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RESUMO

Processo inflamatdrio via CD40L, estresse oxidativo e resisténcia insulinica resultante da dislipidemia sdo as condicOes
gue promovem e sustentam hipertrofia cardiaca em camundongos para gene do receptor de (LDLR-/-) alimentados com
dieta hiperlipidica. O objetivo neste estudo foi avaliar a capacidade do extrato da folha da amoreira em prevenir a
inflamacdo cardiovascular em camundongos hipercolesterolémicos. Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais: camundongos LDLr -/- alimentados com dieta padrdo (grupo S, n = 20); Camundongos LDLr -/-
alimentados com dieta padrdo e extrato da folha da amoreira (grupo S + A, n = 20); Camundongos LDLr -/- alimentados
com dieta hiperlipidica (grupo HL, n = 20); e camundongos LDLr -/- alimentados com dieta hiperlipidica, adicionados
com extrato da folha da amoreira (grupo HL + A, n = 20). Neste estudo os camundongos do grupo HL desenvolveram

HVE em resposta ao processo inflamatorio, caracterizado pelo aumento da expressdo do CD40L.
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1. INTRODUCAO
Processo inflamatorio via CD40L, estresse oxidativo e resisténcia insulinica resultante da
dislipidemia sdo as condi¢fes que promovem e sustentam hipertrofia cardiaca em camundongos
knockout para gene do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr -/-) alimentados com dieta
hiperlipidica (GARCIA, et al., 2011).
Os farmacos anti-hiperlipidémicos convencionais tém eficiéncias limitadas e efeitos
secundarios importantes, pelo que sdo necessarios agentes alternativos de reducdo dos lipideos. A

busca por novos farmacos capazes de reduzir e/ou regular os niveis séricos de colesterol e
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triglicerideos tem aumentado. Sendo assim, Morus nigra é uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos fitoterapicos para tratamento das dislipidemias,
prevenindo assim, riscos cardiovasculares (SAMPAIO et al., 2018).

Diante disso o presente estudo foi desenvolvido para avaliar a capacidade de extrato da folha

da amoreira (EFA) em prevenir a inflamacéo cardiovascular em camundongos hipercolesterolémicos.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongo machos, 3 meses de idade, pesando 22+3g, divididos em
quatro grupos experimentais (n=20): S, alimentados com dieta padrdo; SA, alimentados com dieta
padrdo e tratados com EFA na dosagem de 0.064g/kg via gavagem; HL, alimentados com dieta
hiperlipidica com 20% de gordura total, 1,25% colesterol e 0,5% de acido célico; HLA, alimentados
com dieta hiperlipidica e tratados com EFA na dose de 0.064g/kg via gavagem.Todos 0s animais
receberam agua “ad libitum” e sua respectiva dieta por 15 dias.

Ap6s 15 dias, com jejum de 12 horas, os camundongos foram anestesiados com Xxilazina e
ketamina intraperitoneal nas concentracdes de 6 e 40 mg/kg, respectivamente. O sangue foi coletado
para analises de glicose plasmatica, insulina, triglicerideos, colesterol total e suas fragdes LDL, HDL
e VLDL (lipoproteina de baixa densidade, lipoproteina de alta densidade e lipoproteina de muito
baixa densidade) e o indice de HOMA (HOMAy foi calculado. A toracotomia foi entéo realizada e o
coracdo e a aorta foram removidos. O uso dos animais e o protocolo experimental foram aprovados
pelo comité de ética em pesquisa da Universidade de Alfenas (CEP - UNIFENAS, protocolo n® 21A/
2008).

A concentracdo sérica da PCR foi através de turbidimetria e fotometria do soro sanguineo
expressando-se os resultados em mg/dL (MELO et al., 2016). O ventriculo esquerdo (VE) foi pesado,
e a razdo do peso do VE por peso corporal foi calculada. Foram feitos cortes ventriculares e da aorta
em série de 3um. SecOes destes cortes foram usadas para medidas de cardiomidcitos, avaliacdo
qualitativa e quantitativa do depdsito de colageno e ainda para avaliacdo histoquimica da expressao
do CD40L.

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A analise de variancia
seguida do teste de Tukey foi usada para comparar as médias entre os grupos. As diferengas foram

consideradas significativas para p <0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
Na analise do perfil lipidico, os camundongos do grupo SA apresentaram aumento nos niveis

plasmaticos do colesterol total (CT), das suas fracdes e das triglicérides, com aumento de 34% na
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fracdo do HDL quando comparados com pardmetros dos camundongos do grupo S. Porém, embora a
relacdo CT/HDL ndo tenha apresentado diferencas entre os grupos S e SA, a relacdo LDL/HDL
apresentou uma marcada reducéo.

Os camundongos do grupo HL apresentaram hiperlipidemia severa, com reducdo dréstica dos
niveis do HDL em relacdo aos grupos S, SA e HLA. A terapia com o EFA nos camundongos HLA
preveniu a hiperlipidemia severa, reduzindo os niveis plasmaticos do CT e da fracdo LDL. Além
disso, triplicou a fracdo HDL quando comparados com os camundongos do grupo HL, com marcada
reducdo da relagédo LDL/HDL.

No perfil glicémico e insulinémico, os camundongos do grupo SA ndo apresentaram
diferencas quanto ao nivel plasmatico de glicose e insulina e ao indice de Homa (HOMA,) quando
comparados com o grupo S. Os camundongos do grupo HL apresentaram marcado aumento no nivel
plasmatico de insulina e do HOMA|; quando comparados com aos outros grupos (Tabela 1). O EFA
preveniu o aumento dos niveis plasmaticos da insulina do HOMA,; no grupo HLA.

Parametros Grupo S Grupo SA Grupo HL Grupo HLA
n 10 10 10 10
Colesterol total 249+16° 326+22° 631+32° 418+29°
HDL 59+2° 79+5° 25+2° 75+4°
CT/HDL 4.2+0.5°% 4.1+0.6° 25.2+4.5P 5.8+1.5°%
LDL 165+9° 214+12° 578+6° 306+27¢
LDL/HDL 2.8+0.6° 0.3+0.02° 23.1+3.6° 4.1+0.8°
VLDL 25+12 33+2° 28+1° 37+3°
TG 124+6° 165+10° 142+7¢ 188+15°
TG/HDL 2.1+0.2° 2.1+0.4° 5.9+1° 2.5+ 0.6%
Insulina 2.7+0.6° 2.8+0.2° 5.8+0.9" 3.0+0.2°
Glicose 5.5+0.1° 5.6+0.3° 5.6+0.1° 5.5+0.2°
HOMA g 0.7+0.05° 0.8+0.06° 1.5+0.28° 0.8+0.16°
PCR 6+0.5° 4,5+1° 14.5+1P 5,5+1°

TABELA 1 - Comparagdo dos niveis plasmaticos de lipideos (mg/dL), glicose (mMol/L), insulina ([1/mL), indice de HOMA
(HOMAR), propor¢des CT/HDL, LDL/HDL e TG/HDL, e niveis séricos da proteina C reativa (PCR) (mg/dL) . *Letras diferentes na

mesma linha expressam diferenca significativas.

Com relacdo aos niveis séricos da proteina C reativa, observou-se uma relacdo inversa com 0s
niveis séricos de HDL, mostrando que o nivel sérico desta proteina aumentou nos camundongos do
grupo HL quando comparados aos outros grupos.

Na analise morfométrica e morfoldgica das estruturas ventriculares esquerdas, o grupo S e SA
ndo apresentaram diferengas estatisticas. O grupo HL apresentou hipertrofia ventricular esquerda,
com aumento do diametro dos cardiomiécitos e aumento do depdésito de colageno no miocardio
ventricular esquerdo quando comparados com o0s outros grupos. O EFA preveniu a hipertrofia
ventricular nos camundongos do grupo HLA.

Na analise da expressdo do CD40L, ndo foram observadas diferencas no miocéardio e na
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parede da aorta quando comparados os grupos S e SA. O grupo HL apresentou aumento na expressao
do CD40L tanto no miocardio quanto na parede da aorta quando comparados com 0s grupos S e SA.
O EFA preveniu 0 aumento da expressdo do CD40L nos camundongos HLA, que mostraram

imunorreatividade e western blotting para expressédo do CD40L semelhante aos dos grupos S e SA.

5. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que o EFA teve um efeito anti-inflamatorio
cardiovascular benéfico nos camundongos do grupo HLA, prevenindo o aumento da expressdo do
CD40L. Além disso, aumentou em trés vezes os niveis plasmaticos de HDL, diminuiu os niveis
plasmatico do CT e do LDL, e preveniu a resisténcia insulinica e a HVE quando comparados com o
grupo HL que recebeu dieta hiperlipidica. No entanto, o EFA, elevou os niveis das triglicérides nos
grupos SA e HLA quando comparados com 0S grupos que ndo receberam o extrato.

No modelo experimental deste estudo observou-se que os camundongos do grupo HL
desenvolveram hipertrofia ventricular esquerda em resposta ao processo inflamatorio, caracterizado

pelo aumento da expressdo do CD40L cardiaco e vascular.
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