgp para os extratos P 1:8 e S 1:10, também evidenciando influéncia das duas
variaveis independentes (Tabela 3).

Comparando nossos resultados ao perfil quimico de outros estudos com a espécie,
constatamos que Gomes et al. (2016), com extratos hexanicos, metandlicos e acetato de etila
das folhas de Cinnamomum verum, demonstraram presenca de acUcares redutores, fendis,
taninos, esteroides, triterpenoides, alcaloides, antraquinonas, saponinas espumidica e
flavonoides. Cossetin (2016), com extrato das folhas de Cinnamomum verum (solvente:
etandlico 70%, procedimento: maceracdo com renovacdo de solventes), revelou teor de
polifendis de 80,65 mg EAG/g, logo inferior ao nosso estudo; e semelhante teor de
flavonoides (50,67mg EQ)/g). Diferencas qualitativas e quantitativas de fitoconstituintes
podem ser explicadas 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, poluicdo atmosférica e acdo de
patdgenos; e ainda, alteracdes em fungéo das condicbes de processamento do material vegetal,
com énfase as variaveis da extracdo, relacdo de hidromodulo e métodos extrativos (Gobbo-
Neto; Lopes, 2007; Simdes et al., 2017; Silva, 2018).
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A boa atividade antioxidante pode ser justificada pelos significativos teores de
polifendis e, principalmente, aos teores de flavonoides apresentados para esses extratos, visto
que, compostos fendlicos sdo antioxidantes efetivos devido as suas propriedades sequestrantes

de radicais livres e por quelar ions metalicos (Kandaswami e Middleton, 1994; Gallo, 2010).

Na avaliacdo de estudos de padronizacdo de extratos vegetais, correlacionando as
variaveis dependentes empregadas no nosso estudo (polifenois, flavonoides e/ou atividade
antioxidante) e independentes, destacamos:

a) polifendis, flavonoides e atividade oxidante como variaveis resposta,
comprovam a influéncia de diversas varidveis, tais como: carga de farmaco no extrator,
relacdo solvente (etanol/agua) e tempo de extracdo (Costa-Machado et al., 2012);
procedimentos extrativos e hidromodulo (Trabulsi Filho et al., 2013); temperatura e tempo
(Bassani et al., 2014); solvente (Karahan et al., 2014; Hou et al.; 2016);

b)  teores de polifenois e flavonoides como variaveis respostas indicam influéncia
de: solvente, calor e pressdo na extracdo (Jose et al., 2015); temperatura e solvente (Kim et al.,
2018);

C) teores de flavonoides e atividade antioxidante sofre influéncia de: solvente,
temperatura e tempo de extracdo (Hinneburg; Neubert, 2005);

d) teores de compostos fenolicos séo influenciados por: relacdo droga: solvente,
tempo e temperatura de extracdo (Samavatia et al, 2014); procedimento extrativo, solvente,
tempo (Oludemi et al., 2018).

e) teores de flavonoides: temperatura (Liu et al, 2000); procedimento extrativo,
natureza do solvente, temperatura e numero de ciclos de extracdo (Zgorka, 2009); pH
(Bordignon Jr. et al., 2009); varidveis da extracdo em micro-ondas (poténcia e tempo de
irradiacdo), solvente (Zhang et al.; 2009); solvente (Borella et al., 2012; Noriega et al., 2012);
tempo da extracdo e da relacdo droga: solvente (Vieira et al., 2013).

Com base nos teores de fitoquimicos (polifendis totais e flavonoides) e atividade
antioxidante, os extratos hidroetandlicos das folhas de Cinnamomum verum S 1:10 e P 1:8
foram submetidos a CLAE-DAD (Figura 1), CLAE-MS (Tabela 4 e Figura 2), avaliacdo da

atividade leishmanicida in vitro (Tabela 5) e citotoxicidade em macrofogos (Tabela 6).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hinneburg+I&cauthor_id=15631500
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Neubert+RH&cauthor_id=15631500
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Os perfis cromatograficos mostram semelhancas entre os dois extratos selecionados (S
1:10 e P 1: 8), evidenciando que ndo houve influéncia do procedimento extrativo (percolacéo

e extracdo em Soxhlet) e relacdo de hidromodulo (Figuras 1 e 2).

Variavel atividade leishmanicida e citotoxicidade

J& na avaliagdo da atividade leishmanicida, o extrato P 1:8, no tempo de 48 horas,
apresentou resultados mais expressivos na avaliacdo contras formas promastigotas de
Leishmania amazonenses e Leishmania infantum, comprovando a influéncia das duas
variaveis independentes (Tabela 5).

Estudos realizados por Kumar et al. (2009) e Nascimento (2016), demonstraram que a
toxicidade é diretamente proporcional a concentracdo da amostra e ao tempo de exposi¢ao,
concordando com nossos resultados, visto que, a exposi¢do das cepas nos periodos de 24
horas, mostrou maior viabilidade, demonstrando uma correlacdo direta ao tempo de
exposicao.

No entanto, observou-se diminuicdo da acdo dos extratos nos tempos de 72 horas
(Leishmania amazonenses e Leishmania infantum), com o aumento proliferativo das formas
promastigotas e consequente aumento do valor de ICs, em relagdo ao tempo de 48 horas,
nesse caso, sugere-se que possa ter ocorrido alteracdo na integridade (composi¢do quimica)
dos extratos, e consequente estabilidade, ocasionando perda de bioativos, como a reducgéo de
polifendis por alteracdes de calor, levando ao aumento da 1Csp.

Paula et al. (2019) constataram que variacdes de pH, temperatura e luminosidade,
ocasionam perda de integridade, como a degradacdo rédpida das antocianinas, compostos
fendlicos responsaveis pela coloracdo dos frutos e que apresentam como principal
caracteristica seu efeito antioxidante.

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz; além de outros relacionados ao proprio produto, como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de
embalagem (Brasil, 2005; Ortmann, 2013).

Em relacéo a citotoxicidade em macrdfagos, tambem foi evidenciado a influéncia das

duas variaveis independentes nos extratos S 1:10 e P 1:8, com resultados indicando diferencas
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significativas. Assim, essas variaveis respostas (perfil cromatografico, atividade leishmanicida
e citoxicidade) sofrem influéncia do procedimento extrativo e hidromodulo (Tabela 6).

Composicédo quimica e atividade bioldgica

Na avaliagdo da composi¢do quimica e resposta bioldgica do nosso estudo a demais
trabalhos, evidenciamos presenca de fitoconstituintes que justificam a acdo leishmanicida
comprovada nos extratos hidroetanolicos das folhas de Cinnamomum verum.

A atividade leishmanicida de compostos fenolicos € comprovada e bem descrita na
literatura (Oliveira, 2016; Dutra et al., 2019).

Estudos evidenciam que polifendis, terpenoides, alcaloides, flavonoides e taninos
exercem atividades sobre protozoarios dos géneros Plasmodium, Trypanosoma, Leishmania,
Trichomonas e vermes intestinais (Sharma et al., 2017; Batiha et al., 2020). Esses
fitoconstituintes interferem em alvos centrais dos parasitas, como DNA (intercalagéo,
alquilacdo), integridade de membrana, microtdbulos e transducdo de sinal neuronal,
sinalizando, assim, para fonte de diversidade quimica no desenvolvimento de novas drogas
antiprotozoarias (Wink, 2012).

Dutra et al. (2019) sugeriram que a melhor atividade da fracdo acetato de etila (FAE)
de amostras da geopropolis de Melipona fasciculata em formas promastigotas e amastigotas
intracelulares de Leishmania amazonensis esteja relacionada com a presenca e maiores
concentracgdes de acidos fenolicos, acido galico (40,5%) e acido elagico (31,6%).

Ponte-Sucre e Padron-Nieves (2018) relatam que flavonoides se mostram promissores
para reverter a resisténcia de fendtipos de Leishmania a alguns farmacos, dentre eles, o
antimonio, o que e favoravel ao atual tratamento de primeira escolha.

Quanto ao possivel mecanismo de acdo para reducdo da taxa de infeccdo ocasionada
por compostos fendlicos, é referido que os flavonoides estdo envolvidos na via biosintética da
poliamina, uma via essencial para o crescimento de Leishmania que é vital para a producao de
tripanotiona, 0 composto antioxidante Trypanosomatidae; constatando que a inibicdo da
enzima arginase do parasito pela quercetina pode diminuir a producdo de tripanotiona,
aumentando o efeito terapéutico de espécies reativas de oxigénio (ERO) produzida pela célula
hospedeira (Brigido et al., 2020).

Uma das principais caracteristicas do flavonoide quercetina no organismo, € a inibigédo

da atividade da arginase e a antioxidacao através da inibicdo de radicais livres, dividida em
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trés modos: a) indugdo da producéo e interagdo com ions superdxido (peroxido de hidrogénio)
e de outras especies reativas de oxigénio por células infectadas por Leishmania, assim,
resultando em disfuncdo mitocondrial e morte do parasito; b) formacéo de radicais hidroxilas
a partir da quelacdo de ions ferro no organismo e c¢) na peroxidacdo lipidica por reagir com
radicais peroxi de lipideos (MENEZES, 2018).

Além disso, os compostos fendlicos escoporona, rutina e quercetina mostraram
atividade contra as formas promastigota e amastigota de Leishmania infantum, atuando como
inibidores da enzima acetil-colinesterase (AChE), causando danos nas membranas do
protozoéario (Vila-Nova et al., 2012). Portanto, a inibicdo desta enzima pode contribuir para o
mecanismo da acdo antileishmanial; assim, considerando que Leishmania infantum necessita
de colina para sintetizar fosfolipideos de membrana, a presenca de acetilcolinesterase
resultaria em um declinio de colina e, consequentemente, a membrana do parasito perde a
consisténcia, podendo sofrer lise (Martins et al., 2018).

Analisando os fitoconstituintes identificados no nosso estudo e potencial
leishmanicida, constatamos que estudo de Kiderlen et al. (2001) comprova potente atividade
anti-Leishmania em amastigotas de Leishmania donovani, associando a presenca de
proantocianidinas diméricas e triméricas

Casanova et al. (2020) identificaram que proantocianidinas dimeras do tipo A inibiram
significativamente a sobrevivéncia intracelular de amastigotas de Leishmania donovani,
agindo como inibidores ndo competitivos de nucleosideo hidrolase (NH), enzimas localizadas
no citosol, essenciais para a captacdo de bases nitrogenadas livres necessarias para a
biossintese do DNA e RNA do parasita.

Indcio et al. (2021) sugerem que o fendlico epigalocatequina galato, reconhecido
antioxidante, age em formas promastigotas de Leishmania infantum inibindo
competitivamente a atividade do tripanotiona redutase (TR), uma enzima central da
homeostase redox da Leishmania, causando um desequilibrio oxidativo que leva a diminuicdo
do potencial de membrana mitocondrial, reduzindo assim a concentragéo de ATP intracelular,
resultando na destruicdo de componentes macromoleculares celulares, promovendo a morte
do parasita.

Puerarina é uma importante isoflavona conhecida pela eficaz atividade antioxidante
(Zhou et al., 2019; Wang et al., 2020). Da mesma forma, o composto Kaempferol-3-

ramnosideo-7-ramnosideo (Kaempferitrin) € um flavonoide descrito por suas agdes


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5486199
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antioxidantes (Onkokesung et al, 2014; Lira et al., 2022). Apesar de ndo existir na literatura,
até o momento, estudos que comprovem a atividade anti-Leishmania desses dois compostos,
ha indicativos da correlacdo direta entre o efeito antioxidante dos flavonoides e atividade
leishmanicida, bem como seus possiveis mecanismos de acdo, o que sinaliza que esses
compostos podem ser potenciais alternativas para o estudo anti-Leishmania, necessitando de
maiores investigagoes.

Na P & D de novos bioprodutos leishmanicida, um importante critério é a avaliacdo de
sua toxicidade em células do hospedeiro, para contribuir na definicdo de pardmetros de
seguranca (Santos et al., 2013).

Os macrofagos séo células fagociticas encontrados em todos os tecidos do corpo, onde
ingerem e processam materiais estranhos, células mortas e detritos, recrutando macrofagos
adicionais em resposta a sinais inflamatérios (Murray; Wynn, 2011). Os macrofagos
desempenham um papel duplo na infeccdo por Leishmania, essas células sdo responsaveis
pela destruicdo de parasitos internalizados, mas também podem fornecer um local seguro para
a replicacdo de Leishmania (Tomiotto-Pellissier, 2018).

Singh et al. (2009) analisaram o efeito citotoxico do extrato aquoso das cascas
de Cinnamomum verum em varias linhagens celulares e atribuiram a diminuicdo da
viabilidade celular, sobretudo em células cancerosas, a presenca de compostos polifendlicos
do extrato; provavelmente por sua capacidade de funcionar como antioxidantes e, também,
pela inibicdo da proliferacdo e alteracdo o ciclo celular através do potencial de interagir com
atividades de sinalizacdo de fosforilacdo/desfosforilacdo. Sowa et al. (2020) também
relacionaram o efeito citotoxico das espécies vegetais testadas as substancias polifendlicas.

Analisando esses trabalhos aos resultados do nosso estudo, podemos inferir que o
perfil citotdxico da espécie estd relacionado aos altos niveis de substancias polifendlicas
quantificadas (Tabela 3). Contudo, estudo de Singh et al. (2009) também detectaram uma taxa
de sobrevivéncia de 80% - 100% em macrofagos ndo infectados (RAW 264.7), quando
expostos ao extrato aquoso das cascas de Cinnamomum verum. Embora nosso estudo tenha
sido realizado com as folhas, variaveis de extracdo e metodologias de andlises de citotoxidade
diferentes, a analise conduzida por Singh et al. (2009), revela um perfil atdxico de
Cinnamomum verum para essas linhagens, dessa forma, ndo descartando os beneficios da
espeécie, visto que, maiores investigacoes que identifiqguem o perfil de toxicidade da espécie

s80 necessarias.
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Diante do resultados apresentados, com evidencias do potencial leishmanicida dos
extratos de Cinnamomum verum, podemos evidenciar que, embora nosso estudo tenha como
limitacbes o emprego de apenas duas variaveis independentes (procedimento extrativo e
relacdo de hidromodulo), € possivel inferirmos que a constatacdo da influéncia dessas
variaveis, especialmente na resposta bioldgica, deve estimular a continuidade dos estudos
nessa linha de investigacdo, quer na elucidacdo das demais varidveis para otimizacdo dos
extrativos, quer na continuidade dos estudos pré-clinicos dado potencial leishmanicida

evidenciado.

CONCLUSAO

O desenho experimental empregado nesse estudo possibilitou definir as variaveis que
interferem nos extrativos das folhas de Cinnamomum verum, indicando que procedimentos
extrativos e relacdo de hidromodulo influenciam na qualidade dos extratos, comprovando
melhores resultados nos extratos obtidos em aparelho de Soxhlet em hidromddulo 1:10 e
percolacdo em hidromddulo 1:8; permitindo, assim, a padronizacdo da espécie com base
nessas variaveis.

A comprovacdo da atividade leishmanicida in vitro contra as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e Leishmania infantum, dada presenca de compostos fenolicos, com
énfase a: trimero de proantocianidinas tipo A, puerarina, rutina, epigalocatequina galato,
isdmero de epigalocatequina galato e kaempferol-3- ramnosideo-7- ramnosideo, evidenciam o
potencial da espécie na continuidade dos estudos para certificacdo de eficacia e seguranca na

perspectiva de novas opcdes e/ou complementos terapéuticos no tratamento da leishmaniose.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados nesse estudo permitem concluirmos:

v A espécie Cinnamomum verum tem potencial para avangar em Pesquisa e
Desenvolvimento, na perspectiva real de obter novas opg¢des terapéuticas, tendo em vista o
amplo e diversificado uso terapéutico popular; com eficicia terapéutica comprovada como
antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano, curativo, vasodilatadoras, gastroprotetor entre
outros; 0 que pode ser atribuido a presenca de compostos fendlicos evidenciados em varios

estudos.

v A espécie apresenta potencial de investimento tecnol6gico na area de medicamentos, o
que deve estimular a continuacdo dos estudos de validacdo; com énfase nos estudos botanicos
para definir parametros de autenticidade da espécie, estudos de toxicidade e elucidagdo dos

mecanismos de acao.

v' Com base nos parametros de analise empregados para esse estudo de padronizacéo,
podemos constatar que os extratos S 1:10 e P 1:8 apresentaram resultados mais expressivos,
comprovando que procedimento extrativo e relacdo de hidromddulo influenciam na obtengéo

dos extratos da espécie em estudo.
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