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RESUMO

A obesidade ¢ uma das doengas mais estudadas no mundo, tendo em vista seu crescente
aumento e envolvimento em varias comorbidades. Neste contexto, o presente trabalho visa
avaliar os extratos brutos de folhas e cascas de Cinnamomum zeylanicum no emagrecimento de
ratos ap6s indugdo de obesidade com dieta ocidentalizada, assim como, avaliar o perfil
fitoquimico e a toxicidade dos extratos em ratos. O estudo foi realizado através de método
experimental, desenvolvido no Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia Experimental do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. O material vegetal foi
coletado no campus da UFPE e os espécimes foram depositados no herbario do IPA. Os extratos
foram obtidos por turbolise, e como solvente foi utilizado acetona:agua (7:3, v/v) na propor¢ao
10% (p/v). Foi realizada a prospeccao fitoquimica através da CCD e avaliacdo da toxicidade
aguda in vivo pelo método da OECD 423. Para a avaliacdo da atividade antiobesidade dos
extratos brutos foram utilizados 48 ratos machos, que foram divididos, inicialmente, em dois
grandes grupos: Normonutridos (23 ratos) e Obesos (25 ratos). Os animais dos grupos
normonutridos receberam dieta padrdo para roedores da marca Presence® e os animais dos
grupos obesos foram alimentados com a dieta hipercaldrica (dieta ocidentalizada), do 21° ao
120° dia de vida. Apos 74 dias de desmame, ja estabelecido o quadro de obesidade, os ratos
foram divididos em 6 subgrupos e receberam adi¢@o de tratamento por gavagem durante 21 dias
na dose de 200 mg/kg. Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados e sacrificados.
Foi avaliado o peso corporal, consumo de 4gua e racdo, analises bioquimicas, hematoldgicas e
histopatologicas. Os resultados obtidos mostraram que os animais dos grupos obesos
apresentaram importante queda no consumo alimentar e peso corporal. O estudo fitoquimico
identificou a presenca de taninos hidrolisaveis, taninos condensados, flavonoides, terpenos,
esteroides, saponinas e agucares redutores nos extratos. O estudo mostrou que os extratos de
canela apresentam baixa toxicidade aguda oral, possui propriedades emagrecedoras, ¢ ainda
com a vantagem de prevenir, ou talvez até o reverter a esteatose hepatica favorecida pela dieta
ocidentalizada.

Palavras-chave: Obesidade. Cinnamomum zeylanicum. Extratos. Toxicidade. Ratos.



ABSTRACT

Obesity is one of the most studied diseases in the world, due to its increasing increase and
involvement in several comorbidities. In this context, the present work aims to evaluate the raw
extracts of leaves and barks of Cinnamomum zeylanicum on the weight loss of rats after
induction of obesity with westernized diet, as well as to evaluate the phytochemical profile and
the toxicity of extracts in rats. The study was carried out through an experimental method,
developed in the Laboratory of Pharmacology and Experimental Cancerology of the
Department of Antibiotics of the Federal University of Pernambuco. The plant material was
collected on the UFPE campus and the specimens were deposited in the IPA herbarium. The
extracts were obtained by turbolysis, and acetone: water (7:3, v/v) in the proportion 10% (w/v)
was used as the solvent. In order to evaluate the antiobesity activity of the crude extracts, 48

male rats were used, which were initially divided into two groups: Normonutrient (23 rats) and
Obese (25 rats). The animals from the normonutrient groups received a standard rodents feed
(Presence®) and the animals from the obese groups were fed the hypercaloric diet (westernized
diet) from the 21st to the 120th day of life. After 74 days of weaning, once the obesity was
established, the rats were divided into 6 subgroups and received addition treatment by gavage
for 21 days at a dose of 200 mg/kg. At the end of the treatment, the animals were anesthetized
and sacrificed. Body weight, water and feed intake, biochemical, hematological and
histopathological analyzes were evaluated. The results showed that the animals of the obese
groups had an important decrease in food consumption and body weight. The phytochemical
study identified the presence of hydrolyzable tannins, condensed tannins, flavonoids, terpenes,
steroids, saponins and reducing sugars in the extracts. The study showed that the extracts of
cinnamon present low acute oral toxicity, have function related to weight loss, and still have
the advantage of preventing or even treating the hepatic steatosis produced by the westernized
diet.

Keywords: Obesity. Cinnamomum zeylanicum. Extracts. Toxicity. Rats.
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1 APRESENTACAO

1.1 Caracterizacdo do problema

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade vem aumentando rapidamente no mundo, e tém-
se verificado uma mudanga acentuada no indice de massa corporal (IMC) da populacao,
resultando em reducdo da desnutri¢ao ¢ aumento da obesidade (POPKIN, 2008).

A obesidade pode ser conceituada como o excesso de gordura corporal sob a forma de
tecido adiposo, gerada pelo balango energético positivo, ou seja, a quantidade de energia
ingerida ¢ maior que a energia gasta nas fungdes vitais e atividades em geral (ENES et al.,
2010). Ela ¢ considerada, em paises desenvolvidos, um importante problema de saude publica
e atinge grande parte da populagdo mundial (IBGE, 2009).

A etiologia da obesidade ¢ multifatorial, ndo podendo ser explicada facilmente, pois um
conjunto de fatores bioldgicos, psicoldgicos, econdOmicos, sociais, comportamentais e
ambientais se inter-relacionam, causando o excesso de gordura corporal (MENDONCA et al.,
2010; SANTOS et al., 2011).

De acordo com a organizagdo mundial da saude - WHO, em 2014 mais de 1,9 bilhdes
de adultos estavam acima do peso, € mais de 600 milhdes obesos (WHO, 2015). No Brasil, uma
pesquisa realizada pelo Ministério da Satide em 2009 revelou que a obesidade aumentou entre
os brasileiros, sendo o indice maior entre as mulheres do que entre os homens (MS, 2009).

A obesidade esta associada a outras doengas como sindrome metabolica, diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemias e hipertensdo arterial sistémica, que influenciam a qualidade de
vida do individuo (PARK et al., 2013). Além disso, a obesidade pode levar a disturbios
psicossociais, depressdo, transtornos de ansiedade e alteragdo de imagem corporal. Todos esses
fatores confirmam que o acimulo de gordura corporal ¢ grave problema mundial, levando ao
aumento substancial dos recursos de satude ¢ elevados custos econdmicos (SILVA et al., 2013).

Existem inimeros métodos de tratamento para a obesidade. Sendo que a mudanca do
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estilo de vida com dietas que envolvem restri¢ao calorica ¢ a mais consagrada. Além disso, em
qualquer terapia a pratica de exercicios fisicos devem estar presentes. O método farmacologico
que atualmente estd em maior evidéncia ¢ a Sibutramina, uma vez que as anfetaminas foram
proibidas de serem comercializadas no Brasil em outubro de 2011 (MOURA, 2011). As técnicas
cirargicas devem ser consideradas como ultimo recurso, ou seja, em estagio de obesidade
moérbida (ABESO, 2010). A escolha do tratamento deve basear-se na gravidade do problema e
na presenga de complicagdes associadas.

A busca de terapéuticas complementares no tratamento da obesidade inclui o uso de
plantas medicinais, amplamente comercializadas em farmdacias na forma de fitoterdpicos. No
entanto, apesar da ampla oferta destes produtos, ¢ escassa a literatura cientifica sobre os efeitos
destas plantas em seres humanos e sua validagdo no tratamento da doenga (NEWALL et al.,
2002; FONTENELE et al., 2013). Grande parte dos estudos realizados com fitoterapicos cita a
Camelia sinensis (Cha verde), Cynara scolymus (Alcachofra) e Phaseolus vulgaris (feijao
branco) como sendo eficazes no tratamento da obesidade e na perda de peso (NEWALL et al.,
2002; MOREIRA et al., 2009; ABESO, 2013).

Estudo em animais ¢ humanos, envolvendo individuos com a Sindrome Metabdlica,
Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 e sindrome dos ovdrios policisticos, demonstram efeitos
benéficos utilizando canela (Cinnamomum sp.) relacionados a glicose, insulina, lipidios e
antioxidantes; também, podem ocorrer efeitos na massa corporal magra e composi¢ao corporal
e resposta inflamatoria (ANDERSON, 2008).

Neste contexto, diante da necessidade de opgdes alternativas no tratamento da
obesidade, o presente trabalho propde-se a analisar a acdo dos extratos brutos de Cinnamomum
zeylanicum em ratos obesos. Podendo esta planta ser uma alternativa vidvel para o

desenvolvimento futuro de um fitoterapico eficaz e seguro.
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1.2 Justificativa

A obesidade ¢ um problema de satde publica, sendo um fator de risco para patologias
graves, como o diabetes, doencgas cardiovasculares e alguns tipos de canceres. Atualmente o
percentual de pessoas obesas igualou e/ou superou o percentual de pessoas subnutridas, fato
que ocorreu pela primeira vez na histéria da humanidade. Dentre as varias causas da obesidade,
o consumo de alimentos industrializados e o sedentarismo ainda sdo as principais.

A organiza¢cdo mundial da saude ja considera a obesidade uma epidemia global do
século XXI. Ela atinge homens e mulheres de todas as idades, etnias e classes sociais, reduz a
qualidade de vida e tem elevadas taxas de morbidade e mortalidade. No entanto, os avangos
ocorridos nos conhecimentos sobre a obesidade, ndo foram acompanhados de grandes
progressos no que se refere ao seu tratamento.

A utilizagdo de plantas para fins medicinais ¢ uma pratica antiga, porém nos ultimos
anos o uso de medicamentos fitoterapicos tem sido largamente difundido no tratamento de
varias doengas, inclusive no tratamento da obesidade. Dentre a grande variedade de plantas
medicinais estd a Cinnamomum zeylanicum, conhecida como “canela-da-india” ou “canela-do-
ceildo”. Ela ¢ eficaz no tratamento de varios problemas de saude e apresenta muitas
propriedades bioldgicas, como antioxidante, antimicrobiana e hipoglicemiante.

Assim, afim de verificar a eficdcia dessa planta em atenuar ou tratar as repercussoes
trazidas pela obesidade, um estudo com os extratos brutos de Cinnamomum zeylanicum foi
desenvolvido para uma melhor compreensdo da sua atividade antiobesidade, assim como

também, para verificar a toxicidade dos extratos em ratos e avaliar o perfil fitoquimico.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

e Avaliar em ratos o potencial antiobesidade de extratos brutos de folhas e cascas do caule
de Cinnamomum zeylanicum (canela).

1.3.2 Objetivos Especificos

e Coletar, identificar e tratar as folhas e cascas do caule de C. zeylanicum;

e Preparar e caracterizar os extratos brutos (EB) a partir das folhas e cascas do caule de
C. zeylanicum,

e Avaliar a toxidade aguda em dose Unica de EB de folhas e cascas de C. zeylanicum;
e Induzir a obesidade em ratos;

e Verificar o possivel efeito antiobesidade dos extratos brutos de C. zeylanicum através
de parametros morfoldgicos, bioquimicos, hematoldégicos e histologicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

2.2 Etiologia da Obesidade

A obesidade, talvez seja a enfermidade mais antiga que se conhece. Pinturas e estatuas
em pedras ja apresentavam mulheres obesas (REPETTO, 1993). Hipocrates, na medicina greco-
romana, ja alertava, no entanto, sobre os maleficios da obesidade para a saide humana ao
afirmar que a morte subita era mais comum em individuos com excesso de gordura corporal.
No Império Romano, o corpo belo era o corpo magro e esbelto, o que obrigava as damas a
fazerem prolongados jejuns. Essa mudanca no padriao de beleza, também ¢ possivel ser
verificada por meio da Historia da Arte, uma vez que, as obras do século XIII a XX retratam
poucas figuras mitologicas ou pessoas obesas (CUNHA et al., 2006).

Ao longo do tempo, por conta do surgimento de novas necessidades humanas, os
padrdes de beleza e a composi¢do corporal dos homens foram se modificando. A partir de
meados da década de 1990, a obesidade tornou-se preocupacdo mundial; desde entdo sua
prevaléncia vem aumentando de maneira alarmante em praticamente todos os paises. S@o
apontados como causas a diminui¢do da atividade fisica € o maior consumo de alimentos pobres
em nutrientes e em fibras e de alta densidade energética (OPAS, 2009). Aliado a isso, a inovagao
tecnologica tem corroborado com o aumento da obesidade, como: os automoveis, que
promovem menor deslocamento e menor gasto energético; os aparelhos eletronicos, televisao,
computador e video game, que proporcionam diversas formas de lazer que ndo propiciam o
gasto energético adequado das calorias ingeridas (ESCOBAR et al., 2007; FARIAS et al.,
2009).

Ha evidéncias, também, que fatores genéticos podem influenciar no desenvolvimento

da obesidade. Sabe-se que os fatores hormonais e neurais, que influenciam os sinais de curto e
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longo prazo relacionados a saciedade e a regulacdo do peso corporal normal, sdo determinados
geneticamente. Alguns estudos tém mostrado a a¢do do hormoénio leptina no desenvolvimento
da obesidade, visto que a leptina atua na reducao do consumo alimentar e no aumento do gasto
energético. Apesar de pessoas obesas apresentarem niveis elevados de leptina, a falha pode
estar em seu receptor ou ocorrer por diminui¢ao na sensibilidade do organismo aos efeitos da
leptina (FERREIRA et al., 2000).

Alguns autores salientam os fatores socio-econdmicos como determinantes para essa
problematica. O padrdo alimentar vem sendo modificado ao longo da historia em fungdo de
varios aspectos, como por exemplo, o maior poder aquisitivo da sociedade moderna
(CAVALCANTI et al., 2008). De acordo com Campos e colaboradores, em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, a obesidade esta associada ao maior nivel socioeconomico.
Isso porque existe uma maior disponibilidade de alimentos com maior densidade energética e
pela reducdo da atividade fisica nesses estratos sociais (CAMPOS et al., 2006). Nos paises
desenvolvidos, a obesidade tende a ser mais frequente nas camadas da populagdo com menor
renda. Devido a tendéncia da populagdo de um modo geral, em substituir as principais refeigdes
por lanches rapidos, conhecidos como fast-food (LOPES et al., 2010).

Também se destacam os fatores de ordem psicoldgica e psiquica, sendo estes, na maioria
das vezes, ligados a questdes comportamentais que resultam, por fim, na falta de adaptacao
social do sujeito e, consequente, desenvolvimento de transtornos psicologicos. Dentre estes
fatores psicologicos apontados como relacionados com o desenvolvimento de obesidade,
podemos citar: a baixa auto-estima, a ansiedade e a depressio (CHAVES et al., 2008;
DALCASTAGNE et al., 2008).

Por isso, torna-se relevante combater ou lancar mao de mecanismos que evitem ou

limitem a obesidade, conhecer os principais héabitos alimentares e comportamental dessas
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pessoas para obter informagdes que possam fundamentar as intervengdes terapéuticas e

preventivas nestas condicdes.

2.3 Epidemiologia da Obesidade

A obesidade ¢ uma condig¢do corporal caracterizada pelo excesso de tecido adiposo no
organismo. Ja ¢ de consenso na literatura que a obesidade se trata de uma doenga resultante de
um desequilibrio nutricional provocado por um balango energético positivo que se d4, por sua
vez, na medida em que o sujeito ingere mais energia do que ¢ capaz de gastar. Assim, tem-se
um acumulo de energia que, por acdo do hormoénio insulina, ¢ convertida a gordura
(LIBERATORE JUNIOR et al., 2006; BARBIERI et al., 2010).

O excesso de peso (incluindo as condi¢gdes de sobrepeso e de obesidade) constitui o
quinto fator de risco mais importante para a carga global de doencas, além de serem
responsaveis pelo aumento no desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis, como
o diabetes mellitus (WHO, 2009). De acordo com o relatério da Global Health Burden, ligado
a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 3 milhdes de pessoas foram vitimas de obesidade
moérbida em 2010. O numero ¢ trés vezes maior que o de mortos por desnutricdo (WHO, 2011).
Estimativas para 2020 apontam cerca de cinco milhdes de 6bitos atribuidos ao excesso de peso
(WHO, 2003; 2011).

Os nimeros mundiais da prevaléncia de obesidade quase dobraram desde 1980. Em
2008, mais de 1,4 bilhdo de adultos estavam acima do peso. Destes, mais de 200 milhdes de
homens e quase 300 milhdes de mulheres eram obesos (WHO, 2011).

Em 2014, cerca de 2 bilhdes de adultos estavam acima do peso, e mais de 600 milhdes
de adultos eram obesos (WHO, 2015). Estima-se que, a nivel mundial, existem
aproximadamente 150 milhdes de escolares com excesso de peso, e quase 45 milhdes destes

sdo obesos (IOTF, 2013).
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O Relatério Mundial de Saude da OMS com dados de 2008 revela que os maiores
indices de obesidade em adultos (acima de 20 anos) se concentram nos continentes americano
(23,5% em homens e 29,7% em mulheres) e europeu (20,4% em homens e 23,1% em mulheres),
enquanto os menores indices se concentram nos continentes asiatico (1,7% de homens obesos
e 3,7% de mulheres obesas) e Oceania (5,1% de homens obesos e 6,8% de mulheres obesas).
Baseado em dados de 194 paises, o Departamento de Estatisticas da OMS afirma que em todas
as regides do mundo a obesidade duplicou entre 1980 e 2008 (WHO, 2008). No Brasil, de
acordo com o Ministério da Satde, aproximadamente 52,5% da populagdo apresenta excesso
de peso, e 17,9% obesidade (MS, 2015).

O sobrepeso e a obesidade sdo encontrados com grande frequéncia a partir dos cinco
anos de idade, em todos os grupos de renda e em todas as regides do pais (IBGE, 2009). Na
faixa etaria compreendida entre os 5 ¢ 9 anos, uma em cada trés criangas encontram-se com
sobrepeso/obesidade. Essa patologia tem atingido 20% dos adolescentes de 10 a 19 anos no
Brasil, de forma continua. Nos ultimos 34 anos passou de 3,7% para 21,7%, sendo mais
frequente em adolescentes de areas urbanas do que em rurais. A prevaléncia também variou de
acordo com o género, no sexo masculino foi seis vezes maior do que no sexo feminino (IBGE,
2009).

Proje¢des baseadas em pesquisas nacionais realizadas nas ultimas décadas mostram que
a obesidade atingira em 2025 40% da populagdo nos Estados Unidos, 30% na Inglaterra e 20%

das pessoas no Brasil (CONDE et al., 2011).

2.4 Obesidade e suas Classificagoes

A obesidade ¢ definida como um excesso de gordura corporal relacionado a massa
magra, e 0 sobrepeso como uma proporg¢ao relativa de peso maior que a desejavel para a altura

(BERNADINI et al., 2010).
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A fim de padronizar a avaliagdo do estado nutricional, a OMS sugeriu, em 1995, a
utilizagdo do Indice de Massa Corpérea para determinar o sobrepeso ¢ a obesidade, por se
correlacionar bem a gordura corporal, ser de facil obtengdo e ser uma medida custo-efetiva
(CLEMENTE et al., 2011). O valor do IMC ¢ obtido a partir do calculo do peso em quilogramas
dividido pela altura ao quadrado. Em adultos, um IMC igual ou superior a 25 ¢ caracterizado
como sobrepeso, e igual ou superior a 30 configura obesidade (WHO, 2006).

A OMS define a gravidade da obesidade em: grau I (moderado excesso de peso) quando
o IMC situa-se entre 30 e 34,9 kg/m?; a obesidade grau II (obesidade leve ou moderada) com
IMC entre 35 ¢ 39,9 kg/m” e, por fim, obesidade grau III (obesidade mérbida) na qual IMC
ultrapassa 40 kg/m? (WHO, 1998; SEGAL et al., 2002).

A distribuicao da gordura corporal considera a sua localizagdo. H4 a obesidade central
(androide), em que o tecido adiposo localiza-se principalmente na parte superior do corpo, € a
periférica (ginecoide), predominantemente na parte inferior do corpo, quadril, nddega e coxa
(ASHWELL et al., 1982).

O risco de doengas € maior para as pessoas que acumulam gorduras na regido abdominal
(central), ao redor das visceras. Principalmente quando IMC est4 acima de 27 e a circunferéncia
da cintura for maior que 100 cm para homens e maior que 90 cm em mulheres, caracterizando
obesidade central e aumento do risco de doengas cardiovasculares, diabetes e varios tipos de

cancer (NAHAS, 2001).

2.5 Doencas Associadas a Obesidade

A obesidade tornou-se uma doenga universal de prevaléncia crescente e que vem
adquirindo propor¢des alarmantes, principalmente porque atinge um elevado numero de
pessoas e predispde o organismo a varias doengas e morte prematura (BARBIERI, 2011;

NAHAS, 2003).
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Virios distlrbios fisiopatologicos sdo causados pela obesidade, principalmente nas
pessoas com IMC acima de 30 kg/m? Podem ser citados os distirbios cardiovasculares
(hipertensdo arterial sistémica, hipertrofia ventricular esquerda com ou sem insuficiéncia
cardiaca, doenga cérebro-vascular, trombose venosa profunda, entre outros), disturbios
endocrinos (diabetes mellitus tipo II, dislipidemia, hipotireoidismo, infertilidade e outros),
distirbios respiratorios (apneia obstrutiva do sono, sindrome da hipoventilagdo, doenca
pulmonar restritiva) (MANCINI, 2010).

A obesidade ainda pode gerar disfuncdes gastrointestinais, como hérnia de hiato e
colecistite; disturbios dermatoldgicos, como estrias e papilomas; disturbios geniturinarios,
como anovulagdo e problemas gestacionais; disturbios musculos-esqueléticos, como
osteoartrose e defeitos posturais; neoplasias, como cancer de mama ou prostata (COUTINHO
et al., 2006).

Quanto ao aspecto psicoldgico, a obesidade tem sido apontada como um dos fatores
contribuintes para distarbios psicossociais, como sentimento de inferioridade, isolamento
social, depressdo, etc; e outras implicagdes, como o aumento do risco cirirgico e anestésico e
também a diminuicao da agilidade fisica (COUTINHO et al., 2006).

Muitos estudos advogam que a reducdo de gordura corporal leva a uma grande melhora
na qualidade de vida, pois possibilita reducao das morbidades. Para conseguir tal reducao, faz-
se necessario manter o balango energético negativo, evitando, assim, estoques de gorduras no

organismo (FRANCISCHI et al., 2000).

2.6 Terapéutica da Obesidade
A obesidade constitui-se uma condi¢do médica cronica de etiologia multifatorial, o que
requer tratamento de multipla abordagem (SEGAL, 2002). A abordagem terapéutica para a

obesidade consiste em tratamento ndo farmacoldgico, farmacologico e cirurgico.
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A primeira abordagem ¢ a principal e deve estar presente em qualquer tipo de
tratamento. Consiste em reeducacao alimentar, mudanca de comportamento e atividade fisica
regular, ou intensificada, quando se deseja maior perda de peso. O tratamento farmacologico ¢
utilizado nos pacientes com IMC igual ou maior que 30 ou acima de 27, quando o sobrepeso ¢
associado a comorbidades, como hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes mellitus tipo 2 ou
osteoartrite de joelho. Contudo, reeducacdo alimentar, exercicio fisico e mudangas de
comportamento devem estar sempre presentes (PADWAL et al., 2008).

No Brasil, atualmente, hd cinco medicamentos registrados para o tratamento da
obesidade: anfepramona (dietilpropiona), femproporex, mazindol, sibutramina e orlistate
(ABESO, 2009).

Os farmacos prescritos para perda de peso podem ser divididos em duas categorias:
inibidores da lipase pancreatica (absor¢do intestinal de gorduras) e supressores do apetite; estes
ultimos podem ser subdivididos com base nos neurotransmissores afetados (LI et al., 2005;
NADVORNY et al., 20006).

A anfepramona (dietilpropiona) ¢ o mais antigo agente catecolaminérgico aprovado e
comercializado no Brasil para o tratamento da obesidade. Age no sistema nervoso central (SNC)
aumentando a liberacdo de noradrenalina dentro da fenda sindptica dos neurdnios
hipotalamicos, estimulando os receptores noradrenérgicos e inibindo a fome (COLMAN,
2005).

O femproporex ¢ um inibidor do apetite de acdo catecolaminérgica, que atua no SNC,
sendo utilizado na terapéutica da obesidade desde a década de 70. Existem poucos estudos
controlados publicados sobre o seu uso, com variagdes das doses utilizadas e dos critérios de
avaliagdo da perda de peso (WAREMBOURG et al., 1968; CAMPOS, 1970; MORTES, 1973;

ZARAGOZA et al., 2005)
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O mazindol ¢ um derivado triciclico, ndo anfetaminico, que tem ag¢do no SNC,
bloqueando a recaptagdo de noradrenalina nas terminagdes pré-sinapticas. Foi aprovado como
droga anorexigena em 1973. E um farmaco bem tolerado, ndo foram evidenciados efeitos
colaterais graves nos pacientes tratados com o medicamento. Seu uso pode ser indicado em
adultos sem doenga cardiovascular ou doengas psiquidtricas associadas (INOUE et al., 1992;
BRAY et al., 1999)

A sibutramina ¢ uma amina terciaria que age inibindo a recaptacdo de serotonina e
noradrenalina e, em menor grau, de dopamina. E usualmente utilizada em doses de 10 a 15
mg/dia. Atua diminuindo a ingestdo alimentar e deve elevar a termogénese em alguns
individuos (ARONNE, 2003). Estudos mostram que 66% daqueles que completam um ano de
tratamento perdem mais de 5% de seu peso comparados a apenas 29% do grupo placebo. Cerca
de 39% dos pacientes perderam mais que 10% do peso comparados com 6% do controle
(BRAY, 1999). A sibutramina foi inicialmente desenvolvida para uso antidepressivo
(ARONNE, 2003) e, embora seja descrita alguma acdo em quadros de depressdo maior, nao
deve ser utilizada para esta finalidade. Além disso, ateng@o especial deve ser dada ao uso em
individuos cuja a¢do de maior disponibilidade de neurotransmissores deva ser evitada, como os
portadores de transtorno afetivo bipolar. Efeitos colaterais como irritabilidade e inquietacao
podem ocorrer.

O orlistat ¢ um agente farmacoldgico que inibe a lipase pancredtica, diminuindo a
absorcdo de gordura no trato gastrintestinal e promovendo a perda de peso. O uso dessa
medica¢do implica uma dieta orientada, e sua associagdo com exercicios fisicos potencializa os
resultados. Contudo, ndo apresenta efeito supressor de episddios de compulsdo alimentar, ja
que ndo ha agdo central. Além disso, por sua a¢do exclusivamente gastrintestinal e por nao

promover alteragdes na absor¢do de drogas usualmente utilizadas em psiquiatria como os
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antidepressivos, pode ser a droga de escolha em individuos obesos em tratamento psiquiatrico
(HVIZDOS, 1999).

Drogas como a fluoxetina e sertralina ndo foram aprovadas para tratamento da
obesidade. Ganho de peso costuma ocorrer apos seis meses do inicio do tratamento. Essas
drogas, contudo, podem ser benéficas em casos de comorbidades, como o transtorno da
compulsao alimentar periédica (ARONNE, 2003).

Para pacientes com obesidade morbida, o tratamento cirtirgico ¢ a melhor opgdo para a
perda de peso e sua manutencdo a longo prazo (NIH, 1992). Considera-se como padrdo ouro
em cirurgias bariatricas, a gastroplastia redutora com derivagdo gastrojejunal em Y-de-Roux

(GRGYR), devido a sua baixa morbimortalidade e alto grau de eficacia (SZEGO et al., 2002).

2.7 Plantas Medicinais

Desde a antiguidade, o homem utiliza plantas para a cura de doengas, para o controle de
insetos e para a conservacao de corpos, descobertas que ocorreram por acaso e que, atualmente,
estdo sendo comprovadas pela ciéncia (LIMA, 2006; FREIRE, 2008). Na etiologia da palavra,
fitoterapia significa "tratamento pelas plantas", e na pratica, as plantas medicinais sdo
usufruidas de diferentes formas farmacéuticas (infuso, decocto, tintura, alcoolatura, po, dentre
outros), a depender da estrutura da planta a ser utilizada. Varias partes podem ser utilizadas,
tanto folhas e caule, como flores, raizes e frutos, que possuem efeitos tanto farmacolédgicos e
medicinais, quanto alimenticios, coadjuvantes técnicos ou cosméticos (NEWALL et al., 2002;
FONTENELE et al., 2013; ANVISA, 2014).

Nos paises em desenvolvimento as doencas estdo relacionadas com a falta de
saneamento basico, desnutri¢do e dificuldade de acesso aos medicamentos (MORESCHI et al.
2005). A Organizacdo Mundial de Saude considera fundamental que se realizem investigagdes

experimentais acerca das plantas utilizadas para fins medicinais e de seus principios ativos, para
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garantir sua eficicia e seguranca terapéutica, tendo em vista que 80% da populagdo mundial
utilizam essas plantas ou preparagdes destas no tratamento de diversos problemas de satde
(SANTOS et al., 2008).

Nas duas ultimas décadas, pesquisadores tém dedicado significativos esfor¢os na
compreensdo dos mecanismos fisioldgicos envolvidos no controle do apetite, da fome e da
saciedade, e na obten¢do de produtos efetivos para o tratamento e controle da obesidade,
incluindo os de origem natural. Diversas plantas medicinais tém sido estudadas e utilizadas com
o objetivo de reducgdo de peso, principalmente aquelas com ag¢ao inibidora de lipases, contendo
propriedades termogénica, ou que suprimem o apetite (KURIAN et al, 2007).

Devido aos efeitos colaterais, ineficacia e elevado custo dos medicamentos
tradicionalmente utilizados no tratamento da obesidade, a utilizagdo de plantas medicinais esta
sendo amplamente explorada; Tanto pela populacdo, devido ao fécil acesso, baixo custo, ndo
exigéncia de prescricdo médica e crenca de auséncia de efeitos toxicos, como pela industria
farmacéutica que vé€ nessas plantas uma alternativa vidvel para o desenvolvimento futuro de
medicamentos que induzam a reducdo de peso de forma eficaz e segura (PARK; LEE; SUNG,

2005; MAYER et al., 2009).

2.8 Cinnamomum zeylanicum

2.9 Aspectos Gerais sobre a Cinnamomum zeylanicum

A canela ocupa um lugar especial no mundo das especiarias, seu nome cientifico
Cinnamomum possuiu origem da indonésia, kayu manis, que significa “madeira doce”.
Conhecida desde 2.500 anos a.C. pelos chineses possuia mais valor do que o ouro. Na Arabia,
era considerada uma mercadoria preciosa; os egipcios utilizavam-na para embalsamar seus
mortos, junto com outros condimentos. Em 1498, com a descoberta do caminho para as Indias,

os portugueses alcangaram o Ceildo, onde a canela era produzida em abundancia. Os mesmos
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tiveram o monopo6lio do condimento até serem suplantados. No século XVII pelos espanhdis,
que a comercializaram exclusivamente por um longo tempo; no século XVIII, por volta de
1776, o cultivo da canela comegou a se espalhar pelo mundo (NEGRAES, 2003).

Nativa da Asia, pertecente a familia Lauraceae, a Cinnamomum zeylanicum (sindbnimo
Cinnamomum verum) (Figura 1) € uma arvore perene, com aproximadamente 12-17 m de altura.
E encontrada e conhecida no Brasil como canela-da-india e canela-do-ceildo. As folhas de
coloracdo verde-escuras possuem um formato oval-longo com 7-18 cm de comprimento. As
flores sdo amarelas e pequenas, transformando-se em uma fruta arroxeada, com
aproximadamente 1cm, produzindo uma tnica semente (KOKETSU et al., 1997; LIMA et al.,

2005).

Figura 1- Aspecto geral das cascas e das folhas de Cinnamomum
zeylanicum. Fonte: proprio autor

A parte interna da casca do tronco e dos ramos constitui a canela do comércio, com
vasto uso mundial na perfumaria e na culinaria, devido suas propriedades aromaéticas e
condimentares além de ser, popularmente, utilizada como estimulante, tonica, carminativa e
antiespasmodica. A canela e o seu 6leo essencial sao empregados como corretivos do odor e do
sabor na preparagdo de alguns medicamentos (LIMA, 2005).

Das mais 300 variedades de canela existentes, a Canela Cassia ou Canela Chinesa
(Cinnamomum aromaticum) também se destaca. Esta pode ter varias origens, sendo cultivada

principalmente no sul da China, Birmania, Vietnam e Indonésia. Apresenta algumas diferencas
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relativamente a canela do Ceildo. Além de ser mais escura e apresentar um sabor menos doce,
¢ mais picante, mais barata e mais facil de encontrar (WOEHRLIN, 2010; BLAHOVA, 2012;
RANASINGHE et al., 2012).

2.10 Composi¢ao Quimica

De acordo com a literatura, a Cinnamomum zeylanicum apresenta como composicao
quimica as seguintes substincias: 4acido cindmico, agucares, 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
(BALME, 1978; SCHIPER, 1999).

Os componentes bioativos mais importantes presentes na canela sdo os compostos
fenolicos pertencentes ao grupo dos flavonoides (Figura 2). Estes sdo de baixo peso molecular
e caracterizam-se por possuirem um esqueleto basico comum C6—C3—-C6, sendo a estrutura

base constituida por anéis aromaticos ligados por um anel pirano (GONCALVES, 2007).
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Figura 2- Estrutura base dos flavonoides (GONCALVES, 2007).

O dleo de Cinnamomum zeylanicum possui uma grande diversidade na composicao
quimica. Pode ser obtido tanto das cascas como das folhas, mas a composi¢ao dos dois ¢
completamente distinta. O 6leo obtido da casca ¢ utilizado na aromatiza¢ao de alimentos, ao
passo que o das folhas na cosmética e na aromaterapia (GROSSMAN, 2005).

Koketsu et al. (1997), encontraram no 6leo essencial da casca a presenca do aldeido

cindmico (55%), seguido do eugenol (12%) (Figura 3). Ao analisar as folhas da canela,
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encontraram o eugenol (94%) como composto majoritario e tragos de aldeido cindmico (1%).
Freire (2008) encontrou, no 6leo essencial da casca, aldeido cindmico na propor¢do de 87,70%,

seguido de B e a-pineno.
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Figura 3- Estrutura quimica aldeido cinamico e eugenol (FREIRE, 2008)

2.11 Propriedades Terapéuticas da Cinnamomum zeylanicum

A literatura tem reportado que os 6leos essenciais extraidos das folhas e cascas de
algumas espécies de Cinnamomum apresentam muitas propriedades bioldgicas. Tém sido
estudado e atribuido a canela atividades como antioxidantes (JAYAPRAKASHA et al., 2003;
MATHEW & ABRAHAM, 2006), antimicrobianas (CHAO et al., 2000; JHAM et al., 2005;
MATAN et al., 2006; SINGH et al., 2007; FREIRE, 2008), anti-hipertensiva (AGRA et al.,
2007) e muitos estudos passaram a relatar o possivel efeito hipoglicemiante dos compostos
fenolicos dessa planta (CAO et al., 2007, SUBASH BABUA et al., 2007). Atribui-se também
a canela acdo antiespasmodicos, antiinflamatorio, antipirético, carminativo, larvicida, mio-
relaxante, sedante e inseticida (GROSSMAN, 2005).

Devido a seu elevado teor de polifenodis, parece reduzir os niveis de stress oxidativo
frequentemente subjacentes a resisténcia a insulina. Além disso, estes compostos antioxidantes

sugerem a possibilidade de este poder exercer um efeito protetor na oxidacao lipidica (SILVA
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et al., 2007; HASLAM, 2008). Estudos anteriores em animais comprovaram que os niveis de
polifenois presentes nesta especiaria parecem melhorar a fungdo dos receptores de insulina e
dos transportadores de glucose nos adipocitos (EL-SISSI et al., 1967, NTEZURUBANZA et
al., 1987).

A insulina tem uma fung¢ao essencial no sistema nervoso central para incitar a saciedade,
aumentar o gasto energético e regular a a¢ao da leptina, que ¢ um hormdnio também relacionado
a saciedade. Os niveis de insulina aumentam proporcionalmente com o grau de obesidade. Com
isso, muitas pessoas obesas demonstram resisténcia a insulina, diabetes e outras doengas
associadas (SCHWARTZ, 2000). A canela potencializa a acdo da insulina na corrente
sanguinea aumentando a captagcdo e metabolizagdo de glicose pelas células e tecidos, ao invés
de guarda-la na forma de gordura. Como resultado do nivel normal da glicose no sangue, o
corpo acumula menos gordura e consequentemente ha uma diminui¢ao no peso (KAHN et al,
2006; SHOELSON et al, 2007; HLEBOWICZ et al, 2009; QIN, 2010).

Logo, devido a melhora na funcdo dos receptores de insulina, ao efeito termogénico e a
existéncia de crengas populares sobre a possivel eficacia da canela em reduzir o peso corporal,

torna-se relevante pesquisas aprofundadas sobre a Cinnamomum zeylanicum.

2.12 Efeitos Adversos

A ingestdo de canela tem demonstrado ser segura quando ingerida, até 6 semanas, em
doses inferiores a 6g (ULBRICHT et al., 2011). O Food and Drug Administration (FDA)
reconheceu esta especiaria como um aditivo alimentar seguro (ULBRICHT et al., 2011).

No entanto, existem alguns cuidados a ter com a ingestdo de canela, especialmente no
caso de individuos que estejam tomando anticoagulantes dado que, segundo um estudo in vitro,
a canela pode contribuir para a reducdo do numero de plaquetas e aumentar o risco de

hemorragias (ONDEROGLU et al., 1999; ULBRICHT et al., 2011). A ingestdo de canela em
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concomitancia com anti-lipidémicos deve ser ponderada uma vez que pode interferir com os
niveis totais de colesterol e triglicéridos, segundo estudos in vitro (SUBASH BABU, 2007). A
ingestdo de canela deve também ser evitada em individuos que apresentem alergia ou
hipersensibilidade a esta especiaria. As cumarinas, compostos presentes na componente lipidica

da canela, podem conduzir a uma toxicidade hepatica (WOEHRLIN, 2010; BLAHOVA, 2012).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local do Estudo

A pesquisa foi realizada no Biotério do departamento de Antibidticos, no Laboratdrio
de Histotecnologia e Microscopia do Programa de Pés-Graduacdo em Patologia e no

Laboratorio de Farmacognosia, todos localizados na Universidade Federal de Pernambuco.

3.2 Periodo de Realizagao

O estudo foi realizado no periodo de junho de 2016 a maio de 2017. O tempo proposto
foi de cinco meses para obten¢do do modelo de obesidade acrescido do tempo de uso da

substancia testada, coleta e processamento do material e analises.

3.3 Desenho e Tipo de Estudo

Estudo do tipo experimental em ratos da linhagem Wistar.

3.4 Obtengdo e tratamento do material vegetal

O material vegetal constituido das folhas e das cascas do caule de Cinnamomum
zeylanicum foi coletado no departamento de Farmacia da Universidade Federal de Pernambuco

e os espécimes foram depositados no herbario Dardaro de Andrade-Lima no instituto
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agrondmico de Pernambuco com o n. de Tombo 91609. O material foi submetido a secagem
em estufa de ar circulante durante 7 dias sob temperatura de 45 °C (LUCA-82-480,
Lucadema®). Posteriormente, os materiais secos foram pulverizados usando um moinho de faca

(TE-680, Tecnal®).

3.5 Obtencao dos extratos brutos

Os extratos das folhas e cascas de canela foram obtidos por turbélise com o auxilio de
um liquidificador industrial (Metvisa®™) durante 20 minutos, com intervalos de 30 segundos cada
ciclo extrativo de 5 minutos. Para cada 40 g de droga vegetal, seca e moida, foram empregados
400 mL da mistura acetona:agua (7:3, v/v) liquido extrator, com propor¢do droga
vegetal/solvente de 10% (p/v). Os extratos foram filtrados em algoddo com auxilio de vacuo e
posteriormente foram concentrados em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida (40 °C) para
eliminagdo do solvente orgénico. Por fim, os extratos foram congelados em freezer (T = -80

°C), durante 3 dias e liofilizados (L101, Liotop®), obtendo-se assim os extratos brutos (EB).

3.6 Prospec¢do fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os perfis fitoquimicos (impressdes digitais) qualitativos e/ou quantitativos, foram
estabelecidos com o auxilio de cromatografia delgada. As amostras e os padrdes foram
aplicados de forma manual em placas cromatograficas de silica gel 60 - Fis4 (Macherey-
Nagel®). As bandas foram aplicadas com largura de 0,5 cm ¢ com uma distancia entre elas e
das bordas das placas de 0,5 cm. O tamanho da largura e do comprimento das placas
cromatograficas foi de 5 cm. As amostras foram aplicadas a 0,5 cm da origem e com término
0,5 cm do final da placa. As placas foram desenvolvidas em cubas apds saturagdo durante 15
minutos com a fase movel (Tabela 1), & temperatura ambiente. Apds a eluigdo das placas, as

mesmas foram secas a temperatura ambiente, observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm
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e luz visivel, e em seguida foram digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes
especificos para cada metabolito (Tabela 1). Ao final, os dados observados foram
documentados quanto ao nimero, posi¢ao e coloragdo das bandas e estas foram comparadas as

bandas dos padrdes correspondentes.

Tabela 1 - Sistemas, reveladores e padroes utilizados na prospeccao fitoquimica por CCD.

Classe de Metabdlito Sistema Revelador Padrao
Polifenois (Taninos Ac. galico e Ac.
Hidrolisaveis) elagico
Flavonoides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina ¢ Rutina
Derivados Cinamicos e Ac. Cafeico e Ac.
Clorogénico
Taninos condensados Vanilina cloridrica Catequina
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman-Burchard B-Sitosterol
Saponinas 100:11:11:26 + A Escina
Cumarinas 50:50:50 KOH 10%+ A Cumarina
Acucares redutores 50:20:10:10 Timol + EQASO4 10% D-frutose
Alcaloides Dragendorf Nitrato Fle
50:6,75:5 Pilocarpina
Antraquinonas HNO; + KOH 10% Antraquinona

90:5:5 — Acetato de etila: dcido formico: agua; 70:30 — Tolueno: acetato; 50:50:50 — Eter etilico: acetato de etila:
acido acético 10% (saturag@o); 100:11:11:26 - Acetato de etila: acido acético: acido formico: agua; 50:20:10:10 -
Acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua; 50:6,75:5 - Acetato de etila: metanol: agua; NEU: Neu’s
reagent. PEG: polyethyleneglycol; KOH - Hidréxido de potassio; A — aquecimento; H,SOy: acido sulfrico; HNOs:
acido nitrico.

3.7 Ensaios in vivo

e Animais experimentais

O uso dos animais do presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEUA/CCB/UFPE) através do processo: 23076.041253/2016-21 (Anexo A), de acordo com
as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal (COBEA) e
Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA). Foram utilizados 57 ratos albinos

machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) procedentes do biotério de criagdo do
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Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco.

e Dietas experimentais

A dieta padrao utilizada no experimento, consistia de racdo comercial desenvolvida para
roedores da marca Presence®, composta de: farelo de milho, farelo de trigo, farelo de soja,
carbonato de calcio, fosfato, bicdlcico, cloreto de s6dio, aminoicido e premix mineral
vitaminico. Possui em média 24,3g% de proteina, 56g% de carboidrato, 3,2g% de lipidios e
5,0g% de fibras com fornecimento caldrico de 3,3kcal/g (ANEXO B). A dieta hipercaldrica
(dieta  ocidentalizada) utilizada possui  ingredientes purificados/semipurificados
industrializados (laboratorio Rhoster Industria e Comércio) e alimentos naturais. Foi preparada
no Departamento de Nutricdo da UFPE, produzida para as fases de crescimento e manutenc¢ao
do rato com uso conforme a idade do animal, apresentando variagcdes de seus componentes
palataveis para cada uma delas, mas com preservagao dos teores nutricionais. As versdes da
dieta ocidentalizada, crescimento e manuten¢do foram baseadas em Cavalcante et al., 2013. Na
fase de crescimento, esta teve seus valores de proteinas em torno de 18g%, lipidios 17g%,
carboidratos 44g% e fibras 5,2% com fornecimento médio de 4,0Kcal/g; A dieta de manutengao
situou-se em torno de 14% de proteinas, 18% de lipidios e 47% de carboidratos e 5,2% de fibras

com fornecimento médio de 4,0Kcal/g (ANEXO C).

e (Obtenc¢do dos grupos experimentais

Os grupos experimentais para o efeito antiobesidade foram formados por 48 ratos machos
(pos-desmame) divididos nos seguintes grupos: normonutridos (n=23) que receberam ragao
comercial padrio de biotério Presence” e obesos (n=25) que receberam ragdo hipercalorica

(ocidentalizada).
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3.8 Ensaios bioldgicos

e Andlise da toxicidade aguda oral (dose unica)

Para avaliar os possiveis efeitos toxicos dos extratos brutos (EB) da folha e da casca da
canela (C. zeylanicum), a toxidade aguda oral em dose tinica foi avaliada em ratos albinos da
linhagem Wistar machos com 60 dias de idade e peso variavel entre (200 - 250g) de acordo
com o guia para testes quimicos da OECD-423 (OECD, 2001) empregando a dose de 2000
mg/kg e com trés animais por grupo, totalizando 9 animais. Durante todo experimento, os
animais foram mantidos em condi¢des padrao de biotério (temperatura de 22 + 2°C) recebendo
racdo e agua ad libitum, segundo recomendacao ética do CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal). Antes da administracdo das substincias testes, os
animais foram submetidos a jejum nutricional por 12h (periodo noturno), sendo mantido acesso
livre a d4gua. ApOs esta etapa, os animais foram pesados individualmente e apds os célculos para
determinar as doses, as substancias foram diluidas em agua filtrada e administradas aos animais
por gavagem (via oral) em dose tnica. O grupo controle recebeu agua filtrada; o grupo folha
recebeu uma dose de 2000 mg/kg de extrato das folhas da canela; e o grupo casca recebeu uma
dose de 2000 mg/kg de extrato da casca da canela.

Os animais foram observados apds a administracdo, por cerca de 30 minutos, e
periodicamente em 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas, (com atencdo especial durante as primeiras 4h), e
diariamente depois disso, num total de 14 dias. Os animais foram examinados quanto aos
parametros: Estado de consciéncia e disposi¢cdo (aparéncia geral, frémito vocal, agressividade);
Coordenacgdo (atividade geral, resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda, andar contorcido,
reflexo de endireitamento); Tonus muscular (tonus das pernas, do corpo, da forca para agarrar,
ataxia); Reflexos (cornea e coclear); Atividade do sistema nervoso central (tremores finos,
convulsdes, sialorréia, fendmeno de “Straub”, sedagdo, hipnose, anestesia); Atividade do

sistema nervoso autonomo (lacrimejamento, ptose, excre¢do fecal, diurese, piloerecao,
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hipotermia, respiragdo); e alteragdes no peso corporal (ingestdo de dgua e alimentos, produgao
fecal).

No 15° dia, os animais foram anestesiados com Ketamina intramuscular em membro
inferior (45 mg/kg), associada com o relaxante muscular Xilazina (5 mg/kg). Em seguida foi
feita a coleta de amostra de sangue por pung¢ao cardiaca e foram eutanasiados por guilhotina. A
avaliagdo das fungdes hepaticas e renais, foram determinadas pelos niveis séricos das enzimas
AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), ureia, creatinina, ALP
(fosfatase alcalina) (LABTEST®).

Foram coletados para andlise histologica e morfologica, o figado e os rins. Depois de
pesados e avaliados macroscopicamente quanto ao aspecto, coloracdo, tamanho e consisténcia,
foram segmentados e fixados em formaldeido a 10% tamponado em PBS e processados para
inclusdo em parafina. Posteriormente, foram realizados cortes histoldégicos de Sum de
espessura. Para cada amostra de tecido foram confeccionadas laminas histologicas, coradas
pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE), tricomico de Masson e prata. ApoOs este
procedimento foi avaliado por microscopia Optica se houve dano histolégico nos 6rgaos dos

animais, comparando-se 0s grupos.

3.9. Parametros avaliados

e Andlise da evoluc¢do ponderal — Durante a indugdo da obesidade

A andlise do peso corporal dos animais foi realizada trés vezes por semana até o 120° dia
de vida. Para as medidas foi utilizada balanc¢a digital da marca Kmach®, com capacidade

maxima 700g e minima 1g.

e Analise da ingestao alimentar e consumo de 4gua — Durante a indugdo da

obesidade
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A andlise da ingestdo de 4gua e alimentos foi realizada trés vezes por semana do 21° ao
120° dia de vida. Neste periodo os animais foram divididos dois grupos experimentais:
Normonutridos (n=23) que receberam ra¢ao comercial padrao de biotério Presence® e Obesos
(n=25) que receberam racao hipercaldrica (ocidentalizada). Trés dias foram utilizados para a
adaptagdo as gaiolas e a dieta. Para as medidas da ingestdo alimentar sera utilizada balanga

eletronica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000 ®).

e Analise da ingestdo alimentar e consumo de agua durante o tratamento

antiobesidade por extratos de Canela (C. zeylanicum)

A andlise da ingestdo alimentar e consumo de 4gua durante o periodo do tratamento
antiobesidade foi realizado durante 21 dias. O alimento era removido e pesado para obtengao
do consumo por diferenca entre a quantidade oferecida e a rejeitada.

Neste periodo os animais dos grupos Normonutridos (n=23) ¢ Obesos (n=25) foram
divididos em seis subgrupos: Normonutridos Controle (n=06) que receberam ragdo comercial
padrdo de biotério Presence® e administracdo diaria por via intra-gastrica (gavagem) de agua
filtrada; Normonutridos Extrato Bruto Folha da Canela (n=08) que receberam ragao
comercial padrdo de biotério Presence® e administra¢do didria por via intra-gastrica (gavagem)
de dose do extrato bruto da folha da canela (C. zeylanicum); Normonutridos Extrato Bruto
Casca da Canela (n=09) que receberam racdo comercial padrdo de biotério Presence® e
administracdo diaria por via intra-gastrica (gavagem) de dose do extrato bruto da casca da
canela (C. zeylanicum); Obesos Controle (n=08) que receberam ra¢do hipercalérica (dieta
ocidentalizada) e administragdo didria por via intra-gastrica (gavagem) de 4gua filtrada; Obesos
Extrato Bruto Folha da Canela (n=08) que receberam racdo hipercalorica (dieta
ocidentalizada) e administragdo diaria por via intra-gastrica (gavagem) de dose do extrato bruto

da folha da canela (C. zeylanicum); Obesos Extrato Bruto Casca da Canela (n=09) que
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receberam ragdo hipercalérica (dieta ocidentalizada) e administragdo diaria por via intra-
gastrica (gavagem) de dose do extrato bruto da casca da canela (C. zeylanicum);

As doses terapéuticas de seguranga utilizadas para o tratamento antiobesidade pelos extratos
de Canela (C. zeylanicum) foram determinadas apo0s testes de toxicidade aguda oral, realizados

antes do inicio dos experimentos.

e Coleta de amostras para realizagdo de estudos hematologicos e
bioquimicos.

Aos 120° dia de vida, os animais dos respectivos grupos experimentais, foram submetidos
a um jejum de 12h e anestesiados com Ketamina e Xilazina (45 mg/kg) intramuscular, em
seguida foi feita a coleta de amostra de sangue por puncao cardiaca. O sangue foi acondicionado
em dois tipos de tubo: um com anticoagulante HB (Laborlab®) para determinagdo dos
parametros hematologicos, € o outro, em tubos Vacutainer® sem anticoagulante, para obtengao
do soro para avaliagdo dos pardmetros bioquimicos. Em seguida a punc¢do cardiaca diferentes
orgdos foram retirados para analise histoldgica e os encéfalos foram também obtidos depois de
retirada da cabega com guilhotina. Os encéfalos foram acondicionados em criotubos mantidos
em caixas isotérmicas contendo gelo seco e em seguida foram estocados em freezer -80°C para

estudos posteriores.

e Andlise do perfil hematologico

Os valores para eritrocitos, leucécitos, plaquetas, hemoglobina, hematdcrito e os indices
hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram determinados imediatamente
apds a coleta por meio do analisador automatico de células hematologicas Advia

120/hematology (Siemens) do Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital das Clinicas (HC).
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A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em extensdes coradas com May-Griinwald-

Giemsa. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas.

e Analise do perfil bioquimico

Para andlise do perfil bioquimico, o material coletado foi centrifugado a 3500 rpm durante
10 minutos e, em seguida, foram determinados os pardmetros de ureia, creatinina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP). Os
ensaios foram realizados no Laboratorio de Doencas Carenciais e Metabdlicas - UFRPE,
através do aparelho AU680 Chemistry Analyzer, analisador de dosagens bioquimicas que
utiliza sistema analitico quimico totalmente automatizado. Todos os kits foram utilizados de

acordo com as especificagdes do fabricante.

e Andlise do perfil histologico

Esta andlise teve como objetivo avaliar o padrao morfolégico e patologico dos o6rgaos.
Foram analisados: figados e rins, quanto a presencga de lesdo, hipertrofia e acimulo de gordura,
apos a fixagao prévia das amostras em solugao de formol a 10% por 24 horas. Em seguida foram
feitos cortes do tecido, inseridos nos cassetes histologicos e dispostas para processamento em
um aparelho Histotécnico automatizado OMA modelo CM 69, onde o material foi submetido a
uma serie de graduagao de etanol a 70%, 85%, 95% e trés sequéncias de etanol a 100% (100%]1,
100%2, 100%3), por sessenta minutos, xilol 1 e 2 por sessenta minutos em cada, e parafina 1 e
2 aquecida a 56°C por sessenta minutos cada. Apos este processo, o material foi emblocado em
parafina.

Para a realizag¢@o dos cortes na espessura de Sum foi utilizado o micrétomo marca LEITZ
modelo 1512. Todos os tecidos foram corados usando a técnica de hematoxilina-eosina para

observagdo dos aspectos histomorfoldgicos do tecido. O preparo das laminas obedeceu aos
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seguintes passos: os cortes foram desparafinizados em duas passagens pelo xilol (5 minutos
cada), hidratados em duas passagens por alcool 100%, seguidos por alcool 90% por 3 minutos
cada, lavados em agua por 5 minutos e corados por 2 minutos com hematoxilina de Harris
(responsavel pela coloracdo do nucleo da célula). Em seguida foram lavados novamente com
agua corrente por 5 minutos e corados pela eosina (responsavel pela coloracdo do citoplasma e
tecido conjuntivo) por 1 minuto; na sequéncia desidratados na bateria de desidratagdo por duas
vezes de 3 minutos cada, passando por sequéncia de alcool sendo 70%, 95%, 100%, apds foram
lavados com xilol 2 vezes de 3 minutos cada, secados e fixados com laminula de vidro. Também
foram feitas ldminas com a coloragdo de tricomico de Masson e Prata. Apos este procedimento,
as amostras foram encaminhadas para a leitura histologica, onde foi avaliado por microscopia

optica se houve dano histologico nos 6rgaos dos animais, comparando-se 0s grupos.

3.10 Analise Estatistica

Os dados foram registrados em planilhas do Excel para anélise dos dados paramétricos:
média e desvio padrdo. Para verificar diferengas nos valores médios e entre os grupos, foi
utilizado o teste estatistico one-way ou two-way (ANOVA), complementado pelo teste de
compara¢do multipla de Bonferroni. Para processamento de dados, foi utilizado o programa
estatistico Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software inc., La Jolla, CA, USA). Todos os

resultados foram considerados significantes com p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 MANUSCRITO 1 - Avaliacao da toxicidade aguda de dois extratos brutos de Cinnamomum
zeylanicum (canela) em ratos Wistar: aspectos fitoquimicos, clinico-comportamentais e

histolégicos.

4.2 MANUSCRITO 2 - Avalia¢do em ratos do potencial antiobesidade de extratos brutos das

folhas e cascas do caule de Cinnamomum zeylanicum (canela).
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RESUMO

A utilizagdo de produtos naturais cresce de forma significativa, ndo somente pelo preco
acessivel, como também pela melhor aceitabilidade cultural. Contudo, a necessidade de estudos
de seguranca com produtos naturais ¢ imprescindivel pois ndo estdo isentos de efeitos toxicos
ou adversos. A Cinnamomum zeylanicum (canela) ¢ encontrada e conhecida no Brasil como
canela-da-india e canela-do-ceildo. A parte interna da casca do tronco e dos ramos constitui a
canela do comércio, com vasto uso mundial na perfumaria, na culinéria e na medicina, devido
a suas muitas propriedades biologicas (antioxidante, antimicrobiana, hipoglicemiante, etc.). O
objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda oral dos extratos brutos das folhas e das
cascas de Cinnamomum zeylanicum em ratos machos. O material vegetal constituido das folhas
e das cascas do caule de canela foi coletado e submetido a secagem. Os extratos foram obtidos
por turbdlise, e como solvente foi utilizado acetona:agua (7:3, v/v) na propor¢do 10% (p/v). Foi
realizada a prospeccao fitoquimica através da CCD. Para o teste de toxicidade aguda oral foram
utilizados 9 ratos albinos da linhagem Wistar, machos, 60 dias de idade. Uma unica dose de
2000 mg/kg de extratos das folhas e cascas de C. zeylanicum foi administrada por via oral.
Foram avaliadas altera¢des comportamentais, ganho de peso, consumo de 4gua e ragdo, analises
bioquimicas, hematologicas e histopatologicas. O estudo fitoquimico identificou a presenca de
taninos hidrolisaveis, taninos condensados, flavonoides, terpenos, esteroides, saponinas e
acucares redutores nos extratos. A administracdo aguda dos extratos de C. zeylanicum nao
causou mudanga no comportamento ou mortalidade. Os ratos ndo apresentaram perda de peso
apos a administragdo dos extratos. O consumo de racdo e d4gua foram estatisticamente iguais ao
do grupo controle. Os animais apresentaram niveis reduzidos de plaquetas e ureia. A andlise
histopatologica demonstrou que os extratos ndo causaram danos ao figado dos animais,
entretanto, lesdes renais foram evidenciadas. Dessa forma, conclui-se que os extratos de
Cinnamomum zeylanicum podem ser classificados de baixa toxicidade, pertencentes a categoria
5, de acordo com o guia da OECD.

Palavras-chave: produtos naturais, Cinnamomum zeylanicum, toxidade aguda, extratos, ratos.
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ABSTRACT

The use of natural products grows significantly, not only by the affordable price, but also by
the better cultural acceptability. However, the need for safety studies with natural products is
essential because they are not exempt from toxic or adverse effects. Cinnamomum zeylanicum
(cinnamon) is found and known in Brazil as cinnamon-clove and cinnamon-of-ceylon. The
inner part of the bark of the trunk and the branches is the cinnamon of commerce, with vast
worldwide use in perfumery, cooking and medicine, due to its many biological properties
(antioxidant, antimicrobial, hypoglycemic, etc.). The objective of this study was to evaluate the
oral acute toxicity of leaves extract and bark extract of Cinnamomum zeylanicum in male rats.
The vegetal material constituted of the leaves and the barks of the cinnamon stem was collected
and submitted to drying. The extracts were obtained by turbolysis. Acetone: water (7:3, v/v) in
the proportion 10% (w/v) was used as the solvent. Phytochemical prospecting was carried out
through CCD. For the acute oral toxicity testing, 9 male Wistar rats with 60 days old were used.
A single dose of 2000 mg/kg of leaves extract and bark extract of C. zeylanicum was
administered orally. Behavioral changes, weight gain, water and feed consumption,
biochemical, hematological and histopathological analyzes were evaluated. The phytochemical
study identified the presence of hydrolysable tannins, condensed tannins, flavonoids, terpenes,
steroids, saponins and reducing sugars in the extracts. Acute administration of C. zeylanicum
extracts caused no change in behavior or mortality. The rats did not present weight loss after
administration of the extracts. Feed intake and water intake were statistically the same as the
control group. The animals had reduced levels of platelets and urea. Histopathological analysis
showed that the extracts did not cause damage to the animals' liver, however, renal lesions were
evidenced. Thus, it can be concluded that Cinnamomum zeylanicum extracts can be classified
as low toxicity, belonging to category 5, according to the OECD guide.

Keywords: natural products, Cinnamomum zeylanicum, acute toxicity, extracts, rats.
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INTRODUCAO

O uso dos recursos naturais para tratamento, cura e preven¢do de doengas ¢ uma das
praticas medicinais mais antigas da humanidade. Dados da Organizacdo Mundial de Satude
(OMS) mostram que 80% da populacdo mundial faz uso de plantas na amenizagao ou cura de
doengas (LIMA et al, 2010). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA)
regulamentou os fitoterapicos no Brasil como medicamentos convencionais que precisam
apresentar critérios de qualidade, seguranca e eficicia, através de levantamentos etno-
farmacologicos de utilizacdo, documentacdes tecno-cientificas em estudos farmacologicos e
toxicologicos pré-clinicos e clinicos (BRASIL, 2009). O uso popular, e até o tradicional, ndo ¢
suficiente para validar as plantas medicinais como drogas eficazes e seguras. Segundo Raskin
et al. (2002) a necessidade de estudos de seguranca com produtos naturais ¢ imprescindivel, em
face, principalmente, de sua ampla utilizagdo, ndo somente no Brasil, mas em todo o mundo.

A utilizacdo de produtos naturais cresce de forma significativa, ndo somente pelo preco
acessivel, como também pela melhor aceitabilidade cultural (PAL; SHUKLA, 2003). Mas
assim como qualquer medicamento, para que ocorra a utilizagdo de uma planta medicinal ou
do seu extrato, ¢ necessario um processo de validacdo que inclua prova de atividade
farmacoldgica e possivel toxicidade em humanos (LAPA et al., 2008). Tais estudos fornecem
uma avaliacdo da seguranga e eficcia, que envolvem vérias etapas, dentre as quais destacam-
se ensaios bioldgicos pré-clinicos (LAPA et al., 2008).

A canela ocupa um lugar especial no mundo das especiarias, conhecida desde 2.500
anos a.C. pelos chineses, possuia mais valor do que o ouro (NEGRAES, 2003). Nativa da Asia,
pertecente a familia Lauraceae, a Cinnamomum zeylanicum (sindnimo Cinnamomum verum) &
uma arvore perene, com aproximadamente 12-17 m de altura. E encontrada e conhecida no
Brasil como canela-da-india e canela-do-ceildo. As folhas de coloragao verde-escuras possuem
um formato oval-longo com 7-18 cm de comprimento. As flores sdo amarelas e pequenas,
transformando-se em uma fruta arroxeada, com aproximadamente 1cm, produzindo uma nica
semente (KOKETSU et al., 1997; LIMA et al., 2005).

A parte interna da casca do tronco e dos ramos constitui a canela do comércio, com
vasto uso mundial na perfumaria e na culindria, devido suas propriedades aromaticas e
condimentares além de ser, popularmente, utilizada como estimulante, tonica, carminativa e
antiespasmodica. A canela e o seu 6leo essencial sao empregados como corretivos do odor e do
sabor na preparacao de alguns medicamentos (LIMA, 2005).

Além das suas caracteristicas organoléticas, a ciéncia moderna esta descobrindo que a

canela pode ser eficaz no tratamento de varios problemas de saude e também ¢ considerada
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como promessa para controlar o agucar no sangue e promover a perda de peso (SHOELSON et
al, 2007; VASCONCELOS et al, 2011). Rica em compostos biologicamente ativo, soluvel em
agua do tipo polimero de um polifenol, a canela demonstrou potenciar a a¢do da insulina in
vitro, afetando positivamente a glicose (BARCELOUX, 2009). Além disso, estudos in vitro e
in vivo em animais e seres humanos de diferentes partes do mundo demonstraram numerosos
efeitos benéficos para a saude, tais como propriedades anti-inflamatorias, atividade
antimicrobiana, redu¢do de doencas cardiovasculares, aumento da fung¢do cognitiva e redugao
do risco de cancer de colo do utero (FREIRE, 2008; CAO et al., 2009; JAYAPRAKASHA et
al., 2012).

Assim, para garantir a seguranca do uso de plantas medicinais e remédios derivados
delas sdo necessarios estudos que comprovem a baixa toxicidade destas plantas, uma vez que
sdo amplamente utilizadas sem o conhecimento dos riscos associados a intoxicagdo e efeitos
colaterais. Desta forma, o presente estudo visa avaliar a toxicidade aguda oral dos extratos

brutos de folhas e cascas do caule de Cinnamomum zeylanicum em ratos.
MATERIAIS E METODOS

Obtencao e tratamento do material vegetal

O material vegetal constituido das folhas e das cascas do caule de Cinnamomum
zeylanicum foi coletado no departamento de Farmacia da Universidade Federal de Pernambuco
e os espécimes foram depositados no herbario Dérdaro de Andrade-Lima no Instituto
Agronomico de Pernambuco com o n. de Tombo 91609. O material foi submetido a secagem
em estufa de ar circulante durante 7 dias sob temperatura de 45 °C (LUCA-82-480,
Lucadema®). Posteriormente, os materiais secos foram pulverizados usando um moinho de faca

(TE-680, Tecnal®).

Obtencao dos extratos brutos

Os extratos das folhas e cascas de canela foram obtidos por turbélise com o auxilio de
um liquidificador industrial (Metvisa®™) durante 20 minutos, com intervalos de 30 segundos cada
ciclo extrativo de 5 minutos. Para cada 40 g de droga vegetal, seca e moida, foram empregados
400 mL da mistura acetona:agua (7:3, v/v) liquido extrator, com propor¢do droga
vegetal/solvente de 10% (p/v). Os extratos foram filtrados em algoddo com auxilio de vacuo e

posteriormente foram concentrados em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida (40 °C) para
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eliminagdo do solvente organico. Por fim, os extratos foram congelados em freezer (T = -80

°C), durante 3 dias e liofilizados (L 101, Liotop™), obtendo-se assim os dois extratos brutos (EB).

Prospecciao fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os perfis fitoquimicos (impressdes digitais) qualitativos e/ou quantitativos, foram
estabelecidos com o auxilio de cromatografia delgada. As amostras e os padrdes foram
aplicados de forma manual em placas cromatograficas de silica gel 60 - F»s4 (Macherey-
Nagel®). As bandas foram aplicadas com largura de 0,5 cm e com uma distincia entre elas e
das bordas das placas de 0,5 cm. O tamanho da largura e do comprimento das placas
cromatograficas foi de 5 cm. As amostras foram aplicadas a 0,5 cm da origem e com término
0,5 cm do final da placa. As placas foram desenvolvidas em cubas apds saturagdo durante 15
minutos com a fase movel (Tabela 1), & temperatura ambiente. Apds a eluigdo das placas, as
mesmas foram secas a temperatura ambiente, observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm
e luz visivel, e em seguida foram digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes
especificos para cada metabolito (Tabela 1). Ao final, os dados observados foram
documentados quanto ao nimero, posi¢ao e coloragdo das bandas e estas foram comparadas as

bandas dos padrdes correspondentes.

TABELA 1 - Sistemas, reveladores e padrdes utilizados na prospec¢ao fitoquimica por CCD.

Classe de Metabdlito Sistema Revelador Padrao
Polifenois (Taninos Ac. galico e Ac.
Hidrolisaveis) elagico
Flavonoides 00:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina
Derivados Cindmicos o Ac. Cafeico ¢ Ac.
Clorogénico
Taninos condensados Vanilina cloridrica Catequina
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman-Burchard B-Sitosterol
Saponinas 100:11:11:26 +A Escina
Cumarinas 50:50:50 KOH 10%+ A Cumarina
Acgucares redutores Timol + H,SO4 10%
50:20:10:10 D-frutose
+ A
Alcaloides Nitrato de
50:6,75:5 Dragendorf ‘ '
Pilocarpina
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Antraquinonas HNO; + KOH 10% Antraquinona

90:5:5 — Acetato de etila: acido formico: agua; 70:30 — Tolueno: acetato; 50:50:50 — Eter etilico: acetato de etila:
acido acético 10% (saturag@o); 100:11:11:26 - Acetato de etila: acido acético: acido formico: agua; 50:20:10:10 -
Acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua; 50:6,75:5 - Acetato de etila: metanol: agua; NEU: Neu’s
reagent. PEG: polyethyleneglycol; KOH - Hidroxido de potassio; A — aquecimento; H,SO,: dcido sulftrico; HNOs:

acido nitrico.

Animais

Foram utilizados 9 ratos albinos da linhagem Wistar, machos, com 60 dias de idade e
peso variavel entre (230 - 330g), todos procedentes do biotério de criagdo do Departamento de
Nutri¢ao da Universidade Federal de Pernambuco. Durante todo experimento, os animais foram
mantidos em condi¢des padrdo de biotério (temperatura de 22 + 2°C) recebendo ragdo padrao
para roedores da marca Presence” e dgua ad libitum, segundo recomendagio ética do CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). Antes da administracdo das
substancias testes, os animais foram submetidos a jejum nutricional por 12h (periodo noturno),
sendo mantido acesso livre a dgua.

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o numero
23076.041253/2016-21. Todos os animais foram tratados em conformidade com os principios
definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), obedecendo, também,

aos preceitos da legislacdo brasileira (Lei Arouca - Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008).

Desenho experimental

A dose estabelecida para estimar a DL50 (dose letal mediana) estd de acordo com Acute
Toxic Class Method (OECD, 2001) para teste de dose aguda toxica (Guideline 423). Este guia
da OECD estabelece 4 niveis de dose (5, 50, 300 e 2000 mg/kg — podendo chegar a 5000
mg/kg). Neste experimento, os ensaios foram iniciados em ratos com a dose de 2000 mg/kg,
por serem desconhecidas informagdes acerca de doses letais para os extratos dessa planta, como
preconiza o protocolo de doses fixas n° 420 da OECD (2001). Foram montados 3 grupos com
3 animais cada. O grupo controle recebeu agua filtrada; o grupo folha recebeu uma dose de
2000 mg/kg de extrato bruto das folhas da canela; e o grupo casca recebeu uma dose de 2000

mg/kg de extrato bruto das cascas da canela.
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Os extratos foram diluidos em agua filtrada e administrados por gavagem (v.0) em dose
unica para todos os grupos tratados, enquanto o grupo controle recebeu apenas dgua filtrada por

gavagem em uma unica administragao (1mL).

Parametros avaliados

Os parametros avaliados foram: peso corporal, consumo de dgua e consumo racao que
foram avaliados durante todo experimento. O screening hipocratico foi feito por meio de
observagdes individuais dos animais nos periodos de 30 min, 1, 2, 4, 8, 12 ¢ 24 h, e a cada 24
h por 14 dias. As seguintes caracteristicas foram observadas (frémito vocal, irritabilidade,
resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda, contorcao, posi¢ao de trem posterior, reflexo de
endireitamento, tonus do corpo, forca para agarrar, ataxia, reflexo auricular, tremores,
convulsdes, anestesia, lacrimacao, ptose, mic¢do, defecacdo, piloerecdo, hipotermia, frequéncia
respiratdria, cianose, hiperemia e morte). As alteracdes encontradas foram registradas em
protocolo impresso com a lista dos sinais investigados. Esta lista e a pesquisa de sinais foram
baseadas no modelo proposto por Malone (1977). Ao final, no 15° dia, os animais foram
pesados, anestesiados com Xilazina/Ketamina (FLECKNELL, 1996; KOHN, 1997), e feita a
coleta de sangue por pungdo cardiaca para analises bioquimicas e hematologicas. Figado e rins
foram examinados macroscopicamente e separados para exame histologico. Apos
procedimentos convencionais de fixagdo, desidratacdo e diafanizacdo, os tecidos foram
processados convencionalmente para estudo em microscopia de luz. Os cortes foram obtidos
na espessura de aproximadamente 4 um, corados pela hematoxilina-eosina e analisados em
Microscopio Olympus BX-50. As imagens dos cortes histologicos foram obtidas através da
camera digital do modelo PL 120 14.2MP Samsung® acoplada ao microscopio, com Zoom

optico de 10x e utilizacdo do Software Motic Images Plus 2.0 para captura das imagens.

Massa relativa dos 6rgaos

Ap0s eutanasia dos animais, o figado e os rins foram retirados e pesados. O célculo da
massa relativa dos 6rgdos de cada animal foi realizado dividindo-se o peso de cada 6rgdo (g)
pelo peso corporal de cada animal no dia da coleta, e multiplicando-se o resultado por 100. O

resultado foi expresso em g/100 g de peso vivo (g/100g p.v.).

Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada usando GraphPad Prism versdo 6.0. Os dados sdo

expressos como médias = D.P. Todos os resultados foram analisados por ANOVA (one-way) e
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o teste de Tukey foi utilizado para comparar quaisquer diferencas significativas entre o grupo
controle e os grupos testes. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas

quando p <0,05.

RESULTADOS

O estudo fitoquimico realizado com os extratos brutos das folhas e das cascas da canela
indicou a presenca de taninos condensados, flavonoides, terpenos, esteroides, saponinas e
acucares redutores nos extratos brutos.

A avaliacdo da toxicidade aguda dos dois extratos brutos de Cinnamomum zeylanicum
ndo apresentou diferenga significativa entre os grupos tratados e controle, ao nivel de
significancia de 5%. Nao houve perda de peso em nenhum animal apds a administragdo dos
extratos na dose de 2000 mg/kg. O consumo de ragdo e 4gua foram estatisticamente iguais ao
do grupo controle (TABELA 2) e ndo foi observada nenhuma mudanca no comportamento dos
animais durante os 14 dias de observacao.

A massa relativa dos figados e rins também nao sofreu alteragdo (TABELA 3). Exames
macro e microscopicos dos figados dos animais ndo revelaram alteragdes (FIGURAS 1A, 1B e
1C), porém na andlise histopatoldgica dos rins foi observado glomérulos atréficos, espago
subcapsular reduzido, congestdo cortico medular, glomérulo nefrite membranosa, tubulos
renais com degeneragdo hidrépica, dilatagdo e presenca de debri celular nos animais que
receberam o extrato das cascas da canela (FIGURA 1E). Nos animais que receberam o extrato
das folhas da canela, foi observada atrofia glomerular, espaco subcapsular reduzido, congestao
cortico medular, glomérulo nefrite membranosa, tubulos renais com elevada quantidade de
debri celular, dilatados e com vacuolizagdao (FIGURA 1F).

Quanto ao screening hipocratico, nenhuma alteracdo sensorial e motora que pudesse
indicar toxicidade foi observada no decorrer do experimento (TABELA 4). Os animais
apresentaram-se responsivos a todos os estimulos, demonstraram atividade motora adequada,
pelos brilhantes, sem secre¢des nasais, auriculares ou oculares, ndo apresentaram ptose em
nenhum momento do tratamento. Apresentaram-se doceis a manipulacdo para as pesagens e
troca de gaiolas. Nao foram observados 6bitos dos animais dos grupos tratados, nem do grupo
controle. Em relagdo a avaliagdo dos pardmetros bioquimicos e hematoldgicos, apenas a ureia

e as plaquetas tiveram alteragdes significativas (p<0,05) (TABELA 5) (TABELA 6).
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TABELA 2- Evolugdo ponderal e avaliagdo do consumo de dgua e ragdo por ratos Wistar
machos durante o teste de toxicidade aguda (14 dias) com extratos de folhas e cascas

Cinnamomum zeylanicum e com agua filtrada (grupo controle) através de gavagem (v.o) dose

unica.
Peso corporeo
Dose Grupos Consumo de Consumo de
(n=3) agua (mL) racao (g)
Inicial (g) Final (g)
Controle  132,88+29,88 65,87£5,16 233,66+60,30  284+58,84

2000

mg/kg Casca 150,5+34,22 64+2,39 275,33+21,38 313,33+£26,57

Folha 111,11+£18,08 67,25+11,04  311,33+34,93 337,66+24,02

Dados expressos em Média £ DP. N= ntimero de animais (3)

TABELA 3 —Massa relativa dos 6rgaos (figado e rins), apos eutanasia de ratos machos tratados
com extratos da casca e das folhas da canela em dose unica de 2000 mg/kg. O controle recebeu
agua filtrada.

Massa Relativa dos Orgios

Dose Grupo de Figado Rins
animais (n=3) (g/100g p.v) (g/100g p.v)
2000 mg/kg Controle 3,42+ 0,51 0,85+ 0,09
Folha 3,09 +0,15 0,74 £ 0,02
Casca 3,44+ 0,18 0,73+0

Os valores foram expressos como Média = D.P. (n= 3 animais em cada grupo).
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TABELA 4 - Sinais clinicos observados em ratos na primeira hora ap6s administragao oral em
dose unica de 2000 mg/kg de extratos de cascas e folhas de Cinnamomum zeylanicum.

Sinais Clinicos - Avaliacdo V.0 (mg/Kg)

1.1 Sinais estimulantes

Tremores finos/grosseiros

Piloeregdo

Postura em garra

Frémitos vocais + ++

Agitacdo

Reacdo de fuga

Mov. Pavilhdo Auricular + +

1.3 Outros
comportamentos

+
J’_
J’_

Refluxo

2. Sistema N. Auténomo

Diurese + +

3. Mortalidade 0 0

- (sem efeito); + (efeito leve); ++ (efeito moderado); +++ (efeito acentuado).
Fonte: MALONE; ROBICHAUD (1983).
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TABELA 5 - Efeito dos extratos da casca e das folhas de Cinnamomum zeylanicum em ratos
Wistar nos parametros bioquimicos apds o teste de toxicidade aguda com dose de 2000 mg/kg.

Grupos Avaliados

Parametros Extrato da C Extrato das Folh
avaliados xtrato da Casca xtrato das roinas
Controle 2000 mg/kg 2000 mg/kg
Ureia (mg/dl) 24.00+2.64 18.33%1.52 16.334.1%
Creatinina (mg/dl) 0.56+0.05 0.46+0.15 0.50+0.1
AST (UL) 15.2313.05 4.80+0.69 12.16+2.88
ALT (U/L) 16.9+13.45 11.8+9.69 14,543 46
FAL (U/L) 24+3.0 26.736.90 19+1.73

Nota: AST — aspartato aminotransferase, ALT — alanina aminotransferase, FAL — fosfatase alcalina. U/L —
Unidades por litro. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n=3 por grupo. p-valor do teste de
Kruskal-Wallis (se *p-valor <0,05 a distribui¢do do fator avaliado difere entre os grupos avaliados).

TABELA 6 - Efeito nos pardmetros hematologicos dos extratos da casca e das folhas de

Cinnamomum zeylanicum em ratos Wistar ap6s o teste de toxicidade aguda com dose de 2000
mg/kg.

Grupos Avaliados

Parametros
avaliados Controle Extrato da Casca  Extrato da Folha
(agua filtrada) 2000 mg/kg 2000 mg/kg
Hemécias (10%/mm”) 4.97+0.08 5.29+0.23 5.15+0.34
Hemoglobina (g/dL’) 14.53+0.50 15.96+0.85 15.3+1.17
Hematocrito (%) 44.66+0.57 48+2.64 46+3.60
VCM (fl) 90.40+0.69 91.33+1.15 91.06+0.11
HCM (pg) 30.06+0.11 30+0 30.06+0.11
CHCM (g/dL) 33.01+0.1 330 33.06+0.25
Leucécitos 6.6+1.52 7£1 61
(10*/mm’)
LS UE 3.4740.72 3.7140.53 3.1340.45
(103/mm3) . . . . . .
Neutrofilos 2.74+0.68 2.86+0.34 2.540.43

(10*/mm’)



54

Mondcitos

37+0.14 21+0. 2140.1
(10°/mm’) 0370 021000 S
Eosinofilos 0.2240.08 0.2140.09 0.15+0.02
(10%/mm?) i o -
Plaquetas 173.66+13.20 167.33£10.06* 207+16.82
(10°/mm”)

Os dados estao expressos em média desvio padrdo, n=3 por grupo. p-valor do teste de Kruskal-
Wallis (se *p-valor <0,05 a distribuicdo do fator avaliado difere entre os grupos avaliados).
VCM - volume corpuscular médio, HCM — hemoglobina corpuscular média, CHCM -
concentracdo de hemoglobina corpuscular média.

FIGURA 1 - Figado e rins de ratos submetidos ao teste de toxicidade aguda por dose Unica
(2000 mg/kg) de extrato bruto de folhas e cascas de Cinnamomum zeylanicum. Coloragao
hematoxilina-eosina.

Figura A — Figado de rato controle. Notar: hepatdcitos hipertroficos com nucleo tnico ou
binucleados; algumas destas células estdo com nucleo picnotico; estreitamento de sinusoidais e
presenca de células de Kupffer.

Figura B — Figado de rato tratado com dose Unica de extrato da casca da canela. Visualizar:
hepatécitos atréficos com nticleo tnico ou binucleado; raras células estdo com necrose de
coagulagdo; aumento dos sinusoides e presenca de células de Kupffer.

Figura C — Figado de rato tratado com dose tnica de extrato da folha da canela. Perceber:
hepatocitos hipertréficos com nucleo Uinico ou binucleados; congestdo de vasos; estreitamento
dos sinusoides e presenca de células de Kupffer.

Figura D — Rim de rato controle. Observar: glomérulos de tamanho normal; espaco subcapsular
preservado; congestao de vasos; presenca de debri celular nos tibulos renais.

Figura E — Rim de rato tratado com dose unica de extrato da casca da canela. Verificar: presenca
de glomérulos atroficos; espago subcapsular reduzido; congestao cortico medular e glomérulo
nefrite membranosa; tibulos renais com degeneragdo hidropica, dilatacdo e presenga de debri
celular.

Figura F — Rim de rato tratado com dose tnica de extrato da folha da canela. Constatar: presenca
de glomérulos atroficos; espago subcapsular reduzido; congestao cortico medular e glomérulo
nefrite membranosa; tibulos renais com elevada quantidade de debri celular, dilatados e com
vacuolizagao.
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DISCUSSAO

r

A avaliagdo de toxicidade aguda ¢ uma metodologia amplamente empregada para
verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de provocar danos agudos aos
organismos vivos, em altas doses, especialmente injirias anatomopatoldgicas e letalidade, e
podem oferecer contribui¢do para estabelecer parametros de seguranga — juntamente com outros
dados de toxicidade — para a saude humana (VALADARES, 2006; ZATTA et al., 2009). Em
relacdo as plantas, este método ¢ util para identificar a toxicidade que a mesma possa apresentar
e com isto minimizar o equivoco da populacdo em acreditar que produtos naturais sdo
desprovidos de efeitos toxicos ou adversos (LAPA, 1999; LAPA, 2001; MARLIERE et. al.,
2008; SILVEIRA et al., 2008; CUNHA et al., 2009).

De acordo com a literatura, estudos fitoquimico do extrato da casca de canela revelaram
a presenca de flavonoides, glicosideos, cumarinas, alcaloides, antraquinonas, esteroides,
taninos e terpenoides (SHIHABUDEEN et al., 2011; HARSHA et al., 2013). Nossos resultados
ndo estdo totalmente de acordo com esses achados pois ndo foram evidenciados alcaloides,
cumarinas e antraquinonas nos nossos extratos. Essas variagdes na composi¢ao quimica estao
associadas a diversos fatores como tipo de solvente e metodologia empregada no processo de
extracgdo, fisiologia inerentes a planta (fase de desenvolvimento, ciclo de polinizagdo, variagdes
sazonais, condigdes de estresse da planta), condi¢gdes ambientais tais como clima, polui¢ao
atmosférica, caracteristicas do solo, luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutri¢do, €poca
e horario de coleta, variacdes geograficas, interacdes entre planta/planta,
planta/microrganismos e plantas/insetos (GOBBO-NETO et al., 2007; MORALIS, 2009). Estes
resultados também podem ser explicados ainda pela diferenca de polaridade entre os solventes
organicos utilizados para preparar os extratos (MORALIS et al., 2014).

Em relagdo ao screening hipocratico, este ¢ um ensaio bastante Util e comumente

aplicado na triagem preliminar de plantas para detectar atividades farmacologicas e
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toxicologicas (LUCIO et al., 2000). Na avaliagcao dos parametros comportamentais, ndo foram
observados alteracdes ou sinais de toxicidade nos animais. Os extratos da casca e das folhas da
canela ndo causaram alteracdes significativas no sistema nervoso central (sinais estimulantes e
depressores), sistema nervoso autdbnomo ou outros comportamentos. Nao houve morte durante
os 14 dias de teste. Esses resultados estdo de acordo com os de Carvalho (2011) que fez uma
avaliagdo da toxicidade aguda do extrato etanolico da casca de Persea americana (abacateiro),
familia Lauraceae — mesma familia da canela, presenga de metabdlitos secundarios similar
(ASAOLO, 2010), em ratos Wistar durante 14 dias. Seus resultados demostraram que nao
houve sinais de intoxicagdo e nem complicacdes de ordem fisiologicas, motoras e
comportamentais nos grupos experimental e controle. Nao houve oObito nos grupos
experimentais nem no controle.

Quanto a avaliacdo do consumo de dgua e de ragdo, os grupos testes tiveram resultados
estatisticamente iguais ao do grupo controle durante os 14 dias de avaliacdo. Esses resultados
corroboram com os de Krishnakumar et al. (2014) onde foi realizado o teste de toxicidade aguda
oral com extratos das cascas de Cinnamomum zeylanicum contendo 75% e 45% de polifenois
(procynZ-75 e procynZ-45), respectivamente. A administra¢ao oral dos extratos por dose nica
ndo ocasionou mortalidade, sintomas clinicos ou comportamentais € nenhuma reag¢ao adversa
durante o periodo de estudo de 14 dias. O peso corporal e o consumo alimentar dos animais
também permaneceram normais, indicando a ndo toxicidade de procynZ-45 e procynZ-75, ou
seja, do extrato bruto das cascas de Cinnamomum zeylanicum.

O sangue ¢ um dos principais indices do estado fisiologico e patologico do organismo e
as alteracdes nos parametros séricos hematoldgicos e bioquimicos podem indicar efeitos toxicos
de um composto de teste. A avaliagdo renal ¢ determinada pela medi¢ao da ureia e da creatinina.
A ureia ¢ um produto do catabolismo de aminoacidos e proteinas. Produzida no figado, ¢ a
principal fonte de excrecdo de nitrogénio do organismo, principalmente pela urina, sendo,
portanto, também usada para avaliar as fun¢des renais (BURTIS et al, 2008). Em ratos com 49
dias, a média deste metabolito encontrado no soro ¢ de 20,7 mg/dL (RUSYN et al., 2010). A
creatinina ¢ derivada do catabolismo da creatina, que existe em grande quantidade nos musculos
esqueléticos e cardiaco, figado e rins, resultando na producao de fosfato inorganico e creatinina,
que normalmente ¢ excretada pelos rins, principalmente por filtracdo glomerular (GUYTON et
al., 2006). Sua dosagem no plasma de ratos com 56 idade tem uma média de 0,28 mg/dL
(RIKEN et al., 2008).

A avaliagdo hepatica mede as doses de alanina aminotransferase (ALT), aspartato

aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP). ALT ¢ encontrada abundantemente no
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figado, em quantidades moderadas no rim e em pequenas quantidades nos musculos cardiaco e
esquelético. Sua origem ¢ predominantemente plasmatica, fazendo com que ela aumente
rapidamente apds lesdo hepatica (SCHUMANN et al., 2002). A AST ¢ encontrada em varios
orgdos e tecidos, incluindo coracdo, figado, musculo esquelético e eritrocitos. Estd presente no
citoplasma e nas mitocondrias, portanto sua elevagdo indica um envolvimento celular mais
profundo (SCHUMANN et al., 2002). De acordo com Rusyn & Threadgill (2010), do Jacksons
Laboratory, a dosagem média dos pardmetros acima mencionados no soro de ratos com sete
semanas de idade ¢ de 41U/L e 152 U/L, respectivamente. A fosfatase alcalina (FAL) ¢
composta por um grupo de isoenzimas associadas & membrana, localizadas em vérios tecidos,
mas apenas dois sdo importantes para o diagnostico, osso e tecido hepatobiliar. Esta presente
no figado (células epiteliais do ducto biliar), ossos (osteoblastos), intestinos, rins e placenta.
Com excecdo de animais em crescimento ou pacientes com doenga dssea, a elevacdo da
fosfatase alcalina no soro ¢ indicativa do envolvimento hepatobiliar, principalmente devido a
colestase e necrose por obstrucao biliar intra-hepatica (FELDMAN et al., 2000).

Na avaliagdo dos parametros bioquimicos do presente estudo constatou-se diminui¢do
dos niveis de ureia no grupo tratado com extrato das folhas. O grupo que recebeu extrato das
cascas nao teve alteragdo. Esse resultado ndo esta em total acordo com os de Krishnakumar et
al. (2014) onde foi relatado diminuicao dos niveis de ureia e de creatinina (p<0,05) no teste de
toxidade aguda de ratos com extratos das cascas da canela ricos em polifendis. Esse efeito foi
atribuido aos polifendis presentes nos extratos. Também, deve-se levar em conta que o grupo
controle no qual eles fizeram a comparacao era diabético. Normalmente os niveis de creatinina
e a ureia encontram-se aumentada em pacientes diabético devido a diurese osmotica e a
deplecdo do volume extracelular (MOGENSEN et al., 1985). Neste estudo foi utilizado
controles saudaveis e, portanto, foi encontrado redu¢ao nos niveis séricos de ureia nos animais
que receberam o extrato das folhas. Apesar da concentragdo sanguinea de ureia ter apresentado
uma diminui¢do, os niveis de creatinina ndo foram modificados significativamente entre os
grupos. Essa diminui¢do da ureia pode ser atribuida ao incremento da fun¢ao hepatica devido a
utilizagdo do extrato.

A creatinina ¢ o principal marcador de nefrotoxicidade. Isso decorre em virtude de a
creatinina ser de produc¢do endogena e liberada nos liquidos corporais em taxa constante e seus
niveis plasmaticos permanecerem dentro de limites estreitos, assim, sua depuracdo pode ser
indicadora da taxa da filtragdo glomerular. Quando ocorre a patologia renal, ha inicio da perda
progressiva da filtragdo glomerular e consequentemente a elevacdo da creatinina no plasma.

Durante o curso da insuficiéncia renal ocorrem incrementos discretos, mas constantes de
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creatinina plasmaticas (BALBI et al., 2005; HSU; CHERTOW, 2002; KAMEL et al., 2000;
PACHECO et al., 2005).

Em relacdo aos achados hematoldgicos, em particular dos globulos vermelhos,
hemoglobina, valores de hematocrito, leucocitos, polimorfonucleares, bem como os indices de
RBC (VCM, HCM e CHCM), comportaram-se na faixa normal estabelecida em animais
tratados com a planta, exceto as plaquetas que apresentaram diminui¢do. Krishnakumar et al.
(2014) comprovaram que os parametros bioquimicos e hematologicos relacionados as fungdes
hepaticas e renais, assim como os globulos brancos, globulos vermelhos, plaquetas,
hemoglobina, niveis de colesterol, lipoproteinas de alta densidade (HDLs), lipoproteinas de
baixa densidade (LDLs), lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLs), triglicerideos e as
contagens diferenciais permanecem inalteradas apos o tratamento com extrato de cascas de
Cinnamomum zeylanicum por 28 dias.

No entanto, neste estudo os animais tratados com o extrato da casca da canela
apresentaram uma diminuigao significativa das plaquetas. Segundo Sabetghadam et al. (2013),
a diminui¢do dos niveis de plaquetas pode indicar uma deficiéncia na produ¢do, migragdo e
agregacao plaquetaria e pode estar relacionada a presenca de flavonoides. Porém, como nao
foram feitos outros exames laboratoriais relacionados as plaquetas, como, o tempo de
protombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e o tempo de trombina (TT),
para analise da hemostasia, ndo temos como dizer se essa diminuicdo de plaquetas teve
significancia clinica ou ndo. Seria necessario estudar os fatores da coagulagdo para determinar
se o cinamaldeido, composto encontrado na canela, estaria interferindo no processo coagulativo
do animal, ou até mesmo, para identificar a presenca de alguma coagulopatia.

Com relacdo aos orgdos analisados ndo foi evidenciado alteragdes macroscopicas
anormais e os pesos relativos dos 6rgaos nao tiveram diferenca estatistica significativa entre os
animais tratados e o grupo controle. Na analise histopatoldgica dos figados dos animais foram
encontrados: figado com veia central lobular e capilares sinusoidais de aspecto normal,
hepatdcitos com morfologia normal e ntcleos regulares. Esses sdo achados sugestivos de um
orgao saudavel (BOGLIOLO, 2006).

Quanto a avaliacdo renal, os achados histopatoldgicos ndo sdo condizentes com as
alteracdes bioquimicas observadas neste estudo. Ureia e creatinina sdo importantes marcadores
da fun¢do renal, quando os rins comeg¢am a funcionar de forma inadequada os niveis
plasmaticos desses marcadores tende a se elevar (STEVENS, 2005). Essas alteracdes
bioquimicas indicadoras de dano renal ndo foram evidenciadas nesse estudo. A compreensao

dos achados histoldgicos renais € complexa e, em muitas situagdes, incompleta. Na literatura
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ndo ha estudos que comprovem a relagdo entre as lesdes encontradas nos rins e a utilizagao dos
extratos da canela (pesquisa feita no PubMed com as palavras-chave: kidney and cinnamomun
and extract, sem limite de tempo). Estudos de toxicidade ndo relatam efeitos toxicos dos
extratos de Cinnamomum zeylanicum em figado e rins de ratos (ANAND, 2010;
KRISHNAKUMAR et al., 2014).

A doenca glomerular ¢ classificada de acordo com o padrao histologico das alteragdes
renais sendo, portanto, o conhecimento da histopatologia necessario para a compreensdo da
doenca. A glomerulonefrite pode ser definida como um processo inflamatdrio, ndo purulento
bilateral, simétrico (NETTER, 2003) que acomete fundamental ou inicialmente os glomérulos
renais (BOTELLA, 2002). Posteriormente podem ser implicadas outras estruturas dos nefrons
como os tubulos glomerulares e o intersticio (BOTELLA, 2002). Os danos glomerulares podem
ocorrer em qualquer dos componentes do glomérulo: no epitélio visceral (podocitos), na
membrana basal glomerular, no endotélio capilar ou no mesangio (TIERNEY et al., 2007).

As causas subjacentes as glomerulopatias ndo sdo bem conhecidas. Varios fatores t€ém
sido implicados, como: agentes infecciosos, autoimunidade, firmacos, doengas hereditarias e
agentes ambientais (BRENNER et al., 2003; HERNANDO, 2003).

O inicio e o conjunto dos eventos clinicos e bioquimicos, que ocorrem com a
insuficiéncia renal cronica podem variar de acordo com a natureza, gravidade, duracdo e
progressdo da doenca. A congestdo é um processo passivo, resultante de um retorno venoso
insuficiente. Este processo pode ser sistémico, como na insuficiéncia cardiaca, ou local
resultante da obstrucdo venosa isolada. O tecido apresenta uma coloragdo vermelho-azulada
(cianose), sobretudo a medida que o agravamento da congestio leva ao acumulo de
hemoglobina desoxigenada nos tecidos afetados (ROBBINS et al., 2010).

As andlises histopatologicas associadas as analises bioquimica sugerem que os extratos
da casca e das folhas da canela ndo foram hepatotdxicos pois ndo causaram alteragcdes nas
transaminases (AST e ALT), enzimas tém sido utilizadas como marcadores de danos celulares
ha décadas (HENRY, 1995). As lesdes encontradas nos rins ndo sdo suficientes para indicar
toxicidade, uma vez que os parametros bioquimicos relacionados a fun¢do desses Orgaos
permaneceram dentro da normalidade, indicando que as lesdes renais encontradas nao
chegaram a comprometer os rins. Desta forma seria necessario um novo estudo, por um periodo

prolongado, para obter conclusdes confidveis.
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CONCLUSAO

Estudos para avaliar a seguranga de produtos naturais sdo de extrema necessidade, uma
vez que existem na literatura relatos de varios produtos popularmente utilizados que predispdem
a nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. O presente estudo mostrou que os extratos brutos das
folhas e das cascas do caule de Cinnamomum zeylanicum apresentaram baixa toxicidade em
ratos Wistar machos apds uma unica dose de 2000 mg/kg, portanto, ¢ considerado seguro pela
OCDE 423 e classificado como categoria 5. No entanto, outras investigagdes serao necessarias
a fim de expandir o conhecimento sobre o potencial dessa planta, podendo assim, determinar

uma dose segura, para proteger a populagdo dos possiveis efeitos toxicos.
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RESUMO

A obesidade, condigdo corporal caracterizada pelo excesso de tecido adiposo no organismo,
constitui o quinto fator de risco mais importante para o desenvolvimento de doencas. Existem
diversos tratamentos para a obesidade e, entretanto, por ter um comportamento cronico e
recidivante, seu controle permanente se torna muito fragil. Potenciais agentes terapéuticos,
especialmente os com baixa toxicidade, poderiam apresentar importante impacto no tratamento
e prevencao da obesidade. A Cinnamomum zeylanicum, popularmente conhecida como canela,
pode apresentar-se como uma opgao fitoterdpica pois ¢ amplamente utilizada na medicina,
devido a suas propriedades biologicas relacionados a glicose, insulina, lipidios, termogénese e
antioxidantes, todos estes aspectos relacionados a obesidade. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial antiobesidade de extratos brutos das folhas e das cascas de Cinnamomum
zeylanicum em ratos obesos. O material vegetal constituido das folhas e das cascas do caule de
canela foi coletado e submetido a secagem. Os extratos foram obtidos por turbdlise, € como
solvente foi utilizado acetona:agua (7:3, v/v) na propor¢ao 10% (p/v). Para os testes foram
utilizados 48 ratos machos. Estes foram divididos, inicialmente, em dois grandes grupos:
Normonutridos (23 ratos) e Obesos (25 ratos). Os animais dos grupos normonutridos receberam
dieta padrao para roedores da marca Presence® e os animais dos grupos obesos foram
alimentados com a dieta hipercaldrica (dieta ocidentalizada), do 21° ao 120° dia de vida. Apos
74 dias de desmame, j& estabelecido o quadro de obesidade, os ratos foram divididos em 6
subgrupos e receberam adi¢do de tratamento por gavagem durante 21 dias. Ao final do
tratamento, os animais foram anestesiados e eutanasiados. Foi avaliado o peso corporal,
consumo de 4gua e ragdo, analises bioquimicas, hematologicas e histopatoldgicas. Os animais
normonutridos ndo tiveram perda de peso, nem redu¢do no consumo alimentar apods o
tratamento com os extratos. Perda de peso e queda no consumo alimentar foi observada entre
os grupos obesos tratados. Nao houve variagdo no consumo de dgua em nenhum grupo. Nao
houve alteragdes bioquimicas, nem hematologicas nos grupos normonutridos. Entretanto, nos
grupos obesos foram constatadas alteragdes bioquimicas e hematologicas. As andlises
histopatologicas revelaram que uso dos extratos da canela ajudou na prevengao ou talvez até na
reversdo da esteatose hepatica favorecida pela dieta ocidentalizada. Estudos bioquimicos e
hematologicos ndo refletiram toxicidade, apesar de alteragdes histopatologica terem sido
constatadas nos rins e no figado dos animais tratados. Desta forma conclui-se que a
Cinnamomum zeylanicum ¢é eficaz no emagrecimento de ratos obesos e apresenta potencial para

prevencao e reversao da esteatose hepatica ndo alcodlica. Podendo assim, a canela tornar-se um
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fitoterapico antiobesidade para futuro uso na populagdo, devendo-se observar mais aspectos
relacionados a dose ¢ duracao do tratamento.

Palavras-chave: obesidade, Cinnamomum zeylanicum, extratos, normonutridos, obesos.
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ABSTRACT

Obesity, a body condition characterized by excess adipose tissue in the body, is the fifth most
important risk factor for disease development. There are several treatments for obesity.
However, because it has a chronic and relapsing behavior, its permanent control becomes very
fragile. Potential therapeutic agents, especially those with low toxicity, could have an important
impact in the treatment and prevention of obesity. Cinnamomum zeylanicum, popularly known
as cinnamon, can be a phytotherapeutic option because it is widely used in medicine because
of its biological properties related to glucose, insulin, lipids, thermogenesis and antioxidants.
Thus, the objective of this study was to evaluate the anti-obesity potential of raw extracts of
leaves and barks of Cinnamomum zeylanicum in obese rats. The vegetal material constituted of
the leaves and the barks of the cinnamon stem was collected and submitted to drying. The
extracts were obtained by turbolysis. Acetone: water (7:3, v/v) in the proportion 10% (w/v) was
used as the solvent. For the tests, 48 male rats were used. These were initially divided into two
groups: Normonutrient (23 rats) and Obese (25 rats). The animals from the normonutrient
groups received a standard rodents feed (Presence®) and the animals from the obese groups
were fed the hypercaloric diet (westernized diet) from the 21st to the 120th day of life. After 74
days of weaning, once the obesity was established, the rats were divided into 6 subgroups and
received addition treatment by gavage for 21 days. At the end of the treatment, the animals were
anesthetized and euthanized. Body weight, water and feed intake, biochemical, hematological
and histopathological analyzes were evaluated. Normonutrient animals had no weight loss or
reduction in food intake after treatment with the extracts. Weight loss and a sharp fall in the
food intake was observed among treated obese groups. There was no change in water
consumption in any group. There were no biochemical or hematological changes in the
normonutrient groups. However, in the obese groups, biochemical and hematological changes
were evidenced. Histopathological analyzes revealed that the use of cinnamon extracts helped
to prevent or reverse the hepatic steatosis produced by the Westernized diet. Biochemical and
hematological studies did not reflect toxicity, although histopathological changes were
observed in the kidneys and liver of treated animals. Thus, it can be concluded that
Cinnamomum zeylanicum is effective in the weight loss of obese rats and presents potential for
prevention and reversal of non-alcoholic hepatic steatosis. Cinnamon may become an anti-
obesity herbal remedy for future use in the population, and more aspects related to dose and
duration of treatment should be observed.

Keywords: obesity, Cinnamomum zeylanicum, extracts, normonutrient, obese.
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INTRODUCAO

A obesidade, talvez seja a enfermidade mais antiga que se conhece. Pinturas e estatuas
em pedras ja apresentavam mulheres obesas (REPETTO, 1993). A doenca ¢ descrita como uma
condi¢do corporal caracterizada pelo excesso de tecido adiposo no organismo. Sua etiologia ¢
multifatorial, ndo podendo ser explicada facilmente, pois um conjunto de fatores bioldgicos,
psicologicos, econdmicos, sociais, comportamentais € ambientais se inter-relacionam,
causando o excesso de gordura corporal (MENDONCA et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

O excesso de peso (incluindo as condi¢gdes de sobrepeso e de obesidade) constitui o
quinto fator de risco mais importante para a carga global de doencas, além de serem
responsaveis pelo aumento no desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis, como
o diabetes mellitus (WHO, 2009). De acordo com o relatério da Global Health Burden, ligado
a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 3 milhdes de pessoas foram vitimas de obesidade
moérbida em 2010. O numero ¢ trés vezes maior que o de mortos por desnutricdo (WHO, 2011).
Estimativas para 2020 apontam cerca de cinco milhdes de 6bitos atribuidos ao excesso de peso
(WHO, 2003; 2011).

Existem diversos tratamentos para a obesidade, e, entretanto, por ter um comportamento
cronico e recidivante, com varios fatores associados a sua génese, seu controle permanente se
torna muito fragil (NISSEN et al., 2012). O método farmacoldégico que atualmente esta em
maior evidéncia ¢ a Sibutramina, uma vez que as anfetaminas foram proibidas de serem
comercializadas no Brasil em outubro de 2011 devido a preocupantes efeitos colaterais
relacionados principalmente ao coragdo e ao pulmdo (MOURA, 2011). Um tratamento muito
procurado pelos obesos, em condi¢des extremas de peso, € a cirurgia bariatrica, que, segundo a
Sociedade Brasileira de Cirurgia Bariatrica e Metabolica (SBCBM, 2011), vem se consolidando
a cada ano com um nuimero cada vez maior de adeptos, sendo o Brasil o segundo pais que mais
realiza esse tipo de cirurgia.

Potenciais agentes terapéuticos, especialmente os com baixa toxicidade, poderiam
apresentar importante impacto no tratamento e prevengdo da obesidade (ALTERIO, 2007).
Devido as expectativas para novos tratamentos, a Cinnamomum zeylanicum apresenta-se como
uma opgio fitoterdpica. E popularmente conhecida como canela e é uma das especiarias mais
conhecidas e usadas na gastronomia portuguesa e em outras partes do mundo, para dar sabor,
aroma e cor a alimentos ¢ bebidas (ARORA, 1999).

Estudos realizados com a canela em animais € humanos, envolvendo individuos com a
Sindrome Metabdlica, Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 e Sindrome dos Ovarios Policisticos,

demonstram efeitos benéficos da utilizacdo da canela por atuar em mecanismos que envolvem
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a glicose, insulina, lipidios e antioxidantes, que estdo relacionados a efeitos na massa corporal
magra, na composicao corporal e na resposta inflamatoria (ANDERSON, 2008).

Estudos relatam a a¢do da canela na ativagdo de receptores para insulina (HLEBOWICZ
et al., 2009; QIN, 2010), bem como seu efeito termogénico e emagrecedor (MANENTI, 2010),
advindos de crengas populares. Na atualidade, este amplo uso da canela devido ao seu efeito
termogénico, denota que estudos cientificos devem ser realizados para investigar alteragdes
organicas promovidas apds uso diario e prolongado. Desta forma, o presente trabalho pretende
avaliar a agdo antiobesidade de extratos brutos das folhas e das cascas de Cinnamomum
zeylanicum em ratos obesos, avaliando, também, seus efeitos hematoldgicos, bioquimicos e

histolégicos.

MATERIAIS E METODOS
Obtengao e tratamento do material vegetal

O material vegetal constituido das folhas e das cascas do caule de Cinnamomum
zeylanicum foi coletado no departamento de Farmacia da Universidade Federal de Pernambuco
e os espécimes foram depositados no herbario Dardaro de Andrade-Lima no instituto
agrondmico de Pernambuco com o n. de Tombo 91609. O material foi submetido a secagem
em estufa de ar circulante durante 7 dias sob temperatura de 45 °C (LUCA-82-480,
Lucadema®). Posteriormente, os materiais secos foram pulverizados, separadamente, usando

um moinho de faca (TE-680, Tecnal®).

Produgao dos extratos brutos da canela

Os extratos das folhas e cascas de canela foram obtidos, separadamente, por turbolise
com o auxilio de um liquidificador industrial (Metvisa™) durante 20 minutos, com intervalos de
30 segundos cada ciclo extrativo de 5 minutos. Para cada 40 g de droga vegetal, seca e moida,
foram empregados 400 mL da mistura acetona:agua (7:3, v/v) liquido extrator, com propor¢ao
droga vegetal/solvente de 10% (p/v). Os extratos foram filtrados em algodao com auxilio de
vacuo e posteriormente foram concentrados em evaporador rotatorio sob pressao reduzida (40
°C) para elimina¢do do solvente organico. Por fim, os dois tipos extratos brutos foram
congelados em freezer (T = -80 °C), durante 3 dias e liofilizados (L101, Liotop™), obtendo-se

assim os extratos brutos (EB) das folhas e das cascas do caule da canela.

Animais e desenho experimental
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Foram utilizados 48 ratos albinos da linhagem Wistar, machos, com 21 dias de idade
(pos desmame) e peso variavel entre (60 - 75g), todos procedentes do biotério de criacdo do
Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco, obtidos apds aprovagao
pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Pernambuco (CEUA/CCB/UFPE) através do processo: 23076.041253/2016-21.
Durante todo experimento, os animais foram mantidos em condi¢des padrio de biotério
(temperatura de 22 + 2°C) recebendo suas dietas sem restricdo e agua ad libitum, segundo
recomendacdo ética do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal).

Os animais foram separados em gaiolas formando dois grandes grupos, assim estabelecidos:
Grupos Normonutridos (23 animais) e Grupos Obesos (25 animais). Os animais dos grupos
normonutridos apos o desmame receberam a dieta padrdo para roedores da marca Presence®,
do 21°ao 120° dia de vida. Os animais dos grupos obesos apds o desmamem foram alimentados
com a dieta hipercaldrica (dieta ocidentalizada), do 21° ao 120° dia de vida.

Apo6s 74 dias de desmame, ja estabelecido o quadro de obesidade (animais entre 15-20% a
mais de peso do que os animais controles normonutridos), os ratos foram divididos em
subgrupos e receberam adi¢ao de tratamento por gavagem durante 21 dias, da seguinte forma:
Grupo Normonutrido Controle (n=06) - administragdo didria por via intra-géstrica (gavagem)
de agua filtrada; Normonutridos Extrato Bruto Folha da Canela (n=08) - administra¢ao
didria por via intra-gastrica (gavagem) de dose do extrato bruto da folha da canela (C.
zeylanicum); Normonutridos Extrato Bruto Casca da Canela (n=09) - administracdo diaria
por via intra-géstrica (gavagem) de dose do extrato bruto da casca da canela (C. zeylanicum);
Obesos Controle (n=08) - administracdo diaria por via intra-gastrica (gavagem) de agua
filtrada; Obesos Extrato Bruto Folha da Canela (n=08) - administragdo diaria por via intra-
gastrica (gavagem) de dose do extrato bruto da folha da canela (C. zeylanicum); Obesos
Extrato Bruto Casca da Canela (n=09) - administracao didria por via intra-géstrica (gavagem)
de dose do extrato bruto da casca da canela (C. zeylanicum); A dose utilizada no estudo foi de
200mg/kg/dia estabelecida apds o teste de toxicidade aguda oral em ratos com os extratos brutos

das folhas e das cascas da canela de acordo com o guia da OECD 423.

Dietas utilizadas
A dieta padrdo utilizada no experimento, consistia de racdo comercial desenvolvida para

ratos de laboratorio da marca Presence®, composta de: farelo de milho, farelo de trigo, farelo
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de soja, carbonato de calcio, fosfato, bicélcico, cloreto de s6dio, aminoacido e premix mineral
vitaminico. Possui em média 24,3g% de proteina, 56,0g% de carboidrato, 3,2g% de lipidios e
5,0g% de fibras com fornecimento caldrico de 3,3 kcal/g.

A dieta hipercalorica (dieta ocidentalizada) utilizada possui ingredientes
purificados/semipurificados industrializados (laboratério Rhoster Industria e Comeércio) e
alimentos naturais. Foi preparada no Departamento de Nutricdo da UFPE, produzida para as
fases de crescimento e manutengdo dos ratos com uso conforme a idade do animal,
apresentando variacdes de seus componentes palatdveis para cada uma delas, mas com
preservacdo dos teores nutricionais. As versdes da dieta ocidentalizada, crescimento e
manutengdo foram baseadas em Cavalcante et al., 2013. Na fase de crescimento, a dieta teve
seus valores de proteinas em torno de 18g%, lipidios 17g%, carboidratos 44g% e fibras 5,2g%
com fornecimento médio de 4,0 Kcal/g; A dieta de manuteng¢do apresentou composicdo em
torno de 14% de proteinas, 18% de lipidios, 47% de carboidratos e 5,2% de fibras com
fornecimento médio de 4,0 Kcal/g.

Andlises foram realizadas no Laboratério de Experimentacdo e Andlises de
Alimentos/Universidade Federal de Pernambuco (LEAAL/UFPE) com base nas informagdes
fornecidas pelo fabricante dos ingredientes da dieta Ocidentalizada para
crescimento/manutencdo (Rhoster industria e Comércio) e da dieta padrido de biotério

(Presence® Ratos e Camundongos - Purina do Brasil S/A).

Parametros avaliados

Peso dos animais - A mensuracdo do peso corporal foi iniciada logo apds o desmame e
feita até o final do experimento. Os pesos dos ratos eram aferidos trés vezes na semana, sendo
utilizada balanga digital da marca Kmach®, com capacidade maxima 700g e minima 1g.

Consumo alimentar - A mensura¢do do consumo alimentar foi iniciada logo apds o
desmame e feita até o final do estudo. As medidas dos alimentos e as medidas de liquidos,
foram realizadas trés vezes na semana. Avaliados: Consumo de dieta Presence®, dieta
ocidentalizada e 4gua potavel. Seus célculos foram obtidos através da subtracdo das cotas de
agua e dieta oferecidas anteriormente dos valores apos o periodo de oferta aos animais.

Estudo morfologico - Ao final do tratamento e apds 12 horas de jejum, os animais foram
anestesiados com Ketamina (45mg/kg), associada com Xilazina (5mg/kg) por via intramuscular
e foi feita a coleta de sangue por puncdo cardiaca para analises bioquimicas e hematoldgicas.
Ap0s isso, esses animais foram levados para laparotomia mediana onde foram retirados figado,

rins, coracdo, bago, estobmago, gordura gonadal e encéfalo. Figados e rins foram separados,
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pesados e analisados macroscopicamente. Em seguida, procedimentos convencionais de
fixagdo, desidratacdo e diafanizacdo foram realizados para que os tecidos fossem processados
convencionalmente para estudo em microscopia de luz. Os cortes foram obtidos na espessura
de aproximadamente Sum, corados por hematoxilina-eosina, tricomico de Masson e prata e
analisados em Microscopio Olympus BX-50.

Dosagens bioquimicas — Foram realizados exames bioquimicos apds a eutandsia, com
dosagem no soro de: ureia, TGO, TGP, creatinina, fosfatase alcalina (FAL). Esses exames
foram realizados no Laboratério de Doencas Carenciais e Metabolicas - UFRPE, através do
aparelho AU680 Chemistry Analyzer, analisador de dosagens bioquimicas que utiliza sistema
analitico quimico totalmente automatizado.

Dosagens hematologicas - Os valores para eritrocitos, leucocitos, plaquetas,
hemoglobina, hematécrito e os indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram determinados imediatamente apds a coleta por meio do analisador automatico
de células hematologicas Advia 120/hematology (Siemens) do Laboratdrio de Analises Clinicas
do Hospital das Clinicas (HC). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdes
coradas com May-Griinwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas.

Andlise estatistica - Os dados foram registrados em planilhas do Excel para anélise dos
dados paramétricos: média e desvio padrdo. Para verificar diferengas nos valores médios e entre
os grupos, foi utilizado o teste estatistico one-way ou two-way (ANOVA), complementado pelo
teste de comparacdo multipla de Bonferroni. Para processamento de dados, foi utilizado o
programa estatistico Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software inc., La Jolla, CA, USA). Todos

os resultados foram considerados significantes com p < 0,05.

RESULTADOS

Apo6s avaliacdo ponderal dos animais p6s desmame verificou-se que os grupos que
receberam a dieta ocidentalizada, a partir da 9* semana tiveram o quadro de obesidade
estabelecido. Diferenca significativa de peso entre os grupos obeso e o normonutrido foi
observada (p<0,05) (TABELA 1). A andlise do peso dos animais normonutridos apos o
tratamento de 21 dias com extratos brutos de folhas e cascas da canela mostrou que nao houve
perda de peso, porém foi constatado que os animais normonutridos que receberam os extratos
ganharam menos peso do que os animais do grupo controle, que ndo receberam extrato
(TABELA 2). Perda de peso foi observada entre os grupos obesos tratados em relagdo ao grupo

controle obeso e aos grupos normonutridos (p<0,05). Porém com relagdo aos dois tipos de
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extratos brutos utilizados, ndo se observou diferenga significativa entre os dois grupos obesos
tratados (TABELA 3).

Em relagdo ao consumo de dieta durante o periodo pds desmame, observa-se
nitidamente que os animais do grupo normonutrido ingeriram uma maior quantidade de
alimentos do que os animais do grupo obeso, entretanto os animais do grupo obeso ganharam
mais peso (TABELA 1). Durante o periodo de tratamento, ocorreu queda acentuada no
consumo alimentar dos animais dos grupos obesos que fizeram uso dos dois extratos em relagao
ao grupo controle obeso e aos grupos normonutridos (p<0,05) (TABELA 2). Nao houve
mudanca no consumo alimentar dos animais dos grupos normonutridos (TABELA 3). Célculos
de variacdao do consumo de dgua antes e depois do tratamento com os extratos ndo mostraram
diferengas percentuais significativas entre os grupos normonutridos e obesos (TABELAS 1, 2,
3).

Exames laboratoriais dos animais foram expressos em tabelas (TABELAS 4, 5, 6, 7).
Observa-se que nao houve alteragdes bioquimicas (TABELA 4), nem hematolégicas nos grupos
normonutridos (TABELA 5). Porém, nos grupos obesos foram constatadas diminui¢do da
concentragdo séricas de ureia (TABELA 6), diminui¢do do numero de hemadcias e do
hematocrito dos grupos tratados com os extratos das folhas e das cascas. Foi observado também
diminui¢do da hemoglobina e dos eosinofilos do grupo obeso tratado com extrato das folhas da
canela (TABELA 7).

Com relagao ao estudo histologico do figado e dos rins dos ratos normonutridos controle
observou-se, respectivamente: hepatocitos hipertréficos com nuicleo unico ou binucleado,
estreitamento de sinusodides e presenca de células de Kupffer; glomérulos e tubulos renais
conservados, espaco subcapsular preservado e congestdo de vasos (FIGURAS 1A e 2A). Nos
animais do grupo normonutrido tratado com extrato das cascas da canela foi observado no
figado e nos rins: hepatécitos atréficos com nucleo Unico ou binucleado, atrofia de sinusoides
e presenca de Kupffer; atrofia glomerular, glomérulo nefrite, fibrose de membrana basal
(FIGURAS 1B e 2B). No grupo normonutrido tratado com extrato das folhas da canela notou-
se: hepatdcitos hipertroficos com nucleo tnico ou binucleado, atrofia dos sinusdides e presenca
de células de Kupffer; glomérulo nefrite, atrofia glomerular, hidropsia, congestdo coértico
medular e vacuolizagdo (FIGURAS 1C e 2C). Nos animais do grupo obeso controle observou-
se: esteatose difusa (moderada — intensa), esteatose macro e microvesicular; presenca de células
de Kupffer e de hepatocitos no nucleo tnico ou binucleado; glomérulo nefrite proliferativa e
debri celular nos tubulos contorcido, nefrose e congestao cortico medular (FIGURAS 1D e 2D).

No grupo obeso tratado com extrato das cascas da canela observou-se: esteatose difusa (leve a
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moderada) quando comparado aos animais obesos controle (ndo tomaram o extrato), presenga
de células de Kupffer e de hepatocitos com niicleo unico ou binucleado; glomérulo nefrite
membranosa, atrofia glomerular, hidropsia, congestdo, debri celular e nefrose (FIGURAS 1E e
2E). No grupo obeso tratado com extrato das folhas da canela constatou-se: esteatose difusa
leve quando comparada aos figados dos animais obesos controle, presenca de células de Kupffer
e de hepatocitos com nucleo Unico ou binucleado; glomérulo nefrite, atrofia glomerular e
congestao cortico-medular, hidropsia, debri celular e fibrose de membrana basal (FIGURAS 1F

e 2F).

TABELA 1- Evolugdo ponderal, avaliagdo do consumo de agua e ragao por ratos Wistar

machos pds desmamem.

Consumo de Consumo de Peso corporeo

Grupos agua (mL) racao (g)

Inicial (g) Final (g)

Normonutridos 298,52+21,04 139,29+13,66 67,33+5,74  326,68+12,77
(n=23)

Obesos

(n=25) 275,32+6,37 109,76+11,71*  68,27+5,06  408,63+7,48*

O periodo de avaliagdo foi de 74 dias, tempo necessario para a constatacdo do quadro de
obesidade. Dados expressos em Média + DP. N= niimero de animais. Teste one way ANOVA
seguida pelo pos-teste de Bonferroni (*p<0,05).

Fonte: Dados da pesquisa

TABELA 2- Evolugao ponderal, avaliagao do consumo de dgua e ragdo por ratos Wistar machos
normonutridos tratados durante 21 dias com extratos brutos das folhas e das cascas de

Cinnamomum zeylanicum.

Grupos Consumo de 4gua  Consumo de Peso corporeo
Normonutridos (mL) ragio (g) Inicial (g) Final (g)
Controle
(n=6) 263,31+40,46 118,02+13,74  331,83+41,60 357,5+45,34
n:
Casca
(n=9) 316,41+43,98 151,57+£24,42  310,88+20,05 316,88+36,16
n:
Folha
(n=8) 297,35+41,21 144,01+25,74 340+21,52  347,12+28,15
n:

Os animais foram tratados com a dose de 200 mg/kg/dia. O controle recebeu dgua filtrada.
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Dados expressos em Média + DP. N= niimero de animais. Teste two way ANOVA seguida
pelo pos-teste de Bonferroni (*p<0,05). Fonte: Dados da pesquisa

TABELA 3- Evolugao ponderal, avaliagao do consumo de dgua e ragdo por ratos Wistar machos

obesos tratados durante 21 dias com extratos brutos das folhas e das cascas de Cinnamomum

zeylanicum.
Grupos Consumo de agua Consumo de Peso corporeo
Obesos (mL) racio (g) Inicial (g) Final (g)
Control
E’n r8°) © 311,64+43 48 134,15413,45  424,87443,32  468,62+53,08
n:
Casca
(n=9) 287,35+29,29 101,85+£19,53*  403,77+33,70 388,11+42,44*
Folha
(n=8) 260,68+37,13 97,74+16,78* 381,5£56,93  372+66,17*
n:

Os animais foram tratados com a dose de 200 mg/kg/dia. O controle recebeu dgua filtrada.
Dados expressos em Média + DP. N= niimero de animais. Teste two way ANOVA seguida
pelo pos-teste de Bonferroni (*p<0,05).

Fonte: Dados da pesquisa

TABELA 4 - Valores bioquimicos de ratos normonutridos ap6s 21 dias consecutivos de

tratamento com extratos de folhas e cascas da canela na dose de 200 mg/kg/dia.

Parametros avaliados

Dose Norlizllllll)l(t):idos Ureia Creatinina
) (e AST(UL) ALT(UL)  FAL (UIL)
Controle  37,93+3,50 0,28+0,13 169,94+37,04 66,39+22,23 202,42:64,96
ngo/(l)(g Casca  39,03£7,06 0,19:0,05 156,78+37,17 52,0746,70 283,77+93,67
Folha 3672550 0,19:0,09 172,28+40,67 61031837 294,18+67,92

Dados expressos em Média £ DP. Teste two-way ANOVA seguida pelo pos-teste de
Bonferroni (*p<0,05).
Fonte: Dados da pesquisa
Nota: AST — aspartato aminotransferase, ALT — alanina aminotransferase, FAL — fosfatase

alcalina. U/L — Unidades por litro. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n= 6,
9, 8 animais por grupo, respectivamente.
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TABELA 5 - Valores hematologicos de ratos normonutridos apos 21 dias consecutivos de
tratamento com extratos de folhas e cascas da canela na dose de 200 mg/kg/dia.

Grupos Normonutridos

P:‘I;gllil; e:lt(l)‘;)s Controle Extrato da Casca 200 Extrato da Folha
(agua filtrada) mg/kg 200 mg/kg
Hemécias (10%/mm”) 8.61+0.81 7.70£0.5 7.31+1.13
Hemoglobina 16.44+1.15 14.9040.97 14.83+1.96
(e/dL%) . . . . . .
Hematocrito (%) 46.05+4.28 41.2242.71 41.02+5.78
VCM (fl) 53.48+0.79 54.75+2.14 55.41+1.76
HCM (pg) 19.66+0.53 21.42+5.62 20.02+0.33
CHCM (g/dL) 36.63+0.45 35.74+0.88 36.16+1.16
Leucécitos 6.30+1.83 6.1842.53 4.44+2.06
(10°/mm’)
Linfocitos
(10%/mm’) 4.25+1.52 3.41+1.40 2.52+1.38
Neutrofilos
(10%/mm’) 1.68+0.25 2.34+1.10 1.65+0.65
Monocitos
(10%/mm’) 0.02+0.13 0.01+0.008 0.01+0.005
Eosinofilos
(10%/mm’) 0.3240.21 0.36+0.24 0.17+0.14
Plaquet
2 Juetas 809.66+151.77 702.66+126.04 766274.63
(10°/mm”)

Dados expressos em Média £ DP. Teste two-way ANOVA seguida pelo pos-teste de
Bonferroni (*p<0,05). Fonte: Dados da pesquisa. Nota: VCM — volume corpuscular médio,
HCM — hemoglobina corpuscular média, CHCM — concentracdo de hemoglobina corpuscular
média.
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TABELA 6 - Valores bioquimicos de ratos obesos apds 21 dias consecutivos de tratamento

com extratos de folhas e cascas da canela na dose de 200 mg/kg/dia.

Parametros avaliados

Dose g{)l;l:gss Ureia — Creatinina  \qp /1) ALT(UL) FAL (UL)
(mg/dl) (mg/dl)

Controle 37,22+528 0,15£0,08 242,04£120 50,44+11,52 454,47+174,14

ngo/?(g Casca 30,04%5,17% 022+0,12  185£71,68 42,36:26,14 340,95:194,19

Folha 28,15+2,34*% 0,18+0,10 178,48+43,69 47,07+22,37 355,29+87,95

Dados expressos em Média + DP. Teste two-way ANOVA seguida pelo pos-teste de
Bonferroni (*p<0,05).
Fonte: Dados da pesquisa
Nota: AST — aspartato aminotransferase, ALT — alanina aminotransferase, FAL — fosfatase

alcalina. U/L — Unidades por litro. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n= 6,
9, 8 animais por grupo, respectivamente.

TABELA 7 - Valores hematologicos de ratos obesos ap6s 21 dias consecutivos de tratamento

com extratos de folhas e cascas da canela na dose de 200 mg/kg/dia.

Grupos Obesos
P:‘I;:llil; (zlt(l;:s Controle Extrato da Casca 200 Extrato da Folha
(agua filtrada) mg/kg 200 mg/kg
Hemécias (10%/mm”) 9.81+1.18 7.96+1.01* 6.94::0.94*
Hemoglobina (g/dL’) 15.65+1.36 15.38+0.81 12.85+1.61%
Hematocrito (%) 46.8+3.63 41.5+3.81* 36.33+4.70*
VCM (fl) 54.27+1.28 54.854+2.30 52.35+1.07
HCM (pg) 18.8+0.40 18.3+1.41 18.53+0.82
CHCM (g/dL) 34.46+0.15 34.95+1.48 35.42+1.15
Leucocitos 6.55+1.75 5.04+1.86 5.23+1.48
(10°/mm’)
Linfocitos
(103/mm3) 3.77£1.12 2.75+1.41 2.67+1.14
Neutrofilos
(103/mm3) 2.12+0.74 1.94+0.43 2.29+1.13
Monocitos
(103/mm3) 0.05+0.04 0.03+0.04 0.01£0.005
Eosinofilos *
(103/mm3) 0.5440.19 0.30+0.31 0.21+0.16
T 778+119,44 808.25+53.78 650+£262.90

(10*/mm°)
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Dados expressos em Média = DP. Teste two-way ANOVA seguida pelo pos-teste de
Bonferroni (*p<0,05). Fonte: Dados da pesquisa. Nota: VCM — volume corpuscular médio,
HCM — hemoglobina corpuscular média, CHCM — concentracdo de hemoglobina corpuscular
média.

FIGURA 1 - Figado de ratos normonutridos e obesos tratados durante 21 dias com dose de 200
mg/kg de extrato bruto de folhas e cascas de Cinnamomum zeylanicum. Coloragdo (a)
hematoxilina-eosina, (b) tricomico de Masson.

Figura A — Notar: hepatdcitos hipertroficos com nticleo tinico ou binucleados; estreitamento de
sinusoidais e presenga de células de Kupffer.

Figura B — Hepatdcitos atroficos com nucleo tinico ou binucleado; atrofia dos sinusoides e
presenca de células de Kupffer.

Figura C — Hepatdcitos hipertroficos com ntcleo tinico ou binucleado; atrofia dos sinusoides e
presenca de células de Kupffer.

Figura D — Esteatose difusa (moderada — intensa), macro e microvesicular; presenga de células
de Kupffer e de hepatdcitos com nucleo tinico ou binucleado.

Figura E — Esteatose difusa (leve a moderada), microvesicular; presenca de células de Kupffer
e de hepatocitos com nicleo tnico ou binucleado.

Figura F — Esteatose difusa leve, microvesicular; presenca de células de Kupffer e de
hepatdcitos com nucleo tnico ou binucleado e outros com nucleo picnético.
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FIGURA 2 - Rins de ratos normonutridos e obesos tratados durante 21 dias com dose 200 mg/kg
de extrato bruto de folhas e cascas de Cinnamomum zeylanicum.

Figura A — Rim de rato normonutrido controle. Notar: glomérulos de tamanho normal; espago
subcapsular preservado; congestdo de vasos.

Figura B — Rim de rato normonutrido tratado com extrato da casca da canela. Visualizar: atrofia
glomerular; glomérulo nefrite e fibrose da membrana basal.

Figura C — Rim de rato normonutrido tratado com extrato da folha da canela. Perceber: atrofia
glomerular.

Figura D — Rim de rato obeso controle. Observar: glomérulo nefrite proliferativa e debri celular
no tibulo contorcido.

Figura E — Rim de rato obeso tratado com extrato da casca da canela. Verificar: atrofia
glomerular.

Figura F — Rim de rato obeso tratado com extrato da folha da canela. Constatar: atrofia
glomerular e fibrose de membrana basal.

DISCUSSAO

A obesidade ¢ um importante problema de saude que ¢é caracterizada pelo aciimulo
excessivo de gordura no corpo, resultante de um desequilibrio na ingestao e no gasto de energia
(SHEHZAD et al., 2011). Sabe-se que ¢ um fator de risco para numerosas doengas metabolicas,
como diabetes, aterosclerose, hiperlipidemia e cancer (SON et al., 2013; SU et al., 2016). O
consumo de dieta rica em gordura € a principal causa de obesidade e de suas complicagdes (LI
et al., 2010; SHEARN et al., 2014).

Neste estudo, o acompanhamento da evolugdo ponderal demonstrou que, apods o
desmame, ocorreu ganho de peso nos ratos com as duas dietas. Nos grupos que receberam a

dieta ocidentalizada (grupos obesos: controle, casca e folha), observou-se que o ganho de peso



81

em relagdo aos grupos normonutridos foi significativamente maior a partir da 9* semana,
constituindo assim, o modelo de obesidade desejado. No entanto, aumento do peso corporal nao
foi associado a uma maior ingestdo de alimento ou mesmo ao valor energético da dieta, mas
sim, a proporcao dos nutrientes presentes da dieta ocidentalizada. Sabe-se que,
independentemente do valor energético, a qualidade nutritiva da dieta ¢ importante (HOWIE et
al., 2009).

Dietas ocidentalizadas tém sido comumente utilizadas em ensaios experimentais de
obesidade, visando mimetizar efeitos organicos associados a adiposidade (BOUSTANY et al.,
2005; DU TOIT, et al., 2005; CARROLL, et al., 2006). Em grande parte dos trabalhos, a dieta
ocidentalizada, por seu alto teor de gordura com balanceamento de proteinas tem proporcionado
ganhos de peso diferenciados (CAVALCANTE, 2013), enfatizando a importancia do tipo de
alimentac¢do no periodo pds-desmame sobre a composicao e distribuicao corporal dos depositos
adiposos (OZANNE et al, 2004). Os animais da linhagem Wistar sdo comumentes utilizados
em estudos em que a obesidade ¢ induzida por dietas. Ratos Wistar tratados com dieta
hipercalorica e hiperlipidica durante trés meses aumentaram aproximadamente 1,4 vez a massa
corporal quando comparados com animais-controle (DA SILVA, 2010).

Apds o uso dos extratos das folhas e cascas da canela por um periodo de 21 dias, foi
observado que houve consideravel perda de peso nos animais dos grupos obesos, quando
comparados ao grupo controle (obeso), € aos grupos normonutridos, que também receberam os
extratos. Estudo de Tuzcu et al. (2017) mostraram resultados semelhantes com uso de extrato
de polifenol de canela durante 12 semanas em ratos alimentados com dieta hipercalorica. Eles
constaram que o tratamento na dose de 100 mg/kg diminuiu o peso corporal, a gordura visceral
e o peso do figado em 8,4%, 36,6% e 17,7% nos ratos alimentados com a dieta hipercaldrica.

Boqué et al. (2013) testaram diferentes extratos de plantas polifendlicas em animais
obesos induzidos por dieta rica em acucar (high sugar - HFS) e selecionou aqueles que poderiam
exibir algumas propriedades promissoras contra a obesidade. Dentre os extratos testados, o da
canela obteve destaque, pois impediu o aumento de peso corporal de ratos induzidos a
obesidade pela dieta HFS, e também reduziu a eficiéncia alimentar, tais achados sao
considerados importantes para a identificacdo de potenciais extratos de plantas polifendlicas
com acao antiobesidade.

Em relagdo aos possiveis mecanismos implicados nos efeitos anti-obesogénicos dos
polifenois, estudos in vitro demonstraram que eles poderiam atuar como inibidores da
diferenciagdo de adipocitos (WOLFRAM et al., 2005; KIM et al., 2011), lipogénese
(MERCADER et al., 2011), lipélise (OGASAWARA et al., 2010), ou absor¢do lipidica
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intestinal (UCHIYAMA et al., 2011), bem como indutores de oxidacdo de acidos graxos
(MERCADER et al., 2011) ou antagonistas em receptores canabinoides (SEELY et al., 2009).
Além disso, os efeitos dos polifendis na lipogénese, absor¢do de lipidios e homeostasia de
energia foram validados in vivo (BOSE et al., 2008; YANG et al., 2010; BELTRAN-DEBON
et al.,, 2011; PENG et al., 2011). Outro mecanismo que poderia explicar suas propriedades
antiobesidade ¢ a atenuagdo de alteragdes inflamatorias, evidenciadas em co-cultura de
adipdcitos e macroéfagos (OVERMAN et al., 2010; SAKURAI et al., 2010).

Por outro lado, Shen et al. (2010) comprovam através do seu estudo que o extrato aquoso
das cascas de Cinnamomum zeylanicum nao tem efeito sobre o crescimento corporal de ratos
saudaveis (livres de qualquer tipo de doenga). O peso corporal dos ratos saudaveis que
receberam o extrato (30 mg/kg) por 22 dias aumentou a uma taxa semelhante a dos ratos
saudaveis livres do extrato por 22 dias, ou seja, ambos os grupos tiveram ganho de peso corporal
independente do consumo de extrato ou ndo. Nossos resultados corroboram com esse estudo,
entretanto, notamos que os animais normonutridos que receberam os extratos tiverem um ganho
de peso menor em comparagdo ao grupo controle normonutrido.

Quanto ao consumo alimentar dos ratos, durante o uso dos extratos, o presente estudo
mostrou que, durante os 21 dias, ocorreu reducdo significativa do consumo nos grupos obesos
de ratos que receberam os extratos das folhas e das cascas. Esses resultados ndo estdo de acordo
com o que foi encontrado na literatura. Tuzcu et al. (2017) comprovaram que nao houve
diferenca significativa na ingestdo de racdo entre ratos controle alimentados com dieta
hipercalorica e os ratos alimentados com dieta hipercalorica tratados com extrato de polifenol
de canela (100 mg/kg) (p> 0,05).

Sartorius et al. (2014) também avaliou o peso corporal e a ingestdo alimentar de ratos
induzidos a obesidade com uma dieta rica em gordura. Os animais durante as 6 semanas do
experimento receberam dgua potavel suplementada com 4,5 ml/kg de peso corporal
(equivalente a 0,8 g/kg de peso corporal) de extrato das cascas da canela (Cinnamomum
zeylanicum). Nenhum efeito na ingestdo de alimento foi detectado, tanto no grupo controle
alimentado com a dieta rica em gordura, quanto nos ratos obesos tratados.

Nos estudos citados observou-se que a dose utilizada e a via de administragdo diferem
do que foi utilizado neste estudo. A administragdo de drogas dissolvidas em 4gua tem uma
grande limita¢do devido a falta de controle da ingestdo (GOODMAN, 2012). Por isso, a via de
administracdo adotada no nosso estudo foi a gavagem, reduzindo possiveis diferengas nas
concentragdes ingeridas por cada animal e evitando perdas dos extratos. Outro fator importante,

¢ a dose administrada. Nos estudos mencionados as doses utilizadas foram menores do que a
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nossa, talvez por isso ndao houve diminuicdo da ingestdo alimentar, doses maiores seriam
necessarias para que se atinja o mesmo efeito.

Estudos com extratos das folhas da canela ndo foi encontrado até o presente momento.
Acredita-se que seu efeito na reducdo de peso e na diminui¢do do consumo, deve-se a presenga
de fitoconstituintes, como: flavonoides, terpenos, taninos, esteroides e saponinas. Estes mesmo
fitoconstituintes sdo encontrados nos extratos das cascas da canela (SHIHABUDEEN et al.,
2011), onde numerosos estudos sugerem que os flavonoides inibem a catecol-O-
metiltransferase (COMT), enzima responsavel pela degradacdo da noradrenalina —
neurotransmissor envolvido na termogénese e na oxidacdo de gorduras. Quanto menor a
inibicdo de noradrenalina, maior ¢ sua influéncia na ativagdo da termogénese, aumentando,
assim, a oxidacdo de gorduras e o gasto energético (MANENTI, 2010).

Quanto as dosagens bioquimicas realizadas post mortem, ndo houve alteragdes
bioquimicas, nem hematoldgicas nos grupos normonutridos. Entretanto, foi observado
diminui¢do da concentracdo sérica de ureia nos grupos obesos tratados com os extratos das
folhas e das cascas. Esses achados estdo de acordo com a literatura, Krishnakumar et al. (2014)
relataram a diminui¢do dos niveis de ureia e creatinina (p<0,05) em ratos diabéticos tratados
com extratos das cascas da canela ricos em polifendis. Normalmente os niveis de creatinina e a
ureia encontram-se aumentada em pacientes diabético devido a diurese osmética e a deplegao
do volume extracelular (MOGENSEN et al., 1985). No presente estudo a diminui¢do de ureia
pode ser atribuida ndo apenas ao que foi relatado anteriormente, mas também ao incremento da
funcdo hepatica devido a utilizagdo dos extratos, pois no estudo histopatoldgico dos figados
houve uma diminui¢do da esteatose, em relacdo aqueles ndo tratados, além da presenga de
hepatocitos com dois nucleos, indicando maior atividade do 6rgdo. Maior atividade que pode
aumentar a capacidade de metabolizacdo da ureia pelo figado.

A creatinina ndo sofreu alteracdes porque as lesdes renais ndo chegaram a comprometer
0s rins, uma vez que a creatinina ¢ livremente filtrada e ndo sofre reabsor¢ao. Ela ¢ o principal
marcador de nefrotoxicidade. Isso decorre em virtude de a creatinina ser de producao enddgena
e liberada nos liquidos corporais em taxa constante e seus niveis plasmaticos permanecerem
dentro de limites estreitos, assim, sua depuracdo pode ser indicadora da taxa da filtragcdo
glomerular. Quando ocorre a patologia renal, ha inicio da perda progressiva da filtragao
glomerular e consequentemente a elevagcdo da creatinina no plasma. Durante o curso da
insuficiéncia renal ocorrem incrementos discretos, mas constantes de creatinina plasmaticas
(KAMEL et al., 2000; CHERTOW, 2002; BALBI et al., 2005; PACHECO et al., 2005).

Em relacdo aos parametros hematoldgicos avaliados, houve diminui¢do do nimero de
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hemacias e do hematocrito dos grupos obesos tratados com os extratos das folhas e das cascas.
Também foi observado diminui¢do da hemoglobina e dos eosinéfilos do grupo obeso tratado
com extrato das folhas. Esses resultados foram divergentes da literatura, Krishnakumar et al.
(2014) que ndo observaram mudancas significativas nos parametros hematologicos em ratos
diabéticos tratados durante 30 dias com extrato das cascas da canela. Seria necessaria a
quantificagdo do total de polifenois presentes nos extratos das folhas e das cascas da canela para
determinamos se esses achados tém alguma relagdo com a quantidade de polifenois ou até
mesmo com os tipos de polifenois presentes nos extratos. Krishnakumar et al. (2014) utilizaram
extratos ricos em polifenois porém eles ndo relatam quais polifenois foram utilizados.

Neste estudo os animais obesos apresentaram parametros condizentes com um quadro
anémico, definido pela andlise dos valores de hemadcias, concentragdo de hemoglobina e
hematdcrito. Além disso, o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM) e a concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), parametros utilizados
para avaliar morfologicamente os tipos de anemia, apresentaram-se normais (LOPES et al.,
2007). Desta forma, podemos afirmar que se trata de uma anemia normocitica normocromica.
Anemias normocitica normocromica sdo comuns em situagdes patoldogicas como: doengas
renais, hemorragia aguda, inflamag¢do, anemia hemolitica adquirida, anemia falciforme e fase
inicial da deficiéncia de ferro (COUTO, 2010; HOFFBRAND, 2013; RIBEIRO-ALVES, 2014).

Os eosindfilos s3o células inflamatorias, que representam 1% a 3% dos
polimorfonucleares. Reconhece-se que os eosindfilos desempenham papel importante na defesa
contra helmintos e em reagdes inflamatorias na asma e na alergia (RIOS, 1995; BOUREE,
2006). Porém um baixo nivel de eosindfilos pode indicar que o sistema imunoldgico esta
comprometido, seja pelo consumo da dieta hipercaldrica, ou/e pelo uso continuo dos extratos
da canela (LACY, 2004; ABBAS, 2012).

O estado nutricional tem uma importante influéncia sobre o sistema imune e sua funcdo
¢ muito sensivel a alteragdes nutricionais. Tanto a desnutricdo quanto a obesidade sdo
conhecidas por alterar a imunocompeténcia. Embora ligeiro excesso de varios nutrientes,
especialmente nas populacdes com deficiéncias nutricionais, pode estimular o sistema
imunitario, a ingestdo excessiva de lipideos e muitos micronutrientes ¢ conhecida por ter
consequéncias negativas sobre varios componentes do sistema imunolégico (SAMARTIN et
al., 2001).

Em relagdo aos achados histopatologico do figado e dos rins dos ratos normonutridos e
obesos foi constatado varias lesdes renais e pequenas alteracdes hepaticas em todos os grupos

analisados, exceto nos animais normonutridos controles (ndo submetidos a tratamento), que
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apresentaram Orgaos sem alteracdes.

Nas analises histopatologicas dos figados dos animais obesos foi constatado um dos
achados mais importantes desta pesquisa. Foi observado um padrao pouco evidente de esteatose
nos grupos obesos que foram tratados com os extratos da canela, contrastando com os achados
hepaticos dos animais obesos controle, onde foi verificado esteatose difusa (moderada —
intensa), esteatose macro e microvesicular e necrose hepatocitaria focal. Os extratos da canela
podem ter promovido reducao de danos hepaticos, decorrente do acimulo de gordura, pelo seu
poder antioxidativo, ou mesmo ter impedido o acumulo dos mesmos. Nossos achados
corroboram com os de Eidi et al., (2012) que demonstram os efeitos hepatoprotetores, curativos
e antioxidantes do extrato da canela contra a lesdo hepatica induzida por tetracloreto de carbono
(CCl4) em ratos.

Dietas hipercaléricas ricas em gordura saturada e agucar ¢ uma das principais causas de
esteatose ndo alcodlica. Quando a associado a doengas, como a obesidade, pode ocasionar danos
ao figado e desencadear um processo inflamatorio com possivel evolucdo para fibrose
(SCHAFFER et al., 1979). Estudos comprovam que o estilo de vida ¢ considerado um fator
significativo no desenvolvimento de esteatose. A inatividade fisica e habitos alimentares pouco
saudaveis, sdo fatores que estdo diretamente associados ao desenvolvimento da sindrome
metabolica, favorecendo o aumento de peso.

Em relag@o aos achados renais dos animais obesos, sdo diversos os fatores que poderiam
determinar a lesdo glomerular nesse modelo experimental. Trabalhos de Hall et al., (2003)
propdem que a deposi¢do de gordura visceral poderia determinar compressao da capsula renal,
determinando reten¢do hidrossalina por ativagdo do sistema renina angiotensina aldosterona,
além do aumento da atividade adrenérgica. Esses dois mecanismos poderiam determinar
alteracdo na hemodindmica glomerular, promovendo lesdo glomerular.

Sabe-se que a obesidade provoca um aumento da inflamag¢do no tecido renal e lesdo
renal (KIM et al., 2013) e uma das causas desta inflamacao ¢ o estresse oxidativo (MARIC-
BILKAN, 2013). Os niveis elevados de colesterol podem estimular a produ¢do de superdxido
que, por sua vez, contribuem para a disfun¢do renal observada em pacientes obesos
(CERIELLO et al., 2004). Pessoas obesas com doenca renal cronica tém maior velocidade de
declinio na taxa de filtragdo glomerular e tém progressao mais rapida da doenca renal (ISEKI
et al., 2004).

No que diz respeito a utilizagdo dos extratos da canela e sua possivel relagdo com as
lesdes encontradas nos orgdos dos animais normonutridos e dos animais obesos, ndo foi

encontrado na literatura estudos que comprovem essa ligagdo. Ranasinghe et al. (2012) nao
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evidenciaram dano renal ou hepético em ratos diabéticos tratados com extrato da casca da
canela durante 30 dias com dose de 120 mg/kg (para um rato de 200g). As lesdes encontradas
no nosso estudo podem estar relacionadas a dose utilizada (200 mg/kg), uma vez que, diversos
estudos ndo relatam toxicidade da Cinnamomum zeylanicum em doses menores (SHEN, 2010;
ANAND, 2010). Em alguns casos, verificou-se at¢é uma melhora dos danos renais induzidos
pela diabetes (MISHRA, 2010; KRISHNAKUMAR et al., 2014; SHARAFELDIN, 2015). Esse

efeito benéfico ¢ atribuido ao poder antioxidante desta planta.

CONCLUSAO

Os extratos brutos de folhas e cascas de Cinnamomum zeylanicum foram capazes de
promover a reducdo do consumo alimentar e a perda de peso nos ratos obesos. O uso dos
extratos da canela apresentou um efeito preventivo e até reversivo da esteatose hepatica
produzida pela dieta ocidentalizada. Estudos bioquimicos e hematoldgicos ndo refletiram
toxicidade com o uso dos extratos. Entretanto, as andlises histopatologicas mostraram algumas
lesdes renais e hepaticas, possivelmente relacionadas a dose utilizada.

Diante dos resultados obtidos, concluimos que a Cinnamomum zeylanicum ¢é eficaz no
emagrecimento de ratos obesos e eficaz na reducdo da esteatose hepatica. Entretanto, outros
estudos com doses diversificadas e avaliacdo de proteina C reativa, seria interessante para a
uma melhor avaliacdo dos extratos brutos. Podendo assim, a canela torna-se um fitoterapico

antiobesidade para futuro uso na populagao.
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5 CONCLUSOES

A andlise fitoquimica dos extratos de folhas e cascas de Cinnamomum zeylanicum
indicou a presenca de taninos condensados, flavonoides, terpenos, esteroides, saponinas e
acucares redutores nos extratos brutos.

O teste de avaliacdo da toxicidade aguda in vivo demonstrou que os extratos brutos de
Cinnamomum zeylanicum apresentam baixa toxicidade em ratos Wistar machos ap6s uma unica
dose de 2000 mg/kg.

Os extratos brutos de Cinnamomum zeylanicum foram capazes de promover a reducao
do consumo alimentar e a perda de peso nos ratos obesos. Em animais normonutridos ndo foi
constatado perda de peso, nem diminui¢do do consumo alimentar.

Estudos histologicos mostraram que o uso dos extratos da canela levou a prevengao ou
talvez até a reversdo da esteatose hepatica produzida pela dieta ocidentalizada. Estudos
bioquimicos e hematoldgicos ndo refletiram toxicidade com o uso dos extratos, apesar de
alteracdes histopatologica terem sido constatadas nos rins e no figado dos animais tratados,

possivelmente relacionadas a dose utilizada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, ficamos absolutamente satisfeitos ao verificar que um fitoterapico
possui propriedades emagrecedoras, e ainda com a vantagem de reduzir o acimulo de gordura
hepatica. Além disso ¢ eficaz em ratos através do uso oral, administrado somente uma vez ao
dia e independente das refeicdes. A substancia parece ser muito promissora no tratamento da
obesidade e possivelmente em suas complicagdes. Serdo necessarios mais estudos em torno dos
extratos de Cinnamomum zeylanicum, inclusive visando reproduzir, em grandes ensaios
clinicos, estudo comparativo com drogas antiobesidade em humanos, englobando também

doses diversificadas e um tratamento por um tempo mais prolongado.
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especialista na farmihia Lauraceae. Caso queira consulta-le, sew nome & Roxans Barreto

Instituto Agrondmico de Pernambuco - IPA
Virculado 8 Secetana de Agricdts @ Reforma Agraria
Av. Gal. San Marsn, 1371 - SBongi - 50761.000 - Redfe - PE - C.P. 1022
CNPJ 10.912 2930000137 ~ PASX: (81) 3184.7200 - Fax: (81) 3184.7211
Home Page: www iga be ( E-msl ipsfips te

IPA - 77 anos semeando conhecimento
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ANEXO B - Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves, s/n

50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 B1) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 27 de dezembro de 2016.
Oficio n® 128/16

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2 Manuela Figueiroa Lyra de Freitas

Departamento de Anatomia

Centro de Biociéncias

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.041253/2016-21

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo em ratos do potencial
antiobesidade de extratos brutos das folhas e cascas do caule de canela
(Cinnamomum zeylanicum)”, registrada com o n° 23076.041253/2016-21, sob a
responsabilidade de Prof.? Manuela Figueiroa Lyra de Freitas - que envolve a
produg¢do, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 07/12/2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacédo Até 05/2017
Espécie/linhagem/raca Ratos heterogénicos Wistar
N° de animais 100
Sexo ; Machos e fémeas
Peso/ldade 50g/ 21 dias (machos)
250g / 60 dias (fémeas)
Origem Biotério do Departamento de Nutricdo

Atenciosamente,

P

Prof. Sebastigo R. F. Silva
Vice-Presidente CEUA/UFPE
SIAPE 2345691

UFPE



ANEXO C - Dieta Presence®: tabela nutricional.

Umidade (max)

130,00 g/kg

Proteina bruta (min)

230,00 g/kg

Extrato etéreo (min)
Fibra bruta (max)

40,00 g/kg

50,00 g/kg

Matéria mineral (max)
Calcio (min)

100,00 g/kg

12,00 g/kg

Calcio (max)

13,00 g/kg

Fosforo (min)

Sdédio (min)

8.500,00 mag/kg
2.700,00 mag/kg

Magnésio (min)

500,00 mag/kg

Ferro (min)

180,00 mag/kg

Cobre (min) —

30,00 ma/kg

Manganés (min)

110,00 mg/kg

Zinco (min)

110,00 ma/kg

Iodo (min)
Cobalto (min) -
Selénio (min)
Vitamina A (min)
Vitamina D3 (min)
Vitamina E (min)
Vitamina K3 (min) -

1,00 mg/kg
- 2,00 mg/kg
0,20 mg/kg
25.500,00 Ul/kg
4.000,00 UI/kg
82,00 Ul/kg

- 6,40 mg/kg

Vitamina B1 (min)

11,00 mg/kg

Vitamina B2 (min)

12,00 mg/kg

Niacina (min)
Acido pantoténico (min)

219,00 mg/kg
90,00 mag/kg

Vitamina B6 (min)

11,00 ma/kg

Acido félico (min)

13,00 mag/kg

Biotina (min)
Vitamina B12 (min)

0,10 ma/kg

Olina (min)

40,00 mcg/kg
1.800,00 mg/kg

Lisina (min)

Metionina (min)

12,50 g/kg
3.500,00 mg/kg
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ANEXO D - Dietas Ocidentalizadas de crescimento e manuten¢do elaboradas pelo
Departamento de Nutri¢do da UFPE (dieta modificada de CAVALCANTE et al., 2013).

PALATAVEL- CRESCIMENTO
PALATAVEL 1kg 15kg |

MAISENA 117,00 | 1755,00
/LABINA 80,00 | 1200,00
BISCOITO MAISENA CHOC 50,00 | 750,00
FARINHA DE SOJA 40,00 | 600,00
CASEINA 200,00 | 3000,00
CELULOSE 40,00 | 600,00
GOMA 0,00 0,00
oleo milho 10,00 150,00
oleo soja 20,00 300,00
BANHA (*Banha Sadia) 53,00 [ 795,00
MANTEIGA 40,00 | 600,00
MARGARINA (85% lip) | 40,00 | 600,00
creme de leite parmalat{20%lip) 40,00 600,00
ACUCAR 220,00 | 3300,00
SAIS - MIX MINERAL 25,00 [ 375,00
VITAMINAS 7,00 105,00
COLINA 2,50 37,50
METIONINA 2,50 37,50
BHT =0,14mg 0,14 2,10
NaCl (39,34% de Na) 3,00 45,00
Glutamato Monossédico (12,3% de Na) 10,00 150,00
Total 1000,14 | 15002,10




PALATAVEL-MANUTENCAO-

PALATAVEL

1kg 10kg
MAISENA 157 1570
/LABINA 80 800
BISCOITO MAISENA CHOC 50 500
FARINHA DE SOJA 40 400
CASEINA 150 1500
CELULOSE 40 400
GOMA 0 0
OLEO MILHO 15 150
oleo soja 25 250
BANHA (*Banha Sadia) 53 530
MANTEIGA 40 400
MARGARINA (85% lip) 40 400
creme de leite parmalat(20%lip) 40 400
ACUCAR 220 2200
SAIS - MIX MINERAL 25 250
VITAMINAS 7 70
COLINA 2,5 25
METIONINA 2,5 25
BHT = 0,14mg 0,14 1,4
NaCl (39,34% de Na) 3 30
Glutamato Monoss6dico (12,3% de Na) 10 100

Total

1000,14 10001,4
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