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RESUMO

A hipercolesterolemia, caracterizada por altos niveis de colesterol,
principalmente da fracdo LDL, constitui o principal fator de risco para a
aterosclerose e € um importante fator de risco para o desenvolvimento da
doenca de Alzheimer. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito terapéutico
do extrato de canela (Cinnamomun zeylanicum) em um modelo de
hipercolesterolemia em camundongos. Para isso, foram utilizados
camundongos C57BJ6 jovens (90 dias de idade) machos selvagens e
hipercolesterolémicos (com delecao génica do receptor de LDL) que receberam
durante 30 dias o extrato de canela (CE) ou veiculo. Apés o tratamento com
CE, foram analisados os parametros bioquimicos no sangue (triglicerideos,
colesterol total, LDL-C, HDL-C e LDL oxidada) e marcadores de estresse
oxidativo (TRAP, TAR, GSH E ROS) e inflamatorios (TNF-a, IL1-3, IL-6 e IL-10)
no hipocampo dos camundongos. Os resultados do presente estudo mostraram
que o CE reverteu o aumento dos niveis de triglicerideos, colesterol total, LDL-
C e LDL oxidada e a diminuicdo dos niveis de HDL, provocados pela auséncia
do receptor de LDL. Também foi observado que o CE protegeu totalmente
contra a diminuicdo dos niveis de TRAP, TAR e GSH e a produc¢éo de ROS no
hipocampo. Por fim, o tratamento com CE foi capaz de diminuir o aumento das
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL1-B, IL-6) e aumentar os niveis da citocina
anti-inflamatéria (IL-10) no hipocampo dos animais hipercolesterolémicos. Em
conclusao, nds sugerimos que o extrato de Cinnamomun zeylanicum apresenta
importantes efeitos hipolipemiantes, podendo ser utilizado de forma preventiva

ou adjuvante na terapia das dislipidemias.

Palavras-chave: Fitoterapico, Doengca de Alzheimer, colesterol, estresse

oxidativo, inflamagéao.



ABSTRACT

Hypercholesterolemia, characterized by high levels of cholesterol, especially the
LDL fraction, is the main risk factor for atherosclerosis and is an important risk
factor for the development of Alzheimer's disease. The objective of this study
was to verify the therapeutic effect of cinnamon extract (Cinnamomun
zeylanicum) in a model of hypercholesterolemia in mice. Young male (90 days
old) C57BJ6 wild-type and hypercholesterolemic mice (Knockout for LDL
receptors) received cinnamon extract (EC) or vehicle during 30 days. After EC
treatment, were analyzed the biochemical parameters (triglycerides, total
cholesterol, LDL-C, HDL-C and oxidized LDL) in the blood and markers of
oxidative stress (TRAP, TAR, GSH and ROS) and inflammation (TNF-a, IL1-B,
IL-6 and IL-10) in the hippocampus of mice. The results of the present study
showed that EC reversed the increase in the levels of triglyceride, total
cholesterol, LDL-C and oxidized LDL and the decrease in HDL levels, caused
by the absence of the LDL receptor. It has also been observed that CE totally
protected against the decrease of TRAP, TAR and GSH levels and the
production of ROS in the hippocampus. Finally, EC treatment was able to
reduce the increase of proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-6) and to
increase the levels of the anti-inflammatory cytokine (IL-10) in the hippocampus
of hypercholesterolemic animals. In conclusion, we suggest that Cinnamomun
zeylanicum extract has important lipid-lowering effects and may be used

preventively or adjunctively in the treatment of dyslipidemias.

Key words: Herbal medicine, cholesterol, Alzheimer’s disease, oxidative stress,

inflammation
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1. Introducéo

As doencas cardiovasculares (DCV), como o acidente vascular cerebral
e o infarto do miocardio, representam hoje a maior causa de morte em paises
ocidentais [1]. Originam-se principalmente de complicacdes da aterosclerose,
uma sindrome caracterizada pelo acumulo de lipideos e células inflamatérias
nas paredes internas de artérias e arteriolas, ocasionando a reducdo da
perfusdo sanguinea de 6rgdos vitais [2]. Embora a hipercolesterolemia tenha
sido tradicionalmente considerada uma das principais causas da aterogénese,
tem sido amplamente demonstrado que a inflamacdo e o estresse oxidativo
também desempenham papéis fundamentais tanto na progressdo da
aterosclerose quanto na formacéo de placas vulneraveis [3-5].

O consumo excessivo de calorias e de gorduras saturadas esta
associado ao aumento da gordura visceral, a qual tem sido implicada com as
alteracbes relacionadas a sindrome metabdlica, como a desregulagdo no
metabolismo dos lipidios e da glicose. Nesse contexto, o tecido adiposo
visceral € capaz de induzir um estado inflamatoério crénico de baixo grau [6].
Quando ocorre uma saturacdo da estocagem de triglicerideos nos adipdcitos,
ocorre liberagéo sistémica de acidos graxos livres e de citocinas inflamatérias,
podendo prejudicar os tecidos periféricos como musculo esquelético, figado,
coracdo e pancreas, fenébmeno designado como lipotoxicidade, o qual € um
importante mecanismo para o surgimento da resisténcia a insulina [6,].

Os camundongos com delecdo génica para 0s receptores da
lipoproteina de baixa densidade (LDLr”") sdo um modelo de hipercolesterolemia
familiar humana. Estes animais apresentam hipercolesterolemia, caracterizada
pelo aumento dos niveis de LDL-colesterol, mesmo quando submetidos a uma
dieta padrdo, podendo desenvolver lesdes ateroscleroticas a longo prazo.
Devido a auséncia dos receptores de LDL, o LDL permanece mais tempo livre
na circulacdo, ocasionando um aumento dos niveis de colesterol no sangue
para o dobro do normal [7]. Esses animais knockouts vém sendo bastante
utilizados para o estudo dos mecanismos bioldgicos subjacentes as doencas
cardiovasculares, assim como para o0 estudo de substancias com potenciais
efeitos terapéuticos. Nesse sentido, a busca por medicamentos que possam

atuar na prevencdo e no tratamento de fatores associados a



hipercolesterolemia é um desafio para a industria farmacéutica e orgaos de
saude governamentais [8].

Mesmo com o desenvolvimento dos farmacos sintéticos, as plantas
medicinais permanecem como forma alternativa de tratamento em varias partes
do mundo, observando-se nas Ultimas décadas a valorizacdo do emprego de
preparacdes a base de plantas para fins terapéuticos [9]. Dentre as plantas,
que tem sido alvo de diversos estudos farmacolégicos, a Cinnamomum
zeylanicum desponta como detentora de um potencial terapéutico. 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 e bebidas [10]. Além das suas
caracteristicas organolépticas, os polifendis encontrados na canela podem
levar a melhorias nos componentes da sindrome metabdlica (SM) e diminuicdo
do risco de fatores associados com diabetes e doencgas cardiovasculares.
Estudos em animais e humanos, envolvendo individuos com a SM, Diabetes
Mellitus (DM) tipo 2 e sindrome dos ovarios policisticos, demonstram efeitos
benéficos utilizando canela e extratos aquosos de canela, no que se refere a
parametros bioquimicos como glicose, insulina, lipidios e antioxidantes, assim
como, podem ocorrer efeitos na massa corporal magra e resposta inflamatoria
[11].

Evidéncias epidemiol6gicas e experimentais suportam a associacao
entre alteragcdes no metabolismo do colesterol e o aparecimento de prejuizos
cognitivos, bem como de deméncia. Muitos dos fatores de risco vasculares
classicos, incluindo hipertensdo, DM, e em particular a hipercolesterolemia,
também sdo considerados fatores de risco para doencgas neurodegenerativas,
principalmente a doenca de Alzheimer [12]. Todavia, 0S mecanismos
moleculares pelos quais os niveis de colesterol contribuem para fisiopatologia
de doencas neurodegenerativas ainda ndo estdo totalmente elucidados.
Somado a isso, até onde sabemos, ndo existem dados na literatura a respeito
do efeito terapéutico da Cinnamomum zeylanicum em um modelo transgénico
de camundongos hipercolesterolémicos.

Portanto, o objetivo do presente estudo é investigar os terapéuticos do
extrato de canela sobre pardmetros bioquimicos e neuroquimicos em um

modelo de hipercolesterolemia em camundongos.



2. Materiais e Métodos
2.1Animais

Foram utilizados camundongos C57BJ6 (90 dias de idade) machos
selvagens e com delecdo génica para os receptores da lipoproteina de baixa
densidade (LDLr”-) pesando entre 40-50g. Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno sob condi¢des controladas, com ciclo claro/escuro de
12 horas e temperatura (22 + 2°C). Os camundongos receberam agua e dieta
padrdao ad libitum. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com
as diretrizes do Comité de cuidados e uso de animais experimentais e a
pesquisa foi aprovada pelo comité de ética no uso de animais (CEUA) da

Universidade Federal do Pampa (Unipampa).

2.2 Drogas e Reagentes

O extrato de canela (CE) foi elaborado mediante a utilizacdo das cascas
desidratadas de canela (Cinnamomum zeylanicum) e obtidas da Empresa
Santos Flora Comércio de Ervas Ltda, Sao Paulo-SP, devidamente
identificadas e embaladas. As cascas desidratadas foram moidas e na
sequéncia foi preparado o extrato etandlico, conforme indicacdo da
Farmacopéia Homeopatica Brasileira (1997). Os reagentes para as
determinacdes dos parametros bioquimicos foram obtidos da empresa Labtest
Ltda (BRASIL) e os kits ELISA para as determinacdes de parametros
inflamatérios foram obtidos da empresa R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA).

2.3 Delineamento Experimental

Foram utilizados 36 camundongos para a realizacdo de todos os
experimentos propostos neste estudo. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos (n= 6/grupo), trés correspondendo aos grupos
selvagem e trés ao grupo LDLr": (1) Grupo selvagem/controle; (2) Grupo
selvagem/etanol; (3) Grupo selvagem/CE; (4) Grupo LDLr”/controle; (5) Grupo
LDLr”/Etanol; (6) Grupo LDLr”/CE. Os camundongos receberam &agua pura
(grupos controle), extrato etandlico de canela (grupos CE) ou veiculo etanol 2%
(grupo etanol) na agua de beber na concentracdo de 4,5 ml/kg/peso
corporal/dia durante 30 dias. A quantidade de CE foi baseada no estudo de

Hagenlocher et al. [13] e corresponde a 0.8g da casca de cinnamomum/kg



peso corporal. Ap6s 24 horas do tratamento com o extrato de canela ou
veiculo, todos os animais foram submetidos a eutanéasia através da injecédo de
pentobarbital (180mg/kg, via intraperitoneal) e o sangue e o hipocampo foram
removidos para as determinacfes bioquimicas (Fig. 1). O controle da ingestéo
do extrato assim como a preparacdo e a troca da mesma nas mamadeiras foi

realizada de forma semanal.

Colesterol | TRAP | TNF-a

Total
1.-Grupo selvagem/controle Trigllcoridoos
Selvagem 2.Grupo selvagem/ietanol HDL
Knockout 3.Grupo selvagem/CE LDL
LDLr g 4.Grupo LDL*/controle LDOLoxi (Hipocampo)

5.Grupo LOLr*/Etanol
6-Grupo LOLr*/CE

24hrs
@

0 v 30 dias
‘ ‘ Eutanidsia J

30%

Tratamento

S—

Figura 1. Procedimentos experimentais. CE, Extrato de canela; LDL-C,
lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDLoX,
LDL oxidada; TRAP, potencial reativo antioxidante total; TAR, reatividade
antioxidante total; GSH, glutationa reduzida; ROS, espécies reativas de
oxigénio; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; IL-1p3, interleucina-1beta; IL-6,

interleucina-6; IL-10, interleucina-10.

2.4 Preparacdo dos tecidos

O hipocampo foi homogeneizado em Tric-HCl a 10Mm (pH 7.4). O
homogenato foi centrifugado a 2400g por 15 minutos a 4°C e a fracéo
sobrenadante (S1) foi usada para os ensaios neuroquimicos. As amostras de
sangue foram coletadas por puncdo cardiaca nos animais anestesiados,
usando heparina como anticoagulante, e o plasma foi separado por
centrifugacéo (24009 por 15 minutos).



2.5 Parametros Bioquimicos

Os parametros bioquimicos colesterol total, colesterol HDL (lipoproteina
de densidade alta), LDL (lipoproteina de densidade baixa), LDLox (LDL
oxidada), triglicerideos, lipidios totais e VLDL (lipoproteina de densidade muita
baixa) foram analisados espectrofotometricamente através de Kits de

diagndstico padronizados (Labtest®).

2.6 Parametros de estresse oxidativo

2.6.1 Potencial Antioxidante total (TRAP)

A medida da capacidade antioxidante total (TRAP) do tecido hipocampal
foi realizada segundo o método de Lissi et al. [14]. Esta determinacéo é dada
pela medida da intensidade de quimiluminescéncia do luminol induzida pelos
radicais peroxila gerados através da decomposicdo térmica do 2,2’-azo-bis-(2-
amidinopropano) (ABAP) a temperatura ambiente. Para a preparacdo das
solugdes de uso (ABAP10 mM, luminol 4 mM e Trolox 80 uM) foi utilizado
tampao glicina 0,1 M, pH 8,6. A solugcéo de ABAP foi utilizada como formadora
de radicais livres, a de Iuminol como amplificadora do sinal de
quimiluminescéncia e a de Trolox (vitamina E hidrossolavel) como padréo
antioxidante. Os tubos utilizados para o ensaio permaneciam vazios no escuro
por pelo menos 30 minutos. Para a contagem basal (120 segundos), foram
adicionados 4 ml de solucdo de ABAP 10 mM ao vial. A seguir, 10 ul da
solucéo de luminol foram acrescentados e lidos por mais 120 segundos. Essa
medida foi considerada o valor inicial. Foram colocados, entdo, 10 pl da
solugéo de Trolox 80 yM, o qual diminuiu essa luminescéncia por determinado
tempo até os valores iniciais. Para a medida das amostras, adicionou-se 10 pl
de homogeneizado previamente incubado com o referido acido nas
concentracbes testadas. O tempo necessario para que a luminescéncia
retornasse ao valor inicial foi considerado o tempo de inducdo. O tempo
inducdo € diretamente proporcional a capacidade antioxidante do tecido
comparado com o tempo de indugéo do Trolox. Os resultados foram expressos

em nmol de Trolox/mg de proteina.

2.6.2Reatividade antioxidante total (TAR)
A TAR no hipocampo foi determinada através da medida da intensidade

de quimiluminescéncia do luminol induzida pelo 2,2’azo-bis-(2-amidinopropano)



(ABAP) a temperatura ambiente [15]. Para a preparacéao das solucdes de uso
(ABAP 10 mM, luminol 4 mM e Trolox 80 uM) foi utilizado tampé&o glicina 0,1 M,
pH 8,6. A solucdo de ABAP foi utilizada como formadora de radicais livres, a de
luminol como amplificadora do sinal de quimiluminescéncia e a de Trolox
(vitamina E hidrossoluvel) como padrdo antioxidante. Inicialmente, a
quimiluminescéncia basal € medida em cintilador através da adicdo de 4 ml de
ABAP 2,0 mM em um tubo no escuro. 15 ul de luminol foram enté&o adicionados
ao vial e a quimiluminescéncia foi medida. Este foi considerado o valor inicial.
10 ul de Trolox 10-100 uM (curva de calibragdo) ou amostra foram entdo
adicionados e a quimiluminescéncia foi medida durante 60 seg. O Trolox ou a
amostra reduz a quimiluminescéncia inicial e essa rapida reducdo na
intensidade gerada pelo luminol é considerada uma medida da TAR. A medida

da TAR foi expressa como nmol de Trolox/mg de proteina.

2.6.3 Niveis de ROS

Para estimar a producdo de ROS no hipocampo, o Si foi diluido (1:10)
em 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) e incubado com 10 pl de diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCHF-DA, 1 mM) a temperatura ambiente durante 30 min.
Os niveis de RS foram determinados por um método espectrofluorimétrico,
utiizando o ensaio DCHF-DA [16]. O DCHF-DA é um composto nao-
fluorescente que facilmente atravessa a membrana celular e, na presenca de
RS, € rapidamente oxidado até diclorofluoresceina (DCF), um derivado
fluorescente. A emissao da intensidade da fluorescéncia de DCF foi registrada
a 520 nm (com excitacdo de 480 nm) 30 minutos apds a adicdo de DCHF-DA
ao meio. Os niveis ROS foram expressos como unidades arbitrarias (AU).

2.6.4 Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH no hipocampo foram determinados
fluorometricamente segundo Hissin e Hilf [17] utilizando oftalaldeido (OPA)
como fluoréforo. Resumidamente, as amostras foram homogeneizadas em
HCIO4 0,1 M. Os homogeneizados foram centrifugados a 3100 g durante 10
min e os sobrenadantes foram separados para a medicao de GSH. S1 (100 ul)
foi incubado com 100 pyl de OPA (0,1% em metanol) e 1,8 ml de tamp&o de
fosfato 0,1 M (pH 8,0) durante 15 minutos a temperatura ambiente em escuro.
A fluorescéncia foi medida usando um espectrofotometro de fluorescéncia ao

comprimento de onda de excitacdo de 350 nm e ao comprimento de onda de



emissdo de 420 nm. Os niveis de GSH foram expressos como nmol/g de

tecido.

2.7 Parametros inflamatorios

Os niveis do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina 1-beta
(IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10) foram analisados no
hipocampo através de kits ELISA Rat Cytokine DuoSet de R&D Systems
(Minneapolis, MN, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante (intervalo
de proteina 31.25-2000pg). O nivel de citocina foi estimado por interpolacédo a
partir de uma curva padrédo por medidas colorimétricas a 450nm (comprimento
de onda de correcdo 540nm) em um leitor de placas ELISA (Berthold
Technologies-Apollo 8-LB 912, KG, Alemanha). Os resultados foram expressos

em pg/mg de tecido.

2.8 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados em média e erro padrdo da média. As
comparacdes entre os grupos foram analisadas por meio de ANOVA de uma
via, seguida do teste de post hoc de Newman-Keuls. Um valor de p<0.05 foi
considerado significativo. Todos os testes foram realizados utilizando o
software GraphPad Prism 5.0.

3. Resultados

3.1 Efeito do tratamento com CE sobre os parametros bioquimicos dos
camundongos LDLr”

Os resultados da analise estatistica mostraram que os camundongos
LDLrdos grupos controle e veiculo apresentaram niveis significativamente
aumentados de triglicerideos no sangue, quando comparados aos seus
congéneres selvagens. Por outro lado, o tratamento com CE foi capaz de
reduzir parcialmente os niveis plasmaticos de triglicerideos nos camundongos
transgénicos (Fig. 2A).

De modo similar, a delecdo dos receptores de LDL nos camundongos
controle e veiculo causaram um aumento nos niveis séricos de colesterol total,
em comparagao aos grupos selvagens. Em contraste, o tratamento com CE
amenizou esse aumento do colesterol total induzido pela deficiéncia do
receptor de LDL (Fig.2B).



A auséncia dos receptores de LDL causou uma diminuicdo severa do
HDL sérico (p<0, 001), quando comparados aos seus pares selvagens. O
tratamento com CE impediu a diminuicdo do HDL nos camundongos LDLr",
mantendo-os acima dos niveis do grupo selvagem controle. Além disso, foi
possivel observar que o tratamento com CE aumentou significativamente os
niveis de HDL no grupo selvagem, quando comparado aos grupos selvagens
veiculo e controle (Fig.2C).

Como esperado, a analise estatistica demonstrou que os camundongos
LDLr” nos grupos controle e veiculo apresentaram valores significativamente
aumentados de LDL no sangue. Em contraste, o tratamento com CE atenuou o
aumento dos niveis de LDL nos animais hipercolesterolémicos (Fig.2D).

Ao analisar os niveis de LDL oxidada nos animais LDLr”-controle e
veiculo foi possivel observar um aumento expressivo deste biomarcador.
Notavelmente, o tratamento com CE revelou uma protecdo total nos
camundongos LDLr”, com os valores de LDL oxidada sendo mantidos aos
niveis do grupo controle selvagem nestes animais (Fig.2E).

N&o foram observadas reducdes na ingesta de agua e alimentos em

todos os grupos durante o curso do experimento (dados ndo mostrados).

A

Selvagem LD

Fig. 2. Efeito do tratamento com CE sobre os niveis de (A) triglicerideos, (B)
colesterol total, (C) colesterol HDL, (D) colesterol LDL e (E) LDL oxidada no



plasma de camundongos selvagens e LDLr". Os dados sdo expressos em
média e erro padrdo da média (n=6 por grupo). a: p<0.05 quando comparado
com o grupo controle selvagem; b: p<0.05 quando comparado com o grupo
controle etanol; c: quando comparado com o grupo controle LDLr”-; e: quando
comparado com o grupo etanol LDLr’”~ (Anova de uma via seguida do teste de

comparacdes multiplas post hoc de Newman-Keuls).

3.2 Efeito do tratamento com CE sobre os parametros de estresse
oxidativo no hipocampo dos camundongos LDLr~

O efeito da hipercolesterolemia sobre os pardmetros de estresse
oxidativo € mostrado na figura 3. Os animais LDLr-/- dos grupos controle e
veiculo apresentaram uma diminuicdo significativa nos niveis de TRAP e TAR
no hipocampo, quando comparados aos grupos selvagens. Por outro lado, o
tratamento com CE protegeu totalmente contra a diminuicdo nos niveis
hipocampais de TRAP e TAR nos animais hipercolesterolémicos (Fig.3A e 3B,
respectivamente). Quando comparado aos animais selvagens, a auséncia dos
receptores de LDL causou um aumento na producdo de ROS no hipocampo
dos camundongos. O tratamento com canela, por sua vez, inibiu a geracéo de
RS no hipocampo dos camundongos hipercolesterolémicos (Fig.3C). Os
resultados da andlise estatistica revelaram que os camundongos LDLr’dos
grupos controle e veiculo apresentaram niveis depletados de GSH no
hipocampo, quando comparados aos seus congéneres selvagens. Por outro
lado, o tratamento com CE foi capaz de proteger totalmente os niveis de GSH
no hipocampo dos camundongos transgénicos, mantendo o0s niveis préximos

aos valores encontrados no grupo selvagem controle (Fig. 3D).
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Fig. 3. Efeito do tratamento com CE sobre os niveis de (A) TRAP, (B) TAR, (C)
ROS e (D) GSH no hipocampo de camundongos selvagens e LDLr”-. Os dados
sdo expressos em meédia e erro padrdo da média (n=6 por grupo). a: p<0.05
quando comparado com o grupo controle selvagem; b: p<0.05 quando
comparado com o grupo controle etanol; ¢c: quando comparado com 0 grupo
controle LDLr-/-; e: quando comparado com o grupo etanol LDLr" (Anova de
uma via seguida do teste de comparac¢des mdultiplas post hoc de Newman-

Keuls).

3.3 Efeito do tratamento com CE sobre a neuroinflamacdo nos
camundongos LDLr-/-.

O efeito da hipercolesterolemia sobre a neuroinflamacdo € mostrado na
figura 4. Os animais LDLr-/- dos grupos controle e veiculo apresentaram niveis
marcadamente aumentados das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL1-8 e IL-6
no hipocampo, quando comparados aos seus pares selvagens. Em contraste, o
tratamento com CE inibiu o aumento das citocinas pro-inflamatérias provocado
pela delecdo do receptor de LDL. Além disso, 0 extrato de canela causou uma
diminuicdo dos niveis destas citocinas pro-inflamatoérias no hipocampo dos
camundongos selvagens, evidenciando seu efeito anti-inflamatorio (Fig. 4A, 4B

e 4C, respectivamente). Adicionalmente, os animais hipercolesterolémicos
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mostraram uma diminuicdo expressiva da citocina anti-inflamatoéria IL-10. O
tratamento com canela, por sua vez, aboliu a diminuicdo da IL-10 no
hipocampo dos camundongos hipercolesterolémicos. Sustentando o seu efeito
antioxidante, o extrato de canela causou um aumento dos niveis de IL-10 no

hipocampo dos camundongos selvagens, (Fig. 4D).
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Fig. 4. Efeito do tratamento com CE sobre os niveis de (A) TNF-a, (B) lI-1p3, (C)
IL-6 e (D) IL-10 no hipocampo de camundongos selvagens e LDLr". Os dados
sdo expressos em meédia e erro padrdo da meédia (n=6 por grupo). a: p<0.05
quando comparado com o grupo controle selvagem; b: p<0.05 quando
comparado com o grupo controle etanol; ¢c: quando comparado com o grupo
controle LDLr-/-; e: quando comparado com o grupo etanol LDLr-/- (Anova de

uma via seguida do teste de comparac¢des mdultiplas post hoc de Newman-

Keuls).

4. Discusséo
A aterosclerose é uma doenca inflamatéria que se caracteriza pela

formacao de placas no interior das artérias, provocando o seu espessamento e
perda de elasticidade. Estas placas resultam da acumulacéo de lipidios e de
colesterol. Quando h& formacdo de aterosclerose, o sangue € impedido de
circular normalmente, levando ao desenvolvimento de isquemia do miocardio.

O desenvolvimento de aterosclerose causa o0 aparecimento de patologias
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cardiovasculares que podem levar a morte, como é exemplo o enfarte e/ou o
ataque cardiaco. A aterosclerose representa uma das principais causas de
morte por doenca cardiovascular [18,19]. O desenvolvimento desta patologia
decorre de concentracdes elevadas de colesterol total, triglicerideos, de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e de lipoproteinas de alta densidade
(HDL). As LDL séo oxidadas através da acao dos radicais livres ou por enzimas
que medeiam a sua oxidacdo. Depois de alteradas, as LDL ligam-se as
paredes das artérias, formando placas de gordura, e iniciando assim o
processo inflamatorio [18,19].

O presente estudo demonstrou que os animais LDLr (-/-) apresentaram
niveis aumentados de TG, CT, LDL E LDLox e niveis diminuidos de colesterol
HDL. O extrato de canela (CE) reverteu estas alteracbes nos parametros
bioquimicos causados pela auséncia do receptor de LDL. Esses resultados sdo
relevantes, pois comprovam que nossos dados estdo em linha com
descobertas anteriores em que um estudo demonstrou que o tratamento, por
um periodo de trinta dias, em animais, com 0 extrato aquoso de canela
apresenta atividade frente ao DM. Uma vez que influencia na concentracéo de
glicose, diminui o consumo de alimentos e reduz os niveis de colesterol [20,21].
De forma semelhante em outro estudo foi evidenciado o efeito anti-hipertensivo
duradouro da administracdo do extrato da canela (5, 10 e 20 mg/Kg) em
modelo com ratos, além de diminuir significativamente os niveis de triglicérides,
colesterol total, LDL-colesterol e aumento do HDL-colesterol no plasma [22].
Em um estudo de revisdo sobre plantas medicinais que podem ser usadas
como alimentos funcionais foram reportados que o consumo de algumas
espécies de canela pode ter efeitos benéficos na prevencdo e manejo de
doencas cardiovasculares, hipertenséao e diabetes devido a suas propriedades
antioxidantes [23].

Atualmente existe um grande interesse nos estudos dos antioxidantes
devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no
organismo [24]. Radicais livres e demais espécies reativas de oxigénio (ROS)
sdo moléculas toxicas e podem causar danos ao DNA, membranas e morte
celular em casos extremos [25]. Nesse contexto, o estresse oxidativo esta
relacionado aos mecanismos patogénicos da aterosclerose e das doencas

neurodegenerativas.
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No presente estudo, foi avaliado o potencial antioxidante do CE por meio
das técnicas TRAP, que mede o tempo que a amostra ou o padrdo mantém o
sequestro do radical livre, e o indice TAR, que reflete a capacidade e rapidez
de uma substancia ou de uma mistura delas em participar do processo de
transferéncia de elétrons aos radicais derivados do luminol ou seja, mede a
capacidade em reagir frente a uma situacado de aumento de radicais livres [26].
Nesse particular, o presente estudo mostrou que o CE reverteu a diminuicdo
dos niveis de TAR e TRAP no hipocampo dos animais hipercolesterolémicos,
corroborando estudos prévios que mostraram que o extrato da Canela possui
mecanismos de defesa contra os danos celulares provocados pelos radicais
livres de maneira a manter o equilibrio celular [27,28,29].

Dentre os sistemas de defesa antioxidante dos mamiferos o GSH
(glutationa), um tripeptideo de baixo peso molecular, composta por glutamato,
cisteina e glicina, é considerado o principal antioxidante endégeno néao-
enzimatico. Dentre as suas fun¢des antioxidantes, o GSH atua como quelante
de radicais livres e espécies reativas de oxigénio [30]. No presente estudo, nos
demonstramos que o CE foi capaz de reverter a deplecdo do GSH no
hipocampo dos animais hipercolesterolémicos. Um provavel mecanismo para o
efeito antioxidante da canela € a presenca do cinamaldeido (um acido
aromatico naturalmente encontrado no 06leo de canela (Cinnamomum
zeylanicum), que € capaz de elevar os niveis de glutationa [31]. Além disso,
Ranjbar et al. [32] concluiram que o extrato de canela possui significativa
atividade antioxidante em seres humanos. Sendo assim, a Canela, a qual é
utilizada como um agente aromatizante em alimentos ou cha, pode atuar como
um potente antioxidante, podendo ser utilizada em individuos que tém doencas
relacionadas ao estresse oxidativo. Apesar do impacto que as doencas
cardiovasculares possuem, estas podem ser controladas através da adocao de
habitos de vida saudavel, assim como corrigir alguns fatores de risco
associados as mesmas, tais como: hipercolesterolemia, hipertensao arterial e
estresse oxidativo [33].

Foi sugerido que a hipercolesterolemia pode induzir alteragcdes na
barreira hematoencafalica, causando um extravasamento de componentes
séricos para dentro do cérebro através da parede dos pequenos vasos
cerebrais, permitindo um recrutamento de células imune inflamatorias da

circulacdo sanguinea [12]. Estes efeitos deletérios podem estar relacionados
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com a neuroinflamacdo e os danos oxidativos em estruturas cerebrais em
resposta a hipercolesterolemia, aumentando o risco para o desenvolvimento da
doenca de Alzheimer. No presente estudo, nos verificamos que o0s animais
LDLr- apresentavam niveis marcadamente elevados das citocinas
inflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6, bem como niveis diminuidos da citocina anti-
inflamatdria IL-10 no hipocampo. Estes resultados corroboram dados anteriores
em que a fracdo polifendlica da canela apresentou atividade anti-inflamatoria e
antiartritica com elevada reducdo nos niveis de TNF-a em roedores [34].
Também foi reportado que o consumo diario de proantocianidinas, um
composto fendlico que constitui as folhas da canela, contribui para a prevencgao
da inflamacdo de baixo-grau, tanto sistémica como local, no tecido adiposo,
bem como, no musculo e figado, o que pode permitir melhorar a resisténcia a
insulina induzida pela obesidade [35]. Em conjunto com a literatura, 0S N0OSS0S
resultados demonstram que o CE inibiu a neuroinflamacédo causada pela

hipercolesterolemia, revertendo as alteracdes nos niveis das citocinas.

5. Concluséao

O extrato de canela (Cinnamomun zeylanicum) apresentou efeitos
protetores contra os efeitos deletérios da hipercolesterolemia. Destacamos aqui
seus efeitos hipolipemiante, antioxidante e anti-inflamatério. Por fim, nés
sugerimos que o extrato de cinnamomun zeylanicum, apresenta importantes
efeitos hipolipemiantes podendo ser utilizado de forma preventiva ou adjuvante

na terapia das dislipidemias.
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