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RESUMO

Introducao: A terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) € o tratamento padrdo para sintomas
climatéricos; porém, existem contraindicacdes ao seu uso. Nesse contexto, o uso de
fitoestrogenos tem sido uma pratica comum, uma vez que diminuem a incidéncia desses
sintomas. Nao existem dados clinicos a respeito do uso da Morus nigra L. para o tratamento
dos sintomas climatéricos. Objetivo: Comparar a eficdcia do extrato de folhas de Morus nigra
L. no tratamento de sintomas climatéricos com a TRH (grupo comparativo padrio) e um
grupo placebo (controle simples). Métodos: Um ensaio clinico randomizado (sequéncia
gerada por computador), duplo-cego (paciente), foi realizado com 62 mulheres climatéricas,
divididas em trés grupos: Grupo Amora - capsula com pé de Morus nigra L. 250 mg (n = 20),
TRH - estradiol 1 mg ou estradiol 1 mg + acetato de noretisterona 0,5 mg (n = 20) e Placebo
(n = 22), durante 60 dias. A varidavel resposta foi o escore médio do Indice de Blatt-
Kuppermann (IBK). Avaliou-se também a qualidade de vida (QV) por meio do questionério
SF-36, a colpocitologia oncdtica, colposcopia e dosagens bioquimicas e hormonais (glicemia
de jejum, HDL, LDL, triglicerideos, colesterol total, AST, ALT, ureia, creatinina, dcido drico,
fosfatase alcalina, PCR ultrassensivel, estradiol, FSH, TSH e T4 livre). O nivel de
significancia foi estipulado em 5% e a andlise realizada ocorreu por inten¢do por tratar
(ITT). Os dados foram analisados usando o software SPSS 25.0 Resultados: Os grupos
apresentaram um perfil sociodemogrifico homogéneno, com idade pr6xima aos 50 anos, cor
parda, ensino médio completo, auxiliar de servicos gerais, sem etilismo, ou tabagismo e ndo
possuiam pratica regular de atividade fisica. Houve uma reducao média nos escores de IBK
no grupo Amora (18,0 para 10,0; p < 0,001) e TRH (14,0 para 5,0; p = 0,001), exceto para o
grupo Placebo (10,5 para 9,0; p = 0,083). Quando analisado se houve melhora individual dos
sintomas, o grupo Amora apresentou um aumento de 46% da probabilidade de melhoria dos
sintomas climatéricos, comparado ao grupo Placebo (p = 0,043). Sobre a QV, o grupo Amora
apresentou melhora nos dominios de capacidade funcional (p = 0,006), vitalidade (p = 0,030),
saide mental (p = 0,017) e aspecto social (p = 0,003); o grupo TRH apresentou melhora no
dominio de limitacdo emocional (p = 0,040) e o grupo Placebo nos dominios capacidade
funcional (p = 0,007), limitacdo fisica (p = 0,031) e satide mental (p = 0,028). Em relagcdo aos
efeitos adversos que surgiram durante os tratamentos, a mastalgia e spotting manifestaram-se
apenas no grupo TRH (p < 0,001 e p = 0,003, respectivamente). Nao houve diferenca
significativa entre os trés grupos quanto aos resultados da colpocitologia oncdética e da
colposcopia. A andlise dos exames bioquimicos revelou que a glicemia de jejum aumentou
nos trés grupos (Amora: p = 0,030; TRH: p = 0,0001 e Placebo: p = 0,003). No grupo Amora
houve elevacdo dos hormonios T4 livre e estradiol (p = 0,011 e p = 0,031, respectivamente),
sem alteracdo na func@o hepdtica e renal. Conclusoes: Houve melhora dos sintomas
climatéricos com o uso do extrato de Morus nigra L. 250 mg por 60 dias. O uso de Morus
nigra L. ndo provocou efeitos adversos e toxicos durante o periodo de tratamento.

Descritores: Ensaio Clinico; Climatério; Morus.



ABSTRACT

Introduction: Hormone replacement therapy (HRT) is the standard treatment for climacteric
symptoms; however, there are contraindications to its use. In this context, the use of
phytoestrogens has been a common practice, since they decrease the incidence of these
symptoms. There are no clinical data about the use of Morus nigra L. for the treatment of
climacteric symptoms. Objective: To compare the efficacy of leaf extract of Morus nigra L.
for the treatment of climacteric symptoms with HRT (standard comparative group) and a
placebo group (simple control). Methods: A randomized (computer generated), double-blind
clinical trial was performed with 62 climacteric women, divided into three groups: Morus
nigra (MN) Group - capsule with Morus nigra L. powder 250 mg (n = 20), HRT-estradiol 1
mg or estradiol 1 mg + norethisterone acetate 0.5 mg (n = 20) and Placebo (n = 22) for 60
days. The response variable was the mean score of the Blatt-Kuppermann Index (BKI).
Quality of life (QoL) through the SF-36 questionnaire, oncotic colpocitology, colposcopy and
biochemical and hormonal dosages were also evaluated (fasting glycemia, HDL, LDL,
triglycerides, total cholesterol, AST, ALT, urea, creatinine, uric acid, alkaline phosphatase,
ultra-sensitive RCP, estradiol, FSH, TSH and free T4). The level of significance was set at
5% and analysis performed by intention to treat (ITT). Data were analyzed using SPSS 25.0
software. Results: The groups presented a homogenous sociodemographic profile, close to 50
years of age, brown, full high school, general services auxiliary, without alcoholism, or
smoking, and did not have regular practice of physical activity. There was a mean reduction in
BKI scores in the MN group (18.0 for 10.0, p <0.001) and HRT (14.0 for 5.0, p = 0.001),
except to the Placebo group (10.5 for 9, P = 0.083). When analyzing whether there was an
individual improvement in symptoms, the MN group presented a 46% increase in the
probability of improvement of the climacteric symptoms, compared to the Placebo group (p =
0.043). About the QoL, the MN group showed improvement in the functional capacity (p =
0.006), vitality (p = 0.030), mental health (p = 0.017) and social aspect (p = 0.003); the HRT
group presented improvement in the emotional limitation domain (p = 0.040) and the Placebo
group in the functional capacity (p = 0.007), physical limitation (p = 0.031) and mental health
domains (p = 0.028). Regarding the adverse effects that arose during the treatments, the breast
tenderness and spotting manifested only in the HRT group (p < 0.001 and p = 0.003,
respectively). There was no significant difference among the three groups regarding the
results of oncotic colpocitology and colposcopy. Analysis of the biochemical tests revealed
that fasting glycemia increased in the three groups (MN: p = 0.030, HRT: p = 0.0001 and
Placebo: p = 0.003). In the MN group there was elevation of the free T4 and estradiol
hormones (p = 0.011 and p = 0.031, respectively), without changes in hepatic and renal
function. Conclusions: There was improvement of the climacteric symptoms with the use of
the extract of Morus nigra L. 250 mg for 60 days. The use of Morus nigra L. did not cause
adverse and toxic effects during the treatment period.

Keywords: Clinical Trial; Climacteric; Morus.
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1 INTRODUCAO

O climatério consiste na transi¢do da fase reprodutiva da mulher para a ndo
reprodutiva, com o declinio gradual da fun¢do ovariana e a instalacio da menopausa
(NELSON, 2008). O diagnéstico da menopausa € determinado pelo dltimo fluxo menstrual
seguido de doze meses de amenorreia, constituindo um evento que ocorre durante o climatério
(CHEDRAUI et al., 2010).

As mulheres transcorrem um terco de suas vidas no climatério, que pode estender-se
dos 35 aos 65 anos de idade (MOREIRA et al., 2014). Com o aumento da expectativa de vida,
atualmente as pessoas vivem até os 75-80 anos, principalmente nos paises desenvolvidos.
Com a expansdo da idade média, o nimero de mulheres que vivenciam o climatério também
se elevou, bem como a busca por novas terapéuticas (REMPORT e BLAZOVICS, 2017).

As alteragdes hormonais vivenciadas durante o climatério, tais como a diminui¢do do
17-B-Estradiol e o aumento do hormonio foliculo-estimulante, provocam varias modificagcdes
no corpo, elevando o risco para o desenvolvimento de vérias enfermidades (MOREIRA et al.,
2014). Os sintomas mais comumente apresentados incluem fogachos, sudorese noturna,
palpitacdes e cefaleias. Somam-se mudangas no metabolismo 0&sseo, cardiovascular e
manifestagdes psicoldgicas como a depressdo, irritabilidade, fadiga e perda da libido
(BLUMEL et al., 2000; DEMETRIO et al., 2001; MALHEIROS et al., 2014).

A sintomatologia da sindrome climatérica interfere de forma negativa no cotidiano das
mulheres e tem sido alvo de uma preocupacdo crescente por parte da saude publica. Segundo
o dltimo censo demogréafico, do ano 2010, cerca de 24,3 milhdes de mulheres brasileiras
tinham mais de 40 anos de idade. O municipio de Sao Luis, especificamente, possuia 538.138
mulheres, sendo que destas, 169.565 encontravam-se na faixa etaria entre 35 e 64 anos de
idade (IBGE, 2010).

A terapia de reposi¢do hormonal (TRH), seja pelo uso de estrogénio ou combinagao de
estrogénio com progesterona, estd disponivel desde 1940 e tem sido utilizada até os dias
atuais para amenizar os sintomas do climatério (KOPERA e VAN KEEP, 1991). Foi
considerada como padrdo terapéutico apds alguns estudos comprovarem que as mulheres que
utilizaram a TRH apresentaram um risco menor de fratura vertebral e de quadril, diminui¢ao
da incidéncia de doengas cardiovasculares, redu¢do dos sintomas vasomotores € um atraso no
aparecimento da doenca de Alzheimer (BARRETT-CONNOR, 1998; LISABETH e
BUSHNELL, 2012).
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Contudo, devido a alguns efeitos adversos observados posteriormente e a falta de
acompanhamento terapéutico regular, a TRH € indicada com cautela atualmente. Segundo o
estudo WHI (Women’s Health Initiative), a TRH resultou em um aumento da incidéncia de
acidente vascular cerebral e tromboembolismo. Este estudo também evidenciou que a TRH a
base de estrogénio tem efeitos negativos sobre as mulheres na pés-menopausa, incluindo um
aumento significativo na incidéncia de cancer da mama, doengas cardiacas, embolia pulmonar
e deméncia vascular (ROSSOUW et al., 2002).

Ap6s a divulgacdo desses dados, a utilizagdo da TRH caiu drasticamente em todo o
mundo e muitas pacientes abandonaram a terapia hormonal. Ademais, existem pacientes que
apresentam contraindicacio ao seu uso (a exemplo de cancer hormonio-dependente) e outras
opgOes alternativas estdo disponiveis, como as plantas medicinais. No contexto da sindrome
climatérica, o uso de plantas medicinais com efeito estrogénico (fitoestrégenos) tem sido uma
pratica comum (SCHULZ e TYLER, 2002).

Os fitoestrogenos sdo polifendis naturais, utilizados como alternativa a terapia com
estrogénio/progesterona (MAHMUD, 2010). Eles sdo semelhantes em estrutura quimica ao
estrogénio de mamifero e, de forma semelhante a este, precisam ligar-se ao receptor de
estrégeno para iniciarem a transcri¢cdo (NIKOV et al., 2000; YEARLEY et al., 2007).

A preferéncia crescente pelos fitoestrogenos € justificada pelos beneficios
evidenciados por estudos que sugerem, ndo apenas a diminui¢ido da incidéncia dos sintomas
climatéricos, mas uma reducdo do risco de cancer de mama. Os fitoestrogenos nao apenas
inibem as células de cancer de mama positivas para receptor estrégeno, mas também as
negativas (COXAM, 2008; MESSINA, 2008; HSIEH et al., 2018).

A Morus nigra L., conhecida como amoreira preta, € uma espécie pertencente ao
género Morus, familia Moraceae. Esta planta pode ser encontrada em todo o Brasil e € bem
conhecida pela populagdo pelas suas propriedades medicinais. Os frutos, folhas, cascas e as
raizes sao usados como laxante, sedativo, expectorante, emoliente, calmante, diurético, agente
hipoglicemiante, antisséptico, anti-inflamatdria e antioxidante (ERCISLI e ORHAN, 2007;
PADILHA et al., 2010).

Este género contém uma variedade de compostos fendlicos, incluindo flavonas,
isoflavonas, isoprenilados, estilbenos, cumarinas, cromonas e xantonas (NOMURA, 1988;
NOMURA e HANO, 1994). Esses compostos exibem propriedades bioldgicas interessantes
tais como efeito anti-inflamatério, diurético, hipotensor e atuam como fitoestrogenos (SYAH

et al., 2000).
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No Brasil, o chd de folhas de amora é largamente empregado na medicina popular
como repositor hormonal durante o climatério, objetivando o alivio dos sintomas,
principalmente dos fogachos. Os resultados obtidos por uma pesquisa etnofarmacolégica
confirmaram que a utilizacdo de Morus nigra L. foi eficaz para o tratamento de sintomas do
climatério (MIRANDA et al., 2010).

A andlise das trés principais espécies de amoras, M. alba, M. rubra e M. nigra,
demonstrou que a amoreira preta apresenta maior conteido fendlico e flavonoidico que as
demais. Quanto aos estudos experimentais, alguns tém relatado o possivel potencial
estrogénico de M. nigra em ratas Wistar ooforectomizadas (SILVA et al., 2003; ERCISLI e
ORHAN, 2008). Outros autores observaram prevenc¢do da atrofia vaginal e uterina, além da
melhora do perifl lipidico em ratas submetidas ao tratamento cronico com o extrato
hidroalcodlico de Morus nigra L.(CASTRO et al., 2010).

A avaliacdo toxicoldgica pré-clinica do chd das folhas desta planta em ratas Wistar
demonstrou que a administragdo subcronica ndao produziu mortes, nem sinais de toxicidade
nos animais. Somado a isto, ndo houve alteracdo nos parametros bioquimicos e hematologicos
analisados, o que permite ter uma no¢ao de parametros de seguranga, possibilitando o avango
para a realizacdo de estudos clinicos que comprovem os beneficios terapéuticos da planta
(OLIVEIRA et al., 2013).

Embora alguns fitoestrégenos possam amenizar os sintomas climatéricos e contribuir
positivamente para a qualidade de vida, ndo ha evidéncia cientifica que permita a substituicao
da terapia de reposi¢do hormonal e ainda sdo escassos estudos que investiguem o efeito
estrogénico da Morus nigra L. (VIEIRA et al., 2007). Nesse contexto, este estudo objetiva
comparar a eficicia do extrato de folhas de Morus nigra L. no tratamento de sintomas

climatéricos, com a TRH e um grupo controle (placebo).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Climatério

O Climatério e a menopausa sao dois termos utilizados para nomear eventos clinicos
relacionados ao declinio da func@o ovariana. Na literatura e em contextos clinicos € comum a
expressdo 'sintomas da menopausa" ou "sintomas climatéricos", sendo que o termo
menopausa é muito mais utilizado. E importante esclarecer que a menopausa refere-se a um
evento especifico, a cessacdo da menstruacdo; enquanto o climatério refere-se a mudancas
graduais da funcdo ovariana, que iniciam antes da menopausa € continuam por um
determinado periodo (BLUMEL et al., 2014).

A expressao Menopausa foi criada pelo médico francé€s Charles de Gardanne no século
XIX, usando as palavras gregas: mens (mensalmente) e pausus (cessacdo), referindo-se a
cessacdo do sangramento vaginal mensal consequente da descamacdo fisioldgica do
endométrio. A Sociedade Internacional da Menopausa (International Menopause Society)
define a menopausa como a cessacdo permanente da menstruacdo resultante da perda da
atividade folicular ovariana, seguida por 12 meses consecutivos de amenorreia, para a qual
ndo hd outra causa patoldgica (IMS, 2018).

O termo climatério vem do grego klimater e significa periodo de mudancas. Era
utilizado no século XIX para descrever certas fases da vida do homem e da mulher, nas quais,
acreditava-se passar por mudancas radicais (STOLBERG, 2007). A Sociedade Internacional
da Menopausa define como uma fase do envelhecimento da mulher que marca a transi¢do da

fase reprodutiva para a ndo reprodutiva (IMS, 2018).
2.1.1 Fisiologia do Climatério

Na fisiologia normal da mulher, o eixo reprodutivo feminino € o tinico que atinge um
estado senescente, enquanto outros 6rgaos do corpo sdo geralmente sauddveis. O Climatério
consiste em um periodo fisiolégico amplo, caracterizado pelo declinio da atividade ovariana e
consequente declinio da fertilidade. H4 uma heterogeneidade quanto a sua duragdo, o que
causa certa confusdo quanto as terminologias usadas para este periodo (SILVA, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (World Health Organization - WHO), o

ciclo fértil da mulher pode ser dividido nas seguintes etapas: pré-menopausa, peri-menopausa
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e pos-menopausa (WHO, 1996) (Figura 1). A pré-menopausa € iniciada com a menarca, ou
seja, com a primeira menstruacdo da mulher. Na adolescéncia, a mulher possui uma reserva
de aproximadamente 400.000 foliculos ovarianos. Esse nimero reduz gradualmente a uma
taxa de 1000 foliculos.més-1 durante o seu ciclo fértil até a extingdo completa
(PERHEENTUPA e HUHTANIEMI, 2009).

Préximo aos 35 anos hd uma reducdo na qualidade dos foliculos, acarretando em uma
menor maturacio e queda da fertilidade. Geralmente, a partir dos 40 anos comecam a aparecer
os indicios do fim da pré-menopausa e inicio do climatério, também chamado de peri-
menopausa. Nesta fase o ciclo menstrual torna-se irregular e os foliculos encontram-se com a
qualidade muito comprometida e com uma taxa muito baixa de maturacdo dos ovdcitos,
extinguindo-se completamente a época da menopausa. O ultimo sangramento pode ocorrer
entre 40 e 60 anos, sendo mais comum apds os 50 anos. Em seguida, da-se inicio a pds-

menopausa, doze meses apds a menopausa (TRELOAR, 1981; PRIOR, 1998) (Figura 1).

Figura 1. Representacdo do ciclo fértil da mulher, segundo a Organiza¢do Mundial de Sadde.
Extraido de WHO (1996).
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As alteragdes hormonais do ciclo reprodutivo feminino sdo controladas pelo eixo
hipotdlamo - hipéfise - ovdrio. Na pré-menopausa, o hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH) € produzido pelos neurdnios do hipotilamo e secretado na hipdfise. Uma vez
interagindo com os receptores desta glandula, o GnRH promove a liberacdo das
gonadotrofinas: o hormdnio foliculo-estimulante (FSH) e o hormodnio luteinizante (LH).
Estes, por sua vez, sdo transportados para os ovarios, onde exercem func¢des importantes no
ciclo reprodutivo (BRUCE e RYMER, 2009).

Dois tipos principais de células ovarianas interagem com as gonadotrofinas: tecal e

granulosa. O LH liga-se aos receptores das células tecais e ativam a sintese da
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androstenediona. Em paralelo, o FSH interage com os receptores das células da granulosa e
promovem a ativacdo do metabolismo do androgénio, por meio da aromatizacdo do anel A,
sendo convertido em 17-B-estradiol (E2). Além disso, o FSH regula o desenvolvimento dos
foliculos ovarianos (BRUCE e RYMER, 2009).

Apbés o processo de maturacdo, os foliculos rompem-se, liberando o ovdcito e
transformando-se no corpo ldteo, uma glandula enddcrina que libera a progesterona e as
inibinas A e B. A liberacdo de todos esses hormonios promovem o feedback negativo ao

hipotdlamo e a hipdfise, reduzindo a liberagao de FSH e LH (HALL, 2004) (Figura 2).

Figura 2. Representacdo esquemadtica do controle hormonal do sistema reprodutivo feminino.
Extraido de VISSER et al. (2012).
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Todavia, na transicao para o climatério, a redu¢do do desenvolvimento dos foliculos

acarreta na diminuicdo da atividade ovariana e da quantidade liberada de progesterona,
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estradiol, inibinas A e B. Em consequéncia, o feedback negativo do FSH e LH na hipdfise
fica comprometido e a concentracdo desses hormonios no sangue aumenta (HALL, 2004).

O nivel de FSH comeca a aumentar gradualmente 7 anos antes da menopausa e o
estradiol diminui marcadamente 2 anos. Ambos os hormdnios continuam suas tendéncias,
para cima e para baixo, respectivamente, por mais 2 anos apds a menopausa (AHMED
EBBIARY et al., 1994). Durante a pds-menopausa, ocorre uma maior estimulacdo da
hipofise, levando a um aumento na producao do GnRH, que acaba por bloquear os receptores
na hipdfise, inibindo gradualmente a produgdo de LH e FSH (HALL, 2004).

Em 2001, foi criado um sistema de estadiamento clinico com o objetivo de tornar
possivel uma melhor identificacio do estdgio em que a mulher se encontra no seu processo de
envelhecimento reprodutivo, baseado em seus padroes de sangramento. O Sistema STRAW
(Stages of Reproductive Agind Workshop) aborda 7 estdgios, usando o ultimo periodo
menstrual como ponto de referéncia, caracterizando as mudancas nos padrdes do ciclo

menstrual e as variagdes do FSH (SOULES et al., 2001) (Figura 3).

Figura 3. Sistema de estadiamento do envelhecimento reprodutivo feminino (STRAW —
Stages of Reproductive Aging Workshop). Extraido de BUTLER e SANTORO (2011).
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Os estdgios variam entre -5 e 2. No estdgio inicial da fase reprodutiva (-5), o ciclo
menstrual € varidvel a regular e o FSH estd numa concentragdo normal. Na fase de pico
reprodutivo (-4), o ciclo é regular e o FSH permanece normal, enquanto na fase -3, final do
periodo reprodutivo, observa-se uma elevacdo do FSH, indicando bioquimicamente o declinio
da reserva ovariana (SOULES et al., 2001).

A transicdo da menopausa inicia quando a mulher apresenta uma mudanca no seu
intervalo interciclo maior que 7 dias. Na transi¢do precoce (-2), a amenorreia € intermitente e
relativamente pouco frequente. A fase tardia (-1) caracteriza-se por auséncia de pelo menos
dois ciclos e, pelo menos, 60 dias de amenorreia (SOULES et al., 2001).

A pds-menopausa também se divide em fase precoce (1) e tardia (2). A fase inicial
compreende o primeiro ano de amenorreia (a) € os proximos quatro anos (b), sendo marcada
pelo declinio significativo dos hormonios ovarianos, com flutuagdes intermitentes. A fase 2
inicia-se apds esses cinco anos de amenorreia e continua até o fim da vida da mulher. O FSH
permanece elevado durante a pds-menopausa, mas eventualmente pode diminuir apds um

longo periodo de tempo (SOULES et al., 2001).

2.1.2 Sintomas do Climatério

A flutuacdo dos niveis de estrogénio leva ao surgimento de alguns sintomas
caracteristicos do climatério. Uma estimativa de 75 a 85% de mulheres experimentam alguns
ou todos os sintomas desse periodo (APPLING et al.,, 2007). Um inquérito domiciliar
realizado em Sao Luis revelou que 77,8% das mulheres climatéricas apresentavam sintomas,
principalmente as ondas de calor (fogachos) e sudorese intensa (MALHEIROS et al., 2014).
Os sintomas caracteristicos do climatério podem ser classificados da seguinte forma:

e Fisicos: alteracdes urogenitais, osteoporose e alteragdes vasomotoras (ondas de calor,
sudorese profusa e calafrios) (MELBY, 2007, HUNTER e CHILCOT, 2013;
BULCHANDANI e TOOZS-HOBSON, 2014; CRANDALL et al., 2015);

e Somadticos: enxaquecas, tonturas, fadigas e insdnia (PARK e VIIRRE, 2010;
LUCCHESI et al., 2013);

e Psicoldgicos: irritabilidade, queda da libido, tendéncia a depressdo e alteragdes de
humor (WOODS et al., 2010; WEBER et al., 2014).

A presenca desses sintomas variados deve-se as grandes concentragdes de receptores
estrogenos distribuidos principalmente pelo hipotdlamo, coértex pré-frontal, hipocampo e

medula, regides diretamente relacionadas com o controle cognitivo, de humor e
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termorregulatério (MORRISON er al., 2006). A prevaléncia desses sintomas modifica-se

segundo a fase do envelhecimento reprodutivo feminino (NELSON, 2008) (Figura 4).

Figura 4. Prevaléncia das taxas dos sintomas climatéricos segundo a fase do envelhecimento
reprodutivo feminino. Extraido de NELSON (2008).
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Os sintomas vasomotores afetam cerca de 80% das mulheres (ARCHER et al., 2011).
As ondas de calor ou fogachos consistem em sensacdes intensas e rdpidas de calor,
acompanhadas de enrubescimento e aumento do fluxo sanguineo na pele. Duram entre 1 e 5
minutos, podendo se estender até 60 minutos e geralmente sdo seguidos de calafrios
(DEECHER, 2005).

As mulheres que experimentam ondas de calor apresentam maiores riscos de
depressao, estresse, disfungdo sexual e ansiedade (BLUMEL et al., 2004). O mecanismo que
explica os sintomas vasomotores ainda € mal compreendido, mas supde-se que reflete
distirbios do sistema termorregulador hipotalamico (ROBERTS e HICKEY, 2016).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que o estradiol € um neuromodulador dos

sistemas serotoninérgico e noradrenérgico. Acredita-se que os neurotransmissores serotonina
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e norepinefrina participem da regulacdo da temperatura corpdrea, além da manutencido do
humor (SHANAFELT et al., 2002). Quando a concentracdo de estradiol que chega ao
hipotdlamo estd abaixo do normal, a quantidade liberada de norepinefrina aumenta e a de
serotonina diminui, havendo um desequilibrio entre a ativacdo dos seus receptores e a
recaptura pelo neurdnio pré-sindptico. Com isso, hd o aumento da temperatura corporal,
seguida de uma posterior vasodilatacdo para dissipar o calor, acarretando em sudorese
excessiva (TEMEL et al., 2002; FREEDMAN, 2005).

Ao contrédrio das ondas de calor que se resolvem espontaneamente com o tempo, 0S
sintomas relacionados a atrofia vaginal e ao trato urindrio inferior sdo frequentemente
progressivos €, por isso, requerem tratamento. A secura vaginal causa ardor, coceira e
dispareunia, comprometendo muitas vezes a atividade sexual (CASTELO-BRANCO et al.,
2005).

Um ndmero significativo de estudos transversais e prospectivos tem investigado a
associacao entre os estdgios da menopausa e os riscos para sintomas depressivos ou transtorno
depressivo maior. Os dados dos estudos seccionais indicaram que os sintomas depressivos
podem ser intensificados em até 70% nas mulheres durante a perimenopausa, em comparacao
com aproximadamente 30% durante a pré-menopausa (BROMBERGER e KRAVITZ, 2011).

Estudos longitudinais também sugeriram um risco aumentado (1,5 vezes até 3,0 vezes)
para sintomas depressivos durante a transi¢cdo da menopausa e esse risco foi identificado até
mesmo entre as mulheres sem episddios anteriores. Por fim, estudos de coorte documentaram
um risco aumentado de depressao clinica (2 vezes ou 4 vezes maior) durante a transi¢ao da
menopausa e os primeiros anos pés-menopausa (FREEMAN et al., 2006; BROMBERGER et
al., 2015).

Ansiedade e problemas no sono sdo frequentemente identificados como fatores
contribuintes para o aumento da morbidade psiquidtrica em mulheres de meia idade. Alguns
pesquisadores questionam se os problemas no sono nesta faixa etdria consistem em uma
condi¢do primdria ou uma expressdo de um problema subjacente, a exemplo dos sintomas
vasomotores ou até mesmo da depressao (SOARES, 2017).

KRAVITZ et al. (2008) investigaram a possivel interagdo entre as mudangas na
menopausa e o sono. Neste estudo identificaram uma associagdo entre as alteragdes nos
padrdes de sangramento durante a transicdo da menopausa e a emergéncia de distdrbios do
sono. Outros pesquisadores indicaram que as mulheres que vivenciam a depressdo e sintomas
vasomotores sao propensas a ter uma qualidade de sono deficiente (JOFFE et al., 2009;

JOFFE et al., 2010).
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Em relacdo as mudangas no estado de humor, a distribuicdo ampla dos receptores de
estrogénio no cérebro e a atividade estrogénica ja conhecida no cortex pré-frontal e
hipocampo enfatizam a acdo deste hormdnio sobre o humor (MCEWEN e ALVES, 1999;
DEECHER et al., 2008). A administracio de estrogénio limita a atividade das
monoaminoxidases (MAO-A e MAO-B), que sdo enzimas envolvidas na degradacdo da
serotonina, resultando no aumento de sua sintese e disponibilidade (GUNDLAH et al., 2002).

Além disso, os estrogénios aumentam a densidade do receptor de serotonina nas
regides cerebrais contendo receptores de estrogénio (BIEGON et al., 1983; CYR et al., 1998;
MOSES-KOLKO et al., 2008; NELSON, 2008). De forma geral, os efeitos deste hormdnio
sobre a serotonina e noradrenalina podem ser caracterizados como benéficos para o humor, o
que enfatiza as alteracdes de humor durante a menopausa decorrentes da diminuicdo na
producio do estrogénio (RUBINOW et al., 2015).

Segundo o Ministério da Sadde (2016), existem algumas alteragdes ndo transitorias
relacionadas ao climatério. O metabolismo lipidico € alterado neste periodo, sendo comum
haver aumento das fracdes de LDL, triglicerideos e reducdo do HDL. H4 mudangas no
metabolismo dsseo, com alteragdes na massa e arquitetura ¢sseas mais evidentes nas regides
da coluna e do colo do fémur, porém estas mudangas sdo influenciadas por fatores genéticos,
composicdo corporal, estilo de vida, habitos (como tabagismo e sedentarismo) e
comorbidades. Ocorre, ainda, uma modifica¢do no padrdo de distribuicdo de gordura corporal,

com tendéncia ao acimulo de gordura na regido abdominal (padrdo androide) (BRASIL,

2016).

2.2 Terapia de Reposicao Hormonal

A TRH foi estabelecida como padrao-ouro para o tratamento dos sintomas
climatéricos e permanece como o tratamento mais eficaz para os sintomas vasomotores €
geniturinarios (NAMS, 2017). Em 1970, a prevaléncia estimada de uso da TRH nos Estados
Unidos correspondia a 0,2%. Esta prevaléncia comecou a elevar-se no inicio de 1980 e
depois triplicou no final dos anos 90. Porém, o uso da TRH diminuiu significativamente apds
a publicacdo de alguns ensaios clinicos, que demonstraram efeitos maléficos dessa terapia
(SPRAGUE et al., 2012).

Dados mais recentes do National Health and Nutrition Examination Survey

(NHANES) relatam uma prevaléncia aproximada do uso de TRH, entre mulheres com idade
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igual ou superior a 40 anos, de 22,4% em 2000 (SPRAGUE et al., 2012). No Brasil, a
prevaléncia de uso da TRH entre 749 mulheres climatéricas correspondeu a 19,5%. Neste
estudo, o periodo da menopausa, a menopausa cirtirgica, a interrupcdo do trabalho devido a
ondas de calor e o conhecimento sobre a menopausa foram associados ao uso da TRH
(PACELLO et al., 2018).

A TRH consiste em trés tipos: baseada em estrogénio isolado, combinacdo de
estrogénio com progesterona e baseada em androgénio. A terapia com estrogénio (estradiol)
foi inicialmente utilizada para o manejo dos sintomas climatéricos, apresentando como
principais vantagens a amenizacdo dos fogachos e da atrofia vulvovaginal (JUDD et al.,
1981). Posteriormente, surgiu a terapia baseada em hormonios bioidénticos, a exemplo do
estriol, que demonstrou um risco cardiovascular inferior mesmo em uma concentragdo 10
vezes maior que o estradiol (CURCIO et al., 2006).

Em 1975, evidenciou-se que o uso do estradiol isolado acarretava em proliferacio
endometrial, que poderia levar ao cancer uterino. Observou-se que o uso continuo desse
hormoénio, mesmo em baixas dosagens, pode levar ao desenvolvimento de tromboembolia e
potencializar o crescimento de outros tumores hormonio-dependentes, como o cancer de
mama e de ovario (RODRIGUEZ et al., 2001).

Ja em 1980, observou-se que o risco de cancer uterino poderia ser reduzido se um
progestageno fosse associado a terapia (WHITEHEAD e FRASER; WENTZ, 1974). Sendo
assim, o wuso de estrogénio isolado atualmente € recomendado para pacientes
histerectomizadas e o uso associado a progestdgeno para aquelas com ttero, a fim de prevenir
hiperplasia endometrial e cancer (PINES, 2010; NAMS, 2012).

Os progestdgenos sdo compostos com atividade progestativa, incluem ndo apenas o
progestigeno natural (progesterona), mas toda a variedade de progestdgenos sintéticos
(NAMS, 2003). Eles tém a capacidade de mudar a mucosa uterina da fase proliferativa para a
fase secretéria. Seus efeitos dependem da dosagem e da fase do ciclo menstrual em que sdo
administrados (WILLIAMS et al., 2007).

Os progestdgenos tém diferentes agdes no tecido mamario (LAMBRINOUDAKI,
2014). O levonorgestrel e a noretisterona estimulam os genes associados a carcinogénese e
angiogénese mamadria, além de aumentar a sintese intramamadria de estradiol pela acdo da
sulfatase. Alguns progestigenos geram um aumento, também intramamdrio, do fator de
crescimento semelhante a insulina Tipo 1 (IGF-1), que € um mitégeno potente (NEVES et al.,

2015) .
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O uso de androgénios, principalmente testosterona, ¢ empregado geralmente para o
aumento da libido. Porém o uso continuo e prolongado de androg€nios por mulheres é
desaconselhado, pela possibilidade de levar a um quadro de hirsutismo (BRAUNSTEIN,
2007a; b).

Uma vez que houve reducdo do cancer de endométrio com a introducdo dos
progestigenos, mas sua combinacdo com o estradiol potencializou o risco para cancer de
mama, a WHI comecou a investigar sobre o uso da TRH na incidéncia deste cancer e o risco
de desenvolver outras comorbidades (ROSSOUW et al., 2002; LAMBRINOUDAKI, 2014).

Em 1993, a WHI iniciou dois ensaios clinicos com mulheres pés-menopausadas, com
idade entre 50 e 79 anos. Um dos estudos foi composto por 16.608 mulheres que utilizaram
TRH baseada na combinagdo de estrogénio e progestina durante 5 a 6 anos, o outro estudo
avaliou 10.739 mulheres, que haviam sido histerectomizadas (exérese do ttero) e, portanto,
utilizaram apenas estrogénio por 7 anos. No primeiro grupo, a combinacdo dos hormonios
estimulou o crescimento dos tumores de mama, e, mais seriamente, mascarou o diagndstico
precoce dos mesmos, levando a deteccdo somente quando j4 se encontravam em metastase.
No segundo grupo, o uso do hormoénio isolado praticamente nao estimulou o crescimento de
tumores, porém aumentou o risco para acidente vascular cerebral (ROSSOUW et al., 2004).

Ap6s a divulgacdo desses resultados, as agéncias regulatérias passaram a recomendar
o uso por um tempo reduzido de doses ultrabaixas da combinacdo de hormonios ou mesmo do
estradiol isolado. Essas baixissimas dosagens t€ém-se mostrado eficientes em relagao ao alivio
das ondas de calor, sem potencializar o risco de cancer, tanto de endométrio, quanto de mama
(SIMON e MAAMARI, 2013; STUTE et al., 2015).

A principal indicacdo para o tratamento dos sintomas climatéricos, principalmente
vasomotores, € quando estes se apresentam de forma moderada a intensa, causando disturbios
no sono, dificuldade de concentracdo e subsequente reducdo da qualidade de vida (NAMS,
2012). A TRH sistémica € uma opg¢do aceitdvel para mulheres relativamente jovens e
sauddveis, com idade inferior a 60 anos, com até 10 anos de menopausa e que estdo
incomodadas com os sintomas de forma moderada a grave (NAMS, 2017). O tratamento
clinico € influenciado pela intensidade do incdbmodo, portanto, pela forma como cada mulher
lida com os sintomas, ja que os fatores psicolégicos e sociais variam substancialmente entre
as mulheres (AYERS et al., 2010).

Em relacdo a sindrome geniturindria da menopausa, que inclui ressecamento,
queimacado, irritacdo genital, urgéncia urindria, disuria e infec¢cdes urindrias de repeti¢do, a

terapia estrogénica é o tratamento mais eficaz. As preparagdes vaginais de estrogénio em
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baixas doses sdo eficazes e seguras, incluem cremes, comprimidos e anéis contendo estradiol
ou estrogénio equino conjugado, disponivel em doses que resultam em absorcdo sistémica
minima (NAPPI e DAVIS, 2012; RAHN et al., 2014; LETHABY et al., 2016).

A dosagem da TRH deve comegar com uma quantidade minima, visando reduzir os
possiveis efeitos colaterais. A exposicdo minima ao estrogénio reduz o risco de
tromboembolismo, mastalgia e sangramento inesperado. Considera-se que o uso da TRH por
curto prazo, inferior a 5 anos, representa a melhor relac@o risco beneficio para a maioria das
mulheres. O término da TRH pode ser individualizado, sempre considerando que s6 deve ser
continuado enquanto a mulher sentir que os beneficios superam os riscos, além de observar as
contraindicagdes (NEVES et al., 2015).

O Ministério da Saude (MS) divulgou suas recomendacgdes para o tratamento da
menopausa em protocolos para a atencao bdsica. Neste guia, a abordagem farmacoldgica nao
hormonal € indicada para mulheres com sintomas vasomotores proeminentes, sem melhora
com terapias ndo farmacoldgicas. As opcoes terapéuticas seriam: antidepressivos (paroxetina
ou fluoxetina ou imipramina), clonidina, metildopa, propranolol, cinarizina ou gabapentina
(BRASIL, 2016).

O MS também recomenda que a TRH sé deve ser indicada em situacdes particulares,
com decisdo compartilhada com a mulher, quando os sintomas transitorios do climatério nao
alcancarem controle adequado com terapias ndo medicamentosas ou ndo hormonais e houver
prejuizo importante da qualidade de vida dela devido a tais sintomas. As op¢des de prescricao
s@o descritas da seguinte forma (BRASIL, 2016):

e Estrogénio conjugado 0,3-0,625 mg;
e Estradiol oral 1-2 mg;

e Estradiol transdérmico 25-50 mcg;

e Estradiol percutaneo 0,5-1,5 mg.

Em mulheres com ttero, ¢ mandatdria a associagdo com progestageno:

e Medroxiprogesterona 2,5 mg;

e Noretindrona 0,1 mg;

e Noretisterona 0,1 mg;

e Drospirenona 0,25 mg;

e Progesterona micronizada 100-200 mg.

O tratamento pode ser realizado de forma ciclica (12 a 14 dias por ciclo, esquema em
que a mulher tem sangramentos vaginais) ou continua por via oral (esquema em que ha

auséncia de sangramentos vaginais). Para o tratamento tépico, tem-se o estrogénio conjugado
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tépico vaginal (0,625 mg/g) e o estriol topico vaginal (1 mg/g). A tibolona (1,25-2,5 mg/dia)
também pode ser indicada, por ser um esteroide sintético que se comporta em nivel uterino
como uma terapia hormonal combinada continua, porém sem efeito estimulante no tecido
mamario (BRASIL, 2016).

As contraindicagdes para o uso da TRH consistem em sangramento vaginal
inexplicado, doenga hepdtica ativa, cancer de mama anterior, doenca cardiaca corondria,
acidente vascular cerebral, historia pessoal de doenga tromboembdlica ou risco hereditario
alto conhecido. H4 um consenso de que a TRH nao deve ser iniciada em mulheres com idade
superior a 60 anos e ndo deve ser utilizada para a preveng¢do de doencas cronicas, como
doencas cardiovasculares e diabetes (LETHABY et al., 2008; NAMS, 2017).

Nos ultimos anos, o uso da TRH tem caido drasticamente, os profissionais
diminuiram a prescri¢do desta terapia e muitas mulheres t€m buscado por terapias alternativas
(AUSTIN et al., 2003; LAWTON et al., 2003; HASKELL, 2004). Um estudo brasileiro sobre
a conduta de ginecologistas em relacio a TRH, apds 3 anos da divulgacdao da WHI, relatou
que 23,1% dos ginecologistas pararam de prescrever estrogénios, 25,2% pararam de
prescrever acetato de medroxiprogesterona, 63,7% diminuiram a dose de TRH, e 46,3%

comecaram a prescrever isoflavonas e outros medicamentos naturais (LAZAR et al., 2007).

2.3 Terapia Alternativa: Fitoestréogenos

Desde as antigas civilizagdes, os seres humanos usam plantas como ferramentas
terapéuticas. No século XVIII, surgiu a Farmacognosia (pharmakon = farmaco e gnose =
conhecimento), ci€éncia que estuda a composicao origindria das plantas, sua identificacdo e
extracdo, com a finalidade de analisar suas caracteristicas fisico-quimicas, e propriedades
farmaco-toxicoldgicas (BRUNETON, 1993). Em 1873, foi encontrado o papiro de Ebers, que
corresponde ao tratado mais antigo da medicina egipcia, datado de 1600 aC, cujo contetido
comprova o uso de plantas para propésitos terapéuticos (HALLMANN-MIKOLAJCZAK,
2004).

No Brasil, houve alguns marcos decisivos para a introducao do uso de fitoterdpicos no
Sistema Unico de Satde, citam-se a Portaria 971/2006 e o Decreto 5.813/2006, que
regulamentaram a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares e a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (BRUNING et al., 2012). A inser¢do da

fitoterapia nos servicos de atenc¢do primdria da satde brasileira estimulou a interacdo entre
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usudrios e profissionais de saide e contribuiu para socializacdo da pesquisa cientifica e
desenvolvimento da visdo critica sobre o uso adequado de plantas medicinais e fitoterdpicos
(ANTONIO et al., 2014).

Entre os diversos fitoterdpicos, existem os fitoestrogenos (FE), que sdo considerados
uma alternativa popular a terapia com estrogénio/progesterona (MAHMUD, 2010). A
atividade estrogénica das plantas foi descrita no século XIX, na década de 20. Nos anos 40, a
diminui¢do da fertilidade induzida em ovelhas pela ingesta de trevos de pastagens, na
Austrélia, despertou a atencdo para a importancia bioldgica e econdmica dos FE (MURKIES
etal., 1998).

Os FE sdo polifenois naturais, elencados em classes distintas: flavonois (quercetina,
campferol), flavonas (apigenina), flavanonas (naringenina), cumarinas, chalconas, estilbenos
(resveratrol), isoflavonas (genisteina, daidzeina, formononentina, biochanina A), coumestanos
(cumestrol) e lignanas (enterodiol e enterolactona) (LIGGINS et al., 2000; DIXON, 2004).

As isoflavonas sdo os FEs mais comuns, presentes em produtos como soja, ervilha
verde, lentilha, feijjdo e amoras. Os lignanos estdo presentes em diversas plantas, como
constituintes da parede celular. Sdo encontrados em oleaginosas, nos graos integrais, legumes,
vegetais e sementes, principalmente no linho (THOMPSON et al., 1991). Tanto as
isoflavonas quanto os lignanos sdo armazenados em plantas predominantemente como
glicosideos em vacuolos (ADLERCREUTZ, 2007).

Os coumestanos e estilbenos sdo menos abundantes na dieta (DIXON, 2004). O
coumestrol ¢ um coumestano encontrado em trevos e brotos de alfafa e, em concentracdes
menores, no feijdo e sementes de girassol, entre outras fontes. O resveratrol € o estilbeno mais
estudado, estando presente em uvas, amendoim e amoras (FRANKE et al., 1995; JACOB et
al.,2001; WALLE, 2011).

Os FE apresentam conformagao espacial e polaridade semelhante ao estradiol. Para ser
considerado um FE, a molécula precisa ter as hidroxilas do grupo fenélico com uma distancia
o mais proximo possivel daquela entre a hidroxila do grupo fendlico na posi¢do 3 e a
hidroxila do 4lcool na posi¢do 17, do esqueleto esteroidal da molécula do 17B-estradiol. Caso
ndo haja uma hidroxila em alguma dessas posi¢des, mas a densidade eletronica da molécula
nessas regides for semelhante a do estradiol, também se pode considerar um FE (POLUZZI et

al., 2014) (FIGURA 5).
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Figura 5. Andlise comparativa das distancias entre a hidroxila dos grupos fendlicos nas
moléculas dos principais fitoestrogenos e a distancia entre hidroxila do grupo fendlico na
posicdo 3 e a hidroxila do dlcool na posi¢ao 17 na molécula do 17-estradiol.
Extraido de POLUZZI et al. (2014).

17-p-estradiol campferol genisteina coumestrol resveratrol

Em relacdo aos receptores estrogénicos (RE), existem dois tipos: a ¢ f. Os RE-a sdo
os principais receptores encontrados na mama e no ttero, e os RE-f encontram-se no sistema
cardiovascular e nos ossos (NAMS, 2000). A propriedade estrogénica ou antiestrogénica dos
FE depende do orgdo alvo especifico envolvido na interagdo com os RE, além da
concentracdo dos mesmos e dos proprios esteroides endégenos. Alguns FE induzem uma
transcricao génica RE-mediada pela interacio com ambos os receptores em niveis superiores
ao estradiol (HARRIS et al., 2005; VAN DER WOUDE et al., 2005). Apesar da baixa
afinidade dos FE pelo RE-a comparada ao estradiol, muitos apresentam uma afinidade ao RE-
B substancialmente superior (YOUNES e HONMA, 2011; RIETJENS et al., 2013; PATERNI
etal.,2014).

Os FE destacam-se cada vez mais como tratamento para a Sindrome Climatérica
apesar de ndo serem tdo potentes como o estradiol, porque estudos demonstraram que, além
de diminuir a intensidade e a frequéncia dos fogachos, de melhorar a atrofia vaginal e a
qualidade do sono, estes fitoterdpicos ndo provocaram hiperplasia do endométrio, ndo
aumentaram o risco para cancer de mama, minimizaram a incidéncia de doencas
cardiovasculares e de tromboembolia (ZHANG et al., 2007; GENCEL et al., 2012; BEDELL
etal.,2014).

A afinidade superior dos FE ao RE-PB esta relacionada a esse efeito protetor para
cancer de mama. O RE-B parece estar associado a um efeito antiproliferativo e
anticarcinogénico, enquanto o RE-o estd relacionado a promocdo da carcinogénese
(PATERNI et al., 2014; RIETJENS et al., 2017). Alguns autores afirmam que o RE-B

funciona como um possivel supressor tumoral, uma vez que poderia controlar a proliferacao
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induzida pelo RE-q, efeito que pode estar ausente em muitos canceres de mama (CHEN et al.,
2011; CHU et al., 2011; CIOTTA et al., 2012).

Alguns estudos tém investigado sobre os efeitos nio RE-mediados dos FE em
linhagens celulares de cancer de mama, a exemplo da MC-7 e MDA — MB — 231. Esses
efeitos incluem a apoptose, indu¢do da parada do ciclo celular e autofagia das células de

cancer de mama (HSIEH et al., 2018) (Quadro 1).

Quadro 1. Acdo dos principais fitoestrogenos em células de cancer de mama. Extraido de
HSIEH et al. (2018).

Fitoestrogeno | Classificagdo | Linhagem celular /RE ;;;a:::l::r Apoptose | Autofagia
Daidzeina Isoflavona MCF-7 ER+ v
MCF-7/MDA- ER+ G1 & G2/M
MB-231
Genisteina Isoflavona MCF-7 ER+ 4 4
MCF-7 ER+ v
MDA-MB-231 ER- G2/M v
Equol Isoflavona MCF-7 ER+ v
MDA-MB-231 ER- 4
MDA-MB-453 ER- G1/S,G2/M 4
Formononetina Isoflavona MCF-7 ER+ G0/G1 v
Calicosina Isoflavona MCF-7 ER+ 4
Arctigenina Lignano MDA-MB-231 ER- v
Wedelolactona | Coumestano | MDA-MB-231 ER- S& G2/M
Resveratrol Estilbeno MCF-7 ER+ 4
MDA-MB-231 ER- 4

Em relacdo ao tecido endometrial, alguns autores demonstraram que o coumestrol,
genisteina e daidzeina aumentaram a producdo do complemento C3 em células de
adenocarcinoma endometrial no rato. Outro estudo evidenciou um aumento da atividade da
fosfatase alcalina em cultura de células semelhantes. Tanto a produgdo de C3 como a
atividade da fosfatase alcalina sdo efeitos conhecidos

(MARKIEWICZ et al., 1993; HALE et al., 2002).

de estimulagdo estrogénica

Os FE também atuam sobre o sistema cardiovascular. A soja, rica em isoflavonas,
apresenta um efeito protetor para doenga cardiovascular, ao diminuir o colesterol total e LDL.
O mecanismo pelo qual a soja produz este efeito vai além da acdo no receptor estrogé€nico.
Existe a hipdtese do aumento da degradacdo e depuracdo de colesterol através do aumento de
secrecdo biliar, inibicdo da sintese de colesterol enddgeno, up-regulation do receptor de

colesterol, com aumento da expressio do RNAm para o receptor de LDL em células
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mononucleares e aumento da fungdo tireoidiana (POTTER et al., 1998; GLAZIER e
BOWMAN, 2001).

Além disso, a soja diminui a pressdo arterial em mulheres na pds-menopausa e atua
retardando o processo de aterosclerose, prevenindo o desenvolvimento de doencas cardiacas.
A genisteina, por sua vez, demonstra uma cardioprotecdo farmacoldgica apds uma condic¢ao
pos-isquémica, ao ativar o RE PI3K/Akt e preservar a funcdo mitocondrial (SONG et al.,
2007; TISSIER et al., 2007; CARLSON et al., 2008).

O efeito dos FE na atenuacdo dos fogachos nao foi totalmente elucidado. Todavia,
alguns estudos sugerem que as isoflavonas podem amenizar os sintomas vasomotores, apds
identificarem que os episodios de fogachos e suores noturnos foram menos frequentes e mais
fracos entre as mulheres que consumiam esse composto (BOLANOS-DIAZ et al., 2011;
JENKS et al., 2012; TAKU et al., 2012).

A presenca de receptores de estrogénio localizados na bexiga, vagina e no assoalho
pélvico, bem como a influéncia do estrogénio no metabolismo e biossintese do tecido
conjuntivo, tem estimulado a realizacao de estudos sobre o uso de moduladores seletivos do
receptor de estrogénio como possivel tratamento para a incontinéncia urindria (IU) por
estresse. Um estudo in vitro realizado na Polonia demonstrou que tanto o estradiol quanto a
daidzeina aumentaram a proliferacdo de fibroblastos da fascia pubocervical em mulheres na
perimenopausa com IU por estresse. Os autores concluiram que estes resultados apoiam o uso
local de estrogénio ou FE como uma tentativa de fortalecer o tecido conjuntivo periuretral no
tratamento da IU por estresse feminina (TOMASZEWSKI et al., 2003).

GRATZKE et al. (2008) realizaram um estudo com macacas cynomolgus
ovariectomizadas e comprovaram que o tratamento cronico com fitoestrégeno (32 meses)
hipertrofiou o musculo detrusor da bexiga e aumentou a resposta contratil da uretra proximal
ao carbacol e a estimulagdo do campo elétrico. A dieta rica em fitoestrogeno resultou em uma
drea mucosa mais espessa de todos os trés segmentos da uretra em comparacao com o grupo
controle. Outros autores utilizaram os dados do NHANES e relataram que as concentragdes
crescentes de lignanas urindrias foram associadas a uma menor probabilidade de incontinéncia
urindria de urgéncia em mulheres na pés-menopausa (KREYDIN et al., 2015).

Um estudo especifico sobre a associacao do uso de FE e prolapso de 6rgao pélvico foi
realizado com mulheres na pds-menopausa, que possuiam estidgio II a IV de prolapso,
divididas em dois grupos, que foram tradados com FE ou com placebo por 30 dias. No final
do tratamento, as mulheres que receberam o FE tiveram uma melhora significativa dos

sintomas relacionados ao prolapso. Apds a cirurgia para corre¢do, realizou-se andlise
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imunohistoquimica, que evidenciou aumento significativo da elastina e coldgeno I/III no
grupo tratado com FE (JIANG et al., 2017).

As alteragdes da pele frequentes no climatério também podem ser amenizadas com o
uso desses fitoterdpicos. Durante essa fase, a pele torna-se mais ressecada, mais fina e sem
elasticidade, devido ao hipoestrogenismo, como pela exposicdo ao sol. As agdes das
isoflavonas parecem ser benéficas através de sua agdo antioxidante, reduzindo os radicais
livres e inibindo os danos provocados pelos raios ultravioletas (CAIl e WEI, 1996; WEI,
1998).

Alguns autores afirmam que a acentuada perda de massa dssea que ocorre nesse
periodo pode ser reduzida pelo consumo de FE. Segundo esses autores, as mulheres japonesas
tém menor risco de sofrerem fraturas de quadril que mulheres brancas, esse fato deve-se nao
apenas a fatores como estatura, exercicios fisicos, mas também ao tipo de dieta rica em FE e
célcio (BOULET et al., 1994). Outras evidéncias indiretas dos potenciais efeitos benéficos
dos FE em rela¢do ao metabolismo 6sseo derivam de alguns estudos com a ipriflavona (7-
isopropoxi-isoflavona), um derivado sintético ndo hormonal produzido comercialmente da
daidzeina, que demonstrou eficdcia em reduzir a perda da massa 6ssea (MELIS et al., 1992).

De forma geral, diversas plantas ja sdo frequentemente utilizadas por mulheres para o
alivio dos sintomas do climatério. Os principais FE utilizados com essa finalidade sdo Soja
(Glycine max L), Cohosh preto (Cimicifuga racemosa), Lipulo (Humulus lupulus L.), Inhame
(Dioscorea villosa L.), Ginseng (Panax ginseng), Dong quai (Angelica sinensis), Erva de Sao
Jodo (Hypericum perforatum L.), Ginkgo (Ginkgo biloba 1.) e Valeriana (Valeriana
officinalis) (GELLER e STUDEE, 2005; BORRELLI e ERNST, 2010) .

O MS recomenda o uso da Soja, Trevo vermelho (Trifolium pratense), Cimicifuga,
Erva de Sao, Valeriana e Melissa (Melissa officinalis) (BRASIL, 2016). Porém, observa-se na
pratica clinica que a Morus nigra L. estad sendo cada vez mais utilizada e difundida entre as

mulheres climatéricas.

2.4 Morus nigra Linnaeus

Ap6s a criagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (Decreto N°
5.813/2006), o MS divulgou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS), constituida por setenta e uma plantas medicinais indicadas para o uso terapéutico

da populacao (BRASIL, 2012). A Morus sp faz parte da RENISUS por apresentar potencial
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N

em derivar medicamentos e estes, por sua vez, serem distribuidos a populacdo pelo SUS
(ROSA et al., 2016).

A Morus nigra L. pertence ao género Morus, da familia Moraceae, ordem Rosales, foi
classificada morfologicamente pela primeira vez por Lineu em 1753 (LINNAEI, 1753;

NATURALIS BIODIVERSITY CENTER (2017) (QUADRO 2) .

Quadro 2. Sistemdtica botanica de Morus nigra L. Extraido de: Naturalis Biodiversity
Center, 2017.

Reino Plantae

Filo Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordem Rosales

Familia Moraceae

Género Morus

Espécie Morus nigra L.

Nome comum Amora, amora preta, black mullberry (inglés)

Existem 24 espécies de Morus e uma subespécie, com pelo menos 100 variedades
conhecidas (PADILHA et al., 2010). Em geral, sdo cultivados trés tipos principais de
amoreira para a produgdo de frutos, incluindo a amoreira branca (Morus alba), vermelha
(Morus rubra) e preta (Morus nigra) (KAMILOGLU et al., 2013). Estas espécies podem ser
encontradas entre regides de clima temperado e subtropical no hemisfério norte até os trépicos
do hemisfério sul e crescem em variadas condicdes climdticas e topograficas (ARAUJO et al.,
2015).

A amoreira preta € a espécie de amora com o maior nimero de cromossomos (HE et
al., 2013). E origindria do Iran, sendo uma das espécies mais importantes cultivadas nos
paises mediterranicos (ERCISLI e ORHAN, 2007; KAMILOGLU et al., 2013). Foi trazida
para o Brasil por imigrantes japoneses, adaptando-se bem as condicdes de clima e solo
(SOUZA et al., 2015).

E uma 4rvore caducifdlia, geralmente dioica, de 3-5 m de altura, com tronco revestido
por casca fina, de cor acinzentada. Seus ramos sdo relativamente horizontais, com as
extremidades pendentes, formando uma copa achatada. Folhas simples, glabras em ambas as
faces, de 6-12 cm de comprimento, com as margens variavelmente lobadas em exemplares
jovens e apenas serreadas em plantas adultas, com nervagdo saliente e face superior luzidia.
Suas inflorescéncias sdo formadas entre julho e agosto, sao pequenas, esverdeadas, sésseis ou

curtopediceladas. Seus frutos sdo multiplos, cilindricos, de superficie tuberculada,
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inicialmente vermelhos e pretos quando maduros, de polpa carnosa e sabor agridoce

(LORENZI, 2003; MRKVICKA, 2010; PADILHA et al., 2010) (Figura 6).

Figura 6. Folhas e frutos da espécie Morus nigra L. Extraido de MRKVICKA (2010).

A amoreira preta contém uma variedade de compostos fendlicos, incluindo
flavonoides, estilbenos, cumarinas, estilbenos, cromonas, antocianinas € Xxantonas
(NOMURA, 1988; NOMURA e HANO, 1994). Seus frutos, folhas, cascas e as raizes sdo
usados como laxante, sedativo, expectorante, emoliente, calmante, diurético, agente
hipoglicemiante, antisséptico, anti-inflamatdria e antioxidante (ERCISLI e ORHAN, 2007;
PADILHA et al., 2010; SOUZA et al., 2017).

2.4.1 Principais efeitos dos frutos da Morus nigra L.

A anélise dos flavonoides totais (FT) nos frutos dos trés tipos principais de amoreiras

evidenciou que o FT na Morus nigra L. é maior do que na Morus alba € Morus rubra

(ERCISLI e ORHAN, 2007). CHEN et al. (2017) também observaram que os frutos da Morus
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nigra L. sdo ricos em flavonoides, enquanto os frutos das demais amoreiras tem quantidades
inferiores. Em relacdo a pesquisa dos tipos de flavonoides, a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) dos frutos da Morus nigra L. identificou a presenca de rutina, murina e
quercetina (AKHLAQ et al., 2016).

CHEN et al. (2017) investigaram, ainda, o efeito dos flavonéis da Morus nigra L. sob
as duas fases do mecanismo de dor: a fase de dor neurogénica e a fase de dor inflamatoria. A
segunda fase foi significativamente mais curta no grupo da Morus nigra L. do que no grupo
controle. Os autores também estudaram os mecanismo de efeitos antinociceptivos dos
flavondis de algumas plantas da espécie Morus sp e mediram os niveis de uma citocina
inflamatéria (IL-6) e uma citocina anti-inflamatéria ( IL-10). O nivel de IL-6 no soro foi
significativamente reduzido pelos flavonoides de todas as plantas e apenas os flavonoides da
Morus nigra L. aumentaram significativamente o nivel sérico de IL.-10 em comparacdo com o
grupo controle. Em relacdo a expressdao de proteinas relacionadas a inflamacdo, a expressao
dos produtos fosforilados diminuiu significativamente nos grupos tratados com flavonoides,
especialmente no grupo da Morus nigra L. (CHEN et al., 2017).

Semelhante a este estudo, pesquisas anteriores mostraram que os flavonoides da
Morus nigra L. regularam o processo inflamatério, principalmente afetando as vias do NO e
NF-xB, que regula a expressao de IL-6 (MATSUI et al., 1999; CHAN et al., 2015). Outro
estudo também confirmou que o FT da amora preta possui uma atividade antioxidante, além
da anti-inflamatéria (CHEN et al., 2016). Estes flavonoides tiveram uma poténcia de reducao
e eliminacdo maior do OH- e radical ABTS que a vitamina C, sugerindo que seus flavonoides
tém boa atividade antioxidante e podem ter efeitos potenciais na satide humana (CHEN et al.,
2016).

NADERI et al. (2004) demonstraram que diferentes extratos dos frutos da amoreira
preta, como o suco, extratos hidroalcéolico e polifendlico apresentam ag¢do protetora contra
danos oxidativos, por meio da inibicdo da glicosilacdo da hemoglobina, da hemdlise de
eritrocitos induzida por perdxidos de hidrogénio, do dano a membrana do hepatdcito e da
oxidacao do LDL in vitro.

O estudo da citotoxidade do FT nos frutos da amoreira preta revelou que ndo foi
citotoxico em concentracoes relevantes. Esses achados sugerem que seus frutos sdo uma fonte
valiosa de flavonoides e um antioxidante natural sem efeitos colaterais toxicos. Assim, 0s
frutos podem ser um tratamento alternativo para doencas inflamatdrias e nociceptivas (CHEN

etal., 2016).
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2.4.2 Principais efeitos das folhas da Morus nigra L.

Os efeitos benéficos para a saude da Morus nigra L. ndo sao limitados apenas aos seus
frutos, suas folhas também apresentam amplas propriedades bioldgicas. Os valores de FT nas
folhas de Morus nigra L. também sdo superiores aos da Morus alba (SANCHEZ-SALCEDO
et al., 2015). Como nos frutos, os flavonoides identificados nos extratos de folhas hidrolisadas
foram quercetina, rutina e campferol (TALLINI et al., 2015; ZENI et al., 2017).

Além desses compostos, os acidos fendlicos, gilico e clorogénico foram encontrados
no extrato de suas folhas. Acredita-se que a quercetina, dcido gdlico e clorogénico estdo
envolvidos na maior capacidade antioxidante encontrada na infusdo e extratos
hidrometanoélicos das folhas da planta. As quantidades de dcido clorogénico e quercetina nas
folhas de Morus nigra L. podem contribuir para o efeito hipolipidémico encontrado em seus
resultados (ZENI et al., 2017).

VOLPATO et al. (2005) observaram o efeito antioxidante do extrato aquoso das
folhas de Morus nigra L. em ratos diabéticos, por meio da redu¢do do malonaldeido, produto
final da peroxidacao lipidica; além de identificarem a diminui¢do das concentracdes dos
triglicerideos, colesterol e da fragdo VLDL.

Outro estudo também verificou a atividade antinociceptiva do extrato de etanol das
folhas de Morus nigra L., com efeito central e periférico, semelhante ao efeito de seus frutos.
O extrato das folhas produziu uma inibicdo significativa de ambas as fases do teste de
formalina e o efeito foi mais significativo na segunda fase (dor inflamatéria) (SOUZA et al.,
2015). A folha da amora preta demonstrou efeitos anti-inflamatérios pela reducao do edema
de pata induzido por carragenina em um estudo experimental e inibiu significativamente a
formagdo de tecido granulomatoso nos ratos (PADILHA et al., 2010).

Considerando a toxicidade aguda do extrato etandlico bruto, observou-se que o extrato
das folhas pode ser considerado de baixa toxicidade, porque ndo causou a morte ou alteracao
dos testes de parametros bioquimicos e hematolégicos em animais, apds a administracdo das
doses (ALMEIDA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

DALMAGRO et al. (2017) demonstraram que o extrato da amora preta ou o acido
siringico, o principal composto fendlico identificado nas folhas, sdo capazes de modular o
stress oxidativo no hipocampo e cértex cerebral de camundongos, proporcionando um efeito
antidepressivo.

Outros resultados mostraram que as folhas de Morus nigra L. t€ém potencial para

melhorar os déficits cognitivos em camundongos e que podem ser tutil para suprimir o
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envelhecimento, devido a sua atividade eliminatéria de radicais livres e alta capacidade
antioxidante. O extrato das folhas de Morus nigra L. melhorou significativamente os déficits
de aprendizado e aumentou a retengao de memoria (TURGUT et al., 2016).

O uso especifico de Morus nigra L., seja dos frutos ou folhas, nos sintomas da
menopausa € escasso na literatura. Observa-se que ha diversos estudos nos quais sdo
identificados metabdlitos secunddrios nas espécies do género Morus, porém poucos sio
direcionados para a identificacdo de FE (BERGO e FORIM, 2015).

Um estudo experimental sobre o extrato hidroalcodlico de folhas de Morus nigra L.
revelou efeitos importantes em ratas ovariectomizados. Este extrato hidroalcodlico induziu
uma modificacdo significativa das amostras cervicais das ratas ovariectomizados, indicando
um prolongamento das fases proestro e estro, apesar do baixo nivel de estradiol (SILVA,
2012). Outras plantas que contém isoflavonas também induziram uma fase estro prolongada
do epitélio vaginal em ratas ovariectomizados (CIRCOSTA et al., 2006; OCCHIUTO et al.,
2007).

Além disso, a administragdo de Morus nigra L. impediu significativamente a atrofia
do epitélio vaginal e causou uma vacuolagdo da célula, o que implicou em um aumento do
conteddo de mucopolissacarideos (SILVA, 2012). Em relagdo a toxicidade, a dose utilizada
neste estudo ndo alterou os paradmetros bioquimicos do figado e do rim. Um procedimento de
teste de toxicidade aguda mostrou que a dose de 2g/kg de peso corporal foi considerada como
o teste limite (AKBULUT e OZCAN, 2009).

DE QUEIROZ et al. (2012), por sua vez, analisaram o efeito estrogénico da amoreira
preta sobre o sistema reprodutivo e o desenvolvimento embriondrio de ratas Wistar. Segundo
esses autores, os dados obtidos indicaram que a planta ndo exibiu nenhuma atividade
estrogénica, porém nao exerceu efeito toxico sobre o sistema reprodutor feminino e sobre o
desenvolvimento embriondrio dos ratos.

Em relacdo ao uso em seres humanos, os resultados obtidos por uma pesquisa
etnofarmacoldgica confirmaram que o uso de Morus nigra L. foi efetivo para o tratamento de
sintomas climatéricos, com um consenso considerdvel de uso popular (maior que 50%) e
poderia constituir um potencial medicamento natural para estudos quimicos e farmacolégicos,
especialmente como fonte de substidncias com atividade estrogénica (MIRANDA. et al.,

2010).

2.4.3 Outros efeitos da Morus nigra L.
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Estudos fitoquimicos sobre a Morus nigra L. demonstraram a presenca de outros
minerais, vitaminas (f-carotenos, tiamina, riboflavina, niacina, biotina e 4cido ascérbico),
polissacarideos (1-desoxinojirimicina, ramnose ¢ acido galacturdnico), esterois (B-sitosterol,
terpenoides e sesquiterpenos), dcido linoleico e alcaloides (morroles e mulbaines) (ERCISLI e
ORHAN, 2007; AKBULUT e OZCAN, 2009; SONG et al., 2009; IQBAL et al., 2012;
CALIN-SANCHEZ et al., 2013).

Demonstrou-se que vérios fitoquimicos isolados da Morus nigra L. possuem
atividades antibacterianas, antitromboéticas, antivirais, antifingicas, anti-hiperuricémicas,
antiaterogénicas, antidiabéticas e anticancerigenas (FUKALI et al., 2005; ZHENG et al., 2010;
WANG et al., 2011; HE e LU, 2013). Vérios estudos também mostraram que a amoreira preta
possui propriedades cardioprotetora, hepatoprotetora, neuroprotetora, vasomoduladora,
imunomoduladora e nefroprotetora (KWON et al., 2005; NS et al., 2012; FARZAEI et al.,
2013; QADIR et al., 2014; PAINULY et al., 2015).

O tratamento com o extrato etandlico das folhas de Morus nigra L. reduziu a
hiperglicemia, melhorou a tolerancia oral a glicose € minimizou a dislipidemia e o estresse
oxidativo, levando a uma reducdo no indice aterogé€nico em ratos diabéticos induzidos por
aloxana (JUNIOR et al., 2017). As folhas das amoreiras sao consumidas na Coréia e no Japao
como alimentos anti-hiperglicémicos para pacientes com diabetes mellitus, uma vez que as
folhas sdo ricas em componentes alcaléides, incluindo 1-desoxinojiricina, que € conhecida por
ser uma das inibidoras mais potentes da a-glicosidas, diminuindo os niveis de agicar no
sangue (ALMEIDA et al., 2012).

Um estudo clinico randomizado demonstrou que o consumo didrio de suco de
amoreira preta apresenta potencial para melhorar os niveis de HDL colesterol,
Apolipoproteina A-I, Apolipoproteina B e PCR ultrassensivel em pacientes com dislipidemia,
melhorando o risco cardiovascular desses individuos (AGHABABAEE et al., 2015).

Outro estudo experimental teve como objetivo avaliar alteracdes bioquimicas e
histopatoldgicas em rins de ratos diabéticos apds tratamento com extrato hidroalcodlico de
Morus nigra L.. O dano glomerular foi menor no grupo tratado com o extrato da amoreira
preta quando comparado ao grupo controle, afirmando que seu uso pode auxiliar na prevengao
do dano do tecido renal em pacientes diabéticos (RAHIMI-MADISEH et al., 2017).

O extrato bruto dos frutos de Morus nigra L. possui atividades procinéticas e laxantes,
possivelmente mediadas através da estimulacdo de receptores muscarinicos e tem uma
atividade antidiarreica, possivelmente através de uma combinacio de bloqueio do canal Ca2*

e efeitos anticolinérgicos (AKHLAQ et al., 2016).
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QADIR et al. (2014) investigaram o efeito citotoxico de Morus nigra L. em células de
cancer e concluiram que suas folhas possuem atividade anticancerigena contra a linhagem de
cancer cervical (HeLa).

Foi demonstrado que o extrato de folha de Morus nigra L. tem potencial como um
agente natural de branqueamento contra a hiperpigmentacdo da pele, por inibicdo da
tirosinase. O efeito citotoxico ndo foi observado em melanomas murinos, queratindcitos
humanos e fibroblastos de ratos (DE FREITAS et al., 2016).

MASCARELLO et al. (2018) descreveram adutos adicionais do tipo Diels-Alder
isolados da casca de Morus nigra L., que inibiram a proteina tirosina fosfatase B (PtpB) do
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) em concentracdes submicromolares. No teste de
sobrevivéncia do Mtb dentro dos macréfagos, um dos adutos mostrou inibicao do crescimento
em 61,3%. Esses resultados apontaram para a relevancia da Morus nigra L. como inibidora da

PtpB e como candidata terapé€utica para a tuberculose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Comparar a eficacia do extrato de folhas de Morus nigra L. no tratamento de sintomas

climatéricos, com a TRH e um grupo controle (placebo).

3.2 Especificos

e Auvaliar o perfil sécio-demografico e clinico das mulheres climatéricas tratadas
com o extrato de folhas de Morus nigra L., TRH e placebo;

e Comparar os Indices de Blatt-Kuppermam e Dominios do questiondrio Short-
Form Health Survey - 36 apds o tratamento de mulheres climatéricas tratadas com extrato de
folhas de Morus nigra L., TRH e placebo;

e Identificar a presenca de efeitos adversos com o tratamento de extrato de folhas
de Morus nigra L., TRH e placebo;

e Avaliar o efeito do tratamento com extrato de folhas de Morus nigra L., TRH e
placebo nos pardmetros da colpocitologia oncética (padrdo celular e microbiologia) e
colposcopia;

e Avaliar o efeito do tratamento com extrato de folhas de Morus nigra L., TRH e

placebo em parametros bioquimicos e hormonais.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Estudo Clinico, randomizado, paralelo, duplo-cego, de nao inferioridade, destinado a

estabelecer que um novo tratamento nao € menos eficaz que um tratamento padrao.

4.2 Periodo e Local do estudo

A pesquisa foi executada no periodo de novembro de 2016 a marco de 2018. A coleta
dos dados referente aos questiondrios de qualidade de vida e sintomas climatéricos, bem como
a coleta da colpocitologia oncética foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa Clinica do
Programa de Pés-Graduacdo em Saide do Adulto da Universidade Federal do Maranhdo
(UFMA). A coleta dos exames bioquimicos foi realizada no Centro de Pesquisa Clinica da
UFMA e analisados no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario Unidade
Presidente Dutra. Os exames de imagem foram realizados na clinica Médica Imagem, por

uma mesma profissional.

4.3 Amostra

Inicialmente, foram avaliadas 97 mulheres do ambulatério de ginecologia do Hospital
Universitario Unidade Materno-Infantil e do Laboratério de Pesquisa Clinica do Programa de
P6s-Graduagdo em Saude do Adulto, ambos da Universidade Federal do Maranhdo. Destas
mulheres, foram excluidas 35: 02 mulheres ndo atenderam aos critérios de inclusao, 08
recusaram-se em participar da pesquisa, 06 apresentavam miomatose uterina sintomatica e 19
ndo completaram os exames basais. Foram randomizadas 62 mulheres e alocadas em trés
grupos: grupo Amora (N=20), grupo controle positivo — TRH (N=20) e grupo controle
negativo — Placebo (N=22)

Todas as participantes receberam a intervencao especifica e foram acompanhadas por
um periodo de 2 meses. No grupo amora, todas finalizaram o tratamento e completaram o
follow-up. No grupo TRH, houve 01 desisténcia do tratamento, por queixa de spotting

(sangramento vaginal) permanecendo 19 que completaram o follow-up. No grupo placebo, 02
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mulheres desistiram do tratamento, sem queixa especifica, totalizando 20 para o follow-up

(Figura 7).

Figura 7. Fluxograma do progresso das fases do ensaio clinico. Sdo Luis, 2018.

Avaliadas para elegibilidade (N=97)

Excluidas (N=35):
Nio atenderam aos critérios de inclusdo

(N=2)
Recusaram-se a participar (N=08)
Apresentavam miomatose uterina

sintomatica (N=6)
Nao completaram os exames basais (N=19)

I
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Grupo Amora (N=20) | IGrupo TRH (N=20) Grupo Placebo (N=22)

Receberam a intervengdo (N=20) =~ [Receberam a intervengio (N=20) Receberam a intervencdo (N=22)

Descontinuaram a  intervengao Des:cqntinuaram a intervengdo - |Descontinuaram a intervengdo —

(N=0) desistiram do tratamento (N=1) desistiram do tratamento (N=2)
Analisadas (N=20) Analisadas (N=19) Analisadas (N=20)

4.3.1 Critérios de inclusio e exclusao

Foram incluidas na pesquisa mulheres com idade entre 35 e 65 anos, que
apresentavam algum sintoma climatérico avaliado pelo Indice de Blatt-Kupperman - IBK
(ondas de calor, parestesia, insOnia, nervosismo, depressao, fadiga, artralgia/mialgia, cefaleia,
palpitagdo, zumbido no ouvido). Foram excluidas mulheres com insuficiéncia hepdtica,
histéria pregressa ou familiar de cancer de mama, ovério e endométrio, portadoras de porfiria,

sangramento endometrial anormal, trombose venosa profunda e doenca arterial coronariana.

4.4 Calculo do tamanho amostral
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Por tratar-se de um estudo em que ainda nao se conhece a tolerabilidade a droga, ndo
foi realizado cdlculo amostral. Optou-se por uma amostra pequena, inicialmente estimada em

90 mulheres.

4.5 Instrumentos de coleta e avaliacao de dados

As mulheres que atenderam aos critérios de inclusdo e que concordaram em participar
da pesquisa foram submetidas a uma entrevista estruturada, para obten¢do de informacdes
sociocodemograficas e comportamentais. Em seguida, foram submetidas a avaliagdo dos
sintomas climatéricos, qualidade de vida e avaliagdo clinica.

A intensidade dos sintomas relacionados ao Climatério foi calculada pelo IBK
(ANEXO A). A cada um dos sintomas (ondas de calor, parestesia, insdnia, nervosismo,
depressao, fadiga, artralgia/mialgia, cefaleia, palpitacdo, zumbido no ouvido) foram atribuidas
diferentes pontuacdes segundo a sua intensidade. Os escores totais foram classificados em
leves (valores até 19), moderados (entre 20 e 35) ou intensos (maior que 35). Assim, quanto
maior a pontuacdo obtida, mais intensa € a sintomatologia climatérica (KUPPERMAN et al.,
1953).

A qualidade de vida foi avaliada pelo Questiondrio de Qualidade de Vida SF — 36
(Short-Form Health Survey) (ANEXO B). Este instrumento de qualidade de vida
multidimensional foi desenvolvido em 1992 por Ware e Sherbourne e validado no Brasil por
Ciconelli et al. (1999). A avaliacdo dos resultados foi feita mediante a atribuicdo de escores
para cada questdo, que compuseram oito dominios (capacidade funcional, aspectos fisicos,
dor, estado geral de saude, vitalidade, aspectos sociais, aspectos emocionais e saide mental),
os quais foram transformados numa escala de zero a 100, onde zero correspondeu a uma pior
qualidade de vida e 100 a uma melhor qualidade de vida (CICONELLI et al., 1999).

A colpocitologia foi executada por meio da insercao do espéculo (estéril e descartdavel)
no canal vaginal para a coleta do material cervical. Para o esfregaco da ectocérvice, foi
utilizada a espatula de Ayre e da endocérvice, a escovinha. A execuc¢do dos esfregacos deu-se
com movimentos uniformes, continuos e retilineos, na mesma lamina, no sentido vertical e
horizontal, respectivamente. Em seguida, o material foi fixado imediatamente com citospray.

Os exames de imagem consistiram em exame ultrassonografico transvaginal, na
intencdo de avaliar alteragdes na espessura da camada endometrial; exame ultrassonografico
das mamas e mamografia, para avaliar possiveis alteracdes no tecido mamario. Nenhuma

participante apesentou alteracdo mamaria ou pélvica que contraindicasse os tratamentos. Na
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avaliacdo da ultrassonografia mamadria e mamografia, a maioria dos achados foi normal, com
classificagdo BI-RADS I, que requer seguimento anual (44,1%, 59,3%, respectivamente) (MD
SAUDE, 2017). Em relacdo a avaliacdo ultrassonogrifica transvaginal, a maioria ndo
apresentou anormalidades (49,1%). A alteracdo patolégica mais frequente foi a miomatose

uterina (22%), porém assintomética (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos exames de imagem basais das mulheres climatéricas. Sdo Luis,

2018.
EXAMES DE IMAGEM n %

Ultrassonografia das mamas

Birads 26 441

Bi-rads II 21 35,6

Bi-rads I1I 12 20,3
Mamografia

Birads I 35 59,3

Bi-rads 11 19 32,2

Bi-rads III 5 8,5

Ultrasssonografia transvaginal

Sem anormalidades 29 49,1

Status pds-histerectomia 3 5,1

Miomatose uterina 13 22.0

Pélipo endometrial 3 5.1

Noédulo endometrial 1 1,7

Cisto ovariano homogéneo 5 8,5

Cisto ovariano heterogéneo 4 6,8

Aumento ovariano inespecifico 1 1,7

Foram realizadas coletas de amostras de sangue para os seguintes exames bioquimicos
(valor de referéncia): glicemia de jejum (60 a 99 mg/dL), HDL—colesterol (maior que 60
mg/dL), LDL-colesterol (menor que 100 mg/dL), triglicerideos (menor que 150 mg/dL),
colesterol total (menor que 200 mg/dL), AST (6 a 46 U/L), ALT (6 a 49 U/L), ureia (15 a 50
mg/dL), creatinina (0,4 a 1,4 mg/dL), 4cido trico (1,5 a 6,0 mg/dL), fosfatase alcalina (35 a
130 U/L), proteina C Reativa (PCR) ultrassensivel (menor que 0,5 mg/dL), estradiol
(menopausa: menor que 5 a 54,7), FSH (menopausa: 25,8 a 134,8)), TSH (0,27 a 4,2 wUl/mL)
e T4 livre (12 a 22 pmol/L).

Os questiondrios IBK e SF 36 foram aplicados antes e apds o tratamento. Todos os
exames foram realizados nesses dois momentos, exceto os exames de imagem, que foram

realizados apenas na avaliacdo basal.
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4.6 Processamento e tratamento estatistico

4.6.1 Implementagdo e cegamento

Realizou-se uma alocagdo randomizada simples para as 62 participantes, por meio de
uma lista de nimeros randdmicos criados pelo programa Excel 2007. As participantes foram
enumeradas de 1 a 62, para cada uma foi gerado um valor aleatdrio entre O e 1, a partir da
fungido “ALEATORIO” e, em seguida, foram reorganizadas segundo a ordem crescente dos
valores. A alocagdo para cada grupo foi determinada por meio da identificagdo como grupo A,
B e C, sequencialmente. O grupo A correspondeu ao grupo tratado com Amora, o grupo B foi
tratado com a TRH e o grupo C recebeu o tratamento Placebo.

O estudo foi duplo-cego (pacientes e pesquisadores). As pilulas da TRH e as capsulas
da amora e placebo foram armazenadas em frascos semelhantes, com uma identificacao
reconhecida apenas pelo responsdvel pela distribuicdo. A reavaliacio das pacientes foi
realizada sem o conhecimento do tipo de tratamento recebido. A andlise estatistica também

ocorreu de forma cega.

4.6.2 Tratamento dos grupos

Para o grupo Amora, foi desenvolvida uma cdpsula contendo o p6 das folhas obtidas
da Morus nigra L., aprovada segundo certificado de andlise (ANEXO C), na concentragdo de
250 mg, em uma Farmdicia de Manipulacio da Cidade de Sao Luis-MA. Segundo a
recomendacdo farmacéutica da empresa, a dose comercializada corresponde a 750mg/dia,
porém optou-se por utilizar nesta pesquisa apenas 250 mg/dia, por 60 dias.

Para o grupo controle positivo, foi utilizada a pilula de estradiol Img para as mulheres
histerectomizadas, na dose de 01 pilula/dia. J4 para as ndo histerectomizadas, foi utilizada a
pilula combinada de estradiol 1mg e acetato de noretisterona 0,5mg. A dose utilizada de
ambas foi 01 pilula/dia, por 56 dias. Estas pilulas foram doadas pela empresa LIBBS, sua
producdo € aprovada pela Anvisa.

Para o grupo controle negativo foi utilizada uma cépsula de placebo a base de talco
farmacé€utico, na concentracdo de 250mg, confeccionada pela mesma farméicia de

manipulacdo. A dose utilizada foi de 250mg/dia, por 60 dias.
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Durante a reavaliacdo das participantes apds o término do tratamento, foram recebidos

os frascos para contagem das pilulas e capsulas, a fim de averiguar a adesdo.

4.6.3 Analise dos dados

Os dados foram analisados usando o software SPSS 25.0 (Chicago, USA, SPSS Inc.).
A normalidade das varidveis foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparar a
diferenca entre as medianas das varidveis em cada time-point (TO: basal e T1: apds 2 meses
de tratamento) entre os 3 grupos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Na comparagdo das
medianas das varidveis numéricas de cada grupo de tratamento entre TO e T1, utilizou-se o
teste de Wilcoxon. Para verificar a associa¢do do desfecho (melhora do sintoma) com outras
varidveis analisadas, foi utilizado o teste qui-quadrado de Pearson e calculado o risco relativo
(RR) ndo ajustado com seus respectivos intervalos de confianca (IC) a 95%. Para comparar as
frequéncias das varidveis referentes a colposcopia e colpocitologia entre TO e T1, em cada
grupo experimental, foi utilizado o teste de McNemar ou McNemar-Bowker. Na andlise dos
exames bioquimicos entre TO e T1, foi utilizado o Teste T Pareado. Foi adotado um nivel de

significancia de 5% para todas as andlises. Foi adotada andlise por intencdo por tratar (ITT).

4.7 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo, segundo o Parecer 1.804.512 (ANEXO
D) e publicado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC), sob o niimero de registro
RBR-9t4xxk.

A coleta de dados foi iniciada somente apds anuéncia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (APENDICE A), conforme a Resolugdo do Conselho Nacional de Satide
(CNS) 466/2012 e suas complementares. As mulheres que preencherem os critérios para
selecdo da amostra receberam informagdes sobre a finalidade do estudo, beneficios, bem
como sobre 0s possiveis riscos.

Esta pesquisa foi financiada pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Maranhdo (FAPEMA), segundo Termo de

outorga (ANEXO E), por meio do edital 40/2014, Processo UNIVERSAL - 00832/15.
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S RESULTADOS

Para caracterizarmos nossa amostra, na Tabela 2 descrevemos as caracteristicas
sociodemogréficas e clinicas das mulheres climatéricas. Os grupos foram semelhantes quanto
a maioria dessas varidveis. As médias de idade do grupo Amora, TRH e Placebo
corresponderam a 50,1+7,7; 49,7+4.8 e 46,9454, respectivamente. As mulheres
caracterizaram-se como pardas (55%, 73,7%, 65%, respectivamente), com ensino médio
completo (60%, 31,6%, 35%, respectivamente), auxiliar de servicos gerais (15%, 26,3%,
30%, respectivamente), renda familiar mensal de 1 saldrio minimo (45%, 47,4%, 60%,
respectivamente), negaram etilismo (40%, 47,3%, 55%, respectivamente), negaram tabagismo
(65%, 84,2%, 80%, respectivamente), negaram a pratica de atividade fisica regular (50%,
579%, 75%, respectivamente), ndo eram histerectomizadas (75%, 89,5%, 80%,
respectivamente).

Os grupos diferiram apenas quanto ao estado civil, comorbidades e ocorréncia da
menopausa. No grupo Amora, metade era casada e a outra metade solteira, a maioria era
hipertensa (45%) e menopausada (55%). No grupo TRH, por sua vez, a maioria era casada
(47,3%), sem comorbidades (52,6%) e menopausada (57,9%). Por dltimo, no grupo Placebo,
a maior parte era solteira (40%), sem comorbidades (60%) e ndo era menopausada (60%)

(Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas das mulheres climatéricas segundo o
grupo de tratamento. Sao Luis, 2018.

Grupo
Variavel Amora TRH Placebo
(N=20) (N=19) (N=20)
Idade (Média + DP) 50,1 +7,7 49,7 +4.8 469 +54
n % n % n %
Cor
Branca 5 25,0 3 15,8 5 25,0
Parda 11 55,0 14 73,7 13 65,0
Negra 4 20,0 2 10,5 2 10,0
Estado Civil
Casada 10 50,0 9 473 7 35,0
Solteira 10 50,0 3 15,8 8 40,0
Divorciada - - 6 31,6 1 5,0
Vidva - - 1 53 3 15,0
Unido consensual - - - - 1 5,0

continua
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Tabela 2. Caracteristicas sociodemogréficas e clinicas das mulheres climatéricas segundo o

grupo de tratamento. Sao Luis, 2018.

continuagdo
Grupo
Amora Placebo
Variavel (N=20) (N=19) (N=20)
n ) n % n %
Escolaridade
Analfabeta - - - - - -
Ens. Fund. Incompleto 2 10,0 5 26,3 2 10,0
Ens. Fund. Completo - - 4 21,0 3 15,0
Ens. Med. Incompleto 3 15,0 1 5,3 5 25,0
Ens. Med. Completo 12 60,0 6 31,6 7 35,0
Ens. Sup. Incompleto - - - - - -
Ens. Sup. Completo 3 15,0 3 15,8 3 15,0
Profissao/ocupacio (mais
prevalentes)
Aucxiliar de servicos gerais 3 15,0 5 26,3 6 30,0
Do lar 2 10,0 5 26,3 1 5,0
Doméstica 2 10,0 1 5,3 - -
Lavradora - - 2 10,5 - -
Renda Média Familiar (salario
minimo)
1 9 45,0 9 474 12 60,0
2a3 7 35,0 6 31,6 6 30,0
Mais de 3 4 20,0 4 21,0 2 10,0
Etilismo
Sim 6 30,0 4 21,0 4 20,0
Nio 8 40,0 9 473 11 55,0
Ex-etilista 6 30,0 6 31,6 5 25,0
Tabagismo
Sim - - 1 5,3 - -
Nio 13 65,0 16 84,2 16 80,0
Ex-tabagista 7 35,0 2 10,5 4 20,0
Atividade Fisica
Sim 10 50,0 8 42,1 7 35,0
Nio 10 50,0 11 579 13 75,0
Comorbidade
Nenhuma 8 40,0 10 52,6 12 60,0
Hipertensao 9 45,0 2 10,5 1 5,0
Diabetes 1 5,0 - - 1 5,0
Depressdo 1 5,0 1 5,3 1 5,0
Hipertireoidismo - - 1 5,3 1 5,0
Hipotireoidismo 1 5,0 1 5,3 1 5,0
Histerectomia
Sim 5 25,0 2 10,5 4 20,0
Nao 15 75,0 17 89,5 16 80,0
Menopausa
Sim 11 55,0 11 57,9 8 40,0
Nio 9 45,0 8 42,1 12 60,0
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A andlise do escore do IBK e dos dominios do SF-36 revelou que ndo houve diferenga

estatisticamente significante entre os trés grupos antes e apos o tratamento (p>0,05). Apds o

tratamento, houve redugao do escore do IBK e aumento ou manutengdo dos valores referentes

a maioria dos dominios sobre a qualidade de vida em todos os grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacio das medianas do IBK e dominios do SF-36 entre os grupos Amora,
TRH e Placebo em dois momentos diferentes: na avaliacdo basal e apds 2 meses de
tratamento. Sao Luis, 2018.

Basal Apos 2 meses
Variavel Grupo Valor Grupo Valor
Amora TRH  Placebo de p* Amora TRH  Placebo de p*

IBK 18,0 14,0 10,5 0,488 10,0 5,0 9,0 0,311
Capacidade 85,0 75,0 80,0 0,445 92,5 95,0 90,0 0,723
funcional
Limitagéo 100,0  100,0 62,5 0,303 100,0  100,0 100,0 0,901
fisica
Limitag@o 100,0  100,0 66,6 0,348 100,0 100,0  100,0 0,715
emocional
Dor 72,0 72,0 56,5 0,514 100,0 72,0 72,0 0,462
Vitalidade 60,0 60,0 62,5 0,847 75,0 65,0 70,0 0,438
Saude 76,0 80,0 68.0 0,483 84.0 80,0 78,0 0,508
mental
Aspecto 88,0 87,5 88,0 0,392 100,0  100,0 87.5 0,170
social
Estado geral 77,0 67,0 74,5 0,716 81,0 77,0 74,5 0,616

*Teste de Kruskal-Wallis

Na comparagdo individual de cada grupo nos dois momentos (basal e apds

tratamento), observou-se uma reducao significativa nos escores de IBK no grupo Amora (18,0

para 10,0; p<0,001) e TRH (14,0 para 5,0; p<0,001), exceto no grupo Placebo (10,5 para 9,0;

p=0,083). Sobre a qualidade de vida, o grupo Amora apresentou melhora nos dominios de

capacidade funcional (p=0,006), vitalidade (p=0,030), saide mental (p=0,017) e aspecto

social (p=0,003); o grupo TRH apresentou melhora no dominio limitacdo emocional

(p=0,040) e o grupo Placebo nos dominios capacidade funcional (p=0,007), limitacdo fisica

(p=0,031) e satide mental (p=0,028) (Tabela 4).
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Tabela 4. Comparagdo das medianas do IBK e dominios do SF-36 na avaliacdo basal e apds 2
meses de tratamento, para cada grupo individualmente. Sdo Luis, 2018.

Grupo
Amora TRH Placebo
Variavel Basal  Apds  Valor Basal  Apos Valo:; Basal Apdés  Valor

2 meses de p* 2 meses dep 2 meses de p*
IBK 18,0 100  <0,001 140 5.0 0,001 10,5 9.0 0,083
Capacidade o5 925 0,006 750 950 0,179 80,0 90,0 0,007
funcional
Elsri‘;ataga" 100,0 100,0 0236 100,0 1000 0,111 625 1000 0,031
Limitagdo 100,0 1000 0,317 100,0  100,0 0,040 666  100,0 0,114
emocional
Dor 720 1000 0,153 720 720 0283 565 720 0,109

Vitalidade 60,0 75,0 0,030 60,0 65,0 0,304 62,5 70,0 0,060

Satide 76.0 84,0 0,017 80,0 80,0 0,077 680 780 0,028
mental
iscpizfto 88,0 100,0 0,003 875 100,0 0,230 88,0 87,5 0,665

Estado geral 77,0 81,0 0,057 67,0 77,0 0,113 74,5 74,5 0,125

* Teste de Wilcoxon

A tabela 5 representa a andlise por pares da melhora do escore do IBK de cada
participante, apos a intervengdo. Considerou-se que houve melhora dos sintomas quando o
escore total diminuiu, ja em caso negativo houve aumento do escore ou a manutengao do seu
valor. Observou-se que houve diferenca significativa apenas entre os grupos Amora e Placebo
(p = 0,043), com aumento de 46% da probabilidade de melhoria dos sintomas climatéricos com

o uso da Morus nigra L. (RR = 1,46; IC 95% = 1,04 - 2,05).

Tabela 5. Anélise da melhora dos sintomas climatéricos avaliados pelo IBK apds 2 meses de
tratamento. Sao Luis, 2018.

Melhora dos Sintomas apés Tratamento

Grupo SIM NAO RR (IC 95%) Valor de p*
n (%) n (%)
Amora 19 (95,0) 1(5,0) 1,46
0,043
Placebo 13 (65,0) 7 (35,0) (1,04-2,05)

continua
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Tabela S. Analise da melhora dos sintomas climatéricos avaliados pelo IBK apds 2 meses de
tratamento. Sdo Luis, 2018.

continuagdo
Melhora dos Sintomas apos Tratamento
Grupo SIM NAO RR (IC 95%) Valor de p*
n (%) n (%)

Amora 19 (95,0) 1(5,0) 1,13 0,342
TRH 16 (84,2) 3 (15,8) (0,91-1,40)
TRH 16 (84,2) 3 (15,8) 1,29

0,273
Placebo 13 (65,0) 7 (35,0) (0,89-1,88)

* Teste do Qui-quadrado de Pearson

Em relacdo aos efeitos colaterais que surgiram nos grupos durante o tratamento,
identificou-se a mastalgia como mais frequente e presente apenas no grupo TRH (36,8%),
com diferenca muito significativa (p < 0,001). O spotting ocorreu em 26,3% das mulheres

expostas somente a TRH (p = 0,003) (Tabela 6).

Tabela 6. Associacdo entre a ocorréncia de mastalgia, spotting e o tipo de tratamento.
Sao Luis, 2018.

Grupo
Variavel Amora TRH Placebo Valor de p*
n (%) n (%) n (%) n (%)

Mastalgia

Sim ; 7(36.8) ]

Nio 20 (100,0) 12 (63.2) 20.0 (100,0) <0,001
Spotting

Sim ] 5(26,3) ] 0,003

Nio 20 (100,0) 14 (73.7) 20,0 (100,0) :

* Teste do Qui-quadrado de Pearson

Nao houve diferenca significativa entre os trés grupos quanto aos resultados da
colpocitologia oncética e da colposcopia antes e apds o tratamento. As caracteristicas
analisadas da colpocitologia consistiram no padrao celular e na microbiologia. Nos trés
grupos, o padrdo celular tréfico prevaleceu (Amora: 65%, TRH: 68,5% e Placebo: 75%) e a
microbiota foi composta por bactérias fisioldgicas, a exemplo dos lactobacilos e cocos

(Amora: 55%, TRH: 73,7% e Placebo: 90%). Na colposcopia, identificou-se um pequeno
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percentual de alteragdes caracterizadas como pontilhado fino ou mosaico fino (Amora: 20%,

TRH: 15,8% e Placebo: 10%) (Tabela 7).

Tabela 7. Comparacao dos parametros da colpocitologia oncética e colposcopia dos grupos
Amora, TRH e Placebo em dois momentos diferentes: na avaliacio basal e ap6s 2 meses de

tratamento. Sao Luis, 2018.

Amora TRH Placebo
Variavel
Apobs Valor Apoés Valor Apoés Valor
Basal 2 meses de p* Basal 2 meses de p* Basal 2 meses de p*
n n n n n n
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Padrao
Celular
15 13 12 13 17 15
Troéfico
(75,0) (65,0) (63,2) (68,5) (85,0) (75,0)
. _ 3 5 3 4 2 2
Hipotréfico 0,157 0,506 0,392
(15,0) (25,0) (15,8) (21,0) (10,0) (10,0)
2 2 4 2 1 3
Atréfico
(10,00 (10,0) (2L,0) (10,5 (5,0) (15,0)
Microbiologia
14 11 11 14 11 18
Fisioldgica
(70,0) (55,0) (57,8) (73,7) (55,0) (90,0)
0,549 0,250 0,390
Gardnerella ou 6 9 8 5 9 2
Candida (30,00  (45,0) (42,2)  (26,3) (45,0)  (10,0)
Colposcopia
16 16 15 16 16 18
Normal
(80,0) (80,0) (79,0) (84,2) (80,0) (90,0)
Pontilhado 1,00 1,00 0,500
4 4 4 3 4 2
fino/Mosaico
(20,0) (20,0) (21,0) (15,8) (20,0) (10,0)
fino

* Teste de McNemar ou McNemar-Bowker

A andlise dos exames bioquimicos revelou que a glicemia de jejum aumentou nos trés

grupos, gerando uma diferenca significativa entre a avaliacdo basal e o valor apds a

interven¢ao (Amora: p = 0,030; TRH: p = 0,0001 e Placebo: p = 0,003).

No grupo Amora, os hormonios T4 livre e estradiol também se elevaram (p = 0,011 e

p = 0,031, respectivamente). No grupo TRH houve redu¢cdo do HDL (p = 0,042). Por dltimo,
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no grupo Placebo houve reduc¢do do colesterol total (p = 0,036) e do FSH (p = 0,034) (Tabela

8).

Tabela 8. Comparagdo dos exames bioquimicos e hormonais dos grupos Amora, TRH e
Placebo em dois momentos diferentes: na avaliacdo basal e apds 2 meses de tratamento. Sao

Luis, 2018.
Amora TRH Placebo

Varidvel Basal 2?npeésses Xj ll())"l" Basal Zifec,;is ?17: 1[()): Basal 2/?11peésses ?17: l[?"f
Glicemia de

ojum 973 1029 0,030 883 944 00001 988 1049 0,003
Colesterol total ~ 1900 1975 0263 2167 2176 0,863 2189 2031 0,036
HDL 583 563 0,150 60,0 553 0042 539 515 0367
LDL 1203 1004 0352 1322 1341 0712 1356 1267 0,082
Triglicerideo 160,8 1863 0249 1224 1401 0057 1466 1359 0,387
Ureia 276 263 0281 290 273 0206 252 241 0415
Creatinina 0,7 0,7 0226 07 0,7 0,800 07 0,6 0,309
Acido drico 48 4,9 0,675 4,0 42 0,071 39 3.8 0,624
fl(;safl?ise 763 748 053 734 726 0711 71,0 736 0339
AST 320 200 0366 193 200 0411 186 192 0423
ALT 304 177 0296 184 176 0509 177 167 0,549
TSH 1,9 2,1 0315 19 1.8 0435 23 2,4 0,926
T4 Livre 149 156 0011 147 152 0071 138 149 0244
Estradiol 30,1 872 0,031 806 554 0431 1158 1301 0375
FSH 438 463 0677 646 634 0768 283 253 0,034
Eﬁissensivel 0,5 0,3 0,503 04 04 0,791 02 0.2 0,918

* Teste T pareado
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, os grupos apresentaram caracteristicas sociodemogréficas e
comportamentais semelhantes as encontradas por CRUZ et al. (2017). Esses autores também
avaliaram mulheres da mesma regido, que possuiam média de idade de 51,4 anos, eram
pardas, com ensino secundario completo, ndo eram tabagistas ou etilistas. MELO et al. (2016)
avaliaram 80 mulheres climatéricas brasileiras e também observaram uma média de idade
superior a 50 anos, cor parda, com dez anos ou mais de estudo, renda familiar entre um e dois
saldrios e companheiro fixo.

A semelhanca observada entre os grupos na avaliacdo basal referente ao IBK e
dominios do SF-36 demonstra uma homogeneidade das participantes quanto a essas
caracteristicas. Quando analisadas as alteracOes antes e apOs o tratamento para cada grupo,
observou-se que houve melhora dos sintomas climatéricos no grupo Amora ¢ TRH, com
consequente diminuicdo do escore IBK, exceto no grupo Placebo. A andlise da melhora dos
sintomas por meio da diminui¢do do escore individual do IBK, e ndo apenas do somatorio
total do escore em cada grupo, revelou que houve diferenca apenas entre o grupo Placebo e o
grupo Amora, apresentando uma probabilidade de quase 50% de melhoria dos sintomas
climatéricos entre as mulheres que receberam a Morus nigra L.

Em seu estudo sobre o composto 8-prenilnaringenina presente no ldpulo,
STULIKOVA et al. (2018) concluiram que esse flavonoide prenilado, uma classe de FE que
também pode ser encontrada na espécie Moraceae, tem a capacidade de aliviar os sintomas da
menopausa. VILLA et al. (2017), por sua vez, avaliaram o impacto de uma suplementacao
nutricional composta por FE e algumas vitaminas por meio de um estudo piloto com 90
mulheres na perimenopausa. O escore global do IBK modificado diminuiu significativamente
em comparagdo ao grupo controle apds 3 e 6 meses de tratamento.

Esses autores comprovaram que a suplementacdo nutricional a base de FE reduziu
significativamente os sintomas vasomotores e também amenizou sintomas neuroldgicos e
psicoldégicos, como insOnia, fadiga e irritabilidade (VILLA et al., 2017). Outra preparacao
natural rica em FE foi analisada por KIRICHENKO et al. (2017), comparada ao placebo. A
andlise detalhada do IBK no grupo que recebeu as cédpsulas de FE demonstrou reducdo
significativa do nervosismo, astenia e parestesia.

PANAHI et al. (2011) realizaram um ensaio clinico randomizado com 66 mulheres

climatéricas sintomaticas e avaliaram os efeitos de um fitoterdpico a base de abacate e dleo de
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soja comparados a TRH. Neste estudo, o IBK reduziu nos dois grupos de forma semelhante
(redugdo de 8,50 + 4.83 no grupo do FE e 8.33 + 4.89 no grupo TRH). A severidade e a
duracdo das ondas de calor também apresentaram a mesma diminui¢do. Outro estudo
comparou os efeitos da isoflavona com a TRH e concluiu que o efeito das isoflavonas nos
sintomas climatéricos foi semelhante ao do estrogénio (KAARI et al., 2006).

Ja o ensaio clinico realizado por COSTA et al. (2017) identificou que 10 semanas de
treinamento fisico foi eficaz para melhorar os sintomas climatéricos em mulheres pos-
menopausadas e que a suplementacdo com isoflavonas ndo promoveu efeitos adicionais na
melhora desses sintomas.

Até a presente data, ndo foi encontrado algum ensaio clinico que avaliasse o efeito da
Morus nigra L. sob os sintomas climatéricos. Todavia, comprovou-se que a amoreira preta é
rica em flavonoides e estes, por sua vez, podem amenizar alguns desses sintomas. A
quantidade de flavonoides presentes na Morus nigra L. é superior a encontrada na Morus alba
e Morus rubra (ERCISLI e ORHAN, 2007). Esses flavonoides sdo capazes de amenizar a dor,
diminuindo principalmente a durag¢do da fase inflamatéria. Além disso, comprovou-se que os
flavonoides da amora preta sao capazes de diminuir a produgdo de IL-6 (citocina inflamatdria)
e aumentar significativamente a IL-10 (citocina anti-inflamatéria) (CHEN et al., 2017). Desta
forma, esse efeito anti-inflamatério pode influenciar nos sintomas relacionados a dor, como
artralgia/mialgia e cefaleia.

O sintoma depressdo, avaliado pelo IBK, também pode ser amenizado pela Morus
nigra L. DALMAGRO et al. (2017) demonstraram que a administragdo aguda e subcronica de
Morus nigra L. ou de acido siringico, principal componente fendlico identificado nas folhas,
exerceu propriedades antidepressivas nos testes comportamentais dos camundongos. O efeito
observado envolveu a modulagdo do stress oxidativo, tanto no soro como no cérebro dos
camundongos. O extrato da Morus nigra L. ou o acido siringico foram capazes de conter a
morte celular induzida pelo glutamato nas amostras de células do hipocampo e cortex,
implicando uma atividade de neuroprotecdo no efeito antidepressivo.

Em relacdo a qualidade de vida das participantes, sabe-se que a diminui¢ao dos niveis
de estrogénio propicia os sintomas climatéricos cldssicos, mas também interfere no
funcionamento fisico e cognitivo, implicando na qualidade de vida. O SF-36 tem sido uma
das medidas genéricas mais utilizadas de qualidade de vida relacionada a saide e demonstra
sensibilidade a efeitos significativos do tratamento em uma variedade de populacdes de

pacientes (ATTERITANO et al., 2014).
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Em nosso estudo, as mulheres tratadas com Morus nigra L. apresentaram melhoria na
qualidade de vida referente aos seguintes dominios do SF — 36: capacidade funcional,
vitalidade, satide mental e aspecto social. Aquelas tratadas com TRH apresentaram aumento
do escore apenas relacionado a limitacdo emocional. Enquanto as submetidas a terapia com
placebo melhoraram a capacidade funcional, a limitacéo fisica e a saide mental.

CETISLI et al. (2015) também realizaram um estudo experimental com 140 mulheres
alocadas em quatro grupos. O primeiro grupo recebeu 5g de linhaga diariamente, o segundo
grupo recebeu a mesma dosagem de linhaca e foi submetido a um treinamento sobre o
climatério, seus sintomas e tratamentos. O terceiro grupo recebeu TRH (2 mg de estradiol e 1
mg de acetato de noretisterona) e o quarto grupo correspondeu ao grupo controle, composto
por mulheres que ndo receberam qualquer tratamento medicamentoso ou complementar.

A intensidade dos sintomas climatéricos diminuiu entre a primeira e a dltima visita em
todos os grupos, exceto no grupo controle, resultado semelhante ao nosso. No grupo do FE,
houve reduc¢do de 8,7%; no grupo em que foram ofertadas informacdes sobre o climatério,
além do FE, houve reducdo de 9,8% e no grupo TRH houve redugdo de 10%. Ja no grupo
controle ocorreu uma elevacdo de 6,9% da intensidade desses sintomas (CETISLI er al.,
2015).

ATTERITANO et al. (2014) realizou um estudo randomizado, placebo controlado,
com 389 mulheres na pés menopausa, para investigar os efeitos da genisteina sob a qualidade
de vida e sintomas depressivos por 2 anos. No grupo tratado com genisteina, todos os
dominios melhoraram significativamente comparados ao basal. A capacidade funcional,
limitacdo fisica, dor e vitalidade aumentaram seus escores. Enquanto no grupo placebo, trés
destes dominios pioraram, apenas o escore da dor manteve-se comparado ao basal. Em
relagdo aos demais dominios, a saude mental e aspecto social melhoraram com 12 meses de
tratamento com genisteina; a limitacdo emocional e saide geral aumentaram
significativamente no final do tratamento. No grupo placebo, esses ultimos quatro dominios
sofreram redugdo aos 12 e 24 meses.

Outros autores buscaram determinar os efeitos de uma dieta rica em FE sobre as
queixas das mulheres climatéricas. Ap6és 3 meses de tratamento, identificaram que as
mulheres que ingeriram a dieta com FE apresentaram uma diminui¢do significativa das ondas
de calor e secura vaginal, em comparagdo aos seus escores pré-tratamento. No grupo placebo,
porém, nio houve diferenga (BRZEZINSKI et al., 1997).

De forma geral, observa-se nestes estudos que o FE (seja o alimento, extrato ou

composto isolado) ameniza os sintomas climatéricos e melhora a qualidade de vida. Uma das
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hipdteses para justificar essa melhora significativa seria sua atuacao junto ao mais frequente
sintoma climatérico, as ondas de calor. Observou-se, na pratica clinica, que as mulheres que
utilizaram a amora referiam um alivio importante dos fogachos em cerca de 1 a 2 semanas de
uso regular. PINKERTON et al. (2016) comprovou que a frequéncia e gravidade das ondas de
calor mostraram relacdes aproximadamente lineares com os pardmetros da qualidade de vida
e sono. Desta forma, identificou-se que ao amenizar as ondas de calor, as mulheres
climatéricas referiam uma melhor qualidade de vida.

Os centros termorregulatorios no hipotdlamo, principalmente o nicleo pré-6ptico
medial, parecem ser o local mais provédvel de disfun¢do termorregulatéria (CASPER e YEN,
1985). Entre os neurotransmissores envolvidos neste processo, considera-se que a
norepinefrina € o principal neurotransmissor responsavel pela redu¢do do valor de referéncia
termorregulatério e por desencadear os mecanismos de perda de calor (CASPER e YEN,
1985; ROSENBERG e HOLST LARSEN, 1991; FREEDMAN e KRELL, 1999). Constatou-
se que os niveis plasmaticos dos metabdlitos da noradrenalina estdao aumentados antes e
durante as ondas de calor e a injecdo intra-hipotalamica de norepinefrina pode aumentar a
temperatura corporal (FREEDMAN et al., 1995).

A serotonina constitui-se em outro neurotransmissor chave no mecanismo das ondas
de calor. A liberacdo de serotonina desencadeada por estimulos internos ou externos pode
ativar os receptores 2a de serotonina no hipotilamo e desencadear os fogachos
(BERENDSEN, 2000).

A producdo de noradrenalina e sua liberagdo no nicleo termorregulador pode ser
inibida por endorfinas e por subprodutos do metabolismo do estrogénio (CASPER e YEN,
1985; KRONENBERG e DOWNEY, 1987; ROSENBERG e LARSEN, 1991). A diminui¢do
do estrogénio pode, ainda, reduzir os niveis plasmaticos de serotonina (GONZALES e
CARRILLO, 1993; BLUM et al., 1996). Considerando que o estradiol modula o sistema
serotoninérgico e noradrenérgico, os FE também podem modular esses sistemas. Segundo
SHANAFELT et al. (2002), esta modulacdo ndo interfere apenas na regulacdo da temperatura
corpdrea, mas na manutencao do humor.

Estudos que investiguem os efeitos especificos do uso de FE sobre o tecido nervoso e
sua influéncia na qualidade de vida ainda sdo escassos. TOYOHIRA et al. (2010) examinaram
os efeitos da genisteina na atividade do transportador de noradrenalina e do transportador de
serotonina em uma linhagem celular de neuroblastoma humano. Esses transportadores de
monoamina controlam a transferéncia neuronal e depuracdo sindptica da noradrenalina e

serotonina, mediando a recaptacdo desses neutoransmissores liberados para o meio
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extracelular. Este estudo comprovou que a genisteina regulou positivamente a atividade dos
transportadores de monoamina, provavelmente através de processos envolvendo a
fosforilacdo da tirosina. Em outro estudo, foi evidenciado que a genisteina aumentou a
transmissao serotoninérgica na amigdala, por meio da via de sinalizagdo CaMKII/CREB (WU
etal.,2017).

RODRIGUEZ-LANDA et al. (2017) avaliaram os efeitos ansioliticos de doses
idénticas de genisteina e 17f-estradiol em ratas ovariectomizadas e a participagao do RE-f
nesse efeito, por meio do uso do antagonista tamoxifeno. Eles concluiram que o FE genisteina
exerceu efeito ansiolitico semelhante ao 17f-estradiol, agindo sobre o RE-f, uma vez que o
tamoxifeno bloqueou este efeito.

BU e LEPHART (2005) também estudaram os efeitos das isoflavonas da soja sobre o
tecido cerebral. Os autores identificaram o potencial neuroprotetor dessas isoflavonas na
amigdala, no cértex frontal, no hipocampo e no cértex do hipotidlamo médio basal. Isso
implica que o consumo de isoflavonas de soja pode ser benéfico ndo apenas para o
aprendizado, memoria e recuperacdo de traumas, mas também para comportamentos
relacionados a ansiedade (BU e LEPHART, 2005).

Os efeitos da TRH sobre a qualidade de vida em mulheres na ps-menopausa ja foram
avaliados. A maioria dos estudos mostra um efeito positivo da suplementacdo de estrogénio
em varios parametros de qualidade de vida, mas as controvérsias em torno da TRH
convencional relacionadas ao risco de cancer de mama e doenca cardiovascular desencorajam
as mulheres a realizarem este tratamento (HOFFMANN et al., 2005; GENAZZANI et al.,
2000).

Muitas mulheres preferem tratamentos complementares a TRH, pois consideram os
tratamentos complementares mais confidveis. KANG et al. (2002) descobriram que os
sintomas da menopausa podem ser tratados com métodos de tratamento complementares e
que 80% das mulheres com idade entre 45 e 60 anos usaram tratamentos complementares sem
qualquer outra prescri¢do médica para aliviar os sintomas climatéricos.

Em relacdo ao efeito do placebo, alguns estudos sugerem que 1 em cada 5 mulheres
terdo uma reducao de 50% ou mais nas ondas de calor com o placebo e que uma em cada 10
mulheres experimentard uma reducdo de pelo menos 75% com placebo (BARTON et al.,
1998; LOPRINZI et al., 2000; QUELLA et al., 2000). Uma revisao sistemadtica realizada por
LETHABY et al. (2013) concluiu que o placebo exerceu um forte efeito na maioria dos

ensaios clinicos, com uma reducao na frequéncia dos fogachos, variando de 1% a 59%.
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A disposicdo psicoldgica, fatores contextuais e bioldgicos afetam dramaticamente a
suscetibilidade de uma pessoa ao efeito placebo. A liberacdo de opioides enddgenos medeia
muitas formas de analgesia com placebo e as vias dopaminérgicas ja foram implicadas na
resposta placebo na dor e depressaio (MURRAY e STOESSL, 2013).

Além disso, o efeito placebo em nosso estudo pode ter sido influenciado pelo
conhecimento das mulheres sobre os sintomas climatéricos. Muitas desconheciam que vérios
sintomas podem estar relacionados a faléncia ovariana, uma vez conscientes do periodo da
menopausa, de suas alteragdes e queixas associadas, essas mulheres podem acolher a
menopausa com mais facilidade e desenvolver técnicas para lidar com isso (CETISLI et al.,
2015).

Ao investigar sobre os efeitos adversos dos tratamentos, observamos que a mastalgia e
spotting foram relatados apenas pelo grupo TRH e os demais grupos ndo referiram efeitos
adversos. Sabe-se que hd um risco maior de ocorréncia de spotting entre as mulheres usudrias
de TRH (ROSSOUW et al., 2002) Em mulheres na pds-menopausa, 0 spotting ou
sangramento vaginal ndo programado € comum nos primeiros 6 meses de uso continuo de
TRH combinada e ndo precisa necessariamente ser investigado, desde que os exames de
colpocitologia estejam atualizados. As mulheres devem ser informadas sobre a alta
probabilidade de spotting durante este periodo (ROBERTS e HICKEY, 2016).

Evidéncias sugerem que a exposi¢do a TRH combinada induz mudancgas na densidade,
distribuicdo e estrutura dos vasos endometriais, bem como altera¢des no estroma, que podem
aumentar a producdo local de mediadores vasoativos e promover a ruptura dos vasos
(HICKEY et al., 2003).

Um recente ensaio clinico randomizado avaliou a prevaléncia de mastalgia em uma
populacgdo tratada com TRH e extrato de Cimicifuga foetida (GAO et al., 2018). As mulheres
foram alocadas em trés grupos. O grupo A recebeu Img de valerato de estradiol associado a 4
mg de acetato de medroxiprogesterona, o grupo B recebeu 1 mg de valerato de estradiol
associado a 100 mg de progesterona micronizada e o grupo C foi tratado com 100 mg do
extrato de C. foetida. As prevaléncias de mastalgia nos grupos A e B foram superiores (80,8%
e 72,0%, respectivamente) e nao houve diferenga significativa entre eles. Enquanto no grupo
C a prevaléncia correspondeu a 27,3% (GAO et al., 2018). Em uma metandlise, a incidéncia
de mastalgia foi significativamente menor entre as mulheres tratadas com FE comparadas as
tratadas com TRH (XU et al., 2009).

O cancer de mama permanece como a principal causa de mortalidade por cancer em

mulheres em todo o mundo (AKRAM et al., 2017). A mastalgia é um efeito adverso comum
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da TRH e constitui-se em um fator chave na adesdo a longo prazo a essa terapia (BARNABEI
et al., 2005). Ja estd comprovado que o aumento da densidade mamografica esta associado ao
aumento do risco de cincer de mama, no entanto, nao esta bem definido se a sensibilidade
mamaria é realmente um risco para este tipo de cancer (GAMBACCIANI et al., 2018).

No entanto, segundo o estudo da WHI, a presenca de mastalgia entre as mulheres
tratadas com estrogénio equino conjugado e acetato de medroxiprogesterona foi associada a
um aumento do risco para cincer de mama. Esta associacdo foi especialmente pronunciada
entre as mulheres que apresentavam sensibilidade mamaria prévia (CRANDALL et al., 2012).

A maior parte da literatura atual € a favor da seguranca dos FE em sobreviventes de
cancer de mama, devido o efeito protetor evidenciado pela diminui¢do da recorréncia deste
cancer e da mortalidade (ALIPOUR et al., 2015). Um estudo sobre a suplementacio dietética
com FE observou que a genisteina e daidzeina total encontrada no tecido mamario adiposo e
glandular foi 20 a 40 vezes maior que o estradiol (BOLCA et al., 2010). Alguns autores
afirmam que a propriedade de acumular-se no tecido mamario e ativar preferencialmente os
RE-B estdo relacionadas ao efeito quimioprofilatico dos FE (BILAL et al., 2014).

Este efeito quimioprofilatico pode ser explicado pela agdo antiproliferativa e
anticarcinogénica que o RE-f parece desencadear, agindo como um supressor tumoral ao
controlar a proliferacdo induzida pelo RE-a que, por sua vez, estaria relacionado a promogao
da carcinogénese (RIETJENS et al., 2013; PATERNI et al., 2014).

Além dos FE inibirem células de cancer de mama RE-positivas, eles também podem
inibir as RE-negativas. Muitos investigadores ja demonstraram a possibilidade de reativacao
epigenética do ER-a em células humanas de cancer mamario RE-a negativas (YANG et al.,
2001; MEERAN et al., 2012). Essa descoberta € bastante promissora, uma vez que o cancer
de mama RE-negativo € clinicamente mais agressivo, por normalmente ndo responder as
terapias convencionais anti-estrogénicas (MEERAN et al., 2012).

Um recente estudo evidenciou que combinac¢des do chd verde de polifendis com
sulforafano (brécolis) reativaram a expressiao de ER-a em células MDA-MB-231 negativas
para RE-a (MEERAN et al., 2012). Os mesmos autores ainda investigaram que a reativacio
ER-a ¢ induzida pela reativagdo epigenética de genes supressores de tumor silenciados, como
p21 (CIP1/WAF1), em células humanas de cancer de mama RE-a negativas (SINHA et al.,
2015).

LI et al. (2013) mostraram que a genisteina pode restaurar epigeneticamente a
expressdao de RE-a, o que, por sua vez, aumentou a sensibilidade terapéutica antiestrogénica

dependente de tamoxifeno in vitro e in vivo. Todavia, como os FE inibem as células de cancer
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de mama RE-negativas ainda ndo estd elucidada. A modulacido epigenética pode contribuir
para tal, mas novos estudos precisam ainda ser conduzidos (HSIEH et al., 2018).

Os FE também apresentam efeitos ndo RE-mediados no tecido mamdrio. A genisteina
pode inativar o IGF-1R e, assim, induzir a apoptose de células de cancer de mama MC-7;
pode inibir a via de sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) / Akt e diminuir a
expressdo de ciclina B1, Bcl-2 e Bel-xI em células de adenocarcinoma mamério MDA — MB
— 231, além de induzir a parada do ciclo celular (PAN et al., 2012; COTRIM et al., 2013;
CHEN et al., 2015; HSIEH et al., 2018).

Quanto a andlise da colpocitologia, os lactobacilos s@o essenciais para manter a
homeostase vaginal, ja que a estrutura da microbiota vaginal em mulheres climatéricas muda
com a diminui¢do dos niveis de estrogénio (MUHLEISEN e HERBST-KRALOVETZ, 2016).
Essas bactérias prevaleceram em todos os grupos do nosso estudo, tanto no momento da
avaliacdo basal, quanto apds a intervengdo. A Gardnerella vaginalis, bem como a Candida sp
foram pouco frequentes.

A vaginose bacteriana, que pode ser desencadeada pela Gardnerella vaginalis, € o
distirbio vaginal mais comum em mulheres na pré-menopausa, porém as mulheres pds-
menopdusicas nao estdo isentas de adquiri-la. H4 uma série de complicacdes ginecoldgicas
associadas a vaginose bacteriana, incluindo aumento do risco de aquisicdo de infeccdes
sexualmente transmissiveis (IST), entre elas o HIV (FARO er al., 1993; MARTIN et al.,
1999; DREW e SHERRARD, 2008).

Um percentual pequeno de mulheres apresentou alteracdo colposcdpica sugestiva de
infeccao pelo HPV. As mudancas fisioldgicas da imunossenescéncia, como a menor ativacao
de células T e produgdo de anticorpos, podem fazer com que o colo uterino seja mais
suscetivel as infec¢des sexualmente transmissiveis, incluindo o HPV (MINKIN, 2010). Além
disso, os niveis baixos de estrogénio causam menor lubrifica¢io e consequente adelgacamento
da mucosa vaginal, propiciando os microabrasdes da parede durante relacdes sexuais e
facilitando a aquisi¢do e transmissdo de IST (BACHUS, 1998; LUTHER e WILKIN, 2007).

Em relacdo as alteracOes bioquimicas, a elevacdo dos niveis de estradiol no grupo
Amora encontrada em nosso estudo corroborou com outras analises (CASSIDY et al., 1994;
NAHAS et al., 2003). No estudo realizado por NAHAS et al. (2003) houve aumento
significativo do valor médio de estradiol no grupo que utilizou isoflavona, sem alteragdes no
FSHe LH.

De forma inesperada, a glicemia elevou-se em todos os grupos, inclusive no grupo

Amora, apesar de seu efeito hipoglicemiante ter sido identificado por JUNIOR et al. (2017),
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que observaram que o extrato etandlico das folhas de Morus nigra L. reduziu a hiperglicemia,
melhorou a tolerdncia oral a glicose e minimizou a dislipidemia. Um recente estudo
identificou na Morus nigra L. quatro compostos denominados nigragenons, que possuem
atividade agonista em relagdo ao PPAR vy, um importante alvo antidiabético (XU et al., 2018).

Uma metandlise que avaliou o perfil lipidico de mulheres submetidas a uma dieta rica
em FE concluiu que hd um efeito hipolipidémico, com reducdo do LDL (ANDERSON et al.,
1995). Em nosso estudo, houve redu¢dao do LDL no grupo Amora, porém nao significativo.
Outros  estudos  mostraram  efeitos  positivos,  principalmente = em  pacientes
hipercolesterolémicos e um efeito moderado em pacientes com perfil lipidico normal (ZERN
et al., 2005; CLERICI et al., 2007). O estudo experimental realizado por ZENI et al. (2017)
demonstrou que a Morus nigra L. diminuiu o colesterol sérico, triglicerideos e normalizou as
lipoproteinas, fornecendo evidéncias de que o extrato das folhas da amoreira preta pode
normalizar o distirbio hiperlipidémico.

Observou-se, ainda, que ndo houve elevacdo das enzimas hepdticas nos grupos,
sugerindo auséncia de dano celular ao hepatdcito e ndo houve alteracdo da funcdo renal. A
citotoxicidade dos frutos Morus nigra L. foi avaliada por CHEN er al. (2016) em
camundongos. Neste estudo, ndo houve citotoxicidade dos flavonoides quando a concentracdo
aumentou de 50 para 100 pg/mL. Outros autores avaliaram a toxicidade do extrato etandlico
das folhas, concluindo que pode ser considerado de baixa toxicidade, uma vez que ndo causou
a morte ou alteracdo dos testes de pardmetros bioquimicos e hematoldgicos dos animais
(ALMEIDA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

Em um estudo sobre a genisteina, a administracdo didria de 54 mg ndo provocou
alteragcdes significativas nos exames bioquimicos de rotina, na fun¢do hepdtica ou nos
resultados da hematologia das mulheres climatéricas. A genisteina e placebo foram
geralmente bem tolerados e ingeridos com alto grau de adesdo (ATTERITANO et al., 2014).
Esse composto ja foi comprovado como uma molécula com um bom perfil de segurancga, seu
uso por mulheres na pds-menopausa durante 3 ano mostrou uma redug¢do no risco
cardiovascular, densidade mamaria e marcadores de dano citogenético (MARINI et al., 2008;

MARINI et al., 2010).
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7 CONCLUSOES

As mulheres climatéricas que compuseram os trés grupos de tratamento apresentaram
homogeneidade quanto a maioria das caracteristicas sociodemogréficas.

O tratamento com Morus nigra L. e TRH por 2 meses reduziu o escore de IBK, efeito
ndo observado no grupo placebo. A andlise individual de melhora dos sintomas comprovou
que apenas a Morus nigra L. foi capaz de diminuir a intensidade dos sintomas. A Morus nigra
L. melhorou uma quantidade superior de dominios do SF - 36, comparada aos outros grupos.

A mastalgia e spotting ocorreram apenas entre as mulheres expostas 2 TRH. Nenhum
efeito adverso foi relatado pelas mulheres expostas a Morus nigra L.

Nao houve diferenca entre os grupos relacionada a colpocitologia oncética e
colposcopia.

Em relacdio ao perfil bioquimico, a Morus nigra L. nao apresentou efeito
hipoglicemiante e hipolipidémico durante 2 meses de tratamento. Ndo houve alteracio

sugestiva de hepatoxicidade e nefrotoxicidade em nenhum grupo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo apresenta algumas limitacdes. Por ser um estudo pioneiro, optou-se por
estimar uma amostra pequena e realizar uma intervencao com duracdo de curto prazo, além
disso, ndo foi identificada a dose ideal do extrato das folhas de Morus nigra L. Estes fatos
podem ter impedido mudancas graduais na intensidade dos sintomas climatéricos, na
qualidade de vida das mulheres avaliadas e no perfil bioquimico.

Todavia, nosso estudo comprovou que o extrato das folhas de Morus nigra L. foi
capaz de melhorar os sintomas climatéricos, foi bem tolerado pelas usudrias, ndo apresentou
toxicidade e ndo produziu efeitos adversos, sugerindo beneficios superiores a TRH. Porém,
novos ensaios clinicos sobre o uso desta planta precisam ser realizados, a fim de comprovar
os efeitos estrogénicos da amoreira preta e refor¢ar seu uso com uma alternativa as terapias

hormonais.
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ANEXO A - Indice de Blatt-Kupperman — IBK.

CALCULADORA DO NDICE DE KUPPERMAN

0 Indice Menopausal de Kupperman avalia a intensidade dos sintomas climatéricos & & usado como referéneia pelos médicos ginecologistas. A classificagio val oz leve
£ moderado a intenso & ajuda a identificar a aproximagdo da menopausa em mulheres bastante sintomaticas.

SINTOMAS LEVES MODERADOS INTENSOS
ONDAS DE GALOR 40 80 120
PARESTESIA 20 40 60

INSONIA 2 40 8

MERVOSISMD 29 40 80
DEPRESSAD 10 24 10
FADIGA 10 2@ 10
ARTRALGIA/MIALGIA i@ 2@ 10
CEFALEIA 1@ 2Q 30
PALRITACAD 10 20 10

ZUMBIDO NO OLMIDD

-
ra
a2

B B

Resultado: 0
LEVES - ATE 13 / MODERADOS - DE 20 A 35 / INTENS0S - MAIS DE 35

Referéncia: KUPPERMAN, H. 5.; BLATT, M. H. G. Menopausal indice. J Clin Endocrinel. v. 13, n.1, p. GE5-5B4, 1953,
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ANEXO B - Questionario sobre Qualidade de Vida SF — 36.

Versao Brasilara do Questionario de Qualidade de Vida -SF-16

1- Em peral voce dida que sua smds &
Excelarte Moo Boa Boa Fiom Minto Fiam
1 2 3 4 5

2~ Lompanada b um ano atmas, Comd voece 58 dassiirana sua sdade em geral agom!
Mhusto Melbor .,n:'-‘ul.r.'.-:-!n".nﬂmr Qluea‘-iam Um Poaco Pior | Muito Plor
3 3
rDﬁzeam:eﬂmm:amemndaquﬂwcemhufﬂammm.mu
comumm Devido a sua sade, voce teria dificuldade pam fazer estas atividades? Neste caso,

quando™
. . 5o, nao
Atividades S, difculia | Sum, dBclla | gy ge
ITifD 1IN POiCd modo Al
a) Amndadss Hiporosas, que exigem
mizto esforg, fls como  Comer 1 - -
levamtar chjetos pesades, participar em < .
espories ardoos.
D) AmMadades moderadas, fas como
MOVeT UmMA Mes3, passar aspirader de 1 3
Do, Jogar bala, vamer a casa
) Levantar ou Camesar antimentos | 2 E]
) Subir vanos lances de escada 1 2 3
&) Subir um lance de escada 1 2 3
fj Curvar-se, ajoelhar-s2 ou dobrar- 1 2 3
58
=) Andar mais de | quilometro | 2 3
h) Andar varios quarieiroes 1 2 3
1) Andar um quarteiran 1 2 3
1) lomar banbo o vestr-se | 2 E]
4 Durante a5 ultima: 2 samamas, voce teve algum dos sepuinfes problemas com sen trabatho
ou com alsmra atividade reular, como copseqiiencia de sua sande fsica?
T Laan
a) Voce dimumm 3 quanfdads de fempe Qi S8 dedifava ao 52U | 2
tmabalhe ou a ouiras advidades?
) Fealizou menes tarefas do que voce sostana’” 1 2
) Esteve Inmtaco no seu Opo de trabalho ou a ouiras amidades. | 2
) Teve dificaldade de fazer sen mabalho ou outras atividades (p. 1 2
&%. necessiion de um esforco exira)
5 Durante a5 ultimas 2 samamas, voce teve algum dos sepuintes problemas com sen trabatho

ou outr atvidade rezular diaria cnmcnmmm-tlrmmﬂ:mm (o

52 sengr deprimide ou ansioso]”

S Iao
a) Voce dimumm 3 quanfdads de fempe Qi S8 dedifava ao 52U | 2
tmabalhe ou a ouiras advidades?
) Fealizou menes tarefas do que voce sostana’” 1 2
) Map realmon on =7 qualquer das atiadaces Com tambo Cuidaco | 2
Colo eeraiments B




§ Duranie as ultima: 4 semanas, dzq.:zmmm-lmm.eﬁa.-;n m;mb]am&a:ucmnm.—-
interferiram nas s atfvidades sociais parmads, em relacao a famdlia. amizos ou em grupo”

Lis forma nembuana

Lipeiraments

Modemdamente

Bastande

Exireraments

1

3

L&y

7- Qruanta dor no corpe voce teve durante as ultnes 4 semanas?

Moenbuma

Mgt Jeve

Leye

Moderada

Gave

Mgt smave

1

]

T

3

&

B~ Durante as ultimas 4 senaras, quanto a dor inferferrn com sen trabatho nomal (mchinde
o trabalbo deotro de caza)?

Um pouco
1

Modemgarmente

Bastanis

EBxtreramenta

Dema:ﬂ_nalglm

3

L

2 Ests questdes 530 sobre COMO VOCE 58 Sembe & como fudo tem acomterido com vooe
durante a5 uitimas 4 semana:. Pam cada questao, por fwor de uma resposta que mais se
aprosime de maneir Como Vooe s sents om relacao a5 nltnws 4 semanas.
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TEoo
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TE:I'_.-.EEEIIIJ.I:dDI.'_'I:I.EI-D-:I.E 5 3 4 5 &
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anEle”
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pessoa feliz?
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10- Drrante as ultimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua sande fisica ou problemas
EmCionais inferferimam Com a3 2k afividades socials (com visiar ami s, parentes, eic)?

Togn | Ammorpartsdo | Alomaparsde | Umapeqoens | Seenmoa parte
Tamnpa B TR pazz do fempo din t=po
| ] 3 4 3
11- O guambo verdadeiro ou falso e cada uma das afirmacoes para voce?
. A maana e | A maera -
:ﬁhﬂ'l Mllm das weres t::’ s vezes DE:'LI 1;"__::'
verdadeira flsa
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W pouso mais
farilmente qoe a5 MERs
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| BN

g
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| B

Lid
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suie val piorar -
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Encelanie -

CALCULO DS ESCORES DO QLISHQR—':H'] DE QUALIDADE DE VIDA
Faze 1: Ponderacio dos dados

res@o

Poniiacao

01 S8 A resposta for

LR Y

[ /S £

Ponruacao
5.0
44
34
20
10

Manier 0 mesmo valor

00Na 08 10005 05 Valomes

0IMA 18 1000s 05 Valomes
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Soma de todos 0z valomes
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a7 Se a resposta for Poonacao
L
54
41
3l
0
Lo

==

[= W RN R F

i A da questao 8 depende da nota da questao 7
T=1le: 'ab:adat[usﬁl]egEE]
SeT=246 valar da questio & (3]
SeT7=2afese8=2 ovalorda questao e (4)
Se7=246es5e8=3, o valar da questio & (3)
SeT7=2afese =4, ovalorda questao e (1)
Se7=246es5e8=3, o valar da questio & (1)

Sea questao 7 nao for respondida, o escorre da questao S passa a ser o seguinte:
Se a resposta for (1), a ponfuacio serd (f)
Se a resposta for (1), a poofuacao sera (4,75)
Sea resposta for (3). 2 ponfuaco ser (3.5)
Se a resposta for (4), a poofuagao sera (2,25)
Se a resposta for (3), a pootuacao ser (1,0)

[ MNesta questan, 3 penMACA0 PAm 05 ihens 3, d, @ b, deVera Segur 3 segumte

orientag o .
Se a resposta for 1, o walor serm ()
Se a resposta fior 2, o valar sera (3)
Se a resposta fior 3, o valar sem
Se a resposta for 4, o valar sera
Se a resposta for 5, o valar sera ()
Sa a resposta fior 6, o valar sera (1)
Pama o3 denais itens (b, ¢ £2, 1), o valor sera mantide ¢ mesmo

1 onsiderar o mssmd valor.

11 Nesta questao o5 itens deverao ser somados, porem o5 fens b ¢ d deverao segar 2
Sea respoua i |, 0 valor s

a . o valor sard

Sea resposta for 2, o valor sera (4
Searesposta for 3, o valor sera (3)

Se a resposta for 4, o valor sera (2)

Sea resposta for 5, o valor sara (1)

Fase 1: Calule do Raw Scale

Hesta fase voce im transformar o valar das questdes anteriores em notas de 8 domirios que
variam: de 0 (zero) a 100 (cem), onde 0 = pier & 100 = methor pam cada domenso. E chamado
de raw scale porgue o valor final ndo apresenta nerbmma unidade de medida

Dopmnsa;

Capacidade funcional

D o =

Estado peral de sande
Vitalidade

Aspenos sociais
Aspecios emocienals

o @ @ @ & & &
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+ Sande mental
Para iss0 wore devera aplicar a seguinte formula para o calculo de cada domania:
Commio: .
Walor obtido nas questoes comespondentes — T imite nferior x 100
Waria 3o [Soore Range)

Ma formmla, os valores de Limite inferior e vamiacao (Score Ranpe) sao fiwes = estdo
estipulades ma tabela abaiza.

Lomimo Ponroacan das questioss Limute mienor W ATIACAD
Comespondidas
|_apacidade Dmsonal V3] 10 AU
Linvitacan por aspectos 04 4 4
fisicos
Liar W7+ 08 3 10
Estado peral de saude o+ 11 3 ]
Witalsdadis 09 (somente o3 Hens a+e+ 4 a0
g+
Asperios S00a1s o+ 1 4 ]
Linvitacan por aspectos 05 3 3
i
Sande mental 08 (somente o ifems b+ o+ 5 15
d+f+Hh)
Exenmples de caloulos:
« Capacidade fimciopal” (ver tabela)
Dominie: Valer obtide nas questoes comrespondsntes — limite inferior x 100
Vamagao (Score Fangs)

Capacidade funcional- lli:llﬂx 100 =355

O valor para o domingo capacidads fincional & 53, em uma escala que varia de 0 a 100,
e o Tero & 0 piar esado & cem e o melhor.

» Dor (vertabela) _

- Venficar a ponfoagao obisda mas iT e 0F; por exemploc 5.4 & 4, poramo

somando-se as doas, feremaos: B4

Iminh:\’ﬂunhiﬁamsqgﬁtﬁﬁ rormespondentss — limite inferior x 100
Variacao (Soore Range)

Do 24-1x100=T4
10

0 valor obtido para o domimie dor @ 74, muma escala que varia de 0 a 100, onde zero &
0 pior estado & c=m e o medhor. _

Aszsim voce devera fazer o caloulo para o5 oulros donznsos, obtendo oifo motas no
final, que serao manfidas separadaments. 030 se podendo soma-las e fazer uma media.

Obs: A questio nimero 02 nao faz pare do caloulo de nenbum domsmio, sendo utlizada
smENie pam se avaliar o quanto o indivduo esta methor o plor comparado A UM and s
Se alzmm item nao for respondide, voce podera considerar a questdc se esta tiver sido
respondida em 5075 dos seus dhens,
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ANEXO D — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIWVERSIDADE FEDERAL DO
MARANHAD LUFMA wﬂp

DADOS DO PROJETO DU PESTUISA

THulo da Pesquisa: S¥aLIACAD DCS EFEITCS DE MORUS HIGRA L EWM MULHERES CLIMATERICAS
Posquissdor: Ludans Matis Cihera Brito

Muna Temnatica:

Versdo:

CHAE; aRESTI1E o (000, 50E7

Iasituicks Proponsntec Hosgilal Linveraising da Linkersidade Fedaral do MasarbanHUAFRA
Palrocinedor Prinsipal: Fnanciamants: Pedoiio

Damos DO PARECER

Heifnefe & Parecar: 1.80&£ 592

Agmsenlagks do Projelo.
0 chmakeia axnssta na ianschio da Tass naproduliva da multee par e s mpreduliva, com a dedins
grachal da fungio ovanana 8 g Falabcks da sengpies privacands ssdifcactas fo copo, alewande o
rEGE par s anbsmidades g aRerardn negetvamants o uelicade de vids des muthems & Erape de
reposigio hormonal [TRH), uso de esoglno cu combnaghs ds ssnroginio com progesiarona bam skdo
sdminisiada para
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ANEXO E - Termo de outorga da Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Maranhdao (FAPEMA),
por meio do edital 40/2014.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Titulo do Projeto: AVALIACAO DOS EFEITOS DE MORUS NIGRA L. EM M
CLIMATERICAS

Prezada Senhora,

Vocé estd sendo convidada para participar do projeto de pesquisa sobre
“Avaliacao dos efeitos de Morus Nigra 1. em mulheres climatéricas”, sob responsabilidade
da Dra. Luciane Maria Oliveira Brito. Esta pesquisa tem como finalidade analisar os efeitos
do uso de um comprimido formado a partir da planta Morus nigra L, também conhecida como
amoreira, para melhorar os sintomas causados pelo climatério (menopausa), como oS
fogachos, ansiedade, insOnia, ressecamento vaginal, entre outros. Se aceitar participar, vocé
serd escolhida para participar de um dos trés grupos seguintes: o grupo que receberd o
tratamento com o comprimido da amora negra, outro que receberd o comprimido
convencional de reposi¢do hormonal ou outro que receberd o comprimido de amido. Vocé nao
saberd de qual grupo fard parte, para que o resultado da pesquisa ndo seja prejudicado. O
tratamento serd realizado com a tomada de 01 comprimido, por vida oral, 01 vez ao dia,
durante o periodo de 3 a 6 meses. Muitas mulheres ja fazem uso do chd da amoreira para
tratar os sintomas climatéricos e referiram melhoras. A terapia de reposi¢ao hormonal ji €
muito utilizada na atualidade e o comprimido de amido ndo apresenta efeitos danosos ao
organismo, na dosagem utilizada.

Além disso, serd necessario responder um questiondrio referente a dados pessoais,
bioldgicos e sociais; coletar amostras de sangue e realizar exame ginecoldgico e
ultrassonografico das mamas e transvaginal. A coleta de sangue serd aproximadamente de 8
mL, que serd guardado em tubos identificados e utilizados para a realizacdo de exames
laboratoriais somente para esta pesquisa. Essa coleta pode gerar desconfortos, porém minimos
e completamente contorndveis (sensibilidade e escurecimento no local da coleta, possibilidade
de diminuicdo da pressdo arterial, esporadicamente nduseas). O exame ginecoldgico serd feito
com o minimo de constrangimento possivel e por uma médica experiente. O exame
ultrassonografico sera realizado em duas ocasides, por profissional especializado.

Os beneficios que vocé€ terd ao participar deste estudo serd uma assisténcia
ginecoldgica de forma totalmente gratuita, durante a realizacdo da pesquisa, com realiza¢ao
de exames laboratoriais, juntamente com sua interpretacdo e explicacdo se vocé desejar

(opcao para ser marcada abaixo) ou quando se facam necessdrios (exames alterados que



98

necessitardo de encaminhamento médico). Além disso, vocé estard contribuindo para o
esclarecimento do papel da amoreira no tratamento dos sintomas climatéricos.

Todas as informacdes coletadas serdao estritamente confidenciais e utilizadas
somente neste estudo, ndo haverd armazenamento de amostras de sangue para o
desenvolvimento de outros trabalhos. Os seus dados serdo identificados em um cédigo e, ndo,
com o nome. Apenas os membros da pesquisa terdo conhecimento dos dados, assegurando
assim a sua privacidade. Vocé€ poderd sair da pesquisa em qualquer momento, bastando para
isso, comunicar aos responsdveis pela investigacdo, sem prejuizo algum para o seu
atendimento.

Nao haverd despesa financeira para voc€ e nenhum procedimento que possa
prejudicar sua saude, portanto, ndo haverd indenizagdo por parte da equipe cientifica e da
Instituicdo responsavel. Sempre que tiver dividas ou necessitar de esclarecimentos sobre a
pesquisa, vocé poderd contatar a pesquisadora responsdvel Profa. Luciane Maria Oliveira
Brito pelo nimero (98) 2109-1273/3272-9520, ou sobre os aspectos éticos, contatar a
Coordenagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Maranho, situado
na Avenida dos Portugueses s/n, Campus Universitdrio do Bacanga, Prédio do CEB Velho,
PPPG, Bloco C Sala 07 ou pelo telefone (98) 3272-8708. Em caso de dentincias ou questdes
éticas relativas a pesquisa, o CEP também dever4 ser contatado.

Se concordar em participar, voc€ deverd assinar este termo de consentimento em
duas vias, ficando uma com vocé e a outra com o pesquisador e todas as pdginas das duas
cOpias serdo rubricadas.

() desejo ser informado sobre os resultados dos meus exames laboratoriais

() ndo desejo ser informado sobre os resultados dos meus exames laboratoriais.

Sao Luis de 20

Assinatura da participante

Profa. Dra. Luciane Brito
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12 PRIMEIRO ARTIGO CIENTIFICO

12.1 Nome do periodico com sua classificacaio na WEBQUALIS

Menopause (NEW YORK, N.Y.)
Medicina II: A2

12.2 Normas Editoriais/Normas para os autores

Online Submission and Review System

Instructions for Authors

Reprint Ordering
Permissions Requests
Scope

Menopause is the official journal of The North American Menopause Society
(NAMS). A peer-reviewed scientific journal, Menopause provides a forum for new research,
applied basic science, and clinical guidelines on all aspects of menopause. The scope of the
Journal extends beyond gynecology, encompassing multidisciplinary areas that include
internal medicine, family practice, medical subspecialties such as cardiology and geriatrics,
epidemiology, pathology, physiology, sociology, psychology, anthropology, and

pharmacology.

Manuscript Submission

A submitted manuscript must be an original contribution not previously published
(except as an abstract or preliminary report), must not be under consideration for publication
elsewhere, and, if accepted, must not be published elsewhere in similar form, in any language,
without the consent of Wolters Kluwer Health, Inc. Each person listed as an author is
expected to have participated in the study to a significant extent. Although the editors and
referees make every effort to ensure the validity of published manuscripts, the final
responsibility rests with the authors, not with the Journal, its editors, or the publisher.

All manuscripts must be submitted on-line through the Menopause Editorial Web Site

(http://meno.edmgr.com). First-time Users: Click the Register Button from the main menu
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and enter the requested information. Upon successful registration, you will receive an e-mail
with your user name and password. Print a copy of this information for future reference. Once
you have received a user name and password, never register again, even if your status changes
(as author, reviewer, or editor). Authors: Click the Login Button from the menu at the top of
the page and enter the system as an Author. Upload text, figures and tables as separate files.
Do not upload your text as a PDF and do not import figures or tables into the text document.
Submit your manuscript according to the author instructions. This Web site also provides an
opportunity to track the progress of your manuscript through the peer review process. If you

have any questions, please contact:

Diane K. Barker

Managing Editor

E-mail: menopausejournal @menopause.org
Telephone: (617)724-1372

Fax: (617)724-0988

Preparation of Manuscripts

All manuscripts submitted to Menopause should adhere to the “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals.” Manuscripts must be written in English.
Authors whose native language is not English should have their manuscripts checked for
correct English grammar prior to submission. Upon submission, if the grammar is considered
to be unsuitable by the Editor-in-Chief, the paper will be returned to the corresponding author
for necessary revisions prior to being sent out for peer review. All text is subject to editorial
revision and review. The author should retain a copy of the complete submission for
reference.

Brief Reports/Case Reports: Reports should present focused, new clinical or
investigational observations in a format of 9—12 double spaced pages of text (including
references) and a maximum of two illustrations or tables.

Original Articles: Articles covering both basic science and clinical topics are welcome.
In most cases, each article receives at least two editorial peer reviews and one statistical
review.

Basic Science Articles: Basic science research papers must include a paragraph at the
end of the Discussion section under the sub header Potential Clinical Value which clearly

discusses the possible clinical implications of your research.
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Letters to Editor: Letters to the Editor are encouraged and should be submitted in
response to work that has already been published in Menopause. All letters must be submitted
online through the Menopause Editorial web site and addressed to the Editor-in-Chief. (see
instructions for Manuscript Submission). Letters should not exceed 400 words (excluding
references, names/addresses). When possible, references should not exceed five, with the
related article being one of the five citations. Complete references must be supplied in the
proper format (see below). If the letter is accepted for publication the authors of the article
that prompted the letter will be given an opportunity to reply.

Details of Style. Please follow the guidelines set by the American Medical Association
Manual of Style, 10th edition, Oxford University Press, 2007. The manuscript must include
(in the following order): the title page, abstract, text, acknowledgments, references, tables,
figure legends, and figures.

The electronic version will be typeset and should not contain any extraneous
formatting instructions. For example:

Use hard carriage returns only at the end of paragraphs and display lines (eg, titles,
subheadings)

Do not use an extra hard return between paragraphs

Do not use tabs or extra space at the start of a paragraph or for list entries

Do not indent run over lines in references

Turn off line spacing

Turn off hyphenation and justification

Do not specify page breaks, page numbers, or headers

Do not specify typeface

Care should be taken to correctly enter “one” (1) and lower case “el” (1), as well as

“zero” (0) and capital “oh” (O).

Please observe the following conventions:

Use a single hyphen with space before it for a minus sign, use a double hyphen (with
space before and after) to indicate a “long dash” in text, use a single hyphen (with no extra
space) to indicate a range of numbers (eg, “23-45”).

[lustrations and tables will be handled conventionally. However, figure and table legends

should be included at the end of the electronic file.
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Nonstandard characters (Greek letters, mathematical symbols, etc.) should be coded
consistently throughout the text. Please make a list of such characters and provide a listing of

the codes used.

Title Page: The title page should contain, in order, the following:

The paper’s full title

A running title of no longer than 45 characters and spaces combined

Author line with the first name, middle initial, last name, credentials (eg, MD, PhD),
and affiliation of each author

Any source(s) of financial support, if none, please state so

Conlflict of interest/financial disclosure, if none please state so

Disclaimers, if any

The title page must also include disclosure of funding received for this work from any
of the following organizations: National Institutes of Health (NIH); Wellcome Trust; Howard
Hughes Medical Institute (HHMI); and other(s).

Name, address, phone and fax number, and e-mail address of the author to whom
reprint requests should be addressed (if reprints will not be available, please state so). Indicate
which author should receive correspondence and provide that person’s preferred mailing
address, telephone and fax numbers, and e-mail address if different from that indicated by the

authors for reprint requests.

Structured Abstract: On the next page, provide an abstract of 250 words or less,
organized under the following headings: Objective, Methods, Results, and Conclusions. Also

provide with the abstract no more than six key words for database searching.

Text: Begin the body of the manuscript on the next page following the abstract.
Although not appropriate for some articles, most regular manuscripts should adhere to the
following sequence: Introduction, Methods, Results, Discussion, Conclusions, References,
and Figure Legends.

Drug Names: Use only generic names when referring to drugs. If a trade name is
necessary for clarity, place it in parentheses after the generic name. Do not use registration

marks or trademarks.
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Terminology: When describing postmenopausal hormone therapy, use the words
“estrogen plus progestogen therapy,” abbreviated EPT, to describe this combination hormone
therapy or “estrogen therapy,” abbreviated ET, to describe treatment with this hormone alone.
“Hormone therapy,” abbreviated HT, should be used as an umbrella term to describe both ET
and EPT. Use the word “progestogen” as the umbrella term for progestin and progesterone.
Use “progestin” and “progesterone” only for those specific agents. When referring to therapy
that does not include hormones, the term "nonhormone therapy" should be used to describe
this type of treatment.

Abbreviations: Keep abbreviations to a minimum and define each at its first use. Do
not use abbreviations in the abstract. Abbreviate units of measure only when used with
numbers, and refer to the AMA Manual of Style for standard scientific abbreviations.

Conflicts of Interest: Authors must state all possible conflicts of interest in the
manuscript, including financial, consultant, institutional and other relationships that might
lead to bias or a conflict of interest. If there is no conflict of interest, this should also be
explicitly stated as none declared. All sources of funding should be acknowledged in the
manuscript. All relevant conflicts of interest and sources of funding should be included on the
title page of the manuscript with the heading “Conflicts of Interest and Source of Funding:”.
For example: Conflicts of Interest and Source of Funding: A has received honoraria from
Company Z. B is currently receiving a grant (#12345) from Organization Y, and is on the
speaker’s bureau for Organization X — the CME organizers for Company A. For the
remaining authors none were declared.

In addition, each author must complete and submit the journal's copyright transfer
agreement, which includes a section on the disclosure of potential conflicts of interest based
on the recommendations of the International Committee of Medical Journal Editors, "Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals"
(www.icmje.org/update.html).

The copyright transfer agreement form is made available to the submitting author
within the Editorial Manager submission process. Co-authors will automatically receive an
email with instructions on completing the form upon submission.

References: The number of references should not exceed 75 whenever possible.
Accuracy of reference data is the responsibility of the author. Number references in the order
of their use in the text; do not alphabetize. Identify references in the text with Arabic
superscript numerals. Follow the Index Medicus reference style (see “Uniform Requirements

for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals,” Ann Intern Med 1988; 108:258-265).
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Provide article titles and inclusive pages. Refer to the List of Journals Indexed in Index
Medicus for abbreviations of journal names. List all authors when six or fewer; when seven or
more, list only the first three and “et al.” The following are examples of correct format. Refer

to the AMA Manual of Style for other examples.

Journal Article
1. Halbreich U, Rojansky N, Palter S. Decreased bone mineral density in medicated

psychiatric patients. Psychosom Med 1995;57:485-491.

Chapter in a Book
2. Byrne JLB. The role of oral contraceptives. In: Wilansky S., Willerson JT, editors. Heart
Disease in Women. New York, NY: Churchill Livingstone, 2002:122-127.

Book
3. Rock JA, Jones HW III, ed. TeLinde’s Operative Gynecology, Ninth Edition. Philadelphia,
PA: Lippincott Williams & Wilkins, 2003.

Web Site

4. Gapstur SM, Morrow M, Sellers TA. Hormone replacement therapy and risk of breast
cancer with a favorable histology. JAMA[serial online].1999;281:2091-2097. Available at:
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ABSTRACT

Objective: To compare the efficacy of leaf extract of Morus nigra L. for the treatment of
climacteric symptoms. Methods: A randomized, double-blind (patient) clinical trial was
performed with 62 climacteric women, divided into three groups: Morus nigra (MN) Group -
capsule with Morus nigra L. powder 250 mg (n = 20), HT - estradiol 1 mg or estradiol 1 mg
and norethisterone acetate 0.5 mg (n = 20) and Placebo (n = 22) for 60 days. The response
variable was the mean score of the Blatt-Kuppermann Index (BKI) and the Quality of life
(QoL) through the SF-36 questionnaire. The level of significance was set at 5%. Results:
There was a mean reduction in BKI scores in the MN group (18.0 for 10.0, p <0.001) and HT
(14.0 for 5.0, p = 0.001), except the Placebo (10.5 for 9, P = 0.083). The qualitative analysis
of symptom improvement showed a significant difference only between the MN group and
Placebo (p = 0.043). About the QoL, the MN group showed improvement in the functional
capacity (p = 0.006), vitality (p = 0.030), mental health (p = 0.017) and social aspect (p =
0.003); the HT group presented improvement in the emotional limitation domain (p = 0.040)
and the Placebo group in the functional capacity (p = 0.007), physical limitation (p = 0.031)
and mental health domains (p = 0.028). Conclusions: There was improvement of the

climacteric symptoms with the use of the extract of Morus nigra L. 250 mg for 60 days.

Keywords: Clinical Trial; Climacteric; Morus.
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Introduction

The hormonal changes experienced during the climacteric increase the risk for the
development of several diseases and interfering in the quality of life of women '. The most
commonly reported symptoms include hot flushes, night sweats, palpitations and headache. In
addition to changes in bone metabolism, cardiovascular and psychological manifestations
such as depression, irritability, fatigue and loss of libido. >4
Hormone therapy (HT) has been established as a gold standard for the treatment of
climacteric symptoms and remains the most effective treatment for vasomotor and
genitourinary symptoms.” However its use is cautiously indicated after the publication of the
Women's Health Initiative study, which identified an increase in the incidence of stroke and
thromboembolism with the use of HT.®

In the context of climacteric syndrome, the use of medicinal plants with estrogenic effect,
phytoestrogens (PE), has been a common practice.7 PE are natural polyphenols, which have a
similar chemical structure to estradiol and, similarly, have to bind to the estrogen receptor to
initiate transcription.” * Studies suggest that these compounds not only decrease the incidence
of climacteric symptoms, but are able to reduce the risk of breast cancer.'*'?

The Morus nigra L., known as black mulberry, is a species belonging to the genus Morus,
family Moraceae. This genus contains a variety of phenolic compounds, including flavonoids,
flavones, isoflavones, isoprenylates, stilbenes, coumarins, chromones and xanthones.'> 1

The analysis of total flavonoids (TF) in the fruits of the three main types of mulberry trees
showed that TF in Morus nigra is higher than in Morus alba and Morus rubra.”> '® The TF
values in the leaves of Morus nigra are also higher than those in Morus alba. ' The flavonoids
identified in the extracts of its leaves were quercetin, rutin and campperol.]& 1

Some experimental studies have reported the potential estrogenic potential of M. nigra in
oophorectomized Wistar rats.”” *' Other authors have observed the prevention of vaginal and
uterine atrophy, as well as the improvement of the lipid profile in rats submitted to chronic
treatment with the hydroalcoholic extract of Morus nigra.”

In Brazil, leaf tea from black mulberry is widely used in folk medicine as a hormonal
repository during the climacteric period, aiming at relieving symptoms, especially hot flushes.
The results obtained by an ethnopharmacological research confirmed that the use of Morus
nigra L. was effective for the treatment of climacteric syrnptoms.23

Preclinical toxicological evaluation of leaf tea from this plant in Wistar rats showed that

subchronic administration did not produce deaths or signs of toxicity in animals. In addition,
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there was no change in the biochemical and hematological parameters analyzed, which allows
to have a notion of safety parameters, allowing the advancement of clinical studies that prove
the therapeutic benefits of the plant.**

Although some PE may ameliorate climacteric symptoms and contribute positively to quality
of life, there is no scientific evidence to allow replacement of HT, and there are still few
studies investigating the estrogenic effect of Morus nigra L* In this context, this study aims
to compare the efficacy of leaf extract of Morus nigra L. in the treatment of climacteric

symptoms, with HT and a control group (placebo).
Methods

Study design

We performed a prospective randomized, double-blind, placebo-controlled trial evaluating the
effects of treating climacteric symptoms with Morus nigra L or HT. All participants read and
signed an informed consent form. The study was approved by the research ethics committee
of the Universitary Hospital of Federal University of Maranhdo (HUUFMA) under the
register 1.804.512 and published in Brazilian Registry of Clinical Trials under the register
RBR-9t4xxk.

Participants

A total of 97 climacteric women, between the ages of 35 and 65 years, reporting any
symptoms evaluated by the Blatt-Kuppermam Index (BKI) were selected to participate in the
study. The study was conducted at the Clinical Research Laboratory of the Post-Graduation
Program in Adult Health of Federal University of Maranhdo — UFMA, Brazil, from
November 2016 to March 2018. Exclusion criteria included presence of hepatic insufficiency,
previous or family history of breast, ovarian and endometrial cancer; presence of porphyria,
abnormal endometrial bleeding, history of myocardial infarction, or previous thromboembolic

disease.

Evaluation and treatment
The women underwent clinical and gynecological examinations, had mammography, breast
and vaginal ultrasound examinations before enrollment. Serum levels of fasting glycemia,

HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, total cholesterol, AST, ALT, urea,
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creatinine, uric acid, alkaline phosphatase, ultra-sensitive C-reactive protein (CRP), estradiol,
FSH, TSH and free T4 were measured.

The participants were randomly assigned via computer to three groups: Morus nigra L. (MN)
Group - capsule with Morus nigra L. powder 250 mg , HT group - estradiol 1 mg or estradiol
1 mg + norethisterone acetate 0.5 mg and Placebo group for 60 days. All the selected
participants answered the BKI and the quality of life questionnaire 36-Item Short Form
Survey (SF-36).

The BKI and SF - 36 questionnaires were applied before and after treatment. All the exams
were performed at these two moments, except the imaging tests, which were performed only
at the baseline evaluation. No participant presented breast or pelvic alteration identified by the

imaging tests that contraindicated the treatments.

BKI

The climacteric symptoms were evaluated based on the Blatt-Kupperman Index, which
measures the intensity of several symptoms as reported by the respondent. Symptom severity
is considered mild when the score is equal to or lower than 19; moderate, from 20 to 35; and
severe, above 35. The symptoms included are hot flashes, paresthesia, insomnia, nervousness,

depression, fatigue, arthralgia/myalgia, headache, palpitations and tingling.26

SE-36

Quality of life (QoL) was assessed by the 36-Item Short Form Health Survey. This
multidimensional QoL instrument was developed in 1992 by Ware and Sherbourne and
validated in Brazil by Ciconelli et al. (1999). The evaluation of the results was done by
assigning scores for each question, which comprised eight domains (functional capacity,
physical aspects, pain, general health, vitality, social aspects, emotional aspects and mental
health), which were transformed into a scale from zero to 100, where zero corresponded to a

worse quality of life and 100 to a better quality of life.”’

Statistical analyses

The normality of the variables was verified by the Shapiro-Wilk test. The Kruskal-Wallis test
was used to compare the difference between the medians of the variables at each time point
(TO: baseline and T1: after 2 months of treatment) among the 3 groups. In the comparison of
the medians of the numerical variables of each treatment group between TO and TI1, the

Wilcoxon test was used. Pearson's chi-square test was used to verify the association of
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outcome (symptom improvement) with other variables analyzed, and relative risk (RR) was
calculated with their respective confidence intervals (CI) 95%. In the analysis of the
biochemical tests between TO and T1, the T-Pair Test was used. A significance level of 5%

was adopted for all analyzes.

Results

A total of 62 climacteric women was included in this study (MN group: 20, TH group: 22,
placebo group: 20), 35 were excluded: 02 women did not meet the inclusion criteria, 08
refused to participate in the study, 06 had symptomatic uterine myomatosis, and 19 did not
complete the baseline tests. In the MN group, all patients completed the treatment and
completed the follow-up. In the HT group, there was one withdrawal from the treatment, due
to a spotting complaint, remaining 19 who completed the follow-up. In the placebo group, 02
women withdrew from the treatment, without specific complaint, totaling 20 for follow-up
(Figure 1).

The analysis of the BKI score and the SF-36 domains showed that there was no statistically
significant difference between the three groups before and after treatment (P> 0.05). After
treatment, there was a reduction in the BKI score and an increase or maintenance of values
related to the eight domains on QoL in all groups (Table 1).

In the individual comparison of each group at both moments (baseline and after treatment), a
significant reduction in the BKI score in the MN group (18.0 for 10.0, P<0.001) and HT
group (14.0 for 5, P<0.001) was observed, except in the placebo group (10.5 to 9.0, P =
0.083). About the QoL, the MN group showed improvement in the functional capacity (P =
0.006), vitality (P = 0.030), mental health (P = 0.017) and social aspect (P = 0.003); the HT
group presented improvement in the domain emotional limitation (P = 0.040) and the placebo
group in the functional capacity domains (P = 0.007), physical limitation (P = 0.031) and
mental health (P = 0.028) (Table 2).

Table 3 represents the paired analysis of the improvement of the BKI score of each
participant, after the intervention. It was considered that there was an improvement of the
symptoms when the total score decreased, and in the negative case there was an increase in
the score or the maintenance of its value. It was observed that there was a significant
difference only between the MN and Placebo groups (P = 0.043), with a 46% increase in the
probability of improvement of the climacteric symptoms with Morus nigra L. (RR = 1.46,

95% CI = 1.04-2.05).
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Regarding the side effects that arose in the groups during treatment, breast tenderness was
identified as more frequent and present only in the HT group (36.8%), with a very significant
difference (P <0.001) The spotting occurred in 26,3% (P = 0,003) (Table 4).

The analysis of biochemical tests revealed that fasting glycemia increased in all three groups,
producing a significant difference between baseline and post-intervention values (MN: P =
0.030, HRT: P = 0.0001 and Placebo: P = 0.003). In the MN group, the free T4 and estradiol
hormones also increased (P = 0.011 and P = 0.031, respectively). In the HT group there was a
reduction in HDL (P = 0.042). Finally, in the Placebo group there was reduction of total
cholesterol (P = 0.036) (Table 5).

Discussion

The observed similarity between the groups in the baseline assessment of BKI and SF-36
domains demonstrates homogeneity of the participants regarding these characteristics. The
analysis before and after the treatment for each group showed that there was improvement of
the climacteric symptoms in the MN and HT groups, but the analysis of improvement of the
symptoms by the decrease of the individual BKI revealed that there was only difference
between the group Placebo and the MN group, presenting a probability of almost 50%
improvement in climacteric symptoms among women who received Morus nigra L.

In the study about the 8-prenylnaringenin present in hops, Stulikova et al.” concluded that
this prenylated flavonoid, a class of PE that can also be found in the species Moraceae, has the
ability to alleviate the symptoms of menopause. Villa et al.”?, in turn, evaluated the impact of
nutritional supplementation composed of PE and some vitaminsof in a pilot study with 90
perimenopausal women. The BKI decreased significantly compared to the control group after
3 and 6 months of treatment. PE-based nutritional supplementation significantly reduced
vasomotor symptoms and also ameliorated neurological and psychological symptoms such as
insomnia, fatigue, and irritability.29

Pahani et al.” conducted a randomized clinical trial of 66 symptomatic climacteric women
and evaluated the effects of an herbal remedy based on avocado and soybean oil compared to
HT. In this study, BKI reduced in both groups in a similar way (reduction of 8.50 + 4.83 in
the PE group and 8.33 £ 4.89 in the HT group). The severity and duration of the heat waves

also showed the same decrease.
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The clinical trial performed by Costa et al.’! identified that 10 weeks of physical training was
effective in improving climacteric symptoms in postmenopausal women and that
supplementation with isoflavones did not promote additional effects in improving these
symptoms.

Until this date, no clinical trial evaluating the effect of Morus nigra L. on climacteric
symptoms has been found. However, it has been found that black mulberry is rich in
flavonoids and these, in turn, may alleviate some of these symptoms. The amount of
flavonoids present in Morus nigra L is higher than that found in Morus alba and Morus
rubra.” These flavonoids are able to soften the pain, mainly reducing the duration of the
inflammatory phase. In addition, black mulberry flavonoids have been shown to decrease IL-6
(inflammatory cytokine) production and to significantly increase IL-10 (anti-inflammatory
cytokine).'® Thus, this anti-inflammatory effect may influence pain-related symptoms, such as
arthralgia / myalgia and headache.

The depression symptom, evaluated by BKI, can also be alleviated by Morus nigra L.
Dalmagro et al.’* demonstrated that the acute and subchronic administration of Morus nigra or
syringogenic acid, the main phenolic component identified in the leaves, exerted
antidepressant properties in the behavioral tests in mice. The observed effect involved the
modulation of oxidative stress, both in the serum and in the brains of the mice. Morus nigra
extract or syringe acid were able to contain glutamate induced cell death in the hippocampus
and cortex cells, implying a neuroprotection activity in the antidepressant effect.

Regarding the participants' quality of life, it is known that the reduction of estrogen levels
favors the classic climacteric symptoms, but also interferes in the physical and cognitive
functioning, implying quality of life. Atteritano er al.”” conducted a randomized, placebo
controlled trial of 389 postmenopausal women to investigate the effects of genistein on
quality of life and depressive symptoms for 2 years. In the genistein group, all domains
improved significantly compared to baseline.

In general, it is observed that the PE smoothes climacteric symptoms and improves the quality
of life. One of the hypotheses to justify this significant improvement would be its
performance with the most frequent climacteric symptom, the hot flushes. It was observed in
our clinical practice that women who used black mulberry reported significant relief from hot
flushes in about 1 to 2 weeks of regular use.

Pinkerton et al.** showed that the frequency and severity of the hot flushes showed
approximately linear relationships with parameters of quality of life and sleep. Among the

neurotransmitters involved in the thermoregulatory process, it is considered that
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norepinephrine is the main responsible for the reduction of thermoregulatory reference value
and for triggering mechanisms of heat loss.™’

Serotonin is another key neurotransmitter in the mechanism of heat waves.*® The production
of noradrenaline and its release in the thermoregulatory nucleus can be inhibited by
endorphins and byproducts of estrogen metabolism.” ** * Decreased estrogen may also
reduce plasma levels of serotonin.*” *! Considering that estradiol modulates the serotonergic
and noradrenergic system, PE can also modulate these systems. According to Shanafelt et
al.*?, this modulation does not interfere only in the regulation of body temperature, but in the
maintenance of mood.

Studies investigating the specific effects of PE on nerve tissue and its influence on quality of
life are still scarce. Toyohira et al.” demonstrated that genistein positively regulated the
activity of noradrenaline and serotonin transporters, probably through processes involving
tyrosine phosphorylation. Rodriguez-Landa et al.* evaluated the anxiolytic effects of
identical doses of genistein and 17B-estradiol in ovariectomized rats and concluded that
genistein exerted an anxiolytic effect similar to 17-estradiol.

Regarding the placebo effect, some studies suggest that 1 in 5 women will experience a 50%
or greater reduction in hot flushes with placebo and that one in 10 women will experience a
reduction of at least 75% with placebo.“s'47 A systematic review by Lethaby et al.** concluded
that placebo exerted a strong effect in most clinical trials, with a reduction in the frequency of
hot flushes ranging from 1% to 59%.

The psychological disposition, contextual and biological factors dramatically affect a person's
susceptibility to the placebo effect. The release of endogenous opioids mediates many forms
of analgesia with placebo and the dopaminergic pathways have already been implicated in the
placebo response in pain and depression.49

In addition, the placebo effect in our study may have been influenced by women's knowledge
of climacteric symptoms. Many were unaware that various symptoms may be related to
ovarian failure, once they are aware of the menopausal period, their associated changes and
complaints, these women can more easily host menopause and develop techniques to deal
with it.”

When investigating the side effects of treatments, we observed that breast tenderness and
spotting were reported only by the HT group and the other groups did not report adverse
effects. It is known that there is a greater risk of occurrence of spotting among women users
of HT.”! In postmenopausal women, spotting or unscheduled vaginal bleeding is common in

the first 6 months of continued HT use and does not necessarily need to be investigated as
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long as colpocytology exams are up-to-date. Women should be informed about the high
probability of spotting during this period.52

Evidence suggests that exposure to HT induces changes in the density, distribution, and
structure of endometrial vessels, as well as changes in the stroma, which may increase local
production of vasoactive mediators and promote vessel rupture.5 3

A recent randomized clinical trial evaluated the prevalence of brest tenderness in a population
treated with HT and Cimicifuga foetida extract.”® The prevalence of breast tenderness in the
groups exposed to HT were higher (80.8% and 72.0%, respectively) and there was no
significant difference between them. While in the group exposed to the PE the prevalence
corresponded to 27.3% * In a meta-analysis, the incidence of breast tenderness was
significantly lower among women treated with PE than those treated with HT.”

Breast tenderness is a common adverse effect of HT and is a key factor in long-term
adherence to HT.” According to the WHI study, the presence of breast tenderness among
women treated with conjugated equine estrogen and medroxyprogesterone acetate was
associated with an increased risk for breast cancer. This association was especially
pronounced among women who had previous breast tenderness.”’

Most of the current literature is in favor of PE safety in breast cancer survivors, because of the
protective effect evidenced by decreased recurrence of this cancer and mortality.58 Some
authors state that the property of accumulating in breast tissue and preferentially activating
estrogen receptor-f (ER-B) are related to the chemoprophylactic effect of PE.” This
chemoprophylactic effect may be explained by the antiproliferative and anticarcinogenic
action that ER-P seems to trigger, acting as a tumor suppressor by controlling ER-a-induced
proliferation which, in turn, would be related to the promotion of carcinogenesis.60’ ol

In addition to PE inhibiting ER-positive breast cancer cells, they may also inhibit ER-negative
breast cancer cells. Many investigators have already demonstrated the possibility of

629 1 et al.”

epigenetic reactivation of R-a in human ER-a negative breast cancer cells.
showed that genistein can epigenetically restore ER-a expression, which in turn increased
tamoxifen-dependent antiestrogenic therapeutic sensitivity in vitro and in vivo.

Regarding biochemical changes, it was observed that glycemia increased in all groups,
including in the MN group, although its hypoglycemic effect was identified by Junior et al.%,
who observed that the ethanolic extract of Morus nigra L leaves reduced hyperglycemia,
improved oral glucose tolerance and minimized dyslipidemia. A recent study identified in

Morus nigra L four compounds called nigragenons, which have agonist activity over PPARYy,

an important anti-diabetic target.*
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A meta-analysis that evaluated the lipid profile of women submitted to a PE-rich diet
concluded that there is a hypolipidemic effect, with a reduction in LDL.®” In our study, there
was reduction of LDL in the MN group, but not significant. Other studies have shown
positive effects, mainly in hypercholesterolemic patients and a moderate effect in patients

68. 69 The experimental study carried out by Zeni et al."’

with normal lipid profile.
demonstrated that Morus nigra L. lowered serum cholesterol, triglycerides and normalized
lipoproteins, providing evidence that black mulberry leaf extract may normalize the
hyperlipidemic disorder.

Our study has some limitations. Because it was a pioneering study, it was decided to estimate
a small sample and perform a short-term intervention, and the ideal dose of Morus nigra L.
leaves extract was not identified. These facts may have prevented gradual changes in intensity
of climacteric symptoms, the quality of life of the women evaluated and the biochemical
profile.

However, our study demonstrated that leaf extract of Morus nigra L was able to improve
climacteric symptoms, was well tolerated by users, did not present toxicity and did not
produce side effects, suggesting superior benefits to HT. However, new clinical trials about

the use of this plant need to be performed in order to prove the estrogenic effects of black

mulberry and to reinforce its use with an alternative to hormonal therapies.

Conclusions

The leaf extract of Morus nigra L. was able to ameliorate the climacteric symptoms
and to improve the quality of life after 2 months of exposure, in a way superior to HT and
placebo. Breast tenderness and spotting occurred only among women exposed to HT. No
adverse effects were reported by women exposed to Morus nigra L. Regarding the
biochemical profile, Morus nigra L did not present a hypoglycemic and hypolipidemic effect
during the exposure period. There was no suggestive alteration of hepatoxicity and

nephrotoxicity in any group.
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Figure 1. Flowchart of progress of clinical trial phases.
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Tables

Table 1. Comparison of BKI medians and SF-36 domains among the MN, HT and placebo
groups at two different times: baseline and after 2 months of treatment.

Basal After 2 months
Variables Group Group
pP* P*
MN HT Placebo MN HT Placebo
BKI 180  14.0 10.5 0.488 10.0 5.0 9.0 0.311
Functional ¢ ) 75 80.0 0.445 925 950 90.0 0.723
capacity
Physical 100.0 1000 625 0.303 100.0  100.0  100.0 0.901
limitation
Emotional 1555 1000 666 0.348 100.0  100.0  100.0 0.715
limitation
Pain 720 720 56.5 0.514 100.0 720 72.0 0.462
Vitality 600  60.0 62.5 0.847 750  65.0 70.0 0.438
Mental 760  80.0 68.0 0.483 840  80.0 78.0 0.508
Health
Social 88.0 875 88.0 0.392 100.0 1000 875 0.170
aspect
General 770 67.0 745 0.716 81.0  77.0 745 0.616
state

*Kruskal-WallisTest
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Table 2. Comparison of BKI medians and SF-36 domains at baseline and after 2 months of
treatment, for each group individually.

iabl MN HT Placebo
Variables Basal After P Basal After P* Basal After p=
2 months 2 months 2 months
BKI 18.0 10.0 <0.001 14.0 5.0 0.001 10.5 9.0 0.083

Funct%onal 85.0 92.5 0.006 75.0 95.0 0.179  80.0 90.0 0.007
capacity

Physical 100.0 100.0 0.236 100.0 100.0 0.111 62.5 100.0 0.031
limitation

Emotional 100.0 100.0 0.317 100.0 100.0 0.040 66.6 100.0 0.114
limitation

Pain 72.0 100.0 0.153 72.0 72.0 0.283 56.5 72.0 0.109
- 60.0 75.0 0.030 60.0 65.0 0.304 625 70.0 0.060

Vitality

Mental 76.0 84.0 0.017 80.0 80.0 0.077 68.0 78.0 0.028

Health

Social 88.0 100.0 0.003 87.5 100.0 0.230 88.0 87.5 0.665

aspect

General 77.0 81.0 0.057 67.0 77.0 0.113 745 74.5 0.125

state

*Wilcoxon Test
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Table 3. Analysis of the improvement of the climacteric symptoms evaluated by BKI after 2

months of treatment.

Improvement of symptoms

Group YES NO RR (C195%) P*
n (%) n (%)

MN 19,0 (95,0) 1,0 (5,0) 1,46 0,043
PLACEBO 13,0 (65,0) 7,0 (35,0) (1,04-2,05)

MN 19,0 (95,0) 1,0 (5,0) 1,13 0,342
HT 16,0 (84,2) 3,0 (15.,8) (0,91-1,40)

HT 16,0 (84,2) 3,0 (15,8) 1,29 0973
PLACEBO 13,0 (65,0) 7,0 (35,0) (0,89-1,88) '

* Qui-quadrado Test
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Table 4. Association between the occurrence of breast tenderness, spotting and the type of

treatment.
Group
Variable MN HT Placebo P*
n (%) n (%) n (%) n (%)

Breast
tenderness

Yes - 7.0 (36.,8) -

No 20,0 (100,0) 12,0 (63,2) 20,0 (100,0) <0,001
Spotting

Yes - 5(26,3) - 0.003

No 20,0 (100,0) 14 (73,7) 20,0 (100,0) '

* Qui-quadrado Test



130

Table 5. Comparison of the biochemical exams of the MN, HT and Placebo groups at two
different moments: at baseline and after 2 months of treatment.

MN HT Placebo

Variavel After " After " After N

Basal 2 months p Basal 2 months P Basal 2 months P
Fasting
olycemia 97,3 102,9 0,030 88,3 94.4 0,0001 98,8 104,9 0,003
Total
cholesterol 1900 1975 0263 216,7 2176 0,863 2189  203,1 0,036
HDL 58,3 56,3 0,150 60,0 55,3 0,042 53,9 51,5 0,367
LDL 120,3  100,4 0352 1322 1341 0,712 1356 1267 0,082
Triglyceride 160,8  186,3 0,249 1224  140,1 0,057 146,6 1359 0,387
Urea 27,6 26,3 0,281 29,0 273 0,206 252 24,1 0,415
Creatinine 0,7 0,7 0226 0,7 0,7 0,800 0,7 0,6 0,309
Uric acid 4.8 4,9 0,675 4,0 42 0,071 3,9 3.8 0,624
Alkaline
phosphatase 76,3 74,8 0,536 734 72,6 0,711 71,0 73,6 0,339
AST 32,0 20,0 0,366 19,3 20,0 0,411 18,6 19,2 0,423
ALT 30,4 17,7 0296 18,4 17,6 0,509 17,7 16,7 0,549
TSH 1,9 2,1 0,315 1,9 1,8 0,435 2.3 2.4 0,926
T4 Free 14,9 15,6 0,011 147 15,2 0,071 13,8 14,9 0,244
Estradiol 30,1 87,2 0,031 80,6 55,4 0431 1158  130,1 0,375
FSH 43,8 46,3 0,677 64,6 63,4 0,768 283 25,3 0,034
CRP 0,5 0,3 0,503 04 0,4 0,791 0,2 0,2 0,918

* Paired T Test
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ABSTRACT

It has been estimated that about half of women over the age of 50 will experience menopause
related symptoms that will cause somewhat or fairly difficult problems. The hormone
replacement therapy, considered a therapeutic standard, is currently indicated with caution
due to adverse effects and its use is falling dramatically around the world. Many patients have
started to use complementary and alternative medicine (CAM) therapies such as
phytoestrogens (PE), making their use a common practice for the treatment of climacteric
symptoms. Among the several types of PE, the Morus nigra (MN) has been used empirically
to treat menopause symptoms and some studies have already reported the use of this plant as a
CAM to this treatment, suggesting promising results. This narrative review aims to investigate
in the published literature the use of MN as a CAM therapy for menopausal symptoms. We
searched PubMed and Cohcrane articles published between 2007 and 2018. PE are natural
polyphenols and have a chemical structure similar to estradiol, necessary for binding with
estrogen receptors. The total flavonoids, a type of PE, in the MN was higher than those in
white mulberry and red mulberry. It was observed that most of the studies deal with the
antinociceptive, anti-inflammatory and antioxidant effects of the constituent flavonoids in
MN. In relation to the specific use of MN in menopausal symptoms, an experimental study
about the hydroalcoholic extract of MN leaves revealed important effects in ovariectomised

rats.

Keywords: Morus, Menopause, Complementary Therapies.
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1. Introduction

Menopause related illnesses constitute a major public health concern. Currently, with
the increase in life expectancy, women spend one third of their lives in the climacteric, which
can extend from 35 to 65 years of age [1,2]. This period consists of the transition from the
reproductive phase of the woman to the non-reproductive phase, with the gradual decline of
ovarian function and the onset of menopause [3].

The hormonal changes experienced during the climacteric, such as the decrease of 17-
B-estradiol and the increase of the follicle-stimulating hormone cause several changes in the
body, increasing the risk for the development of several diseases.” It has been estimated that
about half of women over the age of 50 will experience menopause related symptoms that will
cause somewhat or fairly difficult problems at work and about 5% will have severe
difficulties [4].

The most commonly reported symptoms include hot flushes, night sweats, palpitations
and headache. Changes in bone metabolism, cardiovascular and psychological manifestations
such as depression, irritability, fatigue and loss of libido are associated with this syndrome
[5,6]. Hot flushes manifest as a spontaneous sensation of heat in the chest, neck and face,
usually associated with palpitations. When they persist for several years, the hot flashes
interfere with the daily activities and with the regularity of the sleep, being able to generate
anxiety, irritation and panic [6].

Hormone replacement therapy (HRT), estrogen use or combination of estrogen and
progesterone, has been available since 1940 and has been given to relieve symptoms of
climacteric [7]. It was considered a therapeutic standard because women under HRT
presented a lower risk of vertebral and hip fractures, reduced vasomotor symptoms and a
delayed onset of Alzheimer's disease [8,9].

However, HRT is currently indicated with caution due to adverse effects and lack of
therapeutic follow-up. According to a study conducted by the WHI (Women's Health
Initiative), HRT resulted in an increased incidence of stroke and thromboembolism. This
study also showed that estrogen-based HRT has negative effects on postmenopausal women
including a significant increase in the incidence of breast cancer, heart disease, pulmonary
embolism, and vascular dementia [10]. After the release of these data, the use of HRT fell
dramatically around the world and many patients abandoned hormone therapy and started to
use complementary and alternative medicine (CAM) therapies such as phytoestrogens (PE),

making their use a common practice for the treatment of climacteric symptoms [11].
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Numerous experimental studies have analyzed pharmacological activities related to
the components of Morus nigra (MN), as hypoglycemic, anti-inflammatory, laxative,
antidepressive and apoptotic action [12-16]. Some studies have already reported the use of
this plant for the treatment of specific symptoms of menopause, as a PE, suggesting promising
results [17,18]. A clinical trial about the estrogenic effect of MN is underway, whose partial

results have already shown improvement in the life’s quality of menopausal women.

2. Methods

It is a narrative review about MN as a complementary and alternative medicine
therapy for Menopause. We searched PubMed and Cohcrane for articles related to this
subject. MeSH Terms included: mulberry OR morus, mulberry OR morus AND menopause,
mulberry OR morus AND climacteric, mulberry OR morus AND phytoestrogen.

Because we aimed to update the literature about the use of this plant for the treatment
of menopausal symptoms, we included articles published between 2007 and 2018. We
provide abroader framework for understanding and contextualizing the results about the

phytoestrogen as a CAM and the use of MN in menopause.

3. CAM in menopause: phytoestrogens

CAM is a diverse group of healthcare practices and products not traditionally
associated with the medical profession or medical curriculum [19]. It is widely used for
menopause, although not all women disclose use to their healthcare providers [20]. The
phytotherapics are considered CAM, among the many types of them, there are the PE, which
have a chemical structure similar to 17-B-estradiol and are a popular alternative to estrogen /
progesterone therapy [21,22].

PE are natural polyphenols, with different classes: flavonols (quercetin, kaempferol),
flavones (naringenin), coumarins, chalcones, stilbenes (resveratrol), isoflavones, cumestans
(cumestrol) and lignans (enterodiol and enterolactone) [23,24]. PE have a molecular weight
similar to estradiol and a phenolic ring, a chemical structure necessary for binding with
estrogen receptors (ER). There are two types of ER: a and . ER-a are the major receptors
found in the breast and uterus, and ER-f is found in the cardiovascular system and bones

[25,26]. The estrogenic or antiestrogenic properties of the PE depends on the specific target
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organ involved in the interaction with the ER, in addition to their concentration and their own
endogenous steroids [25, 27].

Isoflavones are the most common PE and behave as selective estrogen receptor
modulators (SERMs). They are present in soy products, green peas, lentils, beans and
blackberries, like black mulberry (Morus nigra). Isoflavones include daidzein, genistein,
glycitein, biochanin A and formononetin [28, 29].

The physiological effects of flavonoids depend on their bioavailability. After
ingestion, the enzyme glucosidases hydrolyzes the isoflavone glucosides to aglycones. This
reaction occurs in the small intestine, where part of the metabolites are absorbed. The rest of
them are metabolized into other metabolites by intestinal microflora in the large intestine [30].
After the absorption, the metabolites enter the portal vein and undergo to the liver.
Isoflavones persist in plasma for about 24 h and the average half-life is 6-8h [31].

The effect of PE on the attenuation of hot flushes has not been fully elucidated.
However, some studies suggest that isoflavones may ease vasomotor symptoms, after
identifying that episodes of hot flashes and night sweats were less frequent and weaker among
women who consumed this compound [32-34].

The position of the phenolic ring and the distance between the two phenolic oxygen
atoms in the chemical structure of the isoflavones is similar to the estradiol structure. This
similarity allows them to bind to the ER, displacing estradiol. This feature explains the
mechanism by which PE protect against breast cancer, although it is unclear how this
competition occurs, either by binding at the primary site of the receptors, or by binding at the
secondary site, that alters the binding pocket of estradiol [35,36]. Some authors claim
genistein inhibits mammary epithelial cell growth, increases expression of tumor suppressor
genes, and inhibits the expression of two tumor promoter genes: p21 and p16 [37].

However, isoflavones present different activities in ER. Regarding endometrial tissue,
genistein and daidzein increased C3 complement production in endometrial adenocarcinoma
cells in the rat. Another study evidenced an increase in alkaline phosphatase activity in culture
of similar cells. Both C3 production and alkaline phosphatase activity are known as effects of
estrogenic stimulation [38, 39].

Isoflavones has a protective effect for cardiovascular disease by lowering total
cholesterol and LDL. There is a hypothesis of increased cholesterol degradation through
increased biliary secretion, inhibition of endogenous cholesterol synthesis, up-regulation of
the cholesterol receptor, which induces a increase in mRNA expression for the LDL receptor

in mononuclear cells, and increased the thyroid function [40,41].
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Genistein demonstrates pharmacological cardioprotection after a post-ischemic
condition by activating RE PI3K / Akt and preserving mitochondrial function. The
consumption of soybeans, a phytoestrogen already known, lowers blood pressure in
postmenopausal women and acts by slowing the process of atherosclerosis, preventing the
development of heart disease [42-44].

The PE also have an effect on neurodegenatives diseases. Aptosis in the brain of D-
galactose-treated mice was decreased by daidzein, due to a decrease in the expression of the
caspase-3. In a Parkinson’s disease mouse model, genistein caused the increase of Bcl-2 gene
expression, preventing the loss of neurons [45]. Its use in acute treatments suggests to be
useful in improving memory deficits associated with the decrease in levels of estradiol [46].

Skin changes are frequent in the climacteric, it becomes dry, thinner and without
elasticity due to hypoestrogenism of the age and exposure to the sun. The actions of
isoflavones appear to be beneficial through their antioxidant action, reducing free radicals and
inhibiting damage caused by ultraviolet rays [47].

Many authors affirm that the loss of bone mass that occurs in this period can be
reduced by the consumption of PE. Some studies have shown that Japanese women has a
lower risk of hip fracture than white women and this protection is due not only to factors such

as height, physical exercise, but also the type of diet with PE and calcium [48-50].

4. Morus nigra L. as a phytoestrogen

Morus nigra L. is a species belonging to the genus Morus, family Moraceae. This
genus has 24 species and one subspecies, with at least 100 known varieties [51]. In general,
three main types of mulberry are grown for fruit production, including mulberry (Morus
alba), red (Morus rubra) and black mulberry (Morus nigra) [52]. This species can be found
between regions of temperate and subtropical climate in the northern hemisphere to the
tropics of the southern hemisphere and grow in varied climatic and topographic conditions
[53].

The black mulberry tree is the Morus species with the highest chromosome number
[54]. It originated in Iran and is one of the most important species cultivated in the
Mediterranean countries [52]. The fruits, leaves, barks and roots are used as laxative, sedative,
expectorant, emollient, soothing, diuretic, hypoglycemic agent, antiseptic, anti-inflammatory
and antioxidant [51]. This genus contains a variety of polyphenols, flavonoids and

anthocyanins [51, 55, 56].
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4.1. Black mulberry fruits

In the analysis of total flavonoids (TF) in the fruits of the three main types, it was
observed that the TF in black mulberry was higher than those in white mulberry and red
mulberry.51 Another study identified the fruits of black mulberries were rich in flavonoids,
while non-black mulberries had low amounts of it [57].

This study observed the effect of the flavonols of MN under two phases of pain
mechanisms, a neurogenic pain phase and inflammatory pain phase. The second phase was
significantly shorter in the MN group than in the control group [57]. The authors also studied
the mechanism of antinociceptive effects of flavonols in MN and measured the levels of an
inflammatory cytokine (IL-6) and an anti-inflammatory cytokine (IL-10). The IL-6 level in
serum was significantly reduced by flavonols and only the flavonols in MN significantly
increased the serum level of IL-10 compared with the model group [57].

In summary, the TF of black mulberries fruits significantly reduced the level of an
early and mid-term development of inflammatory cytokine (IL-6) and increased the level of
an anti-inflammatory cytokine (IL-10), while TF of non-black mulberries had significant
effects on IL-6 production. In relation to the expression of inflammation related proteins,
expression of the phosphorylated products (p-p65 and p-IkBa) decreased significantly in the
TF-treated groups, especially in the MN group [57].

As in that study, previous studies showed that flavonoids of MN regulated the
inflammatory process mainly by affecting the NF-kB and NO pathways. The expression of
IL-6 is regulated by the NF-xB [58, 59]. Other study has found that TF of MN possess an
antioxidant activity, besides the anti-inflammatory [60]. It had more reducing power and
scavenging power for OH- and ABTS radical cation than vitamin C, which suggesting that its
flavonoids has good antioxidant activity and can have potential effects on human health [60].

TF is non-cytotoxic at relevant concentrations. These findings suggest that the black
mulberry fruits are a valuable source of flavonoids and a natural antioxidant with no toxic side

effects. Thus, the fruits are an alternative treatment for inflammatory and nociceptive diseases

[60].

4.2. Black mulberry leaves
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The health-promoting features of mulberry tree are limited not only to their fruits, but
also to the leaves that have shown wide biological properties. The total phenolic content
values in the leaves of MN are also higher than for Morus alba [61]. As in the fruits, the
flavonoids quercetin, rutin and kaempferol were identified in the hydrolyzed leaves extracts
[62, 63].

The phenolic acids, gallic and chlorogenic acids, were also present in the extract of its
leaves. The constituens as quercetin, gallic and chlorogenic acids maybe involved in the
higher antioxidant capacity found in the infusion and hydromethanolic extracts. The amounts
of chlorogenic acid and quercetin in leaves of MN could be sharing the responsibility for the
hypolipidemic effect found in its results [63].

It was also possible to verify the antinociceptive activity of the ethanol extract of the
leaves of MN, with central and peripheral effect. This extract also produced a significant
inhibition of both phases of the formalin test, and the effect was more significant in the
second phase (inflammatory pain) [53]. MN leaf also demonstrated antiinflammatory effects
by reduced paw edema induced by carragenan and significantly inhibited the formation of
granulomatous tissue [64].

Considering the acute toxicity of the crude ethanolic extract, it was observed that the
leaves extract can be considered to be of low toxicity, because it did not cause death or
change of parameters biochemical and hematological tests in animals after administration of
the doses [65, 66].

Dalmagro et al (2017) showed that acute and subchronic MN or syringic acid
administration, its major phenolic constituent identified in the leaves, exerted antidepressant-
like property in the behavioral testes in mice. Moreover, the observed effect involves the
nitro-oxidative system modulation in both the serum and brain of mice. MN or syringic acid
was able to contain the glutamate-induced cell death in the hippocampal and cortical slices
implicating the neuroprotection activity in the antidepressant-like effect [15].

Others results showed that MN leaves has the potential in improving cognitive deficits
in mice and that it may be useful to suppress aging, partially due to its scavenging activity of
free radicals and high antioxidant capacity. MN significantly improved learning dysfunctions
and increased memory retention [67].

The specific use of MN, whether fruit or leaf, in menopausal symptoms is scarce in the
literature. An experimental study about the hydroalcoholic extract of MN leaves revealed
important effects in ovariectomised rats. This hydroalcoholic extract induced a significant

modification of the vaginal sear of ovariectomised rats, that indicated prolongations of the
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proestrous and oestrous phases despite of the low level of estradiol [68]. Others plants that
contain isoflavones have also induced a prolonged oestrous phase of the vaginal epithelium in
ovariectomised rats [69, 70].

Furthermore, the administration of MN significantly prevented the atrophy of the
vaginal epithelium and caused a vacuolation of the cell, which implied an increase in
mucopolysaccharide content [68]. In relation to the toxicity, the dose used in this study did
not change liver and kidney biochemical parameters. An acute toxicity testing procedures
showed a dose of 2g/kg of body weight is considered to be the limit test [71].

Regarding use in humans, the results obtained by an ethnopharmacological research
confirmed that the use of MN was effective for the treatment of climacteric symptoms, with a
considerable consensus of popular use (greater than 50%), and could constitute a potential
natural medicinal product for chemical studies and pharmacological agents, especially as a

source of substances with estrogenic activity [17].

5. Others effects of Morus nigra L.

Phytochemical studies on MN have demonstrated the presence of others minerals,
vitamins (B-carotenes, thiamine, riboflavin, niacin, biotin, and ascorbic acid), polysaccharides
(1-deoxynojirimycin, rhamnose, and galacturonic acid), sterols (B-sitosterol, terpenoids, and
sesquiterpenes), fatty acids (linoleic acid) and alkaloids (morroles and mulbaines) [51, 72-75].

It is proved that various phytochemicals isolated from MN have antibacterial,
antithrombotic, antiviral, antifungal, antityrosinase, antihyperuricemic, antiatherogenic,
antidiabetic and anticancer activities [76-79]. Several studies have also showed that MN
possesses cardioprotective, hepatoprotective, neuroprotective, vasomodulatory,
immunomodulatory and nephroprotective properties [80-84].

The crude extract of M. nigra possess prokinetic and laxative activities, possibly
mediated through stimulation of muscarinic receptors and it has an antidiarrheal activity,
possibly through a combination of Ca2+ channel blockade and anticholinergic effects [14].

Qadir et al. (2014) investigated the cytotoxic effect of MN on cancer cells and
concluded that MN leaves possess anticancer activity against cervical (HelLa) cancer cell
line.* It was demonstrated that MN leaf extract has potential as a promising whitening agent
of natural source against skin hyperpigmentation by tyrosinase inhibition. Cytotoxicity was

not observed on murine melanomas, human keratinocytes and mouse fibroblastos [85].
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Another experimental study aimed to evaluate biochemical and histopathological
changes in kidneys of diabetic rats after treatment with a hydroalcoholic extract of MN. The
glomerular damage was lower in the group treated with the black mulberry extract when
compared to the control group, stating that its use may aid in the prevention of renal tissue

damage in diabetic patients [86].

6. Conclusions

It has been proven that MN has a total amount of flavonoids superior to the other best
known plants of the genus, justifying its popular use for several purposes, including as a
CAM therapy for the treatment of menopausal symptoms. In relation to its use as a
phytoestrogen, it was observed that most of the studies deal with the antinociceptive, anti-
inflammatory and antioxidant effects of the constituent flavonoids. Few studies have
investigated its specific estrogenic effect, which reflects the need for new studies, either
experimental or clinical trials, as the double-blind randomized study about the use of this

plant, which is being carried out by our team of researchers.
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