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RESUMO 
 
 
A obesidade é considerada como um dos maiores problemas de saúde pública no 
mundo e um importante fator de risco para doenças crônicas não transmissíveis. 
Muitas plantas medicinais são amplamente utilizadas de modo empírico pela 
população brasileira para cura e/ou prevenção de algumas doenças. Dentre as 
espécies de plantas utilizadas para fins medicinais encontra-se a amoreira do 
gênero Morus, que pode oferecer efeito antioxidante, anti-inflamatório, hipotensivo, 
antidiabético, entre outros. Assim o objetivo deste estudo é avaliar os efeitos do 
extrato etanólico e aquoso da folha da Morus nigra L. em camundongos em uso de 
dieta hiperlipídica. Primeiramente foi realizado o teste de toxicidade aguda em 15 
camundongos Swiss fêmeas, divididos em 3 grupos: controle tratado com salina, 
grupo tratado com extrato etanólico e grupo tratado com extrato aquoso da Morus 
nigra L. na dose 2000 mg/kg, via gavagem. Foi analisado a presença de sinais de 
toxicidade nas primeiras horas após o tratamento e periodicamente por 14 dias. Para 
o experimento, utilizou-se 72 camundongos Swiss machos os quais foram divididos 
em 6 grupos experimentais de acordo com o peso corporal. Os animais foram 
tratados com dieta e água ad libitum recebendo os respectivos tratamentos via 
gavagem, por um período de 12 semanas: grupo dieta normal e salina (DNS), dieta 
hiperlipídica e salina (DHS), dieta hiperlipídica e extrato etanólico de folhas da 
amoreira na concentração de 200 mg/kg (EEA200), dieta hiperlipídica, extrato 
etanólico de folhas da amoreira na concentração de 400 mg/kg (EEA400), dieta 
hiperlipídica  e extrato aquoso de folhas da amoreira na concentração de 200 mg/kg 
(EAA200) e dieta hiperlipídica e extrato aquoso de folhas da amoreira na 
concentração de 400 mg/kg (EAA400). Foram avaliados os seguintes parâmetros: 
peso corporal, ingestão alimentar, perfil lipídico e glicêmico, adiposidade visceral 
(peso dos coxins adiposos, fígado e pâncreas) e dosagem de citocinas (IL-6, TNF-α, 
MCP-1 e IL-10). Os resultados mostram que não houve sinais de toxicidade ou 
mortalidade. Os animais do grupo EAA200 apresentaram maior ganho de peso 
(p≤0,001) em relação ao grupo DNS e DHS. Além disto, este grupo reportou maior 
ingestão alimentar total que os demais grupos em dieta hipercalórica. Nas análises 
bioquímicas foi observado níveis elevados de triglicerídeos e VLDL nos grupos 
EEA400 e DNS. No grupo EAA400 verificou-se níveis elevados de HDL, o que 
sugere possível proteção cardiovascular. Não se observou diferença significativa 
entre os grupos de animais para o colesterol total, LDL, índice aterogênico e 
glicemia de jejum. No entanto os grupos que receberam EEA200 e EAA400 
conseguiram manter comportamento glicêmico semelhante ao grupo DNS, mesmo 
em dieta hiperlipídica. Acrescenta-se que os extratos não reduziram a adiposidade 
visceral, havendo maior deposição de gordura hepática nos grupos EEA400 e 
EAA200. Na dosagem de interleucinas IL-6, o grupo DHS apresentou a maior média 
de concentração. Para as citocinas TNF-α e IL-10 não houve diferença entre os 
grupos. Já para o MCP-1 os grupos DHS, EAA200 e EAA400 obtiveram 
concentrações estatisticamente significativas em comparação ao grupo DNS. 
Conclui-se que no modelo estudado os extratos etanólico e aquoso da amoreira não 
foram eficazes no combate à obesidade e suas alterações metabólicas.  
 

 
Palavras-chave: Obesidade, plantas medicinais, dieta hiperlipídica.  

 



 

 

 

ABSTRACT 
 

Obesity is considered as one of the biggest public health problems in the world and 
an important risk factor for chronic non-communicable diseases. Many medicinal 
plants are widely used empirically by the Brazilian population to cure and / or prevent 
some diseases. Among the species of plants used for medicinal purposes is the 
mulberry of the genus Morus, which can offer antioxidant, anti-inflammatory, 
hypotensive, anti-diabetic effects, among others. Thus, the objective of this study is 
to evaluate the effects of the ethanolic and aqueous extract of the leaf of Morus nigra 
L. in mice using a high-fat diet. Firstly, the acute toxicity test was performed on 15 
female Swiss mice, divided into 3 groups: control treated with saline, group treated 
with ethanolic extract and group treated with aqueous extract of Morus nigra L. at 
2000 mg / kg, via gavage. The presence of signs of toxicity was analyzed in the first 
hours after treatment and periodically for 14 days. For the experiment, 72 male Swiss 
mice were used, which were divided into 6 experimental groups according to body 
weight. The animals were treated with diet and water ad libitum receiving the 
respective treatments via gavage, for a period of 12 weeks: normal diet and saline 
group (DNS), hyperlipidic and saline diet (DHS), hyperlipidic diet and ethanolic 
extract of mulberry leaves at a concentration of 200 mg / kg (EEA200), a high fat diet, 
ethanol extract of mulberry leaves at a concentration of 400 mg / kg (EEA400), a high 
fat diet and aqueous extract of mulberry leaves at a concentration of 200 mg / kg 
(EAA200) and hyperlipidic diet and aqueous extract of mulberry leaves at a 
concentration of 400 mg / kg (EAA400). The following parameters were evaluated: 
body weight, food intake, lipid and glycemic profile, visceral adiposity (weight of fat 
pads, liver and pancreas) and cytokine levels (IL-6, TNF-α, MCP-1 and IL-10). The 
results show that there were no signs of toxicity or mortality. The animals in the 
EAA200 group showed greater weight gain (p≤0.001) compared to the DNS and DHS 
group. In addition, this group reported higher total food intake than the other groups 
on a high-calorie diet. In biochemical analyzes, high levels of triglycerides and VLDL 
were observed in the EEA400 and DNS groups. In the EAA400 group, high levels of 
HDL were found, which suggests possible cardiovascular protection. There was no 
significant difference between groups of animals for total cholesterol, LDL, 
atherogenic index and fasting glucose. However, the groups that received EEA200 
and EAA400 managed to maintain glycemic behavior similar to the DNS group, even 
on a high-fat diet. It is added that the extracts did not reduce visceral adiposity, with 
greater deposition of liver fat in the EEA400 and EAA200 groups. In the dosage of IL-
6 interleukins, the DHS group had the highest concentration average. For TNF-α and 
IL-10 cytokines there was no difference between groups. For the MCP-1, the DHS, 
EAA200 and EAA400 groups obtained statistically significant concentrations 
compared to the DNS group. It is concluded that in the model studied the ethanolic 
and aqueous extracts of the mulberry were not effective in combating obesity and its 
metabolic alterations. 

 
Key words: obesity, medicinal plants, high-fat diet. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) a obesidade tornou-se um 

dos maiores problemas de saúde pública no mundo, uma vez que entre 1975 e 

2016, a sua prevalência mundial praticamente triplicou. Em 2016, 39% dos adultos 

com idade ≥ 18 anos foram diagnosticados com excesso de peso e 13% com 

obesidade (WHO, 2017). No Brasil, a frequência de excesso de peso aparece em 

52,9% dos brasileiros adultos com idade ≥ 25 anos. Assim como, em Campo 

Grande, capital do estado de Mato Grosso do Sul, mais da metade da população 

apresenta excesso de peso (58,5%) (BRASIL, 2019).   

A obesidade é julgada complexa e multifatorial, resultando da interação de 

genes, ambiente, estilo de vida e fatores emocionais. Atualmente, colaboram para a 

epidemiologia da obesidade, a menor prática de atividade física associada ao 

consumo elevado de alimentos com alta densidade calórica, alta palatabilidade, 

baixo poder de saciedade e de fácil digestão e absorção, que contribuem para o 

desequilíbrio energético. Outro forte estímulo para obesidade trata-se da diminuição 

do número de refeições realizadas em casa com aumento compensatório da 

alimentação em redes de fast food (ABESO, 2016).  

O acúmulo anormal ou excessivo de gordura corporal, que caracteriza a 

obesidade, é um importante fator de risco para doenças crônicas não transmissíveis, 

como doença cardiovascular, hipertensão, câncer, dislipidemia, resistência à 

insulina, diabetes mellitus, complicações hepáticas, entre outras (WHO, 2000). Tais 

doenças estão relacionadas principalmente a proteínas pró-inflamatórias da 

obesidade, conhecidas como adipocinas, entre elas Interleucina-6 (IL-6), 

adiponectina, leptina, Inibidor do Ativador do Plasminogênio-1 (PAI-1) e Fator de 

Necrose Tumoral-α (TNF-α) (BARBALHO et al., 2015).  

Sabe-se que muitas plantas medicinais são amplamente utilizadas de modo 

empírico pela população brasileira em diversas circunstâncias, seja para cura e/ou 

prevenção de alguma doença/sintoma. Dentre as espécies de plantas utilizadas para 

fins medicinais encontra-se a amoreira do gênero Morus (KUMAR; CHAUHAN, 

2008).  

 Estudos apontam os benefícios que as espécies Morus podem oferecer como 

efeito antioxidante (VOLPATO et al., 2011), anti-inflamatório, hepatoprotetor, 
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hipotensivo, antipirético, analgésico, diurético, expectorante e antidiabético (CHEN et 

al., 1995; NOMURA, 1988), isto possivelmente deve-se ao seu conteúdo de 

compostos fenólicos, flavonoides e antocianinas (RODRIGUES et al.; 2019).  

Em particular a Morus nigra espécie popularmente conhecida como “amora 

miura” e de origem asiática, adaptou-se bem à região brasileira, sendo o chá das 

folhas (decocto) popularmente utilizado na região do Vale do São Francisco, Brasil, 

para o tratamento de diabetes, colesterol, problemas cardiovasculares, obesidade e 

gota (OLIVEIRA et al., 2013). Ainda, devido a característica antioxidante das folhas 

de Morus nigra, a administração do seu extrato hidroetanólico demonstrou inibição 

do crescimento de células cancerígenas e indicou proteção contra possível lesão 

hepática (TAG, 2015).  

Embora tenham sido evidenciadas na literatura as possíveis propriedades 

benéficas da folha de amoreira, ainda não há estudos suficientes para esclarecer 

seu papel na prevenção e/ou tratamento de obesidade e transtornos metabólicos. 

Deste modo, esta pesquisa objetivou avaliar os efeitos dos extratos etanólico e 

aquoso da folha da Morus nigra L. em camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Obesidade: etiologia, definição e classificação  

 

A obesidade pode ser considerada uma doença crônica multifatorial, 

desencadeada pela interação de fatores genéticos e ambientais, que associado com 

consumo energético positivo favorece o acúmulo anormal e excessivo de gordura 

corporal (WHO, 2000). Estudos demonstraram que os efeitos etiológicos da genética 

sobre o acúmulo de tecido adiposo corporal correspondem a 25% e os fatores 

ambientais correspondem a 75% (PÉRUSSE et al., 1999; SILVA; MURA, 2010; 

ALVARENGA et al., 2011).  

 O aumento do consumo de alimentos com alta densidade calórica associado 

à menor prática de atividade física contribuem para o desequilíbrio energético, 

principal causa do sobrepeso e obesidade (ABESO, 2016). Por conseguinte, este 

desequilíbrio leva a hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos e assim aumenta os 

riscos do desenvolvimento de doenças associadas à obesidade (BRAY, 2004; 

CUPPARI, 2005; RUBIN, 2010). 

Para o diagnóstico e classificação do sobrepeso e da obesidade em adultos é 

utilizado o índice de massa corporal (IMC), que é calculado a partir do peso do 

indivíduo em quilogramas dividido pela sua altura em metros ao quadrado (kg/m2) 

(ABESO, 2016) (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Classificação do Índice de Massa Corporal para adultos.  

 

IMC (kg/m2) 
CLASSIFICAÇÃO 

OBESIDADE 

GRAU/CLASSE 

RISCO DE 

COMORBIDADES 

< 18,5 Magro ou Baixo peso 0 Normal ou elevado 

18,5 – 24,9 Normal ou Eutrófico 0 Normal 

25,0 – 29,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado 

30,0 – 34,9 Obesidade I Elevado 

35,0 – 39,9 Obesidade II Muito elevado 

≥ 40,0 Obesidade grave III Muitíssimo elevado 

 Fonte: ABESO (2016) 
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Para estimar a prevalência de obesidade o IMC é um bom indicador, contudo, 

não está diretamente ligado com a gordura corporal, ou seja, não diferencia massa 

magra de massa gordurosa, bem como a distribuição de gordura corporal, que difere 

entre os indivíduos em razão do sexo, idade, nível de atividade física, entre outros 

aspectos (ABESO, 2016). 

A medida da Circunferência da Cintura (CC) é um indicador antropométrico que 

está relacionado ao IMC para avaliar a distribuição de gordura corporal em adultos 

(OLIVEIRA et al., 2010), e avalia o risco para doenças cardiovasculares. Para 

homens, o ponto de corte para risco é uma circunferência de cintura ≥ a 94 cm, se 

>102 cm representa risco muito aumentado. Nas mulheres o ponto de corte da 

medida da circunferência da cintura é ≥ a 80 cm e se >88 cm representa risco muito 

aumentado (WHO, 2008; CALIXTO-LIMA; GONZALEZ, 2013).  

Além disso, outro indicador antropométrico para avaliar a distribuição de 

gordura corporal em adultos é a Razão Cintura-Quadril (RCQ), medida que reflete o 

acúmulo de gordura intra-abdominal, assim como a CC. O cálculo se dá por meio da 

divisão dos valores de (CC) e Circunferência do Quadril (CQ) (WHO, 2008; 

CALIXTO-LIMA; GONZALEZ, 2013). Os valores de classificação da RCQ estão 

apresentados na Tabela 2.  

 

Tabela 2 - Valores de classificação da relação entre Cintura-Quadril como indicador 

antropométrico.  

Gênero Baixo Moderado Alto Muito Alto 

Masculino <0,85 0,85 – 0,89 0,90 – 0,95 ≥0,95 

Feminino <0,75 0,75 – 0,79 0,80 – 0,86 ≥0,86 

Fonte: Adaptada de Bray e Gray (1988).  

 

2.2 Epidemiologia da obesidade  

 

A prevalência mundial de obesidade tem aumentado constantemente ao 

longo dos anos. Dados da OMS indicam que mais de 1,9 bilhão de adultos maiores 

de 18 anos tinham excesso de peso em 2016, destes, mais de 650 milhões eram 

obesos, estes valores correspondem a cerca de 13% da população adulta mundial 

(11% dos homens e 15% das mulheres). Em relação às crianças menores de 5 
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anos, estimou-se neste mesmo ano que em torno de 41 milhões de crianças 

estavam acima do peso (WHO, 2017). 

Nos Estados Unidos, entre os anos de 2015 e 2016, a prevalência de 

obesidade em indivíduos adultos (≥20 anos) era de 35,7%. Analisando essa 

prevalência entre os sexos, 36,5% das mulheres e 34,8% dos homens estavam 

obesos (HALES et al., 2017). Já para as crianças americanas com faixa etária de 2 a 

5 anos, a prevalência de excesso de peso foi de 13,7%, entre os anos 2015 e 2016 

(SKINNER et al., 2018).  

No Brasil, de acordo com a Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para 

Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico VIGITEL (2018), realizada pelo Ministério 

da Saúde em todas as capitais brasileiras e no Distrito Federal, a frequência de 

excesso de peso foi de 55,7% dos brasileiros adultos com idade ≥ 18 anos, 

indicando Cuiabá como a capital com a maior frequência (60,7%), e a menor em São 

Luís com 47,2% (BRASIL, 2019). Em relação às crianças de 5 a 9 anos de idade, a 

Pesquisa de Orçamentos Familiares 2008-2009, indicou uma prevalência de 32% de 

sobrepeso e 11,8% de obesidade (IBGE, 2010).  

Em 2017, a VIGITEL apontava a capital Campo Grande (MS) com 59,8% da 

população apresentando excesso de peso, sendo uma das capitais com maior 

frequência do indicador excesso de peso entre as mulheres (51,9%) (BRASIL, 

2018). Do mesmo modo, na pesquisa realizada em 2018, Campo Grande ainda 

aparece com mais da metade da população apresentando excesso de peso (58,5%), 

sendo 61,2% do sexo masculino e 56,1% do sexo feminino (BRASIL, 2019). 

Para a obesidade no conjunto das capitais brasileiras, foi encontrada a 

frequência de 19,8% de adultos (≥18 anos) obesos, sendo pouco maior entre as 

mulheres (20,7%) do que entre os homens (18,7%). Em Campo Grande, os dados 

indicam 21,5% de adultos obesos, com prevalência semelhante entre os sexos 

masculino (21,4%) e feminino (21,5%) (BRASIL, 2019). 

  

2.3 Complicações associadas à obesidade  

 

A obesidade é considerada um importante fator de risco para doenças crônicas 

não transmissíveis (DCNT), como por exemplo, doença cardiovascular, hipertensão, 
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dislipidemia, resistência à insulina, diabetes mellitus, complicações hepáticas e 

câncer (WHO, 2000).  

Estas doenças geram um grande custo econômico a saúde pública no Brasil, 

além de serem responsáveis por um elevado número de mortes prematuras (MALTA 

et al., 2014). Em 2016, as DCNT foram responsáveis por 74% do total de mortes. 

Entre as doenças as mais frequentes causas de óbito são: doenças 

cardiovasculares (28%), neoplasias (18%), doenças respiratórias (6%) e o diabetes 

(5%) (WHO, 2018). 

O tecido adiposo é reconhecido como órgão endócrino (BERG, 2002; 

QUEIROZ, 2009) responsável por produzir diversas adipocinas (Figura 1), dentre as 

quais podemos citar, as interleucinas, adiponectina, leptina e TNF-α (BARBALHO et 

al., 2015). As adipocinas são essenciais para a homeostase energética, na 

sensibilidade à insulina, para a resposta imunológica e também nas doenças 

cardiovasculares (DCV), portanto o desequilíbrio na liberação de adipocinas está 

diretamente relacionado aos processos inflamatórios (SANTOS; TORRENT, 2010; 

BARBALHO et al., 2015). 

   

Figura 1 - Marcadores inflamatórios secretados pelo tecido adiposo.  

 
   

Fonte: adaptado de Trayhurn e Wood (2004) apud Prado et al. (2009). 

Nota: TNF-α-fator de necrose tumoral-α; IL- interleucina; MCP-1-Proteína quimiotática de Monócitos-1 

 

A obesidade leva ao aumento da expressão de adipocinas pró-inflamatórias e 

a diminuição de adipocinas anti-inflamatórias, levando ao desenvolvimento de um 

TNF-α 

IL-6 

IL-10 

Adiponectina  

Leptina  

MCP-1  
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estado inflamatório crônico de baixo grau. Este desequilíbrio de adipocinas é um 

elemento chave na promoção de DCV (NAKAMURA et al., 2014). 

As DCV, principalmente as doenças cardíacas e acidente vascular encefálico 

são doenças que se desenvolvem como consequência do sobrepeso e obesidade e 

que prejudicam o coração e os vasos sanguíneos. São provocadas principalmente 

pela deposição de placas de gordura e cálcio no interior das artérias, dificultando ou 

impedindo a circulação sanguínea nos órgãos (BOURBON et al., 2016). 

 O TNF-α apresenta papéis na fisiopatologia da DCV. Em condições de 

insuficiência cardíaca ou lesões agudas e crônicas os níveis de TNF-α mostram-se 

aumentados. Kleinbongard e colaboradores (2010) demonstraram em estudo 

experimental que a neutralização do TNF-α ou o bloqueio de seu receptor, diminuem 

o dano miocárdico em modelos de insuficiência cardíaca, isquemia e reperfusão.    

A Interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pró-inflamatória que promove a produção 

da proteína C reativa (PCR) nos hepatócitos, colaborando para o aumento da 

secreção da lipoproteína VLDL (lipoproteína de muito baixa densidade) e 

hipertrigliceridemia, como também, promove a redução da ação da lipase 

lipoproteica, aumenta a captação de lipídios pelos macrófagos e atua diretamente 

sobre a sensibilidade insulínica, inibindo o receptor de insulina dependente de 

autofosforilação e assim, altera sua sinalização nos hepatócitos (GUIMARÃES et al., 

2007; SANTOS; TORRENT, 2010). 

A adiponectina tem aplicabilidade na regulação do metabolismo de lipídios e 

da glicose, promovendo melhora na sensibilidade à insulina mediante ao aumento 

da proteína quinase ativada (AMPK) e receptores ativados por proliferador de 

peroxissoma (PPARα), apresentando ação antiaterogênica, antifibrogênica induzindo 

a oxidação de gorduras e diminuindo os triglicerídeos, além de ação anti-

inflamatória, reduzindo a produção de TNF-α e IL-6 com consequente aumento da 

síntese de IL-10 (SHEHZAD et al., 2012).  

A IL-10 é responsável pela normalização do sistema imune mediante 

feedback negativo, inibindo a síntese de citocinas pró-inflamatórias. Baixos níveis 

desta citocina em indivíduos obesos pode levar a resistência à insulina, 

aterosclerose e isquemia coronária aguda (VOLP et al., 2008; ARSLAN et al., 2010). 

A leptina é essencialmente secretada pelos adipócitos de maneira 

proporcional à massa de células adiposas, atua no cérebro, principalmente nas 

células do hipotálamo para  regular o apetite, aumentar o gasto energético e também 
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exerce influência no metabolismo da glicose e lipídios (FRIEDMAN; HALAAS,1998), 

sendo assim, em indivíduos obesos os níveis de leptina estão aumentados pelo 

aumento da secreção e a diminuição de seus receptores específicos, 

comprometendo sua função benéfica por não conseguir atuar da maneira correta e 

assim causa prejuízos à saúde do indivíduo (ROMERO; ZANESCO, 2006; PRADO 

et al., 2009; MAURY; BRICHARD, 2010). 

Além disso, a Proteína Quimiotática para Monócitos, também conhecida como 

Ligante 2 de Quimiocina (MCP-1/CCL-2) que igualmente é secretada pelo tecido 

adiposo e em conjunto com seus receptores, possuem uma função importante no 

desenvolvimento das respostas inflamatórias, sendo fundamentais para transportar 

as células imunológicas para os locais de inflamação, em obesos os níveis de MCP-

1 estão elevados (BRUUN et al., 2005) e desta forma está envolvida na resistência à 

insulina, na diminuição da captação de glicose, nas lesões ateroscleróticas e 

consequentemente na doença arterial coronariana (WEISBERG et al., 2006; LEITE; 

ROCHA; BRANDÃO-NETO, 2009). 

A resistência à insulina (RI) e o diabetes tipo 2 (DM2) também estão 

diretamente relacionados à inflamação crônica no tecido adiposo que se caracteriza 

pelo estímulo de uma série de vias de sinalização inflamatória, uma formação de 

citocinas anormal, aumento de proteínas de fase aguda e de diversos outros 

mediadores (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). 

A RI está diretamente relacionada com o excesso de peso e alterações 

metabólicas como o diabetes, hipertensão e dislipidemia, que quando em conjunto 

originam a síndrome metabólica (FARIA et al., 2014). É caracterizada pela ação da 

insulina prejudicada e ocorre principalmente devido o comprometimento da captação 

de glicose no músculo e o aumento da produção de glicose pelo fígado, com 

consequente hiperglicemia, tanto em jejum como em estado pós-prandial (SAMUEL; 

SHULMAN, 2012; CASTRO et al., 2014).   

O DM2 está ligado a fatores genéticos e ambientais, e, deste último, os mais 

relevantes são sedentarismo e dietas ricas em gorduras, desenvolve-se por defeitos 

na ação e secreção da insulina e na regulação da produção hepática de glicose. A 

evolução clínica do DM2 passa por estágios intermediários denominados de glicemia 

de jejum alterada e tolerância à glicose diminuída. Tais estágios são decorrentes de 

uma combinação de resistência à ação insulínica e disfunção de célula beta 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).     
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As alterações metabólicas e fisiológicas que se manifestam no DM2 envolvem 

alteração no metabolismo dos carboidratos resultante da diminuição da resposta 

insulínica, principalmente no tecido muscular e adiposo, levando à hiperglicemia e a 

alterações no metabolismo dos lipídeos, acarretando as dislipidemias. Ainda, há 

modificações no padrão de resposta imune, com consequente instalação de um 

processo inflamatório que resultará na exacerbação de alterações bioquímicas e 

aumento da produção de mediadores inflamatórios (BARBALHO et al., 2015).  

  As alterações na secreção e ação da insulina na obesidade também são 

agentes da dislipidemia, que se caracteriza pelo aumento de lipoproteínas ricas em 

triglicerídeos, redução de lipoproteínas de alta densidade (HDL) e elevação da 

concentração das partículas de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) pequenas e 

densas. Além disso, ocorre a superprodução de VLDL no fígado pelo aumento da 

oferta de glicose e ácido graxos livres, e por conseguinte acúmulo de VLDL na 

circulação sanguínea, devido síntese e vida média aumentada (PATRÍCIO, 2010). 

A dislipidemia associada à obesidade tem como principal fator a liberação 

descontrolada de ácidos graxos no tecido adiposo por meio da lipólise, levando ao 

aumento do fornecimento de ácidos graxos ao fígado e a síntese de VLDL. Níveis 

elevados de ácidos graxos diminuem a atividade da lipoproteína lipase no tecido 

adiposo e no músculo esquelético, o aumento de VLDL no fígado pode inibir a 

lipólise de quilomícrons, propiciando a hipertrigliceridemia (CLEMENTE-POSTIGO et 

al., 2011; KLOP et al., 2012).  

  

2.4 Plantas medicinais  

 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) define planta medicinal 

como aquela capaz de aliviar ou curar enfermidades e têm tradição de uso como 

remédio em uma população ou comunidade, normalmente utilizada na forma de chá 

ou infusões (BRASIL, 2020). Desde séculos atrás são utilizadas para o tratamento 

de diversas doenças (PASCOALE, 1984), devido ao menor custo e maior acesso 

pela população, especialmente em comparação aos medicamentos modernos, desta 

forma as plantas medicinais tornaram-se uma parte importante do sistema de 

cuidados de saúde primários (THAIPITAKWONG; NUMHOM; ARAMWIT, 2018).  
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As plantas medicinais inicialmente eram utilizadas normalmente na forma de pó 

seco, gomas, extratos ou formulações com produtos vegetais usados de maneira 

associada (KUMAR et al., 2011). Com técnicas científicas avançadas, produtos 

naturais, incluindo aqueles derivados de plantas, passaram a ter importância para o 

desenvolvimento de drogas terapêuticas (CALIXTO, 1997). Embora a medicina 

moderna esteja bem desenvolvida mundialmente, é reconhecido que grande parte 

da população dos países em desenvolvimento continua empregando as plantas 

como cuidado primário ou complementar ao uso de medicamentos (BRASIL, 2016).  

Há relatos de tratamento terapêutico derivado de plantas em diferentes 

populações, principalmente as asiáticas, com aplicações no tratamento e prevenção 

de diferentes desordens, como processos inflamatórios, doenças intestinais, 

afecções cutâneas e até mesmo câncer (HOSSEINZADEH et al., 2015). O Brasil é o 

país de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma rica diversidade 

étnica e cultural detém um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de 

plantas medicinais, tendo um grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas 

para terapêuticas apropriadas (BRASIL, 2016).  

Na literatura ainda são escassos os estudos que utilizam partes das plantas 

medicinais e desta forma permanecem sendo utilizadas com base principalmente na 

cultura popular. Neste sentido, devido à ampla variedade de espécies e efeitos 

relacionados ao seu uso, é de extrema importância pesquisas que busquem 

identificar os mecanismos envolvidos nestes processos, principalmente relacionados 

às DCNT como a obesidade e diabetes, visto que muitas plantas apresentam efeitos 

antidiabéticos (HOSSEINZADEH et al., 2015; XU et al., 2017), entre outros que 

atuam no combate destas doenças.  

 

2.5 Espécie Morus - amoreira  

 

A amoreira (Figura 2) pertence ao gênero Morus da família Moraceae, tal 

espécie é um monóico ou dióico plantar de pequeno a médio porte, amplamente 

distribuída na Índia, China, Japão, Norte da África, Arábia, Sul da Europa, dentre 

outras regiões (KUMAR; CHAUHAN, 2008). Existem 24 espécies de Morus e pelo 

menos 100 variedades de subespécies conhecidas que se adaptam em condições 

climáticas, topográficas e de solo variadas. São três as espécies mais comuns: 
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Morus alba (amora branca), Morus nigra (amora preta) e Morus rubra (amora 

vermelha) (ERCISLI; ORHAN, 2007; IMRAN et al., 2010).  

 

Figura 2 -  Planta amoreira (Morus nigra L.).  
 

  

Fonte: a autora 
Nota: (A) Morus nigra L. (B) folhas e frutos.  

 

A espécie Morus é uma importante fonte de compostos fenólicos, incluindo os 

flavonoides e antocianinas que são de grande interesse biológico, farmacológico e 

estrutural por suas propriedades antioxidantes (KUMAR; CHAUHAN, 2008). Em 

virtude destas propriedades antioxidantes tradicionalmente esta espécie é utilizada 

para a prevenção de doenças hepáticas, renais, danos articulares e 

antienvelhecimento (MENA et al., 2016).  

A amoreira também é utilizada no tratamento do DM2 devido aos seus efeitos 

hipoglicemiantes (SÁNCHEZ-SALCEDO et al., 2017). Nas folhas de algumas 

espécies de amora à presença da 1-deoxinojirimicina, conhecida por ser um dos 

mais potentes inibidores da α-glicosidase (KIM et al., 2003). Além disso, pela 

presença de flavonóides, especialmente as isoflavonas, o chá das folhas de 

amoreira é utilizado para aliviar sintomas do climatério e os sintomas de cefaleia e 

irritação que ocorrem no período pré-menstrual (GUIZZO et al., 2015).  

Em relação à composição físico-química valores mais elevados de lipídios são 

encontrados nas folhas de amoreira que nos frutos, sendo que as folhas de Morus 

alba apresentou 6,57%, Morus nigra 5,13% e a Morus rubra 4,24% (IQBAL et al., 

(A)  (B)  
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2012). O perfil desses Ácidos Graxos (AG) apresenta em maior quantidade o ácido 

linoleico (C18:2) para todas as espécies, seguido do ácido palmítico (C16:0) e em 

menor teor o ácido oleico (C18:1), encontrado apenas nas espécies Morus nigra e 

Morus alba (ERCISLI; ORHAN, 2007; JIANG; NIE, 2015). 

Os frutos da espécie Morus nigra apresentam teor proteico entre 8,9 e 10,85%, 

já os da espécie Morus alba possuem valores maiores, entre 10,15 e 13,33% 

(SÁNCHEZ-SALCEDO et al., 2015). Além disso, observa-se a prevalência dos 

seguintes minerais nos frutos das espécies Morus: cálcio, magnésio, ferro, sódio, 

manganês, zinco, cobre e selênio (JIANG; NIE, 2015). Nas folhas, minerais em 

menores concentrações também são encontrados como o zinco, cálcio, potássio e 

magnésio, ferro e sódio (SÁNCHEZ-SALCEDO et al., 2017). 

Salienta-se ainda, a presença do ácido ascórbico (Vitamina C) nos frutos da 

amoreira, que dentre suas principais funções destaca-se a prevenção e diminuição 

de danos oxidativos no organismo. Jiang e Nie (2015) relatam valores de 48,4 

mg/100 g de ácido ascórbico nos frutos da amora preta. Em contrapartida, Ercisli e 

Orhan (2007) encontraram valores significantemente menores nos frutos da amora 

branca (22,4 mg/100 mL), da amora negra (21,8 mg/100 mL) e da amora vermelha 

(19,4 mg/100 mL). 

A espécie Morus apresenta potêncial nutracêutico e representa uma alternativa 

promissora para medicamentos alternativos a base de plantas medicinais 

(RODRIGUES et al., 2019). Contudo, ainda são insuficientes os estudos com o 

propósito de obter conhecimento dos constituintes, potencial terapêutico e toxicidade 

de diversas partes (folhas, frutos, raiz, etc.) das espécies Morus, desta forma faz-se 

necessário a realização de mais pesquisas para a determinação principalmente da 

segurança no seu uso como planta medicinal.   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Avaliar os efeitos dos extratos etanólico e aquoso da folha da amoreira (Morus 

nigra L.) em camundongos em uso de dieta hiperlipídica. 

 

3.2 Específicos 

 

Elaborar os extratos etanólico e aquoso das folhas da amoreira (Morus nigra 

L.). 

Avaliar a toxicidade aguda do extrato etanólico e aquoso da folha da amoreira 

(Morus nigra L.). 

Avaliar a ingestão alimentar e consumo calórico total dos animais.  

Mensurar nos animais as alterações na composição corpórea: ganho de peso 

corporal e adiposidade. 

Analisar as alterações no soro dos animais: perfil lipídico (triglicérides, 

colesterol total e frações) e perfil glicêmico (glicemia de jejum, teste de tolerância à 

glicose e sensibilidade à insulina). 

Avaliar as alterações metabólicas no soro dos animais: concentração de TNF-

α, IL-6, MCP-1, IL-10.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Obtenção da matéria prima  

  

 As folhas da Amoreira (Morus nigra Linn) foram coletadas na cidade de Campo 

Grande - Mato Grosso do Sul (georreferenciamento: 20º29'43.120”S e 54º37'3.876" 

W), no período de julho/2018 de um espécime adulto. Foram selecionadas folhas 

totalmente íntegras, com a mesma intensidade de cor e diâmetro. A planta foi 

identificada pelo biólogo Prof. Dr. Flávio Macedo Alves e depositada no 

“Herbário CGMS” da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), exsicata 

n° 75816.  

 Após a coleta, as folhas foram submetidas à secagem em estufa com 

circulação de ar por 12 horas, a uma temperatura máxima de 40 °C. Após completa 

secagem, o material foi armazenado em sacos de papel e conduzido ao Instituto de 

Química da UFMS.  

 

4.2 Preparação do extrato etanólico  

 

Para obter o extrato etanólico, o material vegetal seco em estufa foi triturado 

em moinho de 4 facas até a obtenção de um pó fino. A amostra foi acondicionada 

para extração com etanol P.A. na proporção de 1:3 (folha: etanol v/v). Após um 

período de 24 horas o material vegetal com etanol foi filtrado com auxílio de papel 

filtro, de modo que o resíduo foi submetido a mais duas extrações nas mesmas 

circunstâncias. O extrato etanólico foi submetido ao rotaevaporador sob pressão 

reduzida, para evaporação do etanol e completa secagem em capela. O extrato 

etanólico seco foi armazenado em frasco de vidro a -18 ºC até serem utilizados.  

 

4.3 Preparação do extrato aquoso  

 

Para o preparo do extrato aquoso, 100 g do pó fino de folhas secas foi 

submetido a uma extração por infusão em 2 L de água destilada aquecida a 90 ºC. A 

mistura permaneceu descansando por 10 minutos tampado para abafar o vapor e 
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logo após foi filtrada com auxílio de gazes, o resíduo foi submetido a mais duas 

extrações, utilizando o mesmo procedimento. Posteriormente o material obtido 

foi liofilizado até a obtenção de um pó seco, que foi armazenado em recipiente de 

polietileno com tampa em temperatura de -18 ºC e protegido da luz até a sua 

utilização (Adaptado ZENI; DALL’MOLIN, 2010). 

 

4.4 Protocolo experimental 

 

4.4.1 Parâmetros éticos 

 

Todos os procedimentos realizados com os animais neste estudo foram 

submetidos e aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) (Protocolo n°953/2018 – 

ANEXO A). A pesquisa diz respeito a um estudo experimental em modelo de 

obesidade e foi desenvolvida na sala de experimentação do Biotério Central, no 

Instituto de Química da UFMS e no Laboratório de Pesquisas em Ciências da Saúde 

(LPCS) em Dourados (MS), na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).  

 

4.4.2 Teste de toxicidade aguda 

  

Primeiramente foi realizado o teste de toxicidade aguda com o extrato etanólico 

e aquoso das folhas de Morus nigra em 15 Camundongos Swiss, fêmeas, de 12 

semanas, nulíparas e não-prenhas. O teste de toxicidade aguda do extrato etanólico 

e aquoso da amoreira teve como base a Organization for Economic Co-operation 

and Development (OECD) – Guideliness 425. Para o teste de toxicidade dos 

extratos, os animais foram distribuídos em 3 grupos (n=5): Controle que recebeu 

solução salina; grupo tratado com extrato etanólico e grupo tratado com extrato 

aquoso da Morus nigra L. na dose 2000 mg/kg, via oral, pelo método de gavagem. 

Após o tratamento, os animais foram observados nos primeiros 30 minutos, 1h, 2h, 

3h, 4h, 6h, 12h, 24h, e periodicamente durante 14 dias (OECD, 2008).  
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Simultaneamente foi realizado o teste de screening hipocrático (Anexo B) com 

a finalidade de quantificar efeitos dos extratos etanólico e aquoso da folha de 

amoreira sobre o estado de consciência e disposição, coordenação motora, tônus 

muscular, reflexos, atividade do sistema nervoso central, atividade do sistema 

nervoso autônomo, sugerido por Malone e Robichaud (1962). Ainda, alterações de 

peso corporal, ingestão hídrica e alimentar, assim como produção de excretas 

também foram avaliados (OECD, 2008). 

Ao final dos 14 dias os animais foram submetidos a eutanásia por meio de 

dose letal do anestésico inalatório isoflurano (OLIVEIRA et al., 2013). Os órgãos 

(coração, pulmão, fígado, baço, pâncreas e rins) foram retirados, pesados e 

analisados macroscopicamente para averiguar uma possível alteração. 

 

4.4.3 Composição das dietas 

 

Durante o período experimental, os animais foram alimentados ad libitum com 

água e dieta para camundongos adultos, seguindo o protocolo da American Institute 

of Nutrition (AIN93-M) (REEVES; NIELSEN; FAHEY; 1993).   

O grupo controle recebeu ração AIN93-M padrão e os demais grupos 

receberam dieta AIN93-M hiperlipídica (Tabela 3), que foi acrescida de banha de 

porco e colesterol como substituto de parte do amido de milho e óleo de soja, com o 

objetivo de aumentar o conteúdo calórico da dieta, induzir o ganho de peso e 

alterações metabólicas em animais. A composição da dieta hiperlipídica utilizada 

neste estudo foi adaptada do modelo experimental proposto por Lenquiste e 

colaboradores (2015). As rações foram elaboradas no laboratório da Unidade de 

Tecnologia de Alimentos UTA-UFMS. 
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Tabela 3 - Composição das dietas experimentais.  

 

 Dieta AIN93-M Dieta Hiperlipídica 

Ingredientes (g/kg) 

Amido de milho 620,69 319,44 

Caseína (≥ 85% de proteína) 140,00 140,00 

Banha de porco 

Colesterol 

- 

- 

320,00 

1,25 

Açúcar 100,00 100,00 

Óleo de soja 40,00 20,00 

Celulose 50,00 50,00 

Mistura mineral* 35,00 35,00 

Mistura vitamínica** 10,00 10,00 

L-cistina 

Bitartarato de colina 

Tertbutil hidroquinona 

1,80 

2,50 

0,008 

1,80 

2,50 

0,008 

Energia (kcal/kg) 

Carboidratos (%) 

Proteínas (%) 

Lipídeos (%) 

3.802,76 

75,81 

14,73 

9,47 

5.309,01 

31,73 

10,56 

57,71 

Calorias/g dieta 3,80 5,30 

Nota: *Minerais e **Vitaminas presentes na mistura estão de acordo com a AIN93-M. 

 

4.4.4 Delineamento experimental 

 

Para execução deste estudo foram utilizados camundongos Swiss machos com 

12 semanas de vida, fornecidos pelo Biotério Central/UFMS, mantidos em 

temperatura em torno de 22 ± 2 °C, com ciclo claro-escuro de 12 horas. 

 Os camundongos foram divididos em 6 grupos de acordo com o peso (para 

obter inicialmente grupos homogêneos), sendo cada grupo composto por 12 

animais. A distribuição dos grupos foi da seguinte maneira: dieta normal e salina 

(DNS), dieta hiperlipídica e salina (DHS), dieta hiperlipídica e extrato etanólico de 

folhas da amoreira na concentração de 200 mg/kg (EEA200), dieta hiperlipídica e 

extrato etanólico de folhas da amoreira na concentração de 400 mg/kg (EEA400), 
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dieta hiperlipídica  e extrato aquoso de folhas da amoreira na concentração de 200 

mg/kg (EAA200) e dieta hiperlipídica e extrato aquoso de folhas da amoreira na 

concentração de 400 mg/kg (EAA400) (Figura 3) (Adaptado SILVA JÚNIOR et al., 

2017). O tratamento com salina (controle), extrato etanólico e aquoso de folhas da 

amoreira foi administrado via gavagem (via oral) por 12 semanas. 

 Ao final do período experimental, os animais foram submetidos a eutanásia 

inicialmente por meio de dose letal do anestésico inalatório isoflurano seguido por 

exsanguinação pela veia cava inferior após jejum de 10 horas. Amostras de sangue 

foram coletadas e o soro foi separado por centrifugação para análise bioquímica. 

 

Figura 3. Delineamento experimental. 
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4.5 Métodos analíticos 

 

4.5.1 Controle do peso corporal 

 

A evolução ponderal dos animais estudados foi acompanhada durante todo o 

período experimental. Os camundongos foram pesados duas vezes por semana 

utilizando balança digital Luxor® para avaliar o ganho de peso e para ajustar as 

doses dos extratos administradas diariamente por gavagem. O peso corporal foi 

expresso em gramas. 

 

4.5.2 Avaliação da ingestão alimentar, eficácia alimentar e ganho de peso  

 

 A ingestão alimentar dos animais estudados foi avaliada durante todo o período 

experimental. O controle da ingestão de dieta foi monitorado 2 vezes na semana, 

verificando a quantidade de dieta oferecida aos animais e a quantidade restante, 

expressa em g/por animal consumida diariamente. A ingestão energética, expressa 

em Kcal/dia, foi calculada neste estudo pela multiplicação da quantidade de dieta 

consumida pelo valor densidade energética de cada dieta.  

Foi calculado o coeficiente de eficácia alimentar (CEA), com a finalidade de 

determinar quanto um grama de ração consumida promove em aumento de peso 

corporal, obedecendo a seguinte equação:  

CEA= (PF – PI) / TA 

 

Onde, PF é peso corporal final em gramas, PI se refere ao peso corporal inicial 

em gramas e TA representa quantidade total da ração consumida em gramas 

(NERY et al., 2011; SALERNO, 2014). 

Foi utilizado também o cálculo do coeficiente de ganho de peso por consumo 

calórico (CGPCC), com o objetivo de analisar a capacidade do animal em converter 

energia alimentar consumida em peso corporal, seguindo a fórmula:  

CGPCC= (PF – PI) / kcal consumida 
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Em que, PF representa o peso corporal final em gramas, PI equivale ao peso 

corporal inicial em gramas e Kcal consumida é o valor calórico da dieta consumida 

por cada animal (NERY et al., 2011; SALERNO, 2014). 

 

4.5.3 Avaliação da gordura corporal, peso do fígado e pâncreas 

 

Após a eutanásia, o fígado, o pâncreas e os sítios de gorduras omental, 

epididimal, retroperitoneal, perirenal e do mesentérico de cada animal foram 

totalmente removidos e pesados em balança semi-analítica (Bel®), para comparação 

entre os grupos estudados. Os valores de peso dos tecidos foram expressos em 

gramas.  

 O índice de adiposidade foi calculado como a soma total dos sítios de tecido 

adiposo branco visceral (g) dividido pelo peso corporal final do animal x 100 e o 

resultado foi expresso em percentual de adiposidade (WHITE et al., 2016). 

 

4.6 Análises séricas 

 

4.6.1 Perfil glicêmico: glicemia de jejum, teste de tolerância oral à glicose e 

sensibilidade à insulina  

 

O teste oral de tolerância a glicose foi realizado 5 dias antes da eutanásia dos 

animais, após 6 horas em jejum. Primeiramente, foi feita a verificação da glicemia de 

jejum via caudal (tempo 0), com o uso de um glicosímetro da marca G-Tech®, em 

seguida os animais receberam solução de D-glicose na concentração de 2 g/kg de 

peso corporal, por gavagem. A leitura da glicemia foi realizada nos tempos 15, 30, 

60 e 120 minutos após a aplicação da glicose (SANTOS et al., 2008). 

O teste de sensibilidade à insulina foi realizado 3 dias antes da eutanásia. Com 

os animais em estado alimentado foi verificada a glicemia (tempo 0) com o auxílio do 

glicosímetro G-Tech®. Em seguida, foi injetado intraperitonealmente 0,75 UI de 

insulina (Novorapid® – 100 U/mL) por kg de peso do animal. A leitura da glicemia foi 

novamente realizada nos tempos 15, 30 e 60 minutos (SANTOS et al., 2008). 
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As concentrações plasmáticas de glicose foram dosadas ao final do período 

experimental, utilizando o kit enzimático Labtest®. A análise foi realizada em uma 

microplaca de 96 poços, onde foram transferidos 2 μL de soro em duplicata e 

adicionados 200 μL do reagente utilizando uma micropipeta multicanal, inclusive no 

poço do branco. Para a determinação do padrão foi substituído 2 μL de amostra por 

2 μL do padrão. Após incubação de 10 minutos a 37 °C, a absorbância foi lida a 505 

nm, realizada em leitor de ELISA. Para o cálculo da concentração de glicose (mg/dL) 

foi utilizada a fórmula:  

 

Glicemia (mg/dL) = (Média da absorbância da amostra/média da absorbância 

do padrão) x 100.  

 

4.6.2 Perfil lipídico: triglicerídeos, colesterol total e frações e índice 

aterogênico 

 

As concentrações plasmáticas dos triglicerídeos, colesterol total e colesterol-

HDL foram determinados após o término do experimento utilizando kit enzimático 

Labtest Diagnóstica®, Brasil. A concentração de triglicerídeos (TG) séricos foi 

avaliada conforme o método enzimático colorimétrico (FOSSATI; PRINCIPE, 1982). 

Os níveis de colesterol total foram mensurados de acordo com o método colesterol 

oxidase (ALLAIN et al., 1974). As concentrações de HDLc no soro foram obtidas 

através do kit enzimático LabTest Diagnóstica®, Brasil, de forma que seu princípio foi 

baseado na precipitação seletiva e quantitativa de LDL e de VLDL por meio do ácido 

fosfotúngstico e cloreto de magnésio. Após a centrifugação (12000 rpm, por 4 

minutos), o colesterol ligado às HDL foi determinado no sobrenadante. Os níveis de 

triglicerídeos, colesterol total e HDL foram obtidos por meio de ensaio em microplaca 

de 96 poços, conforme Fazio e colaboradores (1997). Posteriormente a leitura da 

absorbância foi realizada em leitor de microplaca (Thermo Plate). A concentração 

final foi determinada mediante obtenção da curva dos padrões e sua equação, e a 

relação desta com a absorbância das amostras e as diluições utilizadas. Para o 

cálculo dos níveis de colesterol HDL, foi realizada a determinação do fator de 

calibração utilizando a seguinte equação: 
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F (Fator de calibração) = 40/ média da absorbância do padrão 

Colesterol HDL (mg/dL) = absorbância da amostra x fator de calibração 

 

As concentrações plasmáticas de colesterol VLDL e LDL (mg/dl) foram 

calculadas mediante às seguintes fórmulas: 

Colesterol VLDL = Triglicerídeos/ 5 

Colesterol LDL = Colesterol total – (HDL + VLDL) 

 

O não-HDL foi calculado através da Fórmula: Colesterol total – HDL  

 A determinação do índice aterogênico foi realizada a partir do cálculo da razão 

entre o colesterol total e o colesterol-HDL (FLORENCE et al., 2014). 

 

4.6.3 Marcadores inflamatórios: TNF-alfa, IL-6, IL-10 e MCP-1  

 

 O sangue coletado após eutanásia foi centrifugado e o sobrenadante 

armazenado em biofreezer à -80 ºC. Para a determinação da concentração de 

citocinas presentes no soro, em um primeiro momento as amostras congeladas 

foram descongeladas, misturadas em vórtice e centrifugadas para remover 

partículas. Em seguida foi utilizado o kit (Milliplex® Map Kit) para a quantificação de 

citocinas. Todos os procedimentos para a realização desta análise foram realizados 

mediante manual do fabricante. Para a leitura da microplaca foi utilizado o leitor 

Magpix® Powered by Luminex XMAP Technology.  Foram realizadas as dosagens de 

TNF-alfa, IL-6, IL-10 e MCP-1.  

 

4.7 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média. A análise 

de variância (ANOVA) foi utilizado para comparação múltipla de resultados 

paramétricos, seguido de pós teste de Tukey, e para os dados não paramétricos 

Kruskal-Wallis e Friedman seguido de pós teste de Dunn´s. Para a realização da 

análise estatística utilizou-se o software Sigma Stat, versão 3.5 (Systal software, 

Inc., USA). O programa estatístico Bioestat 5.0 foi utilizado para avaliação do perfil 
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glicêmico. Para apresentação dos dados foi utilizado o programa Excel 2016. O nível 

de significância adotado foi de p ≤ 0,05. 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Para o teste de toxicidade aguda os extratos etanólico e aquoso das folhas da 

amoreira foram administrados via gavagem na concentração de 2000 mg/kg em 

camundongos Swiss fêmeas. Os resultados (Figura 4) indicaram que não houve 

diferença estatística no ganho de peso corporal e consumo alimentar dos animais, 

também não foi observado alterações na ingestão hídrica, excreção de urina e fezes. 

Ainda, no teste Screening Hipocrático (ANEXO B) não foi observada alteração 

motora e/ou sensorial, neurológica, assim como não houve morte de nenhum 

animal.  

Bem como, não foram encontradas alterações macroscópicas no fígado, baço, 

pâncreas, pulmões, coração e rins dos animais e, não houve diferença significativa 

entre os grupos no peso dos órgãos (Figura 4). 
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Figura 4 - Ganho de peso corporal, consumo alimentar e peso dos órgãos dos 

animais do teste de toxicidade aguda.  

 

 

 

 

Nota: (A) Ganho de peso Corporal (g); (B) Consumo alimentar (g/dia); (C) Peso de órgãos (mg) de 
animais controles e tratados com extratos etanólico e aquoso da folha de amoreira na dose de 2000 
mg/kg por 14 dias. Os valores representam a média ± erro padrão da média. p ≥0,05. 
(ANOVA/Kruskal-Wallis). 
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Estes resultados inferem que a DL50 (dose letal 50% - dose que mata 50% dos 

animais) dos extratos etanólico e aquoso da folha da amoreira seja superior a 2000 

mg/kg de peso corporal. 

 A toxicidade subcrônica do chá das folhas de Morus nigra foi avaliada com a 

administração de 500 mL do chá por via oral durante o período de 30 dias em ratos 

Wistar, ao final do experimento foi observado que não houve morte nem sinais de 

toxicidade (alterações de peso ou consumo) nos animais, o que também foi 

observado neste estudo. Além disso, não provocou alteração nos parâmetros 

bioquímicos e hematológicos analisados (OLIVEIRA et al., 2013).  

Ainda, em estudo realizado por Almeida e colaboradores (2011) foi avaliada a 

toxicidade aguda do extrato etanólico bruto das folhas de Morus nigra, os autores 

concluíram que o extrato pode ser considerado de baixa toxicidade, visto que não 

provocou morte nem alteração nos parâmetros bioquímicos e hematológicos nos 

animais após administração de doses de 5 g/kg e 2 g/kg, por via oral e 

intraperitoneal, respectivamente (ALMEIDA et al., 2011).   

Em relação aos resultados do peso corporal dos animais dos grupos de 

estudo, nota-se que o experimento iniciou (1º dia) com peso médio sem diferença 

estatística entre os grupos controles (DNS, DHS) e experimentais (EEA 200mg/kg e 

400mg/kg, EAA 200mg/kg e 400mg/kg), ou seja, partiu-se de grupos semelhantes 

em relação a este parâmetro. Já ao final do experimento observou-se que os grupos 

EAA200, EEA400, EEA200 apresentaram maior ganho de peso, respectivamente, 

quando comprados ao grupo controle DNS apresentando diferença estatística 

(p<0,001). Os dados dos pesos iniciais e finais estão representados na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Peso inicial e final, ganho de peso, ingestão alimentar de animais controles e tratados com extrato etanólico e aquoso 

das folhas de amoreira.  

 

Parâmetros 
Grupos experimentais 

DNS DHS EEA 200 EEA 400 EAA 200 EAA 400 

Peso inicial (g)1 34,30±1,95 34,50±2,22 34,67±2,15 34,50±2,88 34,18±2,52 34,54±2,38 

Peso final (g)1 43,90±5,59 47,40±6,25 51,75±8,10* 52,70±5,19* 54,73±3,58* 50,82±4,73 

Ganho de peso total (g)2 9,60±4,55 12,90±5,82 17,08±6,79* 18,20±4,29* 20,54±3,20*# 16,27±3,69 

Ingestão alimentar (g/dia) 2 4,54±0,20 3,37±0,26* 3,23±0,32* 3,44±0,37* 3,68±0,21 3,33±0,56* 

Ingestão alimentar (kcal/dia) 2 17,26±0,77 17,86±1,38 17,13±1,67 18,22±1,95 19,52±1,11** 17,63±2,97 

CEA2 0,02±0,01 0,04±0,02 0,06±0,02* 0,06±0,01* 0,06±0,01* 0,05±0,01* 

CGPCC1 0,0044±0,002 0,008±0,003 0,011±0,005* 0,011±0,002* 0,011±0,003* 0,010±0,002* 

Nota: Peso inicial e final, ganho de peso, ingestão alimentar (g/dia), ingestão alimentar (kcal/dia), Coeficiente de eficácia alimentar (CEA) e peso por 
consumo calórico (CGPCC) de animais controles (DNS – dieta padrão, DHS – dieta hiperlipídica) e tratados com extrato etanólico (EEA) e aquoso (EAA) de 
folhas de amoreira nas doses de 200 e 400 mg/kg, entre a 1a e 12a semana de estudo. Os valores representam a média ± erro padrão da média. Na mesma 
linha, *p≤0,001vs DNS, # p<0,001 vs DHS, **p<0,036 vs DNS (1ANOVA/ Tukey, 2Kruskal-wallis/ Dunn´s). 
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 Analisando o ganho de peso mensalmente (Figura 5), observa-se que ao 

término do primeiro mês de oferta da dieta hiperlipídica e respectivos tratamentos, 

houve maior média de ganho de peso pelos grupos que recebiam tal dieta em 

relação ao grupo DNS, porém o grupo EEA400 (9,10g) obteve maior ganho de peso, 

diferindo estatisticamente (p=0,017) do grupo controle DNS.  

 Ao final do segundo mês, manteve-se o maior ganho de peso nos grupos que 

recebiam dieta hiperlipídica e os tratamentos em relação ao grupo com dieta normal, 

contudo neste mês além do grupo EEA400 (5,80g), o grupo EAA200 (6,36g) também 

diferiu estatisticamente (p=0,008) do grupo DNS.  

 Na finalização do terceiro mês os grupos não apresentaram diferença 

significava na comparação entre si (p=0,111), entretanto vale ressaltar que o grupo 

com tratamento EEA400 apresentou uma redução no ganho de peso, indicando que 

possivelmente o uso prolongado traria uma proteção. Por outro lado, os grupos 

tratados com EAA200 (5,18g) e EAA400 (5,36g) tiveram as maiores médias de 

ganho de peso, valores superiores inclusive ao grupo DHS (2,80 g).  
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Figura 5 - Ganho de peso dos diferentes grupos experimentais nos 1º, 2º e 3º mês.  
 

 

 

 

Nota: (A) 1° mês, (B) 2° mês, (C) 3º mês de animais controles (DNS – dieta padrão, DHS – dieta 
hiperlipídica) e tratados com extrato etanólico (EEA) e aquoso (EAA) de folhas de amoreira nas doses 
de 200 e 400 mg/kg. Os valores representam a média ± erro padrão da média. *p=0,017 vs DNS.  
**p=0,008 vs DNS. p=0,111. (1Kruskal-wallis/ Dunn´s; 2ANOVA).  

 

Ainda, ao final do período experimental, foi calculado o ganho de peso total, 

pela diferença entre o peso corporal final e inicial dos animais. Os grupos EAA200, 

EEA400 e EEA200 apresentaram diferença estatística comparados ao grupo 

controle DNS. Destaca-se que o grupo que teve o maior ganho de peso foi o grupo 

EAA200 que também diferiu estatisticamente do grupo DHS. Os dados de ganho de 

peso total estão representados na Tabela 4. 
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A obesidade induzida por dieta com alto teor de gordura é um modelo 

usualmente utilizado por pesquisadores uma vez que similarmente aos seres 

humanos os animais ganham peso corporal e desenvolvem alterações metabólicas 

associadas à obesidade (WHITE et al., 2016). Foi possível observar neste estudo 

que, como o mencionado acima, os grupos alimentados com dieta hiperlipídica 

demostraram maior ganho de peso quando comparamos com os animais do grupo 

controle DNS. Este ganho de peso em animais que são tratados com dieta 

hiperlipídica também foi observado no estudo de White et al. (2016), onde após 4 

semanas já foi possível observar diferença significativa no peso corporal em relação 

ao grupo controle. 

No presente estudo, o uso dos extratos etanólico e aquoso da folha da 

amoreira não protegeu contra o ganho de peso, comparando-se ao grupo 

hiperlipídico não tratado, o que nos faz pensar que novos estudos utilizando estes 

extratos da folha da amoreira serão necessários, podendo apresentar resultados 

diferentes aos observados. De qualquer forma, no atual estudo, especialmente o 

grupo EAA400 obteve uma possível proteção no ganho de peso total.  

No que diz respeito a ingestão alimentar diária (Tabela 4) foi possível observar 

que os grupos DNS e EAA200 apresentaram média de consumo maior em relação 

aos grupos DHS, EEA200, EEA400 e EAA400, com diferença estatística (p<0,001). 

Este padrão de consumo permaneceu quando analisamos a ingestão alimentar 

mensal (Figura 6).   
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Figura 6 - Ingestão alimentar dos diferentes grupos experimentais nos 1º, 2º e 3º 

mês.  

 

 

 

 
Nota: (A) 1º mês, (B) 2° mês, (C) 3° mês dos animais controles (DNS – dieta padrão, DHS – dieta 
hiperlipídica) e tratados com extrato etanólico (EEA) e aquoso (EAA) de folhas da amoreira nas doses 
de 200 e 400 mg/kg. Os valores representam a média ± erro padrão da média. *p<0,001 vs DNS.  
(Kruskal-wallis/ Dunn´s). 
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O maior teor de gordura presente na dieta hiperlipídica leva ao aumento da 

saciedade e consequentemente a menor eficiência alimentar, o que pode explicar o 

menor consumo alimentar dos animais que receberam esta dieta em comparação ao 

grupo DNS (SCHWARTZ et al., 2008). Ainda pode-se citar o comportamento do 

grupo EAA200, que no decorrer do estudo, mesmo recebendo dieta hipercalórica, 

assim como os demais grupos, apresentou uma ingestão alimentar maior, fato que 

foi representativo pois como visto na tabela 4 foi o grupo com maior ganho de peso.  

Quanto a ingestão calórica diária (Tabela 4), foi possível observar diferença 

estatística significativa apenas entre o grupo EAA200 e o grupo controle DNS 

(p<0,036). Este resultado corrobora com os resultados anteriores, visto que este 

grupo demonstrou maior consumo e maior ganho de peso.  

  Na avaliação dos parâmetros CEA e CGPCC (Tabela 4) os grupos 

experimentais estudados evidenciaram valores significativamente maiores (p<0,001) 

quando comparados ao grupo DNS, demonstrando que não houve uma tendência 

das substâncias a promoverem uma saciedade nos animais e dessa forma, menor 

ganho de peso por consumo calórico.  

Ao analisar os resultados dos parâmetros bioquímicos (Tabela 5) nota-se que 

os grupos DHS, EEA200, EAA200 e EAA400 obtiveram níveis de triglicerídeos e 

VLDL significativamente menores quando comparados ao grupo DNS. Uma possível 

explicação para o maior nível de triglicerídeos observado no grupo DNS é o maior 

teor de carboidrato presente na ração destes animais. Uma vez que, o excesso de 

carboidratos não utilizado como energia ou armazenado sob a forma de glicogênio é 

convertido em triglicerídeos, produzidos especialmente pelo fígado e armazenado no 

tecido adiposo (GUYTON; HALL, 2011).   
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Tabela 5 - Perfil lipídico e glicemia de jejum de animais controles e tratados com extrato etanólico e aquoso das folhas de 
amoreira. 
 

Parâmetros 
Grupos experimentais 

DNS DHS EEA 200 EEA 400 EAA 200 EAA 400 

Colesterol (mg/dL)2 213,14±30,76 226,77±32,97 221,67±35,98 252,29±28,71 242,90±45,56 252,74±14,34 

Triglicerídeos (mg/dL)1 172,46±23,04 134,18±12,14* 132,97±18,91* 152,77±7,31 146,15±19,73* 146,70±19,55* 

HDL(mg/dL)2 165,89±38,3 179,96±29,28 177,88±31,67 202,96±25,57 198,26±40,08 214,33±12,08* 

VLDL (mg/dL) 1 34,49±4,61 26,84±2,43* 26,59±3,78* 30,55±1,46 29,23±3,95* 29,34±3,91* 

LDL (mg/dL) 1 7,85±5,86 12,32±10,80 9,62±7,60 13,77±8,56 4,85±3,43 7,13±2,60 

Não-HDL (mg/dL)2 46,76±11,98 46,81±18,56 43,79±15,54 49,33±13,35 34,37±6,91** 36,27±3,94 

Índice aterogenico1 1,26±0,08 1,27±0,11 1,25±0,10 1,25±0,07 1,20±0,08 1,18±0,02 

Glicose de jejum (mg/dL)1 258,61±54,94 283,13±62,74 271,73±37,13 297,73±34,48 274,86±48,34 302,93±24,88 

Nota: Perfil lipídico e glicose de jejum de animais controles (DNS – dieta padrão, DHS – dieta hiperlipídica) e tratados com extrato etanólico (EEA) e aquoso 
(EAA) de folhas de amoreira nas doses de 200 e 400 mg/kg, entre a 1a e 12a semana de estudo. Os valores representam a média ± erro padrão da média. Na 
mesma linha, * p≤ 0,05 vs DNS, **p≤ 0,05 vs EEA400. (1ANOVA/ Tukey, 2Kruskal-wallis/ Dunn´s). 
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Em relação ao Não-HDL, o grupo EAA200 foi estatisticamente menor apenas 

que o grupo EEA400 (p≤0,05). Ao mensurar o Não-HDL são incluídas as frações de 

lipoproteínas consideradas aterogênicas: IDL, LDL e VLDL, demonstrando 

correlação entre o não-HDL e doenças coronarianas (SILVA et al., 2009). No 

presente estudo o extrato aquoso contribuiu para menores concentrações 

plasmáticas de Não-HDL, estando possivelmente relacionado com a diminuição do 

risco cardiovascular, especialmente para o grupo EAA200 que como visto 

anteriormente obteve maior ganho de peso.  

 Além disso, verificou-se níveis elevados de HDL no grupo EAA400, quando 

comparado ao grupo DNS, não diferindo significativamente entre os demais grupos. 

Já é um consenso que o HDL atua com fator protetor contra doenças 

cardiovasculares, e seu aumento é considerado benéfico para o indivíduo, 

especialmente para aqueles com outros fatores de risco associados (NESAN; NG, 

2014), desta forma, este resultado também indica que o extrato aquoso da folha de 

amoreira possui provável benefício cardiovascular.  

Observa-se que a administração diária dos extratos etanólico e aquoso não foi 

capaz de alterar significativamente as concentrações séricas de colesterol total e 

LDL, assim como o índice aterogênico, já que não houve diferença estatística nestes 

parâmetros entre os grupos de estudo.  

Em outros estudos a partir da utilização do extrato etanólico de frutos de 

Morus nigra (210 mg/kg de peso corporal) observou-se diminuição dos níveis séricos 

de colesterol total, triglicerídeos, LDL-c e VLDL-c, além de um aumento nos níveis 

de HDL-c e das atividades enzimáticas anti-oxidativas e redução de lesões 

ateroscleróticas arteriais em ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta 

hiperlipídica (JIANG et al., 2017). Fato presumilvelmente atribuído às suas 

propriedades nutricionais, como a presença de antocianinas ou a ação conjunta de 

antocianinas, polifenóis e flavonoides (JIANG et al., 2017; SILVA JÚNIOR et al., 

2017). 

Ainda, Zeni et al. (2017) avaliaram o efeito hipolipemiante da infusão de folhas 

de Morus nigra usando ratos Wistar hiperlipidêmicos induzidos por Triton WR-

1339. Após o tratamento com 100 mg/kg de extrato de Morus nigra o nível de LDL-c 

diminuiu significativamente. Além disso, todos os grupos tratados com o extrato em 

três concentrações diferentes (100, 200 e 400 mg/kg) tiveram os níveis de HDL-c 

restaurados, comparados àqueles tratados apenas com Triton WR-1339. O índice 
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aterogênico e o fator de risco cardíaco, indicadores de probabilidade de doenças 

cardiovasculares associadas à hiperlipidemia, também diminuíram pelo extrato de 

Morus nigra.  

Quanto à concentração sérica de glicose de jejum, não se observou diferença 

significativa entre os grupos de animais (p=0,239), sendo que os seis grupos 

estudados apresentaram concentrações plasmáticas semelhantes, porém os valores 

mostraram-se elevados ao comparar com a referência para animais saudáveis da 

literatura (CASTELLO BRANCO et al., 2011; LIMA et al., 2014). Indicando que em 

nosso modelo experimental, os efeitos benéficos dos extratos etanólico e aquoso da 

Morus nigra no controle da glicemia não puderam ser suportados.  

Um fator importante é a composição das dietas utilizadas neste estudo, as 

quais foram elaboradas com alimentos ricos em carboidratos simples. Em vista 

disso, a quantidade e a qualidade do carboidrato que compõe a dieta reflete 

diretamente na glicemia (SILVA; MURA, 2010).  

Vale lembrar ainda, que os animais podem exibir variações influenciadas por 

diversos fatores os quais devem ser considerados nos estudos experimentais, desta 

forma é necessário que cada biotério estabeleça valores de referência próprios para 

parâmetros bioquímicos e hematológicos (CASTELLO BRANCO et al., 2011). 

Ao realizar o teste de tolerância oral à glicose ao término do período 

experimental (Figura 7), foi observado que o nível glicêmico sofreu alterações ao 

longo do tempo de análise, em todas as dietas testadas (p<0,0001). Em todos os 

grupos, o tempo 30 minutos apresentou o maior nível glicêmico e os tempos 0 e 120 

minutos apresentaram os menores níveis glicêmicos. Ressalta-se que apenas no 

grupo EEA400 o tempo 15 minutos foi inferior aos 30 minutos (p<0,05), os demais 

grupos, não apresentaram diferenças entre as concentrações glicêmicas destes 

períodos (p>0,05). 

Foram significativas as variações entre os níveis glicêmicos dos seis grupos 

analisados nos tempos 0 (zero), 30, 60 e 120 minutos (p<0,05), sendo que apenas 

no tempo 15 minutos os valores não diferiram (p=0,14). Nos tempos onde houve 

variações, o grupo DNS apresentou menores níveis glicêmicos (p<0,05).  

No tempo 0 (zero), o nível glicêmico do EEA200 foi significativamente maior 

que da dieta EEA400 (p<0,05). Ainda, no tempo 60 minutos, os níveis glicêmicos 

dos grupos EEA400 e EAA400 foram superiores também ao grupo DHS (p<0,05).  



48 

 

Na análise da área sob a curva de tolerância à glicemia (Figura 7) foi 

identificado que o grupo DNS apresentou valores significativamente menores em 

relação aos grupos EEA400, EAA200 e EAA400. Ou seja, apenas o grupo que 

recebeu o EEA 200mg/kg apresentou comportamento glicêmico semelhante ao 

grupo controle, mesmo recebendo dieta hiperlipídica.  

 

Figura 7 -  Teste de tolerância oral à glicose e a área da curva glicêmica dos 

diferentes grupos experimentais. 

 

 

 

Nota: animais controles (DNS – dieta padrão, DHS – dieta hiperlipídica) e tratados com extrato 
etanólico (EEA) e aquoso (EAA) de folhas de amoreira nas doses de 200 e 400 mg/kg. Kruskal-Wallis 
com pós-teste de Dunn’s. Letras diferentes indicam as diferenças entre os grupos 

 

No estudo de Silva Júnior et al. (2017), o extrato etanólico de folhas de Morus 

nigra na concentração de 400 mg/kg/dia melhorou a tolerância oral à glicose, além 
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de reduzir a glicemia em jejum e pós-prandial, a lipólise e proteólise em ratos 

diabéticos induzidos por aloxano.  

No entanto, assim como neste estudo, o chá das folhas de Morus alba em duas 

concentrações diferentes (0,25% e 0,50%) não exibiu efeito hipoglicêmico, uma vez 

que foi incapaz de corrigir a intolerância à glicose e a resistência à insulina em ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina (WILSON; ISLAM, 2015). 

O teste de sensibilidade à insulina foi realizado ao final do período 

experimental, no qual se observou que a resistência à insulina se modificou em 

todos os grupos ao longo do tempo de análise (p<0,05), sendo que o tempo 30 

minutos foi significativamente menor que os demais em todos os grupos (Figura 8).  

Foi identificada diferença na resistência à insulina entre os grupos nos tempos 

0, 15 e 30 minutos (p<0,05), sendo que o grupo DNS apresentou valores 

significativamente menores em relação ao EAA200. O grupo dieta normal também 

apresentou menores valores que os grupos EEA400 e EAA400, quando no tempo 0 

de análise (p<0,05). Não houve diferença entre os grupos no tempo 60 minutos 

(p=0,14).  

Na análise da área sob a curva de sensibilidade à insulina foi identificado que 

o grupo DNS apresentou valores significativamente menores em relação ao grupo 

EEA400 e EAA200 (Figura 8). Ou seja, mesmo os animais recebendo dieta 

hiperlipídica os extratos etanólico e aquoso em sua menor e maior concentração 

respectivamente, permitiram que fosse mantido o mesmo comportamento glicêmico 

que o grupo controle.  
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Figura 8 -  Teste de sensibilidade à insulina e a área da curva glicêmica dos 

diferentes grupos experimentais.  

 

 

 

Nota: animais controles (DNS – dieta padrão, DHS – dieta hiperlipídica) e tratados com extrato 
etanólico (EEA) e aquoso (EAA) de folhas de amoreira nas doses de 200 e 400 mg/kg. Kruskal-Wallis 
com pós-teste de Dunn’s. Letras diferentes indicam as diferenças entre os grupos.  

 

Król e colaboradores (2016) trazem em seu estudo que a oferta de dois tipos 

de extratos (acetônico e etanólico 65%) das folhas de Morus alba, em ratos 

diabéticos alimentados com dieta high fat durante quatro semanas, demonstrou 

efeitos hipoglicemiantes e aumentaram a sensibilidade à insulina, sendo o extrato 

etanólico o que apresentou melhores resultados.  

 Os coxins de tecido adiposo, fígado e pâncreas foram avaliados ao final do 

tratamento. Os resultados demonstraram que os extratos etanólico e aquoso da 

folha de amoreira nas doses estudadas não foram capazes de reduzir 

significativamente a adiposidade visceral nos animais, como mostrado na Tabela 6.  
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Tabela 6 - Efeito dos extratos etanólico e aquoso das folhas de amoreira sobre os coxins adiposos, Índice de adiposidade, peso do 

fígado e pâncreas.  

 

Parâmetros 

Grupos experimentais 

DNS DHS EEA200 EEA400 EAA200 EAA 400 

Peso omental (g)1 0,07±0,03 0,09±0,01 0,14±0,05*# 0,13±0,03* 0,11±0,04 0,10±0,03 

Peso epididimal (g)1 2,08±0,78 1,93±0,53 2,49±1,02 2,08±0,78 2,50±0,80 2,79±0,65 

Peso mesentérico (g)1 1,14±0,49 1,13±0,49 1,57±0,68 1,34±0,35 1,61±0,47 1,27±0,36 

Peso retroperitoneal (g)1 0,87±0,39 0,75±0,26 1,08±0,40 1,11±0,50 0,93±0,32 0,87±0,27 

Peso perirrenal (g)1 0,37±0,23 0,29±0,11 0,43±0,17 0,44±0,16 0,42±0,13 0,36±0,11 

Peso dos coxins (g/total)1 4,48±1,75 4,24±1,21 5,83±1,77 5,09±0,87 5,56±1,28 5,44±0,98 

Índice de adiposidade (%)1 9,90±2,95 8,86±1,85 11,12±2,19 9,65±1,30 10,55±2,05 10,68±1,42 

Fígado (g)2 1,55±0,26 2,13±0,48 2,10±0,57 2,38±0,55* 3,11±1,11* 2,06±0,43 

Pâncreas (g)1 0,12±0,02 0,11±0,03 0,11±0,03 0,12±0,02 0,11±0,02 0,12±0,01 

Nota: Peso dos coxins adiposos, fígado e pâncreas e índice de adiposidade de animais controles (DNS – dieta padrão, DHS – dieta hiperlipídica) e tratados 
com extrato etanólico (EEA) e aquoso (EAA) de folhas de amoreira nas doses de 200 e 400 mg/kg, entre a 1a e 12a semana de estudo. Valores representam 
a média ± erro padrão da média. Na mesma linha, *p<0,001 vs DNS, #p<0,001 vs DHS. (1ANOVA/ Tukey, 2Kruskal-wallis/ Dunn´s). 
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 Quando analisado o peso dos coxins separadamente observa-se que os 

tecidos epididimal, perirrenal, retroperitoneal e mesentérico não demonstrou 

diferença estatística entre os grupos de estudo (p≥0,05), no entanto foi observado 

aumento significante do tecido adiposo omental nos grupos que receberam o extrato 

etanólico nas duas concentrações em comparação ao grupo DNS (p<0,001). 

Acrescenta-se que o grupo EEA200 também demonstrou diferença significativa 

(p<0,001) quando comparado ao grupo DHS (Tabela 6).  

 Do mesmo modo, não houve diferença significativa entre os grupos estudados 

quando analisado o somatório dos coxins e o índice de adiposidade, porém 

considerando que o parâmetro de índice de adiposidade é dado pela soma de todos 

os coxins de tecido adiposo visceral branco, dividido pelo peso corporal final de cada 

animal, pode-se afirmar que os grupos que receberam os extratos acumularam 

maior quantidade de tecido adiposo em resposta ao ganho de peso total destes 

animais, que foram superiores inclusive ao grupo DHS (Tabela 6).  

 Em relação ao peso dos órgãos fígado e pâncreas os resultados apontam 

diferença estatística (p<0,001) apenas no peso do fígado dos animais dos grupos 

EEA400 e EAA200 em comparação ao grupo DNS, indicando maior deposição de 

gordura hepática nestes animais (Tabela 6).  

Segundo Silva et al. (2015) a composição da dieta pode ocasionar alteração do 

peso dos órgãos dos animais, por exemplo, os que recebem dieta hiperlipídica 

apresentam maior peso do fígado, devido a maior deposição de gordura hepática, 

em comparação aos animais que consomem dieta padrão, o que foi possível 

observar neste estudo.  

Com relação aos marcadores inflamatórios os resultados demostraram que a 

concentração de IL-6 foi significativamente maior no grupo DHS (21,16 pg/mg) 

quando comparado ao grupo DNS (2,82 pg/mg). Embora não havendo diferença 

significativa, o grupo EEA200 (13,06 pg/mg) também apresentou concentração 

elevada desta citocina pró-inflamatória, sendo o extrato que conferiu menor proteção 

neste caso (Figura 9).  

No que diz respeito ao TNF-α a concentração foi semelhante entre os grupos 

(p=0,056), com as seguintes médias: DNS (2,47 pg/mg), DHS (11,52 pg/mg), 

EEA200 (4,67 pg/mg), EEA400 (7,97 pg/mg), EAA200 (7,61 pg/mg) e EAA400 

(10,56 pg/mg). Contudo, os grupos DHS e EAA400 apresentaram maior 
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concentração média de TNF-α se comparado aos demais que receberem dieta high 

fat (Figura 9).  

Estes resultados podem ser justificados pela relação entre o consumo de uma 

dieta hiperlipídica, rica em ácidos graxos saturados e os processos inflamatórios, já 

que os saturados ativam macrófagos M1 das células imunes, que por sua vez 

estimulam a secreção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 (CHAN et al., 

2015).  

Vale lembrar que além de ações pró inflamatórias o TNF-α também induz 

resistência à insulina por reduzir a expressão do transportador de glicose tipo 4 

(GLUT4) e do receptor de insulina IRS-1. Ainda, promove a lipólise e 

consequentemente o aumento da produção de ácidos graxos livres, como por 

exemplo, o VLDL (MARTINS et al., 2014) 

Em relação ao MCP-1 os resultados demostram concentrações estatisticamente 

elevadas nos grupos DHS (31,36 pg/mg), EAA200 (29,48 pg/mg) e EAA400 (28,47 

pg/mg) em comparação ao grupo DNS (2,20 pg/mg) (Figura 9).   

Na concentração de IL-10, não se observou diferença significativa entre os 

grupos (p=0,100), com médias semelhantes entre si: DNS (2,61 pg/mg), DHS (3,22 

pg/mg), EEA200 (2,30 pg/mg), EEA400 (1,93 pg/mg) e EAA200 (1,84 pg/mg); 

havendo valor relativamente maior no grupo EAA400 (6,07 pg/mg) (Figura 9). Devido 

à sua capacidade de minimizar a expressão do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (MHC) de classe II e inibir a produção de citocinas pró-

inflamatórias por monócitos a IL-10 possui efeitos regulatórios importantes nas 

respostas imunológicas e inflamatórias (MALEFYT et al., 1991).  
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Figura 9 - Dosagem das citocinas IL-6, TNF-α, MCP-1 e IL- 10 no soro dos animais 

dos diferentes grupos experimentais.   

 

 

 

 

 

Nota: animais controles (DNS – dieta padrão, DHS – dieta hiperlipídica) e tratados com extrato 
etanólico (EEA) e aquoso (EAA) de folhas da amoreira nas doses de 200 e 400 mg/kg. Os valores 
representam a média ± erro padrão da média. *p=0,026 vs DNS. p=0,056. **p=0,004 vs DNS. p=0,100. 
(1Kruskal-wallis/ Dunn´s, 2ANOVA). 
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Nossos achados indicam que o modelo de estudo demonstrou ser confiável para 

a análise das citocinas, por demonstrar concentrações elevadas das citocinas pró-

inflamatórias no grupo que recebeu dieta hiperlipídica e baixas concentrações no 

grupo controle com dieta normal.  Ainda, o EEA 400mg/kg conferiu maior proteção 

contra as citocinas pró-inflamatórias, apresentando comportamento mais próximo ao 

grupo controle.  

Outros estudos com a Morus nigra demonstraram que esta espécie pode 

proporcionar benefícios à saúde através de efeitos anti-inflamatórios proporcionados 

por seus compostos. Os flavonoides totais (50 e 100 mg/kg) encontrados em frutas 

de Morus nigra demonstraram efeitos anti-inflamatórios, por meio de sua atividade 

antioxidante e inibição ou eliminação significativa das citocinas pró-inflamatórias, em 

especial o TNF-α (CHEN et al., 2016). 

Ainda, Chen et al. (2017) encontraram redução significativa dos níveis da 

citocina inflamatória IL-6, inibição da síntese de iNOS e aumento da expressão da 

citocina anti-inflamatória IL-10, por intermédio de constituintes ativos, antocianina 

cianidina-3-O-glicosídeo (C3G) e os flavonoides rutina (Ru) e isoquercetina (IQ), 

presentes no extrato de frutos de Morus nigra.  

Os resultados observados neste estudo são importantes para elucidar, 

principalmente à população, os efeitos desta planta medicinal no controle da 

obesidade e suas comorbidades. No entanto, mais estudos são necessários para 

esclarecer os mecanismos de ação envolvidos nos resultados encontrados, bem 

como realizar isolamento e identificar as frações e/ou compostos dos extratos que 

poderiam ser responsáveis por benefícios e ainda verificar se outras concentrações 

dos extratos etanólico e aquoso das folhas de amoreira seriam eficazes na 

prevenção ou controle das alterações metabólicas desencadeadas pela obesidade.  
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6 CONCLUSÃO 

 

O EAA400 contribuiu para o aumento das concentrações plasmáticas de HDL-c 

e redução das concentrações plasmáticas de triglicerídeos e VLDL-c. Os extratos 

etanólico e aquoso da amoreira nas concentrações estudadas não foram capazes de 

atenuar o ganho de peso corporal, adiposidade e as concentrações de citocinas 

inflamatórias IL-6, TNF-α e MCP-1, desta forma, não se mostraram eficientes no 

combate à obesidade e suas alterações metabólicas.  
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ANEXO A – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL- UFMS 
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CI nº 48/2018 - CEUA/CPER/COMIS 

Campo Grande, 27 de junho de 2018. 

Da: Profª Drª Joice Stein - Coordenação da Comissão de Ética no Uso de Animais - 

CEUA/UFMS 

Para: Biotério - UT /INBIO/ UFMS 

Via: Direta 

Assunto: Relação de Projetos Aprovados pela CEUA. 

                                  Prezada Senhora, 

A Comissão de Ética no Uso de Animais da UFMS informa que, em Reunião Ordinária de 21 

de junho 2018, aprovou o Protocolo de Pesquisa, conforme relacionado abaixo: 

          

 

  Sendo o que se apresenta para o momento, subscrevemo-nos.              

                                                Atenciosamente, 

Joice Stein 

Coordenadora da Comissão de Ética no Uso de Animais 

CEUA/UFMS 

 
 
 
 
 

Nº 

Protocolo 

Título do Projeto e Nome do 

Pesquisador 

Descrição da Espécie 

Animal 

Nº Total de 

Animais 

Início do 

experimento e 

término do 

projeto 

953/2018 

Efeitos dos extratos de folhas de 

amoreira (Morus nigra L.) em 

camundongos em uso de dieta 

hipercalórica.  Pesquisadora 

responsável: Karine de Cassia 

Freitas Gielow 

Mus musculus / 

Swiss, 30 a 35g / 12 

semanas, 72 Machos 

+ 15 Fêmeas 

87 
1º/09/2018 a 

28/02/2020 



69 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANEXO B - TESTE HIPOCRÁTICO: TOXICIDADE DE DROGAS POR ANÁLISE 

COMPORTAMENTAL 
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Teste de Toxicidade – Exemplo 
Droga:  EEA    Dose:  72 mg       Volume da gavagem:  1 mL    Hora da gavagem:  9:00h             
Data: 27/11/2018     Caixa:   02  Animal: 4   Peso: 36g   Data de nascimento: 20/07/2018 

Sintomas Normal 
Tempo 

0 30 m 1h 2h 3h 4h 6h 12h 24h 
Aparência Normal 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
Frênico vocal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Irritabilidade 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Resposta ao toque 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
Aperto da Cauda 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Contorção 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Trem posterior 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Endireitamento 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Tônus muscular 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Força de agarrar 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Ataxia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Reflexo auricular 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Reflexo corneal 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Tremores 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Convulsões 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Estimulações 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Straub 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Hipnose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Anestesia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Lacrimação 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Ptose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Micção 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Piloereção 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Defecação 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Hipotermia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Respiração 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Cianose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Morte           
Notas:  
- Teste com anotação normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 à 4.  
- Teste com anotação normal “4”, a intensidade do efeito poderá variar de 0 à 3 quando ocorrer 
diminuição, 4 quando igual ao controle e de 5 à 8 quando ocorrer aumento.  
Fonte: Adaptado (MALONE; ROBICHAUD, 1962) 

 

 

 


