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Resumo 

Objetivo: Avaliar o efeito do extrato das folhas da amoreira na inflamação cardiovascular, na resistência insulínica e 

na hipertrofia ventricular esquerda de camundongos dislipidêmicos. Metodologia: Camundongos knockout para o 

gene do receptor LDL foram divididos em quatro grupos experimentais (n=20): grupo S (Standard), alimentados com 

dieta padrão; grupo SA (Standard /Amoreira), alimentados com dieta padrão e extrato das folhas da amoreira; grupo 

HL (Hyperlipidic), alimentados com dieta hiperlipídica e grupo HLA (Hyperlipidic/Amoreira), alimentados com dieta 
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hiperlipídica e extrato das folhas da amoreira. Após 15 dias de experimento, foi coletado plasma e quantificado os 

níveis plasmáticos de colesterol total e suas frações, triglicerídeos, proteína C reativa, insulina, glicose e calculado o 

índice de Homa. Foram coletados tecidos cardíacos e da parede da aorta para quantificar a expressão do CD40L pelo 

método de western blotting. Lâminas histológicas com tecido cardíaco foram preparadas e coradas com hematoxilina 

e eosina, para avaliação histológica geral, e coradas com picrosírius red para avaliar a área de depósito de colágeno. 

Resultados: O extrato das folhas de amoreira elevou o HDL plasmático, preveniu moderadamente a 

hipercolesterolemia e não reduziu a hipertrigliceridemia nos camundongos do grupo HLA, preveniu a resistência à 

insulina e, consequentemente a hiperinsulinemia, reduziu o nível plasmático de PCR e preveniu o aumento da 

expressão do CD40L. Conclusão: O tratamento com o extrato das folhas de amoreira preveniu a inflamação 

cardiovascular e a resistência insulínica, reduzindo desta forma, o desenvolvimento da hipertrofia ventricular 

esquerda. 

Palavras-chave: Dislipidemia; Inflamação cardíaca; Aorta; Insulina; Amora. 

 

Abstract  

Objective: To evaluate the effect of mulberry leaf extract on cardiovascular inflammation, insulin resistance and left 

ventricular hypertrophy in dyslipidemic mice. Methodology: Knockout mice for the LDL receptor gene were divided 

into four experimental groups (n=20): group S (Standard), fed a standard diet; group SA (Standard / Mulberry), fed a 

standard diet and mulberry leaves extract; group HL (Hyperlipidic), fed a hyperlipidic diet and group HLA 

(Hyperlipidic / Mulberry), fed a hyperlipidic diet and mulberry leaves extract. After 15 days of experiment, plasma 

was collected and the plasma levels of total cholesterol and its fractions, triglycerides, C-reactive protein, insulin, 

glucose were quantified and the Homa index calculated. Heart and aortic wall tissues were collected to quantify the 

expression of CD40L by the western blotting method. Histological slides with heart tissue were prepared and stained 

with hematoxylin and eosin for general histological evaluation and stained with picrosírius red to evaluate the 

collagen deposit area. Results: Mulberry leaf extract elevated plasma HDL, moderately prevented 

hypercholesterolemia and did not reduce hypertriglyceridemia in HLA group mice, prevented insulin resistance and 

consequently hyperinsulinemia, reduced plasma CRP level and prevented increased CD40L expression. Conclusion: 

Treatment with mulberry leaves extract prevented cardiovascular inflammation and insulin resistance, thus reducing 

the development of left ventricular hypertrophy. 

Keywords: Dyslipidemia; Cardiac inflammation; Aorta; Insulin; Mulberry. 

 

Resumen  

Objetivo: Evaluar el efecto del extracto de hoja de morera sobre la inflamación cardiovascular, la resistencia a la 

insulina y la hipertrofia ventricular izquierda en ratones dislipidémicos. Metodología: Los ratones con el gen del 

receptor de LDL eliminado se dividieron en cuatro grupos experimentales (n=20): grupo S (Estándar), alimentado con 

una dieta estándar; grupo SA (Estándar / Morera), alimentado con una dieta estándar y extracto de hoja de morera; 

grupo HL (Hiperlipídico), alimentado con una dieta hiperlipídica y grupo HLA (Hiperlipídico / Morera), alimentado 

con una dieta hiperlipídica y extracto de hoja de morera. Tras 15 días de experimento, se recogió el plasma y se 

cuantificaron los niveles plasmáticos de colesterol total y sus fracciones, triglicéridos, proteína C reactiva, insulina, 

glucosa y se calculó el índice Homa. Se recogieron tejidos de la pared cardíaca y aórtica para cuantificar la expresión 

de CD40L mediante western blotting. Se prepararon preparaciones histológicas con tejido cardíaco y se tiñeron con 

hematoxilina y eosina para la evaluación histológica general y se tiñeron con rojo picrosirio para evaluar el área de 

deposición de colágeno. Resultados: El extracto de hoja de morera elevó el HDL plasmático, previno moderadamente 

la hipercolesterolemia y no redujo la hipertrigliceridemia en los ratones del grupo HLA, previno la resistencia a la 

insulina y, en consecuencia, la hiperinsulinemia, redujo el nivel de CRP plasmático y evitó el aumento de la expresión 

de CD40L. Conclusión: El tratamiento con extracto de hoja de morera previno la inflamación cardiovascular y la 

resistencia a la insulina, reduciendo así el desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda. 

Palabras clave: Dislipidemia; Inflamación cardíaca; Aorta; Insulina; Morera. 

 

1. Introdução 

A síndrome metabólica (SM) é um conjunto de alterações metabólicas que representa um grande problema de saúde 

pública em todo o mundo, tendo em vista que eleva os índices de morbimortalidade por doenças cardiovasculares. Entre essas 

alterações estão a resistência à insulina (RI), dislipidemia e diabetes mellitus tipo 2 (Corica et al., 2019). 

A dislipidemia genética associada à dieta hiperlipídica, é um distúrbio metabólico envolvido na trilogia: processo 

inflamatório, disfunção endotelial (Oishi et al., 2018) e estresse oxidativo (Carvalho et al., 2015), do ambiente cardiovascular, 

sendo considerado os denominadores comuns entre as condições que promovem e apoiam a aterogênese (Barbalho et al., 

2015), hipertrofia cardíaca e a resistência insulínica (Sarto et al., 2018).  
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A resistência insulínica é caracterizada pela diminuição na ação da insulina nos tecidos periféricos, o que resulta em 

um aumento compensatório da secreção de insulina. A desarmonia deste mecanismo ocasiona gradativamente a intolerância à 

glicose, que pode resultar no surgimento de alterações hemodinâmicas e metabólicas, como o diabetes mellitus tipo 2 (DM2). 

Isso mostra que, possivelmente, as alterações fisiopatológicas desta doença estejam presentes vários anos antes de sua 

expressão clínica (Gaydoso-Diz et al., 2013). O estresse oxidativo gerado pela dislipidemia (Sarto et al., 2018), assim como a 

liberação de várias citocinas pró-inflamatórias (Castillo-Hernandez et al., 2017) estão envolvidas na patogênese da resistência 

insulínica e muitas estratégicas anti-inflamatórias demonstraram melhorar a sensibilidade à insulina (Oliveira et al., 2016). 

A dislipidemia causa ainda outros distúrbios que desencadeiam alterações morfofuncionais em diversos órgãos por 

diferentes vias. Dentre essas vias temos a via CD40/CD40L, no qual o ligante CD40L, pode se apresentar na forma livre ou 

solúvel, ou como uma proteína transmembrana, que compõe uma via fisiopatológica intimamente envolvida na inflamação da 

parede vascular (Storch et al., 2017) e cardíaca (Oishi et al., 2018), na aterogênese (Silva, 2015), e na hipertrofia ventricular 

esquerda, cuja inibição da via de sua sinalização pode efetivamente reduzir a aterosclerose e a hipertrofia ventricular esquerda 

em camundongos (Santos et al., 2017). 

O tratamento da hipercolesterolemia deve incluir medidas não farmacológicas. O padrão alimentar deve ser resgatado 

por meio do incentivo à alimentação saudável, juntamente da orientação sobre a seleção dos alimentos, o modo de preparo, a 

quantidade e as possíveis substituições alimentares, sempre em sintonia com a mudança do estilo de vida (Faludi et al., 2017), 

que estão recomendadas para todos os pacientes, assim como o uso da terapia farmacológica que pode ser indicada em 

situações específicas. As drogas disponíveis atualmente para o tratamento da hipercolesterolemia incluem as estatinas 

(inibidores da coenzima A), a ezetimiba (inibidor seletivo da absorção do colesterol) e as resinas ou sequestradores dos ácidos 

biliares (Silverman et al., 2016). Entretanto, existem limitações no uso destes medicamentos, e seus efeitos colaterais, tais 

como insuficiência hepática e renal, diarreia e hipoglicemia, o que fazem estes medicamentos intoleráveis para alguns 

pacientes que necessitam administrá-los. Desta forma, a busca por novas alternativas que visam encontrar novos compostos 

que aumentem a eficácia e que apresentem reduzida ou nenhuma toxicidade, evolui cada vez mais, incentivando no 

desenvolvimento de novas pesquisas que busquem alternativas em compostos naturais (Zhang et al., 2015). 

A espécie Morus nigra L., conhecida popularmente como amoreira, amoreira-negra ou amora-preta trata-se de uma 

planta natural da Ásia, originária do Irã (Chen et al., 2016). Essa espécie vegetal foi trazida para o Brasil por imigrantes 

japoneses, adaptando-se bem às condições de clima e solo (Souza et al., 2015). Suas folhas são abundantes e possuem agentes 

bioativos como os compostos fenólicos e são usadas na fitoterapia clássica como antimicrobianas, anti-alergênicas, efeitos 

antidepressivos, neuroprotetoras (Dalmagro, Camargo & Zeni, 2017) e antioxidante (Turgut et al., 2016; Dalmagro et al., 

2017). Estudos com as folhas da amoreira mostraram efeito anticarcinogênico (Costa, 2017), hipoglicemiante (Junior et al., 

2017) e anti-obesidade (Casarin, Mendes & Lopes, 2016). Além de serem utilizadas na medicina tradicional, também está 

sendo usada como alimento humano (Araujo et al., 2015). 

Os polifenóis não nutricionais, como os flavonoides, vêm exercendo poderosos efeitos antioxidantes em sistemas 

biológicos e na proteção cardiovascular (Aghababaee et al., 2015). A abordagem de opções alternativas na prevenção das 

dislipidemias é de extrema relevância, uma vez que este distúrbio metabólico é considerado um problema de saúde pública. 

Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito do extrato das folhas da amoreira na 

inflamação cardiovascular, na resistência insulínica e na hipertrofia ventricular esquerda em camundongos dislipidêmicos. 

 

2. Metodologia 

Preparação do extrato 

As folhas de Morus nigra L. foram coletadas no período da manhã à temperatura de 18º ± 3 ºC no município de 
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Alfenas, Minas Gerais, no mês de agosto de 2019. O material coletado foi transportado até o laboratório da Universidade José 

do Rosário Vellano (UNIFENAS) e imediatamente higienizado antes da desidratação. As amostras foram desidratadas em 

estufa de circulação de ar forçado (Fanem, 320-SE) com temperatura regulada para 50° ± 2 °C conforme recomendado por 

Schafranski et al. (2019). Em seguida, as folhas foram moídas em moinho analítico (Quimis®, São Paulo, Brasil) e 

armazenadas protegidas da luz, em tubos do tipo falcon escuros, e mantidas em temperatura de – 6° ± 1 °C até o momento da 

extração. 

Para a obtenção do extrato, as folhas foram submetidas à extração em solução hidroalcoólica (70% de álcool etílico e 

30% de água destilada), durante 24 horas, em percolador. Em seguida foi realizada a filtração a vácuo e os extratos obtidos 

foram concentrados em rotaevaporador a temperatura máxima de 40 ºC até a máxima retirada do etanol. Todos os processos 

foram realizados ao abrigo da luz. O preparo do extrato hidroalcoólico foi baseado no método descrito por Almeida et al. 

(2012). O extrato concentrado obtido, de coloração verde-escura e cheiro adocicado, foi dissolvido em água filtrada, até atingir 

a concentração de 150 mg/mL. O teor alcoólico da dissolução final foi de 0 ºGL (Instituto Adolf Lutz [IAL], 2008).  

 

Protocolo experimental 

O experimento foi realizado no biotério da Universidade José do Rosário Vellano (UNIFENAS). Foram utilizados 80 

camundongos knockout para o gene receptor de LDL (LDLr -/-) gerados a partir do background C57BL6. Animais machos, 

com 3 meses, pesando 22 ± 3 g, provenientes do “Jackson Laboratory” (Bar Harbor, ME) mantidos sob condições controladas 

de temperatura (22º ± 1 ºC) e ciclos de 12 horas de luz e escuro. Todos os procedimentos experimentais adotados neste estudo 

foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UNIFENAS, sob protocolo no 21A/2008. Os animais 

foram tratados de acordo com os princípios éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais (n=20): Grupo S, alimentados com dieta padrão 

(Nuvital®); Grupo SA, alimentados com dieta padrão (Nuvital®) e tratados com extrato da folha de amoreira (EFA) na dose 

diária de 0,064g/kg via gavagem; Grupo HL, alimentados com dieta hiperlipídica com 20% de gordura total, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico; e Grupo HLA, alimentados com dieta hiperlipídica com 20% de gordura total, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico, e tratados com EFA na dose diária de 0,064g/kg via gavagem. Todos os animais receberam 

água ad libitum e sua respectiva dieta por 15 dias. 

Após 15 dias com a respectiva alimentação, os camundongos permaneceram por jejum de 12 horas e a seguir foram 

anestesiados com xilazina e cetamina intraperitonial (Bayer AS e Parke-Davis®, nas concentrações de 10 e 100 mg/kg, 

respectivamente). O sangue foi coletado por punção do plexo venoso retro-orbital para análise de glicose plasmática, insulina, 

triglicérides, colesterol total (CT) e suas frações (LDL, HDL e VLDL). A toracotomia foi realizada, o coração e a aorta foram 

removidos. 

 

Análise do plasma 

O plasma foi obtido por centrifugação do sangue a 3000 rpm por 10 minutos. A glicose plasmática foi mensurada por 

colorimetria enzimática, utilizando a técnica proposta por Trinder (1969). A insulina plasmática foi medida com kit comercial 

ELISA (Dako Ltd, High Wycombe, Bucks, Reino Unido). A avaliação do modelo de homeostase da resistência à insulina 

(HOMA-IR) foi calculada pela fórmula: insulinemia em jejum (µU/L) x glicemia em jejum (nmol/L)/22,5* (* Para obter 

valores de glicose em mmol/l, multiplicar os mg/dl por 0,05551). 

Ensaios enzimáticos foram utilizados para medir os lipídeos plasmáticos (triglicérides, colesterol total e HDL), 

conforme descrito por Hedrick et al. (2001). O LDL foi determinado pela fórmula de Friedewald (Friedewald, Levi & 

Fredrickson, 1972) e o VLDL usando o método descrito por Tian et al. (2006). 
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A determinação quantitativa da concentração sérica da proteína C reativa (PCR) foi através de turbidimetria e 

fotometria do soro sanguíneo (Aparelho Humastar 300®) expressando-se os resultados em mg/dL (Lima et al., 2005). 

Análises histológicas e imuno-histoquímicas 

O ventrículo esquerdo (VE) foi pesado e a relação peso/peso corporal do VE foi calculada como a relação entre peso 

corporal (g) e VE (mg). Os camundongos foram anestesiados e seus corações foram perfundidos in situ com Solução Salina 

Tamponada com Fosfato (PBS) seguido por 10% de formaldeído tamponado com PBS. O VE e a aorta foram mergulhados em 

formaldeído a 10% por pelo menos 2 dias e depois lavados em álcool 70% e processados para inclusão em parafina por 

métodos padrão; foram realizados cortes histológicos em série de 3 μm e fixadas em lâminas. Algumas das secções foram 

coradas com hematoxilina-eosina para medições dos cardiomiócitos, e outras foram coradas com vermelho picrosirius para 

avaliação qualitativa e quantitativa do depósito de colágeno usando luz normal (Junqueira et al., 1979). Os colágenos 

intersticiais aparecem como um depósito vermelho com coloração picrosirius red. 

Outras secções ventriculares e da aorta foram usadas para avaliar imuno- histoquimicamente a expressão de CD40L. 

As seções ventriculares e da aorta foram tratadas com peróxido de hidrogênio a 3% para bloquear a atividade endógena da 

peroxidase e os locais não específicos foram bloqueados com leite desnatado a 2% diluído com solução salina tamponada com 

fosfato (PBS) 0,1M a pH 7,4. As secções foram incubadas por 12 horas com anticorpo policlonal de coelho CD40L (diluição 

1:50; Santa Cruz Biotecnologia) em uma câmara umidificada. Após a incubação com o anticorpo primário, os cortes foram 

incubados com o anticorpo secundário biotinilado (kit Dako® LSAB+) por uma hora a 37º C. Para mostrar áreas 

imunorreativas, as seções foram incubadas com complexo conjugado com peroxidase (Dako® LSAB+) por 45 minutos a 37º C 

e colocadas em uma solução de cromogênio (DAB 50 mg em 50 ml de PBS com 3 ml de peróxido de hidrogênio a 10%) por 

três minutos. Após coloração com hematoxilina Harris (Sigma®) por 25 segundos, as lâminas foram montadas e analisadas por 

microscopia óptica usando o software LGMC-image versão 1.0 (Armstrong et al., 1998). 

O software LGMC-image VS 1.0, programado para reconhecer cores e tons distintos, foi usado para destacar pixels de 

uma cor específica ou especificar tons no campo. O software destacou uma cor específica dentro do campo (com base nas 

configurações de limite do operador) e calculou a área ocupada. Os espaços não tecidos do campo foram reconhecidos (com 

configurações de limiar do operador) pelo software e subtraídos para fornecer a área correta de tecido total no campo. A razão 

entre a área de depósito de colágeno e a área total de tecido (x100%) foi então calculado para fornecer uma medida da área 

percentual. A porcentagem média foi representada pela média de 11 campos de cada seção histológica. Em outra análise, o 

diâmetro dos cardiomiócitos dentro do campo foi medido usando critérios padrões. Uma linha perpendicular ponto a ponto foi 

colocada através do eixo longitudinal do miócito no nível do núcleo, e esse diâmetro foi medido pelo software de imagem por 

computador. Todos os cardiomiócitos longitudinalmente direcionados com uma borda celular distinta (no nível do núcleo) 

dentro do campo de amostragem foram medidos e suas médias foram calculadas para fornecer um diâmetro médio dos 

cardiomiócitos. Cardiomiócitos transversais ou oblíquos foram excluídos. Foram analisados 5 cortes transversais diferentes e 

completos por ventrículo, que produziram de 15 a 20 medidas de cardiomiócitos por seção histológica. As medições totais 

foram de 75 a 100 cardiomiócitos por animal. Um único examinador realizou as análises histológicas em esquema duplo-cego 

(Armstrong et al., 1998). 

 

Análise de proteínas Immunoblotting 

Os tecidos do VE e da aorta dos camundongos foram pulverizados a –80 ºC usando um pilão e argamassa de aço 

inoxidável e ressuspensos em tampão de homogeneização da seguinte composição: Tubos 0,1 mM, 5 mM MgCl2, 5 mM 

EDTA, Triton X100 a 0,5% (vol/vol ), 20% de glicerol (vol/vol) e mistura de inibidores de protease (Complete, Roche Applied 

Science). As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm e o sobrenadante foi coletado e analisado quanto à concentração total 
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de proteínas usando o método de Bradford (Bio-Rad). Quantidades iguais de proteína (200 mg/faixa) de 3 ventrículos 

esquerdos e 5 aorta de cada grupo foram envolvidas em 7,5% (peso/vol) de mini géis de SDS polacrilamida (Mini- Protean III, 

Bio-Rad) e transferidas para a membrana de nitrocelulose (Amersham Biociências). As transferências foram bloqueadas com 

leite desnatado a 5% (p/vol) (maravilha) em tampão contendo Tris-HCl 10 mM (pH 7,6), NaCl 10 mM e Tween 20 (20%, 

p/vol) e incubadas durante a noite com anticorpos de coelho contra anticorpos CD40L (diluições de 1: 1000). Então, 

colorações apropriadas controles (GAPDH) foram processadas. As manchas foram expostas ao anticorpo secundário anti-IgG 

de coelho conjugado com peroxidase de rábano silvestre (1:2000, Santa Cruz Biotecnologia), e a imunorreatividade foi 

visualizada usando um filme de auto-radiografia (Garcia & Incerp, 2008). As intensidades da banda foram quantificadas por 

densitometria óptica das auto-radiografias desenvolvidas. 

 

Anticorpos, Medicamentos e Reagentes 

Anticorpos policlonais anti-coelho anti-CD40L foram obtidos da Santa Cruz Biotecnologia (Santa Cruz, CA), Sirius 

red da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) e hematoxilina, eosina, e a parafina histosec para análises histológicas 

foram da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). 

Todos os outros produtos químicos de grau de reagente eram da Sigma Chemical Co. 

 

Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± Erro Padrão da Média (EPM). A análise de variância (ANOVA) foi seguida 

pelo teste de Tukey para comparação entre os grupos. As diferenças foram consideradas significativas para p <0,05. 

 

3. Resultados e Discussão 

Na análise do perfil lipídico, os camundongos do grupo SA apresentaram aumento nos níveis plasmáticos do CT, nas 

suas frações e dos triglicérides quando comparados com parâmetros dos camundongos do grupo S (Tabela 1). Assim, como 

houve um aumento de 34% da fração HDL nos camundongos do grupo SA, as relações CT/HDL e LDL/HDL não 

apresentaram diferenças entre os grupos S e SA. 

 

Tabela 1 – Níveis plasmáticos do colesterol total (CT) e suas frações (HDL, LDL, VLDL) e triglicérides (TG) (mg/dL); 

proporções CT/HDL, LDL/HDL e TG/HDL; dos níveis plasmáticos de glicose (μU/L), insulina (μU/L) e índice de HOMA 

(HOMAIR) e níveis plasmáticos da proteína C reativa (PCR) (mg/dL) de camundongos LDLr-/- alimentados com dieta padrão 

(S), dieta hiperlipídica (HL) e tratados com extrato da folha da amoreira (SA e HLA). 

Parâmetros Grupo S 

(n=10) 

Grupo SA 

(n=10) 

Grupo HL 

(n=10) 

Grupo HLA 

(n=10) 

CT 249±16c 326±22b 631±32a 418±29b 

HDL 59±2b 79±5a 25±2c 75±4a 

CT/HDL 4,2±0.5b 4,1±0.6b 2,2±4,5a 5,8±1.5b 

LDL 165±9d 214±12c 578±6a 306±27b 

LDL/HDL 2,8±0.6b 2,7±0.02b 23,1±3.6a 4,1±0.8b 

VLDL 25±1b 33±2a 28±1b 37±3a 

TG 124±6c 165±10a 142±7b 188±15a 

TG/HDL 2,1±0.2b 2,1±0.4b 5,9±1a 2,5± 0.6b 

Insulina 2,7±0.6b 2,8±0.2b 5,8±0.9a 3,0±0.2b 

Glicose 5.5±0.1a 5,6±0.3a 5,6±0.1a 5,5±0.2a 

HOMAIR 0,7±0.05b 0,8±0.06b 1,5±0.28a 0,8±0.16b 

PCR 6±0,5b 4,5±1b 14,5±1a 5,5±1b 

Os valores foram expressos como média ± Erro Padrão da Média. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os 

grupos (p < 0,05). Fonte: Autores. 
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Os camundongos do grupo HL apresentaram hiperlipidemia severa, com redução drástica dos níveis do HDL em 

relação aos grupos S, SA e HLA (Tabela 1). O tratamento com o extrato da folha da amoreira nos camundongos do grupo HLA 

preveniu a hiperlipidemia severa, reduzindo os níveis plasmáticos do CT e da fração LDL. Além disso, triplicou a fração HDL 

quando comparados com os camundongos do grupo HL, com marcada redução da relação LDL/HDL quando comparado ao 

grupo HL (Tabela 1). O extrato da folha da amoreira não preveniu a hipertrigliceridemia nos camundongos dos grupos SA e 

HLA (Tabela 1). 

No perfil glicêmico e insulinêmico, os camundongos do grupo SA não apresentaram diferenças quanto ao nível 

plasmático de glicose e insulina e ao índice de Homa (HOMAir) quando comparados com o grupo S. Os camundongos do 

grupo HL apresentaram marcado aumento no nível plasmático de insulina e do HOMAir quando comparados com os grupos S, 

SA e HLA. O extrato da folha da amoreira preveniu o aumento dos níveis plasmáticos da insulina e do HOMAir nos 

camundongos do grupo HLA (Tabela 1). 

Com relação aos níveis plasmáticos da proteína C reativa, observamos uma relação inversa com os níveis plasmáticos 

de HDL, mostrando que os níveis plasmáticos desta proteína aumentaram nos camundongos do grupo HL quando comparados 

aos dos grupos S, SA e HLA (Tabela 1). 

 

Tabela 2 – Proporção do peso ventricular esquerdo (mg)/peso corporal do camundongo (g) (VE/PC); diâmetro dos 

cardiomiócitos e área miocárdica do colágeno (%) de camundongos LDLr-/- alimentados com: dieta padrão (S), dieta 

hiperlipídica (HL) e tratados com extrato da folha da amoreira (SA e HLA). 

Parâmetros Grupo 

S 

(n=10) 

Grupo 

SA 

(n=10) 

Grupo 

HL 

(n=10) 

Grupo 

HLA 

(n=10) 

Proporção VE/PC (mg/g) 3,3±0.1c 3,3±0.2c 4,2±0.2a 3,8±0.3b 

Diâmetro dos cardiomiócitos (m) 19±1c 18±2c 26±1a 22±1b 

Área de colágeno miocardial (%) 4,3±0.5c 4,8±0.3c 10,6±0.7a 6,8±0.6b 

Os valores foram expressos como média ± Erro Padrão da Média. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os 

grupos (p < 0,05). Fonte: Autores. 

 

Os camundongos do grupo HL desenvolveram hipertrofia ventricular esquerda (HVE) (Tabela 2 e Figura 1) 

decorrente do aumento no diâmetro dos cardiomiócitos e na deposição de colágeno intersticial. Isso em resposta ao processo 

inflamatório, caracterizado pelo aumento da expressão do CD40L cardíaco e vascular (Figuras 2 e 3). 
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Figura 1 – Fotomicrografia corada com hematoxilina/eosina (HE) representativa do ventrículo esquerdo mostrando o diâmetro 

dos cardiomiócitos. Fotomicrografia corada com picrosirius red (PR) mostrando a distribuição do colágeno intersticial 

(marcado em vermelho) no miocárdio ventricular esquerdo dos camundongos. S - dieta padrão; SA - dieta padrão e extrato das 

folhas de Morus nigra L. HL - dieta hiperlipídica; HLA - dieta hiperlipídica e extrato de folha de Morus nigra L. 

Fonte: Autores. 

 

 

Figura 2 – Análise Western Blot da expressão da proteína CD40 ligante (CD40L) no ventrículo esquerdo de camundongos 

LDLr -/- alimentados com uma dieta padrão (S, n = 10), camundongos LDLr -/- alimentados com uma dieta padrão tratada 

com extrato da folha da amoreira (SA, n = 10), camundongos LDLr -/- alimentados com dieta hiperlipídica (HL, n = 10) e 

camundongos LDLr -/- alimentados com dieta hiperlipídica e tratados com extrato da folha da amoreira (HLA, n = 10). 

(ANOVA + teste de Tukey com nível de confiança de 95%). 

 

Os valores foram expressos como média ± Erro Padrão da Média. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenças significativas entre os 

grupos (p < 0,05). Fonte: Autores. 
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Figura 3 - Análise Western Blot da expressão da proteína ligante CD40 (CD40L) na aorta de camundongos LDLr -/- 

alimentados com uma dieta padrão (S, n = 10), camundongos LDLr -/- alimentados com uma dieta padrão tratada com extrato 

da folha da amoreira (SA, n = 10), camundongos LDLr -/- alimentados com dieta hiperlipídica (HL, n = 10) e camundongos 

LDLr -/- alimentados com dieta hiperlipídica e tratados com extrato da folha da amoreira (HLA, n = 10). (ANOVA + teste de 

Tukey com nível de confiaça de 95%). 

 

Os valores foram expressos como média ± Erro Padrão da Média. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenças significativas entre os 

grupos (p < 0,05). Fonte: Autores. 

 

O extrato da folha da amoreira preveniu parcialmente a HVE dos camundongos do grupo HLA prevenindo o aumento 

do diâmetro dos cardiomiócitos e a porcentagem do depósito de colágeno. Além disso, o extrato da folha da amoreira preveniu 

o aumento da expressão do CD40L no miocárdio e na aorta dos camundongos HLA, não apresentando diferenças quando 

comparados com os camundongos do grupo S e SA. 

Os camundongos que receberam dieta hiperlipídica no presente estudo, desenvolveram dislipidemia severa, com 

intensificação do processo inflamatório e ativou a via CD40L com aumento na sua expressão. Além disso, o modelo animal 

estudado demonstrou ativação no processo oxidante (Cardoso et al., 2011), com aumento do estresse oxidativo (Sarto et al., 

2018) e diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico (Abel et al., 2014). 

Esse aumento do estresse oxidativo elevou a peroxidação lipídica da molécula de HDL e consequentemente a sua 

remoção hepática (Holvoet, 2008; Sarto et al., 2018), com diminuição dos níveis plasmáticos do HDL e da sua função 

cardiovascular protetora antioxidante e anti-inflamatória, favorecendo ainda mais o processo inflamatório cardiovascular. A 

oxidação dos receptores da insulina, neste modelo animal, gerou a resistência insulínica com hiperinsulinemia nos 

camundongos do grupo HL. Assim, no presente estudo, observou-se aumento de fatores hipertróficos cardíacos no grupo HL, 

como hiperinsulinemia (Sarto et al., 2018), aumento na expressão de CD40L (Santos et al., 2017), hipercolesterolemia e 

hipertrigliceridemia (Garcia & Incerpi, 2008; Silva et al., 2015) e a diminuição de fatores anti-hipertróficos cardíaco, como o 

óxido nítrico (Garcia & Incerpi, 2008) e consequentemente os camundongos do grupo HL apresentaram HVE. 

No presente estudo o extrato das folhas da amoreira nos camundongos do grupo HLA preveniu o aumento dos níveis 

plasmáticos do colesterol total em 66% e do LDL em 53%, mostrando que o extrato apresentou uma atividade hipolipemiante 

muito semelhante aos estudos de Junior et al. (2017), em que o extrato minimizou a dislipidemia e o estresse oxidativo, além 

de promover a redução do índice aterogênico em ratos diabéticos. Esse efeito hipolipemiante da Morus nigra pode estar 
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relacionado ao ácido clorogênico e quercitina encontrados no extrato de suas folhas. Estes compostos podem atuar como 

adjuvantes no processo de queda dos níveis de colesterol total e LDL (Zeni et al., 2017). Além disso, observou-se também que 

o extrato não só preveniu a diminuição dos níveis do HDL como também aumentou seus níveis plasmáticos em 34% no grupo 

SA em relação ao grupo S, e 300% no grupo HLA em relação ao HL, melhorando as relações CT/HDL e LDL/HDL nos 

camundongos do grupo HLA. 

O extrato das folhas da amoreira apresentou efeito benéfico sobre a dislipidemia genética associada à dieta 

hiperlipídica em camundongos knockout para o gene do receptor de LDL, prevenindo parcialmente a hipercolesterolemia e 

aumentando os níveis plasmáticos de HDL. O aumento dos níveis plasmáticos de HDL nos camundongos tratados com o 

extrato da folha da amoreira e a presença de compostos fenólicos neste extrato, como os ácidos cafeoilquínicos (Silva, 2012), 

estão relacionados a menor ocorrência do processo inflamatório cardiovascular nos camundongos do grupo HLA. 

Os compostos fenólicos da folha da amoreira, principalmente os ácidos cafeoilquínicos (Silva, 2012), podem ter 

contribuído para prevenir a oxidação do HDL e sua remoção hepática (Christison et al., 1996), assim como também por ação 

direta como antioxidante (turgut, 2015; Dalmagro et al., 2017; Schafranski et al., 2019) no sistema cardiovascular. O papel 

anti-inflamatório da HDL pode estar relacionado a seu efeito antioxidante (Holvoet et al., 2008; Garcia et al., 2011). A 

molécula do HDL também inibe a expressão das moléculas de adesão na superfície das células endoteliais (VCAM-1, ICAM-1 

e Selectina E) induzidas pelas citocinas pró-inflamatórias (Xia et al., 1999), o que diminui a transmigração dos monócitos para 

a região subendotelial. Esses efeitos explicam a prevenção na inflamação cardiovascular, caracterizada pela baixa expressão do 

CD40L na aorta e no miocárdio, assim como a prevenção no aumento dos níveis plasmáticos da PCR, um marcador de 

processo inflamatório cardíaco (Sarto et al., 2018). 

Outros estudos (Almeida et al., 2011; Albuquerque & Neri, 2012) não encontraram efeito hipoglicemiante do extrato 

de Morus nigra L. Contudo, os estudos de Júnior et al. (2017), demonstraram que o tratamento a curto prazo com o extrato 

etanólico das folhas de Morus nigra L, reduziu a hiperglicemia, melhorou a tolerância oral à glicose e promoveu a redução do 

índice aterogênico em ratos diabéticos. No presente estudo, o extrato das folhas de amoreira não apresentou efeito 

hipoglicemiante, porém, preveniu o aumento dos níveis plasmáticos da insulina e do HOMAir nos camundongos do grupo 

HLA. Isto pode ser atribuído aos componentes fitoquímicos (Silva, 2012) encontrados no extrato das folhas, como os ácidos 

cafeoilquínicos. Os ácidos cafeoilquínicos são compostos fenólicos com atividade antioxidante semelhante a outros ácidos 

fenólicos, eficiente no sequestro de radicais livres (Prakash et al., 2007). Algumas propriedades terapêuticas dos ácidos 

cafeoilquínicos estão relacionadas ao seu efeito anti-inflamatório, como inibidor da xantinaoxidase, modulador do estresse 

oxidativo induzido por peróxido, atenuador da oxidação do colesterol e efeito hipotensor em ratos (Silva, 2012). A provável 

redução do estresse oxidativo tecidual pelo efeito do extrato das folhas da amoreira nos camundongos HLA melhorou a 

sinalização da insulina, prevenindo a resistência insulínica e reduzindo a hiperinsulinemia, para manter os níveis plasmáticos 

da glicose nos camundongos do grupo HLA dentro dos padrões observados nos grupos S e SA. 

Além de prevenir totalmente a resistência insulínica, a hiperinsulinemia, além da redução dos níveis plasmáticos de 

HDL e da expressão do CD40L na aorta e miocárdio, e ainda prevenir parcialmente a hipercolesterolemia, o extrato das folhas 

da amoreira nos camundongos no grupo HLA, preveniu parcialmente a HVE, com menor área de colágeno no miocárdio, 

quando comparado a HVE dos camundongos do grupo HL. O extrato da folha de amoreira não preveniu a hipertrigliceridemia 

nos camundongos dos grupos SA e HLA. Simko et al. (2002) demonstraram que a hipertrigliceridemia em ratos resulta em 

crescimento hipertrófico do ventrículo esquerdo, associado ao remodelamento fibrótico mínimo. Este pode ter sido o fator pelo 

qual o extrato da folha de amoreira não preveniu totalmente a HVE, que se apresentou com menor área de tecido fibroso 

miocárdico nos camundongos do grupo HLA. 
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4. Conclusão 

O extrato das folhas da amoreira apresentou benefícios no reequilíbrio da homeostasia metabólica dos lipídeos e 

consequentemente do estado inflamatório ativado pela dislipidemia genética associada à ingestão da dieta hiperlipídica, com 

exceção à hipertrigliceridemia, prevenindo a inflamação cardiovascular e a resistência insulínica, reduzindo o desenvolvimento 

da HVE. 

Diante dos resultados encontrados por este estudo, reforça-se a importância não só de aprofundar pesquisas com 

Morus nigra, como também de se realizar ensaios clínicos desta e de outras espécies vegetais para a medicina tradicional no 

tratamento das doenças cardiovasculares e seus precursores fisiológicos. 
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