Universidade Federal do Maranhao
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduacao e Inovacdo Programa
de Pés-Graduacédo em Saude do Adulto

Mestrado Académico

UFMA

P PG S A D Programa de Pos-Graduogo
Saude do Adulto

Mestrado em

Satide do Adulto

AVALIACAO DOS EFEITOS DAS FRACOES DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DA Morus Nigra L. (AMORA) EM
ANIMAIS COM HIPOESTROGENISMO

Marina Cristine Silva Maranhao

Séao Luis
2023



MARINA CRISTINE SILVA MARANHAO

AVAL,IA(;AO DOS EFEITOS DAS FRACOES DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DA Morus Nigra L. (AMORA) EM
ANIMAIS COM HIPOESTROGENISMO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos -
Graduacdo em Salude do Adulto da
Universidade Federal do Maranhdo, como
requisito para a obtencao do titulo de Mestre em
Saude do Adulto.

Area de Concentracdo: Satde e Metabolismo
Humano

Orientadora: Profa. Dra. Maria do Socorro de
Sousa Cartagenes
Co-orientador: Profa. Dra. Haissa Oliveira
Brito
Coordenador: Marcelo Souza de Andrade

Séao Luis
2023



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Nucleo Integrado de Bibliotecass/fUFMA

Maranhdc, Marina Cristine Silva.
Avaliacdc dos efeiltos das fracdes do extrato etandlico

das folhasz da Morus nigra L., ABMORA em animais com
hipoestrogenizmo / Marina Cristine Silva Maranhdo. - 2023,
&4 p.

Coorientador(a): Haissza Oliwveira Brito.

Orientader(a): Maria do Socorro de Scuza Cartagenes.

Dizsertacdoc (Mestrado) - Programa de Pés-graduacdc em
Sande do Adulto/cchs, Universidade Federal do Maranhido,
530 Luis = Maranhao, 2023.

1. Climatério. 2. Fitoestrégenocs. 3. Menopausa. 4.
Morus nigra L. 5. Produtos naturais. I. Brito, Haissza
Oliveira. II. Cartagenes, Maria do Socorro de Sousa. III.

Titulo.




MARINA CRISTINE SILVA MARANHAO

AVAL,IAQAO DOS EFEITOS DAS FRACOES DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DA Morus Nigra L. (AMORA) EM
ANIMAIS COM HIPOESTROGENISMO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Saude do Adulto da
Universidade Federal do Maranhdo para
obtencdo do Grau de Mestre em Salde do
Adulto.

A Banca Examinadora da Defesa de Mestrado, apresentada em sessdo publica, considerou o
candidato aprovado em: 16 / 02 /2023.

Profa. Dra. Maria do Socorro de Sousa Cartagenes (Orientadora)
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA

Profa. Dra. Haissa Oliveira Brito (Co-orientadora)
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA

Profa. Dra. Paula Alexandra Martins de Oliveira (Examinador externo)
Universidade de Tras os Montes e Alto Douro - Portugal

Prof. Dr. Rui Miguel Gil da Costa Oliveira (Examinador)
Universidade Federal do Maranhdo - UFMA

Prof. Dr. Marcelo Souza de Andrade (Examinador)
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA



Aos meus filhos, Samuel e Helena, minha fonte
diaria de amor.

A0 meu amado esposo, Jonas, minha forca e
segurancga.

A minha afilhada Sofia, minha eterna “princesa

do reino”.



AGRADECIMENTOS

Deus, em sua infinita plenitude ndo poderia deixar de me honrar. A Ele todo louvor e
gldria seja dada. Por seu querer eu renasci e estou aqui como prova do seu bem querer!

Minha Mé&ezinha Maria, que no apice do meu sofrer, atendeu meu pedido e clamou junto
a seu filho Jesus, pela vida de minha filha. Sou “Totus tuus Mariae”.

Agradeco imensamente a minha a minha mée, Ivete, e minhas irméas, Mayara e Cybele,
por sempre me incentivarem aos estudos e sempre me colocarem como uma pessoa mais que
especial em suas vidas — Meu carinho €é de vocés.

Ao meu amado esposo, Jonas Sanches, por sua parceria durante essa caminhada. Mais
gue meu esposo, vocé foi meu alicerce, professor, calmaria e protetor. Obrigada por construir
comigo a nossa familia — Meu coracéo é todo seu.

Meus filhos sdo o melhor que tenho. Samuel Maranhdo e Helena Maranh&o foram o que
eu fiz de melhor nessa vida. Agradecer a eles serd sempre pouco, pois, por diversas vezes,
precisei deixa-los para trabalhar e para fazer experimentos nos domingos. Outras vezes, precisei
largar tudo para estar com eles. Minha vida é inteiramente de vocés, meus amores, a mamae
ama mais que tudo!

Em memoria, agradegco ao meu 1° amor de filha. Sofia Canut — que tdo precocemente
nos deixou, mas que aqui deixou seu amor gigante e a sabedoria de que Deus nos conforta e
nos dé for¢a em todas as batalhas. Filha, a “Didi” vai para sempre te amar.

A minha sogra, Audacy, que por muitas vezes me auxiliou com meu filhos, casa e me
amparou nos momentos de desanimo. Muito obrigada por sua dedicacéo e nossa parceria.

As minhas amigas de vida: Gizele, Janaina e Renata. Cada uma com sua peculiaridade,
porem mulheres fortes e de garra. Obrigada pela forca, pelo carinho e por nunca desistirem da
nossa amizade — VVocés valem ouro.

A minha orientadora, profa Dra. Socorro Cartagenes, pela orientacdo durante o trabalho,
pela confianca depositada e pelo fundamental amparo. Foi uma honra ouvi-la e trabalhar com
a senhora.

A minha querida coorientadora, profa Dra. Haissa Oliveira Brito, por me abrir as portas
do mestrado, me acolher e compreender, por diversas vezes, minha auséncia. Obrigada pelos
ensinamentos todo esse tempo, por sua parceria e dedicacéo.

Ao prof Dr. Rui Miguel Gil da Costa Oliveira, por sua calmaria, maestria em ensinar e
cuidado com seus alunos. Muito obrigada pelo carinho, professor.

Ao Laboratorio de Pesquisa e P6s Graduagdo em Farmacologia (LPPF), por ter cedido



espaco e material para que nossas atividades fossem executadas, bem como o Laboratorio de
Bioandlises da UFMA, pela estrutura para realizacdo de estudos e experimentos.

Aos queridos colegas de turma do mestrado que foram essenciais no decorrer desses
anos. De alunos se tornaram parceiros de vida: Camila Vitdria, Larissa Ribeiro e Fabricio
Viana, vocés foram fundamentais em minha vida durante esse mestrado. Que Deus abencoe
VOCEs e nossa amizade.

Ao Programa de Pds-Graduacao em Saude do Adulto (PPGSAD), em nome do professor

dr. Marcelo Andrade. Muito obrigada pelo apoio e contribuicdes durante esse percurso.



“Nada na vida deve ser temido, somente
compreendido. Agora é hora de compreender

mais para temer menos”

Marie Sktodowska-Curie



RESUMO

A transicdo entre o0s estagios reprodutivos e ndo reprodutivos na vida de uma mulher é chamada
de climatério, este envolve uma miriade de mudancas fisicas, enddcrinas e psicoldgicas que sdo
influenciadas por fatores étnicos, psicologicos e socioculturais. Para o tratamento desses desfechos, é
utilizado a terapia de reposicdo hormonal (TRH), entretanto, ha diversos efeitos colaterais, possuindo
contra indicacdes, como tratamento prévio de tumores hormonios-dependentes e historia de eventos
tromboembolicos anteriores. Alternativas ao TRH, destacam-se os fitoterapicos como Morus nigra L.,
espécie vegetal utilizada no combate aos sintomas da menopausa, cujas folhas contém substancias
fitoestrogénicas. Este estudo foi do tipo experimental randomizado, sendo os protocolos
experimentais aprovados pela CEUA da Universidade Federal do Maranh&o. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do tratamento crénico das fragfes aquosa (FAQ) e acetato de etila (FACET)
do extrato das folhas de Morus nigra L., em animais com hipoestrogenismo. Para 0s experimentos
foram utilizadas ratas da espécie Rattus norvegicus linhagem Wistar e camundongos fémeas
Mus musculus linhagem Swiss, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA), com pesos variando entre 250 - 300 g e 25-35g, respectivamente. Para isso,
0s animais foram divididos em 05 grupos, utilizando 05 animais por grupo: Falso operado (SHAM);
Ovariectomizado tratado com salina (OVX-SAL); Ovariectomizado tratado com fragdo aquosa de 100
mg/kg (OVX-FAQ); Ovariectomizado tratado com fracdo acetato de 400 mg/kg (OVX-FACET);
Ovariectomizado tratado com estrogénio associado com medroxiprogesterona 1 mg /Kg (OVX-E2+P).
Durante o tratamento (30 dias) foram mensuradas ciclo estral, peso corporal e mensuragdo da
temperatura corporal. Ao término avaliou-se 0s parametros bioquimicos séricos e hormonais das
amostras. O grupo OVX-SAL exibiu uma alteracdo negativa significativa no peso corporal, gordura
total, perfil lipidico e em diferentes marcadores hormonais, por exemplo, estradiol e FSH. Uma aumento
significativo na temperatura de pele e reducdo nos niveis séricos de céalcio, também foi encontrado em
comparagdo com o grupo SHAM. As alteracbes no ciclo estral e atrofia uterina também foram
observadas. O grupo OVX-E2+P melhorou significativamente esses efeitos deletérios do
hipoestrogenismo em comparagdo com o grupo OVX-SAL. Sobre o efeito do tratamento com fragdes
de M. nigra em relagéo ao peso corporal e gordura total, observou-se que este efeito redutor significativo
com as duas fra¢des de M. nigra. Além disso, foi marcante o efeito positivo no perfil lipidico dos animais
que receberam as duas fragcdes de M. nigra. Porém, o grupo OV X-FACET mostrou-se mais eficiente no
controle dos fogachos, acdmulo de gordura perfil lipidico e hormonal. Desta forma conclui-se que as
duas fracbes de M. nigra possuem efeitos benéficos anti-osteoporéticos, anti-dislipidémicos e anti-
ateroscleroticos. Porém, mais estudos devem ser realizados quanto ao efeito da atividade estrogénica
frente aos principais sintomas da menopausa.

Palavras-chave: Menopausa. Morus nigra L. Climatério; Fitoestrogenos; Produtos naturais.



ABSTRACT

The transition between reproductive and non-reproductive stages in a woman's life is called
climacteric, this involves a myriad of physical, endocrine and psychological changes that are influenced
by ethnic, psychological and sociocultural factors. For the treatment of these outcomes, hormone
replacement therapy (HRT) is used, however, there are several side effects, with contraindications, such
as previous treatment of hormone-dependent tumors and history of previous thromboembolic events.
Alternatives to HRT include herbal medicines such as Morus nigra L., a plant species used to combat
menopausal symptoms, whose leaves contain phytoestrogenic substances. This study was of the
randomized experimental type, with the experimental protocols approved by the CEUA of the Federal
University of Maranhdo. The objective of this work was to evaluate the effect of the chronic treatment
of the aqueous (FAQ) and ethyl acetate (FACET) fractions of Morus nigra L. leaf extract in animals
with hypoestrogenism. For the experiments, rats of the species Rattus norvegicus, Wistar strain and
female Mus musculus Swiss strain mice, from the Central Animal Facility of the Federal University of
Maranhdo (UFMA), with weights ranging from 250 - 300 g and 25-35g, respectively, were used. For
this, the animals were divided into 05 groups, using 05 animals per group: False operated (SHAM);
Saline-treated ovariectomized patient (OVX-SAL); Ovariectomized treated with an aqueous fraction of
100 mg/kg (OVX-FAQ); Ovariectomized patient treated with 400 mg/kg acetate fraction (OVX-
FACET); Ovariectomized patient treated with estrogen associated with medroxyprogesterone 1 mg /Kg
(OVX-E2+P). During treatment (30 days) the estrous cycle, body weight and body temperature were
measured. At the end, the serum and hormonal biochemical parameters of the samples were evaluated.
The OVX-SAL group exhibited a significant negative change in body weight, total fat, lipid profile and
in different hormone markers, eg estradiol and FSH. A significant increase in skin temperature and
reduction in serum calcium levels was also found compared to the SHAM group. Changes in the estrous
cycle and uterine atrophy were also observed. The OVX-E2+P group significantly improved these
deleterious effects of hypoestrogenism compared to the OVX-SAL group. On the effect of treatment
with fractions of M. nigra in relation to body weight and total fat, it was observed that this significant
reducing effect with the two fractions of M. nigra. In addition, the positive effect on the lipid profile of
the animals that received the two fractions of M. nigra was remarkable. However, the OVX-FACET
group was more efficient in controlling hot flashes, fat accumulation, lipid and hormonal profile. Thus,
it is concluded that the two fractions of M. nigra have beneficial anti-osteoporaotic, anti-dyslipidemic
and anti-atherosclerotic effects. However, more studies should be carried out regarding the effect of
estrogenic activity on the main symptoms of menopause.

Keywords: Menopause. Morus nigra L. Climacteric; Phytoestrogens; Natural products.
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1 INTRODUCAO

O climatério é caracterizado por mudancas endocrinas devido ao declinio da atividade
ovariana; mudancas biolégicas em funcdo da diminuicao da fertilidade; e mudancas clinicas em
consequéncia das alteragbes do ciclo menstrual, culminando com a menopausa.
(MONTELEONE et al., 2018; TALAULIKAR, 2022).

Atualmente, observa-se um aumento na expectativa de vida mundial para as mulheres.
Estudos predizem que até 2050, as mulheres com 50 anos ou mais totalizam 1,6 milhdes
(DESA, 2019). A maioria delas é acometida pela menopausa entre as idades de 45 e 55 anos
como uma parte natural do envelhecimento bioldgico (SCHOENAKER et al., 2014). No Brasil,
um estudo transversal demonstrou que a irregularidade menstrual comeca entre as idades de 44
e 49 anos. A idade da menopausa foi entre 45 e 51 anos, sem diferencas entre as classes
socioeconémicas (POMPEI et al., 2022).

O processo de senescéncia do sistema reprodutor feminino, na fase do climatério,
apresenta diminuicdo do 17-B-Estradiol e 0 aumento do Horménio Foliculo Estimulante (FSH),
destacando-se a participacao do eixo regulador hipotalamico-hipofisario-ovariano, que leva a
alteracOes na ciclicidade ovulatéria, modificacdes no intervalo do ciclo menstrual, diminuicdo
da sensibilidade dos foliculos ovarianos ao FSH e diminuicdo e perda da capacidade
reprodutora (MOREIRA et al., 2014; SOUSA et al., 2021). Os sintomas mais comumente
apresentados decorrente do hipoestrogenismo incluem fogachos, sudorese noturna, palpitacdes
e cefaleias. Somam-se mudancas no metabolismo dsseo, cardiovascular, distarbios urinarios,
irritabilidade, fadiga, perda da libido e manifestacbes psicologicas como a depressdo
(MONTELEONE et al., 2018; GAO et al., 2022).

Para o tratamento dos sintomas envolvidos ao climatério, é utilizado a Terapia de
Reposi¢do Hormonal (TRH). Entretanto, ha diversos efeitos adversos em varios 0rgaos e seu
uso ndo é universal, possuindo contraindicagdes, especialmente relacionados a trombose venosa
(COSTA et al., 2020; PACIUC, 2020). Assim, muitas mulheres buscam alternativas para
mitigar os sintomas do climatério, bem como os efeitos adversos da TRH com outros agentes
farmacéuticos ndo hormonais, dietéticos e fitoterapicos (JOHNSON, ROBERTS, ELKINS,
2019; SANTORO et al., 2021).
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Um dos tratamentos alternativos a TRH, séo os fitoterapicos que possuem principios
ativos com ac¢do hormonal (MIRANDA et al., 2010).

Alguns estudos realizados com o extrato etanolico das folhas de M. nigra demonstraram
que o mesmo ndo apresentam efeitos toxicos quando administrada por via oral. Além disso,
apresenta uma acdo potencialmente protetora dos Orgdos e possui atividade
hipocolesterolémica, assim, mostra-se como uma fonte natural promissora (FIGUEREDO et
al., 2018). Néo obstante, um estudo etnofarmacoldgico indicou que a utilizacao de M. nigra foi
eficaz para o tratamento de sintomas do climatério, com consideravel consenso de uso popular
(maior que 50%) de sua amostra (MIRANDA et al., 2010), podendo constituir um potencial
produto natural medicinal para estudos quimicos e farmacolégicos, especialmente como fonte
de substancias com atividade estrogénica. Em um outro estudo, Costa et al. (2020), com uma
amostra de 62 mulheres climatéricas, demonstraram uma melhora dos sintomas no grupo que
utilizou p6 das folhas de M. nigra, com resultados similares ao grupo que utilizou TRH

convencional.

Contudo, existe uma lacuna no conhecimento cientifico voltado para a atuacdo da M.
nigra nos sintomas do climatério e seus possiveis efeitos adversos. Deste modo, a espécie
vegetal Morus nigra L. (M. nigra) conhecida popularmente como amoreira-negra ou amora-
negra, no Brasil, é uma espécie vegetal muito utilizada no combate aos sintomas da menopausa,
cujas folhas contém substancias com atividades semelhantes aos do estrogénio, denominadas
fitoestrdgenos (CHIECHI, 1999).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fisiologia do climatério

A liberacdo dos hormdnios femininos pelos ovarios, sob estimulo hipofisario, determina
os diferentes periodos do ciclo hormonal feminino. O estrogénio e a progesterona sao
horménios importantes no ciclo bioldgico da mulher e determinam as caracteristicas sexuais
secundarias, a liberagcdo do dévulo, manutengdo da gestacdo e do comportamento feminino
(ROSNER; SAMARDZIC; SARADO, 2022).

O termo climatério vem do grego “Klimater” que significa periodo de mudangas. Era
utilizado no século XI1X para descrever certas fases da vida do homem e da mulher, nas quais
acreditava-se passar por mudancas radicais (STOLBERG, 2007). E caracterizado como um
periodo de transicdo entre as fases reprodutiva e ndo reprodutiva e por diversos sintomas
decorrentes das mudancas endécrinas em funcdo do declinio da atividade ovariana e de
mudancas bioldgicas por consequéncia da redugdo da fertilidade. A caréncia de estrogénios no
climatério determina mudancas fisiol6gicas marcantes, ocorrendo modificacbes nos tecidos
como: ondas de calor, irritabilidade, sudorese noturna, fadiga, irritabilidade, disturbios do sono,
diminuig&o da libido e ressecamento vaginal (SILVA, 2012; FARIA, OLIVEIRA, 2017; LIMA
etal., 2019)

A menopausa é um evento biologico, que se refere ao Gltimo periodo menstrual do ciclo
sexual feminino sendo caracterizada pela cessagdo da menstruacdo. Para que se determine o
diagnostico de menopausa, € necessario que a mulher se encontre em amenorreia por mais de
12 meses, seguido de concentragdes sericas muito baixas do hormonio estradiol e elevada do
FSH (TALAULIKAR, 2022).

O mecanismo fisioldgico responsavel pela menopausa é a perda gradual dos foliculos
ovarianos, resultando na producdo reduzida de estradiol pelo ovario, bem como aumento das
concentra¢fes de FSH (hormonio foliculo estimulante) e diminuicdo das concentragdes de
inibina, responsavel pela inibicdo da liberacdo de FSH, até o término do ciclo menstrual
(THIYAGARAJAN; BASIT; JEANMONOD, 2022).

Com a transicdo para a menopausa, 0 FSH aumenta acentuadamente e o estrogénio

diminui. Em mulheres na pds-menopausa, 0s niveis de estrogénio sdo baixos e os niveis de FSH



permanecem altos por varios anos (Figura 1).
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Figura 1 - Alteracbes hormonais ovarianas na menopausa. Este grafico destina-se a mostrar
as tendéncias de mudancas nos niveis de FSH e estrogénio e ndo representam
valores absolutos.

Periodo

Inicial

Fim do Periodo
Menstrual

ESTAGIO REPRODUTIVO

TRANSICAO MENOPAUSAL

POS-MENOPAUSA

NIVEIS
HORMONAIS

MEDIA DE IDADE

I
FASE A rAsE
FOLICULAR |1 LUTEA

FSH

12 ANOS

PERIMENOPAUSA

47 ANOS

Fonte: Adaptado de: Baker et al. (2018).

ESTRADIOL

No momento em que uma mulher atinge a transi¢do pela menopausa, ela tem evidéncias

substanciais de deficiéncia de estrogénio, ou seja, a insuficiéncia ovariana ndo pode mais ser

compensada por mudancas na producao de hormonios ovarianos e hipofisarios (SANTORO et

al., 2021).

A literatura cientifica relata fatores de risco elevados para doencas cardiovasculares,

incluindo composicdo de gordura corporal, metabolismo lipidico e remodelagéo vascular em

mulheres em transicdo pela menopausa. O aumento da suscetibilidade a osteoporose e doencas

cardiovasculares em mulheres na p6s-menopausa podem estar associadas a alteracbes em seus
niveis hormonais (MATHEWS et al., 2017; SPOTTER et al., 2018).
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2.2 Climatério e terapia de reposi¢do hormonal

O estrogénio é o esteroide sexual feminino mais importante em vertebrados e para a sua
sintese, a enzima aromatase do citocromo P450 (CYP19) é essencial. Em humanos, existem
trés moléculas importantes de estrogénio: estrona (E1), 17p-estradiol (E2) e estriol (E3). Todos
0s trés compostos tem como estrutura quimica um hidrocarboneto de 18 atomos de carbono,
chamado estrano (CALLARD et al., 2011) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura do estrano e as trés moléculas de estrogénio mais importantes do
corpo humano.

Estrano Estrona (E1) 17p-estradiol (E2) Estriol (E3)

Fonte: Adaptado de HU et al., 2007; REIS et al., 2006.

O E2 é 0 hormdnio que desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e na
fungédo fisiologica do trato reprodutivo feminino humano, incluindo os ovarios e Utero
(GUYTON, 2020). A biossintese de estrogénio em foliculos ovarianos é conhecida como o
"sistema de duas células-duas-gonadotrofinas”, porque ambas células (granulosa e teca) e
gonadotrofinas (FSH e LH) sdo fundamentais para a producdo de estrogénio em foliculos
ovarianos. Nas células da teca, a estimulagdo do LH produz androstenediona e testosterona.
Né&o obstante, nas células da granulosa a testosterona € convertida pela P450 aromatase em E2
(Figura 03).
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Figura 3 - Sintese de estrogénio - "sistema de duas células-duas-gonadotrofinas".
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Fonte: Adaptado de: XU et al. (2022).

Atualmente, a terapia com E2 é usada como contraceptivo hormonal, terapia hormonal
feminizante e na TRH. As indicac@es para o uso de TRH na idade pds-menopausa aumentaram
acentuadamente desde o final da década de 1980, ja que varios estudos epidemiolégicos
mostraram que o0 uso de TRH reduz o risco de osteoporose, doencga coronariana e mortalidade
por todas as causas (GRODSTEIN; STAMPFER, 1995; LOBO et al., 2016; MARES, 2020).

No entanto, estudos no final da década de 1990 resultaram em uma reavaliacdo do
paradigma favoravel da TRH. Em 1998, o Heart and Estrogen/progestin Replacement Study
(HERS) mostrou que a TRH néo reduziu o risco de infarto do miocardio (HULLEY et al.,
1998). Posteriormente, em 2002 e 2004, os estudos clinicos mostraram que a combinacao
estrogénio-progesterona, e o estrogénio sozinho ndo reduziram o risco de doenca coronariana
(SHUMAKER et al., 2003; SHUMAKER et al., 2004; ANDERSON et al., 2004). Alem disso,
a TRH combinada até aumentou o risco de acidente vascular cerebral, tromboembolismo
venoso e cancer de mama. Portanto, a TRH néo é mais recomendada para a prevencao da doenca
arterial coronariana ou osteoporose, e 0s efeitos benéficos sdo negligenciados devido a esses
fatores de risco e efeitos colaterais graves (FLORES; PAL; MANSON, 2021).

Em um estudo realizado por Chlebowski et al. (2020) confirmou que, em mulheres
histerectomizadas, o Estrogénio Equino Conjugado (CEE) sozinho pode diminuir a prevaléncia
e a mortalidade do cancer de mama; no entanto, em mulheres com Utero intacto, a CEE em

combinacdo com a progesterona pode aumentar o seu risco.
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Além de seus efeitos adversos cardiovasculares e endometriais, a TRH também pode ter
um impacto negativo no desenvolvimento da deméncia, embora a questdo ainda seja
controversa. A maior prevaléncia de deméncia, incluindo a doenga de Alzheimer, em mulheres,
especialmente em mulheres na pos-menopausa, sugere uma forte correlacdo entre E2 e
agravamento da deméncia (O'BRIEN et al., 2014; PIKE, 2017; CAO et al., 2020; STUTE et al.,
2021).

Contudo, a TRH pode reduzir o risco de infarto do miocardio durante os primeiros cinco
anos da menopausa, mas seu uso a longo prazo pode aumentar o risco de acidente vascular

cerebral e tromboembolismo venoso (KIM et al., 2020).

Os efeitos colaterais graves direcionaram a pesquisa de estrogénio a encontrar novas
férmulas ou moléculas que ndo tenham os efeitos colaterais nocivos do estrogénio, mas tenham

um efeito positivo nos sintomas da menopausa.

2.3 Terapia alternativa — fitoestrogénicas

Atualmente, a medicina complementar que contempla o uso de compostos naturais
sendo comumente utilizada, devido a presenca de substancias que possuem propriedades
farmacoldgicas que sdo benéficas para a satude humana (SHARIFI; HEYDARI; ROUDSARI,
2021). Dentre os compostos comumente utilizados destacam-se os chamados fitoestrogenos
(FTs). Essas moléculas estdo envolvidas em processos fisiologicos e patoldgicos relacionados
a reproducdo, remodelacdo Ossea, pele, cardiovascular, nervoso, sistemas imunolégicos e
metabolismo (NAJAF NAJAFI; GHAZANFARPOUR, 2018; PETRINE; DEL BIANCO-
BORGES, 2021).

Os FTs sdo compostos ndo esterdides polifendlicos derivados de plantas que podem
exercer um efeito estrogénico e/ou antiestrogénico. S&o referidos como “estrogénios dietéticos"
pois sdo estrutural e funcionalmente semelhantes ao estrogénio endégeno (17-f estradiol)
(PETRINE; BIANCO-BORGES, 2021). Eles podem ser divididos em quatro classes principais
com base em sua estrutura quimica basica: flavonoides (flavonois, isoflavonas e
prenilflavondides), lignanas, coumestans e estilbenos, conforme descrito na Figura 4
(KIYAMA, 2022).
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Figura 4 - Classificacdo dos fitoestrégenos.
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Fonte: Elaboracao Propria

Os FTs estdo distribuidos em mais de 300 espécies de plantas, predominantemente em
Leguminosae, subfamilia Papilionoidea. Eles sdo frequentemente encontrados em varias fontes
vegetais, incluindo ervas, graos, vegetais e frutas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016;
ANANDHI SENTHILKUMAR et al., 2018).

Essa categoria de compostos também sdo agonistas no tecido dsseo; portanto, eles tém
uma influéncia positiva sobre a osteoporose, bem como neuroprotetores, anticancerigenos
mamarios, vasodilatador e vasoprotetor (JIN et al., 2017; BASU; MAIER, 2018; KRIZOVA et
al., 2019; SILVA, 2021). A terapia de reposicdo hormonal como alternativa aos horménios
sintéticos é, portanto, uma aplicacao potencial desses fitoestrogenos (RIETJENS et al., 2017).

2.4 Amora — Morus nigra L.

A Morus nigra L., popularmente conhecida como "amoreira preta" € uma arvore nativa
do oeste da Asia, bem adaptada ao clima brasileiro (Figura 5). Pode medir até 9m de altura,
apresentando folhas ovais, flores monoicas ou dioicas e frutos de cor escura, € um sabor
ligeiramente acido, sendo considerada uma planta de jardim, tolerando bem a poluicdo
atmosférica (VOLPATO et al., 2011; MOHIUDDIN et al., 2011).
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Figura 5 - Folhas e frutos da espécie Morus nigra L. (Amoreira preta).

Fonte: Castro (2010).

Esta espécie vegetal pode ser encontrada em todo o Brasil e é bem conhecida pela
populacéo pelas suas propriedades medicinais fazendo parte da Relagdo Nacional de Plantas de
Interesse do Sistema Unico de Satde (RENISUS), composta por espécies vegetais com
potencial para avancar nas etapas da cadeia produtiva e, consequentemente, gerar produtos de
interesse para a saude (BRASIL, 2009).

Especialmente as folhas e frutos de M. nigra, desperta interesse da comunidade
cientifica e varias propriedades farmacologicas, incluindo atividades antinociceptivas
(PADILHA et al., 2009; CHEN et al., 2017), anti-inflamatérias (LUCIO et al., 2018),
antimicrobianas (SOUZA et al., 2017; AULIFA et al., 2018), antimelanogénicas (FREITAS et
al., 2016, KOYU et al., 2018), antidiabéticas (ARAUJO et al., 2015; XU et al., 2018; XU et al.,
2020), antiobesidade (FABRONI et al., 2016), anti-hiperlipidémicas (JIANG et al., 2017; ZENI
et al., 2017) e anticancerigenas (CAKIROGLU et al., 2017; TURAN et al., 2017) foram

descritas na literatura.

N&o obstante, ha relatos de efeitos protetores e terapéuticos sobre o sistema nervoso
central, figado, rins, trato gastrointestinal e sistema reprodutor feminino (TAG, 2015; ZENI,
DALMAGRO; CAMARGO, 2017; HASSANALILOU et al., 2017; NESELLO et al., 2017;
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CAVALCANTE etal., 2018; DENIZ et al., 2018). A maioria dessas caracteristicas foi atribuida
a sua capacidade antioxidante devido a abundantes constituintes fitoquimicos, como polifendis,
flavonoides e antocianinas. Esses achados sugerem que M. nigra pode ser usada como um
recurso nutracéutico promissor para controlar e prevenir varias doencas crénicas
(POLUMACKANYCZ; WESOLOWSKI; VIAPIANA, 2021).

Alguns estudos pré-clinicos tém relatado o possivel potencial estrogénico de M. nigra
em ratas Wistar ooforectomizadas (SILVA et al., 2003; VANONI, 2006). Em ratas Wistar
ooforectomizadas submetidas ao tratamento crénico com o extrato hidroalcodlico de M. nigra
ocorreu prevencdo da atrofia vaginal e uterina, além da melhora do perfil lipidico das ratas
(SILVA, 2012).

Em outro estudo realizado, ratas prenhes tratadas cronicamente via oral com extrato
hidroalcoolico de M. nigra ndo exibiram nenhuma atividade estrogénica ou efeito toxico no
sistema reprodutivo desses animais ou desenvolvimento embrionario (QUEIROZ, 2012). N&o
obstante, uma recente investigacdo mostrou que o extrato etandlico ndo apresentou efeitos
toxicos significativos quando administrado por v.o (FIGUEREDO et al., 2018). Em resumo, a
M. nigra mostra-se como uma fonte natural promissora na farmacologia possibilitando o avango
para a realizacdo de estudos mecanicistas que comprovem e expliquem os beneficios

terapéuticos da planta.

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a estudar o efeito sobre 0 uso
da amora como tratamento no climatério. Costa et al. (2020), avaliou a eficacia do uso de folhas
da Morus nigra L. (capsulas contendo 250 mg de pé de folha) nos sintomas da menopausa e na
qualidade de vida de mulheres climatericas. O estudo envolveu 62 mulheres, divididas em
grupos que receberam, Morus nigra L., tratamento hormonal com estradiol e placebo,
respectivamente. Os resultados mostraram que entre as mulheres avaliadas o uso das folhas de
M. nigra, melhorou as ondas de calor, insdnia, nervosismo, depressao, fraqueza, dor de cabeca

e palpitagdes, afetando positivamente a qualidade de vida dessas mulheres.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento cronico das fragdes aquosa (FAQ) e acetato de etila

(FACET) do extrato das folhas de Morus nigra L., em animais com hipoestrogenismo.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar a efetividade da cirurgia de ovariectomia e tratamento estro-progestativos
dos animais em experimento;

e Determinar o efeito do tratamento cronico das fracbes FAQ e FACET no peso
corporal, peso uterino e tecido adiposo de ratas;

e Avaliar os niveis hormonais e perfil bioquimico de ratas tratadas com fracbes FAQ e
FACET e estro-progestativos;

e Acompanhar o ciclo estral de ratas menopausadas tratadas com fracbes FAQ e
FACET e estro-progestativos;

e Avaliar o efeito do tratamento com fracbes FAQ e FACET das folhas da amora e

estro-progestativos nos fogachos em animais na menopausa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Este estudo foi do tipo experimental randomizado. Os protocolos experimentais
desenvolvidos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Maranh&o e pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) sob o parecer protocolar de n°. 23115.036194 /2019-16.

4.2 Preparacao do Extrato e Obtencao das fracdes

Foram utilizados 4509 de folhas trituradas da Morus nigra L. por meio de extragdo por
percolacdo, em temperatura ambiente. Foi utilizado etanol 70% como solvente na extracao,
definido pela Farmacopeia Brasileira. O extrato foi submetido ao processo com vazao constante
de 9 gotas/min até descoloracdo total. O extrato etandlico bruto (EtOH/H20 1:3, v/v) foi
submetido a secagem por evaporacao a vacuo por 30 minutos em temperatura de 50° C, seguida
de liofilizagdo (Liofilizador Liotop, K105, Brasil) por 48 horas em temperatura de -95° C e
pressdo de 12 pHg. As fracdes liquido/liquido foram obtidas com acetato de etila e metanol
(H20/MeOH 7:3, v/v) foram submetidos ao mesmo processo de secagem e analisados por

HPLC-PDA. Posteriormente, foram caracterizados e enviados para bioensaios.

Como rendimento das fragOes, tivemos os seguintes resultados: Fracdo acetato de etila
com 17,16% e fracdo aquosa com 72,56%. A verificacao da presenca de flavonoides e derivados
de acidos fenolicos foi constatada pela presenca de espectros com bandas caracteristicas dessas
classes em todos os extratos (VIEIRA, 2021).

4.3 Animais

Foram utilizadas ratas da espécie Rattus norvegicus linhagem Wistar e camundongos
fémeas Mus musculus linhagem Swiss, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA), com pesos variando entre 250 - 300 g e 25-35¢g,
respectivamente. Os animais foram mantidos com acesso ad libitum a racdo e agua sendo

mantidas sob ciclo claro/escuro (12/12 horas), com temperatura ambiente de 20 a 25°C.
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4.4 Grupos experimentais e Tratamento

Os animais foram distribuidos em 05 grupos, de forma randomizada, conforme descrito

a sequir:

Grupo 01 - Falso Operado (SHAM): Os animais foram submetidas a uma falsa cirurgia,
passando por todo o procedimento cirurgico, porém ndo foram retirados seus ovarios. Estes

animais receberam, por v.o, solugéo salina.

Grupo 02 - Ovariectomizado e tratado com salina (OVX-SAL): Composto por animais
nas quais foram removidos 0s ovarios e por v.o, administrado solucdo salina, durante o periodo
de 3 dias.

Grupo 03 - Ovariectomizado e tratado com a fracdo aquosa (FAQ): Os animais foram
ovariectomizados, e para o tratamento fora administrado, por v.o, a fracdo metanolica (FMeOH)

na dose de 100 mg/kg, num periodo de 30 dias.

Grupo 04 - Ovariectomizado e tratado com a fracdo acetato (FACET): Os animais foram
ovariectomizados e para o tratamento fora administrado, por v.o, durante 30 dias, a fracdo
acetato de etila (FAE) na dose de 400 mg/kg.

Grupo 05 — Ovariectomizado e tratado com estrogénio associado com acetato de
medroxiprogesterona (OV X E2P - estroprogestativo): Composto por animais ovariectomizados
e 21 dias apos a cirurgia, foram administrados, por via subcutanea (s.c), 0 horménio na dose de

1 mg /Kg de peso do animal.
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5 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

5.1 Periodo de adaptacgdo dos animais no Biotério Setorial

Os animais provenientes do Biotério Central passaram por um periodo de adaptacédo, no
Biotério Setorial do Laboratorio de Farmacologia (LPPF - UFMA), ap6s os quais foram
selecionados, conforme descrito a seguir e distribuidos de forma randomizada para compor 0s

grupos experimentais.

5.2 Cirurgia de Ovariectomia e grupo Falso Operado

Os animais foram anestesiados com a associacao dos anestésicos cetamina (60 mg/kg)
e xilazina (7,5 mg/kg), por via intraperitoneal, em propor¢do pré-estabelecida para animais
desse porte (FLECKNELL, 2009). Realizou-se antissepsia da regido ventral dos animais com
posterior laparotomia unilateral de aproximadamente 02 cm na linha mediana supra-pubica,
para identificacdo dos ovarios e trompas. As trompas foram expostas e ligadas com fio de
sutura, sendo os ovarios retirados ap6s ligadura das trompas. As incisdes foram suturadas com
auxilio de um Catgut cromado cirtrgico com fio absorvivel e estéril. Em relacdo ao grupo
SHAM, apo6s a laparotomia, os ovarios foram expostos e colocados novamente na cavidade
abdominal (KHAJURIA et al, 2012). Posteriormente a incisdo foi suturada da mesma forma em
todos os animais (VASCONCELOS et al., 2004). Apos a cirurgia, durante 03 dias, foi
administrado o anti-inflamatdrio ibuprofeno 30 mg/kg, via oral (SCHAFERS et al., 2004).

5.3 Determinacéo do ciclo estral

A coleta do esfregaco vaginal foi realizada sempre pela manha, para determinacéo das
fases do ciclo estral. A coleta da secrecdo vaginal foi realizada com o auxilio de uma cureta que
foi inserida no introito vaginal das ratas em profundidade de aproximadamente 0,5 cm. O
material colhido foi colocado em lamina de vidro, fixado e corado com hematoxilina e eosina
para verificacdo dos elementos citoldgicos utilizando o microscopio éptico, em objetivas de
10x e 40x (MARCONDES, 2002).
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Foram analisadas as seguintes fases do ciclo estral: Proliferativas (estro e proestro) e
Né&o proliferativas (diestro e metaestro), de acordo com descrito por Long e Evans (1992)
(Figura 6).

Diestro: Caracterizada pela presenca, em campo microscépico, de abundantes leucocitos

e escassas células epiteliais basais.

Proestro: Fase que apresenta escassos leucécitos, abundantes células epiteliais de nlcleo
redondo e volumoso e citoplasma basofilo; escassas células cornificadas do extrato superior.

Esta fase na rata dura aproximadamente 12 horas.

Estro: Nesta fase ocorre a atividade estrogénica méaxima e, microscopicamente,
observam-se escassos leucocitos e células epiteliais e, aumento no nimero de células

cornificadas, que apresentam nucleos picnéticos e citoplasma eosindfilo.

Metaestro: Esta fase se inicia com a regressdo do epitélio vaginal. Gradativamente vao
desaparecendo as células cornificadas e aumentando o numero de leucdcitos e de células

epiteliais basais.

Figura 6 - Citologia vaginal durante o ciclo estral.
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Fonte: Elaboracdo Propria
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5.4 Determinacao do peso corporal dos animais

Durante o periodo de tratamento, foi realizada a determinacdo do peso corporal,
utilizando-se balanga analitica. A média do valor do peso corporal foi calculada e registrada a
cada semana de tratamento para a determinagao do volume das drogas que foram administradas.

5.5 Determinacéo do peso uterino e adiposo total

Ao término do tratamento foram determinados os pesos Umidos do tecido uterino e
adiposo corporal utilizando-se balanga analitica. Para cada animal foi calculado o peso relativo

do 6rgdo/ 100g do peso corporal.

5.6 Coleta do sangue e analise bioquimica - hormonal

Ao término do tratamento as ratas foram anestesiadas com a associacao de cetamina (60
mg/kg) e xilazina (7,5 mg/kg) e submetidas a uma incisdo abdominal ventral para puncdo da
artéria aorta abdominal e posterior coleta do sangue, utilizando scalp (n° 21G). O sangue foi
coletado em tubo com gel separador, seguindo de extracdo do soro por centrifugacdo a 3500
rpm por 15 min. Os niveis plasméaticos dos hormonios estradiol e FSH foram dosados pelo
método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Abbott Laboratories (ELISA) e a reacéo foi
realizada de acordo com as instrucdes dos fabricantes. As dosagens bioguimicas quantitativas
foram realizadas utilizando o analisador bioquimico BIO 2000 Bioplus®, para determinagéo
dos seguintes parametros: acido Urico, albumina, célcio, colesterol total, colesterol - HDL,
magnésio, triglicérides, utilizando a técnica e comprimento de onda de acordo com a

determinacéo do fabricante para cada componente a ser analisado.
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5.7 Inducéo de fogachos em camundongos fémeas ovariectomizadas

5.7.1 Indugéo de fogachos/ondas de calor

Previamente, os animais foram condicionados durante 3 semanas na esteira com
velocidade ascendente (Figura 7) ap6s a ooforectomia. Durante o condicionamento, apés a
corrida, os animais foram acomodados em um contensor onde permaneceram durante cinco

minutos (basal). No dia do experimento, os animais foram forcados a correr e apds isso foram

| Cicatrizagdo 21 dias l

Y4
ovX 12 27 3 4°
ou semana semana semana semana

SHAM

4 semanas de treinamento

1* semana: velocidade 4 m/min — duragdo: 1 min
velocidade 7 m/min- duragdo:5 min
Uma vez na semana

2* semana: velocidade 7 m/min — duragdo:5 min
velocidade 15 m/min- duragdo: 5 min
Uma vez na semana

32 semana: velocidade 10 m/min — duragdo: 10 min
Duas vezes na semana

42 semana: velocidade 10 m/min — duragdo: 10 min
Dia do teste

contidos durante 5 minutos somente para medir a temperatura da temperatura caudal. A
temperatura da cauda foi comparada com a média da temperatura da cauda medida de acordo

com a essa equa(;éo:

Figura 7 - Esquema para a indugéo de fogachos.

ATST (ATST = (temperatura da cauda) — (média da temperatura basal)).

Fonte: Elaboracao Propria



32

5.7.2 Registro da temperatura caudal e processamento da imagem

A temperatura da pele e cauda foi medida pelo equipamento Thermal Imager TH9260,
mediante a luz infravermelha com lentes de vidro (NEC San-ei Instruments Limited, Japan). A
distancia Optica para uma medida térmica adequada foi estabelecida para ser entre 16-25 cm.
Os animais podem ser mantidos em contencdo, com prévia ambientagdo dos mesmos, em um
contensor LE5014. Durante os experimentos, as imagens térmicas foram tiradas no comeco do
experimento e no final de 5 minutos de cada medida. Todas as medidas de temperatura caudal
foram realizadas entre 12:00 e 18:00. Para o processamento da imagem, o software Reporter
Generator Lite foi utilizado (NEC San-ei Instruments Limited, Japan). Para a comparacgéo de
tamanho entre as figuras e para a determinacao da distancia desde a base da cauda para o ponto
da medida, um clip metalico foi colocado no plano focal, servindo como referéncia. Nos
experimentos de temperatura, foi medido 0.8 cm da base da cauda como uma temperatura média

em uma area de 0.25 x 0.25 cm.

5.8 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os
dados foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do
teste de Tukey, para comparagdes multiplas. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<
0,05). Todos os calculos estatisticos foram realizados utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism versdo 8.00 for Windows, San Diego, Califérnia, Estados Unidos da América
(EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito do tratamento com fracGes de Morus nigra na determinagao do ciclo

estral

Durante todo o tratamento dos animais, o ciclo estral foi determinado pela anélise da
citologia vaginal, que demonstrou no grupo SHAM regularidade na presenca das quatro fases
do ciclo estral. Contudo os animais do grupo OVX-SAL mantiveram-se nas fases metaestro,
estro e diestro, demonstrando aciclicidade. O grupo OVX E2+P, no periodo de tratamento
apresentou-se nas fases Estro e Diestro do ciclo estral, demonstrando a estrogenizacéo periodo

de tratamento.

Na analise dos grupos tratados com as fragdes de Morus nigra (OVX-FAQ e OVX-
FACET) revelaram que no periodo de tratamento as ratas permaneceram 100% nas fases estro

e diestro, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Efeito das fragdes do extrato de Morus nigra no ciclo estral de ratas Wistar.

Frequéncia das fases do ciclo estral (%)

Fases do ciclo 30 Dias
estral OVX-
SHAM OVX E2+P OVXFAQ OVX FACET

SAL
PRO-ESTRO 19,14 0 0 0 0
ESTRO 32,67 52,56 49,25 58,73 60
METAESTRO 21,12 437 0 0 0
DIESTRO 27,07 43,07 50,75 41,27 40

Frequéncia das fases do ciclo estral, aos trinta dias de tratamento, de ratas Wistar dos grupos falso-
operado (SHAM), ovariectomizadas tratadas com salina (OVX SAL), ovariectomizadas e tratadas
com solucdo estroprogestativa (OVX E2), ovariectomizadas e tratadas com a fracdo aquosa do
extrato de Morus nigra (FAQ) e ovariectomizadas e tratadas com a fragdo acetato de etila do extrato
de Morus nigra (FACET).
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6.2 Efeito do tratamento com fracdes de Morus nigra sobre o peso corporal, tecido

adiposo e tecido uterino

Os grupos de ratas ovariectomizadas (OVX SAL; OVX E2+P; OVX FAQ e OVX
ACET) apresentaram um importante aumento na massa corporal em comparagdo aos animais
SHAM. O tratamento com estroprogestativo (304,8 = 3,81 g) reduziu o peso corporal em
relagdo aos animais do grupo OVX SAL (318,6 + 5,08 g) (p< 0,05). Este efeito de reducdo do
peso teve significancia estatistica nos grupos tratados com as duas fragbes de M. nigra, OVX
FAQ (298,3 £ 3,59 g) e OVX ACET (297,3 + 2,92 g) (Figura 8-A).

Em concordéncia com o dado anterior, observamos um aumento de aproximadamente
500% do tecido adiposo no grupo OVX SAL (12,36 + 1,48 g) em comparacdo aos animais
SHAM (2,09 £ 0,369). O tratamento com estroprogestativo (4,84 + 0,94 g) e com OVX ACET
(5,89 £ 0,60 g) reduziu significativamente o peso do tecido adiposo. O tratamento com a fracéo
aquosa tende a reduzir o peso do tecido adiposo, mas ndo atingiu significancia estatistica

quando comparado ao grupo OVX SAL (Figura 8-B).

Em relacdo ao peso do utero, verificou-se que a ovariectomia induziu a diminui¢do
significativa do peso deste 6rgdo (SHAM vs. OVX SAL), (Figura 8-C). O tratamento com
estroprogestativo permitiu recuperar 0 peso uterino enquanto o tratamento com as fragdes nédo

afetou o peso deste 6rgao.
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Figura 8 - Avaliagéo ponderal, do tecido adiposo e massa uterina.
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(A) Peso corporal (g); (B) Peso do tecido adiposo (g); (C) Peso uterino (g); de ratas Wistar do grupo Falso-operado
(SHAM) que receberam solucdo NaCl 0,9%; ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%;
ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P), ovariectomizadas tratadas com fragdo aquosa (OVX
FAQ) e com fracdo acetato (OVX ACET). Pontos e barras representam média £+ SEM (n=5) (One way Anova
Tukey). a p < 0,05 quando comparado a SHAM, b p < 0,05 quando comparado a OVX SAL, ¢ p < 0,05 quando
comparado a OVX E2 + P, d p < 0,05 quando comparado a OVX FAQ e e p < 0,05 quando comparado a OVX
ACET.
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6.3 Efeito do tratamento com fracGes de Morus nigra sobre a concentragdo
plasmatica de &cido arico, albumina, calcio e magnésio

Né&o foram observadas alterac6es significativas nas concentracdes plasmaticas de acido
urico nos diferentes grupos estudados, como demonstrado na Figura 9-A. Os niveis de séricos
de albumina n&o variaram em funcéo da ovariectomia (SHAM vs. OV X SAL), mas aumentou

significativamente no tratamento com estroprogestativo (Figura 9-B).

Os niveis séricos de calcio dos grupos de ratas ovariectomizadas (OVX SAL; OVX
E2+P; OVX FAQ e OVX ACET) apresentaram uma reducdo em relacdo ao grupo SHAM,
porém nao houve diferenca significativa entre os grupos ovariectomizados (Figura 9-C). Os
niveis séricos de magnésio dos animais submetidos aos tratamentos propostos no presente

estudo nédo apresentaram diferenca estatistica significativa (Figura 9-D).

Figura 9 - Avaliagdo dos niveis séricos de calcio e magnesio.
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(A) Acido Urico (mg/dL); (B) Albumina (mg/dL); (C) Célcio (mg/dL); (D) Magnésio (mg/dL); de ratas Wistar do
grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solucdo NaCl 0,9%; ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam
NaCl 0,9%; ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P), ovariectomizadas tratadas com fragdo
aquosa (OVX FAQ) e com fracdo acetato (OVX ACET). Pontos e barras representam média + SEM (n=5) (One
way Anova Tukey). a p < 0,05 quando comparado a SHAM, b p < 0,05 quando comparado a OVX SAL, ¢ p <

0,05 quando comparado a OVX E2 + P, d p < 0,05 quando comparado a OVX FAQ e e p < 0,05 quando comparado
a OVX ACET.
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6.4 Efeito do tratamento com fracdes de Morus nigra sobre o perfil lipidico

Na analise do perfil lipidico os niveis séricos de triglicerideos aumentaram
significativamente nos animais do grupo OVX SAL (202,3 £ 31,14 mg/dL) em comparagdo ao
grupo SHAM (92,58 + 17,72 mg/dL) e o tratamento estroprogestativo néo reduziu este efeito
tipico da menopausa. O tratamento com as duas fracdes de M. nigra, OVX FAQ (108,6 + 12,94
mg/dL) e OVX ACET (78,58 = 17,72 mg/dL) reduziu significativamente 0s niveis de
triglicéridos para niveis proximos do grupo SHAM (Figura 10-A).

Os niveis de colesterol total aumentaram significativamente nos animais OVX SAL
(80,13 £ 9,49 mg/dL) em relacdo ao grupo SHAM (43,13 + 4,78 mg/dL). Os grupos OVX FAQ
e OVX ACET néo alteraram significativamente quando comparado com o grupo OVX SAL,
mas observa-se que a OVX ACET mitigou o aumento causado pela ovariectomia (Figura 10-
B).

O colesterol HDL aumentou significativamente nos animais OVX SAL (72,98 £ 5,23
mg/dL) em relagdo ao grupo SHAM (46,68 + 6,18 mg/dL) . A OVX FAQ ndo alterou
significativamente este efeito, poréem a OVX ACET mitigou o aumento causado pela

ovariectomia, quando comparado com o grupo OVX SAL (Figura 10-C).

De maneira semelhante, observou-se uma aumento significativo de colesterol LDL nos
animais do grupo OVX SAL (47,55 + 10,11 mg/dL) em relacdo ao grupo SHAM (20,07 £ 2,8
mg/dL). O tratamento estro-progestativo normalizou os niveis séricos de LDL (33,17 * 2,73
mg/dL). Em adi¢do, constatou-se uma normalizacdo deste parametro no grupo OVX ACET
(24,39 = 7,56 mg/dL) e uma marcante reducdo no grupo OVX FAQ (8,4 + 1,49 mg/dL) (Figura
10-D).

O tratamento com as duas fragdes de M. nigra, OVX FAQ (21,71 + 2,58 mg/dL) e OVX
ACET (21,35 + 3,81 mg/dL) reduziu significativamente os niveis de VLDL para niveis
proximos do grupo SHAM (18,52 + 3,54) (Figura 10-A). O tratamento estro-progestativo ndo
reduziu os niveis séricos de LDL (36,95 = 0,7 mg/dL), se mantendo préximo aos niveis do
grupo OVX SAL (40,45 £ 6,22 mg/dL) (Figura 10-E).
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Contudo, na anélise do contetdo lipidico total evidencia-se um aumento nos animais do
grupo OVX SAL (398 + 17,6 mg/dL) em relacdo ao grupo SHAM (201,2 £ 23,75 mg/dL).
Adicionalmente, o tratamento com a fracdo acetato de M. nigra, OVX ACET (283,35 + 19,87
mg/dL), promoveu ruducdo significativa em relacéo ao grupo OVX SAL (Figura 10-F).



39

Figura 10 - Avaliacdo do perfil lipidico
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density lipoprotein (mg/dL); (F) Contetdo lipidico total (mg/dL); de ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solucdo NaCl 0,9%; ovariectomizadas
(OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%; ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P), ovariectomizadas tratadas com fracdo aquosa (OVX FAQ) e com fragdo
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6.5 Efeito do tratamento com fragbes de Morus nigra sobre a concentragdo
plasmatica de Estradiol e FSH

No grupo OVX SAL (181,70 £ 35,88 pg/mL), observamos uma diminui¢cdo dos niveis
de estradiol em funcdo da ovariectomia quando comparado ao grupo SHAM (503 £ 17,62
pg/mL). Com o tratamento, observamos aumento expressivo dos niveis de estradiol no grupo
tratado com o estro-progestativo (OVX E2 + P vs. OV X SAL). Com relacdo aos grupos tratados
com as fracdes do extrato, ndo foram observadas diferencas estatisticas quando comparados ao
grupo SHAM (Figura 11-A).

Sobre os niveis séricos de FSH dos animais submetidos aos tratamentos propostos no
estudo, apresentaram aumento significativo (SHAM vs. OVX SAL). Tanto o grupo OVX E2 +
P (3,38 £ 0,19 mUI/mL), como o grupo OVX FAQ (3,21 + 0,22 mUI/mL) mostraram reducéo
significativa quando comparados com o grupo OVX SAL (6,44 + 0,63 mUI/mL) (Figura 11-
B).

Figura 11 - Avaliacédo do perfil hormonal.
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(A) Estradiol sérica (pg/mL) e (B) FSH sérico (mUI/mL) de ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que
receberam solucdo NaCl 0,9%; ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%; ovariectomizadas
tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P), ovariectomizadas tratadas com fracéo aquosa (OVX FAQ) e com fracdo
acetato (OVX ACET). Pontos e barras representam média + SEM (n=5) (One way Anova Tukey). ¢ p < 0,05
quando comparado a SHAM, ° p < 0,05 quando comparado a OVX SAL, ¢ p < 0,05 quando comparado a OVX E2
+ P, 9p < 0,05 quando comparado a OVX FAQ e ¢p < 0,05 quando comparado a OVX ACET.
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6.6 Efeito do tratamento com fracbes de Morus nigra sobre a variacdo de
temperatura cutédnea caudal de camundongos fémeas

Os animais OV X-SAL apresentaram um aumento na variacdo de temperatura cutanea,
quando comparado ao grupo SHAM. J& o grupo OVX E2+P reduziu esse aumento, quando
comparado ao grupo OVX-SAL ) (Figura 12).

Ao compararmos as fragdes do extrato com o grupo OVX-SAL, observamos que a
fracdo OVX FAQ ndo teve diferenca estatistica (OVX-SAL vs OVX FAQ) , porem a fragéo
OVX FACET obteve reducédo significativa dessa temperatura (OVX-SAL vs OVX FACET)
(Figura 12).

Figura 12 - Avaliacédo de fogachos
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Delta da variacdo de temperatura da pele de camundongos fémeas Swiss do grupo Falso-operado (SHAM) que
receberam solucdo NaCl 0,9%; ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%; ovariectomizadas
tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P), ovariectomizadas tratadas com fracéo aquosa (OVX FAQ) e com fracdo
acetato (OVX ACET). Pontos e barras representam média + SEM (n=5) (One way Anova Tukey). a p < 0,05
quando comparado a SHAM, b p < 0,05 quando comparado a OVX SAL, ¢ p < 0,05 quando comparado a OVX
E2 + P, d p < 0,05 quando comparado a OVX FAQ e e p < 0,05 quando comparado a OVX  ACET.
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7 DISCUSSAO

Ha evidéncias concretas de que a saude é prejudicada em mulheres climatéricas, bem
como em modelos animais de ovariectomia (KOEBELE & BIMONTE-NELSON, 2016;
SOUROUNI et al., 2021). AlteracBes bioquimicas sdo compartilhadas com vérias condi¢oes
relacionadas ao envelhecimento, como doencas cardiovasculares, osteoporose, depressao,
diabetes e cancer, entre outras que, de fato, aumentam a incidéncia no periodo do climatério
(MONTELEONE et al., 2018). As alteracdes fisiologicas e sintomas durante a menopausa é um
grande desafio para as mulheres e, embora a TRH possa proporcionar beneficios, ainda existem
varias preocupacbes e equivocos em relacdo aos pros e contras da TRH (CAGNACCI &
VENIER, 2019; LANGER, 2021).

Nesse contexto, levantamos a hipotese de que desfechos negativos causados pela
deplecdo estrogénica poderia desempenhar um papel nas mudangas fisiologicas associadas ao
climatério, e o tratamento com fragdes do extrato de Morus nigra L. poderia atenuar danos e

proporcionar beneficios.
Dessa forma, todos os dados sdo discutidos como segue:

e Composicao corporal

No presente estudo, 0 aumento da massa corporal assim como o aumento do tecido
adiposo total foi associado a ovariectomia (Fig. 7A-B). Este efeito coincide com estudos
anteriores com roedores e estudos em humanos de mulheres na pés-menopausa que examinaram
0 papel dos hormdnios ovarianos no controle do metabolismo (BROWN et al., 2010;
CHALVON-DEMERSAY et al., 2017). Assim, esses achados reforcam a hipotese de que as

alteracfes metabdlicas ap0s a ovariectomia afetam o ganho de peso corporal.

O grupo estroprogestativo (OVX E2+P) apresentou uma diminuigdo no peso corporal e
tecido adiposo, quando comparado ao grupo OV X-SAL. Um efeito esperado para esse grupo,
ja& que a ligacdo do estradiol a receptores do tipo a leva a maior utilizagdo dos lipideos como

fonte de energia, devido a maior oxidagdo dos acidos graxos (HEINE et al., 2000).

Contudo, essa diminuicdo também foi observada nos dois grupos tratados com as
fragcOes do extrato de Morus nigra L., com maior reducdo no grupo tratado com a fragdo acetato

de etila, esses resultados em conjunto, sugerem de forma inédita um potencial antiadipogénico



43

das fracdes do extrato de Morus nigra L. em modelo in vivo, conforme revisado em Lim e Choi
(2019). Esses resultados corroboram com estudos que evidenciaram que, o tratamento do
extrato de Morus nigra L. em suinos demonstrou uma reducao no tamanho de adipocitos (FAN
et al., 2020).

e Ciclo Estral

Para a avaliacdo do efeito das fracdes de Morus nigra L., foi realizado o modelo de
hipoestrogenismo induzido por ovariectomia total. Neste modelo sdo observadas alteragdes
bioquimicas e fisioldgicas, que mimetizam a faléncia ovariana (HU et al., 2007; RIMOLDI et
al., 2007). Inicialmente foram determinadas as fases do ciclo estral das ratas que sdo
caracterizadas, de acordo com a acdo dos hormonios ovarianos. As fases estro e proestro
indicam atividade estrogénica, também chamada de fase proliferativa e as fases diestro e
metaestro sdo as ndo proliferativas (LONG, EVANS, 1922; AIRES, 2000; MARCONDES et
al, 2002).

Em nossos grupos experimentais, podemos avaliar a ciclicidade dos animais do grupo
SHAM, onde se observa a passagem em todas as fases do ciclo estral, desde o Proestro
(19,14%), que apresenta células nucleares abundantes, fase Estro (32,67%), observando células
epiteliais cornificadas, fase Metaestro (21,12%), onde ocorre a regressdo do epitélio vaginal e
a fase Diestro (27,06%), que apresenta abundancia de leucdcitos. Essas caracteristicas
expressam uma normalidade do ciclo e consequentemente acao estrogénica, cujas células do
epitélio vaginal respondem com grande sensibilidade aos esterdides sexuais (SHEN et al.,
2016).

Devido a ovariectomia, que leva a faléncia hormonal, o ciclo estral das ratas OVX-SAL
permaneceram nas fases Metaestro (4,37%), Estro (52,55%) e Diestro (43,06), tendo maior
frequéncia na fase Estro. Este padrdo de citologia vaginal observa-se uma aciclicidade, tipica
da cirurgia de ovariectomia, cuja faléncia ovariana leva a uma diminuigéo de estrogénio sérico

e consequentemente aciclicidade estral (SILVA, 2012).

A presenca do hormonio estradiol promove a maturacéo do epitélio vaginal, gerando a
regularidade do ciclo estral. Esse processo ocorre na fase Proestro e Estro do ciclo das ratas
(MARCONDES et al., 2002). Com isso, nos resultados encontrados no grupo OV X E2+P, onde

as ratas foram tratadas com estradiol, foram observados que elas permaneceram nas fases Estro
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(49,25%) e Diestro (50,74%) observando o trofismo e a efetividade da estrogenizacdo (MUECK
etal., 2018).

Nos resultados obtidos nos grupos tratados com as fracdes de Morus nigra, foram
observadas alterac6es benéficas do ciclo estral, no periodo de tratamento, quando comparado
ao grupo OV X-SAL. Esses resultados corroboram com estudos que expressam que, 0s extratos
de amora e linhaca demonstraram predominio de células epiteliais, semelhantes aos animais
tratados com estrogénio, apontando possivel acdo estrogénica dos extratos no epitéelio vaginal.
Em contrapartida, os animais tratados com salina apresentaram predominio de leucécitos e
pequenas células, semelhante ao hipoestrogenismo (PEREIRA et al., 2022 ; MUECK et al.,
2018). Um estudo adicional observa que outras espécies vegetais que contém isoflavonas
também induziram uma fase estro aumentada do epitélio vaginal em ratas ovariectomizadas
(COSTA et al., 2020).

e Tecido uterino

O estrogénio aumenta a sintese proteica, a musculatura uterina, a proliferacdo de células
estromais e epiteliais, o desenvolvimento de glandulas endometriais e novos vasos sanguineos,
além da retencdo de liquidos e eletrélitos, promovendo o aumento uterino (WIERMAN, 2007;
MUECK et al., 2018).

Avaliando-se 0 peso do tecido uterino, a ovariectomia induziu a diminui¢do quantitativa
da forca gravitacional desse tecido em todos os grupos. Esses resultados reforcam os estudos
de Pereira et al. (2022), que demonstram que 0s animais tratados com soro fisioldgico
apresentaram atrofia uterina devido a auséncia de acdo estrogénica causada pela retirada dos
ovarios (MENDES, 2019).

Quando comparado o grupo OVX E2 ao grupo OVX-SAL, observamos um aumento
significativo do grupo OV X E2+P, validando o método aplicado e observando o efeito trofico
esperado, tipico da estrogenizacdo uterina (WEISS, 2000). Entretanto, quando comparado o
grupo OV X-SAL aos grupos tratados com as fragcdes (OVX FAQ e OVX ACET), nenhuma das
fragbes do extrato exerceram efeito estrogénico nesse tecido, no periodo de tratamento,
mostrando que na dose administrada as fragdes de Morus nigra ndo estimularam a proliferacéo
uterina. Ressalta-se que, a média do peso uterino dos grupos tratados com extrato foram maiores

que o do grupo OVX-SAL, porém menores que o do grupo OVX E2+P.
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Ao avaliarmos o papel fitoestreogénico de algumas espécies vegetais que, contém
grandes concentrag¢fes de compostos fendlicos, cujas agdes bioldgicas imitam e / ou modulam
a acdo estrogénica (VIGGIANI et al., 2019), observamos uma atividade uterotréfica dessas
espécies vegetais em alguns animais (KOUBAA-GHORBEL et al., 2021). Esses resultados
corroboram com estudos de Maranhdo et al. (2014), cujas ratas tratadas com Linum
usitatissimum, observou-se diminuicao do peso uterino de 87,1%, a semelhanca do grupo OVR,

mostrando que na dose administrada o extrato de linhaca ndo estimulou a proliferacédo uterina.

Em contrapartida, Pereira et al. (2022), expressaram que 0s extratos de linhaca e
amoreira utilizados possuiam efeito tréfico sobre a espessura endometrial, sugerindo que
compostos presentes em extratos de linhaca e amoreira, como o0s fitoestrogenos
(MOSHTAGHIN et al., 2020; TOMA et al., 2020), possam interagir com receptores de

estrogénio no endométrio e promover os efeitos troficos observados.

e FEstradiol e FSH

Os hormodnios sdo moléculas produzidas por glandulas enddcrinas ou células
especializadas que sdo secretadas em pequenas quantidades na corrente sanguinea, exercendo
um efeito fisioldgico especifico sobre uma ou mais partes do organismo. (MOLINA, 2021).
Dentre eles, o 17p-estradiol e o FSH sdo uns dos principais horménios envolvidos nas
disfungdes da menopausa (MOREIRA et al., 2014; COSTA et al., 2020).

Em nossos resultados, ao analisarmos a dosagem de estradiol, observamos que o grupo
OVX-SAL se manteve com 0s niveis baixos de estradiol, caracteristica comum devido a
deficiéncia estrogénica tipica da ovariectomia (JELENIK et al., 2013). Quando comparado o
grupo OVX E2+P ao grupo OVX-SAL, observamos um aumento significativo desse hormonio
nesse grupo, caracterizando a estrogenizagdo mediante reposicdo hormonal advinda do
composto aplicado (NAMS, 2017)

Quando comparamos as fragOes do extrato de Morus nigra ao grupo OVX-SAL, ndo
tivemos diferenca estatistica entre os grupos, confirmando o hipoestrogenismo promovido pela
ovariectomia e a ndo reposicao estrogénica. Contrariamente ao nosso trabalho, um estudo em
ratas utilizando o extrato de Morus nigra L., demonstrou aumento de estradiol e progesterona
(BOLZAN, 2008; SILVA, 2012). Um estudo de Costa et al. (2020), demonstrou elevagdo dos

niveis de estradiol no grupo de mulheres tratadas com amora.
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Com relacdo a dosagem de FSH, o grupo OVX-SAL, nesse pardmetro se manteve elevado com
a ovariectomia, corroborando com os estudos expressos por Gu et al. (2018), que demonstra 0 aumento

de LH e FSH ap06s a ovariectomizacdo, que também estdo aumentados nas pacientes da menopausa.

Quando comparamos o0s grupos das fragdes do extrato ao grupo OV X-SAL, observamos uma
diferenca estatistica do grupo tratado com a fracdo aquosa (OVX-FAQ), visualizando uma diminuicao
desse pardmetro, quando comparado ao grupo OVX-SAL. Contudo, a dosagem de FSH se manteve
elevada no grupo OVX-FACET, quando comparada ao grupo OVX-SAL. Estudos em ratas utilizando
extratos de Morus alba L. e Morus nigra L., demonstraram reducdo de FSH e LH séricos,
recuperando a atrofia uterina nos animais ovariectomizados (BOLZAN, 2008; SILVA, 2012).

e Temperatura cutinea caudal

As ondas de calor sdo uma resposta rapida e exagerada de dissipacdo de calor,
consistindo em sudorese profusa, vasodilatacao periférica e sensac6es de calor interno intenso.
Elas sdo desencadeados pela baixa concentracdo e flutuacdo de estrogénio na menopausa
resultando em alteracbes nos processos termorregulatérios na area pré-Optica
hipotalamica (SUN et al., 2020).

Em relacdo aos fogachos, observamos que os animais do grupo OV X-SAL apresentaram
um aumento na variacdo da temperatura cutanea caudal, quando comparado ao grupo SHAM.

Isso se deve em parte, a deplecao de estrogénio no periodo da menopausa (FREEDMAN, 2014).

Quando comparamos as fraces do extrato ao grupo OVX-SAL, a fragdo OVX-FAQ
ndo teve diferenca entre esses grupos. Porém quando comparamos o grupo OV X-SAL ao grupo
OVX FACET, observamos uma reverséo significativa na variagdo da temperatura, desse

pardmetro, nesse grupo, tendo semelhanga com os resultados do grupo OV X E2+P.

Estudos realizados com flores de Trifolium pratense indicam a presenca de isoflavonas
como formononetina, biochanina A, daidezeina e genisteina como o0s principais responsaveis
pela acdo estrogénica e no alivio dos fogachos frequentes nesses periodos de pré e poés-
menopausa (WANG DONG, 2021; MANICOBA et al., 2022). Outro estudo demonstra que, 0
tratamento com extrato de lUpulo encurtou a duracdo das alteragdes induzidas pela corrida
forcada nas temperaturas da pele e do reto, reduzindo a velocidade do fluxo sanguineo (BAN et
al., 2018). Outro estudo que demonstra que ratas que foram administrado extratos de Cimicifuga

racemosa e registrada a temperatura subcutanea continuamente, estas flutuagdes de temperatura
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nédo foram observadas nesses animais (KAPUR et al., 2010)

e Calcio e Magnésio

Quanto a avaliagdo bioquimica da quantidade mineral dssea, verificamos os niveis de
calcio e magnésio séricos. Hwang et al. (2006) enfatizam a importancia da terapia de reposicdo
hormonal para obter ligacdo aos receptores de estrogénios nas células 6sseas e inibir a absorcéo

0ssea, aumentar a densidade 6ssea e reduzir o risco de fratura vertebral.

Nos grupos avaliados no estudo, o célcio sérico permaneceu elevado nos animais do
grupo SHAM, porém o0s grupos ovariectomizados foram observados diminuicdo neste
parametro. Quando comparamos 0s grupos tratados (OVX- E2+P, OVX-FAQ, OVX-ACET)

ao grupo OVX-SAL, ndo tivemos diferenca estatistica entre 0s grupos, nesse parametro.

Com relacdo aos niveis de magneésio sérico, ndo tivemos diferenca estatistica entre 0s

grupos avaliados.

Em uma pesquisa, 0os animais ovariectomizados tratados com extratos de amora e
linhaca expressaram percentagem significativa maior de calcio, fésforo e magnésio que os
animais que receberam salina (JACQUES, 2022). E demonstrado que o célcio presente nos
extratos tenha intensificado o efeito dos fitoestrdgenos no metabolismo dsseo, uma vez que as
folhas de amora, Morus spp., apresenta elevado conteudo de minerais que incluem calcio,
fosforo e magnésio (AKBULUT, OZCAN, 2009; WANG et al., 2017). Em outro estudo feito
com po de Morus. alba L., demonstrou-se que o conteido de célcio é maior do que o presente
no leite, produtos de soja e no queijo (DENG et al., 2020). Similarmente, a linhaca possui mais
calcio do que outros vegetais ricos em proteinas, além de ser rica em magnésio e fosforo
(KONONKO et al., 1986; XING et al., 2014; MATTILA et al., 2018).

O Estradiol desempenha um papel fundamental na regulacdo da homeostase do calcio
no organismo, e a alta ingestao de célcio potencializa esse efeito na massa 6ssea (NIEVES et
al., 1998; JIAO et al., 2020).

Contudo, os niveis de magnésio associado ao de calcio podem contribuir para a
manutencdo da satde esquelética (CAPOZZI et al., 2020). Portanto, devido & desmineralizacéo
6ssea em mulheres na pds-menopausa e o papel essencial dos minerais na satde 6ssea, sugere-
se a suplementacdo com célcio, magnésio (MAHDAVI-ROSHAN et al., 2015).
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A deficiéncia de Estradiol leva a alteragéo na distribuicdo desses minerais e reducao da
mineralizacdo (NEEL et al., 2016; SHARMA et al., 2019).

Dessa forma, sugere-se que o extrato de Morus nigra foi capaz de prevenir a perda 6ssea
promovida pela falta de acdo estrogénica em ratas, atuando possivelmente na modulagdo do
controle da reabsorcdo 0ssea, sugerindo que essa suplementacdo possa prevenir/reduzir 0s

sinais e sintomas causados pela falta de acéo estrogénica.

A terapia hormonal torna-se cada vez mais benéfica na prevencdo de osteoporose,
influenciando desta forma o uso de estrogenos no tratamento da menopausa (SBRH, 2016).
Como o estrogénio esta envolvido diretamente com o processo de mineralizacdo dssea o efeito
dos estrogenos associados ou ndo com a progesterona tem se demonstrado eficaz e a reducéo

destes hormonios interferem diretamente na densidade mineral 6ssea (PARDINI, 2014).

e Perfil lipidico

Nossos resultados revelaram um aumento significativo nos niveis plasmaticos de
triglicerideos, colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c e conteddo lipidico total apés
ovariectomia em comparacdao com o grupo SHAM. O tratamento estroprogestativo restaurou
os niveis de colesterol total, HDL-c, LDL-c e conteudo lipidico total. Este efeito esta de acordo
com estudos anteriores, onde destaca-se a melhora do perfil lipidico em ratas ovariectomizadas
tratadas com estrogénio (BOTTNER & WUTTKE, 2006; MVONDO et al., 2011). Além disso,
0 estrogénio inibe a primeira enzima na biossintese de colesterol conhecida como
hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima limitante da sintese de
colesterol de novo, reduzindo assim a sintese de colesterol (DI CROCE et al., 1996; PARINI et
al., 2000; MONTELEONE et al., 2018).

Neste estudo, as fracbes do extrato de M. nigra ndo alteraram significativamente os
niveis de colesterol quando comparado com o grupo OVX SAL. Porém, a fracdo (OVX ACET)
mitigou 0 aumento de colesterol causado pela ovariectomia. N&o obstante, as fragoes reduziram
significativamente os niveis de triglicerideos, LDL-c, VLDL-c e contetdo lipidico para niveis
préximos ao grupo SHAM (Figura 10 A-F). Esses achados corroboram com relatorios
publicados destacando uma melhora do perfil lipidico ap6s o tratamento com substancias
fitoestrogénicas (SWAR, SHAILAJAN & MENON, 2017; KOUBAA-GHORBEL et al.,
2021).
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Contudo, esses resultados estdo em harmonia com os estudos de Zeni et al. (2017), que
mostrou uma melhora do perfil lipidico em ratas tratadas com extrato de M. nigra (100 mg/Kg).
Em adicdo, Volpato et al. (2011), avaliaram ratas diabéticas que utilizaram extrato de M. nigra
e tiveram reducdo nos niveis de colesterol, triglicerideos e VLDL. Assim, sugere-se que as
fracbes do extrato de M. nigra demonstrem eficdcia na reducdo do risco de doenca

cardiovascular em organismos sem agéo estrogénica.

Os efeitos hipolipemiantes das fracdes do extrato de M. nigra podem ser explicados
pelas altas concentracdes de flavonoides presentes nesta planta, semelhantes aos terpendides,
que também possuem marcada acdo hipolipemiante (JUNG et al., 2006; PAWLOWSKA,
OLESZEK; BRACA, 2008).

e Albumina e Acido Urico

A dosagem de albumina sérica é empregado para avaliar a toxicidade de produtos
utilizados, metabolismo e depuracdo (GONZALEZ, SILVA, 2003; KAYSEN, 2000). Em
nossos experimentos, a albumina sérica ndo variou em fungdo da ovariectomia, todavia, 0s
animais tratados com as fragcdes aquosa e acetato de etila reduziram os niveis de albumina em

comparacéo ao grupo OVX-SAL.

Quando um hormdnio sexual estd livre ou ligado a albumina, o hormbnio é
considerado biodisponivel (WALLACE et al., 2013). Isso significa que ele pode adentrar o

tecido e produzir um efeito biologico.

N&o foram observadas alteracbes nas concentragfes de &cido Urico entre 0s grupos
avaliados. De maneira similar, um estudo utilizando cha das folhas de Morus nigra, revelou
niveis de acido Urico que também ndo deram significancia estatistica em relagcdo ao grupo
controle (OLIVEIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2022). Os resultados ndo mostraram

diferengas nos niveis plasmaticos de acido urico entre os diferentes grupos analisados.

O 4cido Urico é um marcador relacionado a obesidade (VAYA et al., 2015), diabetes
mellitus (HAYDEN; TYAGI, 2004), dislipidemia (PENG et al., 2015) e cancer (KANBAY et
al., 2013). A diminuicdo dramatica nos niveis de estrogénio e o0 consequente aumento da
proporcao de andrégenos (ou seja, testosterona) para estradiol que ocorrem ap6s a menopausa,
leva a uma mudanca na distribui¢do de gordura durante a transi¢cdo da menopausa, tornando as

mulheres na pds-menopausa mais propensas a obesidade (BONACCORSI et al., 2019).
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8 CONCLUSAO

O presente estudo foi investigado o efeito das fracbes do extrato etandlico das folhas da

Morus nigra L. (amora) em animais com hipoestrogenismo.

Na fracdo aquosa (100 mg/kg) e fracao acetato de etila (400 mg/kg) do extrato, em ratas

com hipoestrogenismo, promovido por ovariectomia, foram observados que:

a) 0 método de inducdo de ovariectomia induziu ao esfregaco atréfico, mantendo a
aciclicidade estral;

b) a solugdo estroprogestativa promoveu a reposicdo hormonal nas ratas
ovariectomizadas, mantendo-as na fase estro e diestro do ciclo, reduzindo o ganho
ponderal e gordura intra-abdominal e, estimulando a proliferacdo uterina;

c) as fragOes aquosa e acetato de etila ndo reverteram a ciclicidade estral no tratamento
diario das ratas ovariectomizadas;

d) fracdes do extrato reverteram o peso corporal, peso do tecido adiposo, e a
proliferacdo uterina das ratas, promovidos pela ovariectomia;

e) as fracdes aquosa e acetato de etila administrado revelou alteracGes benéficas no
perfil lipidico;

f) as fracGes aquosa e acetato de etila administrado ndo alteraram os parametros
bioquimicos avaliados, promovidos pela ovariectomia

g) a fracdo FACET do extrato de Morus nigra reverteu a variacdo de temperatura
cutanea caudal, neste modelo, com eficacia comparavel a da terapia de reposi¢édo

hormonal.

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que a administracdo das fragdes do
extrato etanolico das folhas da Morus nigra L., por um periodo de 30 dias, ndo demonstrou
atividade estrogénica frente aos principais sintomas da menopausa. Todavia dados da literatura
reforcam a importancia que tem o modelo experimental usado, porem s&o necessarios mais
estudos utilizando diferentes doses, tempo de tratamento e técnicas de extracdo desta espécie

vegetal para dar continuidade as investigacOes da atividade fitoestrogénica da amora.
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gue envolve a producdo, manutencio ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
0s preceitos da Lei n® 11. 794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.8g9g, de 15 de julho de 20049,
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e
foi considerado APROVADO pela Comissao de Ftica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade
Federal do Maranhio, na reuniao realizada em o6/12/z019.

‘We certify that the proposal: "Evaluation of tehe effects from the ethanolic extract fractions of
Morus nigra L. leaves (blackberry) in animals with hypostrogenism”, Process n.
23115.035194/2019-16, under the responsibility of Prof. Dr. Haissa Oliveira Brito , which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Cherdata, sub phylum
Vertebrata (except humans beings) for scientific research purposes (or teaching) - is in accordance
with Law Neo. 11,794, of October 8, 2008, Decree No. 6.8g99, of July 15, 2009, as well as with the rules
izsued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED
by the Ethics Committee on Animals Use of the Federal University of Maranhio (CEUA - UFMA), in
meeting of 12/06/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa Area: Bioprospeccio
Vigéncia da Proposta: 02/03/2020 a 02/03/2022.
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