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RESUMO

As doencas cardiovasculares resultam em grandes custos e impactos na sociedade e sdo a
principal causa de morte no mundo. As dislipidemias, o diabetes mellitus tipo 2, a resisténcia
insulinica e o processo inflamatorio cardiovascular sdo considerados os principais agentes
envolvidos nas implicacGes que elevam os indices de morbimortalidade cardiovascular. As
folhas de Morus nigra L. possuem altas concentracfes de metabdlitos secundarios,
principalmente de fendlicos totais e flavonoides, que podem desempenhar importantes
funcBes bioldgicas. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato das
folhas da amoreira na inflamacdo cardiovascular, na resisténcia insulinica e na hipertrofia
ventricular esquerda de camundongos dislipidémicos. Para tal, foram utilizados para
realizacdo dos ensaios, 80 camundongos knockout para o gene receptor de LDL, que foram
divididos em quatro grupos experimentais (n=20), sendo: grupo S, alimentados com dieta
padrdo; grupo SA, alimentados com dieta padrédo e extrato das folhas da amoreira; grupo HL,
alimentados com dieta hiperlipidica e grupo HLA, alimentados com dieta hiperlipidica e
extrato das folhas da amoreira. Ap6s 15 dias de tratamento, o sangue foi coletado para
quantificacdo dos niveis plasmaticos de colesterol total e suas fragdes, triglicerideos, proteina
C reativa, insulina, glicose e calculado o indice de Homa. Foram coletados tecidos cardiacos e
da parede da aorta para avaliacdo histoldgica e quantificacdo da expressdo do CD40L. Os
animais tratados com o extrato das folhas de amoreira apresentaram elevagdo do HDL
plasmaético, reducdo moderada da hipercolesterolemia, mas ndo apresentaram reducdo da
hipertrigliceridemia. Nos camundongos do grupo HLA, o extrato das folhas da amoreira
preveniu a resisténcia a insulina e, consequentemente a hiperinsulinemia, reduziu a expressao
dos niveis plasmaticos de PCR, assim como preveniu 0 aumento da expressdo cardiaca e
vascular do CD40L. O tratamento com o extrato das folhas de amoreira preveniu a inflamagéo
cardiovascular com diminuigdo da resisténcia insulinica e da dislipidemia severa reduzindo

desta forma, o desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda.

Palavras chave: Dislipidemia. Aterosclerose. Inflamag&o. Fitoterdpicos. Prevencéo.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases result in high costs and impacts on society and are the leading cause
of death in the world. Dyslipidemias, type 2 diabetes mellitus, insulin resistance and the
cardiovascular inflammatory process are considered the main agents involved in the
implications that raise cardiovascular morbidity and mortality rates. The leaves of Morus
nigra L. have high concentrations of secondary metabolites, mainly of phenolic totals and
flavonoids, which can perform important biological functions. In this context, the objective of
this study was to evaluate the effect of mulberry leaf extract on cardiovascular inflammation,
insulin resistance and left ventricular hypertrophy in dyslipidemic mice. To this end, 80 mice
were used to carry out the assays, knockout for the LDL receptor gene, which were divided
into four experimental groups (n=20), being: group S, fed with standard diet; SA group, fed
with standard diet and mulberry leaf extract; HL group, fed with hyperlipidic diet and HLA
group, fed with hyperlipidic diet and mulberry leaf extract. After 15 days of treatment, blood
was collected to quantify plasma levels of total cholesterol and its fractions, triglycerides, C-
reactive protein, insulin, glucose and Homa index calculated. Cardiac and aortic wall tissues
were collected for histological evaluation and quantification of CD40L expression. The
animals treated with mulberry leaf extract presented elevated plasma HDL, moderate
reduction of hypercholesterolemia, but did not present reduction of hypertriglyceridemia. In
mice in the HLA group, mulberry leaf extract prevented insulin resistance and, so,
hyperinsulinemia reduced the expression of plasma PCR levels as well as prevented increased
cardiac and vascular expression of CD40L. Treatment with mulberry leaf extract prevented
cardiovascular inflammation with decreased insulin resistance and severe dyslipidemia thus

reducing the development of left ventricular hypertrophy.

Keywords: Dyslipidemia. Atherosclerosis. Inflammation. Phytotherapy. Prevention.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Atualmente, as doencas circulatdrias constituem o maior 6nus para a satide no mundo,
sendo responsaveis por mais de 17 milhdes de mortes a cada ano, o que representa metade de
todas as mortes por doenca ndo transmissivel. Mais pessoas morrem anualmente por essas
enfermidades do que por qualquer outra causa, sendo que, em 2015 representaram 31% de
todas as mortes em nivel global. Desses Obitos, estima-se que 7,4 milhdes ocorrem devido as
doencas cardiovasculares e 6,7 milhdes devido a acidentes vasculares cerebrais (OPAS,
2018).

Obesidade, aterosclerose e hipertensdo, quando associadas em um Unico paciente,
constituem uma serie de fatores metabdlicos de risco conhecidos como sindrome metabolica
(SM). Essa sindrome esta relacionada a distarbios no metabolismo de insulina e de lipideos,
como a hiperinsulinemia e dislipidemias, caracterizadas por concentracdes plasmaticas
elevadas de triglicerideos (TG) e LDL, associado a reducGes das concentragdes de HDL.
Estudos mostram que existe uma relacdo proxima entre essa sindrome e a resisténcia a
insulina (ALIBASIC, et al., 2015; CHEN et al., 2015; CORICA et al., 2019).

A hipercolesterolemia é um acompanhamento comum da aterosclerose e pode estar
associada a hipertrofia cardiaca. A trilogia que consiste no processo inflamatério, disfungéo
endotelial e estresse oxidativo no ambiente cardiovascular sdo considerados o denominador
comum entre as condi¢des que promovem e apdiam a hipertrofia cardiaca e aterosclerose.
Recentemente, evidéncias crescentes apdiam um papel central da interacdo entre o ligante
CD40 (CD40L) e o CD40 (seu receptor de membrana) na patogénese da aterosclerose
(MOTTA et al., 2013) e hipertrofia ventricular esquerda. O ligante CD40 (CD40L), que pode
se apresentar na forma livre ou sollvel, é uma proteina transmembrana e compde uma via
fisiopatoldgica intimamente envolvida na inflamagcdo e na aterogénese. O CD40L tem
potencial para iniciar uma resposta inflamatoria na parede vascular. A inibigdo da sinalizagédo
de CD40 pode, efetivamente, reduzir a aterosclerose e a hipertrofia cardiaca em
camundongos.

Métodos farmacologicos mais comuns para o controle das hiperlipidemias sdo o uso
de estatinas, fibratos e niacina. Estes farmacos possuem efeitos anti-hiperlipidémicos,
reduzindo os niveis de LDL sérico e inibindo a sintese de colesterol no figado. Entretanto, as

limitagdes que existem no uso deses medicamentos, assim como os efeitos colaterais, tais
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como insuficiéncia hepatica e renal, diarreia, hipoglicemia, fazem esses medicamentos
intoleraveis para alguns pacientes que necessitam administra-los. Dessa forma, a busca por
novas alternativas que visam encontrar novos compostos que aumentem a eficacia e também
diminuam a sua toxicidade, evolui cada vez mais, incentivando o desenvolvimento de novas
pesquisas que busquem alternativas em compostos naturais.

As plantas medicinas sdo de grande importancia na satde primaria, além disso, sdo
importantes para o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas. Estima-se que 40% dos
medicamentos disponiveis eram originados de fontes naturais, dos 252 farmacos considerados
essenciais, 11% possuem origem de plantas consideradas medicinais (BRASIL, 2016). Essas
sdo, tradicionalmente, fontes naturais mais antigas, que possuem pouco ou nenhum tipo de
efeito colateral, tornando-se de grande valia para a sua exploragdo e pesquisas com o intuito
de identificar seus potenciais terapéuticos (RADDY et al., 2015).

A espécie Morus nigra L., conhecida popularmente como amoreira, amoreira-negra ou
amora-preta é encontrada em areas de clima tropical, subtropical e zonas temperadas, estando
plenamente aclimatada no Brasil. Seu valor esta no seu emprego na industria de alimentos (na
producdo de bebidas, geleias e conservas), seu valor econdmico (alimentacéo de animais, por
exemplo, o bicho da seda) e sua aplicacdo terapéutica como antidiabético através da infusdo
de suas folhas. H& na literatura, diversos estudos relatando que as folhas de Morus nigra
possuem propriedades antioxidantes, anticarcinogénica, hipoglicemiante e antiobesidade. Em
seus estudos, Padilha (2010) mostrou um potencial anti-inflamat6rio das folhas de Morus
nigra, no entanto, sem estabelecer mecanismos de acao.

Portanto, a abordagem de opc¢des alternativas no tratamento das dislipidemias é de
extrema relevancia, uma vez que essa condicdo patoldgica ja € considerada um problema de
salde publica em todo o0 mundo. Nesse contexto, o presente trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a capacidade de extrato da folha da amoreira em prevenir a inflamagéo

cardiovascular em camundongos hipercolesterolémicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) impdem limitacbes a qualidade de vida
relacionada a aspectos fisicos, sociais, financeiros e de saude dos individuos. Tais doencas
resultam em custos e impactos na sociedade, devido as despesas com tratamento de saude,
perda de produtividade no emprego, custos do fornecimento de assisténcia formal e informal e
perda de bem-estar. Atualmente, as doencas circulatorias constituem o maior dnus para a
salde no mundo, sendo responsaveis por mais de 17 milhdes de mortes a cada ano, o que
representa metade de todas as mortes por doenca nao transmissivel (STEVENS et al., 2018).

As dislipidemias, a hipertensdo arterial sisttmica e o diabetes mellitus (DM) séo
consideradas as principais entidades morbidas com implicaces nos maiores indices de
morbidade e mortalidade cardiovascular. Tal fato acontece, porque esses fatores de risco
cardiovasculares, quando presentes, isoladamente ou associados, determinam um acelerado
processo de envelhecimento dos vasos, fazendo com que mais precocemente ocorra uma
resposta endotelial alterada, predispondo o vaso a todas estas condi¢Ges que acarretam esta
disfuncdo (MAGALHAES et al., 2014).

Oliveira et al (2014) apontam que a elevada prevaléncia de doencas cardiovasculares
sdo decorrentes principalmente de mudancas relacionadas ao padrdo alimentar, mais
particularmente, ao elevado consumo de agucares simples, gorduras saturadas e sedentarismo.
As alteracbes nos niveis lipidicos também constituem importante fator de risco para
ocorréncia das DCV.

Os fatores de risco cardiovascular, tais como: dislipidemia, hipertenséo arterial e
tabagismo, atuam no processo de agressdo ao endotélio vascular e culminam na génese da
placa aterosclerética. A doenga aterosclerotica tem fisiopatologia inflamatoria, multifatorial,
de curso cronico e acomete, principalmente, a intima das artérias de medio e grande calibre. O
depdsito de lipoproteinas na parede arterial é proporcional a concentracao das lipoproteinas
no plasma. Além do aumento da permeabilidade das lipoproteinas, outra manifestacdo da
disfuncdo endotelial € o surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na superficie
endotelial, processo estimulado pela presenca de LDL oxidada (LDL-ox) (SOCERJ, 2017).

Para Macedo e Faerstein (2017), a obesidade e a dislipidemia resultam em aumento
dos niveis séricos de LDL e LDL oxidadas, constituintes da placa de ateroma, e, portanto, sdo

um fator de suma importancia para a formacao da placa aterosclerotica.
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Apesar dos avangos nas tecnologias diagnosticas e terapéuticas da aterosclerose, as
DCV continuam a crescer, principalmente nos paises de baixa e média renda, pelo menor
acesso a programas integrados de atengdo primaria para a deteccdo e tratamento precoce dos
individuos expostos aos fatores de risco. Como consequéncia, o diagnostico é realizado de
forma mais tardia, comprometendo a efetivacdo do cuidado a salde dos individuos,
implicando incapacidade fisica, invalidez e/ou 6bito prematuro (antes dos 70 anos de idade).
Além disso, em nivel macroeconémico, esse grupo de doengas impde uma carga pesada sobre
a economia desses paises atraves da incapacidade laboral gerada, da reducéo da produtividade
e, consequentemente, das rendas familiares e do gasto com procedimentos cirurgicos de alto
custo para o seu tratamento, como a revascularizacao e a angioplastia (OPAS, 2018).

A utilizacdo de medicamentos, como aspirina, betabloqueadores, inibidores da enzima
conversora da angiotensina e estatinas, sdo medidas emergenciais para a prevencao
secundarias das DCV. No entanto, a adesdo a medicacdo, nessa fase, € muito baixa em
pacientes cronicos (cerca de 45 a 60%), especialmente, aqueles tratados com maultiplos
agentes farmacoldgicos, o que correlaciona-se diretamente com uma maior incidéncia de
DCV e aumento nos custos diretos e indiretos dos cuidados em saude (BANSILAL et al.,
2015).

2.2 Sindrome metabdlica

A obesidade, caracterizada pelo excesso de gordura corporal, estd associada, ainda que
silenciosamente, em alguns casos, com o desenvolvimento de varias comorbidades, a saber:
resisténcia a insulina (RI), dislipidemia, hipertensdo arterial sistémica (HAS), esteatose
hepética, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e aterosclerose acelerada. O conjunto dessas
alteracdes predispde o desenvolvimento de SM no adulto e representa um grande problema de
salde publica em todo o mundo, tendo em vista que eleva os indices de morbimortalidade por
doencas cardiovasculares (CORICA D, et al., 2019).

A SM tornou-se um problema de satde publica em ambos os géneros, em razdo de sua
alta prevaléncia. E caracterizada por uma série de fatores de risco, normalmente associados a
RI e a deposigdo de gordura na regido abdominal. Esses fatores de risco estdo interligados por
aspectos bioguimicos, fisiologicos, clinicos e metabolicos, o que faz aumentar diretamente o
risco de desenvolver Diabetes do tipo 2 e DCV. Isso, pode variar de incidéncia em diferentes
populagdes de acordo com etnia, idade, género e regido (urbana ou rural), e de acordo com o
critério de diagnostico (BHATT et al., 2015).
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A SM pode ser compreendida como um estado inflamatorio de baixo grau, resultado
de uma complexa interacdo de fatores genéticos e ambientais. A gama de fatores metabdlicos
alterados que constitui essa sindrome inclui: RI, adiposidade visceral, dislipidemia, disfuncdo
endotelial, pressdo sanguinea elevada e estado de hipercoagulabilidade (KAUR, 2014).

A SM representa um dos principais problemas de salde publica, ndo s6 devido ao
aumento do risco de morbidade que ela representa em diferentes populagdes, mas também
devido & proporgéo epidémica que vem tomando (MULE et al., 2014).

Segundo dados da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS,2018), os fatores de
risco mais importantes para a morbidade e mortalidade relacionada as doencas
cardiovasculares s&o: a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), a Dislipidemia
(hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia), o Diabetes mellitus tipo Il (DM 1I) ou RI, a
obesidade ou sobrepeso, o0 sedentarismo e o tabagismo. Desses, 0s quatro primeiros tém maior
impacto no aparecimento da SM. A DCV constitui a maior preocupacgdo no DM 11, sendo esse
considerado fator de risco independente de Doenca Arterial Coronariana (DAC) (OPAS,
2018).

2.3 Lipideos e lipoproteinas

Os lipidios sao moléculas organicas insolveis em agua resultantes da associagéo entre
acidos graxos, de cadeias curtas, médias ou longas, e glicerol, estando distribuidos por todos
os tecidos do organismo. Entre as principais formas existentes, podemos destacar os TG e 0s
fosfolipidios. Essas formas sdo as mais abundantes no corpo humano e desempenham funcdes
cruciais para 0 metabolismo energético. O triglicerideo é o lipideo sdo mais comuns na
alimentacdo, empregados como fonte de energia para o corpo; enquanto os fosfolipidios
atuam como componente estrutural das membranas celulares. Devido a sua natureza
hidrofobica, os lipideos séo incapazes de circular livremente pelo sangue, sendo necessario
um meio de transporte que permita sua distribuicdo aos 6rgdos e tecidos. Acidos graxos de
cadeias curta e média podem circular pelo sangue quando ligados a albumina, uma vez que
sdo mais sollveis comparados aos acidos graxos de cadeia longa. Esses ultimos carecem de
conversdo em TG para serem transportados pelas lipoproteinas (BAYNES; DOMINICZAK,
2011).

As lipoproteinas sdo moléculas sollveis organizadas de modo a possibilitar o
transporte de lipidios entre os tecidos periféricos e a corrente sanguinea (XAVIER et al,

2013). Elas s@o formadas basicamente por um ndcleo hidrofobico, composto por TG e ésteres
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de colesterol, recobertas por uma membrana anfipatica formada por fosfolipidios, colesterol
livre e apolipoproteinas (ou apoproteinas). Existem quatro classes de lipoproteinas
plasmaéticas: (i) quilomicrons, (ii) lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), (iii)
lipoproteina de densidade baixa (LDL) e (iv) lipoproteina de densidade alta (HDL)
(BAYNES; DOMINICZAK, 2011).

2.4 Metabolismo Lipidico

Os TG’s e o colesterol representam as principais gorduras vindas da dieta. Apés a
ingestdo, sais biliares emulsificam os TG’s, tornando-os mais susceptiveis a acdo das lipases
pancredticas, que os digere em monoglicerideos e acidos graxos (AGs). Na luz do intestino,
essas gorduras séo envolvidas pelos sais biliares, formando as chamadas micelas, tornando
possivel, dessa forma, a passagem do colesterol, dos monoglicerideos e dos AG’s pela
membrana apical da célula absortiva intestinal (XAVIER et al., 2013).

No interior dos enterdcitos, monoglicerideos e acidos graxos se combinam novamente,
formando TG. No interior dos enterdcitos, ha a combinacéo do colesterol e TG com a proteina
especifica, formando as lipoproteinas denominadas quilomicrons (via intestinal do
metabolismo das lipoproteinas). Os quilomicrons sdo, entdo, exocitados das células absortivas
intestinais e entram nos lacteos (vasos linfaticos intestinais), alcan¢ando assim, a circulacdo
sanguinea pelo ducto toracico, onde, enquanto circulam, sofrem hidrélise pela acdo da enzima
lipase lipoproteica, com a liberacdo de AG, glicerol e colesterol. As células musculares
utilizam essa gordura na producdo de adenosina trifosfato (ATP), enquanto que as células
adiposas armazenam essa gordura em seu interior na forma de colesterol e TG (recombinagéo
dos monoglicerideos com &cidos graxos). Quilomicrons remanescentes e acidos graxos livres
(AGLs) sdo capturados pelo figado, iniciando, assim, a via hepatica do metabolismo das
lipoproteinas (TORTORA; DERRICKSON, 2009).

O transporte de lipideos de origem hepatica ocorre por meio das VLDL, IDL
(lipoproteina de densidade intermediaria) e LDL. As VLDL sdo lipoproteinas ricas em TG e
na circulacdo, os TGs das VLDLs, assim como no caso dos quilomicrons, sdo, entdo,
hidrolisados pela lipase lipoproteica. Os AGs, assim liberados, sdo redistribuidos para os
tecidos, onde podem ser armazenados, como no tecido adiposo, ou prontamente utilizados,
como nos masculos esqueléticos. Por acdo da lipase lipoproteica, as VLDLs,
progressivamente depletadas de TG, transformam-se em remanescentes, também removidos

pelo figado por receptores especificos. Uma parte das VLDLs d& origem as IDLs, que s&o
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removidas rapidamente do plasma. Durante a hidrolise das VLDLs, essas lipoproteinas
também estdo sujeitas a trocas lipidicas com as HDLs e LDLs (XAVIER et al., 2013).

Segundo Xavier et al (2013), as LDLs sdo capturadas por células hepéticas ou
periféricas, por meio dos receptores de LDL (LDLr). No interior das células, o colesterol livre
pode ser esterificado para depdsito por acdo da enzima acil-CoA: colesteril aciltransferase
(ACAT). A expressdo dos LDLr nos hepatocitos € a principal responsavel pelo nivel de
colesterol no sangue e depende da atividade da enzima hidroximetilglutaril-CoA redutase,
enzima que converte do substrato HMG-CoA em &cido mevaldnico (os primeiros passos da
biossintese de colesterol). A reducdo da concentracdo sérica da LDL por inibidores da HMG-
CoA ou estatinas permanece sendo a terapia mais validada por estudos clinicos para reduzir a
incidéncia de eventos cardiovasculares. A deplecdo intracelular de colesterol estimula a
liberacdo de fatores de transcricdo e, consequentemente, a sintese e a expressao na membrana
celular de receptores para captacdo do colesterol circulante, como o receptor de LDL (LDLr).
Assim, a acdo das estatinas pode, potencialmente, influenciar todo o conjunto das
lipoproteinas circulantes que interagem com o LDLr, como a LDL, a VLDL e remanescentes
de quilomicrons.

As particulas de HDL sdo formadas no figado, no intestino e na circulacdo e seu
principal conteido proteico é representado pelas apos Al e All. O colesterol livre da HDL,
recebido das membranas celulares, é esterificado por acdo da lecitinacolesterolaciltransferase
(LCAT). A apo Al, principal proteina da HDL, é cofator dessa enzima. O processo de
esterificacdo do colesterol, que ocorre principalmente nas HDLs, € fundamental para sua
estabilizacdo e transporte no plasma, no centro desta particula. A HDL transporta o colesterol
até o figado, onde este é captado pelos receptores SR-B1. O circuito de transporte do
colesterol dos tecidos periféricos para o figado € denominado transporte reverso do colesterol.
A HDL também tem outras a¢des que contribuem para a protecdo do leito vascular contra a
aterogénese, como a remocéo de lipides oxidados da LDL, a inibicdo da fixacdo de moléculas
de adesdo e mondcitos ao endotélio e a estimulacéo da liberacdo de 6xido nitrico (XAVIER et
al., 2013) (Figura 01).
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Figura 01: Biossintese molecular da HDL (BESLER et al., 2012) Apolipoproteina A-1 (apoA-1),
fosfolipideos (PL), cholesterol livre (FC), ATP binding cassette transporter A-1 (ABCAL), proteina de
transferéncia de fosfolipideo (PLTP), triglicerideos (TG), lecitina-colesterolaciltransferase (LCAT), ATP binding

cassette transporter G-1 (ABCG1), éster de colesterol (CE), proteina de transferéncia de ésteres de colesterol

(CETP), apolipoproteina B (apoB), receptores scavenger da classe B tipo 1 (SR-B1), &cidos biliares (BA).

2.5 Dislipidemias

Dislipidemia é o termo utilizado para designar os niveis alterados (na maioria das

vezes aumentados) de lipideos e/ou lipoproteinas por meio da alteracdo em alguma ou

algumas das fases do metabolismo lipidico (GONDIM et al., 2017). Os valores de referéncia

para o perfil lipidico sdo apresentados no Quadro 01.

LIPIDEOS COM JEJUM (mg/dL) SEM JEJUM (mg/dL) CATEGORIA
REFERENCIAL
Colesterol Total <190 <190 Desejavel
HDL > 40 > 40 Desejavel
Triglicerideos <150 <175 Desejavel
<130 <130 Baixo
<100 <100 Intermediario
LDL
<70 <70 Alto
<50 <50 Muito alto




17

LIPIDEOS COM JEJUM (mg/dL) | SEM JEJUM (mg/dL) | CATEGORIA
REFERENCIAL

<160 <160 Baixo
Colesterol ndo <130 <130 Intermediério
~HbL <100 <100 Alto
<80 <80 Muito alto

QUADRO 01: Valores de referéncia para o perfil lipidico (Adultos > 20 anos) sugeridos pela
Atualizacdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2017).

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2017), as dislipidemias sao
classificadas em: (i) primarias, quando estdo relacionadas a fatores genéticos ou nao tem
causa aparente, e (ii) secundarias, quando relacionadas a outras doencas, uso de
medicamentos ou estilo de vida do paciente. As dislipidemias primarias podem ainda ser
classificadas de acordo com suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas. Relacionadas ao
gendtipo, essas podem obter a subclassificacdo em monogénicas (uma mutacdo envolvida) e
poligénicas (mdaltiplas mutacbes envolvidas). A respeito do fendtipo, podem ser
subclassificadas (classificacdo laboratorial) ao utilizar os marcadores bioquimicos de CT,
HDL, LDL e Triglicérides (TG), e divididas em quatro perfis distintos: (i) hipercolesterolemia
isolada, (ii) hipertrigliceridemia isolada, (iii) hiperlipidemia mista e (iv) diminuicdo isolada
dos niveis de HDL, com associacdo do aumento dos niveis de LDL e/ou dos niveis de TG.

A compilacdo de fatores externos e internos exerce um efeito sinergistico para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, agravamento de distlrbios metabdlicos, ou
ainda, pode iniciar o processo de formacdo de placas de ateroma nos vasos sanguineos,

consequéncia comum do quadro de dislipidemia aterogénica (SBC, 2013.)

O perfil fenotipico da dislipidemia aterogénica é bastante singular e facilmente
reconhecido, sendo ilustrado por uma elevagéo das concentragdes de CT, em conjunto com
aumento dos niveis de TG e LDL, e da diminuig&o dos niveis de HDL (PIRES et al., 2015). A
dislipidemia aterogénica, muitas vezes, ndo tem um curso favoravel, devido ao seu
diagnostico tardio e inicio assintomatico (SBC, 2013). Entende-se por aterogénico todo
processo capaz de produzir alteragdes degenerativas nas paredes das artérias. O endotélio
arterial em estado saudavel repele as celulas circulantes no sangue e é fortemente
antitrombdtico. Na aterogénese, uma agressdo endotelial permite o depdsito de lipideos na

camada intima do vaso, o que promove a formacéo de placas de ateroma, acompanhadas por
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uma reacdo inflamatdria local. Em longo prazo, a presenca destas placas de ateroma ocasiona
a oclusdo completa da luz arterial, e como consequéncia pode haver infarto agudo do
miocardio ou um acidente vascular cerebral (AVC), dependendo do local de acimulo das
placas (BAYNES; DOMINICZAK, 2011).

Convem salientar ainda, que o caminho metabdlico alterado da VLDL, secundério ao
tecido adiposo visceral em excesso, resulta num mais alto nivel de particulas de LDL, que séo
mais agressivas ao endotélio. A LDL oxidada, por sua vez, ativa citocinas inflamatorias e
moléculas de adesdo que atraem mais células sanguineas e plaquetas para a coagulagéo,
iniciando o desenvolvimento da aterosclerose (MARANHAO et al., 2011). A HDL, por sua
vez, constitui uma lipoproteina anti-aterogénica que exerce importante papel no transporte
reverso do colesterol, bem como possui efeitos antiinflamatdrios e antioxidantes, e tem sido
considerada um relevante fator preditor de peroxidacdo lipidica, independente de sexo, idade,
género, medidas antropomeétricas e fatores de risco inflamatdrios ou metabélicos (BOTELHO
etal., 2012).

2.6 Resisténcia a insulina

A resisténcia insulinica (RI) é caracterizada pela diminui¢cdo na acdo da insulina nos
tecidos periféricos, o que resulta em um aumento compensatério da secrecdo de insulina. A
desarmonia deste mecanismo leva a um gradativo decréscimo da tolerancia a glicose, que
pode resultar no surgimento de alteracdes hemodindmicas e metabolicas, como 0 DM2. Isso
mostra que, possivelmente, as alteracdes fisiopatoldgicas desta doenca estejam presentes
varios anos antes de sua expressao clinica (GAYOSO-DIZ et al., 2013).

A RI vem sendo estudada desde 1939 pelo autor inglés H. Himsworth, que demonstrou
que a absorcdo de glicose poderia ser varidvel de um individuo para o outro conforme sua
sensibilidade celular a insulina. De Fronzo, Tobin e Andres (1979), desenvolveram uma
técnica especifica para medir a resisténcia a insulina, a qual nomeou de Teste de Fixagédo
Euglicémica da Insulina. Em 1998, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) criou um critério
para a delimitacdo da qual foi chamada pela primeira vez de SM. O National Institute of
Health, via National Colesterol Education Program (NCEP), juntamente com o 3° Adult
Treatment Panel (ATPIII), em 2001, sugeriu um novo critério mais simples, no qual requeria
pelo menos trés componentes anormais (cintura abdominal >88cm para mulheres ou >102cm

para homens, HDLc <50mg/dL para mulheres ou <40mg/dL para homens, TG>150 mg/dL,
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pressdo arterial com valores de corte considerando 130/85mmHg e glicemia de jejum
>110mg/dL) para que o diagnostico pudesse ser feito. No Brasil, em 2005, foi publicada a |
Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da SM com o apoio da Sociedade Brasileira
de Cardiologia (SBD, 2015)

Segundo Matos (2016), o mecanismo do surgimento da RI relacionada a obesidade e
perfil lipidico € multifatorial, e ainda ndo é totalmente elucidada. Uma das hipdteses pode
estar relacionada a expansdo do tecido adiposo e a infiltracdo de células inflamatorias
exacerbada neste tecido. Isto pode levar a maior liberacdo de AGLs e de citocinas com agao
pré-inflamatoria como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 beta (IL-1p),
estes entdo atuam em vias de sinalizacdo no musculo esquelético, através de receptores
especificos.

Jung e Choi (2014) reafirmam a proposicdo anterior esclarecendo que o tecido
adiposo, além de ser a principal forma de armazenamento energético do organismo, ele vem
sido reconhecido como um ¢érgdo endocrino. O tecido adiposo, quando em excesso, pode
resultar em uma disfungédo de fatores secretados por ele (adipocinas), que contribuem para o
surgimento de disturbios metabolicos, através de alteracfes na homeostase da glicose e dos
lipideos, além de respostas inflamatdrias. Adicionalmente, 0 acimulo de gordura em excesso
resulta na quebra dos adipdcitos e, consequentemente na liberacdo de AGLSs na circulacdo. O
aumento sérico de AGL pode ser um fator critico na modulagéo da sensibilidade a insulina de
um tecido.

A associacdo entre Rl e o perfil lipidico pode ser explicada pelo acimulo de gordura
abdominal (obesidade central). Os TG distribuidos no abdémen possuem turnover
(capacidade de quebra/ transformacdo) mais rapido, aumentando assim a oferta de AGLS no
organismo, estimulando a gliconeogénese e inibindo a filtracdo de insulina pelo figado. Com
isso, 0s TGLs contribuem para a elevacdo da glicemia, insulinemia e consequentemente a Rl
(SBD, 2015).

De acordo com os estudos de Silva (2008), foi encontrada uma forte associagéo entre
0s componentes da SM e a RI, principalmente entre TG e o Modelo de Avaliacdo da
Homeostase (HOMA-r).

O indice HOMA-r tem sido utilizado para se estimar a RI. Trata-se de um modelo
matematico desenvolvido em 1985, o qual reduz a sensibilidade a insulina pela simples
medida da glicemia e insulina séricas de jejum, e tem sido um dos principais métodos para
avaliar a resisténcia insulinica pela sua facil aplicagdo e boa correlagdo com técnicas diretas
de avaliacdo da Rl (PONTES et al., 2012). Desenvolvido por Matthews et al. (1985), o indice
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HOMA avalia a Rl sendo determinado por meio do valor da glicemia e insulina de jejum,
onde: HOMA-r = glicemia (mol/dL) x insulinemia (uUI/ml) / 25.

Considerando a forte associacdo entre a Rl e obesidade em individuos aparentemente
saudaveis, uma ferramenta simples como o HOMA torna-se uma importante aliada na
deteccdo precoce da resisténcia a insulina (GELONEZE et al., 2009). Diante do diagnostico
de uma possivel resisténcia insulinica, as intervencdes fitoterapicas podem ajudar a aumentar

a sensibilidade a insulina prevenindo o DM 11 e doencas cardiovasculares.

2.7 Fisiopatologia da disfuncéo endotelial cardiovascular

O endotélio é reconhecido como um importante modulador da funcéo vascular. Ao
contrario de sua aparente simplicidade e identidade com a morfologia celular, a contribuigéo
da célula endotelial na homeostase vascular varia em relacdo a estrutura vascular em
diferentes locais do corpo. Isso quer dizer que a atividade da célula endotelial difere entre
grandes artérias condutoras, artérias de resisténcia, arteriolas pré-capilares e arteriolas. Por
exemplo, no caso das grandes artérias condutoras (aorta, carétidas, corondrias, braquiais,
femorais) o endotélio normal mantém uma superficie lisa que previne adesdo plaquetaria e de
monacitos, limitando a formacéo de coagulos e inibindo a acdo de citocinas pro-inflamatorias
(SIMAO et al., 2013). Ja nos vasos de resisténcia, o papel fisioldgico do endotélio se estende
a regulacdo do fluxo sanguineo regional e a modulacdo da pressdo arterial sistémica. Nas
arteriolas précapilares, as células endoteliais estdo envolvidas no transporte e distribuicdo de
nutrientes e hormdnios, bem como na disposicdo adequada de produtos metabdlicos indteis.
Sob condig¢des normais, muitos mecanismos integrados regulam a sintese endotelial e liberam
mediadores que se contrapbem em  atividades vasodilatagdo/vasoconstricao,
antitrombdtico/pro-trombdético, antiinflamatério/inflamatério, mantendo, assim, o equilibrio
adequado de fluxo sanguineo, oferta de oxigénio e de nutrientes, além de participar do
remodelamento vascular (REINER et al., 2011).

Uma das moléculas mais importantes sintetizada pela célula endotelial € o dxido
nitrico (NO), de meia-vida curta. A producdo de NO resulta da conversdo da L-arginina em L-
citrulina pela NOsintase endotelial na presenca de cofatores como NADPH, FAD e
tetrahidrobiopterina (BH4). A NOsintase pode ser ativada por moléculas sinalizadoras, como:
a bradicinina, a adenosina, o fator de crescimento endotelial vascular (em resposta a hipoxia),
a insulina e a serotonina (liberada durante a agregacéo plaquetéria). Além da vasodilatacdo, o
NO inibe a ativacdo, a secrecdo e a agregacdo plaquetarias; previne a adesdo leucocitaria e
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inibe a migracdo e a proliferacdo das células musculares lisas vasculares. O NO também
participa da manutencao do equilibrio oxidativo/redutivo celular ao limitar a oxidativa a nivel
mitocondrial (REINER et al., 2011).

Além do NO e do fator hiperpolarizante dependente do endotélio, produtos do
metabolismo do acido araquidénico, gerados a partir do sistema de cicloxigenase, também
participam na funcdo endotelial. Enquanto a prostaciclina parece ter um papel marginal na
manutencdo do fluxo sanguineo local em humanos, ela contribui para alguns outros papéis
regulatérios do endotélio, tanto em condices fisiologicas, como no diabetes. Ha evidéncias
gue mostram um aumento no risco cardiovascular, apds a administracdo de inibidores
seletivos COX-2. A atividade mediada pelo endotélio se estende a producdo de fatores
vasoconstritores, cujo efeito oposto participa, ndo somente na regulacdo do fluxo sanguineo
local, mas também na estrutura e remodelamento arterial. Alguns desses fatores, incluindo
angiotensina Il e anion superoxido, agem localmente, mas suas influéncias alcangcam efeitos
sistémicos. A endotelina 1, o mais potente peptideo vasoativo produzido pelo endotélio, age
como um homologo natural na regulacdo da homeostase vascular (HOTAMISLIGIL, 2011).

A disfuncédo endotelial € considerada o primeiro degrau na progressao da aterosclerose
e DCV, alem de ser fator contribuinte na etiologia das complicacbes do diabetes, como a
retinopatia, a nefropatia, a neuropatia e a ndo cicatrizacao de feridas (CORTEZ-DIAS, 2011).

A nocdo da severidade da disfuncdo endotelial, relacionada ao risco de um evento
cardiovascular inicial ou recorrente, vem aumentando o interesse em usar medidas de fungéo
endotelial na pesquisa da aterosclerose. Parece que a disfuncdo endotelial se constitui em um
processo sistémico, podendo ser identificado no leito vascular distal coronariano e cerebral,
qguando os eventos ocorrem. A DAC, dislipidemias e aterosclerose sdo desordens
cardiovasculares com disfuncdo endotelial, frequentemente, vistas com altas concentracfes de
marcadores inflamatérios circulatérios. A redugdo da biodisponibilidade do Oxido nitrico
abaixo de niveis basais causado pela Rl pode ser um fator patogénico adicional nas doencas
crénicas (como a aterosclerose, hipertensdo arterial e diabetes), conhecidas de possuirem
componentes inflamatdrios (SANTOS et al., 2013).

Segundo Tchernof e Depres (2013), a agdo da insulina e a Rl nas células endoteliais
podem afetar a acdo periférica da insulina de varias formas. Primeiro, a insulina pode causar
um aumento no fluxo sanguineo ou pode aumentar a fracdo de perfusdo capilar num dado
tempo. Segundo, o transporte transendotelial da insulina pode ser mediado pelos receptores

insulinicos nas células endoteliais. A vasodilatacdo estimulada pela insulina pode contribuir
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para a captacdo da glicose, através de um mecanismo que pode ser blogueado pelo inibidor
NO sintase, presente na obesidade e no DM I1.

A RI nos macréfagos, contudo, promove a formacdo de necrose no interior da placa
aterosclerdtica por aumentar a apoptose de macréfagos. Esse € um evento importante na
aterosclerose avancada, porque a exposicdo do interior necrético na circulacdo sanguinea,
durante a ruptura da placa, pode precipitar e desencadear diversos outros efeitos
cardiovasculares (CORTEZ-DIAS, 2011).

Em condig¢bes fisiologicas normais, o endotélio vascular promove alteracGes
funcionais adaptativas para a manutencdo da hemodinamica, por meio da liberacdo de
substancias com propriedades antiaterogénicas, sendo o NO a principal delas. Esse, em
condic@es ideais, limita o recrutamento vascular de leucdcitos, impedindo sua adesdo a parede
vascular e inibindo a agregacdo plaquetaria, o que evita a formacéo de trombos. A perda da
atividade biolégica do NO é denominada disfuncao endotelial (SANTQOS, 2015).

Inicialmente, o dano é mais funcional do que estrutural. O endotélio perde sua
habilidade de repelir as células inflamatdrias circulantes no sangue e passa a permitir a sua
adesdo na parede vascular, 0 que o torna permeavel as lipoproteinas, culminando, a longo
prazo, em dano estrutural (MOTTA et al., 2013). O aumento da permeabilidade endotelial
favorece a entrada da LDL-C para a regido intima vascular, onde ndo sdo capazes de serem
absorvidas, o que favorece seu acimulo e oxidacdo (SILVA et al., 2011). Segundo Motta et
al. (2013), o acumulo de LDL, unido a proliferacdo de células para a luz do vaso arterial, tem
sido apontado como um fator desencadeante para aterogénese, por meio da promocdo de
reacdao inflamatdria local exacerbada. Unido a isto, 0 aumento dos niveis de LDL gera um
maior consumo de NO com liberacdo de radicais livres, 0s quais, por sua vez, promovem a
oxidacdo da LDL acumulada, formando a LDL oxidada (LDLox), particulas que possuem
potencial aterogénico acentuado e elevada citoxicidade. A citotoxidade da LDLox agrava a
disfuncdo endotelial, gerando a expressdo de quimiocinas pelas células lesionadas do
endotélio, favorecendo o recrutamento de neutrofilos para o interior do vaso sanguineo.
Paralelamente, a LDLox estimula também a migracdo de mondcitos e sua diferenciagdo em
macrofagos, 0s quais endocitam as particulas oxidadas através dos receptores scavengers e
promovem a formagdo das células espumosas — componentes essenciais da placa
ateroscleradtica.

Para Santos (2015), a endocitose das LDLox exerce papel ambiguo na fisiopatologia
da doenga: enquanto possui teor protetor por conta da remogdo das particulas oxidadas, o

mesmo processo também induz a producdo de radicais livres responsaveis por agravar a leséo
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endotelial, consequentemente, promovendo a expressdo de mais quimiocinas, as quais, por
sua vez, irdo recrutar novos mondcitos e estimular a projecdo das células musculares lisas
para a luz do vaso sanguineo, estabelecendo o dano estrutural. Isso desencadeia um processo
sisttmico que envolve proteinas da coagulacdo e promove a evolugdo da lesdo aterosclerotica

por meio do perpetuamento do processo inflamatdrio.

Na Figura 02 ¢ possivel visualizar a patogénese da aterosclerose.
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Figura 02. Fases do desenvolvimento da placa aterosclerotica. a) Disfungdo endotelial; b) Lesdo inicial (“fatty

streak™); ¢) Lesdo avangada; d) Placa instavel. Figura adaptada de Ross (1999).

2.8 A aterosclerose e a inflamacao

Vaérios sdo os fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose, entre eles:
hiperlipidemia (valores anormalmente elevados de colesterol, triglicérides ou ambos),
elevacdo de lipoproteinas aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons),
hipertensdo arterial sistémica, estilo de vida, entre outros (XAVIER et al., 2013).

Vérias teorias foram propostas para explicar o inicio do processo inflamatério na

aterosclerose, a mais aceita € a unido da hipdtese de resposta a lesdo endotelial, somada a
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hipdtese oxidativa. O endotélio lesado pelo acumulo LDLox torna-se ativado, expressando
moléculas de adesdo e promove a liberacdo de mediadores da resposta inflamatéria e
imunologica. O evento critico inicial na génese da aterosclerose é a lesdo endotelial,
caracterizada pela diminuicdo da producdo de NO, concomitante a liberacdo de varios
mediadores inflamatérios e moléculas quimioatraentes em resposta a injuria tecidual,
desencadeada pelo acimulo de LDL na parede das artérias. Desse modo, a injdria causada no
endotélio aumenta a adesdo de leucdcitos e plaquetas no local da lesdo, bem como a sua
permeabilidade, favorecendo a infiltracdo dessas células no espaco subendotelial. Essa injlria
também faz com que o endotélio exerca propriedades pro-coagulantes ao invés de
anticoagulantes (MOTTA et al., 2013).

Segundo Ammirati et al. (2015), aterosclerose é uma doenga inflamatoria cronica de
origem multifatorial, que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre. Em geral, as lesdes
iniciais, denominadas estrias gordurosas, formam-se ainda na infancia e caracterizam-se por
acumulo de colesterol em macréfagos. Com o tempo, mecanismos protetores levam ao
aumento do tecido matricial, que circunda o nucleo lipidico, mas na presenca de subtipos de
linfocitos de fendtipo mais inflamatério, a formacdo do tecido matricial se reduz,
principalmente por inibicdo de sintese de colageno pelas células musculares lisas que
migraram para intima vascular e por maior liberacdo de metaloproteases de matriz,
sintetizadas por macré6fagos, tornando a placa lipidica vulneravel a complicages.

Assim, como 0s conhecimentos sobre o papel enddcrino do tecido adiposo avangaram
a passos largos, também evoluiu o que se conhece sobre a aterosclerose. Por muito tempo,
essa foi considerada simplesmente como resultante de um acimulo de lipidios na parede
arterial. No entanto, nas Ultimas duas décadas, o crescente aumento de estudos no campo
vascular tem fornecido inumeros detalhes a defini¢do inicial da doenca aterosclerdtica
(OHKUMA et al., 2015).

A aterosclerose é uma DCV, caracterizada pela inflamacdo crénica da parede da
artéria e consequente formacao de placas (Figura 03), assim como pela ativacdo de diferentes
células inatas do sistema imune que estdo envolvidas diretamente na génese do depdsito das
substancias constituintes dessas placas, que sdo compostas principalmente de lipidios, de
calcio e de ceélulas inflamatorias. As lesdes ateroscleréticas sdo, de fato, uma série de
respostas celulares e moleculares altamente especificas e dinamicas, essencialmente
inflamatorias, por natureza (GREMMEL et al., 2015).
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O processo inflamatorio, além de aumentar o risco de hipertensdo e DM2, também
promove elevagdo dos niveis de citocinas, o que estd diretamente relacionado a recrutamento
de mondcitos e infiltracdo de macréfagos na parede arterial, com formacdo da placa. Como
sd80 processos lentos e assintomaéticos, os sinais podem demorar anos para se manifestar,
assim, o uso de marcadores como a PCR-us € um importante indicador. A presenca de
hipertensdo também se relaciona com o aumento do estresse oxidativo e consequente
desencadeamento do processo inflamatério na parede dos vasos (ALIE et al., 2015), como se

vé na figura 03:
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Figura 03. Moléculas e células envolvidas na aterosclerose coronariana. Fonte: Adaptado de LIBBY, 2008.

A LDL ¢é o principal transportador de colesterol do plasma para os tecidos. E formado
por nucleo hidrofébico contendo colesterol esterificado e residuos de triglicérides, sendo esse
nucleo envolto por uma camada monofasica de fosfolipides e colesterol livre. Seu conteudo
de triglicérides é apenas residual, resultante do catabolismo das VLDLs pela acdo da lipase
(WIKINSKI, et al., 2010). A LDL e formada por apenas uma apolipoproteina, a apoB-100,
apo essa reconhecida pelos receptores especificos (receptores para LDL) e que exerce papel
fundamental no metabolismo dessa lipoproteina (XAVIER et al., 2013).

A apoliproteina A (apoA) é a principal constituinte da HDL e sua concentragdo serica
estd intimamente relacionada com a concentracédo do colesterol da HDL. Existem duas formas
de apo A, sendo apoA-I e apoA-I11. A apoA-I corresponde a quase 70% do contetdo protéico
da HDL e a apoA-ll menos, em torno de 20%. Elas sdo de extrema importancia para o
metabolismo do HDL. A apoA-l € importante cofator para a LCAT, além de possuir

importante contribuicdo no papel antioxidante da molécula de HDL (PODREZ, 2010).
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Tanto a apoA, quanto a apoB possuem importante papel na predicdo do risco
cardiovascular, pois a apoB esta presente em particulas aterogénicas, enquanto que a apoA
esta presente na HDL, particula antiaterogénica. Dessa forma, a razdo apoB/apoA é um
importante marcador de risco cardiovascular (SOUZA et al., 2007).

Baixas concentracdes de HDL, associados frequentemente a hipertrigliceridemia, séo
diretamente proporcionais e relacionados ao maior risco de desenvolvimento da aterosclerose.
A diminuicéo da atividade da lipoproteina lipase tem sido implicada no desenvolvimento da
aterosclerose por sua atuacdo no metabolismo lipoprotéico, hidrélise de triglicérides em
quilomicrons, VLDL, IDL e, a¢cdes no remodelamento da HDL, ajudando indiretamente com
o efluxo do colesterol e fosfolipidios das lipoproteinas (VIEIRA et al., 2011)

Para Volp et al. (2008), o processo inflamatério esta diretamente relacionado com
doencas cardiovasculares. Para medir o grau da inflamacéo subclinica, varios biomarcadores
inflamatdrios tém sido propostos. A reacdo de inflamacdo induzida pelos fatores de risco e a
resposta imunoldgica associada sdo os principais eventos que conduzem ao processo de
aterogénese.

Alguns estudos mostram marcadores inflamatérios, como a Interleucina-6 (IL-6) e
Proteina C-Reativa (PCR) atuando diretamente no down regulation da NO e diminuindo a
vasodilatacdo dependente do endotélio, aumentando com isso o processo de disfuncédo
endotelial através da diminuicdo da concentracdo de NO e do aumento de a endotelina-1 (ET-
1), que age em sentido oposto ao NO, com efeito vasoconstritor (HEIN et al., 2009). Além
desses dois biomarcadores, pode-se citar também o Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-a).

A IL-6 é uma importante citocina envolvida em diversos processos imunolégicos e
atua na regulacdo metabdlica da Proteina C-Reativa (PCR). Durante uma reacdo inflamatoria,
a IL-6 e a PCR podem causar efeitos indesejaveis em diversos 6rgaos. Portanto, o aumento
dos niveis séricos de IL-6 e PCR podem causar um down regulation na producdo de NO, por
inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial, facilitando a formacdo de trombos e,
consequentemente, o risco de eventos cardiovasculares, conforme mostra a figura 04
(RAMOS et al., 2009).
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Figura 04: Mecanismo de diminui¢do da producdo de 6xido nitrico NO por meio da inibicdo da enzima éxido
nitrico sintase (eNOS) pela proteina c-reativa (PCR). NO — 6xido nitrico; PCR — proteina c-reativa; ET —

Endotelina; IL-6 Interleucina-6; 02 — Oxigénio; NADPH — nicotinamida adenina dinucledtido fosfato.

A IL-6 e 0 TNF-a podem regular a sintese de PCR. Estudos prévios mostram que esta
proteina pode exercer importantes efeitos pro-inflamatérios e, quando se liga a moléculas
resultantes de inflamacdo ou infeccéo, desencadeia a ativagcdo do complemento, o que leva a
lesdo tecidual (VOLP et al., 2008). A IL-6 é liberada em resposta ao estimulo do TNF-a. A
elevacdo dos niveis plasmaticos da IL-6 estd aumentada em pacientes com desenvolvimento
da hipertrofia dos cardiomidcitos e disfuncéo de ventriculo esquerdo (VE).

A hiperglicemia relaciona-se a inflamag&o devido a formacdo de produtos avangados
de glicacdo (AGEs), que podem levar a sintese de IL-6, a ativacdo de macrdfagos e ao
estresse oxidativo, o que culminaria com a producgéo de PCR, contribuindo para a inflamacéo.
Os AGEs derivam da reacdo nao enzimatica da glicose (além de sua oxidag@o) com proteinas,
lipideos e também &cidos nucleicos, levando ao estresse oxidativo e ao subsequente
desenvolvimento de processos inflamatérios e tromboticos; essas condicdes explicam, em
parte, a relacdo do DM com os eventos cardiovasculares. Os AGEs elevam a producéo de
espécies reativas de oxigénio, prejudicando a fungdo dos sistemas antioxidantes (NOWOTNY
et al., 2015).

O endotélio é fonte de uma grande variedade de agentes vasoativos que atuam
controlando o ténus vascular, fatores de crescimento, funcdo plaquetaria e coagulacdo. Entre
essas substancias vasoativas esta 0 NO, que desempenha uma importante fungdo protetora
contra 0 processo aterosclerético, mantendo o vaso sanguineo em um estado constante de
vasodilatacdo (MATSUOKA, 2001).
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O NO causa dilatacdo em todos os tipos de vasos sanguineos por meio da ativacédo da
proteina guanilato-ciclase sollvel, que promove a conversdo de guanina trifosfato (GTP) em
guanina monofosfato ciclico (GMPc) em células musculares lisas. Isso leva ao relaxamento da
musculatura vascular lisa e a concomitante vasodilatacdo, principal marcador da fungéo
endotelial (FORSTEMANN; MUNZEL, 2006). Ao mesmo tempo, mudancas na funcéo
endotelial podem ser precursoras de doencas vasculares, como a aterosclerose. O termo
“disfun¢do endotelial” refere-se tanto ao desequilibrio entre os agentes vasoativos que atuam
controlando o tdnus vascular, quanto a agregacdo plaquetéria, a coagulacdo e a fibrindlise,
porém o ténus vascular tem sido o aspecto mais estudado. Devido a esses fatores, existe uma
piora no relaxamento dependente do endotélio, causada, entre outros aspectos, pela perda da
biodisponibilidade do NO. Doengas como hipertensdo arterial, diabetes mellitus e
hipercolesterolemia podem causar danos ao endotélio, gerando disfuncdo endotelial que em
grande parte das vezes estd relacionada a aterosclerose e aos eventos cardiovasculares
(TEIXEIRA et al., 2014).

Para manter a homeostase, além do NO, o endotélio produz substancias
vasodilatadoras, tais como prostaciclinas e cininas, e também substancias vasoconstritoras
(angiotensina Il e endotelina). Outros fatores importantes sdo a geracdo do ativador do
plasminogénio tecidual, a liberacdo de substancias anti-inflamatdrias, a liberacdo de peptideos
natriuréticos e a atividade normal enzima superéxido dismutase; evitando a instalacdo de uma
situacdo de estresse oxidativo. Quando a fungdo do endotélio € normal, a atuagdo conjunta
dessas substancias resulta na conservacdo do padrdo de fluxo sanguineo laminar e evita a
formacédo e o desenvolvimento da arteriosclerose (RAMACHANDRAN et al., 2002).

Em situacdes de estresse oxidativo, a presenca de radicais superdxido na vasculatura
leva a reacdo com o NO local, formando peroxinitrito. As moléculas de peroxinitrito
provocam danos por atuarem diretamente no DNA celular, além de induzir o desacoplamento
da NO sintase endotelial (eNOS). Nessa condi¢do, a enzima produz radicais superoxido,
exacerbando o estresse oxidativo e o dano endotelial. Por outro lado, o dano endotelial criado
ativa a enzima NO sintase induzivel (iNOS), aumentando a sintese de NO. Como resultado
desse processo, uma resposta inflamatoria sera gerada, com o recrutamento de mondcitos e
células T para a parede do vaso. A inflamacdo associada ao estresse oxidativo sdo os fatores
determinantes na etapa inicial da arteriosclerose (CHAMPLAIN et al., 2004). As LDLs
plasmaticas sofreriam oxidacdo ao chegar a regido da intima arterial, em virtude do estresse
oxidativo instalado. Os macréfagos expressam receptores (scavangers) para lipoproteinas
modificadas, englobando particulas minimamente oxidadas de LDL, formando as células
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espumosas (VASCONCELOS et al., 2007). A molécula de LDL oxidada pode, ainda, causar
disfungdo do endotélio vascular, alterando seus mecanismos vasodilatadores e
anticoagulantes. Além disso, como resultado desse processo, ocorre necrose de células
espumosas, deposi¢do de colesterol, fibrose e proliferacdo de fibras musculares lisas; lesdes
que promovem a geracdo de saliéncias resultando em estreitamento da luz do vaso,
contribuindo para o aumento da resisténcia vascular periférica observado na hipertenséo
arterial e, em casos de blogueio da circulacdo, resultando em infarto (EVANS; GOLDFINE,
2013).

Outro marcador de inflamacdo é o CD40, expresso por linfocitos T e por plaquetas
ativadas, além de ser expresso por células endoteliais na superficie de células musculares lisas
e em macrofagos. O CD40L é o ligante desse marcador e, na forma soltvel, também pode ser
encontrado como proteina transmembrana. Niveis elevados desse ligante também podem
indicar risco aumentado de DCV (GURURAJAN et al., 2009).

O ligante CD40, que pode se apresentar na forma livre ou solGvel, € uma proteina
transmembrana de tipo Il que pertence a superfamilia do TNF e compde uma via
fisiopatolégica intimamente envolvida na inflamagdo e na aterogénese (PAMUKCU et al.,
2011). O CD40L origina-se principalmente de plaquetas que, apesar de serem essenciais para
a homeostasia, também tém potencial para iniciar uma resposta inflamatoria na parede
vascular. Uma vez ativadas, plaquetas prontamente expressam CD40L e o aparecimento dessa
molécula em sua superficie induz as ceélulas endoteliais a secretarem quimiocinas e
expressarem moléculas de adesdo, promovendo, assim, 0 recrutamento e extravasamento de
leucdcitos no local da lesdo (WENZEL et al., 2008).

O CDA40L pode rapidamente desprender-se da membrana plaquetéria, apresentando-se
na forma sollvel. Ambas as formas tém atividade pro-trombética e pro-inflamatoria,
aumentando a ativacao, a agregacdo plaquetéria e a conjugacdo de plaquetas-leucdcitos e de
eucocito-endotélio. Ainda, aumentam a libertacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio a partir de plaquetas estimuladas. Resumindo, esse sistema de ativacdo de CD40L
promove um estado inflamatério crénico na parede vascular e isso contribui para o
desenvolvimento da disfuncdo endotelial, aterogénese e suas respectivas complicacdes
(PAMUKCU et al., 2011).

A viséo da patogénese da leséo aterosclerotica teve diversas modificagdes ao longo do ultimo
século. No inicio, acreditava-se, que as lesdes ocorriam pelo acumulo passivo de lipideos nas

artérias. No entanto, h4 cerca de 30 anos, com a detecgdo de linfocitos T ativados, e a
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descoberta de novas moléculas e citocinas, uma nova hipotese relaciona o excesso de lipideos,
dano endotelial e células musculares lisas ao desenvolvimento de uma resposta cronica,
integrando em si as bases para patogénese dessa doenga (WITZTUM; LICHTMAN, 2014).

2.9 Hipertrofia ventricular esquerda (Lesdo aterosclerdtica)

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é definida como aumento da massa
ventricular, ou do indice de massa do ventriculo esquerdo (VE), o qual é calculado
corrigindo-se o valor da massa, em gramas (g), pela area de superficie corporea, em metros
guadrados (MATHIAS JR, 2007). Para Almeida (2006), o aumento da massa do ventriculo
esquerdo pode resultar de sobrecarga pressérica ou volumétrica, traduzindo uma resposta
adaptativa do miocardio ao excesso de demanda. Embora inicialmente constitua uma
alteracdo necessaria para adequar o coracdo a demanda aumentada, a hipertrofia do ventriculo
esquerdo acompanhando a hipertenséo arterial € uma alteracdo patologica.

Segundo Kannel (1983), os individuos que apresentaram HVE, diagnosticada por
alteraces eletrocardiograficas, apresentaram risco de morte seis vezes maior que a populagéo
em geral. A HVE é caracterizada como um conjunto de alteracBes estruturais decorrentes do
aumento das dimensdes dos cardiomidcitos, da proliferacdo do tecido conjuntivo intersticial e
da rarefacdo da microcirculagdo coronariana (WOLLERT; DREXLER, 2002).

Garcia e Incerpi (2008) citam que, entre os fatores que induzem a HVE, estdo 0s
fatores hemodindmicos, como a sobrecarga da pré e pos-carga ao coracdo, 0 aumento da
necessidade metabolica e os fatores neuro-humorais, incluindo catecolaminas, angiotensina Il,
insulina, além do estresse oxidativo e hipercolesterolemia.

A hiperinsulinemia no quadro de RI favorece o desenvolvimento da HVE via ativagao
de quinases de serina/treonina que fosforilam o substrato do receptor de insulina (IRS)-1 em
serina, 0 que causa a inibicdo da via fosfatidil inositol 3-quinase (PI3K) proteina quinase B
(Akt) e a ativacdo da via da quinase ativada por mitogenos (MAPK), incluindo a quinase
regulada por sinalizagdo extracelular (ERK) (BROWNSEY et al., 1997). Essa via de
sinalizacdo que dependente da ativacdo das MAPKSs induz estresse oxidativo e crescimento
celular, o que contribui para o desenvolvimento da HVE e aumento do risco cardiovascular
associado a hiperinsulinemia e Rl (GARCIA; INCERPI, 2008).
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2.10 Tratamento da hipercolesterolemia

O tratamento da hipercolesterolemia deve incluir medidas ndo farmacolodgicas, que
estdo recomendadas para todos 0s pacientes, assim como 0 uso da terapia farmacoldgica que
pode ser indicada em situacGes especificas (SIMAO et al., 2013). As drogas disponiveis
atualmente para o tratamento da hipercolesterolemia incluem as estatinas (inibidores da
hidroximetilglutaril coenzima A [HMG-CoA] redutase), a ezetimiba (inibidor seletivo da
absorcédo do colesterol) e as resinas ou sequestradores dos &cidos biliares. As estatinas devem
ser utilizadas como primeira escolha, por apresentarem potente efeito na reducdo do LDL-C
(25-55%) e por serem as drogas mais validadas por estudos na reducdo de eventos
cardiovasculares. A ezetimiba apresenta um efeito moderado na redugéo do LDL-C (15-25%).
As resinas podem ser associadas as estatinas quando a meta de LDL-C néo ¢ alcancada apesar
do uso de estatinas, levando a uma reducdo de 5 a 30% nos niveis de LDL-C (PIEPOLI et al.,
2016).

Entretanto, as limitagdes que existem no uso desses medicamentos, assim como 0S
efeitos colaterais, tais como insuficiéncia hepatica e renal, diarreia, hipoglicemia, fazem esses
medicamentos intoleraveis para alguns pacientes que necessitam administra-los. Dessa forma,
a busca por novas alternativas que visam encontrar novos compostos que aumentem a eficacia
e também diminuam a sua toxicidade, evolui cada vez mais, incentivando no desenvolvimento
de novas pesquisas que busquem alternativas em compostos naturais (ZANG et al., 2016).

O tratamento ndo medicamentoso da dislipidemia deve englobar modificacdes de
habitos alimentares associados a atividade fisica, além da perda ponderal, quando indicada
(SIMAO et al, 2013). Na abordagem nutricional, deve-se limitar a ingestdo de &cidos graxos
saturados e trans, assim como de colesterol, além aumentar a ingestdo de fibras solaveis. O
consumo de fitosterdis também esta indicado no tratamento da hipercolesterolemia, segundo
varias diretrizes e consensos de diferentes sociedades em todo o mundo (PIEPOLI et al,
2016). Existem evidéncias consistentes de que a ingestdo de fitosterdis (2 g/dia) estad
associada a uma reducdo significativa do LDL-C (8-10%) (GYLLING et al., 2014).

As plantas medicinas sdo de grande importancia na salde primaria, além disso, sdo
importantes para o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas. Em 2016, estimava-se que
40% dos medicamentos disponiveis eram originados de fontes naturais; dos 252 farmacos
considerados essenciais, 11% possuem origem de plantas consideradas medicinais (BRASIL,
2016). Essas sdo tradicionalmente fontes naturais mais antigas, que possuem pouco ou
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nenhum tipo de efeito colateral, tornando-se de grande valia para a sua exploracéo e pesquisas

com o intuito de identificar seus potenciais terapéuticos (RADDY et al., 2015).

2.11 Fitoterapia e 0s compostos bioativos vegetais

A fitoterapia e o uso de plantas medicinais fazem parte da pratica da medicina popular,
constituindo um conjunto de saberes internalizados nos diversos usuarios e praticantes,
especialmente pela tradicdo oral. O conhecimento das plantas, e também seu uso como
medicamento, tém acompanhado o homem ao longo dos anos. No entanto, a Fitoterapia
entrou em declinio em meados do século XX, devido a intensificacdo do processo de
industrializacdo, bem como dos medicamentos industrializados (BRUNING; MOSEGUI,
VIANNA, 2012), e de interesses mercantilistas, que cada vez mais presentes no setor saude,
tiveram importante papel na desvalorizacdo do uso de fitoterapicos (FIGUEREDO, 2014).

De maneira geral, o crescimento dos fitoterapicos no Brasil acompanhou o
crescimento da industria farmacéutica. Em 2011, o mercado de fitoterapicos movimentou
cerca de R$ 1,1 bilhdo no Brasil, quando foram comercializados 43 milhdes de unidades desse
tipo de medicamento, representando um aumento de 13% em relacdo ao ano anterior. A
receita total do setor farmacéutico no pais foi de R$ 43 bilhGes em 2011 (ALVES, 2013).
Segundo dados de 2016 do Ministério da Saude, entre 2013 e 2015, a busca por tratamentos a
base de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos pelo SUS mais que dobrou: o
crescimento foi de 161%. Em 2013, cerca de 6 mil pessoas procuraram alguma farmécia de
atencdo basica para receber os insumos. Ja em 2016 essa procura passou para quase 16 mil,
em em 2016, aproximadamente 3.250 estabelecimentos de 930 municipios brasileiros
oferecem esses produtos.

Em busca de uma melhor qualidade de vida, observa-se uma tendéncia cada vez maior
na busca de produtos naturais mais saudaveis. Atualmente, pode-se afirmar, sem medo dos
equivocos das generalizagOes, que 0 mundo estd aberto a produtos mais saudaveis, mais
seguros, entre eles os fitoterapicos (MAZIERO; PINHEIRO, 2017)

O advento da tecnologia da informacdo (internet), verificado a partir da década de 90,
vem contribuindo para a ampla difuséo da fitoterapia colaborando para a promogdo do uso e
gerando novas demandas por plantas medicinais exoticas e desconhecidas até entdo pelas
comunidades tradicionais brasileiras (SA, 2016). No entanto, uma faixa consideravel da
populacdo brasileira, ainda ndo tem conhecimento dos beneficios dos medicamentos

fitoterapicos. Outro fator importante € que as prescrigdes medicas desses compostos ainda séo
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inferiores as dos paises desenvolvidos. De acordo com os especialistas da area da salde,
existem varios obstaculos que prejudicam o desenvolvimento da cadeia produtiva de
medicamentos fitoterapicos. Entre os principais apontados estdo: a falta de informagéo para
prescritores, 0 uso de plantas exoticas e os altos custos com pesquisas (DANTAS DE BRITO
etal., 2015.)

No cenério brasileiro, instituicdes governamentais e ndo governamentais, de ensino,
pesquisa e assisténcia médica, vém desenvolvendo estudos sobre as plantas e promovem
eventos técnico-cientificos para divulgar a fitoterapia. Esses eventos sdo alicercados na
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que visa ampliar o acesso a plantas
medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia, voltada para a seguranca,
eficdcia, qualidade e integralidade da atencdo a salde dos brasileiros, além do
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (IBIAPINA, 2014). Essa politica
representa o reconhecimento do avanco na comprovacdo cientifica da eficicia e da seguranca
das plantas medicinais e dos medicamentos fitoterapicos (FIGUEIREDO et al., 2011),
juntamente com o saber popular nesse campo, além de constatar que a pratica da terapéutica
centrada no uso de medicamentos sintéticos ndo cumpriu a promessa implicita e explicita de
dar conta do tratamento das doencas: pelos altos custos, pelos significativos efeitos adversos
gue tém os medicamentos sintéticos, pelos resultados nem sempre satisfatorios - o que tem
levado grande nimero de pessoas a buscar formas alternativas de tratamento menos
agressivas (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

Observa-se um crescimento na utilizacdo de fitoterapicos pela populacdo brasileira.
Dois fatores poderiam explicar este aumento. O primeiro seriam 0s avan¢os ocorridos na area
cientifica, que permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente seguros e
eficazes. O segundo € a crescente tendéncia de busca, pela populacdo, por terapias menos
agressivas destinadas ao atendimento primario a satide (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA,
2012).

Muitos alimentos, bebidas, chas e extratos de origem vegetal, sdo empregados
popularmente para tratamento e prevencao de doencas cardiovasculares. A literatura cientifica
relata importantes atividades bioldgicas de diversos compostos na tentativa de se evitar a
progressdo do processo aterosclerdtico. Verifica-se que, por vezes, 0 consumo desses
produtos de origem vegetal € popularmente feito com o intuito de tratar ou reduzir o risco de
doengas, isso por que produtos de origem vegetal apresentam substancias oriundas do
metabolismo secundario das plantas, as quais podem exercer atividades farmacoldgicas
(STANGL et al., 2006).
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Os vegetais apresentam, em sua composicdo, metabodlitos secundarios que foram
desenvolvidos em seu organismo para defesa contra ataque de herbivoros ou prote¢do contra
os efeitos deletérios promovidos pela radiacdo ultravioleta. Esses metabdlitos podem
promover atividades bioldgicas nos humanos, sendo que a classe dos compostos fendlicos,
principalmente os flavonoides, oferece propriedades benéficas como a atividade antioxidante,
anti-inflamatoria e antimicrobiana (ALMEIDA-CINCOTTO, 2016).

Segundo Wink (2016), os metabolitos secundarios sdo produzidos durante a
fotossintese e ainda que ndo participem de modo direto nos processos de crescimento,
desenvolvimento e reproducdo como 0s metabolitos primarios, sdo primordiais para a
sobrevivéncia da planta e perpetuacdo de sua espécie. Eles sdo elementos biologicamente
ativos com habilidades de interferir a nivel molecular no organismo. Assim, a acdo desses
compostos presentes em alimentos vegetais na conservacao da saude humana tem sido alvo de
diversos estudos nos Gltimos anos.

O conhecimento sobre os compostos bioativos influenciou o conceito de alimentos
funcionais. Segundo a ANVISA (2002), compostos bioativos sdo 0s nutrientes e néo
nutrientes que possuem acdo no metabolismo ou fisioldgico especifico. Nesse cenario a
palavra salde ganha um novo sentido no conhecimento dos alimentos, de modo que a
alimentacdo apropriada, ndo somente preocupa-se em fornecer energia e nutrientes essenciais,
como ressalta a importancia dos compostos bioativos, uma vez que sdo capazes de exercer
efeitos fisiologicos benéficos, podendo prevenir ou reduzir o risco do desenvolvimento de
muitas doencas, entre elas, as cardiovasculares (COSTA; JORGE, 2011).

2.12 Morus nigra L

Morus nigra L. (amoreira preta), € uma espécie de planta originaria da Asia, mas que
foi bem aclimatada no Brasil. E uma planta cultivada em jardins e sua fruta fresca é de dificil
comercializacdo, devido a fragilidade e, por isso, seu comércio € realizado, principalmente, na
forma de geléia. Embora a fruta seja comercializada com a finalidade alimenticia, outras
partes da amoreira preta, como caule e folhas, podem ser utilizadas com finalidades
terapéuticas (ALMEIDA-CINCOTTO, 2016).

A espécie Morus nigra L. (Figura 05) pertence ao género Morus, familia Moraceae e
teve sua origem na Asia. O género Morus €é constituido por aproximadamente 24 espécies,
uma subespécie e pelo menos 100 variedades. A espécie Morus nigra L. foi aclimatizada no
Brasil sendo uma espécie ndo nativa (PADILHA, 2010).
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Figura 05: Morus nigra L. (Fonte: Autor).

As folhas de Morus nigra L., sdo abundantes e possuem fungdo importante na
producdo de seda, principalmente na China. Elas sdo usadas na medicina tradicional,
apresentam valor agrondmico por servirem de biomassa para alimentacdo de gado, assim
como alimento humano na forma de bebidas, infusdes, corantes naturais e outros alimentos
(PARK et al, 2013).

Estudos com as folhas deste género, embora escassos, correlacionam agentes bioativos
como os compostos fendlicos com diversas agdes bioldgicas, tais como antimicrobianas,
antialergénicas, efeitos antidepressivos e neuroprotetores acompanhados do decréscimo do
estresse oxidativo (DALMARGO et al.,, 2017) Apesar das folhas de amoreira preta
apresentarem altos niveis de compostos fendlicos, esses sdo instaveis e podem ser degradados
quando submetidos a processamentos de secagem, conservagdo e armazenamento,
principalmente quando expostos ao oxigénio e a temperaturas elevadas (KATSUBE et al,
2009).

Algumas das propriedades terapéuticas verificadas em Morus nigral. sdo as
seguintes: analgésica, diurética, anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, lipolitica, cicatrizante,
antisséptica, vermifuga, hipoglicemiante, tratamento do climatério, entre outras. Além disso,
outras espécies pertencentes ao género Morus, também apresentaram propriedades
semelhantes (PARK et al., 2013).

Como as frutas sdo utilizadas na forma de alimento, sua aplicacdo na éarea
farmacéutica ndo é devidamente explorada. Desta forma, para aplicacdo nessa area é possivel
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a utilizacdo das folhas e do caule para melhor aproveitamento da planta, sem prejudicar o
setor alimenticio em atuacéo.

Schafranski et al. (2019) identificaram em seus estudos 12 compostos de natureza
fendlica em extrato das folhas de amoreira, entre eles, cita-se: a quercetina, a umbeliferona e o
acido cafeico, que segundo a literatura sdo correlacionados a acao antioxidante. Citam ainda a
riqgueza de micronutrientes minerais, sendo que dentre os 10 elementos determinados, o
potéssio, o ferro, 0 manganés e 0 magnésio apresentaram as maiores concentragoes.

Os compostos fenolicos encontrados nas espécies do género Morus fazem parte da
classe de compostos que conferem propriedades antioxidante e antitumoral a espécie, além
disso, sdo responsaveis pela atividade antiinflamatdria desempenhada pelos extratos (PARK
etal., 2013).

Morus nigra L. é uma espécie bastante utilizada na medicina popular, sendo muitos de
seus efeitos ja foram comprovados por meio de estudos pré-clinicos, e outros ainda com
necessidade de estudos mais aprofundados. Existem informacdes de uso popular da planta por
mulheres no climatério, para substituir a terapéutica da reposi¢cdo hormonal convencional
(PADILHA et al.,, 2010). As folhas s&o empregadas externamente em gargarejos, para
combater aftas e amigdalite, no combate a febre e a dor de dente. Da infrutescéncia € feito um
xarope, utilizado em diarreias e como vermifugo, além de ser expectorante e adstringente. Em
estudos recentes, foi descoberto que esse xarope possui capacidade de regulacdo da
hiperglicemia e retardo da catarata. O xarope dos frutos também é util no tratamento de
faringites e doencas inflamatorias do trato gastrintestinal. A decoccdo da casca e da raiz tem
efeito purgativo e vermifugo (MIRANDA et al., 2010a).

Os frutos, as folhas, as cascas e as raizes sdo citados como laxativo, sedativo,
expectorante, refrescante, emoliente, calmante, diurético, hipoglicemiante, antisséptico, anti-
inflamatdrio, antioxidante, emético, tdnico, anti-helmintico, bem como agente no tratamento
de eczema e inflamagdes orais. Essas partes da planta também s8o usadas para o tratamento
do diabetes, pois contém substancias como a 1-deoxinojirimicina, um alcaldide com efeito
hipoglicemiante (QUEIROZ et al., 2012). A planta tem sido usada na medicina popular como
antidiabético, analgésico, diurético, antitussigeno, sedativo, ansiolitico, hipotensor e anti-
inflamatério (MALIK et al., 2012; PADILHA et al., 2010b), para tratamento do colesterol
alto, presséo alta, reposi¢do hormonal da mulher, e para prevenir derrames (ALBERTASSE et
al., 2010). Tambem tem sido usada para tratamento de febre e cancer (MALLHI et al., 2014).
O fruto da amoreira tem sido usado como remédio popular para o tratamento de doencas orais
e dentais, diabetes, hipertenséo, artrite e anemia (FAZAELI et al., 2013).
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A planta é usada para tratar tosse, asma e reumatismo. A decoccdo das folhas possui
propriedades de purificacdo do sangue, reduz a febre e é diurética. Extratos das folhas s&o
conhecidos por terem atividade antibacteriana e fungicida (MAZIMBA et al., 2011). Morus
nigra L. é amplamente usada na medicina tradicional do Brasil para o tratamento do diabetes.
Na regido do Vale do Sdo Francisco, M. nigra é popularmente conhecida como amora-miura,
e 0 cha das folhas (decocto) é bastante utilizado pela populacéo local para o tratamento de
diabetes, colesterol, problemas cardiovasculares, obesidade e gota (OLIVEIRA et al., 2013).

A planta é usada para tratamento de inflamacao, coagulante do sangue, dor de dente, e
como antidoto para picadas de cobra. E usada ainda como antidiabético e diurético na
medicina popular do Paquistdo. Ela também pode ser usada como laxante, antidiarreico, anti-
inflamatorio, antirreumatico e antitussigeno. Os frutos sdo usados na medicina popular da
Turquia para tratar febre, como hepatoprotetor, diurético e para baixar a pressdo sanguinea,
bem como para tratamento de parasitoses, como remédio para disenteria, laxante, para dor de
dente, anti-helmintico, expectorante, hipoglicemiante e emético (ERCISLI et al., 2010).

Devido a busca constante do uso de ingredientes naturais, os extratos vegetais tém
ganhado popularidade nos Gltimos anos. Os extratos vegetais mais comuns sdo 0s chas ou
infusdes de ervas. O consumo dessas bebidas é mundialmente distribuido e extremamente
popular em diversos paises asiaticos, sul-americanos e europeus, em virtude de varios
beneficios a saude e as funcdes fisiologicas (BANSAL et al., 2012).

Wu at al. (2013) reportaram que, o extrato fendlico da folha de amoreira possui a
capacidade de diminuir o acimulo de lipidios hepaticos por meio da ativacdo da via de
sinalizacdo da proteina quinase. Além disso, outros estudos indicaram que os extratos de
folhas do mesmo género Morus poderiam ser utilizados na prevencéo de doengas assinaladas
por inflamagGes crbnicas através da inibicdo do fator de transcricdo nuclear (PARK et al.,
2013) e no tratamento de diabetes tipo 2 e outras doengas cardiovasculares (JESZKA-
SKOWRON et al., 2014).

2.12.1 Toxicidade de Morus nigra L.

Em experimentos realizados com camundongos, Almeida et al. (2011), Oliveira et al.
(2013) e Costa (2018) nao identificaram ocorréncia de mortes dos animais tratados, nem
alteracdo nos parametros bioquimicos e hematologicos analisados, indicando baixa ou

nenhuma toxicidade de Morus nigra L.
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Almeida-Cincotto et al. (2011) estudando in vitro a citotoxicidade das folhas de Morus
nigra L. sobre linhagens celulares humanas de hepatoma (HepG2), queratinéticos (HaCat) e
fibroblastos humanos (HDFa), concluiram que o extrato pode ser considerado seguro
mediante a toxicidade celular.

Calazans et al. (2019) em estudo in vivo realizado frente a Artemia salina,
demonstraram que as folhas de amoreira possuem baixa toxicidade ou sdo até mesmo

atoéxicas.

2.13 Modelo animal: camundongos knockout para o LDLr (LDL¥ -/-)

Estudos sobre aterosclerose conduzidos em humanos apresentam restrigdes no controle
de certas varidveis. Ha dificuldades no controle de fatores ambientais e, principalmente,
dietéticos, os quais estdo estritamente relacionados ao desenvolvimento e progressdo do
processo aterosclerético, e podem comprometer os resultados de pesquisas (LI et al., 2008).

A elucidacéo de mecanismos envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose é pouco
provavel de ser verificada em humanos devido a complexidade e cronicidade do processo e,
também, a impossibilidade de se caracterizar as lesdes com métodos ndo invasivos. As
dificuldades desses estudos em humanos demandam alternativas que culminam com a
utilizacdo de modelos animais, 0s quais séo extensivamente discutidos e aceitos no meio
cientifico, sendo confiaveis para o estudo da aterosclerose e permitindo a ampliacdo do
conhecimento da sua patogenia e causalidades (ZADELAAR et al., 2007).

Os camundongos sdo animais com relativa facilidade de manutencdo e utilizagéo,
entretanto, altamente resistentes ao desenvolvimento da aterosclerose, sendo que né&o
desenvolvem lesdes dentro de um ano nem mesmo quando alimentados com dieta aterogénica
(LI et al., 2008). Por muitos anos, camundongos ndo foram usados em estudos sobre
aterosclerose devido a conviccao de ndo serem um modelo apropriado, ja que ndo respondiam
uniformemente a uma dieta hipercolesterolémica e ndo geravam lesbes aterosclerdticas
reprodutiveis (JAWIEN et al., 2004).

Assim, na década de 90, a engenharia genética permitiu o desenvolvimento de
modelos de camundongos transgénicos capazes de desenvolver lesdes avangadas em contraste
com as discretas lesbes observadas em camundongos selvagens alimentados com dietas
aterogénicas (BRESLOW, 1996). Varios estudos apontam que camundongos knockout (-/-)
para para 0 LDLr podem desenvolver lesdes que compartilham aspectos semelhantes as lesdes
humanas avancadas (CALARA et al., 2001).
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Pesquisas com camundongos LDLr -/- mostraram que esses animais desenvolvem
hiperlipidemia espontanea moderada, porém, sdo resistentes ao desenvolvimento de lesdes
neointimais na artéria carétida quando alimentados com dieta padrdo para roedores.
Entretanto, quando alimentados com dieta hiperlipidica, tornaram-se susceptiveis as lesdes
neointimais (TIAN et al., 2006) e apresentaram significativo estresse oxidativo arterial com
desenvolvimento da placa de aterosclerose e HVE (GARCIA; INCERPI, 2008). Portanto, a
dieta hiperlipidica para indugdo da aterosclerose no camundongo LDLr-/- constitui adequado
modelo experimental para o estudo das complicacdes cardiovasculares encontradas na
aterosclerose avancada.

H& concordancia de que camundongos “knockout” para o receptor de LDL (LDL r-/-)
podem desenvolver lesbes aterogénicas que compartilham aspectos semelhantes as lesdes
humanas avancadas (CALARA et al., 2001).

A deficiéncia dos receptores para a LDL em humanos leva a hipercolesterolemia
familiar homozigotica, nos quais os niveis de LDL no plasma se aproximam de 1000 mg/dL,
podendo causar um quadro de infarto agudo do miocardio durante a segunda década de vida
(FAZIO; LINTON, 2001). J& em camundongos, a deficiéncia para o receptor de LDLr-/-,
provoca apenas uma modesta hipercolesterolemia de aproximadamente 250 mg/dL, com
aumento dos niveis séricos das lipoproteinas aterogénicas LDL e IDL, ndo ocorrendo o
desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas quando alimentados com dieta comercial
(DAUGHERTY, 2002). Contudo, quando alimentados com dieta aterogénica, esses animais
desenvolvem grave hipercolesterolemia, com niveis de colesterol entre 1000-1200 mg/dL e
graves lesdes ateroscleroticas ao longo da arvore aortica (FAZIO e LINTON, 2001).

Estudos mostram que camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica por
15 dias desenvolvem a aterosclerose, aumento de 4,7 e 1,2 vezes na concentracdo plasmatica
de colesterol e triglicérides, respectivamente, em relacdo aos camundongos LDLr-/- com
dieta padrdo (KRIEGER et al., 2006). Garcia e Incerpi (2008) confirmam que estes
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica por 15 dias, apresentaram
aumento de 30% no diametro dos cardiomidcitos quando comparados aos camundongos
alimentados com dieta padrdo, além do aumento do colageno intersticial e perivascular,
fato importante que indica presenca de hipertrofia cardiaca nestes camundongos. Garcia et
al. (2011) mostraram que os camundongos LDLr-/- desenvolveram hiperlipidemia
espontanea moderada, apresentando niveis séricos da HDL elevados, o que os tornam mais
resistentes ao desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas e estresse oxidativo, comparados

aos camundongos Wide Type.
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Bradley et al. (2008) confirmaram que uma dieta hiperlipidica aumenta a expressédo de
TNF-0, e outros fatores que caracterizam o aumento do processo inflamatério no tecido
adiposo de camundongos. Além disso, demonstra também que o aumento no processo
inflamatorio estd associado a aumentos concomitantes nos niveis de insulina, leptina e
glicose, reforcando a relacdo do processo inflamatério cronico de baixa intensidade com a
RI. Em humanos também demonstrou-se que o excesso de peso (IMC > 27 kg/m2) contribui
para 0 aumento dos niveis séricos de TNF- o, apresentando correlagdo inversa entre o
aumento desta citocina e o metabolismo da glicose.

O aparecimento das placas ateroscleréticas nos camundongos LDLr -/- KO é tempo-
dependente e se inicia na aorta proximal (ZADELAAR et al., 2007). A morfologia,
composicédo celular e localizagdo preferencial das lesbes ateroscleréticas nesses animais séo
documentadas na literatura cientifica e sdo semelhantes as leses em humanos em varios
aspectos, iniciando com células espumosas e estagio de estrias gordurosas, até estagios mais
avancados de proliferacdo de capsula fibrética da lesdo (NAITO & YOSHIKAWA, 2009).

Frente a essa similaridade, o modelo animal geneticamente modificado é aceito e
extensivamente utilizado na investigacdo dos mecanismos aterogénicos e em estudos que

buscam intervenc¢des antiaterogénicas (LIBBY, 2008).



41

REFERENCIAS

ALMEIDA, G. P. L. Hipertrofia ventricular esquerda: implica¢des para a pratica clinica. Rev
Bras Hipertens. v.13, n. 4, p. 315-317, 2006.

ALMEIDA, J. R. G. da S. Evaluation of Hypoglycemic Potential and Pre-Clinical Toxicology
of Morus nigra L. (Moraceae). Lat. Am. J. Pharm. v. 30, n. 1, p. 96-100, 2011.

ALBERTASSE, P. D.; THOMAZ, L. D.; ANADRADE, M. A. Medicinal plants and their
uses in Barra do Jucu community, Vila Velha Municipality, Espirito Santo State, Brazil. Rev.
Bras. Pl. Med. v. 12, n. 3, p. 250-260, 2010.

ALIBASIC, E. et al. Atherogenic dyslipidemia and residual vascular risk in practice of family
doctor. Med Arch. v.69, n.5, p. 339-341, 2015.

ALIE, N. et al. Inflammation, atherosclerosis, and coronary artery disease: PET/CT for the
evaluation of atherosclerosis and inflammation. Clin Med Insights Cardiol. v. 8 (Supl 3), p.
13-21, 2015.

ALMEIDA-CINCOTTO, M. G. J. Extrato de folhas de Morus nigra L.: prospeccao de
novo ativo e sua aplicacdo em produto cosmetodermatolégico. 146 f. Tese (Doutorado -
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas), Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESP. Araraquara, 2016.

ALMEIDA-CINCOTTO, M. G. J. et al. Avalia-cdo do potencial citotdxico e do potencial em
estimular a biossintese de colageno de extrato de folhas de Morus nigra L. em cultura celu-
lar. Rev. Cién. Farm. Béasica Apl., v. 37, n. 1, 2016.

ALVES, L. F. Producéo de Fitoterapicos no Brasil: Historia, Problemas e Perspectivas. Rev.
Virtual Quim. v.5, n. 3, p. 450-513, 2013.

AMMIRATI, E. et al. The role of T and B cells in human atherosclerosis and
atherothrombosis. Clin Exp Immunol. v. 179, n. 2, p. 173-187, 2015.

ANVISA. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Resolugio
da diretoria colegiada- RDC N° 2, de 07 de janeiro de 2002.



42

BANSILAL, S.; CASTELLANO, J. M.; FUSTER, V. Global burden of CVD: focus on
secondary prevention of cardiovascular disease. Int J Cardiol. v. 201, n. 1, p. 1-7, 2015.

BANSAL, S. et al. Pharmacological profile of

green tea and its polyphenols: a review. Medicinal Chemistry Research,.v. 21, n. 11,

p. 3347-3360, 2012.

BAYNES, J.; DOMINICZAK, M. H. Bioquimica medica. 3. ed. Rio de Janiero: Elsevier,
2011.

BESLER, C.; LUSCHER, T. F. LANDMESSER, U. Molecular mechanisms of vascular

effects of High - density lipoprotein: alterations in cardiovascular disease. EMBO
Molecular Medicine. v. 4, p. 251-268, 2012.

BHATT, H.; SAFFORF, M.; GLASSER, S. Coronary heart disease risk factors and outcomes
in the twenty-first century: findings from the reasons for geographic and racial differences in
stroke (REGARDS) study. Curr Hypertens Rep. v. 17, n. 4, p. 541, 2015.

BOTELHO, P.B. et al. Association between diet and polymorphisms in individuals with
statin-controlled dyslipidaemia grouped according to oxidative stress biomarkers. Braz J
Pharm Sci, v. 48, n. 1, p. 39-49, 2012.

BRADLEY, R. L. et al. Voluntary exercise improves insulin sensitivity and adipose tissue
inflammation in diet-induced obese mice. Am J Physiol Endocrinol Metab. v. 295, n. 3, p.
586-594, 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos.
Departamento de Assisténcia Farmacéutica. Politica e Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos. Brasilia: Ministério da Saude, 2016.

BRESLOW, J. L. Mouse models of atherosclerosis. Science. v. 272, p. 685-88, 1996.
BROWNSEY, R. W.; BOONE, A. N.; ALLARD, M. F. Actions of insulin on the
mammalian heart: metabolism, pathology and biochemical mechanisms.

Cardiovasc Res. v. 34, n. 1, p. 3-24, 1997.

BRUNING, M.C.R.; MOSEGUI, G.B.G.; VIANA, C.M.M. A utilizacao da fitoterapia e de
plantas medicinais em unidades basicas de satide nos municipios de Cascavel e Foz do
Iguacu-Parané: a viséo dos profissionais de saude. Ciéncia e Saude coletiva. v. 17, n. 10, p.
2675-2685, 2012.

CALARA, F. et al. Spontaneous plaque rupture and secondary thrombosis in apolipoprotein
E-deficient and LDL receptor-deficient mice. J Pathol. v. 195, p. 257-263, 2001.



43

CALAZANS, R. S. P. Estudo fitoquimico e avaliacdo da toxicidade aguda frente a Artemia
salina (Leach) de plantas comercializadas em feira-livre. Revista da Universidade Vale do
Rio Verde. v. 17, n. 1, 10p, 2019.

CHAMPLAIN, J. et al. Oxidative stress in hypertension. Clin Exp Hypertens. v. 26, n. 7 e 8,
p. 593-601, 2004.

CHEN, J. S. et al. Association among fibrinolytic proteins, metabolic syndrome components,
insulin secretion, and resistance in schoolchildren. Int J Endocrinol. 2015:170987, 2015.

COSTA, T.; JORGE, N. Compostos bioativos benéficos presentes em nozes e castanhas.
Unopar cientifica ciéncia bioldgicas e saude. v. 13(3), p. 195-203,
2011.

COSTA, J. P. L. Efeito do extrato de Morus nigra L. no tratamento de sintomas
vasomotores em mulheres com sindrome climatérica — um estudo randomizado, placebo
— controlado. 2018. 157 f. Dissertacdo (Mestrado em Salde do adulto e da crianga) —
Departamento de Medicina, Universidade Federal do Maranhdo, Séo Luis, 2018.

CORICA, D. et al. Could AGE/RAGE-Related Oxidative Homeostasis Dysregulation
Enhance Susceptibility to Pathogenesis of Cardio-Metabolic Complications in Childhood
Obesity? Front Endocrinol (Lausanne). v. 10, p. 426, 2019.

CORTEZ-DIAS, N. et al. Comparacg&o de diferentes definicGes de sindrome metabdlica:
implicacdes no risco de doenca corondria e acidente vascular cerebral. Rev Port Cardiol. v.
30, n. 2. p. 139-169, 2011.

DALMARGO, A. P.; CAMARGO, A.; ZENI, A. L. B.; Morus nigra L. and its major
phenolic, syringic acid, have antidepressant-like and neuroprotective effects in mice. Metab.
Brain Dis. v. 32, n. 6, p. 1963-1973, 2017.

DANTAS DE BRITO, S. C.; RODRIGUES, W. Avaliacdo do marco regulatério na produgéo
de medicamentos fitoterapicos no Brasil. Revista de Politicas Publicas. v. 19, n. 2, p. 531-
538, 2015.

DAUGHERTY, A. Mouse models of atherosclerosis. American Journal of the Medical
Sciences. v. 323, p.3-10, 2002.

ERCISLI, S. et al. Phytochemical content of some black (Morus nigra L.) and purple (Morus
rubra L.) Mulberry Genotypes. Food Technol. Biotechnol. v. 48, n. 1, p.102-106, 2010.



44

DE FRONZO R. A.; TOBIN J. D.; ANDRES R. Glucose clamp technique : a method for
quantifying insulin secretion and resistance. Am. J. Physiol. v. 237, n. 3, E214-E223, 1979.

EVANS, J. L, GOLDFINE, I. D. Aging and Insulin Resistance: Just Say iNOS. Diabetes. v.
62, n. 2, p. 346-348, 2013.

FAZAELI, M. et al. Polyphenol contents and antioxidant activity of five fresh fruit Morus
spp. (Moraceae) extracts. Agro Food Industry HiTech. v. 24, n. 5, p. 34-37, 2013.

FAZIO, S.; LINTON, M.F. Mouse models of hyperlipidemia and atherosclerosis. Front.
Biosci. v. 6, p. 515-525, 2001.

FIGUEREDO, C. A. et al. Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos:
construcdo, perspectivas e desafios. Physis: Revista de Saude Coletiva [online]. v. 24, n. 2,
p. 381-400, 2014.

FORSTEMANN, U. MUNZEL, T. Endothelial nitric oxide synthase in vascular disease:
from marvel to menace. Circulation. v. 113, n. 13, p. 1708- 1714, 2006.

GARCIA, J. A. D.; INCERPI, E. K. Fatores e mecanismos envolvidos na hipertrofia
ventricular esquerda e o papel anti-hipertréfico do éxido nitrico. Arq. Bras. Cardiol. v. 90, n.
6, p. 443-450, 2008 .

GARCIA, J. A. D. et al. Efeito anti-inflamatério da lipoproteina de alta densidade no
sistema cardiovascular de cmundongos hiperlipidémicos. Rev Port. Cardiol. v.30,
n.10,p.763-769, 2011.

GAYOSO-DIZ, P. et al. Insulin resistance (HOMA-IR) cut-off values and the metabolic
syndrome in a general adult population: effect of gender and age: EPIRCE cross-sectional
study. BMC Endocrine Disorders. v.13, p. 47-56,2013.

GELONEZE, B. et al. indices HOMA1-IR e HOMA2- IR para identificacio de resisténcia a
insulina e sindrome metabdlica - Estudo Brasileiro de Sindrome Metabdlica (BRAMS), Arq
Bras Endocrinol Metab. v. 53, n. 2, p. 281-287, 2009.

GREMMEL, T. et al. Interleukin-6 and asymmetric dimethylarginine are associated with
platelet activation after percutaneous angioplasty with stent implantation. PLoS One. v. 10, n.
3, p. 10193-10202, 2015.



45

GONDIM, T. M. et al. da S. Aspectos fisiopatologicos da dislipidemia aterogénica e impactos
na homeostasia. Rev. Bras. An. Clin. v. 49, n. 2, p. 120-126, 2017

GURURAJAN, P.; GURUMURTHY, P.; NAYAR, P. Increased serum concentrations of
Soluble CD40 Ligand as a prognostic marker in patients with Acute Coronary Syndrome.
Indian J Clin Biochem. v. 24, n. 3, p. 229-233, 2009.

GYLLING, H., et al. Plant sterols and plant stanols in the management of dyslipidemia and
prevention of cardiovascular disease. Atherosclerosis. v. 232, n. 2, p. 346-360, 2014.

HASHIMOTO, N. M. A.; GENOVESE, M. I.; LAJOLO, F. M. Identification and
characterization of anthocyanins from wild mulberry (Morus nigra L.) growing in Brazil.
Food Science and Technology International. v. 13, n. 1, p. 17-25, 2007.

HEIN, T. W. et al. Human C-reactive protein induces endothelial dysfunction and uncoupling
of eNOS in vivo. Atherosclerosis. v. 206, n. 1, p. 61-68, 20009.

HOTAMISLIGIL, G. S. Endoplasmic reticulum stress and the inflammatory basis of
metabolic disease. (Review) Cell. v. 140, n. 6, p. 900-917, 2010.

IBIAPINA, W. V. et. al. Insercdo da fitoterapia na atencdo primaria aos usuarios do sus. Rev.
Ciénc. Saude Nova Esperanca. v. 2, n.1, p. 58-68, 2014.

JAWIEN, J.; NASTALEK, P.; KORBUT, R. Mouse Models of Experimental Atherosclerosis.
J Physiol Pharmacol. v. 55, n. 3. p. 503- 517. 2004.

JESZKA-SKOWRON, M. et al. Mulberry leaf extract intake reduces hyperglycemia in
streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats fed high-fat diet. Journal of Functional
Foods. v. 8, p. 9-17, 2014,

JUNG, U. J.; CHOI, M. Obesity and its metabolic complications: the role of adipokines and
the relationship between obesity, inflammation, insulin resistance, dyslipidemia and
nonalcoholic fatty liver disease. International journal of molecular sciences. v. 15, n.4,
p.6184-6223, 2014.

KATSUBE, T. et al. Effect of air-drying temperature on antioxidant capacity and stability of
polyphenolic compounds in mulberry (Morus alba L.) leaves. Food Chemistry. v. 113, p.
964-969, 20009.



46

KAUR, J. A Comprehensive Review on Metabolic Syndrome. Cardiol Res Pract. v. 2014,
p.1-21, 2014.

KANNEL, W. B. Prevalence and natural history of electrocardiographic left
ventricular hypertrophy. Am J Med. v. 75, n. 3, p. 4-11, 1983.

KRIEGER, M. H. et al. Antiatherogenic effects of S-nitroso-N-acetylcysteine in
hypercholesterolemic LDL receptor knockout mice. Nitric Oxide. v. 14, p. 12-20, 2006.

LI, Q. et al. Quantitative Trait Locus Analysis of Carotid Atherosclerosis in an Intercross
Between C57BL/6 and C3H Apolipoprotein E-Deficient Mice. Stroke. v. 39. p. 166-173.
2008.

LIBBY, P. The molecular mechanisms of the thrombotic complications of atherosclerosis. J
Intern Med. v. 263. p. 517-527. 2008.

MACEDO, L. E. T. de.; FAERSTEIN, E. Cholesterol and prevention of atherosclerotic
events: limits of a new frontier. Rev. Saude Publica. v. 51, n. 2, 2017 .

MAGALHAES, F. J. et al . Fatores de risco para doencas cardiovasculares em profissionais
de enfermagem: estratégias de promocéo da saude. Rev. bras. enferm. v. 67, n. 3, p. 394-
400, 2014 .

MALIK, M. N. H. et al. Phytochemical analysis and cardiac depressant activity of aqueous
methanolic extract of Morus nigra L. L. fruit. J. Appl. Pharm. Sci. v. 2, n. 12, p. 39-41, 2012.

MALLHI, TH. et al. Hepatoprotective activity of aqueous methanolic extract of Morus nigra
L. against paracetamol-induced hepatotoxicity in mice. Bangladesh J. Pharmacol. v. 9, p.
60-66, 2014.

MARANHAO, P. A. et al. Brazil nuts intake improves lipid profile, oxidative stress and
microvascular function in obese adolescents: a randomized controlled trial. Nutr Metab, v. 8,
n. 32, p. 1-8, 2011.

MATOS, M. A. O Efeito Do Treinamento Intervalado De Alta Intensidade
Emcomponentes Celulares E Moleculares Relacionados A Resisténcia A Insulina Em
Individuos Obesos. 2016. 145 f. Tese (Doutorado - Programa Multicéntrico de Pds-
Graduacao em Ciéncias Fisiologicas) - Universidade Federal dos Vales do Jetiquinhonha e
Mucuri, Diamantina, 2016.



47

MATHIAS JR. W. Manual de ecocardiografia. Barueri (SP): Manole; 2007. p. 39-43, 2007.

MATSUOKA, H. Endothelial dysfunction associated with oxidative stress in humans.
Diabetes Res Clin Pract. v. 54 n. 2, p. 65-72, 2001.

MATTHEWS, D. R. et al. Homeostasis model assessment: insulin resistance and p-cell
function from fasting plasma glucose and insulin concentrations in man. Diabetologia. v. 28,
n.7,p.412-419, 1985.

MAZIERO, M.; PINHEIRO TEIXEIRA, M. A expansdo da utilizacdo de fitoterapicos no
Brasil. Anais do Saldo Internacional de Ensino, Pesquisa e Extensdo, v. 9, n. 2, 2017.

MAZIMBA, O; MALINDA, R. R. T.; MOTLHANKA, D. Antioxidant and antibacterial
constituents from Morus nigra. Afr. J. Pharm. Pharmacol. v. 5, n. 6, p. 751-754, 2011.

MIRANDA, M. A. et al. Uso etnomedicinal do chd de Morus nigra L. no tratamento dos
sintomas do climatério de mulheres de Muriaé, Minas Gerais, Brasil. HU Revista. v. 36, n. 1,
p. 61-68, 2010.

MOTTA, N. A. V. da. et al. Aterosclerose: Novos Biomarcadores e Perspectivas
Terapéuticas. Rev Bras Cardiol. v. 26, n. 5, p. 390-99, 2013.

MULE, G. et al. Metabolic syndrome in hypertensive patients: An unholy Alliance. World J
Cardiol . v.6, p.890- 907, 2014.

NAITO, Y.; YOSHIKAWA, T. Green tea and heart health. J Cardiovasc Pharmacol. v. 54.
p. 385-390. 2009.

NOWOTNY, K. et al. Advanced glycation end products and oxidative stress in type 2
diabetes mellitus. Biomolecules. v. 5, n. 1, p. 194-222, 2015.

OHKUMA, T.; IWASE, M.; FUJII, H. et al. Dose- and time-dependent association of
smoking and its cessation with glycemic control and insulin resistance in male patients with
type 2 diabetes mellitus: the fukuoka diabetes registry. PLoS One. v. 10, n. 3, 2015.

OLIVEIRA, A. C. B. et al. Avaliagdo toxicologica pré-clinica do cha das folhas de Morus
nigra L. (Moraceae). Rev. Bras. Pl. Med. v. 15, n. 2, p. 244-249, 2013.



48

OLIVEIRA, G. A. et al. Habitos alimentares e risco de doencas cardiovasculares em
universitarios. Medicina (Ribeirao Preto. Online). v. 47, n. 4, p. 399-405, 2014. Disponivel
em: <http://www.revistas.usp.br/rmrp/article/view/89593>. Acesso em 20/09/2019.

ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE (OPAS). Brasil e OPAS/OMS.
Disponivel em: < https://www.paho.org/bra>. Acesso em 20/09/2019.

PADILHA, M. M. et al. Pharmacobotanical study of the leaves of blackberry, Morus nigra,
Moraceae. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 20, n. 4, p. 621-626, 2010a.

PADILHA, M. M. et al. Antiinflammatory properties of Morus nigra L. leaves. Phytother.
Res. v. 24, p. 1496-1500, 2010b.

PAMUKCU, B. et al. The CD40-CD40L system in cardiovascular disease. Ann Med. v. 43,
n. 5, p. 331-340, 2011.

PARK, E. et al. Anti-inflammatory activity of mulberry leaf extract through inhibition of NF-
kappa B. Journal of Functional Foods. v. 5, n. 1, p. 178-186, 2013.

PIEPOLI, M. F., et al. European Guidelines on cardiovascular disease prevention in clinical
practice: The Sixth Joint Task Force of the European Society of Cardiology and Other
Societies on Cardiovascular Disease Prevention in Clinical Practice (constituted by
representatives of 10 societies and by invited experts) Developed with the special contribution
of the European Association for Cardiovascular Prevention & Rehabilitation (EACPR). Eur
Heart J. v. 37, n. 29, p. 2315-2381, 2016.

PIRES, A. et al. Insulin Resistance, Dyslipidemia and Cardiovascular Changes in a Group of
Obese Children. Arqg. Bras. Cardiol. v. 104, n. 4, p. 266-273, 2015.

PONTES, A. G. et al. Resisténcia a insulina em mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos: relagdo com as varidveis antropométricas e bioquimicas. Rev Bras Ginecol
Obstet. v. 34, n. 2, p. 74-79, 2012.

PODREZ, E. A. Anti-oxidant properties of high-density lipoprotein and atherosclerosis. Clin
Exp Pharmacol Physiol. v.37, n.7, p. 719-725, 2010.

QUEIROZ, G. T. et al. Efficacy of Morus nigra L. on reproduction in female Wistar rats.
Food Chem Toxicol. v. 50, n. 3, p. 816-822, 2012



49

RADDY, M. M. DEVAVARAM, J. D.; DHAS, J.; ADEGHATE, E et al. Anti-hyperlipidemic
effect of methanol bark extract of Terminalia chebula in male albino Wistar rats. Journal of
Pharmaceutical Biology. v.53, n. 8, p. 1133-1140, 2015.

RAMACHANDRAN, A. et al. Mitochondria, nitric oxide, and cardiovascular dysfunction.
Free Radic Biol Med. v. 33, n. 11, p. 1465-1434, 2002.

RAMOS, A. M. et al. Inflammatory markers of cardiovascular disease in the elderly. Arqg
Bras Cardiol. v. 92, p. 221-228, 227-234, 2009.

REINER, Z. et al; European Association for Cardiovascular Prevention Rehabilitation.
ESC/EAS guidelines for the management of dyslipidaemias the Task Force for the
Management of Dyslipidaemias of the European Society of Cardiology (ESC) and the
European Atherosclerosis Society (EAS). Eur Heart J. v. 32, n. 14, p. 1769-1818, 2011.

ROSS, R. The pathogenesis of atherosclerosis: a perspective for the 1990s. Nature. v. 362, n.
6423, p. 801-809, 1993.

SA, K. M. A repercusséo da politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicos na
formacéao superior em saude no estado do ceara entre 2006 e 2016. 2016. 213 f.
Dissertacdo (Mestrado Profissional em Politicas Publicas e Gestdo da Educacdo Superior).
Universidade Federal do Ceara. Fortaleza, 2016.

SANTOS, R. D. et al. | Diretriz sobre o consumo de gorduras e salde cardiovascular. Arq
Bras Cardiol. v. 100(1 Suppl 3), p. 1-40, 2013.

SANTOS, L. dos. Influéncia do leite de soja e do extrato etéreo de Capsicum baccatum
na lesdo aterosclerdtica e no remodelamento cardiaco em camundongos knockout para o
receptor de LDL. 2015. 72 f. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia, Campinas, SP. 2015.

SBC. V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose. In: Arquivos
Brasileiros de Cardiologia. Sociedade Brasileira de Cardiologia. p. 01-22, 2013.

SDB. Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes: 2014-2015/Sociedade Brasileira de
Diabetes; [organizacdo José Egidio Paulo de Oliveira, Sérgio Vencio]. — S&o Paulo: AC
Farmacéutica, 2015.

SCHAFRANSKI, K. et al . AVALIACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE FOLHAS DE AMOREIRA PRETA (Morus nigra



50

L.) UTILIZANDO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL. Quim. Nova. v. 42, n. 7, p. 736-
744, 2019 .

SILVA, R. M.. Associagdo da Resisténcia a Insulina, Estresse Oxidativo e Estado
Nutricional de Vitamina E em Individuos com Sindrome Metabdlica com o Genotipo
PRO12PRO no PPARY2. 2008. 66 f. Dissertacdo (Mestrado), Instituto de Nutri¢do —
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2008.

SILVA, D. da C; CERCHIARO, G; HONORIO, K. M. Relagdes patofisiologicas entre
estresse oxidativo e arteriosclerose. Quim. Nova. v. 34, n. 2, p. 300-305, 2011 .

SIMAO, AF et al . | Diretriz Brasileira de Prevencdo Cardiovascular. Arg. Bras. Cardiol. v.
101, n. 6, supl. 2, p. 1-63, 2013

SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA. Arquivos Brasileiros de Cardiologia.
Revista Da Sociedade Brasileira de Cardiologia. v. 109, n. 1, 2017.

SOCIEDAQE DE CARDIOLOGIA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO MANUAL DE
PREVENCAO CARDIOVASCULAR - SOCERUJ. [Editores: Ricardo Mourilhe Rocha,
Wolney de Andrade Martins]. --1. ed. -- Sdo Paulo: Planmark; Rio de Janeiro, 2017.

SOUZA, M. F. M et al. Tendéncias do risco de morte por doencgas circulatérias nas cinco
regides do Brasil no periodo de 1975 a 1996. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, v.77,
n.6, p.562-568, 2007.

SMITHIES, O.; MAEDA, N. Gene targeting approaches to complex

genetic diseases: atherosclerosis and essential hypertension. Proc Natl Acad Sci. v. 92, n. 12,
p. 5266-5272, 1995.

STANGL, V.; LORENZ, M.; STANGL, K. The role of tea and tea flavonoids in
cardiovascular health. Mol Nutr Food Res. v. 50, n. 2, p. 218-228, 2006.

STEVENS, B. et al . Os Custos das Doengas Cardiacas no Brasil. Arq. Bras. Cardiol. v.
111,n. 1, p. 29-36, July 2018 .

TCHERNOF, A.; DEPRES, J. P. Pathophysiology of human visceral obesity: an update.
Physiol Rev. v. 93, p. 359-404, 2013.

TEIXEIRA, B. C. et al. Marcadores inflamatorios, funcdo endotelial e riscos cardiovasculares.
J Vasc Bras. v. 13, n. 2, p. 108-115, 2014.



51

TIAN, J. et al. Hyperlipidemia is a major determinant of neointimal formation in LDL
receptor-deficient mice. Biochem Biophys Res Commun. v. 345, n. 3, p. 1004-1009, 2006.

TORTORA, G. J.; DERRICKSON, B. Principles of anatomy and physiology. 12th
ed. Hoboken: John Wiley & Sons, Inc., 2009.

VASCONCELOQS, S. M. L. et al. Hipotese oxidativa da hipertensao arterial: uma
minirrevisdo. Rev Bras Hipertens. v. 14, n. 4, p. 269-274, 2007.

VIEIRA, E.A. et al. Razdo triglicérides/HDL-C e proteina C reativa de alta sensibilidade na
avaliacdo do risco cardiovascular. J. Bras. Patol. Med. Lab. v.47, n.2, 2011.

VOLP, A. C. P.; ALEFENAS, R. C. G.; COSTA, N. M. B.. Capacidade dos biomarcadores
inflamato6rios em predizer a sindrome metabdlica. Arq Bras Endocrinol Metab. v. 52, n. 3,
p. 537-549, 2008.

XAVIER, H. T. et al. Sociedade Brasileira de Cardiologia. V Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose. Arq Bras Cardiol. v.101, n. 4, Supl. 1, p. 1-20,
2013.

WENZEL, F. et al. Different behavior of soluble CD40L concentrations can be reflected by
variations of preanalytical conditions. Clin Hemorheol Microcirc. v. 39 (1-4), p. 417-422,
2008.

WINK, M. Secondary Metabolites, the Role in Plant Diversification. Academic Press:
Encyclopedia of Evolutionary Biology. Ed. 1, p. 2132, 2016.

WIKINSKI, R. et al. Lipoproteinas remanentes aterogénicas en humanos. Medicina. v. 70, n.
4, p. 375-380, 2010.

WITZTUM, J. L.; LICHTMAN, A. H. The influence of innate and adaptive imune responses
on atherosclerosis. Annual review of pathology. v. 9, p. 73-102, 2014.

WOLLERT, K. C.; DREXLER, H. Regulation of cardiac remodeling by nitric oxide: focus on
cardiac myocyte hypertrophy and apoptosis. Heart Fail. v. 7, n. 4, p. 317-325, 2002.

WU, C. H.; CHEN, S.C.; OU, T. T.; CHYAU, C. C.; CHANG, Y. C.; WANG, C. J.
Mulberry leaf polyphenol extracts reduced hepatic lipid accumulation involving
regulation of adenosine monophosphate-activated protein kinase and lipogenic
enzymes. Journal of Functional Foods. v. 5, p. 1620-1632, 2013.



ZADELAAR, S. et al. Mouse Models for Atherosclerosis and Pharmaceutical Modifiers.
Artherosc Thromb Vasc Biol. v. 27. p. 1706- 1721. 2007.

ZANG, Y. et al. Anti-Diabetic, Anti-Oxidant and Anti- Hyperlipidemic Activities of
Flavonoids from Corn Silk on STZ-Induced Diabetic Mice. Molecules. v. 21, n. 7, p. 1-11,
2016.

52



53

CAPITULO 2

Efeito do extrato das folhas de amoreira (Morus nigra L.) no processo inflamatério
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Resumo

Introducdo: As folhas de Morus nigra L. sdo abundantes e possuem agentes bioativos como
os compostos fendlicos, com diversas acBes bioldgicas como antioxidante, bactericida e anti-
inflamatdria. Estudos com as folhas da amoreira mostraram efeito anticarcinogénico,
hipoglicemiante e antiobesidade. Objetivo: Avaliar o efeito do extrato das folhas da amoreira
na inflamacdo cardiovascular, na resisténcia insulinica e na hipertrofia ventricular esquerda de
camundongos dislipidémicos. Material e métodos: Camundongos knockout para o gene do
receptor LDL foram divididos em quatro grupos experimentais (n=20): grupo S (Standard),
alimentados com dieta padrdo; grupo SA (Standard /Amoreira), alimentados com dieta padrédo
e extrato das folhas da amoreira; grupo HL (Hyperlipidic), alimentados com dieta
hiperlipidica e grupo HLA (Hyperlipidic/Amoreira), alimentados com dieta hiperlipidica e
extrato das folhas da amoreira. Ap6s 15 dias de experimento, foi coletado plasma e

quantificado os niveis plasmaticos de colesterol total e suas fracOes, triglicerideos, proteina C
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reativa, insulina, glicose e calculado o indice de Homa. Foram coletados tecidos cardiacos e
da parede da aorta para quantificar a expressdo do CD40L pelo método de western blotting.
Laminas histolégicas com tecido cardiaco foram preparadas e coradas com hematoxilina e
eosina, para avaliacdo histoldgica geral, e coradas com picrosirius red para avaliar a area de
depdsito de colageno. Resultados: O extrato das folhas de amoreira elevou o HDL
plasmatico, preveniu moderadamente a hipercolesterolemia e ndo reduziu a
hipertrigliceridemia nos camundongos do grupo HLA; preveniu a resisténcia a insulina e,
consequentemente a hiperinsulinemia; reduziu o nivel plasmatico de PCR e preveniu o
aumento da expressdo do CD40L. Conclusdo: O tratamento com o extrato das folhas de
amoreira preveniu a inflamacdo cardiovascular e a resisténcia insulinica, reduzindo dessa

forma, o desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda.

Palavras chave: Dislipidemia; Inflamacéo cardiaca; Aorta; Insulina; Amora.

Introducéo

A sindrome metabdlica (SM) é um conjunto de alteracbes metabdlicas que representa
um grande problema de satde publica em todo 0 mundo, tendo em vista que eleva os indices
de morbimortalidade por doencas cardiovasculares. Entre essas alteracdes, estdo a resisténcia
ainsulina (RI), dislipidemia e diabetes mellitus tipo 2 (CORICA et al., 2019).

A dislipidemia genética associada a dieta hiperlipidica, é um distdrbio metabdlico
envolvido na trilogia: processo inflamatério, disfuncdo endotelial (OISHI et al., 2018) e
estresse oxidativo (CARVALHO et al., 2015), do ambiente cardiovascular, sendo considerado
0os denominadores comuns entre as condi¢cbes que promovem e apoiam a aterogénese
(BARBALHO et al., 2015), hipertrofia cardiaca e a resisténcia insulinica (SARTO et al.,
2018).

A resisténcia insulinica é caracterizada pela diminuicdo na agdo da insulina nos
tecidos periféricos, o que resulta em um aumento compensatério da secre¢ao de insulina. A
desarmonia desse mecanismo ocasiona gradativamente a intolerancia a glicose, que pode
resultar no surgimento de alteracGes hemodindmicas e metabdlicas, como o diabetes mellitus
tipo 2 (DM2). Isso mostra que, possivelmente, as alteracdes fisiopatoldgicas dessa doenca
estejam presentes varios anos antes de sua expresséo clinica (GAYDOSO-DIZ et al., 2013).
O estresse oxidativo gerado pela dislipidemia (SARTO et al., 2018), assim como a liberagédo
de vérias citocinas pro-inflamatorias (CASTILLO-HERNANDEZ et al., 2017) estdo
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envolvidas na patogénese da resisténcia insulinica e muitas estratégicas anti-inflamatérias
demonstraram melhorar a sensibilidade a insulina (OLIVEIRA et al., 2016).

A dislipidemia causa ainda outros distrbios que desencadeiam alteracoes
morfofuncionais em diversos 6rgdos por diferentes vias. Dentre essas vias, temos a via
CD40/CD40L, no qual o ligante CD40L, pode se apresentar na forma livre ou solGvel, ou
como uma proteina transmembrana, que compde uma via fisiopatologica intimamente
envolvida na inflamacéo da parede vascular (STORCH et al., 2017) e cardiaca (OISHI et al.,
2018); na via aterogénese (SILVA, 2015) e na via hipertrofia ventricular esquerda, cuja
inibicdo da via de sua sinalizacdo pode efetivamente reduzir a aterosclerose e a hipertrofia
ventricular esquerda em camundongos (SANTOS et al., 2017).

O tratamento da hipercolesterolemia deve incluir medidas ndo farmacol6gicas. O
padrdo alimentar deve ser resgatado por meio do incentivo a alimentagdo saudavel,
juntamente da orientacdo sobre a selecdo dos alimentos, 0 modo de preparo, a quantidade e as
possiveis substituices alimentares, sempre em sintonia com a mudanca do estilo de vida
(FALUDI et al., 2017), que estdo recomendadas para todos 0s pacientes, assim como o0 uso da
terapia farmacoldgica que pode ser indicada em situacdes especificas. As drogas disponiveis
atualmente para o tratamento da hipercolesterolemia incluem as estatinas (inibidores da
coenzima A), a ezetimiba (inibidor seletivo da absorcdo do colesterol) e as resinas ou
sequestradores dos acidos biliares (SILVERMAN et al., 2016). Entretanto, existem limitagdes
no uso desses medicamentos, e seus efeitos colaterais, tais como insuficiéncia hepatica e
renal, diarreia e hipoglicemia, o que fazem esses medicamentos intoleraveis para alguns
pacientes que necessitam administra-los. Dessa forma, a busca por novas alternativas que
visam encontrar novos compostos que aumentem a eficicia 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 Asia, originaria do Ird (CHEN et al., 2016).
Essa espécie vegetal foi trazida para o Brasil por imigrantes japoneses, adaptando-se bem as
condigdes de clima e solo (SOUZA et al., 2015). Suas folhas sdo abundantes e possuem
agentes bioativos como os compostos fenolicos e sdo usadas na fitoterapia classica como
antimicrobianas, anti-alergénicas, efeitos antidepressivos, neuroprotetoras (DALMAGRO;
CAMARGO; ZENI, 2017) e antioxidante (TURGUT et al., 2016; DALMAGRO;
CAMARGO; ZENI, 2017). Estudos com as folhas da amoreira mostraram efeito
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anticarcinogénico (COSTA, 2017), hipoglicemiante (JUNIOR et al., 2017) e anti-obesidade
(CASARIN; MENDES; LOPES, 2016). Além de serem utilizadas na medicina tradicional,
também esté sendo usada como alimento humano (ARAUJO et al., 2015).

Os polifendis ndo nutricionais, como os flavonoides, vém exercendo poderosos
efeitos antioxidantes em sistemas biologicos e na protecao cardiovascular (AGHABABAEE
et al.,, 2015). A abordagem de opcdes alternativas na prevencdo das dislipidemias é de
extrema relevancia, uma vez que esse distlrbio metabdlico é considerado um problema de
salde publica. Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar o efeito do extrato das folhas da amoreira na inflamacdo cardiovascular, na

resisténcia insulinica e na hipertrofia ventricular esquerda em camundongos dislipidémicos.

Materiais e métodos

Preparacédo do extrato

As folhas de Morus nigra L. foram coletadas no periodo da manha a temperatura de
18° + 3 °C no municipio de Alfenas, Minas Gerais, no més de agosto de 2019. O material
coletado foi transportado até o laboratério da Universidade José do Rosario Vellano
(UNIFENAS) e imediatamente higienizado antes da desidratacdo. As amostras foram
desidratadas em estufa de circulacdo de ar forgado (Fanem, 320-SE) com temperatura
regulada para 50° + 2 °C conforme recomendado por Schafranski et al. (2019). Em seguida,
as folhas foram moidas em moinho analitico (Quimis®, Sdo 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 extracéo.

Para a obtencdo do extrato, as folhas foram submetidas & extracdo em solucdo
hidroalcodlica (70% de alcool etilico e 30% de agua destilada), durante 24 horas, em
percolador. Em seguida foi realizada a filtracdo a vacuo e os extratos obtidos foram
concentrados em rotaevaporador a temperatura maxima de 40 °C até a maxima retirada do
etanol. Todos os processos foram realizados ao abrigo da luz. O preparo do extrato
hidroalcodlico foi baseado no método descrito por Almeida et al. (2012). O extrato
concentrado obtido, de coloracdo verde-escura e cheiro adocicado, foi dissolvido em agua
filtrada, até atingir a concentracéo de 150 mg/mL. O teor alcoodlico da dissolucao final foi de
0 °GL (IAL, 2008).
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Protocolo experimental

O experimento foi realizado no biotério da Universidade José do Rosario 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 condicdes
controladas de temperatura (22° = 1 °C) e ciclos de 12 horas de luz e escuro. Todos 0s
procedimentos experimentais adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UNIFENAS, sob protocolo n°® 21A/2008. Os animais foram
tratados de acordo com os principios éticos do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais (n=20): Grupo S,
alimentados com dieta padrdo (Nuvital®); Grupo SA, alimentados com dieta padrédo
(Nuvital®) e tratados com extrato da folha de amoreira (EFA) na dose diaria de 0,064g/kg
via gavagem; Grupo HL, alimentados com dieta hiperlipidica com 20% de gordura total,
1,25% de colesterol e 0,5% de acido coélico; e Grupo HLA, alimentados com dieta
hiperlipidica com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico, e
tratados com EFA na dose diaria de 0,064g/kg via gavagem. Todos 0s animais receberam
agua ad libitum e sua respectiva dieta por 15 dias.

Apb6s 15 dias com a respectiva alimentacdo, os camundongos permaneceram por
jejum de 12 horas e a seguir foram anestesiados com xilazina e cetamina intraperitonial
(Bayer AS e Parke-Davis®, nas concentracbes de 10 e 100 mg/kg, respectivamente). O
sangue foi coletado por puncdo do plexo venoso retro-orbital para andlise de glicose
plasmatica, insulina, triglicérides, colesterol total (CT) e suas fra¢bes (LDL, HDL e VLDL).

A toracotomia foi realizada, o coracgdo e a aorta foram removidos.

Analise do plasma

O plasma foi obtido por centrifugacdo do sangue a 3000 rpm por 10 minutos. A
glicose plasmatica foi mensurada por colorimetria enzimatica, utilizando a técnica proposta
por Trinder (1969). A insulina plasmatica foi medida com kit comercial ELISA (Dako Ltd,
High Wycombe, Bucks, Reino Unido). A avaliagdo do modelo de homeostase da resisténcia

a insulina (HOMA-IR) foi calculada pela formula: insulinemia em jejum (LU/L) x glicemia
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em jejum (nmol/L)/22,5* (* Para obter valores de glicose em mmol/l, multiplicar os mg/dI
por 0,05551).

Ensaios enziméticos foram utilizados para medir os lipideos plasmaticos
(triglicérides, colesterol total e HDL), conforme descrito por Hedrick et al. (2001). O LDL
foi determinado pela férmula de Friedewald (FRIEDEWALD; LEVI; FREDRICKSON,
1972) e 0 VLDL usando o metodo descrito por Tian et al. (2006).

A determina¢do quantitativa da concentracdo sérica da proteina C reativa (PCR) foi
através de turbidimetria e fotometria do soro sanguineo (Aparelho Humastar 300®)
expressando-se os resultados em mg/dL (LIMA et al., 2005).

Analises histologicas e imuno-histoquimicas

O ventriculo esquerdo (VE) foi pesado e a relacdo peso/peso corporal do VE foi
calculada como a relagdo entre peso corporal (g) e VE (mg). Os camundongos foram
anestesiados e seus coragdes foram perfundidos in situ com Solugéo Salina Tamponada com
Fosfato (PBS) seguido por 10% de formaldeido tamponado com PBS. O VE e a aorta foram
mergulhados em formaldeido a 10% por pelo menos 2 dias e depois lavados em alcool 70%
e processados para inclusdo em parafina por métodos padrdo; foram realizados cortes
histol6gicos em série de 3 pm e fixadas em laminas. Algumas das secc¢fes foram coradas
com hematoxilina-eosina para medi¢des dos cardiomidécitos, e outras foram coradas com
vermelho picrosirius para avaliacdo qualitativa e quantitativa do depdsito de colageno
usando luz normal (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979). Os colagenos
intersticiais aparecem como um dep6sito vermelho com coloracéo picrosirius red.

Outras secgbes ventriculares e da aorta foram usadas para avaliar imuno-
histoquimicamente a expressédo de CD40L. As secdes ventriculares e da aorta foram tratadas
com peroxido de hidrogénio a 3% para bloquear a atividade enddgena da peroxidase e 0s
locais ndo especificos foram bloqueados com leite desnatado a 2% diluido com solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) 0,1M a pH 7,4. As secc¢bes foram incubadas por 12
horas com anticorpo policlonal de coelho CD40L (diluicdo 1:50; Santa Cruz Biotecnologia)
em uma camara umidificada. Ap6s a incubagdo com o anticorpo primario, 0s cortes foram
incubados com o anticorpo secundario biotinilado (kit Dako® LSAB™) por uma hora a 37° C.
Para mostrar areas imunorreativas, as se¢des foram incubadas com complexo conjugado com
peroxidase (Dako® LSAB*) por 45 minutos a 37° C e colocadas em uma solugdo de
cromogénio (DAB 50 mg em 50 ml de PBS com 3 ml de peroxido de hidrogénio a 10%) por
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trés minutos. Apos coloracdo com hematoxilina Harris (Sigma®) por 25 segundos, as
laminas foram montadas e analisadas por microscopia éptica usando o software LGMC-
image versdo 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 especifica ou especificar tons no campo. O
software destacou uma cor especifica dentro do campo (com base nas configuracGes de
limite do operador) e calculou a &rea ocupada. Os espagos nao tecidos do campo foram
reconhecidos (com configuragcdes de limiar do operador) pelo software e subtraidos para
fornecer a area correta de tecido total no campo. A razdo entre a area de depdsito de
colageno e a area total de tecido (x100%) foi entdo calculada para fornecer uma medida da
area percentual. A porcentagem média foi representada pela média de 11 campos de cada
secdo histologica. Em outra anélise, o diametro dos cardiomiécitos dentro do campo foi
medido usando critérios padr6es. Uma linha perpendicular ponto a ponto foi colocada
através do eixo longitudinal do midcito no nivel do ndcleo, e esse diametro foi medido pelo
software de imagem por computador. Todos os cardiomidcitos longitudinalmente
direcionados com uma borda celular distinta (no nivel do nucleo) dentro do campo de
amostragem foram medidos e suas médias foram calculadas para fornecer um didmetro
médio dos cardiomidcitos. Cardiomidcitos transversais ou obliquos foram excluidos. Foram
analisados 5 cortes transversais diferentes e completos por ventriculo, que produziram de 15
a 20 medidas de cardiomidcitos por secdo histoldgica. As medicdes totais foram de 75 a 100
cardiomidécitos por animal. Um dnico examinador realizou as analises histologicas em
esquema duplo-cego (ARMSTRONG et al., 1998).

Analise de proteinas Immunoblotting

Os tecidos do VE e da aorta dos camundongos foram pulverizados a —80 °C usando
um pildo e argamassa de aco inoxidavel e ressuspensos em tampao de homogeneizacdo da
seguinte composic¢do: Tubos 0,1 mM, 5 mM MgCl,, 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 & concentracédo total de proteinas usando o método de Bradford
(Bio-Rad). Quantidades iguais de proteina (200 mg/faixa) de 3 ventriculos esquerdos e 5

aorta de cada grupo foram envolvidas em 7,5% (peso/vol) de mini géis de SDS polacrilamida
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(Mini- Protean Ill, Bio-Rad) e transferidas para a membrana de nitrocelulose (Amersham
Biociéncias). As transferéncias foram bloqueadas com leite desnatado a 5% (p/vol)
(maravilha) em tampé&o contendo Tris-HCI 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
(diluicdes de 1: 1000). Entdo, coloracBes apropriadas controles (GAPDH) foram
processadas. As manchas foram expostas ao anticorpo secundario anti-lgG de coelho
conjugado com peroxidase de rdbano 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 Optica 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 analises histologicas foram da Merck KGaA
(Darmstadt, Alemanha).

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

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM). A anélise de
variancia (ANOVA) foi seguida pelo teste de Tukey para compararacdo entre 0s grupos. As

diferencas foram consideradas significativas para p <0,05.

Resultados

Na analise do perfil lipidico, os camundongos do grupo SA apresentaram aumento
nos niveis plasmaticos do CT, nas suas fragdes e dos triglicérides quando comparados com
parametros dos camundongos do grupo S (Tabela 1). Assim, como houve um aumento de
34% da fracdo HDL nos camundongos do grupo SA, as relagdes CT/HDL e LDL/HDL ndo

apresentaram diferencas entre os grupos S e SA.
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TABELA 1:Niveis plasmaticos do colesterol total (CT) e suas fracdes (HDL, LDL,VLDL) e triglicérides
(TG) (mg/dL); propor¢oes CT/HDL, LDL/HDL e TG/HDL; dos niveis plasmaticos de glicose (nU/L),
insulina (nU/L) e indice de HOMA (HOMAIR) e niveis plasmaticos da proteina C reativa (PCR) (mg/dL)
de camundongos LDLr-/- alimentados com dieta padréo (S), dieta hiperlipidica (HL) e tratados com
extrato da folha da amoreira (SA e HLA).

Parametros Grupo S Grupo SA Grupo HL Grupo HLA
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
CT 249+16° 326+22° 631+322 418+29°
HDL 59+2b 79+52 25+2° 75+42
CT/HDL 4,2+0.5° 4,1+0.6° 2,2+452 5,8+1.5
LDL 165+9¢ 214+12° 578+6? 306+27°
LDL/HDL 2,8+0.6° 2,7+0.02° 23,1+3.6° 4,1+0.8°
VLDL 25+1° 33+22 28+1° 37+£32
TG 124+6° 165+10? 142+7° 188+152
TG/HDL 2,1+0.2° 2,1+0.4° 5,9+12 2,5+ 0.6°
Insulina 2,7+0.6° 2,8+0.2° 5,8+0.92 3,0£0.2°
Glicose 5.5+0.12 5,6+0.32 5,6+0.12 5,5+0.22
HOMARr 0,7+0.05° 0,8+0.06" 1,5+0.282 0,8+0.16°
PCR 6+0,5° 4,5+1b 14,5+12 5,5+1°

Os valores foram expressos como média + Erro Padrdo da Média. Letras diferentes na mesma linha indicam
diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Os camundongos do grupo HL apresentaram hiperlipidemia severa, com reducao
dréastica dos niveis do HDL em relacdo 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 niveis plasmaticos do CT e da fracdo LDL. Além disso,
triplicou a fragdo HDL quando comparados com os camundongos do grupo HL, com
marcada reducdo da relagdo LDL/HDL quando comparado ao grupo HL (Tabela 1). O
extrato da folha da amoreira ndo preveniu a hipertrigliceridemia nos camundongos dos
grupos SA e HLA (Tabela 1).

No perfil glicémico e insulinémico, os camundongos do grupo SA ndo apresentaram
diferengas 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,r quando comparados com 0s grupos S,
SA e HLA. O extrato da folha da amoreira preveniu o aumento dos niveis plasmaticos da
insulina e do HOMAIr nos camundongos do grupo HLA (Tabela 1).

Com relagéo aos niveis plasmaticos da proteina C reativa, observamos uma relacéo

inversa com os niveis plasmaticos de HDL, mostrando que os niveis plasmaticos dessa
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proteina aumentaram nos camundongos do grupo HL quando comparados aos dos grupos S,
SA e HLA (Tabela 1).

Tabela 2:
Proporc¢do do peso ventricular esquerdo (mg)/peso corporal do camundongo (g) (VE/PC); didmetro dos
cardiomiécitos e area miocardica do colageno (%) de camundongos LDLr-/- alimentados com: dieta

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

Parametros Grupo Grupo Grupo Grupo
S SA HL HLA
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Proporc¢do VE/PC (mg/g) 3,3+0.1°¢ 3,3+0.2¢ 4,2+0.2° 3,8+0.3°
Diametro dos cardiomidcitos (um) 19+1° 18+2°¢ 26+12 22+1°
Area de colageno miocardial (%) 4,3£0.5¢ 4,8+0.3¢ 10,6+0.72 6,8+0.6°

Os valores foram expressos como média + Erro Padrdo da Média. Letras diferentes na mesma linha indicam
diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Os camundongos do grupo HL desenvolveram hipertrofia ventricular esquerda
(HVE) (Tabela 2 e Figura 1) decorrente do aumento no didmetro dos cardiomidcitos e na

deposicao de colageno intersticial. 1sso em resposta ao processo inflamatdrio, caracterizado

pelo aumento da expressdo do CD40L cardiaco e vascular (Figuras 2 e 3).

Diametro de
cardiomidcito.
HE

% depésito de
colageno.
PR

Figura 1: Fotomicrografia corada com hematoxilina/eosina (HE) representativa do ventriculo esquerdo
mostrando o diametro dos cardiomiécitos. Fotomicrografia corada com picrosirius red (PR) mostrando a
distribuicdo do colageno intersticial (marcado em vermelho) no miocardio ventricular esquerdo dos
camundongos. S - dieta padrao; SA - dieta padrdo e extrato das folhas de Morus nigra L. HL - dieta
hiperlipidica; HLA - dieta hiperlipidica e extrato de folha de Morus nigra L.
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Figura 2 - Andlise Western Blot da expressdo da proteina CD40 ligante (CD40L) no ventriculo esquerdo de
camundongos LDLr -/- alimentados com uma dieta padréo (S, n = 10), camundongos LDLr -/- alimentados
com uma dieta padréo tratada com extrato da folha da amoreira (SA, n = 10), camundongos LDLr -/-
alimentados com dieta hiperlipidica (HL, n = 10) e camundongos LDLr -/- alimentados com dieta
hiperlipidica e tratados com extrato da folha da amoreira (HLA, n = 10). (ANOVA + teste deTukey com
nivel de confianga de 95%).

Os valores foram expressos como média + Erro Padrédo da Média. Letras diferentes entre as colunas indicam
diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 3- Andlise Western Blot da expressdo da proteina ligante CD40 (CD40L) na aorta de camundongos
LDLr -/- alimentados com uma dieta padré&o (S, n = 10), camundongos LDLr -/- alimentados com uma dieta
padrdo tratada com extrato da folha da amoreira ( SA, n = 10), camundongos LDLr -/- alimentados com
dieta hiperlipidica (HL, n = 10) e camundongos LDLr -/- alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com
extrato da folha da amoreira (HLA , n = 10). (ANOVA + teste deTukey com nivel de confiaca de 95%).

Os valores foram expressos como média + Erro Padrédo da Média. Letras diferentes entre as colunas indicam
diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

O extrato da folha da amoreira preveniu parcialmente a HVE dos camundongos do grupo
HLA prevenindo o aumento do didmetro dos cardiomidcitos e a porcentagem do depdsito de
coldgeno. Além disso, o extrato da folha da amoreira preveniu o aumento da expressdo do
CD40L no miocérdio e na aorta dos camundongos HLA, ndo apresentando diferencas quando

comparados com os camundongos do grupo S e SA.

Discussao

Os camundongos que receberam dieta hiperlipidica no presente estudo, desenvolveram
dislipidemia severa, com intensificacdo do processo inflamatério e ativou a via CD40L com
aumento na sua expressdo. Além disso, 0 modelo animal estudado demonstrou ativacdo no
processo oxidante (CARDOSO., et al. 2011), com aumento do estresse oxidativo (SARTO et al.,
2018) e diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (ABEL et al., 2014).

Esse aumento do estresse oxidativo elevou a peroxidacéo lipidica da molécula de HDL e
consequentemente a sua remocgdo hepéatica (HOLVOET, 2008; SARTO et al., 2018), com
diminuicdo dos niveis plasmaticos do HDL e da sua funcdo cardiovascular protetora
antioxidante e anti-inflamatdria, favorecendo ainda mais o processo inflamatério cardiovascular.
A oxidacdo dos receptores da insulina, neste modelo animal, gerou a resisténcia insulinica com
hiperinsulinemia nos camundongos do grupo HL. Assim, no presente estudo, observou-se
aumento de fatores hipertréficos cardiacos no grupo HL, como hiperinsulinemia (SARTO et al.,
2018), aumento na expressdo de CD40L (SANTOS et al., 2017), hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia (GARCIA; INCERPI, 2008; SILVA et al., 2015) e a diminuigéo de fatores
anti-hipertroficos cardiaco, como o oOxido nitrico (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 0 aumento dos niveis plasmaticos 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 alem de
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promover a redugdo do indice aterogénico em ratos diabéticos. Esse efeito hipolipemiante da
Morus nigra pode estar relacionado ao acido clorogénico e quercitina encontrados no extrato
de suas folhas. Esses compostos podem atuar como adjuvantes no processo de queda dos
niveis de colesterol total e LDL (ZENI et al., 2017). Além disso, observou-se também que o
extrato nao sO preveniu a diminuicdo dos niveis do HDL como também aumentou seus
niveis plasmaticos em 34% no grupo SA em relacdo ao grupo S, e 300% no grupo HLA em
relagdo ao HL, melhorando as relagdes CT/HDL e LDL/HDL nos camundongos do grupo
HLA.

O extrato das folhas da amoreira apresentou efeito benéfico sobre a dislipidemia
genética associada a dieta hiperlipidica em camundongos knockout para o gene do receptor
de LDL, prevenindo parcialmente a hipercolesterolemia e aumentando os niveis plasméticos
de HDL. O aumento dos niveis plasmaticos de HDL nos camundongos tratados com o
extrato da folha da amoreira e a presenca de compostos fendlicos nesse extrato, como 0s
acidos cafeoilquinicos (SILVA, 2012), estdo relacionados a menor ocorréncia do processo
inflamatorio cardiovascular nos camundongos do grupo HLA.

Os compostos fendlicos da folha da amoreira, principalmente os 4&cidos
cafeoilquinicos (SILVA, 2012), podem ter contribuido para prevenir a oxidacdo do HDL e sua
remocao hepatica (CHRISTISON et al., 1996), assim como também por acdo direta como
antioxidante (TURGUT, 2015; DALMAGRO; CAMARGO; ZENI, 2017; SCHAFRANSKI
et al., 2019) no sistema cardiovascular. O papel anti-inflamatério da HDL pode estar
relacionado a seu efeito antioxidante (HOLVOET et al., 2008; GARCIA et al., 2011). A
molécula do HDL também inibe a expressdo das moléculas de adesdo na superficie das
células endoteliais (VCAM-1, ICAM-1 e Selectina E) induzidas pelas citocinas pro-
inflamatorias (XIA et al., 1999), o que diminui a transmigracdo dos mondcitos para a regido
subendotelial. Esses efeitos explicam a prevencdo na inflamacdo cardiovascular,
caracterizada pela baixa expressdo do CD40L na aorta e no miocardio, assim como a
prevencdo no aumento dos niveis plasmaticos da PCR, um marcador de processo
inflamatdrio cardiaco (SARTO et al., 2018).

Outros estudos (ALMEIDA et al., 2011; ALBUQUERQUE; NERI, 2012) nao
encontraram efeito hipoglicemiante do extrato de Morus nigra L. Contudo, os estudos de
Junior et al. (2017), demonstraram que o tratamento a curto prazo com o extrato etandlico
das folhas de Morus nigra L, reduziu a hiperglicemia, melhorou a tolerancia oral a glicose e

promoveu a redugdo do indice aterogénico em ratos diabéticos. No presente estudo, o extrato
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das folhas de amoreira ndo apresentou efeito hipoglicemiante, porém, preveniu 0 aumento
dos niveis plasmaticos da insulina e do HOMAIr nos camundongos do grupo HLA. Isso pode
ser atribuido aos componentes fitoquimicos (SILVA, 2012) encontrados no extrato das folhas,
como os &cidos cafeoilquinicos. Os &cidos cafeoilquinicos sdo compostos fenodlicos com
atividade antioxidante semelhante a outros &cidos fendlicos, séo eficientes no sequestro de
radicais livres (PRAKASH et al.,, 2007). Algumas propriedades terapéuticas dos &cidos
cafeoilquinicos estdo relacionadas ao seu efeito anti-inflamatério, como inibidor da
xantinaoxidase, modulador do estresse oxidativo induzido por peroxido, atenuador da
oxidagdo do colesterol e efeito hipotensor em ratos (SILVA, 2012). A provavel redugdo do
estresse oxidativo tecidual pelo efeito do extrato das folhas da amoreira nos camundongos
HLA melhorou a sinalizacdo da insulina, prevenindo a resisténcia insulinica e reduzindo a
hiperinsulinemia, para manter os niveis plasmaticos da glicose nos camundongos do grupo
HLA dentro dos padrfes observados nos grupos S e SA.

Além de prevenir totalmente a resisténcia insulinica, a hiperinsulinemia, além da
reducdo dos niveis plasmaticos de HDL e da expressdo do CD40L na aorta e miocéardio, e
ainda prevenir parcialmente a hipercolesterolemia, o extrato das folhas da amoreira nos
camundongos no grupo HLA, preveniu parcialmente a HVE, com menor area de colageno no
miocardio, quando comparado a HVE dos camundongos do grupo HL. O extrato da folha de
amoreira ndo preveniu a hipertrigliceridemia nos camundongos dos grupos SA e HLA.
Simko et al. (2002) demonstraram que a hipertrigliceridemia em ratos resulta em
crescimento hipertréfico do ventriculo esquerdo, associado ao remodelamento fibrético
minimo. Esse pode ter sido o fator pelo qual o extrato da folha de amoreira ndo preveniu
totalmente a HVE, que se apresentou com menor area de tecido fibroso miocardico nos
camundongos do grupo HLA.

Concluséao

O extrato das folhas da amoreira apresentou beneficios no reequilibrio da
homeostasia metabolica dos lipideos e consequentemente do estado inflamatério ativado
pela dislipidemia genética associada & ingestdo da dieta hiperlipidica, com excecdo da
hipertrigliceridemia, prevenindo a inflamacdo cardiovascular e a resisténcia insulinica,

reduzindo o desenvolvimento da HVE.
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