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RESUMO 

MORAES, Flávia de Souza Andrade, M.Sc, Universidade Vila Velha – ES, agosto de 
2017.Efeito do cinamaldeído sobre o desenvolvimento de lesões 
ateroscleróticas em camundongas ovariectomizadas knockout para receptores 
de LDL(LDLr-/-). Orientador: Prof. Dr. Tadeu Uggere de Andrade e Coorientadora 
Profª. Drª. Ewelyne Miranda de Lima. 

O cinamaldeído tem demonstrado propriedades antioxidantes, anti-hiperlipidêmicas, 
imunomoduladoras e anti-inflamatórias, as quais podem produzir efeito benéfico 
contra o desenvolvimento da aterosclerose em mulheres pós-menopausa.  O presente 
estudo investigou a ação do cinamaldeído sobre o desenvolvimento de lesões 
ateroscleróticas em camundongas LDLr-/- ovariectomizadas e o efeito produzido sobre 
o perfil lipídico e marcadores de estresse oxidativo. As camundongas foram 
separadas em quatro grupos experimentais (n=10 para cada grupo): submetidas à 
cirurgia fictícia, tratadas com veículo (S); submetidas à cirurgia fictícia, tratadas com 
cinamaldeído (SC); ovariectomizadas, tratadas com veículo (O) e ovariectomizadas, 
tratadas com cinamaldeído (OC). O tratamento foi iniciado 21 dias após a 
ovariectomia e após oito semanas de tratamento, foram iniciados os experimentos. A 
avaliação da deposição lipídica foi realizada em aortas preparadas pelo método en 
face e coradas com oil red. O perfil lipídico foi analisado em amostras de sangue e a 
análise dos marcadores de estresse oxidativo (AOPP, TBARS, SOD e CAT) foi 
realizada em tecido hepático. O grupo ovariectomizado e tratado com cinamaldeído 
apresentou redução na área de deposição lipídica comparado ao grupo 
ovariectomizado e tratado com veículo (S: 1,000±0,058; SC: 1,018±0,036; O: 
1,737±0,127; OC: 1,260±0,085 % da área total). O tratamento com cinamaldeído 
promoveu redução nos valores de triglicérides plasmáticos nos animais com cirurgia 
fictícia (S: 121,0±4,8; SC: 32,9±10,3; p<0.05). Entretanto, o mesmo não foi observado 
nos animais ovariectomizados. O cinamaldeído reduziu os níveis de oxidação de 
proteínas no fígado dos grupos com cirurgia fictícia e ovariectomizado (S: 65,8±5,2; 
SC: 44,9±2,4; O: 57,3±6,6; OC: 43,5±3,1 mM cloramina T/mg proteína; p<0,05 dos 
animais tratados em relação aso respectivos controles). Além disso, reduziu os níveis 
de peroxidação lipídica hepática no grupo ovariectomizado (S: 10,6 ± 0,5; SC: 13,4 ± 
2,1; O: 11,4 ± 1,1; OC: 8,2 ± 0,7 nmol MDA/mg proteína; p<0,05 dos animais tratados 
em relação aos respectivos controles). A avaliação da atividade das enzimas 
antioxidantes no fígado não encontrou diferença entre os grupos (SOD - S: 2± 1; SC: 
5,5 ± 1; O: 5,8 ± 2; OC: 3,3 ± 0,5 atividade da SOD/mg proteína e CAT - S: 2,17 ± 0,5; 
SC: 1,7 ± 1,4; O: 1,4 ± 0,9; OC: 1,5 ± 0,8 ΔE/min/mg proteína). Conlcui-se que 
administração crônica de cinamaldeído é capaz de reduzir o desenvolvimento de 
lesões ateroscleróticas em aortas de camundongas LDL-/- ovariectomizadas, 
independente da ação sobre os níveis lipídicos, e esse efeito pode ser justificado, em 
parte, por sua atividade antioxidante.   

Palavras chaves: doença cardiovascular, aterosclerose, ovariectomia, antioxidante, 
en face. 
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ABSTRACT 

MORAES, Flávia de Souza Andrade, M.Sc, University Vila Velha – ES, August 
2017.Effect of cinnamaldehyde on the development of atherosclerotic lesions 
in ovariectomized LDL receptor knockout (LDLr -/-) female mice. Advisor: Prof. 
Dr. Tadeu Uggere de Andrade and Co-advisor: Prof. Dr. Ewelyne Miranda de Lima. 

Cinnamaldehyde has shown antioxidant, antihyperlipidemic, immunomodulating and 
anti-inflammatory properties, which can produce beneficial effects against the 
development of atherosclerosis in postmenopausal women.  The presented study has 
investigated the action of cinnamaldehyde on the development of atherosclerotic 
lesions in ovariectomized LDLr-/- female mice and the effect produced on the lipid 
profile and the markers of oxidative stress. The mice have been divided in four 
experimental groups (n=10 in each group): the ones subjected to fictitious surgery, 
then treated with vehicle (S); the ones subjected to fictitious surgery, then treated with 
cinnamaldehyde (SC); ovariectomized ones treated with vehicle (O) and 
ovariectomized ones treated with cinnamaldehyde (OC). Treatment started 21 days 
after the ovariectomy, and after eight weeks of treatment, the experiments began. The 
appraisal of the lipid deposition was made in aortas prepared with the en face method 
and oil red stained. The lipid profile was analyzed in blood samples and the analysis of 
the markers of oxidative stress (AOPP, TBARS, SOD and CAT) was made on hepatic 
tissue. The group that was ovariectomized and treated with cinnamaldehyde 
presented reduction of the area of lipid deposition when compared to the 
ovariectomized ones that were treated with vehicle (S: 1,000±0,058; SC: 1,018±0,036; 
O: 1,737±0,127; OC: 1,260±0,085 % of the total area). The treatment with 
cinnamaldehyde has promoted decrease in the plasma triglyceride levels of the 
animals that underwent fictitious surgery (S: 121,0±4,8; SC: 32,9±10,3, p<0.05), 
however, such effect wasn’t observed in the ovariectomized animals. Cinnamaldehyde 
has decreased the levels of protein oxidation in the livers of the ovariectomized mice 
submitted to fictitious surgery(S: 65,8±5,2; SC: 44,9±2,4; O: 57,3±6,6; OC: 43,5±3,1 
mM chloramine T/mg protein; p<0.05 of the treated animals in relation to respective 
controls). Besides, decreased in the hepatic lipid peroxidation in the ovariectomized 
group (S: 10,6 ± 0,5; SC: 13,4 ± 2,1; O: 11,4 ± 1,1; OC: 8,2 ± 0,7 nmol MDA/mg 
protein; p<0.05 of the treated animals in relation to respective controls). The evaluation 
of the activity of the antioxidant enzymes in the liver found no difference between the 
groups (SOD - S: 2± 1; SC: 5,5 ± 1; O: 5,8 ± 2; OC: 3,3 ± 0,5 activity of SOD / mg 
protein and CAT - S: 2,17 ± 0,5; SC: 1,7 ± 1,4; O: 1,4 ± 0,9; OC: 1,5 ± 0,8 ΔE/min/mg 
protein). It is concluded that the chronic administration of cinnamaldehyde is capable 
of reducing the development of atherosclerotic lesions in aortas of ovariectomized 
LDL-/- female mice, apart from its action on the lipid levels, and this effect can be 
explained, in part, by its antioxidant activity. 

 

 

Keywords: cardiovascular disease, atherosclerosis, ovariectomy, antioxidant, en 
face. 
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1. INTRODUÇÃO 

As doenças não transmissíveis (DNT), representadas pelas doenças 

cardiovasculares, câncer, doenças respiratórias crônicas e diabetes (Mpofu et al., 

2016; Hajihosseini et al., 2016), são as principais causas de mortalidade em todo o 

mundo (WHO, 2016). A Organização Mundial da Saúde (OMS) ressalta que mais de 

três quartos das mortes consideradas prematuras (abaixo dos 70 anos de idade) 

foram causadas pelas DNT, com destaque para as doenças cardiovasculares (DCV), 

que ficaram em primeiro lugar em relação ao numero de mortes, quando 

comparadas as demais (WHO, 2016).  As DCV, tais como infarto do miocárdio, 

acidente vascular cerebral e insuficiência cardíaca isquêmica, que ocorrem 

subsequentes à aterosclerose, lideram os casos de morte no mundo ocidental 

(Wang e Benett, 2012).  

A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica e sua progressão ocorre ao longo 

de décadas. Instala-se primeiramente na intima arterial, restrita a uma pequena área 

entre o endotélio e as células do músculo liso subjacente e envolve a retenção de 

lipídios, tipos celulares e matriz extracelular (Moore e Tabas, 2011). A evolução da 

doença leva a formação do núcleo necrótico, composto pelo acúmulo de células 

apoptóticas, detritos e cristais de colesterol, recoberto por uma camada fibrosa 

(Weber e Noels, 2011). As complicações relacionadas à aterosclerose podem ser 

causadas pela placa aterosclerótica, que limita o fluxo sanguíneo, ou pela ruptura da 

placa, que expõe o material pró-trombótico para o sangue, provocando a oclusão 

trombótica da artéria (Hansson e Libby, 2006). 

Estudos demonstram que fatores como hipertensão, diabetes, níveis elevados de 

colesterol total e colesterol LDL sanguíneos e tabagismo, já estão bem 

estabelecidos como risco para o desenvolvimento da aterosclerose (Wang e 

Bennett, 2012). Além disso, outras doenças, tais como a doença renal crônica, a 

obesidade e a síndrome metabólica, bem como diversidade étnica e sexo também 

podem contribuir para progressão da doença (Munnur et al., 2016). Segundo Munnur 

et al. (2016) as mulheres levam mais tempo para desenvolver aterosclerose e esse 

fato pode influenciar em diferenças nos fatores de risco existentes entre homens e 

mulheres. A doença arterial coronariana nas mulheres é adiada por dez a quinze 

anos, em comparação aos homens (Burke et al., 2001). Acredita-se que esse atraso 

pode ser causado, em parte, pelo efeito protetor do estrogênio sobre a 
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aterosclerose, estabelecendo uma menor prevalência dos fatores de risco 

tradicionais em mulheres mais jovens (Brochier e Arwidson, 1998). As mulheres 

antes da menopausa apresentam risco menor de desenvolvimento de DCV, quando 

comparadas com mulheres pós-menopausa, ou mesmo quando comparadas aos 

homens (Kassi et al., 2015). Estudos observacionais indicam que as mulheres na 

pós-menopausa que optam por usar terapia de reposição hormonal, apresentam 

uma taxa significativamente menor de DCV (Grodstein et al., 2000). Em 

contrapartida, a pesquisa “Women’s Health Initiative – WHI” (Iniciativa para Saúde 

da Mulher) demonstrou aumento de eventos cardiovasculares associados ao 

tratamento de reposição hormonal (Manson, 2003). Segundo Bowling et al. (2012) 

os efeitos pró-inflamatórios e vasotóxicos observados nas mulheres em idade pós-

menopausa, que fazem uso da terapia de reposição hormonal, ocorrem devido as 

alterações nas vias de sinalização do estradiol com o envelhecimento. Outro 

importante fator que deve ser considerado com o uso da terapia de reposição 

hormonal é o aumento do risco de desenvolvimento de tumores malignos hormônio 

dependentes (Gompel e Santen, 2012; Justenhoven et al., 2012). Assim, apesar da 

relação entre risco de DCV e deficiência de estrogênio, a reposição hormonal para 

mulheres na pós-menopausa ainda não é considerada como a melhor alternativa 

(Oliveira et al., 2014). Dessa forma, verifica-se a necessidade de continuar a busca 

por novas terapias que atuem como protetoras cardiovasculares em mulheres pós-

menopausa, de modo a evitar os possíveis problemas associados à terapia de 

reposição hormonal. 

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) tem sido utilizada durante séculos para 

tratamento de doenças cardíacas e atrai o interesse dos países ocidentais, por ser 

uma fonte de terapias alternativas ou complementares, com resultados eficazes, 

baixo custo e relativa ausência de efeitos secundários (Liu et al., 2014). Dentre os 

produtos medicinais utilizados pela MTC, a Cinnamomum cassia, mais conhecida 

como canela da China, é empregada para proteger ou tratar muitas doenças, bem 

como para manter a saúde e o bem estar (Rad et al., 2015). Estudos realizados com 

a C. cassia têm abordado seus efeitos antioxidantes (Lin et al., 2003), 

anticancerígenos (Ka et al., 2003), antimicrobiano (Lee e Ahn, 1998), antidiabéticos 

(Verspohl, 2005) e anti-inflamatórios (Lee, 2002). Estudo realizado por Song e 

colaboradores (2013) demonstrou que a canela da China é capaz de reduzir lesões 

e melhorar a função cardíaca em animais experimentais, por meio dos efeitos 
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antioxidantes, anti-inflamatórios e aumento dos níveis de óxido nítrico (Song et al., 

2013). Kang et al. (2014) comprovaram em estudo in vitro, que o extrato aquoso da 

canela da China foi capaz de interferir com a diferenciação de monócitos e com a 

atividade sequestrante de macrófagos, indicando o seu potencial na prevenção do 

desenvolvimento de lesões ateroscleróticas.  

O principal componente bioativo do óleo da casca da C. cassia é o Cinamaldeído 

(Ka et al., 2003; Huang et al., 2011), o qual tem sido reportado devido ao seu 

potencial antioxidante (Lee et al., 2004), antibacteriano (Ferro et al., 2016), anti-

inflamatório (Liao et al., 2012) e anticancerígeno (Long et al., 2015). Adicionalmente, 

outros trabalhos demonstram que o cinamaldeído possui potencial terapêutico contra 

isquemia e hipertrofia cardíaca (Song et al, 2013; Yang et al, 2015) e infarto do 

miocárdio (Li et al, 2012), sendo capaz de reduzir lesões e melhorar a função 

cardíacas em animais experimentais, por meio dos efeitos antioxidantes, anti-

inflamatórios (Li et al, 2012; Yang et al, 2015) e aumento dos níveis de óxido nítrico 

(Song et al., 2013). Outro importante estudo foi realizado por Kang e colaboradores 

(2014) que comprovaram por meio de pesquisa in vitro, que o extrato aquoso da 

canela da China é capaz de interferir com a diferenciação de monócitos e com a 

atividade sequestrante de macrófagos, sugerindo uma contribuição para prevenção 

do desenvolvimento das células espumosas. 

Os camundongos knockout para os receptores de LDL (LDLr-/-) têm se mostrado 

uma excelente opção para estudos sobre a aterosclerose (Zadelaar et al., 2007). 

Esses animais são importantes ferramentas que auxiliam com a melhor 

compreensão sobre os mecanismos moleculares envolvidos na formação e 

progressão da doença (Getz e Reardon, 2012; Veseli et al, 2017) e, ainda,  

permitem avaliar e quantificar as lesões ateroscleróticas formadas (Getz e Reardon, 

2012). 

Portanto, a hipótese do presente estudo é que o cinamaldeído pode ser capaz de 

prevenir o desenvolvimento de lesões ateroscleróticas em animais experimentais. 

Dessa forma, o objetivo do trabalho consiste em avaliar o efeito do tratamento 

crônico com cinamaldeído, sobre o desenvolvimento da aterosclerose em 

camundongas knockout para receptor de colesterol LDL (LDL-/-) ovariectomizadas.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Animais experimentais 

Foram utilizadas camundongas knockout para receptor de colesterol LDL (LDLr-/-), 

com peso entre 20-25 g e com oito semanas de idade. Esses animais foram 

fornecidos pelo Laboratório de Acompanhamento Experimental do Complexo 

Biopráticas – UVV. Os mesmos foram mantidos em mini-isoladores, alojados em 

Rack IVC (Individually Ventilated Caging) ©Alesco, com controle de umidade e 

temperatura, ciclo claro-escuro de 12h e acesso à água e comida ad libitum com 

ração padrão (ração Probiotério, Moin ho Primor, S.A.). 

2.2. Grupos experimentais 

As camundongas foram separadas em quatro grupos experimentais (n=10 para cada 

grupo):  

Camundongas LDLr-/-: 

 Submetidas à cirurgia fictícia e tratadas com veículo: (S) 

 Submetidas à cirurgia fictícia e tratadas com cinamaldeído: (SC) 

 Ovariectomizadas e tratadas com veículo: (O) 

 Ovariectomizadas e tratadas com cinamaldeído: (OC) 

Os animais tiveram a massa corporal inicial (MI) e final (MF) medidas e a razão entre 

elas (MF/MI) foi utilizado como parâmetro de ganho de peso. O ganho ponderal do 

fígado foi realizado por meio da razão entre a massa do fígado e o comprimento da 

tíbia (Xu et al., 2009). 

2.3. Ovariectomia 

A ovariectomia bilateral (Marsh et al., 1999) foi realizada sob anestesia, utilizando o 

anestésico cloridrato de cetamina (Syntec, São Paulo, BR) (11,5 mg/100g peso) e o 

relaxante muscular cloridrato xilazina (Syntec, São Paulo, BR) (0,1 mg/100g peso) 

por via intraperitoneal (i.p.) no quadrante inferior esquerdo do abdômen. 

A técnica consistiu em uma incisão de 1,0 a 1,5 cm entre a última costela e a coxa, a 

1,0 cm da linha mediana, seguida de uma incisão na camada muscular, abertura da 

cavidade peritoneal para posterior ligadura das trompas uterinas e remoção dos 

ovários. O procedimento foi realizado bilateralmente. Após a retirada dos ovários foi 

realizada sutura da musculatura e da pele com fio de nylon 3,0 monofilamentado.  
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Nos grupos submetidos à de cirurgia fictícia (Sham), foi realizada uma incisão na 

parede abdominal, sob o mesmo procedimento anestésico, mas não tiveram os 

ovários retirados. 

2.4. Tratamento 

Os tratamentos foram iniciados 21 dias após o procedimento cirúrgico (ovariectomia 

e cirurgia fictícia) (Medeiros et al. 2012) e mantidos durante o período de oito 

semanas (modificado de Yang et al., 2015).  

As camundongas tratadas com cinamaldeído receberam a substância (20mg/kg de 

peso corporal/dia) diluída em solução 0,5% de carboximetilcelulose (CMC) e água, 

por via oral (gavagem) (Anand et al., 2010; El-Bassosy et al., 2011; Li et al.; 2012; 

Subash-Babu et al., 2014). 

As camundongas tratadas com veículo receberam, diariamente, uma solução 

aquosa de CMC a 0,5%, por gavagem.  

2.5. Determinação da fase do ciclo estral 

A determinação da fase estral das camundongas foi realizada por meio da análise 

microscópica do esfregaço vaginal a fresco, observando os três tipos celulares: 

células arredondadas nucleadas, células maduras cornificadas e leucócitos (Vilela et 

al., 2007; Byers et al., 2012). O ciclo estral completo é compreendido por quatro 

fases: proestro - com o predomínio de células arredondadas, com núcleos maiores, 

as quais podem estar dispersas ou agrupadas; estro – marcada pela diminuição da 

proliferação do epitélio vaginal, apresentando esfregaço vaginal constituído 

predominantemente de células maduras cornificadas; metaestro – presença de 

leucócitos, poucas células cornificadas e algumas células arredondadas e diestro – 

com esfregaço constituído praticamente por leucócitos (Byers et al., 2012). O fluido 

vaginal foi coletado por meio de micro pipetas plásticas 20µL de solução salina 

(NaCl 0,9%), transferido para lâminas de vidro, misturado com uma gota de lugol e 

sobreposto com lamínula para posterior observação em microscópio ótico com lente 

objetivas de 10x e 40x de aumento. Este procedimento foi realizado diariamente, 

durante 7 a 10 dias, entre oito e dez horas da manhã (Becker et al., 2005). 

2.6. Coleta de sangue, perfusão e retirada dos órgãos e tecidos 

Após oito semanas de tratamento as camundongas foram anestesiadas com 

cloridrato de cetamina (Syntec, São Paulo, BR) (11,5 mg/100g massa corporal) e o 
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relaxante muscular cloridrato xilazina (Syntec, São Paulo, BR) (0,1 mg/100g massa 

corporal) i.p. e as amostras de sangue foram coletadas por meio de punção 

cardíaca, com seringa de 1 mL e agulha de insulina. As amostras foram transferidas 

para tubos com anticoagulante EDTA, em seguida o plasma, foi separado e 

armazenado a -80ºC. 

Ao final da coleta de sangue, o animal foi perfundido com tampão fosfato (PBS - 

phosphate buffered saline) (pH 7,4) para total retirada do sangue remanescente. 

Após a perfusão foi iniciada a retirada dos órgãos e tíbia, necessários para execução 

das análises. 

2.7. Preparação “en face” 

A aorta foi dissecada livremente desde o ponto inicial da aorta ascendente até a 

bifurcação ilíaca e armazenada em solução de PBS-formol 10% à 15ºC. A completa 

retirada da camada adventícia foi cuidadosamente realizada. O corte inicial foi 

realizado na curvatura aórtica menor e estendido até a bifurcação ilíaca. O segundo 

corte foi feito simetricamente ao longo da curvatura maior até o nível da artéria 

subclávia. Após o corte, as aortas foram presas em superfície de etil vinil acetato 

(EVA) com pinos de aço para manter sempre o tecido na sua posição plana e 

horizontal (Daughert e Rateri; 2005). 

2.8. Análise da deposição lipídica vascular 

As amostras previamente submetidas à preparação en face foram destinadas para a 

observação de deposição lipídica, por meio de coloração com o marcador de 

lipídeos oil red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA (Paigen et al., 1987). Todas as 

amostras foram submersas em solução alcoólica com oil red por dez minutos e em 

seguida lavadas em uma cuba com água até retirar todo o excesso do corante 

vermelho. A análise da deposição lipídica foi realizada por meio da intensidade e 

extensão da coloração vermelha cujas imagens foram adquiridas usando uma 

câmera digital de alta resolução e posteriormente digitalizadas para análise 

morfométrica pelo software Image J (domínio público – National Institute of Health, 

USA).  

2.9. Dosagens bioquímicas 

As dosagens de colesterol total, colesterol HDL e triglicerídeos foram realizadas em 

amostras do plasma sanguíneo, utilizando kits comerciais (kit: Triglicerídios Lote: 19 
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Validade: 31/07/2017; colesterol total, Lote: 38 Validade: 31/03/2018; colesterol HDL 

Lote: 91 Validade: 31/08/2018; BIOCLIN, Rio de Janeiro, Brasil), seguindo as 

instruções do fabricante, por meio do ensaio colorimétrico. 

A determinação do colesterol LDL será realizada por meio da equação de 

Friedewald (Friedewald, 1972): LDL = Colesterol Total - HDL - (Triglicerídeos/5). 

2.10. Determinação de Proteínas Totais – Bradford 

A determinação das proteínas totais foi realizada por espectrofotometria em leitora 

de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Readers,  Molecular Devices, 

California, EUA). O ensaio foi realizado utilizando 5µL das amostras obtidas a partir 

do homogenato celular, preparado com 200mg do fígado, e 250 µL do reagente de 

Bradford. O branco foi preparado com 5μL de água deionizada e 200μL do reagente 

de Braford. A concentração das proteínas totais foi calculada com base numa curva 

padrão 10% a 80% de albumina. Os resultados foram expressos em mg/mL de 

proteína. Nessa medida, as amostras foram diluídas em 1:50 (Bradford, 1976). 

2.11. Avaliação dos produtos protéicos de oxidação avançada (AOPP - 
Advanced Oxidation Products Protein) 

A determinação dos AOPP foi realizada por colorimetria em aparelho leitor de 

microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Readers, Molecular Devices, 

California, EUA). Para tanto, foram utilizadas amostras obtidas a partir do 

homogenato celular, preparado com 200mg do fígado, diluídas na proporção de 1:5 

em PBS. Em seguida foram adicionados 10 μL de KI (1,16 M) e 20 μL de ácido 

acético. O branco foi preparado com 200μL de PBS, 20μL de ácido acético e 10μL 

de KI. As amostras e o branco foram levados ao agitador magnético (Fisatom, São 

Paulo, BR) por 6 minutos. A absorbância da reação foi imediatamente lida em 340 

nm. O conteúdo de AOPP foi calculado com base numa curva padrão de 0 a 100 μM 

realizada com equivalentes de cloramina T nas concentrações de 5, 10, 30, 60, 75 e 

100µM. Os resultados foram expressos em µmol de equivalentes de cloramina 

T/L/mg proteína. A quantificação de proteína foi realizada pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976). Nessa medida, as amostras foram diluídas em 1:30 (Witko-Sarsat 

et al., 1996). 
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2.12. Determinação da peroxidação lipídica pelo ensaio das substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS - Thiobarbituric acid reactive  
substances). 

O ensaio foi realizado utilizando 250µL da amostra (obtida a partir do homogenato 

celular preparado com 200mg do fígado) e 500µL da solução reagente contendo 

ácido tricloroacético 15% - ácido tiobarbitúrico 0,375% - HCl 0,25N (TCA15%-TBA 

0,375%-HCl 0,25N).  O branco foi preparado com 250µl de água deionizada e 500µl 

da solução de TCA15%-TBA 0,375%-HCl 0,25N. Em seguida, as amostras e o 

branco foram levados ao banho maria a 90ºC por 15 minutos. A determinação dos 

metabólitos reativos ao ácido tiobarbitúrico foi realizada por colorimetria em 532nm, 

por meio de aparelho leitor de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate 

Readers, Molecular Devices, California, EUA). O resultado final foi expresso em 

nmol de malondialdeido/mg de proteínas, tendo como referência a curva de 

calibração com o malonaldeído (MDA). A quantificação de proteína foi realizada pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976) (Rodrigues et al., 2010).  

2.13. Ensaio da superóxido dismutase (SOD) 

A determinação da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi realizada 

em amostra do fígado pelo método de Misra e Fradovich (1972). O meio de reação 

foi composto de 1,0 mL de tampão de carbonato (0,2 M, pH 10,2), KCl 0,8 mL (0,015 

M), 0,1 mL de homogenato de fígado e água de modo a atingir o volume final de 3,0 

mL. A reação foi iniciada pela adição de 0,2 mL de epinefrina (0,025 M). A alteração 

na absorbância foi registrada por meio de aparelho espectrofotômetro (T80+ UV/VIS 

Spectrometer, Pg Instruments Ltd, Reino Unido), no comprimento de onda de 

480nm, em intervalos de 15 segundos, durante um minuto e a 25 °C de temperatura. 

A quantificação de proteína foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 

A atividade da enzima é definida como a quantidade de enzima que provoca 50% de 

inibição da auto-oxidação de epinefrina. Os resultados foram expressos como 

Unidade de SOD/mg de proteína. 

2.14. Ensaio da Catalase (CAT) 

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada na amostra do fígado, de 

acordo com o descrito por Aebi (1984) com modificações. Resumidamente, numa 

cubeta de quartzo foram adicionados 3 mL de tampão fosfato (0,050 M, pH 7,4) e 60 

uL  da amostra. A reação se inicia pela ação de 40 uL de H2O2 (0,066 M em tampão 

de fosfato). As absorbâncias em 240 nm foram registradas por meio de aparelho 
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espectrofotômetro (T80+ UV/VIS Spectrometer, Pg Instruments Ltd, Reino Unido) a 

cada 15 segundos, pelo intervalo de 1 minuto. A quantificação de proteína foi 

realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A unidade de atividade 

enzimática foi definida como a quantidade de enzima que consome metade do 

peróxido de oxigénio H2O2 em um minuto a 25 °C. Os resultados foram expressos 

como coeficiente de extinção do peróxido por minuto (ΔE.min/mg proteína). 

2.15. Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como média, ± o erro padrão da média (E.P.M.). Os 

dados foram submetidos à análise de variância de uma via (ANOVA). A significância 

da diferença entre as médias foi determinada por teste post-hoc de Tukey, ajustado 

para múltiplas comparações, com significância aceita acima de 5% (p<0,05).  

2.16. Aspectos Éticos 

Os procedimentos foram realizados respeitando os princípios éticos na 

experimentação animal de acordo com CONCEA (BRASIL, 2014) e aprovados pela 

Comissão de Ética, Bioética e Bem-Estar Animal da Universidade Vila Velha (CEUA-

UVV, 397/2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3.1. Análise da deposição lipídica na aorta

A área de lesão aterosclerótica foi av

redução significativa após o tratamento com cinamaldeído no grupo ovariectomizado 

(S: 1,000±0,058; SC: 1,018±0,036; O: 1,737±0,127; OC: 1,260±0,085 

total) (Figura1). 
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Figura 1. O tratamento com cinamaldeído
da deposição lipídica induzida pela ovariectomia
aortas preparadas pelo método 

Gráfico quantitativo da área de deposição lipídica

cirurgia fictíciatratadas com cinamaldeído
ovariectomizadas tratadas com
E.P.M. *p<0,05 vs. S e SC e 
 

3.2. Perfil lipídico 

Foi observado que o tratamento com cinamaldeído promoveu redução nos valores 

de triglicérides plasmáticos nos animais do grupo 

foi observado nos animais ovariectomizados. Como esperado, o mesmo padrão foi 
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observado para o VLDL colesterol. Não houve diferença no colesterol total, HDL e 

LDL entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 1).  

Tabela 1: Perfil lipídico dos animais experimentais após tratamento crônico com 

cinamaldeído com ou sem ovariectomia.  

 S SC O OC 

Colesterol Total 199,0±15 160,1±21,6 180,4±14,1 165,8±21,6 

HDL 29,0±5,1 25,0±1,4 26,9±3,4 21,7±2,5 

LDL 170,0±16,1 135,1±20,9 153,5±12,0 144,1±20,6 

VLDL 24,20±0,95 6,57±2,07 * 18,12±1,53 16,29±2,68 

Triglicérides 121,0±4,8; 32,9±10,3 * 90,6±7,6; 81,4±13,4 

Resultados expressos como média ± E.P.M. *p<0,05 vs. S. 

 

3.3 Produtos protéicos de oxidação avançada - (AOPP). 

No tecido hepático foi verificada a oxidação de produtos protéicos, que indicam o 

grau de estresse oxidativo no tecido em questão. Pode-se observar a redução na 

quantidade de produtos formados após o tratamento nos animais do grupo SC e OC 

(S: 65,8±5,2; SC: 44,9±2,4; O: 57,3±6,6; OC: 43,5±3,1 mM cloramina T/mg proteína; 

p<0.05 em relação ao grupo S) (Figura 2).  
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Figura 2. O tratamento com cinamaldeído em camundongas LDLr-/- reduz a oxidação 

de produtos proteicos em células hepáticas. S, cirurgia fictícia tratadas com veículo; SC, 
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cirurgia fictícia tratadas com cinamaldeído; O, ovariectomizadas tratadas com veículo e OC, 

ovariectomizadas tratadas com cinamaldeído. Os resultados estão expressos como média ± 

E.P.M. *p<0,0 vs. S  

3.4. Determinação da peroxidação lipídica por TBARS 

Foi observado que o tratamento com cinamaldeído reduziu os níveis de peroxidação 
lipídica no grupo OC (S: 10,6 ± 0,5; SC: 13,4 ± 2,1; O: 11,4 ± 1,1; OC: 8,2 ± 0,7 nmol 
MDA/mg proteína; p<0,05) (Figura 3). 
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Figura 3. O tratamento com cinamaldeído em camundongas LDLr-/- reduz a peroxidação 
lipídica em células hepáticas. S, cirurgia fictícia tratadas com veículo; SC, cirurgia fictícia 
tratadas com cinamaldeído; O, ovariectomizadas tratadas com veículo e OC, 
ovariectomizadas tratadas com cinamaldeído. Os resultados estão expressos como média ± 
E.P.M.  *p<0,05 vs. O, #p<0.05 vs. S e ++p<0.05 vs SC. 

3.5. Atividade das enzimas SOD e CAT 

Foram avaliadas as atividades das enzimas SOD (Figura 4) e CAT (Figura 5). Não 
houve diferença da atividade dessas enzimas entre os grupos experimentais. SOD (S: 
2± 1; SC: 5,5 ± 1; O: 5,8 ± 2; OC: 3,3 ± 0,5 Unidade de SOD/mg proteína) CAT (S: 
2,17 ± 0,5; SC: 1,7 ± 1,4; O: 1,4 ± 0,9; OC: 1,5 ± 0,8 ΔE/min/mg proteína). 
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Figura 4. Efeito do tratamento com cinamaldeído em camundongas LDLr-/-sobre a 
atividade da enzima superóxido dismutase em células hepáticas. S, cirurgia fictícia 
tratadas com veículo; SC, cirurgia fictícia tratadas com cinamaldeído; O, ovariectomizadas 
tratadas com veículo e OC, ovariectomizadas tratadas com cinamaldeído. Os resultados 
estão expressos como média ± E.P.M 
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Figura 5. Efeito do tratamento com cinamaldeído em camundongas LDLr-/-sobre a 
atividade da enzima catalase em células hepáticas. S, cirurgia fictícia tratadas com 
veículo; SC, cirurgia fictícia tratadas com cinamaldeído; O, ovariectomizadas tratadas com 
veículo e OC, ovariectomizadas tratadas com cinamaldeído. Os resultados estão expressos 
como média ± E.P.M. 
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3.6. Massa corporal e ganho ponderal do fígado 

A massa corporal dos animais foi avaliada no início e após o final do tratamento. 

Após a eutanásia foi avaliado, ainda, o ganho ponderal do fígado. Foi possível 

observar que não há diferença na razão entre massa corporal inicial e final dos 

animais nos diferentes grupos (S: 1,025±0,007; SC: 1,022±0,021; O: 1,040±0,017; 

OC: 1,067±0,015 g/g), de modo semelhante não houve diferença na razão entre a 

massa do fígado e o comprimento da tibia (S: 0,068±0,001; SC: 0,058±0,010 O: 

0,062±0,006; OC: 0,058±0,004 mg/g).  

3.7. Avaliação do ciclo estral 

A determinação do ciclo estral constatou que as camundongas ovariectomizadas se 

mantiveram nos estágios diestro e metaestro, não atingindo as demais fases do 

ciclo. Foi verificado, ainda, que as camundongas do grupo sham estavam ciclando 

normalmente, pois, apesar de a avaliação citológica não ter identificado a fase 

proestro, a maioria das camundongas sham passaram pela fase estro, que ocorre 

logo após a fase proestro. 

 
Tabela 2 : Resultado da determinação do ciclo estral das camundongas LDLr-/-. 

Fase Estral S SC O OC 

Diestro ---- 25% 83,3% 85,7% 

Metaestro 25% ---- 16,7% 14,30% 

Estro 75% 75% ---- ---- 

Proestro ---- ---- ---- ---- 

S, cirurgia fictícia tratadas com veículo; SC, cirurgia fictícia tratadas com cinamaldeído; O, 
ovariectomizadas tratadas com veículo e OC, ovariectomizadas tratadas com cinamaldeído 
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4. DISCUSSÃO 

O principal achado do presente estudo foi o efeito do cinamaldeído sobre a 

deposição lipídica na aorta das camundongas LDLr-/- ovariectomizadas. Os dados 

mostraram que a ovariectomia induziu a deposição lipídica nas aortas das 

camundongas LDLr-/-, sem uso de dieta aterogênica, e o tratamento com 

cinamaldeído foi capaz de prevenir o desenvolvimento de lesões ateroscleróticas, 

independente de alteração do perfil lipídico. 

Os animais foram alimentados com dieta padrão a fim de eliminar possíveis 

alterações fisiológicas e metabólicas, que poderiam ser induzidas pela dieta com alto 

teor de gordura (Hartvigsen et al., 2007). O uso da dieta rica em gordura pode 

produzir processo inflamatório crônico e, dessa forma, interferir nos resultados da 

intervenção principal que se estuda (Teupser et al., 2003; Hartvigsen et al., 2007 

Warden e Fisler, 2008; Almeida-Suhett et al., 2017).  

A ovariectomia induziu a deposição lipídica na aorta das camundongas. Esse 

achado pode ser explicado pelo fato de que a deficiência dos hormônios ovarianos 

atua como fator de risco para o desenvolvimento da aterosclerose (Liu et al., 2016) e 

reforçado pelos estudos que apontam que o período pós-menopausa está 

relacionado com o maior desenvolvimento de doenças cardiovasculares em 

mulheres (Bowling et al., 2012; Kassi et al., 2015; Munnur et al., 2016). A 

ovariectomia em animais tem sido utilizada para mimetizar as alterações fisiológicas 

e metabólicas provocadas pela deficiência do estrogênio (Choi et al., 2008; Oliveira 

et al., 2014; Lamas et al., 2017). Estudos demonstram a influência dos hormônios 

ovarianos sobre alterações que estão diretamente envolvidas no processo de 

desenvolvimento da aterosclerose, tais como a inibição da proliferação das células 

do músculo liso vascular (Pare et al., 2002), disfunção endotelial  e estresse 

oxidativo (Lamas et al., 2015). 

O tratamento com cinamaldeído foi capaz de prevenir o desenvolvimento das lesões 

ateroscleróticas do grupo ovariectomizado mantendo-o em nível semelhante ao 

encontrado no grupo controle (Sham tratado com veículo). Vários estudos abordam 

a capacidade do cinamaldeído em melhorar condições envolvidas no processo de 

desenvolvimento da aterosclerose (Raffai et al., 2014; Subash-Babu et al., 2014; 

Guo et al., 2017). Entretanto, não é do conhecimento dos autores deste trabalho a 

existência de estudos anteriores que tenham demonstrado efeito do cinamaldeído 
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sobre a prevenção de desenvolvimento de lesões ateroscleróticas. Recente estudo 

realizado por Guo et al.,(2017) avaliou a influência do cinamaldeído sobre a aorta 

torácica e artéria mesentérica de camundongo modelo para resistência a insulina e 

verificou que houve melhoria da função vascular. Essa melhoria foi atribuída, em 

parte, à propriedade antioxidante do cinamaldeído, que foi demonstrada por meio da 

diminuição dos níveis de superóxido e aumento dos níveis de óxido nítrico (NO) do 

tecido vascular (Guo et al., 2017).  

Os grupos experimentais que passaram pela cirurgia fictícia (Sham tratado com 

veículo e Sham tratado com cinamaldeído), não apresentaram diferença no 

desenvolvimento das lesões ateroscleróticas. Barcat et al. (2006) mostraram que as 

lesões ateroscleróticas em camundongos LDLr-/- ficaram evidentes no animais com 

idade acima de 20 semanas. Considerando que os animais do presente estudo 

estavam com 19 semanas de idade na data do experimento, o trabalho de Barcat et 

al. (2006) corrobora o fato de não ter sido possível diferença da deposição lipídica 

na aorta dos grupos com cirurgia fictícia. 

A avaliação do perfil lipídico mostrou que a ovariectomia não alterou os níveis de 

colesterol total e frações, bem como de triglicerídeos. Entretanto, o tratamento com 

cinamaldeído foi capaz de reduzir os níveis de triglicerídeos do grupo Sham. A 

redução dos níveis dos triglicerídeos foi consistente com estudos anteriores (Li et al., 

2012; Zuo et al., 2017). No entanto, os mesmos estudos também apontam 

mudanças nos demais perfis lipídicos, o que não foi observado no presente estudo. 

Possivelmente, os diferentes resultados alcançados sejam decorrentes dos 

diferentes modelos de animais utilizados nas pesquisas. Li e colaboradores (2012) 

realizaram o estudo em camundongos modelo de resistência a insulina e obesidade 

e Zuo e colaboradores (2017) utilizaram o camundongo C57BL/6J alimentados com 

dieta rica em gordura. 

Um possível mecanismo, e que foi investigado no presente trabalho, para a 

prevenção da deposição lipídica, seria o efeito do cinamaldeído sobre o estresse 

oxidativo. O desequilíbrio entre a formação das espécies reativas de oxigênio 

(ERO’s) e a defesa antioxidante está intimamente ligado ao desenvolvimento de 

lesões ateroscleróticas (Munzel et al., 2010; Peluso et al., 2012). A aterogênese se 

inicia a partir da disfunção endotelial produzida, em parte, pelo aumento das ERO’s 

(Ross, 1993; Harrison, 1997; Strehlow et al., 2003), as quais são capazes de atacar 
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e modificar diferentes componentes das células, incluindo lipídios e proteínas 

(Harrison et al., 2003). O aumento da atividade das enzimas antioxidantes funciona 

como uma das estratégias do mecanismo de defesa do organismo para inibir o 

aumento da produção das ERO’s e combater os efeitos deletérios do estresse 

oxidativo (Formigari et al., 2007). Entre as enzimas antioxidantes mais importantes 

estão a SOD que converte superóxido em peróxido de hidrogênio, glutationa 

peroxidase (GPx) e CAT que são responsáveis pela conversão de peróxido de 

hidrogênio em água (Formigari et al., 2007). 

Os ensaios para verificar os níveis dos marcadores de estresse oxidativo foram 

realizados em amostras do fígado. Evidências apontam que as células hepáticas 

correspondem ao principal alvo de ação das ERO’s (Sánchez-Valle et al., 2012). Foi 

verificado que o cinamaldeído reduziu os níveis de oxidação de proteínas e lipídios 

no fígado. Esses resultados são consistentes com o estudo realizado por Subash-

Babu et al. (2014), que teve como objetivo avaliar a propriedade antioxidante do 

cinamaldeído e sua possível proteção às células β-pancreáticas em modelo 

experimental de diabetes. Esse estudo demonstrou que o cinamaldeído foi capaz de 

aumentar a liberação de insulina, provavelmente devido a sua capacidade de ação 

contra a produção de radicais livres. Dentre os resultados obtidos, houve diminuição 

dos níveis dos produtos de peroxidação lipídica, sugerindo que o efeito antidiabético 

do cinamaldeído foi causado pelo seu desempenho antioxidante (Subash-Babu et 

al., 2014). Outro estudo que sustenta os resultados obtidos no presente experimento 

foi realizado por Wang e colaboradores (2015), que concluiu que o cinamaldeído foi 

capaz de prevenir a disfunção endotelial induzida por altas concentrações de 

glicose. O tratamento com o cinamaldeído foi capaz de prevenir a geração de ERO’s 

e preservar os níveis de NO em aortas (Wang et al., 2015). 

Em relação ao braço antioxidante do sistema, o mesmo foi avaliado por meio da 

atividade das enzimas SOD e CAT e mostrou que não houve diferença entre os 

grupos. Resultado semelhante foi verificado no estudo realizado por Gowder e 

Devaraj (2006) que avaliou o efeito antioxidante do cinamaldeído em ratos. No 

referido estudo, foi observado que a atividade das enzimas antioxidantes se 

manteve estável quando os animais receberam menores doses de cinamaldeído 

(2,14; 6,96 e 22,62 mg/kg de peso corporal/dia) e foram tratados por um período de 

60 dias.  O aumento da atividade antioxidante das enzimas somente ocorreu com a 

maior dose do cinamaldeído avaliada (73,5 mg/kg de peso corporal/dia ) e após 90 
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dias de tratamento. Portanto, a falta de diferença nas atividades enzimáticas 

observada neste trabalho pode, simplesmente, refletir a dose e o tempo de 

tratamento utilizados. Entretanto, levando-se em consideração que o estresse 

oxidativo se dá por meio do desequilíbrio entre os fatores pró e antioxidantes, nos 

animais OC em que houve redução da oxidação protéica e lipídica, ou seja, redução 

de fatores pró-oxidação, o mesmo nível de atividade enzimática antioxidante, 

representa um ambiente favorável para a redução do estresse oxidativo e, portanto, 

com menor efeito sobre os processos de oxidação que determinam ou favorecem a 

deposição lipídica na aterosclerose, justificando a prevenção desse quadro nesses 

animais. 

O efeito da deficiência dos hormônios ovarianos sobre a massa corporal e a relação 

desse efeito com o desenvolvimento de doenças cardiovasculares têm sido 

frequentemente estudados (Romero-Aleshire et al., 2009; Kim et al., 2017). Diante 

desse fato, foi avaliado o efeito do cinamaldeído sobre a massa corporal e sobre o 

ganho ponderal do fígado. Entretanto, não houve diferença entre os valores obtidos. 

Conforme abordado por Marchon e colaboradores (2015), é possível que a 

ovariectomia não produza aumento da massa corporal. A pesquisa citada verificou 

que a ovariectomia induziu aumento do percentual de gordura visceral em 

camundongos, sem que ocorresse aumento da massa corporal (Marchon et al., 

2015).   

A determinação do ciclo estral das camundongas foi realizada para confirmar a 

ovariectomia e avaliar a atividade ovariana das camundongas submetidas à cirurgia 

fictícia. Os achados mostraram que somente os animais que não tiveram o ovário 

retirado passaram pela fase estro do ciclo, indicando que os animais estavam sob 

influência dos hormônios ovarianos. Nessa fase ocorre a queda dos níveis de 

estradiol, coincidindo com a ovulação e formação do corpo lúteo. Foi verificado, 

ainda, que 100% das camundongas ovariectomizadas se encontravam nas fases 

marcadas por níveis baixos de estradiol (metaestro e diestro). Várias alterações 

ocorrem nos tecidos do aparelho reprodutor das fêmeas durante o ciclo estral 

(Bronson et al., 1966), conferindo características específicas a cada fase e 

permitindo que sejam identificadas por meio da análise da citologia vaginal.  

Sumariando, os resultados do presente trabalho demonstram que: 1) o cinamaldeído 

previne a deposição lipídica em modelo de aterosclerose experimental com redução 
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dos níveis de estrogênio em fêmeas e sem dieta hipercalórica; 2) tal efeito se deve, 

pelo menos em parte, por ação antioxidante com redução da oxidação lipídica e 

protéica hepática e manutenção da atividade de enzimas antioxidantes; 3) o efeito 

sobre a deposição lipídica não está relacionado com o perfil lipídico. 
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5. CONCLUSÃO 

Conclui-se que a administração crônica de cinamaldeído é capaz de reduzir o 

desenvolvimento de lesões ateroscleróticas em aortas de camundongas LDL-/- com 

deficiência de estrogênio devido à ovariectomia e sem uso da dieta aterogênica. Tal efeito 

se deve, pelo menos em parte, pela ação antioxidante demonstrada por meio de redução da 

oxidação lipídica e protéica hepática, bem como manutenção da atividade de enzimas 

antioxidantes. O efeito sobre o desenvolvimento das lesões ateroscleróticas no presente 

trabalho não está relacionado com o perfil lipídico. Os resultados sugerem que o 

cinamaldeído possui promissor potencial contra o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares isquêmicas em mulheres pós-menopausa. No entanto, mais investigações 

são necessárias para melhor elucidar as vias de ação e os efeitos produzidos pelo 

cinamaldeído. 
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