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CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Cinnamomum
seylanicum (Lauraceae) E SEU EFEITO OSMOTICO E MORFOLOGICO NA
MEMBRANA DE ERITROCITOS

Francisca Janiclle Barros', Trwin Rose Alencar Menezes?

RESUMO

O uso de produtos naturais pelos povos, para tratamento ¢ cura de patologias, ¢ praticado

desde a antiguidade, sendo csse costume, por isso, considerndo como fonte ternpéutica,

Cimamomunt zevlanicum, popularmente conhecido como cancla, ¢ uma erva ulilizada na
medicing popular ¢ destaca-se pOT POSSIIT, em seu dleo essencial, efeitos diversos, A partir do
ensaio de fragilidade osmdlica, ¢ possivel verificar a integridade da membrana dos eritrocitos,
avaliando o efeito de drogas sintétieas o naturais sobre sup membrana, Objetivou-se com
esse trabalho, avaliar os cfeitos in v de Glen cssencinl de Cinmanmonim zevlanicum na
fragilidade osmoticy e morfologia de hemdcias, analisando A%51M 0 suA coracterizagio
quimica, ¢ a atividade citoprotetora frente a diferentes concentragies de Clorelo
{MaCl). As amostras sanguineas foram incubadas com o olen de
espectiofolometrin nos tempos de 1 & 20 em diferenies conce
confeccionados csfrepagos sanguincos para avaliagio da morfolog)

presenga do dleo, os dados obtidos nio indicaram uma alteragio signi
morfologi

de sodio
zeylanicum ¢ lidas em
nmragiies salina, loram
& em microscopin. Na
Nicativa de hemdlise ¢ de
i ¢ ndo revelou aglio citoprotetors para membrana dos entrdcitos, Fm conclusio, o
dleo essencial ndo demonstrou atividade hemolitica nem protetora para hemicias,

Palaveas-chave: Ciimamomm zeplanicin, Eritrdeitos, Fragilidade osmdtica, Marfologia,

CHEMICAL CHARACTERIZATION OF ESSENTIAL OIL Cinnamomum zevlanicum
(Lauracene) AND THEIR OSMOTIC EFFECT AND MORPHOLOGICAL
MEMBRANE OF ERYTHROCYTES

ABSTRACT

The use of natural produces by people, for the treatment and cure of diseases, has been
praciiced since ancient times, this custom, therefore, is considered a therapeutic source.
Cinnamanim zevlanfcim, popularly known as cinnamon, is an herb used in folk medicine
and is characterized by having in its essential oil, various effects. From the osmaotic frupility
test, you can venfy the integrity of the erythrocyte membrane, evitluating the effect of natural
br synthetic dmgs on their membrane. The pumpose of this study was Lo evaluate the in vitrs
effects of essential oil of Cinnamomum zeylanicum in osmatic fragility and morphology of
RBCs, thus analyzing its chemical characterization and cytoprotective activity against
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different coneentrations of sodivm chloride (MNaCl). The blood samples were incubated with
the oil of C. zevianicum and read spectrophotometrically in the spaces of |h and 2h at
different salt concentrations, blood smears were prepared for microscopy  morphology
evaluation. In the presence of oil, the data indicated no significant change of hemolysis and
morphology and did not show chtoprotective action on the erythrocyte membrane, In
conclusion, the cssential vil showed no hemalytie activity or protective 1o erythrocyies,
Keywords: Cimnamomum zevlanicum, Envihroeytes. Osmatic fragility. Morphology.

' Discente do eurso de Biomedicing
* Docente do curso de Biomedicina

1 INTRODUCAD

A ulilizaghio de plantas para tratar e curar enfermidades ¢ uma pritica antiga, unde

comunidades e prupos étnicos wilizam das seus conhecimentos come tinico meio de terapias
(MACIEL et al,

2001). Desta forma, considera-se uma dag primeiras fontes terapéuticas

usadas pelos povos (TOMAZZONI: NEGRELLE: CENTA, 2006), sendo o consumo no

mundo representado per 30% dos produtos utilizados para fins medicamentosos (D] STASI,

2007). As plantas 30 umas das principais formas de obtengiio de firmacaos,

por ser uma
importante fonie de compostos biolog

icamente ativos (LIMA et al,, 2007}, do seu manejo &
possivel a obtengdio de substancias empregados no controle de patologias (LIMA, 2008),

A espécie Cinnamontum zeplanicim popularmente conhecida coma canela, é umn

espécie pertencente a familia Lauraceae, utilizada ng medicina popular, A familia destacg-se

PaT s amporsineia ccondmica, tendo alpumas de suas espéeies usadas na labnicagio de

produtos (MARQUES, 2001y, O &leo de ¢ sevlamicern ¢ wtilizade por possuir efeitos
diversos, dentre eles o efeito de anti-in Namatdrio, antipinitico, anticspasmodien, carminativo,

antibacteriano, antisséptico, larvicida, mio-relaxante, anti-hipertensivo,

sedante ¢ inseticida
(GROSSMAN: ZITUNE: JANUARIO, 2

J05Y. e outros comao analpésico,

afrodisiaco,
adstringente ¢ hemostatico (CARMO, 2008, O dleo obtido da casea tem

e0mo pringipal
icas (FREIRE, 2008:
2012) como aglo fungicida, baclericida, prevencio
de aglutinagdo plaguetiria ¢ na perfumaria (AZAMBUJIA, 2009), coracteri
fenilpropancide (ABRIFA, 2007).

camponente o aldeido cindmico, do qual se relaw atividades bialog
FREIRE et al., 2011: ANDRADE et al.,

zado com um
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Com o ensaio de fragilidade osmética pode-se verificar o integridade da membrana
dos glébulos vermelhos (CTNARA et al., 2006; SPENGLER el al.. 2007). ponderando os
wleitos de drogas sintéticas ou naturais (DIDELON et al., 2000).

Devido sua disponibilidade ¢ acessibilidade o eritrdcitos ou células vermelhas

sanglincas sio wilizados em diversos estudos associados 4 constituigiio ¢ comportamento da

membrana (MARIGLIANG el al., 1999: MAZZANTI o al., 2002: GOUVEA-E-SILVA,
2006; SRINIVASAN: KEMPATAH, 2006; BATISTA e al., 2007; FIRMING, 2007). A agio

de forma dircta da bomba de sédio e polissio parcee cantrolar o volume de células vermelhas

do sangue (RBC) de forma a conduzir o concentragio de solutos intracelular, regrando assing a

fgdo osmotica gue pode levar g celula a inchar oy minguar (ALBERTS et al., 2002). Uma
hemalise causada pela perturbacdio cstrutural celular ou do seu citoesqueleto 1eve como causa
o pumento do cosliciente de partigiio da membrana, 4 “curva de frapilidade osmotica™ retratg

as mudangas cousadas nas células devido ao

irmamento osmodico (CAVALCANTI ¢t al.
2003; DIDELON et al,, 20000},

Devido & vasta diversidade botinica e
produtos natrais tem sido fonte de

devido ao nivel socioe

405 costimes naturais de cada populagio, os
fralamento para diversas patologias, o que sc fortalece
condmico e a fala de acesso ao sistema de salde por parte de cada
comunidade, fazendo-se desta forma necessirio g investigagio da Ao de seun constituinles,

validando  cientificamente seu usp, Objetivou-se, portanto, identificar ps constiluintes

quimicos do dleo essencial de ¢ zevlanicun, avaliando o seu eleito in vitro na fagilidade

osmdtica & morfologin das a diferentes

hemdcias ¢ sua atividade ciloprotetora frente
concentragies de Cloreto de sdadio (NaCly,

2 MATERIAL E METODODS

L1 ldentificagiies do material vegetal e extracio do dleo essencial

0 materinl vepetal utilizado foram cascas de .

residenciais na cidade de Juazciro do Nore-CE, o tdentificagio da cspéeie foi realizads pelo

luboratono de botdnica da Universidade Regional do Carin-

zeplanicum obtidas 2 partir de coletas

URCA. O dleo essencial [oi
obtido @ panir da hidrodestilaglio, pelo método de arraste a vapor usando o aparctho de
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Clevenger modificado (CRAVEIRO, 1981), o processo de destilagio do dleo essencial foi
exccutndo no  Laboratério de Bioguimica da Faculdade Ledo Sampaio- FALS. Os
constituintes do 6len foram identificados no Laboratério de Produtos Naturais - LPN da
Universidade Regional do Cariri- URCA por espectrofoldmetro, a andlise dos constituintes
quimicos do dleo essencial de C. zevlanicum foi realizada usando o equipamento Shimadeu
GC MS - QP2010 séries (GO/MS system). A identificacdo dos componentes individuais foi

baseada nas suas fragmentagdes baseadas na biblioteca NIST 08 e por comparagio com dados
da literatura,

2.2 Sanpue

O sangue wtilizado nos testes foi fornecido pelos autores do trabalho que, como pre-
requisito, possuflam seus critrogramas devidamente dentro dos valores de referéncia de
normalidade, visando evitar falsos resultados. A amestra foi coletada por meio de pungio

venosa em tubos que continham como anticoagulante o citrato de sodio.

1.3 Procedimento experimental

23,1 Avaliagio de citotoxicidade do dleo essencial

A avaliacio da fragilidade osmdtica das células vermelhas sanguineas foi realizada

com amostras de suspensdo de hemicias previamente lavadas com solugiio salina € incubadas

com oleo essencial diluido em Dimetil Sulfixido (DMS0) 4 1%, em seis concentragdes
(SuL/mL. 10uLimL, 25uL/mL, S0pL/mL. 100uLimL, 200 L/mL), onde foram incubados em

banho-maria (37°C) nos tempos de 1 hora € 2 horas. Apds o tempo determinada foram

centrifugados (1.500pm por 13 min.) € seus sobrenadantes foram isolados e lidos em
espectrofotdmetro de massa (540nm). Os controles foram dgua destilada e NaCl (0,9%). Apds

renies CoOnce

' foram retiradas aliquotas de cada
a centrifugagio das amostras em dife ntragbes quo
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; : . 5 que
amosira que foram ressuspensas em 2mL de soluglo saling para confecgdes de esfrepagos d

faram corndos (Mav- Grunwald- Giensa) e lidos em microscopia dptica (x100).

1.1,2 Avaliagho dn protegiio do dleo frente a diferentes concentragaes de NaCl

A avaliagdo protetora do dleo essencial foi realizada com amostras de suspensdo de
hemacias previamente lavadas com solucEo salina e incubadas com o dlen essencial diluide
em DMBO (1%), em seis concentragbes (Sul/mL, 10pLimL, 25uL/mL, S0uL/mL,
100pLimL,  200puLimL). Para cada concentraglio foram realizados lestes em  sCiC
concentracies de NaCl { 0,12%, 0,24%, 0.36%. 0.48%, 0,60%, 0,72% e 0,90%) e incubados
em banho-maria (37°C) nos tempo de | hora e 2 horas. . Apds o tempo determinado foram
centrifugados (1.500rpm por |5 min) ¢ seus sobrenadantes foram isolados e lides em

espectrofotdmetro de massa (540nm). Os controles foram dgua destilada e NaCl (0.9%).

2.4 Andlise estatistica

A anilise estatistica dos dados foi realizada através do software Graph Pad Prism
versdo 3.0 do Windows, Os resultados foram analisados pelo programa Analise de Varigncia
— ANOVA seguidamente pelo teste de Student Newman Keuls, As andlises estatisticas foram

representadas pela Média + Erro Padriio da Média (EPM),

3 RESULTADOS E DISCUSSAD

A identificagiio do material vegetal foi realizada pela Dra Maria Arlene Peszoa da
Silva ¢ depositado no herbdrio Caririense Didrdano de Andrade-Lima com o numero de
registro 26.2013. O rendimento obtido do oleo foi de 0,22%, a quantificacdo dos constituinies
referentes & composigio quimica do dleo essencial de €. zeylanicum obtidos por

cromnatografia gasosa (CG) estiio representados na tabela 1. Assim como observado na tabela,

D s oo D ordaanras



FREIRE et al (2011) verificou em sua caruclerizagio que

o principal constituinte da casca de
(% zevlanicum € o cinamaldeido (87,7%).

Tabela 1: Principais componenies quimicos (%) do dlea esséncia da casea de canela
Componentes Tr(min)" (%)
a-fujeno ERTH 0,38
p-cineol 4,14 3,92
a-terpineol 6,14 1,20
{E)-cinamato de vinila 6,56 0,26
(E)-cinamaldeido 7.35 87,99
acetato de cinamila 9,53 3,28
TOTAL 97.53

As substineias, quando em conlato com o organismo, agem inicialmente no sAngue,
provocando efeitos eritrocitdrios que podem ocasionar hipoxia tecidual, atenuando o efeiin

toxico da substancia podendo gerar problemas a saide do individue (BATISTA et al. 2006,

Alteragies nas membranas de eritrécitos sehvem como medida de avaliagio de spa
estabilidade ou composigio podendo ser uma forma de diagndstico para diversa

5 patologias ¢
estudo significative de células quando submetidas g

alpuns fatores. (MARIGLIAND ot al.,
1999 MAZZANTI et al,, 2002; GOUVEA; SILVA, 2006: SRINIVASAN; KEMPAIAH,

2006; BATISTA et al., 2007; FIRMINO, 20073,

A lise das células em relagio a sua osmolaridade associa-se g fatores extrinsecos e

intrinsecos, como a morfologia e tamanho da eélula, arca/volume, espécies e caracieristicas
ligadas & membrana (RODRIGUES; BATISTA: FONSECA; FERRIRA, 2011),

3.1 Avaliagio da citotoxicidade do éleo essencial de ¢ zeylanicum

As leituras realizadas no espectrofoidmetro avaliaram g fragilidade osmaotica das

células vermelhas. O contato do dleo com as hemdcias ¢ com solugdo salina a 0,94

demonstrou uma variagio ndo significativa dos resultades, quanto relatados 0 controle de
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100% de hemolise. Podem-se analisar os daidos dos resuliados i fignira 1, onde & observado

gue houve uma varagho quando comparados os tempos de Th ¢ 2h na conce
0.9%.

ntragio saling de

[k Feam | Faan @ F e 1) e Fann | Fans i Faxa N
i B am el S g
- s -
- - &0 =
- - g - A - Fy
= i [ - g
H - E ey
Z ¥ E‘ i=
. E
a
= 2
i i
i o
Ll T
f e i d - i L] Ll -
- w
= nt _,,""# "f ‘f o - .,'."" LY
Matapw| TN

Figara 1: Fragilidade osmdticn de

imnatias de samgue tratada com dlen essencinl de Cinnamamum
mylanicum. Ax amostres de g

ngue foram incubadas com o dloo cssencinl de Chnamameam
zeylanicum ou com soluglo de cloreto de sidin (NaCl 0.9%), como controle. A percentagem de

hemilise foi caleulada ¢ "eurms de fragilidade” forum tiradas tragando o percentagem de hemdlise (%

hemalise) para cada concentragio de NaCl tem relagio o 100% de wboes de hemdlise - solina 0, ] 20%)
nos tempos de Th {A) ¢ 2h (B

A presenga de hemdlise gerada pela exposicio das hemécias a substincia testada pode
estar relacionada de forma direta com a sua citotoxicidade ¢ pode ser usado coma tringem
para avaliagio toxicoldgica in vitre (SCHIAR etal., 2007). Os resultados demonstraram que 4
substincia em estudo niio gerou uma hemdélise significativa para a membrana celular dos
entrocitos, sendo que no tempo de 2h houve uma diferenca maior entre os resultados da teste
¢ do controle, no entanto, o éleo essencial de Cinmamomum zevlanicum nio demonstrou agio
hemolitica sobre os eritrdcitos.

Quanto 4 morfologia das hemacias, a partir dos esfregagos confeccionados pide-ge
observar que os lestes da primcirﬂ fase da pesquisa NAO acarretaram  uma alteragio
morfoldgica na membrana  das hemacias. Foram visvalizados esfregacos das  spis
toncentragdes do oleo utilizados na primeira fase dos testes ¢ nilo foi observado alternpdes

significativas, no entanto, algumas hemdcias obliveram um aspecto maior, tomando-sc
- . 1
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i crociticas em concentragdes maiores do dlen, As figuras 2 ¢ 3 representam esfregagos dos
controles € 05 testes da menor e maior concentragio do olen

Figara 2. Esfregagos de hemicias corados. Em A, 0 controle pegativo (Salina &

0,9% + DMED} ¢ em B, hemicias encubadas com o dkeo de Clrnamomnm
zevlamicum ( salina 0,9% + DMS0 + dleo) na concentragio de Spl

Fi 3. Es 5 de hemicias corados. Em C, o controle negativo (salina a
u.g:-am+ mmﬁtﬁaiﬂem D, hemdcias encubadas com o dleo de Cinnamammum
zeylanicum (salina 0,9% + DMSO + dlec) n2 concentraglo de 200uL.

Oliveira et al (2005) e Ammus € Ynis (1989) em seus trabalhos, relataram que
algumas drogas tem a capacidade de allerar a forma e a fisiologia de hemdcias. Como
observado nas figuras 2 ¢ 3, parte das hemdcias sofreram uma discreta alteraglio morfolégica,
demonstrando que algumas aumentaram @ tamanho em relagiio 20 mm::nla. Em sua pesquisa,
Benarroz ef al (2008) trabalhou com © extrate de C. zevlanicum, concluindo que o extrato néio
causon alteragdo de constituintes SanguinEDs € marcagiio especifica e nfﬂ ffemu a estrutura
da membrana das hemdcias. Ao trabalhar com o extrato de Buzhong Yi Qi Wan (BYQW),

Do Wi 2 [ i
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Eh‘,bmns vermelhos.

3.2 Avaliagio da proteciio do dlen de ¢

zeylawicum frente a diferentes concentraches de
Nall

Pode-se definir o teste de fragilidade osmética como a resisténcia da membrana

eritrocitdria a hemlise frente solugbes salinas entre 0 ¢ 0.9g/dL. de NaCl com dgua destilada

(JAIN, 1986). O meio pelo qual se evita a lise da membrana dos eritrdciios & devido o proprio

controle do volume da célula atraves da exclusio do soluto (MAKINDE: BOBADE, 1994),
Mascarenhas Netto, Penha-Silva ¢ Rezende (2009) afirmam em sen estudo que, quando
¢élulss sio submetidas a meios hipotdnicos, aumentam criticamente sen volume antes da
ocorréneia da lise.

Fatores como a tonicidade do meio e substancias interferentes na matriz das membrana,
podem gerar alteragdes na integridade da membrana celular (MOUSINHO et al., 2008).Com a
produclo de diferentes meios de concentracio salina pide-se avaliar a protegio do dleo
quante i hemdlise gerada pela tonicidade oferecida do meio. Nessa fase foram utilizadas seis
concentragocs de salina diferentes, sendo estas 0,12%, 0,24%, 0,36%, 0.48%, 0,60% c 0,72%
¢ comparadas estas a primeira fase com a salina de 0.9%%.

A definigio dada ao teste de fragilidade osmética € que serve como uma das_ ’r‘nnm-_! de
avaliar a resisténcia dos eritrdeitos @ hemolise, quando sdo expostos a solugdes salinas

RO A, 2001,
hipoténicas { SANT ANA; BIRGEL; MOURAO; MIRANDOL )

0.12% ¢ a 0,24% relatam uma protegio in
"empos de Th e 2h, os resultados das cont

eficaz, apresentando uma varagio minima cnfre os
entragdes salinas de 0,36%, 0.48% ¢ 0.60% foram

co t Mige
bem priximos d trole, e cm algumas delas se relatou uma protecdo contra a hemo
Bera ———" i ] ados da concentragio de
da pel iod rdo com @ concentragio do sleo, ja os resultad c

a pelo meio de aco

salina g 0.72% revelaram ©S melhores &m
cenlragdo 53 )
lou que O guando submetidas a salina de 0,72%

o e, Teve
Segunda fase em relagho a primeird fas

comparagio ac das outras concentragdes, parie,

lina. A comparagio dos resultados dessa
Tevelando a protegio do dleo nessd €07 ]
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¢ com o oleo, a8 hemicias sofrem menos lise do que sofreram com o salina de 0.90%,

(2007) em seu trabalho, ohserveu que o extrato de
Lanfara camarg ocasionou hemolise o alteragio morfolégica,

pbservados na figura 3. Maiwerm ot al

diminuindo a resisténeia
pemolica ao wilizar o cnsaio de Fragilidads osmdtica

Pode-se observar também qQue 08 resultados testes idas duas concentragies (0,72% e

0,%0%) de salinas sdig parecidos. a hemdlize Berada por causa do meio osmatico {controlc)

niie diferenciou muito em relacio aos testes, mostrando assim que o dleo pode ter gerado nma

forma de protegio para hemidcia em alpumas concentragfies,

inihindo assim a hemalise, Souza
¢ Silva

(2008) relataram que o ctanol tanto em condigdes hipotdnicas ou hiperténicas pera

aglo caotropica dos eritrcitos, ¢ cm adigio de salina an meio, pera efeito osmoestabilizador.

4 CONCLUSAD

Em conclusio, o principal componente identificade do dleo foi o cinamaldeido, o qual

¢ atnbuide a sua principal acdio, £ sugerido gque o dleo essencial de zeplanicum em contato
com hemdcias em meio isoténico, ndo afetaria sua membrana e nio causaria a sua lise.
Entretanto, este dleo em contato com as hemicias em meios hipoténicos, que normalmente
causaria hemolise, nio protege a célula na maioria das concentragdes, contribuindo para a

lise. Quanto aos tempo de |h e 2h, observa-se que em algumas concentragiies houve uma
vanagdo significativa do resuliado, aumentanda, portanto a hemolise celular nos tempos de
Zh. Para obteng@io de resultados mais consistentes, sc tem perspeetivas futuras para realizagio

de mais andlises,
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