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RESUMO

O hipoestrogenismo no climatério associa-se com sintomas vasomotores, doencas
cardiovasculares, osteoporose e alteracdes urogenitais. Nesta fase da vida da
mulher, a reposi¢cdo hormonal pode amenizar algumas consequéncias da diminui¢cao
estrogénica ocasionada pela faléncia ovariana. Porém, a terapia estrogénica pode
ocasionar efeitos adversos como mastalgia, sangramentos uterinos, além de
aumentar o risco relativo para neoplasias de mama e endométrio. Morus nigra L.
(amora) é uma das espécies vegetais mais utilizadas no Brasil para o tratamento dos
sintomas do climatério. Assim, o presente estudo objetiva avaliar 0os provaveis
efeitos fitoestrogénicos do extrato hidroalcodlico (EH) das folhas de M. nigra em
ratas Wistar ovariectomizadas. Para tanto, as folhas secas foram pulverizadas e
maceradas em etanol a 70% na propor¢cdao 1:3 (v/v), para obtencdo do EH
(rendimento=21,90%). O EH foi submetido a avaliacdo da atividade antioxidante pela
captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila, analisado por cromatografia
liquida acoplada ao espectro de massa (LC-MS/MS) para identificacdo de composto
e, em seguida, particionado com hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol/agua. A seguranca do extrato foi determinada pelo teste de toxidade aguda
em camundongos, nas doses de 0,1-10,0g/kg, por via oral (v.0.). Para avaliar
a atividade estrogénica do extrato das folhas de M. nigra, as ratas foram divididas
em dois grupos controle: falso-operados (SHAM) e ratas ovariectomizadas (OVX),
gue receberam 0,1mL/100g de solucéo salina; e dois grupos teste: ovariectomizadas
e tratadas com solucdo estroprogestativa (OVX-EP-50ug/Kg) e ovariectomizadas e
tratadas com EH de M. nigra 500mg/kg (OVX-EH500), n=8-10, diariamente, por v.o.,
durante 14 semanas. Durante todo o periodo de tratamento foram analisadas a
frequéncia das fases do ciclo estral, a ingestdo de alimentos e o0 peso corporal. Ao
final do tratamento foram avaliados os parametros bioquimicos e hormonais,
histomorfometria do utero, vagina e mama. Além disso,a influéncia
de M. nigra sobre a proliferacao de células tumorais de mama da linhagem MCF-7
foi determinada pelo método MTT. O EH apresentou alta atividade
antioxidante quando comparada ao padrdo quercetina. Na andlise do EH por LC-
MS/MS em comparacdo com dados da literatura permitiu a identificacdo de
flavonoides (caempferol e quercetina) e derivados do acido quinico (acido
cafeoilquinico e isbmeros de acido dicafeoilquinico). Na analise do ciclo estral, o
grupo OVX-EH500 apresentou um aumento nas fases estro e proestro em 15,25% e
26,6%, respectivamente, quando comparado ao grupo OVX. A ovariectomia
promoveu um aumento no peso corporal, que foi inibido pelo tratamento com o EH e
solucdo EP. O peso do tecido adiposo abdominal também foi significativamente
menor nos grupos OVX-EP e OVX-EH, quando comparados ao grupo OVX. A
ovariectomia também induziu atrofia do tecido uterino (Grupo OVX) em comparacéao
ao grupo SHAM, indicando a eficiéncia do procedimento cirdrgico; e a administracédo
de EP aumentou significativamente o peso do Utero em comparacdo com grupo
OVX. A média do peso uterino do grupo OVX-EH também foi maior do que o grupo
OVX, porém menor que o grupo OVX-EP. Quanto a andlise histologica, observou-se
gue as caracteristicas do epitélio escamoso da vagina do grupo OVX-EP (57,79 +
1,49um), em relagdo a espessura, se assemelharam a das ratas do grupo SHAM
(50,66 + 1,60um). Apos 14 semanas de administracdo de EH houve uma reverséo
parcial da atrofia vaginal (37,34 £ 1,77um), quando comparado ao grupo OVX (12,92
+ 0,53 um), mostrando maturacédo deste tecido com o tratamento; entretanto, o EH
ndo alterou o tecido mamaéario, diferente do estimulo induzido pelo EP. Em relacéo



a bioquimica foi observado que os tratamentos (EH e EP) reduziram as
concentracbes de triglicéridesem 27,5% e 23,8% respectivamente, quando
comparado ao grupo OVX. Nos testes in vitro, os dados indicam que o EH de
M. nigra atua como um fraco fitoestrégeno e protege contra a proliferacédo de células
de carcinoma de mama humano (MCF-7). No estudo toxicolégico agudo, o
tratamento de camundongos com o EH nado produziu alteragbes comportamentais
nem mortes. Em conjunto, os dados demonstram que o EH de M.nigra apresenta
efeitos benéficos em modelos de hipoestrogenismo induzida em ratas, diminuindo a
atrofia uterina e vaginal, sem alterar a estrutura mamdaria, melhorando os niveis
de triglicérides, tendo potencial antioxidante, além de mostrar-se seguro. Esses
efeitos podem estar relacionados com seus constituintes flavonoidicos, e dessa
forma, a espécie vegetal pode ser Util no controle de sintomas da menopausa como
uma alternativa para Terapia de Reposi¢cao Hormonal.

Palavras-chave: Morus nigra L., terapia hormonal, ratas ovariectomizadas,
flavonoides, LC-MS/MS.



ABSTRACT

The hypoestrogenism in climacteric is associated with vasomotor symptoms,
cardiovascular disease, osteoporosis and urogenital changes. At this stage of life of
women, hormone replacement HRT can alleviate some consequences of decreased
estrogen caused by ovarian failure. However, estrogen therapy may cause adverse
effects such as breast tenderness, uterine bleeding and increase the relative risk for
cancers of the breast and endometrium. Morus nigra L. (mulberry) is a plant species
most used in Brazil for the treatment of menopausal symptoms. Thus, this study aims
to assess the likely effects phytoestrogenics the hydroalcoholic extract (HE) from the
leaves of M. nigra in ovariectomized female rats. Therefore, the dried leaves were
pulverized and soaked in 70% ethanol in the proportion 1:3 (v/v) to obtain the HE
(yield=21.90%). The HE was subjected to evaluation of the antioxidant activity by
capturing free radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazil, analyzed by liquid
chromatography coupled to mass spectrum (LC-MS/MS) for identification of
compound and then partitioned with hexane, chloroform, ethyl acetate and
methanol/water. The safety of extract was determined by the test of acute toxicity in
mice at doses of 0.1 to 10.0 g/kg orally (p.0.). To evaluate the estrogenic activity of
the extract from M. nigra leaves, the rats were divided into two control groups: sham-
operated (SHAM) and ovariectomized (OVX), which received 0.1 mL/100 g saline,
and two test groups: ovariectomized and treated with a solution estroprogestative
(OVX-EP-50ug/kg) and ovariectomized and treated with HE M. nigra 500mg/kg
(OVX-HE500), n = 8-10, daily, p.o., for 14 weeks. Throughout the treatment period
were analyzed the frequency stage of the estrous cycle, food intake and body
weight. At the end of treatment were evaluated biochemical parameters and
hormone, histomorphometry of the uterus, vagina and breast. Furthermore, the
influence of M. nigra on the proliferation of breast tumor cell line MCF-7 was
determined by MTT method. HE showed high antioxidant activity when compared to
standard quercetin. The analysis by LC-MS/MS EH compared with literature data
allowed the identification of flavonoids (kaempferol and quercetin) and quinic acid
derivatives (caffeoylquinic acid and isomers dicaffeoylquinic acid). In the analysis of
the estrous cycle, the group OVX-HE500 showed an increase in proestrous and
estrous phases at 15.25% and 26.6%, respectively, when compared to OVX group.
Ovariectomy caused an increase in body mass, which was prevented by treatment
with HE and EP solution. The weight of abdominal adipose tissue was also
significantly lower in groups OVX-HE and OVX-EP compared to the OVX
group. Ovariectomy also induced atrophy of uterine tissue (OVX group) compared to
SHAM group, indicating the efficiency of the surgical procedure, and the
administration of EP significantly increased uterine weight compared with OVX
group. Average uterine weight of the OVX-HE group was also higher than the OVX
group, but smaller than the OVX-EP group. In the histological analysis, it was
observed that the characteristics of the squamous epithelium of the vagina of OVX-
EP group (57.79 = 1.49um), relative to thickness, were similar to that of SHAM group
(50 66 + 1.60um). After 14 weeks of administration of HE was a partial reversal of
vaginal atrophy (37.34 + 1.77um), when compared to the OVX group (12.92 *
0.53um), showing maturation of this tissue with the treatment, however, the HE did
not alter breast tissue, unlike the stimulus EP-induced.



Regarding biochemistry was observed that the treatments (HE and EP) reduced
concentrations of triglycerides in 27.5% and 23.8% respectively, when compared to
OVX. In in vitro tests, the data indicate that the HE M. nigra acts as a weak
phytoestrogen and protects against cell proliferation of human breast carcinoma
(MCF-7). In acute toxicity study, the treatment of mice with HE did not produce
behavioral changes or deaths. Together, the data demonstrate that the HE M. nigra
L. has beneficial effects in models of induced menopause in rats, decreased uterine
and vaginal atrophy, without changing the mammary structure, improving triglyceride
levels and shows up secure and potent oxidant activity. These effects may be related
to their flavonoid constituents, and thus the plant species may be useful in controlling
symptoms of menopause as an alternative to Hormone Replacement Therapy.

Key words: Morus nigra L., hormone therapy, ovariectomized rats, flavonoids, LC-
MS/MS.
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1 INTRODUCAO

Menopausa € definida como o término da menstruagéo e caracterizada
pela cessacio irreversivel da capacidade reprodutiva feminina. E um fendmeno
biolégico universal, que afeta todas as mulheres de meia-idade, geralmente
entre 45 e 55 anos (GREENDALE; LEE; ARRIOLA, 1999; FREITAS,; SILVA;
SILVA, 2004). O mecanismo fisiolégico responsavel pela menopausa é a
perda gradual dos foliculos ovarianos, que por sua Vvez resultana
producdo reduzida de estradiol pelo ovério, a forma biologicamente ativa de
estrogénio, bem como aumento das concentracdes circulantes de hormoénio
foliculo-estimulante (FSH) e diminuicdo das concentracdes de inibina,
responsavel pela inibicdo da liberacdo de FSH, até o término final do
ciclo menstrual (KILAF; KIRCHENGAST, 2008). O diagndstico da menopausa
pode ser determinado retrospectivamente ap0s 12 meses de amenorréia;
sendo sua transicdo considerada complexa e varia consideravelmente de uma
mulher para outra. A diminuicdo do numero de foliculos ovarianos, devido
a atresia folicular oua ovulacdoé a base parao declinio reprodutivo e
ocorreao longo da vida. Ou seja, as alteracbes no ciclo menstrual e
enddcrinas ja podem ser observadas, em média de 12 a 24 meses antes da
menopausa, caracterizadas por ciclos irregulares e aumento das
concentragcdes de FSH (O'NEILL; EDEN, 2012; TILLY, 2003).

Essa insuficiéncia ovariana ou hipoestrogenismo acarreta uma série de
sintomas que sao caracteristicos da transicio da menopausa e que podem
ocorrer em até 85% das mulheres. Os sintomas desta fase incluem desde
atrofia genital, até sintomas vasomotores e psicolégicos, como fogachos,
suores noturnos, palpitacdes, insdnia, ansiedade, depressao, vertigens, dores
de cabeca e fadiga e, uma série de outros sintomas, com diferentes graus
de gravidade, afetando seu funcionamento pessoal e social, e sua qualidade de
vida (AGWU; UMEORA; EJIKEME, 2008; STURDEE; PANAY, 2010; O'NEILL;
EDEN, 2012).

Além disso, € importante enfatizar, que o prolongamento da expectativa
de vida feminina gerou um interesse crescente acerca do climatério e suas
implicacbes para a saude da mulher. Durante o século passado, a expectativa

de vida da mulher nos paises industrializados aumentou cerca de 30 anos. Na



15

Franca, por exemplo, a expectativa de vida subiu de 62 anos em 1936 para
81l anos em 1990 (BRODY et al, 2000). Assim, enquanto no inicio do
século 20, a maioria das mulheres sobreviveram apenas alguns anos apés a
menopausa, agora para uma mulher saudavel é esperado que ela passe cerca
de 40% do seutempo de vidaem poés-menopausa (BRODY; GRANT,
FRATESCHI, 2000). No Brasil, de acordo com dados censitarios, a melhora
das condi¢cbes de saude publica também levou ao aumento da expectativa de
vida da populagéo geral brasileira (DE LORENZI et al., 2009).

Segundo o IBGE (BRASIL, 2007), a projecdo da populagcdo no Brasil
mostra a tendéncia de crescimento do numero de idosos, que deve alcancar 25
milhdes de pessoas em 2020, a maioria composta por mulheres. Assim, um
namero cada vez maior de mulheres alcanca o climatério, correspondendo nos
ultimos anos, a aproximadamente dois ter¢cos da populacdo acima de 75 anos,
em paises como o Brasil e Africa do Sul (OMS, 2005). Portanto, considerando
gue a idade média da menopausa natural € de aproximadamente 51 anos
(ARMSTRONG et al., 2004; SHUSTER et al., 2010), isto significa que estas
mulheres viverdo cerca de 1/3 de suas vidas no periodo pdés-menopausa,
expostas as consequéncias da deficiéncia estrogénica. S&o atualmente mais
de 12 milhdes de brasileiras com mais de 50 anos, que irdo procurar 0S
servicos de saude e consultorios médicos apresentando queixas e doencas
proprias da idade avancada, muitas delas de natureza crdnica, as vezes
incapacitantes, algumas letais, que poderiam ser prevenidas ou atenuada pela
reposicdo hormonal. Portanto, a prevencdo e o tratamento da menopausa
associados aos distarbios clinicos progressivamente  tornou-se uma
preocupacao e um problema de saude publica (HESS et al., 2012).

A terapia hormonal (TH) pés-menopausa com estrégeno ou estrogénio
associado a progestagenos ¢é amplamente considerado como padréo
terapéutico para aliviar os sintomas fisicos associados com a menopausa, e
para ajudar na prevencdo das consequéncias clinicas de um estado de déficit
de estrogénio (UTIAN et al.,, 2008). Entretanto, a TH em mulheres na pos-
menopausa constitui-se hoje em um dos temas mais emblematicos da
ginecologia no que diz respeito a davidas e incertezas em relacdo aos
possiveis riscos e beneficios de seu emprego, tanto pelos médicos

ginecologistas quanto pelas potenciais usuéarias. O tema “Terapia Hormonal”,
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na menopausa, ganhou realce em 2002, quando foram divulgados resultados
parciais do estudo Women's Health Iniciative Study Group (WHI - 2002), com
16 mil mulheres, onde indicavam que o uso dos hormdnios aumentava o risco
de doencas cardiovasculares e de cancer de mama (WHI - 2002) e a partir dai
a utilizagdo da TH caiu dramaticamente em todo o mundo (PELUCCHI; LEVI;
LA VECCHIA, 2010).

Diante desse contexto, houve um interesse consideravel no
desenvolvimento de medicamentos seletivos que aliviem os sintomas da
menopausa e que sejam seguros no sentido de nao provocar proliferacao
celular na mama ou no endométrio. O interesse no estudo farmacolégico de
compostos bioativos presentes em plantas com atividade na menopausa
aumentou na ultima década, e um expressivo niumero de mulheres aderiram as
terapias alternativas a fim de aliviar os sinais e sintomas da menopausa (MA,
DRIELING; STAFFORD, 2006; SCHEID et al., 2010). Assim, a comunidade
cientifica, por sua vez, comecou a se dedicar sobre o estudo de produtos
naturais como TH, os fitoestrégenos, uma opcéo ja conhecida, mas até entéo
pouco investigada.

Classificados como polifendlicos naturais, os fitoestrégenos,
compreendem uma familia que incorpora varios grupos de compostos nao-
esteroidais. Fazem parte desta classe as isoflavonas (encontradas
principalmente na soja), lignanas (encontrado em grdos) e estilbenos
(encontrado na pele da uva). Outros compostos que também apresentam esta
atividade, porém menos investigados incluem as flavonas, as chalconas e os
cumestanos (KRONENBERG; FUGH-BERMAN, 2002; LETHABY et al., 2007;
SCHWARTZ; SONTAG; PLUMB, 2009). Dados epidemiolégicos indicam que
0S povos asiaticos ttm menores taxas de fraturas osteoporoticas, doencas
cardiovasculares, sintomas pds-menopausa e certos tipos de cancer do que a
populacdo ocidental. Estas vantagens para a saude sdo notavelmente
reduzidas quando os asiaticos adotam uma dieta e estilo de vida ocidental. A
genisteina e daidzeina, isoflavonas predominantes na soja, sdo extremamente
importantes na dieta da populacdo asiatica. Assim muitos
pesquisadores investigam, por exemplo, a relacdo entre a ingestdo de soja
e doencas na pos-menopausa (ORGAARD; JENSEN, 2008; USUI, 2006).
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Os fitoestrogenos sdo notavelmente semelhantes em estrutura quimica
ao estrogénio de mamifero, pois de acordo com estudos computacionais,
estruturais e bioquimicos estes compostos precisam se ligar ao receptor de
estrogeno (ER), subtipos alfa e beta, para iniciarem a transcricao (KUIPER et
al., 1998; NIKOV et al., 2000; YEARLEY et al., 2007). A constatacédo de que as
isoflavonas possuem afinidades diferentes entre os dois tipos de receptores de
estrogénio (alfa e beta), tendo uma maior afinidade pelos receptores do tipo 8
estrogénico, do que os receptores a, podendo assim agir seletivamente
(SWEDENBORG et al.,, 2009), permite classifica-las como moduladores
especificos dos receptores hormonais (SERMs) (OSENI et al.,, 2008;
SETCHELL, 2001). Alguns fitoestr6genos, dentre eles os obtidos da soja, ja se
mostraram como alternativa vdlida para o tratamento dos sintomas da
menopausa mostrando eficacia e seguranca com seu uso (HAN et al., 2002).

Na maioria dos paises em desenvolvimento, 70-80% da populacdo ainda
recorre as plantas de uso medicinal para seus cuidados de saude primarios. No
Brasil, o uso de plantas medicinais é generalizado entre a populacdo, devido
agrande biodiversidade botanica existente no pais. No entanto, esta
biodiversidade ainda néo foi totalmente elucidada, ja que muitas espécies de
plantas ainda permanecem sem investigacdo. Além disso, 0 uso generalizado
dessas plantas exige uma avaliacdo dos riscos potenciais associados com o
consumo (CALIXTO, 2000; DE ALBUQUERQUE et al., 2007). Esses produtos
sdo utilizados para varias finalidades, sob diversas combinacdes (com
medicamentos  alopaticos, homeopaticos, entre outros), baseados
exclusivamente em evidéncias historicas ou pessoais, onde geralmente nao
séo atribuidos efeitos adversos (CALIXTO, 2000; FUNARI; FERRO, 2005).

O Brasil jA dispde de legislacdo propria sobre este assunto desde
janeiro de 2000, a RDC 17, orientando seu uso e comercializacdo (BRASIL,
2000), e, a partir dai os programas de fitoterapia apoiados pelo servico
publico de salude se multiplicaram. No caso do emprego das plantas medicinais
para a reposi¢cdo hormonal, existem oito plantas com autorizacdo de uso pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — Glycine max L. (Soja),
Glycyrrhiza glabra L. (Alcaguz), Linum usitatissimum L. (Linhaca), Trifolium
pratense L. (Trevo vermelho), Dioscorea villosa L. (Yam mexicano), Vitex

agnus-castus L. (Vitex), Cimicifuga racemosa L. (Erva-de-Sao-Cristovao) e
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Angelica sinensis (Oliv.) Diels (Angélica) (MARCAL, 2011). Dentre estas, a soja
€ a mais conhecida, por sua propriedade em aumentar a densidade 6ssea e o
contetdo mineral 0sseo, além de diminuir os riscos de cancer de mama e
endométrio (ARJMANDI, 1996; SHU, 2009; D'ANNA, 2009). O alcaguz
(Glycyrrhiza glabra L.), por exemplo, aumenta o estrogénio sérico e € um
adocante natural, podendo ser usado por diabéticos, acrescentando também a
sua capacidade de se ligar fracamente aos receptores de estrogeno e
progesterona (LIU, 2001). Além das espécies anteriormente descritas, €
comum a mengédo popular ao uso de cha de folhas de amora (Morus nigra L.)
para amenizar os sintomas do climatério, porém sobre esta atividade de M.
nigra existem poucos estudos relatados na literatura (SOBRAFITO, 2010).

Portanto, o extrato das folhas de Morus nigra L., tradicionalmente
utilizadas no Brasil por mulheres na menopausa, € que possui comprovada
eficacia em doencas cronicas, como o diabetes (HEMMATI et al.,, 2010) e
potente atividade antioxidante (ARFAN et al., 2012), surge neste contexto como
uma alternativa em potencial para o tratamento dos sintomas da menopausa.
Além disso, ja foram relatados efeitos estrogénicos in vivo em outra espécie do
género Morus — Morus alba L., cuja utilizacdo em ratas induziu ao aumento
significativo de estradiol (E;) e progesterona (P;) e reducdo de FSH e LH
séricos, recuperando a atrofia uterina nos animais ovariectomizados (LU; MA;
LIU, 2008; MA et al., 2010).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Climatério e Menopausa

O climatério é um periodo fisiolégico amplo, caracterizado por mudancas
enddcrinas em funcao do declinio da atividade ovariana, mudancas biolégicas
pelo declinio da fertilidade, uma vez que a mulher passa do periodo reprodutivo
para o ndo reprodutivo, e por mudancas clinicas consequentes as alteracdes
do ciclo menstrual e de uma variedade de sintomas, que caracterizam a
sindrome climatérica. Este periodo é compreendido entre 2 a 8 anos, antes
e apés a menopausa (MENOPAUSE AND POSTMENOPAUSE, 2004).
Portanto, a menopausa € o marco desse periodo, representando apenas a data

da ultima menstruacéo, ou seja, o ultimo fluxo menstrual, considerado apés 12
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meses de amenorreia; sendo assim, um evento que ocorre dentro do climatério
(WHO, 1981; TRENCH; SANTOS, 2005; CHEDRAUI et al., 2010).

O periodo do climatério compreende trés fases, a pré, a peri e a pos-
menopausa. Pré-menopausa inclui mulheres com mais de 40 anos com
sangramento irregular, acompanhado ou ndo de sintomas (neurovegetativos,
neuropsiquicos ou genitais). A perimenopausa corresponde ao periodo de
transicdo e a pés-menopausa € definida como o periodo ap6s a menopausa,
gue s6 comeca apos 12 meses de amenorréia espontanea e inclui mulheres
em idade compativel com a menopausa natural, com ou sem sintomas
(neurovegetativos, neuropsiquicos ou genitais, como 0 comprometimento do
trofismo vaginal) (PROJETO DIRETRIZES, 2008; WEISMILLER, 2009).

A fungao reprodutiva normal da mulher envolve repetitivos ciclos de
desenvolvimento folicular, ovulacdo, desenvolvimento do corpo lateo e
regressao lUtea. Este padrao de ciclos ovulatorios regulares é
alcancado através da integracao funcional e temporal precisa do hipotalamo,
da hipofise e dos ovarios, que sao as glandulas (Figura 01). As fungdes do
sistema  reprodutivo feminino, de  modo enddcrino, é iniciada por
secrecdo pulsatii do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) dos
neurdnios do hipotalamo no sistema portal da hipdfise. O GnRH liga-se a
receptores especificos na hipodfise, através do qual estimula a sintese e
secrecdo das  gonadotrofinas, hormoénio  foliculo-estimulante (FSH)e o
horménio luteinizante (LH). O FSH controla o desenvolvimento folicular
e aromatizacao de precursores de androgenos nas células da granulosa. O
LH é necessario para a sintese desses andrégenos pelas células da teca no
foliculo em desenvolvimento e para a ovulagdo e manutencao do corpo luteo. O
estradiol e a inibinaBsdo secretadasa partir de foliculos em
desenvolvimento, enquanto a  progesterona, estradiol e inibina A séo
secretados a partir do corpo luteo. A sinalizacdo enddcrina do ovario para o
hipotalamo e a hipofise é fundamental para a funcdo reprodutiva normal. A
secrecdo de FSH é regulada por estradiol, inibina A e inibina B. O controle
preciso deFSHé fundamental parao  desenvolvimento  do Unico
odcito maduro que caracteriza os ciclos reprodutivos humanos. Além dos
mecanismos de feedback negativo, o0 ciclo menstrual € U(nico entre

os sistemas enddocrino em dependéncia de feedback positivo de estrogénio,
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para produzir o pico de LH pré-ovulatério (Figura 01) (HALL, 2004;
WEINBAUER et al., 2008; BRUCE; RYMER, 2009).

Hipotdalamo

Estradiol
Inibina B

Grande
Pequeno foliculo antral

foliculo antral

Foliculo
Foliculo Pré:antral
primario

Foliculo pré-
ovulatdrio

Pool de foliculo ”~
primordial Inibina g

Estradiol

OVARIO

I Foliculo
rompido

Degeneragao P
do corpo lateo Corpo Luteo

Figura 01. Representacdo esquematica do controle hormonal do sistema reprodutivo
feminino.  Osfoliculos sdo  continuamente recrutados a  partir de um  pool
de foliculos primordiais. O pool de foliculos crescente comeca aexpressaro AMHe
inibina B. Depois da puberdade, em cadanovo ciclo, um nimero limitado de foliculos é
selecionado a partir deste grupo de pequenos foliculos em crescimento sob a influéncia
do FSH. A partir desses pequenos foliculos em crescimento, um é selecionado para ser o
dominante e ovular sob a influéncia de LH. A maioria dos foliculos em crescimento sdo
removidos por atresia, processo apoptético controlado hormonalmente. Como consequéncia da
diminuicdo continua em foliculos primordiais durante toda a vida reprodutiva, o nimero de
foliculos em crescimento também diminui. Subsequentemente, ha um declinio dos niveis de
inibina B e de estradiol, libertando o feedback negativo no hipotadlamo e hipdfise, o que
resulta no aumento de FSH caracteristico da menopausa e, em menor grau dos niveis de
LH. AMH, hormdnio  anti-Mulleriano;  FSH, hormdnio foliculo-estimulante; GnRH, horménio
liberador de gonadotrofinas; LH, horménio luteinizante. Fonte: VISSER et al., 2011.

Os hormonios sexuais femininos importantes para a mulher sdo os
estrégenos, a progesterona e a testosterona, sintetizados nos ovarios, que sao

as glandulas sexuais que produzem os oOvulos. O estrogeno é o principal
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horménio feminino e € responsavel pelo revestimento endometrial, por
estimular o tecido glandular mamério e deixar a parede vaginal mais densa
(DEVOTO et al., 2009). Esse hormdnio tem um papel essencial na composicéo
Ossea e acredita-se que se apresente como uma variavel importante no
sistema cardiovascular (ARMAS; RECKER, 2012; SZMUILOWICZ; MANSON;
SEELY, 2011). A progesterona, que é produzida pelo ovario somente durante a
segunda metade do ciclo menstrual, na fase IUtea, prepara o revestimento do
Utero para que um 6vulo possa ser implantado. Esse horménio produz outros
efeitos importantes em varios dos tecidos sensiveis ao estrégeno (DEVOTO et
al., 2009; MIHM; GANGOOLY; MUTTUKRISHNA, 2011). A testosterona
contribui para uma vida sexual saudavel, desempenhando um papel no
estimulo da libido, na motivacdo, no aumento da disposicdo e no
desenvolvimento da massa muscular (WYLIE et al., 2010; ANDERSEN et al.,
2011).

As células da granulosa dos foliculos ovarianos eo corpo
IGteo secretam varios outros peptideos e hormonios, incluindo ativina, inibina,

folistatina, hormdnio anti-mulleriano (AMH), entre outros; alguns com efeitos de

feedback sobre 0  hipotdlamo e glandula pituitaria. As inibinas sao
glicoproteinas da familia do fator de crescimento TGFg (fator de transformacéo
do crescimento beta), produzidas, com destaque pelos ovarios, testiculos e
placenta. As inibinas A e B sdo formadas por uma subunidade a, comum a
ambas, e uma subunidade B, que pode ser do tipo BA (presente na inibina A)
ou BB (presente na inibina B). Atuam fundamentalmente como antagonistas
das ativinas, com quem compartilham grande homologia estrutural, uma vez
gue a subunidade proteica beta das inibinas € a mesma que se combina em
homodimero para dar origem as ativinas (DOS REIS; DE REZENDE, 2009).

Na mulher, a principal fonte de inibina B sdo as células da granulosa de
foliculos em crescimento (TSIGKOU et al., 2008), o que faz da inibina B um
marcador de atividade folicular e reserva ovariana, com niveis mais altos na
fase folicular do ciclo menstrual, redugéo na perimenopausa, niveis minimos ou
indetectaveis na pos-menopausa (COBELLIS et al., 2002; SAMMEL et al.,
2009) e elevacao consideravel em caso de tumor das células da granulosa
(PETRAGLIA et al., 1998). Quanto a inibina A, suas fontes principais sao o

corpo luteo e a placenta e, portanto, sua utilidade diagnéstica esta ligada as
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diversas disfun¢des placentarias, como as associadas a abortamento precoce,
cromossomopatias e pré-eclampsia (TSIGKOU et al., 2008).

A ativina também é membro da superfamilia TGFg, € o
homodimero da inibina BA, sendo uma subunidade secretada pelos foliculos.
Tem sua concentracdo aumentada na segunda metade da fase
l[utea (MUTTUKRISHNA et al, 1996), diminuindo durante a fase
folicular precoce, subindo entdo novamente durante o meio da fase folicular em
conjuntocom o estradiole inibinaA (MUTTUKRISHNA et al, 1996;
MUTTUKRISHNA et al, 2000; MUTTUKRISHNA et al, 2002), participando da
esteroidogénese (NI et al., 2000). A concentracdo de foliestatina, a proteina de
ligacdo especifica da ativina, ndo parece alterar ao longo do ciclo menstrual, e
ndo ha nenhuma evidéncia de um papel endécrino durante 0  ciclo
(MUTTUKRISHNA et al., 2004).

Outra forma de determinar a funcdo ovariana é pela dosagem do
Hormoénio Anti-Mdlleriano (AMH), também chamado de Substancia Inibidora
Mulleriana (MIS), uma glicoproteina dimeérica de 140 kilodaltons que sofre
ativacdo apos a clivagem e liberacdo dos fragmentos C-terminais (particulas
biologicamente ativas). O AMH pertence a familia do TGFg e esta envolvido em
processos de crescimento e diferenciacao; e por ser produzido por células dos
ovarios, permite estimar de forma indireta se a quantidade de Ovulos
disponiveis esta acima, na média ou abaixo do esperado para a idade e, assim,
tentar prever a longevidade reprodutiva (SOUTO et al., 2011). E um
produto dos  pequenos foliculos  pré-antrais e  antrais, correlacionam-se
positivamente com as concentracdes de inibina B (FANCHIN et al., 2005), e,
assim, diminui lentamente com a deplecao foliculo até que se
tornem indetectaveis na menopausa (VAN ROOIJ et al., 2005).

Varios autores tém considerado o AMH como o marcador sérico mais
fidedigno para a predicdo da reserva ovariana (VAN ROOIJ et al, 2002; TE
VELDE; PEARSON, 2002; GRUIJTERS et al, 2003; FANCHIN et al, 2003;
VISSER; THEMMEN, 2005). Adicionalmente, contrapondo-se ao FSH, inibina B
e estradiol, 0 AMH apresenta, ainda, a vantagem da reduzida variabilidade de
suas concentracdes séricas ao longo do ciclo menstrual (FANCHIN et al, 2005;
LA MARCA; VOLPE, 2006), o que |he confere credibilidade, uniformidade na



23

avaliacdo e maleabilidade quanto ao momento de dosagem, ou seja,
independente da fase do ciclo menstrual (LA MARCA et al, 2009).

Um declinio na fertilidade comeca da terceira a quarta década de vida,
mas acelera-se rapidamente apds a idade de 35 anos, em associacado
comuma diminuicdo bem documentada de foliculos ovarianos. Durante os
primeiros estagios de envelhecimento reprodutivo, a fase folicular do ciclo
menstrual reduz (MIRO et al., 2004); no inicio da fase folicular, ocorre aumento
da concentragéo de FSH no plasma e diminui a de inibina (HALL, 2007). Com a
progressdo da transicdo da menopausa, 0 esgotamento folicular ovariano
ocorre, 0 ovario torna-se menos sensivel a estimulacdo de gonadotrofinas
(FSH e LH), e um estado de hipoestrogenismo relativo comeca a se
estabelecer; a secrec¢do de gonadotrofina € elevada em todo o ciclo menstrual;
ciclos ovulatorios sdo menores, e segue irregularidade do ciclo menstrual. Uma
vez que o foliculo dominante produz a maior parte do estradiol circulante, a
concentracdo de estradiol circulante cai drasticamente apdés a menopausa.
Como resultado disto, a secrecdo de FSH e LH da hipdfise anterior aumenta
devido a falta de regulacao por feedback negativo de estradiol. Isto da origem
ao estado de pos-menopausa caracterizado por hipogonadismo
hipergonadotrofico (BRUCE; RYMER, 2009). Assim, a transi¢cdo da menopausa
tardia é caracterizada pela persisténcia endoécrina de FSH elevado no plasma,
sustentada irregularidade do ciclo menstrual, com periodos de amenorreia e
hipoestrogenismo. Com o envelhecimento, concomitante com alteracées na
funcdo reprodutiva ha também diminuicdo dos niveis de varios outros
hormbnios que podem afetar o humor e o comportamento, incluindo os
androgenos (testosterona e androstenediona), dehidroepiandrosterona (DHEA)
e fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-1) que comecam a
declinar aos 20 anos atingindo o pico de declinio dos 40 aos 50 anos
(COUZINET et al., 2001; DAVISON et al., 2005; FOGLE et al., 2007).

A principal forma de estrogénio circulante na mulhere na poés-
menopausa € a estrona, que é sintetizada pela conversdo periférica da
androstenediona (principalmente secretado pela glandula adrenal e a pequena
guantidade a partir do ovario na pés-menopausa) no figado e tecido adiposo
(FOGLE et al., 2007; VIHMA; TIKKANEN, 2011).
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Na fisiologia normal da mulher, o eixo reprodutivo feminino é o Unico
que atinge um estado senescente enquanto  outros 6rgdos do corpo
sdo geralmente saudaveis. O processo de envelhecimento do sistema
reprodutor comeca com 0 esgotamento do odcito, que tem inicio antes do
nascimento e termina com a menopausa, ndo sendo possivel prever com
precisdo a idade cronoldgica, como aidade de inicio deste estagio, visto que
varia muito entre as mulheres. Apesar de ndo haver divergéncia quanto ao
conceito de que “o climatério representa a fase de transicdo da funcao
reprodutiva normal para a faléncia ovariana completa”, ha uma grande
heterogeneidade quanto a sua duracdo, 0 que causa confusdo quanto as
terminologias usadas para este periodo. A OMS, por exemplo, considera o
climatério como sendo o periodo compreendido entre a perimenopausa (dois a
cinco anos antes da ultima menstruacdo) até um ano apos o término dos ciclos
menstruais (WHO, 1994); a “International Menopause Society” (IMS) estende
este periodo até o inicio da terceira idade (65 anos) e a “North American
Menopause Society” (NAMS) prefere a terminologia “transicdo menopausal”
para caracterizar este periodo, sugerindo a abolicdo do termo climatério de
publicacdes cientificas (SOULES et al., 2001).

Desta forma, um sistema de estadiamento clinico foi criado com o
objetivo de tornar possivel uma melhor identificacdo do estagio em que uma
mulher se encontra em seu processo de envelhecimento reprodutivo baseado
em seus padrdes de sangramento, que € um melhor preditor do que sua
idade. O estadiamento é util por varias razdes, entre elas proporcionando um
meio de atribuir os sintomas das mulheres durante este tempo para as
mudancas da menopausa, a previsao de tempo para o periodo menstrual final
e identificacdo de riscos a saude. Agora, existem sintomas bem descritos que
estdo ligados a pontos especificos do tempo ao longo da transicdo da
menopausa, validando o conceito de gue as alteracbes do
ciclo menstrual, juntamente com suas basicas alteracbes hormonais, séo
responsaveis pelos sintomas comuns da transicdo da menopausa (BUTLER,;
SANTORO, 2011).

O primeiro sistema de estadiamento de envelhecimento reprodutivo
feminino (STRAW- Stages of Reproductive Aging Workshop) foi

desenvolvido em Park City Utah em julho de 2001. Este sistema foi dividido em
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7 estagios, que foram definidos usando o ultimo periodo menstrual (UM) como
ponto de referéncia e se baseando nas mudancas nos padrdes do ciclo
menstrual e nos niveis do horménio foliculo estimulante (FSH) (Figura 02). O
ultimo periodo menstrual (UM), considerado estadio 0, € a ancora dos estagios,
gue sdo numerados de -5 a 2. O intervalo de reproducao inclui estadios de -5
a-3. Na fase inicial de reproducdo, estadio-5, 0s ciclos menstruais sao
variaveis a regulares e o FSH esta dentro da faixa normal. Esse intervalo se
refere ao periodo pés-menarca, antes de ciclos menstruais tornarem-
seregularesap6s a menarca, 0 que demonstra consideravel
variacao interindividual. Na fase de pico reprodutivo, estadio -4, os ciclos
séo regulares (a cada 25-35 dias) e FSH permanece normal e com duracéo de
fase variavel (SOULES et al., 2001).

Ultima menstruacao
UM

ESTAGIOS

Reprodutiva Transicao Menopausa Pos-Menopausa

TERMINOLOGIA

Precoce Tardio | Precoce Precoce* Tardio

Perimenopausa

DURACAO DO ESTAGIO Variavel Variavel (@ (b) | Atéo
1ano 4 anos fim
22 ciclo
Variavel a Gocicta | Pnws® | Amenor
CICLO MENSTRUAL regular Regular variavel | intervalo de | ™2 12 Nenhum
. . meses
(>T7dias) | amenorreia
(260dias)
ENDOCRINO FSH normal I FSHT FSHT FSHT

Figura 02. Sistema de estadiamento de envelhecimento reprodutivo feminino (STRAW-
Stages of Reproductive Aging Workshop), Park City, Utah, USA- Julho de 2001. Fonte:
BUTLER E SANTORO, 2011.

O final do periodo reprodutivo, estagio -3, abrange um periodo
de ciclagem regular durante o qual a elevacdo do FSH, com tempo, comeca a
ocorrer, indicando bioquimica, mas ndo clinicamente o declinio da reserva
ovariana. Algumas mulheres nesta fase final reprodutiva comecam a sentir 0s
sintomas geralmente associados com a perimenopausa, incluindo os
vasomotores, sensibilidade mamaria, insbnia, enxaqguecas e disforia preé-
menstrual. A transicdo da menopausa comeca quando uma mulher apresenta

mudanca em seu intervalo interciclo usual for maior que 7 dias, ou tiver um
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periodo menstrual imperceptivel. Ela é dividida em estagios precoces e tardios
(-2 e -1). ElevagcOes de FSH s&o maiores e mais propensos a serem mantidos
ciclo a ciclodurante este tempo. Na transicdo precoce, a amenorreia é
intermitente e relativamente  pouco frequente. A transicao final comeca
guando uma mulher apresenta auséncia de pelo menos dois ciclos e
experimenta, pelo menos, 60 dias de amenorreia.

A poOs-menopausa € dividida em duas etapas e comeca com a fase
inicial, 1, definida como os primeiros cinco anos apods o Ultimo periodo
menstrual. Este periodo de tempo € dividido em a e b, com a sendo o primeiro
ano de amenorreia e b sendo os proximos quatro anos. Este periodo é
significativo por ser um momento onde os horménios ovarianos sofrem declinio,
com algumas flutuacBes intermitentes. E conhecido por ser um momento
de perda ossea acelerada. Estadio 2, a fase tardia da pos-
menopausa, comega cinco anos apos o ultimo periodo menstrual e continua
atée o fim da vida da mulher. O FSH permanece elevado em toda a pos-
menopausa, embora durante longos periodos de tempo, eventualmente, o FSH
possa diminuir (SOULES et al., 2001).

Uma estimativa de 75 a 85% de mulheres experimentam alguns ou
todos o0s sintomas da menopausa (APPLING; PAEZ; ALLEN, 2007,
MACLENNAN, 2009), incluindo distarbios vasomotores (fogachos /suores
noturnos), fadiga, perturbacdes do sono, distarbios do humor, dificuldades
cognitivas, dor musculoesquelética e cefaleia (JOFFE; SOARES; COHEN
2003; WARREN, 2007). Os sintomas geralmente comecam, pelo menos, um
ano antes da cessacao do periodo menstrual e persistem por varios anos pos-
menopausa. Osresultados de uma  meta-analise, indicaram  que
aproximadamente 50% das mulheres continuam a experimentar sintomas
vasomotores por um periodo de até 4 anos apdésa sua
Gltima menstruacao (POLITI; SCHLEINITZ; COL, 2008). Aproximadamente 10
a 30% das mulheres na pds-menopausa continuardo a sentir os sintomas ao
longo da vida; em sobreviventes de cancer de mama, 0s sintomas sdo muito
mais frequentes ou severos, devido a hormonioterapia e quimioterapia que
induz a menopausa (GUPTA et al., 2006; HUNTER et al., 2004). Os sintomas
podem resultar em qualidade de vida significativamente reduzida e para

alguns pode vir a ser debilitante (AVIS et al., 2009), o que leva cerca de
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60% das mulheres a procurar tratamento médico (WILLIAMS et al., 2007).
Além disso, tendo em vista que existem mais de 50 milhdes de mulheres nos
EUA com 50 anos ou mais de idade, pelo menos 1,5 milhdes chegam a
menopausa a cada ano; isto significa que, os encargos financeiros, sociais e
psicolégicos com esta populacdo na menopausa sao consideraveis
(KJERULFF et al., 2007; UMLAND, 2008).

Muitas queixas no climatério, particularmente os fogachos (ondas de
calor) e episédios de taquicardia estdo intimamente ligados a hiperatividade de
pulsos hipotalamicos do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) em
mulheres na pdés-menopausa. Parece que a auséncia de estrégenos causam a
ativacdo fasica e sincrénica de neur6nios GnRH que s&o secretados em
guantidades tdo altas que eles também estimulam outros neurbnios
hipotalamicos reguladores da temperatura ou da fungdo cardiaca. Portanto,
um efeito desejavel de substancias estrogénicas € a reducéo da hiperatividade
hipotalamica, que deve resultar na diminuicdo dos niveis séricos médios de
horménio luteinizante (LH), e consequentemente, deve refletir na reducéo
de queixas climatéricas (KREBS et al., 2004; GELLER; STUDEE, 2005).

Para a maioria das mulheres nessa fase, além dos sintomas como as
ondas de calor, pode ocorrer ressecamento vaginal, alteracbes de humor,
libido em declinio, insénia, letargia /fadiga, irritabilidade, ansiedade, depresséo,
palpitacbes no coracdo e dor nas articulacdes (KIRSTEN, 2008; BRUCE;
RYMER, 2009). Adicionalmente, a deficiéncia de estrogénio também aumenta
o risco de osteoporose (ARMAS; RECKER, 2012).

Ao contrario das ondas de calor e suores noturnos que se resolvem
espontaneamente com o tempo, os sintomas afetando a atrofia vagina e do
trato urinério inferior sGo frequentemente progressivos e frequentemente
necessitam de tratamento. A prevaléncia de secura vaginal aumenta a medida
gue a mulher avanca pelos anos da pds-menopausa, causando ardor, coceira
e dispareunia, e a atividade sexual € muitas vezes comprometida. Isto ocorre
porque o declinio nos niveis de estrogénio circulantes associados a transicéo
da menopausa esta intimamente correlacionado com a diminuicdo da flora
vaginal normal “lactobacilos de Ddderlein”, com o aumento do pH e com
consequente aumento da colonizacéo vaginal por enterobactérias; além de

alteracdes da morfologia epitelial e redugdo do fluxo vaginal (BACHMANN;
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NEVADUNSKY, 2000; CALLEJA-AGIUS; BRINCAT, 2009; STURDEE; PANAY,
2010).

O pH vaginal em mulheres na menopausa € menor que 4,5; refletindo
ainda a producao de &cido latico pelos lactobacilos, porém o pH aumenta para
mais de 6,0 em mulheres na pds-menopausa, devido a uma reducdo na
colonizacdo da vagina por lactobacilos, que é secundario a uma diminuicao de
células superficiais e, portanto, de glicogénio. O epitélio vaginal,
consequentemente, fica mais fino (CASTELO-BRANCO et al., 2005). Ou seja,
o fato de o epitélio vaginal ser dependente de estrégeno, a inducdo da
proliferacéo e cornificacéo epitelial, apresentam-se, neste caso, como um efeito
estrogénico positivo, uma vez que os lactobacilos metabolizam o glicogénio
armazenado nas células maduras para produzir 4cido lactico, que por sua vez,
mantém o meio vaginal acido e, portanto, evitam infeccbes ascendentes
(Figura 03) (CASTELO-BRANCO et al., 2005; HEINEMANN; REID, 2005).

E por estas razfes, a vagina na pos-menopausa apresenta maior risco
de contrair infeccdes e inflamacdes (CASTELO-BRANCO et al., 2005).
O tratamento local da atrofia vaginal € justificado, uma vez que ndo esta
associado a possiveis riscos da TH sistémica. O ressecamento vaginal pode
ser melhorada por lubrificantes simples, mas o melhor tratamento e
mais légico para atrofia urogenital é a utilizacdo de estrogénio local. Esta € uma
pratica segura, eficaz e compoucas contraindicacbes. A terapia
estrogénica restaura os niveis normais de pH, a espessura e revasculariza o
epitélio. O numero  de células superficiais€ aumentada, e o0s
sintomas existentes sao aliviados. Portanto, o inicio da terapia, no momento da
menopausa, pode prevenir o desenvolvimento de sintomas urogenitais
(BALLAGH, 2005; LYNCH, 2009; ARCHER, 2010; STURDEE; PANAY, 2010).
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Figura 03. Representacdo esquematica dos efeitos do estrogénio no epitélio vaginal.
Estrogénio promove a formacédo de glicogénio no epitélio escamoso. Lactobacilos de Déderlein
fazem parte da flora vaginal normal, dependem do glicogénio como fonte de energia e
convertem o glicogénio em acido lactico, mantendo assim o pH vaginal acido. O pH acido serve
para reduzir a infeccdo por patdgenos. O estrdgeno também ajuda a manter a espessura
das multicamadas do epitélio escamoso vaginal, que confere a sua cor rosa normal e aspecto
Uumido. Auséncia de estrogénio aumenta a proliferacédo do tecido conjuntivo, a elastina torna-
se fragmentada, e o colageno fica sujeito a hialinizacdo. Fonte: ARCHER, 2010.

2.2 Terapia Hormonal (TH)

A terapia hormonal (TH) tem sido prescrita desde o inicio dos anos 1960
(SVEN, 2004) e o reconhecimento de que a perda de estrégeno na menopausa
possui numerosos efeitos deletérios levou ao desenvolvimento da terapia
hormonal na perimenopausica e pos-menopausica. Portanto, tradicionalmente
a terapia hormonal substitutiva é a principal forma de tratamento da
menopausa e pode proporcionar diversos beneficios para as mulheres,
sobretudo na pds-menopausa, mostrando-se eficaz para aliviar os principais
sintomas resultantes do hipoestrogenismo (GENAZZANI et al., 2002; LORAND;
VIGH; GARAI, 2010).

Na TH é imprescindivel considerar os tipos de horménios, as vias e
esquemas de administracdo. A maioria das preparacfes utilizadas atualmente
na TH contém uma associacao de estrogenos e progestagenos. A TH incluindo
0 uso de estrogénios isolados €é recomendada para pacientes
histerectomizadas, ou associados a progestagénios, para aguelas com o Gtero,
a fim de prevenir a hiperplasia endometrial e céancer secundaria a
estrogenioterapia isolada (PINES, 2010; STURDEE; PINES, 2011; NAMS,
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2012). Os estrogenos naturais, que séo estradiol (E,), estrona (E;) e estriol
(E3), sdo amplamente utilizados na terapia de reposicdo hormonal. Ja os
sintéticos sdo mais utilizados em métodos contraceptivos. O estrogeno utilizado
nessas preparacdes pode ser natural (estradiol, por exemplo), sintético, como
dietilestilbestrol  (DES), estrogenos contraceptivos (etinilestradiol) e
antiestrogénicos, que geralmente sdo moduladores seletivos dos receptores de
estrogenos (SERM’s) (KOMM, 2008; WATSON; JENG; GUPTARAK, 2011).

Os estrogénios promovem as caracteristicas femininas, controle
reprodutivo e gravidez, influenciam a pele, os 0ssos, sistema cardiovascular e
imunidade. Os estrogénios enddgenos, como o estradiol, ttm em geral meia-
vida curta, ndo se acumulam nos tecidos, sao facilmente metabolizados no
figado e sdo mais potentes que qualquer estrogénio sintético (excecao feita ao
dietilestibestrol). Em contraste, drogas como etinilestradiol, dietilestilbestrol
(DES), estrogénios ambientais sintéticos como hexaclorociclohexano, bifenoéis
policlorinetados (PCBs), diclorodifeniltricloroetano (p'DDT) e fitoestrogenos (FE)
como isoflavonas e lignanas sdo mais estaveis e tém uma meia-vida maior.
Devido a caracteristica lipofilica, tendem a se acumular na gordura e tecidos
(TAPIERO; BA; TEW, 2002).

O estradiol é hormdnio sexual pleiotropico que regula muitos processos
fisioloégicos, ndo s6 no trato reprodutivo feminino, mas também nos outros
orgaos, como o sistema nervoso central e sistemas esquelético. Suas funcdes
sdo exercidas por meio dos receptores, de estrégenos a (REa) e B (REpg)
(KOEHLER et al., 2005). A distribuicdo tissular e a afinidade ao ligante séo
diferentes entre os subtipos de receptores. Alguns tecidos como utero, tecido
mamario, vagina, rins e nucleo arqueado hipotalamico expressam
predominantemente REa, enquanto pulm&o, 0ssos, trato urogenital, sistema
cardiovascular, sistema imune, prostata, ovario, células da granulosa, e nucleo
paraventricular hipotalamico expressam predominantemente REg. Outros
tecidos como tiredide e hipofise expressam ambos REg e REa (TANAKA et al.,
2003; CORNWELL; COHICK; RASKIN, 2004; LIMER; SPEIRS, 2004).

Os estrogénios exercem seus efeitos fisiolégicos de varias maneiras:
acao rapida (ndo génica) e acao lenta (génica). Como o0s receptores

estrogénicos, em sua grande maioria, encontram-se no nucleo, o mecanismo
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de acdo classico se da pela ligacdo do estrogénio aos seus receptores
intracelulares, REa e REg (tecido especifico). Esses receptores pertencem a
superfamilia de receptores hormonais nucleares. Assim, o estrogeno ao entrar
em contato com a célula-alvo, atravessa a membrana plasmatica e interage
com receptores intracelulares especificos, que resultard na formacdo de
dimeros. Apoés esse processo de dimerizacdo, esse complexo desloca-se para
0 ndcleo, atravessando pelo poro nuclear, onde atua como cofator de
transcricdo ao interagir com regides especificas do DNA, denominadas de
‘elementos responsivos aos estrogénios” (ERE), resultando, por fim, na
regulacdo da expressao de genes-alvo. A ligacdo do complexo hormdnio-
receptor ao DNA pode estimular ou inibir as transcricdbes génicas tecido
dependente, aumentando os niveis de RNAm (NORMAN et al., 2004), que
apos o processo de traducdo, caso ndo ocorra inibicdo, leva a formacdo de
proteinas especificas. As proteinas estdo relacionadas as respostas celulares
e/ou ativacdo de cascatas enzimaticas, modificando a fisiologia celular. Este
mecanismo gendmico classico se da mais lentamente (NADAL et al., 2001;
NORMAN et al., 2004; KOEHLER et al., 2005, HUANG; CHANDRA;
RASTINEJAD, 2010).

Por outro lado, as ac¢fes iniciadas na membrana (mecanismo de acao
nao-gendmico), geralmente acontecem mais rapidamente. Agindo através de
um RE presente na superficie da membrana plasmatica da célula, pode
rapidamente iniciar uma cascata de sinais quimicos (ions especificos,
lipidios, nucleotideos ciclicos, etc) (WATSON, 2003; WATSON,
2010). Recentemente, um receptor orfao acoplado a proteina G-(GPR30) foi
relatado na membrana da célula por mediar a acdo estrogénica de modo néo-
genébmico e de rapida sinalizacdo (REVANKAR et al. 2005, THOMAS et
al. 2005). O GPR30 € estruturalmente ndo relacionado com REa e REge os
efeitos rapidos de estimulacdo deste receptor incluem liberacdo de Ca*
intracelulare a ativacdo subsequente de calmodulina-quinases calcio
dependentes ou ativacdo das vias MAP gquinase e fosfoinositideo 3-quinase
(PI3K). Esta acao rapida estéa relacionada a vasodilatacdo imediata e a efeitos
protetores diretos na funcéo vascular (Figura 04). O efeito direto vasodilatador
ocorre pela liberacdo de 6xido nitrico, acdo antagonista a da ativagdo do canal

de calcio e efeito proliferativo na musculatura lisa de parede vascular
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(WAKATSUKI et al., 2003). Eles também podem ser sustentados pela
reativacdo repetida e perpetuacdo da cascata de sinalizacdo. ModificacOes
poés-transducionais provocada pela sinalizagdo ndo gendmica pode ter uma
variedade e multiplicidade de efeitos em moléculas funcionais (LEVIN, 2011).

A presenca um anel fendlico e um segundo grupamento capaz de
realizar pontes de hidrogénio, sdo caracteristicas estruturais necessarias para
a ligacdo dos estrogenos aos receptores REa e REg. Deste modo, qualquer
composto que induza a dimerizacéo do receptor, e subsequente ligacdo ao RE,
pode ser considerado um estrégeno (SETCHELL; CASSIDY, 1999; LIMER;
SPEIRS, 2004; CORNWELL; COHICK; RASKIN, 2004).
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Figure 04. (@) receptor de estrégeno (RE) atua através de dois
mecanismos diferentes: gendmico e néo-gendmico. Sinalizacdo ester6ide iniciada no
ndcleo (NISS) e sinalizagdo esterdide iniciada na membrana (MISS), via receptor de

estrégeno (RE). Devido a sua natureza esteroidal, 0 estrogénio se
difunde passivamente através da membrana citoplasmaética e nuclear para ligar-se ao seu
receptor nuclear. O RE ativado liga-se, tal como um dimero ena presenca

de coativadores (CoA), a uma sequéncia especifica de DNA definida como elemento
responsivo ao estrogeno (ERE) localizado no gene promotor regulado pelo estrogénio (via
clssica), tais como o complemento 3 e pS-2. Alternativamente, o RE ativado liga-se a fatores
de transcricao, tais como Fos (F) e Jun (J), que por sua vez, em ligacdo a sequéncias de DNA
diferentes (por exemplo, AP-1), ativa outros genes estrogénio responsivos (via nédo-classica),
como ciclina D1 ereceptor do fator de crescimento semelhante & insulina (IGFR1). O
estrogénio pode também se ligar a um receptor de membrana que coopera, como dimero, com
os receptoresdo fator de crescimento (TGF) e ativaas viasde transdugdo de
sinal da AKT/PKB (protein kinase B) e MAPK (mitogen activated protein kinase), levando a
ativacao de genes. Fonte: ZILLI et al., 2009.
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No tecido adiposo, ja é bem estabelecido a fungcédo do estradiol na sua
regulacdo, atuando na reducdo do acumulo de triglicérides e tendo efeito na
reducdo da expressao da lipoproteina lipase (LPL), a enzima que catalisa a
conversao de triglicérides em acidos graxos e glicerol (HOMMA et al., 2000).
Isto é ainda apoiada por observacfes epidemiolégicos em que 0s hiveis de
triglicérides séricos aumentam em mulheres na pds-menopausae que O
nivelde atividadeda LPLé reduzidapor tratamento de estrogeno
(IVERIUS; BRUNZELL, 1988). Os esterb6ides sexuais além de influenciar o
metabolismo lipidico podem alterar as apolipoproteinas, que constituem a parte
protéica do sistema de transporte dos lipidios. No figado, o estradiol regula a
sintese de apolipoproteinas para VLDL e HDL. Reduz a sintese de apoB100
enquanto estimula a sintese de apoAl e apoA2. No hepatdcito, o estrégeno
estimula a sintese de apoClll enquanto diminui a sintese de lipase hepética.
Portanto, estradiol através da regulacdo do metabolismo lipidico nos adipécitos
e hepatdcitos modula a concentracao dos lipidios no plasma e a queda de seus
niveis, na mulher pos-menopausada, incide em alteracbes do metabolismo
lipidico (TIKKANEN et al., 2002).

A acao estrogénica na TH através do estimulo da sintese hepatica de
receptores de LDL (WAKATSUKI et al.,, 2003) diminui a concentracdo de
colesterol total sangiineo, de LDLcol, lipoproteina (a) e apoliproteina B, e pode
aumentar os niveis de HDLcol (WAKATSUKI et al., 2001).

O estrégeno pode também atenuar o processo inflamatério associado
com a aterosclerose pela melhora da reconstituicdo da célula endotelial e
inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas em resposta a injuria
vascular. Essas moléculas participam do recrutamento de leucocitos na
superficie do endotélio e iniciam o processo aterosclerotico (FELETOU,;
VANHOUTTE, 2006).

Os progestagenos, também chamados de progestogénios ou
gestagénios sdo hormbnios com efeito similar ao da progesterona, o Unico
progestageno natural (SCHINDLER et al., 2008). Todos outros progestagenos
sdo sintéticos e sdo, por vezes, chamados de progestinas. Os progestagenos
tém a capacidade de mudar a mucosa uterina da fase proliferativa para a fase
secretoria. Seus efeitos dependem, entretanto, da dosagem e da fase do ciclo

menstrual em que sdo administrados. A progesterona € um hormonio esterdide
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produzido, a partir da puberdade, pelo corpo luteo e pela placenta durante a
gravidez. E o segundo hormdnio feminino e é produzido principalmente no
ovario. A progesterona age em todo o corpo fisico e emocional da mulher
preparando-a para a gravidez. E um horménio essencial na manutencdo da
gravidez. A progesterona natural € pouco absorvida quando ingerida oralmente
e varios progestagenos sintéticos tém sido desenvolvidos (MADAUSS;
STEWART; WILLIAMS, 2007). Podem ser divididos em dois grupos: 1)
pregnanos — derivados da 17a-hidroxiprogesterona, como o0 acetato de
medroxiprogesterona (MPA), acetato de megestrol e acetato de ciproterona; 2)
cestranos — derivados da 19-nortestosterona, como a nortestosterona e a
levonorgestrona. Em geral, os pregnanos tém alta afinidade por receptores de
progesterona, minimo efeito estrogénico e atividade androgénica, enquanto 0s
progestagenos derivados da nortestosterona possuem somente atividade
androgénica (SCHINDLER et al., 2008). Os progestagenos apresentam acao
protetora sobre o endomeétrio, evitando o aparecimento de lesbes pré-malignas
e diminuindo a incidéncia das malignas (CAMPAGNOLI et al., 2005). Os
estrégenos associados aos progestagenos podem ser administrados mediante
dois tipos de esquemas: ciclico ou continuo. O esquema ciclico compreende a
administracdo dos estrogenos entre 21 e 25 dias por més, associados ao
progestagenos nos 10 ou 14 ultimos dias, sendo utilizado geralmente antes da
menopausa Oou nos primeiros anos ap0s a menopausa, por que ocorrem
menstruacdes ou metrorragias com maior frequéncia. O esquema continuo
compreende 0 uso ininterrupto de estrogenos associados ao progestageno
durante 10 a 14 dias mensais. Este esquema combinado é preferido no caso
de ndo haver desejo de menstruacfes ou na pos-menopausa avancada (mais
de cinco anos depois da menopausa) (SITRUK-WARE, 2008; SKOUBY;
JESPERSEN, 2009).

Acredita-se que cerca de 50% das mulheres brasileiras acima dos 40
anos utilizem a TH para aliviar os sinais e sintomas do climatério. A TH, por sua
vez, mostrou-se extremamente eficaz durante muitos anos (JEROME, 2004).
Contudo, ha relatos de ocorréncia de efeitos adversos a longo prazo com o
emprego da terapia estroprogestativa, em especial quanto ao aumento do risco
de cancer mamario e do ovéario (BARNET; FRIEDRICH, 2004; KERLIKOWSKE,

2010). Neste contexto, o estrogénio ativa a proliferacdo do epitélio mamario e
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ovariano por aumentar a sintese de proteinas envolvidas com a mitose e a
diferenciacdo celular (JORDAN, 2004). Semelhante ao que acontece nos
osteoblastos, o estrogénio estimula a produgcdo de fatores de crescimento
como IGF-1 e do receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR) em tumores
de ovario e de mama, moléculas tumorogénicas envolvidas no avanco do
cancer ginecolégico e mamario, respectivamente (GRADY et al., 1995;
FOURNIER et al., 2008). Tem sido mostrado também que grupos de mulheres,
como as que usaram contraceptivos orais contendo dosagens elevadas de
estrogénio e por longo periodo, apresentam altas taxas de incidéncia de
tumores de mama (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH CONSENSUS
DEVELOPMENT, 2001; WELNICKA et al., 2003). Consequentemente, acredita-
se hoje que o tempo de exposicdo aos agentes estrogénicos seja um
importante fator no desenvolvimento do cancer de mama. No caso dos
canceres de ovario, contudo, os dados relacionando exposicdo ao estrogénio
sdo ainda muito controversos (CLEATOR; ASHWORTH, 2004; BARNET;
FRIEDRICH, 2004).

Os hormonios femininos exdgenos utilizados para contracep¢ao ou para
TH no climatério também estdo associados a aumento de risco para
tromboembolismo venoso (TEV), principalmente por provocarem alteracdes
pré-coagulante na hemostasia. Este risco ndo € cumulativo e parece ser maior
no primeiro ano de uso. A dose de estrogénio, o tipo de estrogénio e
progestagénio utilizados, a via de administracdo hormonal e os fatores de risco
hereditarios para trombose venosa de cada paciente interferem no risco final
para trombose venosa. O conhecimento dos efeitos na hemostasia inerentes a
cada composto hormonal é essencial para uma prescricdo adequada (VIEIRA,
2007).

A seguranca da TH para as mulheres ficou abalada apds a publicacdo
parcial em julho/2002 e interrupcdo do estudo americano multicéntrico, duplo-
cego, controlado com placebo e randomizado, realizado por pesquisadores do
“Women’s Health Initiative” (WHI) que utilizaram esquemas de estrogénios
equinos associados a medroxiprogesterona; e dois anos mais tarde, em marco
de 2004, um segundo ramo do estudo WHI que utilizavam apenas estrogénios.
Este foi extensamente divulgado pela imprensa e por revistas meédicas,

provocando reaclOes drasticas e imediatas por parte dos médicos e das
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pacientes em relacdo a TH. Os riscos globais excediam os beneficios, havendo
um aumento significativo do risco de doenca arterial coronariana, de acidente
vascular cerebral, de tromboembolismo venoso; um decréscimo significativo do
risco de cancer de célon e do risco total de fraturas e uma relacdo de risco
guanto ao tempo de duracdo da terapia para o cancer de mama (WHI, 2002;
WHI, 2004).

Outro estudo sobre a associacédo entre terapia hormonal e céancer de
mama foi o Million Women’s Study (MWS) realizado no Servigo Nacional de
Saude do Reino Unido, que também observou risco aumentado de cancer de
mama, nao somente nas usudrias de esquemas hormonais estro-
progestagénico combinados continuos, mas também nas usuarias de
estrogénios isolados e de tibolona (GARNET et al., 2003).

O HERS (Heart and Estrogen-Progestin Replacement Study), ensaio
clinico randomizado, duplo-cego, placebo controlado, utilizando 2763 mulheres
na menopausa e com cardiopatia coronaria, com idade média de 66,7 anos,
testou a utilizacdo de 0,625 mg de estrogeno associado a 2,5 mg de
progesterona em relacdo ao desenvolvimento de eventos cardiacos e néo
cardiacos. Ao final de 4 anos de segmento, observou-se um aumento
significativo de quase trés vezes na taxa de eventos tromboembolicos venosos
em relacdo ao placebo e o estudo mostrou um aumento de 50% no risco de
doenca cardiovascular no primeiro ano de acompanhamento (GRADY et al.,
2000).

O estudo ERA (Estrogen Replacement and Aterosclerosis), apresentado
pelo Colégio Americano de Cardiologistas, incluiu 309 mulheres com doenca
coronariana e avaliou a estenose arterial coronaria antes e depois do
tratamento com estrogénio ou estrogénio associado a progesterona comparado
ao grupo placebo, durante 3,2 anos. Ocorreram 8 casos de TEV (5 no grupo
usando apenas estrogénio, 2 no grupo com associacdo e 1 no grupo placebo),
com um risco de 3,7 (95% IC; 0,45 — 30,4). O estudo mostrou ndo haver
beneficio em mulheres com DAC em terapia estrogénica (HERRINGTON et al.,
2000).

Entretanto, como os resultados do WHI (2002) contradiziam aqueles
anteriormente obtidos em estudos experimentais e observacionais (ADAMS et
al.,, 1990; STAMPFER et al.,, 1991; GRODSTEIN et al., 2000), os quais
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mostravam resultados cardiovasculares positivos com o uso da TH, os
pesquisadores buscaram uma explicacdo logica para este paradoxo,
concluindo que as caracteristicas da populacdo avaliada nos estudos nao
seriam as ideais para se indicar o inicio da TH. Provavelmente em pacientes
mais jovens, nas quais o inicio da TH precedeu a menopausa ou ocorreu nos
primeiros anos ap0s a menopausa (periodo conhecido como “janela de
oportunidade”), a TH pode ter um efeito cardioprotetor (PINES et al., 2007). Isto
porque nestas pacientes de idade préxima a da menopausa, ha maior
probabilidade de o endotélio estar saudavel e o uso do estrogénio pode ser
benéfico, reduzindo lesBes precursoras de aterosclerose. Porém quando o
endotélio esta lesado (mais comum em pacientes mais velhas), o estrogénio
pode deflagrar respostas trombogénicas, pro-inflamatdrias e vasoconstritoras,
afetando negativamente as placas ateromatosas estabelecidas (THE, 2006).

Portanto, embora TH convencional esteja disponivel ha mais de 6
décadas, as mulheres e mesmo os profissionais da saude estdo confusos pelas
opinides divergentes em relagéo aos riscos e beneficios da TH na menopausa,
tanto estrogénica ou estro-progestagénica. Pois, o impacto desses estudos
vem provocando mudancas em conceitos e gerando divergéncias entre 0s
especialistas quanto ao tratamento ideal da mulher menopausada e
intensificando a controveérsia risco versus beneficio.

2.3 Terapia Alternativa/ Fitoestrégenos

Na busca de terapias alternativas a TH convencional com a finalidade de
combater os sintomas indesejaveis da menopausa, porém apresentando
menores efeitos colaterais quando utilizados por tempo
prolongado (especialmente os cardiovasculares), relatados a partir
dos grandes estudos prospectivos, como o HERS e WHI, tem havido um
interesse crescente na medicina alternativa e complementar (CAM),
principalmente no emprego dos fitoestrégenos (CARROLL, 2006;
NELSON et al., 2006; BORRELLI; ERNST, 2010; MOLLA et al., 2011).

Os fitoestrogenos (FE’s) sdo compostos derivados de plantas que, por
causa de sua semelhanca estrutural com os estrégenos de mamiferos, podem
apresentar efeitos tanto estrogénicos quanto anti-estrogénicos. Sao polifendis
naturais, existindo em diferentes classes: flavonéis, como quercetina e

kaempferol; flavonas, como apigenina; flavanonas, como naringenina,;
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cumarinas; chalconas; estilbenos, como resveratrol e isoflavonas, como
genisteina, formononentina, biochanina A e daidzeina; cumestanos como o
cumestrol; lignanas, como enterodiol e enterolactona (KRONENBERG; FUGH-
BERMAN, 2002; JACQUOT et al., 2003) (Figura 05), que de acordo com
estudos computacionais, estruturais e bioquimicos, fazem ligacdo com os
receptores estrogénicos (subtipos alfa e beta) para iniciar a transcricdo (NIKOV
et al., 2000; YEARLEY et al., 2007). Como consequéncia, foi proposto que os
FE’'s podem reduzir as queixas da sindrome do climatério como fogachos e
osteoporose, em mulheres na menopausa, além de apresentarem uma ampla
gama de efeitos benéficos para a saude (CARUSI, 2000; LUKACZER et al.,
2005). Dentre estes, estao 0s efeitos sobre as doencas
cardiovasculares, canceres dependentes de hormdnios, bem como, efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios e vasodilatadores (CASSIDY et al., 2006;
SACKS et al., 2006; ADLERCREUTZ, 2007; MORTENSEN et al., 2009).

As isoflavonas sdo os fitoestrogenos mais estudados e sdo uma
subclasse dos flavonoides. A estrutura basica é o nucleo flavonico, composto
de dois anéis benzénicos A e B, ligados por um anel heterociclico piranico C
(RIMBACH et al., 2007). Essa estrutura € similar aos estrogenos e aos
moduladores seletivos do receptor estrogénico (SERMs). A diversidade
estrutural dos flavonoides pode ser atribuida ao nivel de oxidacdo e as
variagbes no esqueleto carbdnico béasico, promovidas por reacfes de
alquilacdo, glicosilacdo ou oligomerizacdo (TAHARA, 2007). Os flavonoides
podem ser encontrados como agliconas ou sob a forma de glicosideos e/ou
derivados metilados e/ou acilados (SIMOES et al., 2004; HAVSTEEN, 2002;
VEITCH; GRAYER, 2008). As modificacdes no anel central dessas substancias
levam a diferenciacdo em subclasses distintas como as chalconas, flavanonas,
flavanonais, flavonas, flavonois, isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas
(VEITCH; GRAYER, 2008; BOOTS, 2008).
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Figura 05. Estrutura quimica do Estradiol (E,) e Fitoestrégenos (FE’s). Os FE’s de cada
familia sdo exemplificados pelo seu melhor representante. Os motivos fendlicos, que se
referem ao farmacofdrico de ligacdo ao receptor de estrégeno (RE), estdo coloridos em
azul. Fonte: LECLERCQ, 2010.

As isoflavonas sdo compostos quimicos fendlicos, ndo esterdides,
estruturalmente similares ao estrogénio natural, por apresentarem um anel
fendlico com um radical hidroxila no carbono 3, estrutura que Ihe confere a
capacidade de ligacdo seletiva, de alta afinidade aos receptores estrogénicos
(UNFER et al., 2004). Portanto, os derivados das isoflavonas sdo bioativos e
possuem estrutura quimica semelhante ao 17@-estradiol, principal horménio
feminino (HAN et al., 2002; ANUPONGSANUGOOL et al., 2005). Possuem
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efeito estrogénico ou antiestrogénico, dependendo da concentracdo dos
mesmos, da concentracdo dos esteroides sexuais endogenos e do érgédo-alvo
especifico envolvido na interagdo com os receptores estrogénicos. A existéncia
de dois tipos de receptores estrogénicos, alfa e beta, confere especificidade
dos diferentes Orgados-alvo aos fitoestrogénios (MORITO et al., 2002). Sao
habitualmente encontradas na soja e em varios outros tipos de frutas, vegetais,
graos e legumes (DURANTI, 2006; FUGH-BERMAN et al., 2007).

O grupo das isoflavonas € constituido pela genisteina, daidzeina,
gliciteina, biochanina A e formononetina (MINIELLO, 2003). Destas, a
genisteina e a daidzeina sdo as que apresentam atividade estrogénica mais
potente, sendo, portanto, utilizadas na maioria das pesquisas (LEPHART et al.,
2002). Aslignanas, enquanto fitoestrogenos, constituem uma classe de
dimeros e oligbmeros fenil-propandides, representados pelo enterodiol e pela
enterolactona, que derivam do secoisolariciresinol e matairesinol, ocorrendo
principalmente em sementes de linhaca, pdes de grdo integral, morango
(CORNWELL; COHICK; RASKIN, 2004). A quantidade de fitoestrogenos em
gualquer planta varia consideravelmente com base no local de cultivo, época
de colheita e condicdes de colheita, processamento e preparacdo. O
metabolismo dos fitoestrogénios em seres humanos é complexa: uma vez
ingerido, lignanas sao transformados pela microflora intestinal e convertido ao
hormbnio compostos semelhantes, enquanto as isoflavonas (que estéo
presentes na soja na forma de glicosideos) séo inicialmente hidrolisados pela
glucosidases das bactérias intestinais e, em seguida, metabolizado a
conjugados glicuronideos no intestino e figado. Assim, a biodisponibilidade de
fitoestrogénios depende da microflora intestinal (BORRELLI; ERNST, 2010).

Remédios a base de plantas sdo frequentemente usados por mulheres
para o tratamento e alivio dos sintomas da menopausa. Na maioria dos
paises eles sdo regulamentados como suplementos dietéticos, e poucos
estudos sobre sua eficacia paraos sintomas da menopausa foram
realizadas. Os principais medicamentos fitoterapicos utilizados para tratar os
sintomas da menopausa sdo Cohosh preto (Cimicifuga racemosa L.), Lapulo
(Humulus lupulus L.), Inhame (Dioscorea villosa L.), Ginseng (Panax ginseng),
Dong quai (Angelica sinensis), Oleo de primula (Oenothera biennis L.), Erva de
S&o Joéo (Hypericum perforatum L.), Ginkgo (Ginkgo biloba L.), (BORRELLI,
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ERNST, 2010); além de Kava (Piper methysticum), Vitex (Vitex agnus castus) e
Valeriana (Valeriana officinalis) (GELLER; STUDEE, 2006).

Dentre esses fitoterdpicos, a espécie Cimicifuga racemosa possui
propriedades estrogénicas relevantes nos tratamentos de deficiéncia
estrogénica, sendo um dos fitohormonios mais estudados. Segundo WUTTKE
et al. (2003) e PANAY (2007), alivia os calores, a atrofia e o ressecamento
vaginal, a palpitacdo e a ansiedade; age no hipotdlamo reduzindo a
pulsatiidade do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), previne a
osteoporose e a incontinéncia urinaria, atuando de modo semelhante ao
estriol, um derivado do estrogénio responsavel pela lubrificacdo da vagina.

Acredita-se que os fitoestrégenos produzem alguns dos efeitos do
estrogénio, porém, ndo seriam carcinogénicos. A genisteina, ao contrario,
funciona como potente inibidor da oncogénese, pois inibe a tirosina quinase
(PTK), o fator de crescimento epidérmico (EGF-R), as DNA topoisomerases | e
[I, a quinase ribossémica S6, assim como a angiogénese e a diferenciacéao
celular in vivo. Além disso, inibe a producéo de radicais livres, modula o ciclo
celular e, eventualmente, poderia estar envolvida com a ativacdo da apoptose
(BARNES; PETERSON, 1995; BANERJEE; WANG; SARKAR, 2008).

Estudos epidemiolégicos mostraram que mulheres que fazem dieta com
alto teor de soja apresentam menos ondas de calor no climatério
(MASKARINEC, 2003; KOH; LEE, 2007). Esse dado foi confirmado em estudos
clinicos com produtos nutricionais (LUKACZER et al., 2005; LETHABY, 2007;
IM, 2010) e também com isoflavonas isoladas (ASO, 2010). Numerosos
estudos em animais e em humanos mostraram seus efeitos benéficos sobre

a resisténcia a insulina, a lipidemia, o sistema circulatério e osso (BHATHENA;
VELASQUEZ, 2002; BITTO et al., 2009; DENG, 2009; CAVALLINI et al., 2009;

CEDERROTH; NEF, 2009; FERRETTI et al., 2010; GONZALEZ JIMENEZ et
al., 2010; BAHLS et al., 2011).

Como antioxidantes, os FE’s reduzem a oxidagao de lipidios, prevenindo
a arteriosclerose (SACKS et al., 2006; GRASSI et al., 2009). Em outubro de
1999, o 6rgdo Food and Drug Administration (FDA) autorizou o0 andncio em
embalagens de alimentos a base de proteina de soja, que o produto diminui o

risco de doenca cardiovascular. A concessao baseou-se em estudos que
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apontam que a adi¢cado de quantidade a partir de 25 g/dia desse composto (que
contém cerca de 50mg de isoflavonas), associada a uma dieta pobre em
gordura, levaria a reducéo do colesterol total e LDL (CLAPAUCH et al., 2002).

Nem todos os fitoestrogenos operam da mesma maneira. O resveratrol,
por exemplo, € um fitoestrégeno de uvas presente no vinho tinto e se liga ao
REa e REB com afinidade similar, porém 7000 vezes inferior ao estradiol.
Difere de outros fitoestrogenos que se liga com maior afinidade ao REP do que
0 REa. No entanto, resveratrol € um antagonista do REa, mas ndo do RE
(BOWERS, 2000).
2.4 Morus nigra Linnaeus

A familia Moraceae, comum nas regides tropicais e subtropicais dos
cinco continentes, subdivide-se em cerca de cinquenta a sessenta géneros, 0s
guais abrangem em torno de mil e quinhentas espécies, estando representada,
no Brasil, por 27 géneros com cerca de 250 espécies incluindo arvores,
arbustos, ervas ou lianas, geralmente latescentes (SOUZA; LORENZI, 2008).

Dentre esses géneros, destaca-se Morus, que € constituido de
aproximadamente 24 espécies e uma subespécie, sendo descrito pelos menos
100 variedades (MACHII et al., 2000; TUTIN et al., 1996). Uma espécie muito
popular desse género é Morus nigra L. (Figura 06), uma arvore dibica, glabra,
caducifélia ou decidua, de 3-5 m de altura, com tronco revestido por casca fina,
guase lisa, de cor acinzentada. Os ramos Sao mais ou menos horizontais com
as extremidades pendentes, formando uma copa achatada em forma de
guarda-chuva. Folhas sao alternas, glabrecentes, longas, simples, ovais, de
base obtusa a cordada, apice agudo a acuminado, margem denteadas, e nao
lobada ou mais ou menos irregularmente lobada, de 8- 12 cm de comprimento
x 5-9 cm de largura, peciolo delgado, de 1,5- 3 cm, com duas estipulas linear-
lanceoladas na base. Suas inflorescéncias sao formadas entre julho e agosto,
tanto as masculinas quanto as femininas, podendo ser do tipo racemo ou
espiga e alongada (3-6 cm de comprimento). As flores sdo pequenas,
esverdeadas, sésseis ou curtopediceladas, com sépalas ovais, cdncavas
internamente, de apice ciliados e pétalas ausentes; flores pistiladas com 2 ou 3
sépalas que envolvem o ovario, 1 estilete com 2 estigmas, ovario unilocular

com 1 6vulo; flores estaminadas com 4 sépalas e 4 estames opostos a estas.
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Os frutos sao multiplos, formados pelas sépalas desenvolvidas; séo cilindricos,
de superficie tuberculada, inicialmente vermelhos e pretos quando maduros, de
1-2cm de comprimento, de polpa carnosa e agridoce (PARANI, 1993;
LORENZI, 2003).

Figura 06. Folhas e frutos da espécie Morus nigra L (amora). Fonte: MRKVICKA, 2004.

7

A espécie Morus nigra L., é conhecida, ndo somente pelos valores
nutricionais de seus frutos, as amoras, como também por conter varios
compostos com acdo terapéutica, tanto em seus frutos, como também em
outras partes dessa planta. Morus nigra L. € conhecida popularmente como
amoreira-negra, amoreira ou amora-preta, e € uma espécie vegetal que tem
sua origem na Asia, frutificando com maior intensidade e abundancia,
sobretudo na Asia Menor e estando plenamente aclimatizada no Brasil (CRUZ,
1979; KHARE, 2007).

Sistematica botanica de Morus nigra L. (Interagency Taxonomic
Information System — ITIS, 2010):

Reino: Plantae
¢ Filo: Magnoliophyta
¢ (Classe: Magnoliopsida

e Ordem: Urticales
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e Familia: Moraceae

e Género: Morus L.

e [Espécie: Morus nigra L.

e Nome comum: black mulberry (inglés), amora ou amora-preta

(portugués).

Na medicina tradicional popular as folhas da amoreira-preta tém sido
indicadas para mulheres durante a menopausa, como terapia de reposicao
hormonal; € utlizada também com frequéncia como adstringente suave,
antiinflamatéria, antioxidante, antisséptica, calmante, cicatrizante, depurativa,
diurética, emoliente, expectorante, hipoglicémica, anti-helmintica e hipotensora,
além de ser indicada para hipercolesterolemia (VENDRUSCOLO; MENTZ,
2006; KHARE, 2007).

No Brasil, o cha de folhas de amora é largamente empregado na
medicina tradicional como repositor hormonal por ocasido da menopausa a fim
de aliviar os sintomas, principalmente os fogachos, que ocorrem neste periodo,
aléem da cefaleia e irritacdo que ocorrem no periodo pré-menstrual. Os
resultados obtidos da pesquisa etnofarmacologica confirmam a utilizacdo de M.
nigra L. no tratamento de sintomas do climatério, com apreciavel consenso de
uso popular (maior que 50%), podendo constituir um potencial produto natural
medicinal para estudos quimicos e farmacoldgicos, especialmente como fonte
de substancias com atividade estrogénica (MIRANDA et al., 2010).

Estudos farmacoldgicos pré-clinicos, mostraram que 0 extrato
diclorometano das folhas de M. nigra apresenta atividade antinociceptiva em
camundongos, em modelos classicos de dor como testes da formalina, placa
guente, imersdo da cauda, bem como nas contor¢cdes induzidas por acido
acético (DE MESQUITA et al., 2009). O extrato hidroalcodlico 50% das folhas
de M. nigra apresentou significativo efeito antiinfimatoério por reduzir o edema
de pata induzido por carragenina e por inibir a formacdo de tecido
granulomatoso em ratos, sendo associado a este efeito a presenca de
compostos como o acido betulinico, B-sitosterol e germanicol, isolados do
extrato (PADILHA et al., 2010). O prenilflavondide “morusina”, substancia

isolada da casca da raiz de Morus nigra, foi associada com a atividade
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antinociceptiva ou analgésica apresentada por essa espécie, sendo esse efeito
relacionado a sua participacdo no sistema opidide (DE SOUZA et al., 2000).

O efeito hipoglicemiante da amora vem sendo extensivamente
pesquisado. Extrato alcodlico das folhas de Morus nigra reduziu a glicose
sérica em ratos nos quais o diabetes foi induzido experimentalmente, mas nao
teve acdo em ratos normoglicémicos. Além disso, este extrato ndo alterou os
niveis de insulina em ambos os grupos de animais (ORYAN et al. 2003).
Volpato et al. (2005) descreveram o efeito hipoglicémico do extrato aquoso das
folhas de Morus nigra, porém ndo conseguiu reduzir os niveis de glicose nos
animais com diabetes induzido tratados com amora-preta em seu estudo, 0
que atribui a baixa concentracdo da dose utilizada. Recentemente, Volpato et
al. (2011) verificoaram que o tratamento com o extrato aquoso das folhas de
Morus nigra em ratos diabéticos e nao diabéticos nédo altera os niveis de
glicose; por outro lado, em ratos diabéticos, M. nigra apresentou atividade
antioxidante, por reduzir malonaldeido (MDA), produto final da peroxidacéo
lipidica, além de diminuir as concentracbes de triglicérides, colesterol e da
fracdo VLDL.

Diferentes extratos da fruta de Morus nigra como 0 suco, extratos
hidroalcodlico e polifendlico apresentaram ac&do protetora contra danos
oxidativos, por inibir glicosilacdo de hemoglobina, a hemodlise de eritrécitos
induzida por peréxidos de hidrogénio, o dano a membrana do hepatdcito e a
oxidacdo de LDL in vitro (NADERI et al. 2004). Também em relacéo ao efeito
anti-hiperglicémico de Morus nigra L. foi mostrado em preparages herbais com
outras plantas (patente No. P-9801091; Zagreb Croatia), diminuicéo
significativa dos niveis de glicose e frutosamina em camundongos diabéticos
nao-obesos induzido por aloxano e tratados com os extratos (PETLEVSKI et
al., 2001). Por outro lado, o tratamento oral subcrénico com o extrato aquoso
das folhas de Morus nigra, ndo sO confirmou o efeito hipoglicemiante do
extrato, como também produziu efeitos toxicos renais e hepéaticos em
camundongos (HEMMATI et al., 2010).

Diferentes grupos de compostos quimicos tém sido identificados no
género Morus, como os alcaloides, cumarinas, flavonoides, triterpenos e
esteroides (FUKAI; KAITOU; TERADA, 2005).
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Segundo NAKAMURA et al. (2003), os frutos de Morus contém
compostos fendlicos que apresentaram amplo espectro de atividade
bioquimica, tais como propriedades antioxidantes, antimutagénicas e
anticarcinogénicas bem como a capacidade de modificar a expressao génica.
Ercisli (2007), por exemplo, estudando o fruto de trés espécies de amoras, M.
alba, M. rubra e M. nigra, demonstrou que a amora-preta apresenta maior
conteudo fendlico e flavonoidico que as demais; além de &cidos graxos, como
acido linoleico, palmitico e oleico. A atividade antioxidante do fruto de genétipos
diferentes de M. nigra variou entre 63% e 76%. Quanto ao contetdo de acidos
organicos, o acido malico foi o mais predominante (123-218 mg/g), seguido
do acido citrico (21-41mg/g) (ERCISLIS; ORHAN, 2008). A analise das frutas
de M. nigra revelou alto teor de compostos fendlicos e de antocianinas
(OZGENA; SERCEB; KAYAC, 2009). Osteores de antocianinas totais em
frutas de amoreira estdo correlacionados com suas atividades antioxidantes
(HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO, 2008). Outros estudos também
tracaram o perfil fenolico e a atividade antioxidante dos frutos de Morus nigra.
Os compostos fendlicos antioxidantes foram determinados por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) acoplado a um espectro de massa, sendo
possivel identificar duas antocianinas (cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-
rutinoside), dois flavonoides (quercetina 3-glicosideo e rutina), juntamente
com é&cido caféico e outros derivados do &acido elagico (PEREZ-GREGORIO et
al.,, 2011). A acao antioxidante do extrato metandlico (80%) das frutas foi
verificada por meio da capacidade de sequestro do radical DPPH e por diminuir
a formacdo de lipopolissacarideos (LPO). Nas analises realizadas em
cromatografia liquida (HPLC), determinou-se que os compostos polifendlicos
presentes nos extratos de frutas sao rutina, resveratol, miricetina e
naringerina (AYDIN; YILMAZ; GOKCE, 2011).

Estudos também revelaram o alto valor nutricional dos frutos das
amoras. Morus Alba, Morus nigra e Morus rubra foram avaliadas quanto seu
contetdo fendlico, de acucar, vitamina C e atividade antioxidante de suas
frutas. O &cido organico predominante nessas espécies foi o acido malico,
seguido de acido citrico. O &cido clorogénico e a rutina foram determinados
como 0s principais constituintes fendlicos, provavelmente responsaveis pela
maior atividade antioxidante de Morus nigra (GUNDOGDU et al., 2011).
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O extrato da casca do caule de Morus nigra apresentou forte atividade
sequestradora de radicais livres. Também foi identificado nesta parte da planta
compostos fendlicos e antocianidinas (SYVACY; SOKMEN, 2004). Além
destas, foram isolados e identificados nove compostos fenélicos, como o acido
olcancdlico, apigenina, ciclocomunol, morusina, ciclomorusina, kuanon,
daucosterol, &cido ursolico e sitosterol (WANG, 2007). Wang (2008), também
isolou a partir da fragdo acetato de etila obtida do extrato etandlico da casca do
caule de Morus nigra, trés novos compostos, dois flavonoides prenilados e um
benzofurano (Morunigrol). Em 2009, Wang (2009) isolou dois novos
prenilflavonoides de M. nigra, mornigrol E e F, elucidados com base nos
métodos espectroscopicos, principalmente nas técnicas de RMN- 2D. Outros
estudos com a casca e folhas de M. nigra obtiveram-se compostos como,
oxyresveratrol estilbenoide, 2-arilbenzofurano moracina M, quatro flavonoides
isoprenilados, dois triterpenos e uma saponina esteroidal. Os compostos
fendlicos apresentaram moderada atividade antioxidante e propriedades
antibacterianas (MAZIMBA et al., 2011).

Morniga G, uma lectina relacionada a jacalina, foi purificada a partir
de casca do caule de M. nigra usando uma combinacdo de cromatografia de
afinidade e cromatografia de troca i6bnica (VAN DAMME et al.,, 2002). A
identificacdo de Morniga G e Morniga M é de grande interesse porque mostra
gue a casca da amoreira-preta € uma rica fonte de duas lectinas com
propriedades de ligacdo a carboidratos (galactose, manose e glicose) e
provavelmente de atividades biolégicas (ROUGE et al., 2003). Entre os
glicanos naturais testados para lectina, Morniga G foi o que melhor reagiu com
glicoproteinas (gps), apresentando uma alta densidade de antigenos tumorais
Tn (GalNAcalphal-Ser/Thr) e Talpha (Galbetal-3GalNAcalphal) associados a
carboidratos (SINGH et al., 2007).

A partir do extrato etandlico (95%) da raiz de M. nigra foi obtido um novo
composto, 5'- geranil - 5, 7, 2, 4'- tetrahydroxyflavone e mais 28 compostos
fendlicos ja conhecidos. Suas estruturas foram identificadas por espectrometria
de massa e espectroscopia de RNM. Nove compostos, 5'- geranil -5, 7, 2, 4'-
tetrahydroxyflavone; steppogenina -7- O- - D- dlicosideo; 2, 4, 2' 4' -
tetrahidroxichalcona, moracina N, kuwanon H, mulberrofurano G, morachalcona

A, oxyresveratrol -3'- O- (- d- glicopiranosideo e oxyresveratrol-2-O-3-d
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glicopiranosideo, mostraram melhor atividade como inibidores da tirosinase do
gue o acido kdjico, potente agente antioxidante e antitumoral (ZHENG et al.,
2010).

Recentemente foi relatado também que o 6leo da semente de Morus
nigra deve ser considerado como fonte de acidos graxos essenciais a -
tocoferol e ester6is que sao essenciais para a prevencdo de doencas
cardiovasculares (GECGEL, 2011).

Neste contexto, na medicina tradicional, apesar de poucas
comprovagOes cientificas, o uso de plantas com efeito estrogénico tem sido
uma pratica comum (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002) e, dentre as espécies
vegetais mais empregadas encontra-se a amoreira (Morus nigra L), utilizada na
forma de cha das folhas para aliviar sintomas do climatério, principalmente os
fogachos, que séao as ondas de calor, uma das principais queixas das mulheres
menopausada. Pelos relatos na literatura, estes efeitos podem estar
relacionados a presenca de constituintes flavonoidicos, especialmente as

isoflavonas, que apresentam atividade estrogénica (NOTELOVITZ, 1989).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o efeito do extrato das folhas de Morus nigra L. como terapia de

reposicdo hormonal em ratas ovariectomizadas.

3. Especificos
CAPITULO |

e Avaliar a acdo dos extratos em modelo experimental de
hipoestrogenismo.

e Investigar o efeito dos extratos nos tecidos uterinos e vaginal de
ratas ovariectomizadas.

e Determinar a toxicidade e a atividade antioxidante do extrato
hidroalcodlico de Morus nigra L.

CAPITULO I

e Avaliar o efeito crbnico do extrato no tecido mamario de ratas
ovariectomizadas.

e Avaliar o potencial fitoestrogénica in vitro do extrato hidroalcodlico
de M. nigra e de suas fragcbes em ensaios de proliferagdo com
células MCF-7.

e Identificar 0s constituintes quimicos presentes no extrato

hidroalcodlico, por meio do método de LC-MS/MS.

CAPITULO Il
e Reunir e analisar dados que validem a atividade fitoestrogénica
dos extratos vegetais ativos que possibilitem o depésito de

patente.
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Abstract

Objectives: Morus nigra L. (Moraceae) is widely used in Brazilian folk medicine to
treat menopausal symptoms. The aim of this study was to evaluate the effects of a
hydroalcoholic extract (HE) from the leaves of M. nigrain a rat model of induced
menopause. Methods: The antioxidant activity of the hydroalcoholic extract (HE) was
evaluated with the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl assay, and the extract was subjected
to phytochemical screening. The control groups, divided into sham-operated (SHAM)
and ovariectomised (OVX) rats, received 0.1 mL/100 g of saline. The rats in the test
groups were administered oestrogen-progestins (EP, 50 ug/kg; OVX-EP group) or M.
nigra HE (500 mg/kg; OVX-HE500 group) for 14 weeks. During this period, the food
intake, body weight and frequency of the oestrous cycle were measured. At the end of
the treatment, biochemical, hormonal and body weight analyses were performed, and
the histology of the uterus and vagina were analysed. Results: The M. nigra HE
contained flavonoids and a high level of antioxidant activity (94.18%) similar to that of
pure quercetin. An analysis of the oestrous cycles of the OVX-HES500 group revealed
increases of 15.2% and 26.6% in the oestrous and pro-oestrous phases, respectively,
compared with the OVX group. Ovariectomy reduced the uterine weights of the rats.
The administration of 500 mg/kg HE caused an increase of 83.8% of uterine weight
compared with the OVX group. In contrast, the EP group exhibited a 169.7% increase
in uterine weight. Upon histological analysis, the OVX animals displayed atrophic
uterine and vaginal epithelia. In contrast, the EP group exhibited hyperproliferative
epithelia, and the OVX-HE500 group was protected from severe uterine atrophy and
exhibited a slightly increased proliferation of the vaginal epithelium. Ovariectomy led
to an increase in body weight gain, but the chronic administration of 500 mg/kg HE or
oestrogen-progestins reduced the effect of castration from the 10th week of treatment. A
biochemical analysis revealed that the administration of EP and HE reduced the
triglyceride concentrations by 23.8% and 27.5%, respectively, compared with the OVX
group. Conclusion: Our findings provide evidence that the Morus nigra L. HE is a
potential source of natural antioxidants, especially flavonoids, and support its use in
folkloric medicines to manage menopausal symptoms as an alternative to hormone
replacement therapy.

Keywords: Morus nigra L., oestrogenic activity, uterus, ovariectomy, antioxidant
activity.
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1. Introduction

Natural menopause is diagnosed in women after 12 months of amenorrhea that is
not associated with any pathological cause. This hypo-oestrogenic state may adversely
affect oestrogen target tissues such as the brain, skeleton and skin, as well as the
cardiovascular and genitourinary systems. Menopause can result in an increased
frequency and severity of climacteric symptoms, such as hot flashes, depression, mood
swings, sleeping disorders, vaginal dryness and joint pain [1-3]. Thus, the “classical”
hormone replacement therapy (HRT; oestrogens and progestins) has been extensively
promoted and used during the past 25 years to relieve menopausal symptoms. However,
research has raised concerns regarding the safety of HRT, especially in women with
personal or family histories of breast or uterine cancer or other oestrogen-dependent
cancers and in women with or at risk of cardiovascular disease [4-6]. Therefore, the use
of complementary and alternative medicine, including phyto-oestrogens, for the
treatment and relief of menopausal symptoms has increased among menopausal women
during the last several years [7, 8].

Phyto-oestrogens (non-steroidal plant compounds) are naturally occurring plant
polyphenol compounds. Because of their structural similarity to mammalian oestrogens,
phyto-oestrogens may display both oestrogenic and anti-oestrogenic effects [9, 10].
There are three major classes of phyto-oestrogens: flavonoids, such
as genistein, naringenin, and kaempferol; coumestans, such as coumestrol; and lignans,
such as enterodiol and enterolactone [7, 11].

In addition to soybeans, the following botanical herbs are used as sources
of phyto-oestrogens for the treatment of menopausal symptoms: red clover, black
cohosh, dong quai, wild yam, kava and ginseng [7, 8]. In Brazil, the use of the extract
obtained from the leaves of Morusnigra L. for the treatment of climacteric
complaints has been growing in popularity. Therefore, this plant may have medicinal
potential for chemical and pharmacological studies, especially as a source of substances
with oestrogenic activity [12].

Morus nigra L. (syn. Rubus fruticosus L.; Rubus brasiliensis Mart., Morus
laevigata WALL.), a member of the family Moraceae, is native to Asia and is more
commonly known as the black mulberry. This plant has been used traditionally as an
analgesic, diuretic, antitussive, sedative, anxiolytic and hypotensive, in addition to its

use in the treatment of a variety of ailments, including inflammatory disorders [13, 14].



72

The evaluation of the pharmacological effects of crude herbal extracts, the
screening of natural products, and the discovery of new biologically active compounds
are among the current objectives of many scientific researchers and pharmaceutical
companies. The dichloromethane extract from M. nigra leaves has demonstrated a
strong antinociceptive activity in mice [15]. In contrast, the aqueous extract from Morus
nigra leaves failed to control hyperglycaemia in diabetic rats. However, M. nigra
aqueous extract treatment has shown an antioxidant effect, contributing to a reduced
incidence of internal anomalies in the offspring of diabetic dams [16]. The antioxidant
effect of three different extracts of M. nigra fruit has been shown to protect against
peroxidative damage to biomembranes and biomolecules [17].

Additionally, many active components have been found in the leaves, stems and
fruits of this plant, including flavonoids, alkaloids, coumarins, triterpenes and steroids.
It has been previously reported that chemical compounds isolated from M. nigra leaves,
including betulinic acid, B-sitosterol and germanicol, may be responsible for the anti-
inflammatory effect of the extract [18]. M. nigra fruit is a good source of several
phytonutrients and contains high amounts of total phenolics, total flavonoids and
ascorbic acid. In addition, the fruit has a pleasant, slightly acidic taste; an attractive,
dark red colour; and moderate antioxidant activity [19-21]. Two major anthocyanins
(cyanidin 3-glucoside and cyanidin 3-rutinoside) and two flavonols (quercetin 3-
glucoside and rutin), which contribute significantly to antioxidant activity, have been
isolated from M. nigra fruits, along with caffeic acid and other hydroxycinnamic and
ellagic acid derivatives [22]. The ethanol extract of M. nigra twigs yielded 10 new
isoprenylated flavonoids (nigrasins) and three known compounds, sanggenol,
cudraflavone, and macaranone. Some of these compounds promoted an increase in the
gene expression of GLUT4 protein in 3T3-L1 adipocyte cells, which is significant for
the development of new agents to maintain glucose homeostasis and treat type 2
diabetes [23]. An investigation of the M. nigra bark and leaves yielded a stilbenoid, a 2-
arylbenzofuran, four isoprenylated flavonoids, two triterpenes and a steroidal saponin.
The phenolic compounds exhibited moderate antioxidant and anti-bacterial properties
[24].

Despite the traditional and widespread use of Morus nigra L., there is little
scientific evidence of its pharmacological properties. The objective of this study was to
investigate the potential oestrogenic properties of M. nigra leaf extracts. Therefore, we

focused our investigation on the pharmacologic effects of M. nigra leaf extracts on body
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weight, degree of cornification of the vaginal epithelium, and uterotrophic potential.
Furthermore, we examined the histology of the reproductive organs and assayed the
hormonal profiles of rats with experimentally induced menopause.

2. Materials and methods
2.1. Animals and ethics

Male and female Swiss mice and female Wistar rats were used in the
experiments. Adult animals were obtained from Bioterious of the Federal University of
Maranhdo (UFMA) and were kept under standard temperature conditions (22 £ 2 °C)
and a 12-hour light/dark cycle, with water and animal feed (Labina® - Purina, S&o
Paulo, Brazil) provided ad libitum during the entire period of the experiment. The
experimental protocol was approved by the Animal Ethics Committee of the State
University of Maranhdo (N° 026/2008).

2.2. Plant material and extract preparation

Morus nigra L. leaves were collected from the UFMA (Bacanga campus), S&o
Luis, Maranh&o State, Brazil in May 2008. This material was identified as Morus nigra
L. (Moraceae), and a voucher specimen (N°. 1365) was deposited in the Prof. Dra. Berta
Lange de Morretes Medicinal Plant Garden/ UFMA.

The leaves were dried at room temperature (28-30 °C) and pulverised. The dried
powder was macerated in 70% ethanol for 72 hours at a ratio of 1:3 (v/v) with
mechanical stirring on a daily basis. The hydroalcoholic extract (HE) obtained via this
process was concentrated under vacuum with a yield of 21.9%, bottled in an amber flask
and stored at 4 °C.

2.3. Phytochemical screening

Phytochemical screening of the HE of Morus nigra leaves was performed using
standard procedures and tests to determine the presence of constituents such as
alkaloids, terpenoids, flavonoids, phenols, tannins, coumarins and saponins [25].

2.4. DPPH free radical scavenging activity

The quantification of the antioxidant activity (AA) of the HE was assessed on
the basis of the radical scavenging effect of a DPPH (2, 2-diphenyl-1-picryl hydrazyl,
Sigma) solution (0.006% w/v) prepared in 80% methanol. Different dilutions of the
extracts and standard (quercetin) totalling 2.0 mL were added to 1.0 mL of DPPH.
These solution mixtures were kept in the dark for 30 min, and then the optical density

was measured at 517 nm using an SP-2000 UV spectrophotometer. All the
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measurements were performed in duplicate. The antioxidant activity was expressed
according the following equation: AA% = (Acontrol — Asample) / Acontrol X 100 (A =
absorbance). The 1Csy values denote the sample concentration that was required to
scavenge 50% of the DPPH free radicals [26].

2.5. Acute oral toxicity study

The HE of M. nigra was administered orally as a single dose in the range of 2-
10 g/kg to different groups of mice (n = 10-15). The mice were observed for adverse
signs and symptoms 0 min, 30 min, 1, 2, 4 and 6 hours after the extract administration
and thereafter every day for 14 days [27, 28].

2.6. Bilateral ovariectomy and treatments

To study the oestrogenic property of M. nigra, adult cyclic female rats were
ovariectomised (OVX). Briefly, intact cyclic rats were anaesthetised with an
intraperitoneal injection of ketamine (90 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), and two
dorsolateral incisions approximately 1 cm long were made above the ovaries. Following
the removal of both ovaries, the skin wounds were closed bilaterally with a single catgut
suture. The sham operation (SHAM) was performed by exposing the ovaries and
placing them back into the body cavity.

After 21 days of endogenous hormonal decline (in the case of the OV X animals)
and evidence of anoestrus provided by vaginal smears, all the experimental groups (n =
8-10) were treated with the following compounds: Group I: sham-operated rats (SHAM,
10 mL saline/kg body weight); Group II: bilaterally ovariectomised rats (OVX, 10 mL
saline/kg body weight); Group IlI: bilaterally ovariectomised rats (OVX-EP, 50/25 ug
oestrogen/progestins [Natifa Pro®]/kg body weight) and Group IV: bilaterally
ovariectomised rats (OVX-HE, 500 mg Morus nigra HE/kg body weight).

2.7. Body weight and food intake

The body weights and food consumption of the rats were determined every three
days throughout the study.

2.8. Determination of the oestrous cycle phases of the rats via vaginal smears

The oestrous cycles of the adult rats were monitored as previously described
[29]. A vaginal smear was collected using a micropipette filled with 20 pL of normal
saline (0.9% NaCl) and was observed under a light microscope at 100x and 400x
magnifications. The vaginal epithelial cells were classified into three types: leukocyte
(L) cells, nucleated cells and cornified cells. The proportion of each cell type was used

to determine the oestrous phases (pro-oestrous, oestrous, metoestrous and dioestrous)



75

[30]. The appearance of cornified cells (or a majority of cornified cells) was used as an
indicator of oestrogenic activity (oestrous and pro-oestrous phases). The
metoestrous and dioestrous phases indicated the non-proliferative phase (atrophy) of the
oestrous cycle. Only rats exhibiting normal oestrous cycles were selected for this in vivo
study. Throughout the treatment period, all the rats underwent a daily vaginal smear
cytological analysis to determine the phase of the oestrous cycle.
2.9. Biochemical and hormonal analyses

After the 14-week treatment period, all the rats were deprived of food overnight
and were then sacrificed by exsanguination from the abdominal aorta under anaesthesia
(90 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine). Blood samples were collected from the
abdominal aorta and centrifuged at 3000 rpm for 10 min to extract the serum for
biochemical and hormonal profile analyses. Biochemical determinations, including total
protein, albumin, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (ALP), glucose, urea, creatinine, triglycerides, total cholesterol and
lipoprotein fractions were performed with a biochemical analyzer BIO 2000 (Bioplus®
Barueri, Brazil) spectrophotometer, using standard kits from Labtest®. The serum
oestrogen (E) and progesterone (P4) levels were assayed in duplicate using an ELISA
kit manufactured by Diagnostics Biochem Canada Inc (DBC).
2.10. Uterotrophic assay and organ weight

An uterotrophic bioassay of the bilaterally ovariectomised (OVX) female rats
was used to determine the oestrogenicity of the extract [31]. The uterine horns and body
were dissected and trimmed of fascia and fat. The uterine weight of each rat was
calculated by dividing the uterine wet weight by the body weight and multiplying by
100. The adrenal glands, kidneys, liver, hypophysis, heart and spleen were also removed
and weighed.
2.11. Histological analysis of the uterus and vagina

The uterus and vagina were collected and immediately immersed in 10% neutral
buffered formalin. For each animal, 4-um-thick paraffin sections were cut and stained
with haematoxylin-eosin for morphological examination. The measurements were
performed in cross- and longitudinal-embedded tissues, from the middle of the uterus
and away from the oviduct or cervix. The thickness of the endometrium (um), the
luminal cell height (um), the epithelial gland cell height (um) and the area of the uterine
glands (%) were determined histomorphometrically. The thickness of the vaginal

epithelium was determined using the distance between the limit of the epithelium with
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the connective tissue (basal membrane) to the surface of the outer epithelial zone along
a straight line perpendicular to the basal membrane. The histological images were
quantified using a microscope (Axioskop 40; Carl Zeiss, Gottingen, Germany)
connected to a digital camera (PowerShot A620; Canon, Tokyo, Japan) interfaced with
the ImageJ 1.44C image analysis system (National Institutes of Health, USA). For the
statistical analysis, we used the means of 10 measurements from each of 5 animals (50
measurements per group).
2.12. Statistical analysis

The results are expressed as the means + the standard error of the mean (S.E.M).
Significant differences between the control and experimental groups were assessed with
an ANOVA followed by the Newman-Keuls test, using GraphPad Prism software,
version 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Significance was set at a
level of p<0.05.

3. Results
3.1. Phytochemical screening of the material

The phytochemical evaluation of the HE of Morus nigra detected the presence
of phenols and saponins with weakly positive intensity and flavones, flavonols,
xanthones and steroids with strongly positive intensity.
3.2. DPPH radical scavenging activity

The results obtained from the analysis of the antioxidant activity of the
hydroalcoholic extract (HE) from M. nigra leaves showed that the HE was effective at
scavenging free radicals at all the concentrations tested, with a maximum antioxidant
activity (AA% max) of 94.2%. The 1Cso values indicated that the HE from M. nigra had
excellent antioxidant activity because the lower concentrations produced high free
radical scavenging activity (0.102 pg/mL). The ICsoVvalue of the standard compound
(quercetin) was 0.0078 pg/mL (Table 1).
3.3. Acute oral toxicity

The HE administered p.o. to mice at doses of 0.1-10.0 g/kg had no effect on their
behavioural responses, and we did not observe any sedation or other behavioural
changes during the observation period of 0, 4, 12, 24 hours and 14 days after
administration. No mortality was observed during 14 days of monitoring. Upon

necropsy, no significant changes or lesions were observed in the viscera of any animals.
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3.4. Body weight, abdominal fat and food intake

The initial body weights were similar among all the experimental groups. As
expected, ovariectomy promoted a significant increase in body mass, which was
completely reversed by treatment with the HE (500 mg/kg) or the EP solution. No
differences in body mass were observed among the SHAM, OVX-EP and OVX-HE
groups. The weight of the adipose tissue was also significantly lower in the OVX-EP
and OVX-HE groups (Figure 1) compared with the OV X group. The increases in body
weight were not associated with an increase in food consumption, which remained
constant for all the groups throughout the study. The mean amounts consumed by the
controls (SHAM and OVX) and the EP- and HE-treated animals were as follows: 17.91
+ 1.47 g/day, 17.70 £ 1.67 g/day, 16.16 + 1.26 g/day and 16.09 = 0.68 g/day,
respectively.
3.5. Vaginal cornification assay

All the ovariectomised (OVX) rats exhibited predominantly leukocyte-type cells
throughout the pre-treatment period after the ovariectomy, which is characteristic of
phases with reduced endogenous oestrogen. This finding was confirmed by the absence
of endogenous ovarian oestrogen production after the ovaries were completely removed.
The vaginal smears taken from all the animals demonstrated that the control SHAM
animals experienced regular oestrous cycles, whereas the control OVX group displayed
only metoestrous or dioestrous phases (in which only L-type cells were found). The oral
administration of EP (50 pg/kg) induced the cornification of the vaginal epithelium as
early as the third day of treatment and maintained the animal predominantly in the
oestrous phase until the last day of the post-treatment period. The hydroalcoholic extract
(500 mg/kg), in turn, induced the oestrous and pro-oestrous phases at 15.25% and
26.6%, respectively (Table 2).
3.6. Effects on uterine and organ weights in the OVX rats

The OVX group exhibited significant uterine tissue atrophy (0.034 + 0.002 g)
compared with the SHAM group (0.135 + 0.007 @), indicating the success of the
surgical procedure. The EP administration significantly increased the uterine weight
(0.0936 + 0.011 g) by 173.53% compared with the OV X group (0.034 + 0.002 g). The
mean uterine weight of the OVX-HE group (0.063 + 0.006 g) was significantly higher
than that of the OVX group (0.034 + 0.002 g), representing an increase of 85.29%
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(Figure 2). The tissue weights of the heart, liver, spleen, lung, kidney and hypophysis
were not significantly different among the groups (Table 3).
3.7. Biochemical and hormonal parameters

The effects of M. nigra HE on the serum biochemical composition are presented
in Table 4. There were no significant differences in the serum glucose or
cholesterol levels among the groups. The aspartate aminotransferase (AST) level was
significantly increased in the OVX group compared with the SHAM group. The
administration of HE500 resulted in normal AST levels compared with the SHAM
group. The administration of oestrogen-progestins and HE to the OVX rats decreased
the triglyceride and VLDL concentrations compared with the SHAM group. The
other biochemical parameters of the OV X-control animals and the oestrogen-progestin-
and HES500-treated animals were similar to those of the SHAM control animals (Table
4),

As expected, the ovariectomised rats had significantly decreased E, levels
compared with the SHAM group (54.58 + 4.07 and 96.58 + 5.98 pg/mL, respectively).
Treatment with oestrogen-progestins significantly increased the serum estradiol
concentration (91.88 £ 3.75 pg/mL) compared with the OVX group. No changes in
estradiol levels were observed following treatment with 500 mg/kg HE (62.00 + 4.17
pg/mL) compared with the OVX group. Conversely, the levels of progesterone were
similar in all the groups (Table 5).

3.8. Histomorphometric analyses of the uterine and vaginal epithelial development

The uterine tissue was examined in cross and longitudinal sections, including the
endometrium, lumen and uterine glands. Under light microscopy, neither pathologic
changes nor architectural or proliferative abnormalities were observed in any of the
sections. There was a regression (marked atrophy) of the uterine endometrial epithelium
in the OVX group (Figure 3B). Upon EP treatment, all the uterine structures were
hypertrophic and displayed extensive proliferation of the endometrial luminal
epithelium and the stroma (Figure 3C). The ovariectomised rats treated with M. nigra
HE exhibited a slight stimulation of the uterine histoarchitecture (Figure 3D). The
general histological features of the vaginal squamous epithelium of the OVX-EP group
closely resembled those of the SHAM rats. These effects were accompanied by
hyperplasia of the vaginal epithelium. After a 14-week administration of HE (500
mg/kg) or EP, the OVX-HE and OVX-EP rats displayed a reversal of the vaginal

atrophy and cytoplasmic vacuolisation of the vaginal epithelium (Figure 4).
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A quantitative comparison of the longitudinal and cross sections of the uterus
revealed that the endometrium of the OV X group was dense and thin (155.7 + 0.40 um)
compared with that of the SHAM group (330.3 £ 0.73 um). There was little, if any,
interstitial space between the stromal cells. The glands were small and closed. The
cuboidal luminal (15.5 + 0.19 pm) and glandular (9.4 + 0.33 um) endometrial epithelia
were characterised as atrophic. The uteruses of the SHAM group displayed
monostratified cylindrical cells in the luminal (38.09 = 0.65 um) and glandular (27.7 £
0.54 pm) epithelia.  Treatment  with  oestrogen-progestins  (OVX-EP)
significantly increased the endometrial thickness (304.7 £ 0.57 um) and the structure of
the luminal (60.5 + 1.67 pm) and glandular (33.3 = 0.48 um) epithelia by 95.6%,
290.8% and 252.8%, respectively, relative to the OVX group (p<0.001). Similarly, M.
nigra HE (500 mg/kg) tended to increase the endometrium (1.23-fold), although this
was not statistically significant. However, M. nigra HE significantly increased the
luminal epithelium thickness and the glandular area, although the magnitude of the
increase was lower than that induced by EP treatment. A graphical representation of the
vaginal epithelial heights (Figure 4C) shows that EP administration increased the
vaginal epithelial height by 347.3% (from 12.6 + 0.53 um to 57.7+ 1.5 pm, p<0.01).
Following treatment with M. nigra HE, the vaginal epithelial height (37.3 £ 1.77 um)
was increased by 189.0% at 500 mg/kg BW/day compared with the OVX group (12.9 +
0.53 um), p<0.01 (Table 6).

4. Discussion

The present study was an investigation of the effects of M. nigra L. leaves as a
natural alternative to hormone replacement therapy and treatment for menopausal
symptoms, particularly hot flashes. Although there is little scientific evidence
supporting the use of this plant in this context, the use of plants with oestrogenic effects
is a common practice in folk medicine [32].

We used ovariectomised (OVX) rats, which are widely employed as an animal
model of menopause, to study oestrogen withdrawal and replacement. Many
phenomena observed in this rat model are similar to those that occur in postmenopausal
women [10]. Furthermore, the biochemical and physiological changes that occur with
the removal of rat ovaries are comparable to those observed in menopausal women [33].

Throughout the treatment period, vaginal cytology was performed to determine

the oestrogenic activities of synthetic oestrogens [34] and phyto-oestrogens [35]. These
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substances may affect the oestrous cycle and cause several physiological and
morphological changes in the uterus, ovaries, and vagina. In rats, the cycle is completed
and recurs at 4-5-day intervals [36]. In our study, all the OVX rats exhibited only
leukocyte-type cells throughout the pre-treatment period after ovariectomy. This was
confirmed by the finding that after the ovaries were completely removed, no
endogenous ovarian oestrogens were produced, which suggests that the oestrogen levels
are low and the oestrous cycle is blocked in the dioestrous phase, as reported by
Westwood [37]. However, the vaginal smears from all the animals in our control SHAM
group indicated the presence of regular oestrous cycles, whereas the control OVX group
displayed only nonproliferative phases (metoestrous or dioestrous). In contrast, the oral
administration of oestrogen-progestins (50 ug/kg) induced a cornification of the vaginal
epithelium and maintained the cornified cells until the final day of the post-treatment
period. The hydroalcoholic extract of M. nigra (500 mg/kg) induced a significant
modification of the wvaginal smear that indicated prolongations of the pro-
oestrous and oestrous phases of 26.6% and 15.2%, respectively (Table 2). Plant
extracts that have been used to reduce the symptoms of menopause and that contain
high levels of isoflavones, such as Angelica sinensis (Oliv.) Diels and Trifolium
pratense L., have also induced a prolonged oestrous phase of the vaginal epithelium in
OVX rats, suggesting the oestrogenic nature of the extracts [38, 39].

Furthermore, we carefully measured the serum oestrogen (E) and progesterone
(P4) to exclude a possible source of endogenous hormones and to thus ensure that the
results obtained from the cytological analysis were due exclusively to the administration
of M. nigra extract or oestrogen-progestins. The hormonal profiles in our study showed
that the ovariectomy significantly decreased the plasma E, level (OVX group)
compared with the SHAM group. However, these levels were in the physiologic range
in the OVX-EP and SHAM groups. The M. nigra HE treatment maintained a low level
of estradiol. The progestogen levels were similar among all the groups (Table 5). This
finding is consistent with those of Parhizkar [40], who reported vaginal cornification in
OVX rats following Nigella sativa L. supplementation despite the presence of low
levels of E,, indicating the oestrogenic activity of these plants. Furthermore, the vagina
is the target of oestrogenic substances that induce the proliferation and cornification of
the epithelium; these are desired oestrogenic effects because lactobacilli use these cells
to produce lactic acid, which keeps the vaginal milieu acidic and prevents ascending
infections [41].
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The use of uterotrophic assays in OVX rats is another classical method to
demonstrate the oestrogenic activity of chemicals or natural compounds [42]. Our study
showed that the administration of M. nigra HE to OVX rats for 14 weeks significantly
increased the uterine weight compared with the control (OVX group). However, the
uterine weight increase was significantly lower than that of the OVX-EP group, which
indicates that the plant exhibited only weak oestrogenic effects (Figure 2). Studies of
other plants that contain potential phyto-oestrogens, such as Morinda citrifolia and an
herbal formula composed of Lycii fructus, Rehmanniae radix, Morus alba and Carthami
flos, have also demonstrated weak oestrogenic effects, as reflected by changes in uterine
weight [43, 44].

Published studies have reported that ovariectomised rats display an oestrogen
deficit, which promotes the atrophy of the uterus and reproductive tract; the
administration of oestrogenic substances to ovariectomised rats leads to uterotrophic
effects, vaginal cornification, increased glycogen and proliferative changes in the
uterine endometrium [45]. In the uterus, oestrogen stimulates endometrial proliferation,
which may result in endometrial hyperplasia and, eventually, neoplasia [46].
Furthermore, in humans, the endometrial glandular diameter during the proliferative and
secretory phases has been correlated with the levels of oestrogen and progesterone.
Morphometry has also been applied to the analysis of gland morphogenesis in animals
depleted of uterine glands [47].

In our study, rats that were ovariectomised and not treated with Morus nigra or
oestrogen-progestins  exhibited dramatic decreases in vaginal and uterine
histomorphometric parameters (glandular epithelial height, endometrial thickness, and
glandular diameter and area) compared with the SHAM and OVX-EP groups, both of
which exhibited uterine and vaginal hypertrophy. However, the OVX-HE500 group
avoided severe atrophy of the uterus and displayed increases in the luminal and
glandular area and the vaginal epithelium (Table 6). Furthermore, the administration of
M. nigra HE (500 mg/kg) significantly prevented the atrophy of the vaginal epithelium.
We also noted vacuolation of the vaginal epithelial cells, which implied an increase in
mucopolysaccharide (glycogen) content [48]. If these findings are extended to humans,
they may be of benefit to women who experience vaginal dryness after menopause
(Figure 4). The positive effects of M. nigra HE are most likely due to the high content
of flavonoids and/or esteroids and other previously identified phenolic compounds

present in M. nigra leaves [22, 49].
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There are several classes of phyto-oestrogens: the steroidal oestrogens found in a
few plants and the more ubiquitous phenolic oestrogens, isoflavones, coumestans and
lignans. Other classes of phyto-oestrogens that have been reported include
anthraquinones [50], chalcones [51], flavones [52], prenylflavonoids [53] and saponins
[54]. Two new prenylflavonoids (mornigrol E and mornigrol F) have been isolated
from M. nigra [55]. Furthermore, the stem, bark and wood of M. nigra have yielded the
stilbenoid oxyresveratrol, four isoprenylated flavonoids, two triterpenes and the
steroidal saponin B-sitosterol-3-O-f-D-glucoside [24]. These observations suggest that
the influence of the M. nigra extract on the uterus is due its oestrogen-like capacity,
which can also be linked to the steroids and flavonoids found in the phytochemical
analysis of our extract. Therefore, the results of the vaginal cytology and uterotrophic
assays were corroborated by the histological analysis of the uterus and vagina. This
qualitative and quantitative analysis of oestrogenic activity was based on analyses of
longitudinal and cross sections of uterine tissue, including measurements of the
endometrium, lumen, and gland number.

There are reports in the literature that plant extracts containing high levels of
anthocyanins and other flavonoids demonstrate high radical scavenging activity when
assayed with the DPPH method [56]. After the presence of flavonoids in M. nigra
HE was verified, we investigated their potential antioxidant activity. Our examination of
the antioxidant activity of M. nigra extract with the DPPH assay revealed that this
extract exhibited potent antioxidant activity (Table 1). This finding may be due to the
flavonoid content in the HE. Other researchers have demonstrated a positive correlation
between the high flavonoid content of M. nigra and its ability to scavenge oxidants and
free radicals [49, 57]. In addition, the leaves of other plants, such as
Mucuna sempervirens, are rich in flavonoids that have been identified as the
main antioxidant compound using the DPPH assay. Data obtained from an MVLN cell-
based assay (using bioluminescent MCF-7-derived cells) showed that flavonoids
have oestrogenic activity [58]. Thus, research has demonstrated a positive correlation
between the antioxidant activity and isoflavone content of plants [59, 60].

It is well known that ovariectomy, the bilateral removal of the ovaries, results in
a reduction in circulating oestrogen and consequently promotes weight gain in rodents
[61]. The OVX group in the present work gained significantly more weight than the
other groups throughout the study period. In contrast, oestrogen-progestin or M. nigra

HE (500 mg/kg) treatment significantly decreased body weight. Furthermore, the
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weight of the abdominal adipose tissue was also significantly lower in the OVX-EP and
OVX-HE groups than in the OVX group (Figure 1), which is likely because adipose
tissue is responsive to oestrogen and expresses oestrogen receptors [62], which are
responsible for the modulation of lipogenesis in this tissue [63]. However, there were
no significant differences in food intake among the groups, indicating that food
consumption levels do not reflect changes in the amount of adipose tissue. These data
suggest that the extract improved obesity without causing hypophagia in the OVX rats,
which was possibly due to improved lipid metabolism.

In addition to its effects on adipose tissue, the oral administration of M. nigra
leaf HE reduced triglycerides and VLDL. Several studies have reported a similar lipid-
lowering activity of the ethanolic extract of Morus alba leaves. This extract was shown
to lower hepatic lipids and body weight in diet-induced obese mice [64] and to decrease
blood glucose and plasma triglycerides in the db/db mouse model [65]. The
administration of the fruit to rats resulted in significant declines in the levels of serum
and liver triglycerides, total cholesterol, and serum low-density lipoproteins [66]. In
diabetic rats, M. nigra aqueous extract reduced cholesterol, triglyceride and VLDL
levels and decreased body weight [16]. These effects can be attributed to the extract’s
phytoconstituents, such as its phenolic ingredients, which have also been reported for
other plant extracts.

Additionally, the acute toxicity study indicated that the HE of M. nigra is not
toxic when orally administered in a single dose to experimental animals. As has been
previously shown for acute toxicity testing procedures, a dose of 2 g/kg of body weight
is considered to be the "limit test” [67]. As the effective dose used in this study (500
mg/kg, p.o.) was 20 times lower than the highest dose used in the acute toxicity test (10
g/kg), we can consider this extract safe. Additionally, the liver and
kidney biochemical parameters were normal, and there were no significant differences
in the internal organ weights (Table 3).

In conclusion, the present study clearly provides evidence that the Morus nigra
L. hydroalcoholic extract contains biologically active compounds with potent
antioxidant activity that have slight uterotrophic effects and effects on the
maturation of the vaginal epithelium. These compounds also regulate body-weight gain
and lipid metabolism and have been shown to be safe. Although more preclinical
studies are needed, this herbal plant has the potential to be a good alternative

phytopharmaceutical product for pre- and postmenopausal women.
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Table 1. Antioxidant capacity of hydroalcoholic extract from Morus nigra L. leaves compared
with the positive control quercetin, including the AA% maximum values and the ICs, of the
plant extract.

% Inhibition
Quercetin HE

(Mean + SD) (Mean + SD)
0.5 pg/mL 76.81 £ 3.52 64.51 + 3.15*
2.0 pg/mL 83.11 £1.58 82.23+1.21
6.0 pg/mL 91.03+0.33 91.75 +£2.87
10 pg/mL 95.69 +1.21 94.18 + 3.05
1Csq (ug/mL) 0.0078 0.102*

All data represent the means of triplicate measurements + standard deviation. The means that do not share
a common letter in the columns were significantly different (at *p < 0.05) from the quercetin control.

Table 2. Effects of the hydroalcoholic extract from Morus nigra L. leaves on the oestrous
cycles of Wistar rats.

Oestrous cycle Frequency of the oestrous cycle phases (%)

phases SHAM OVX OVX-EP OVX-HE500
PRO-OESTROUS 17.6 0 17.89™ 26.6""
OESTROUS 26.8 0 79.48"" 15.25""
METOESTROUS 12.1 24.6 0" 32.27°7
DIOESTROUS 43.4 75.4 2.63"" 25.88""

The data are the means = S.E.M. (n=8-10). Values were considered significant at *p<0.001 compared
with the SHAM group or **p<0.001 compared with the OVX group (ANOVA, Newman-Keuls test).

Table 3. Effect of the hydroalcoholic extract from Morus nigra L. leaves on the average organ

weights in Wistar rats.

Organ weights

(9/100 g) SHAM OovX OVX-EP OVX-HE500
Heart 0.389 +0.008 0.357+0.01 0.359+0.013 0.365 +0.016
Liver 2.839+0.28 2.186 +0.05 2.540+£0.11 2.202 £0.05

Kidneys 0.599+0.03 0.528 + 0.008 0.617+£0.02 0.508 + 0.01

Adrenal glands  0.022 + 0.0008 0.018 +0.001 0.024 + 0.001 0.025 + 0.002
Spleen 0.240 + 0.009 0.234+0.01 0.248 +0.004 0.237 £0.01
Hypophysis 0.003+0.0003 | 0.002 +0.0009 0.0009 + 0.0004 0.003 + 0.0005

The data are expressed as grams/100 grams weight (g/100 g). The values correspond to the weight of

both kidneys and adrenal glands (right and left). The values are the means + S.E.M. (h=8-10). Control:
SHAM-operated rats; OV X: ovariectomised rats; OVX-EP: ovariectomised rats administered oestrogen-
progestins (EP); and OV X-HE500: ovariectomised rats administered HE 500 mg/kg for 14 weeks.
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Table 4. Effects of the hydroalcoholic extract of Morus nigra L. leaves on serum biochemical
parameters in Wistar rats after 14 weeks of treatment.

Biochemical GROUPS
parameters SHAM OVX OVX-EP OVX-HE500
Glucose (mg/dL) 152.4+5.3 154.0+5.2 143329 150.0 £ 2.0
Cholesterol (mg/dL) 76.7+2.3 755+3.6 68.8 + 3.7 71.6+5.1
HDL (mg/dL) 31.2+1.9 29.0+0.9 30.0+0.6 29.6 +1.29
LDL (mg/dL) 37.5+2.4 38.9+3.7 33.1+£35 36.5+6.0
VLDL (mg/dL) 7.8+0.2 75+0.3 5.7 + 0.4%* 5.5+ 0.5%* "
Triglycerides (mg/dL) ~ 39.2+1.2 37.7+15 28.7 £2.4%=% 27542 gre
Urea (mg/dL) 58.0 + 1.2 58.1+0.8 58.3+0.8 59.6 £ 0.9
Creatinine (mg/dL) 0.5+ 0.05 0.6 + 0.02* 0.5+0.01 0.4+0.02"
Total protein (g/dL) 7.6+0.20 7.1+0.26 7.07+0.20 7.08 +0.14
Albumin (g/dL) 2.23+0.02 2.14 +£0.04 2.19+0.01 2.25+0.07
ALP (U/L) 70.6 £ 1.56 64.25 +1.92 67.55+ 2.4 69.76 + 2.33
AST (U/L) 103.3+12.2  156.7+13.9**  166.4 + 3.5** 97.6 +£10.7%
ALT (U/L) 63.0 +10.5 71.0£5.0 80.6 +1.8 73.7+7.6

The data represent the means = S.E.M. (n = 8-10). Values were considered significant at *p<0.05
compared with the SHAM group; **p<0.01 compared with the SHAM group; “p<0.05 compared with
the OVX group; or #p<0.01 compared with the OVX group (ANOVA, Newman-Keuls test). HDL =
high-density lipoprotein, LDL = low-density lipoprotein, VLDL = very low-density lipoprotein, ALP =
alkaline phosphatase, AST = aspartate aminotransferase and ALT = alanine aminotransferase.

Table 5. Effects of the hydroalcoholic extract of Morus nigra L. leaves on serum hormonal
parameters in Wistar rats after 14 weeks of treatment.

GROUPS

SHAM oVvX OVX-EP OVX-HE500
Oestradiol, E, (pg/mL) 96.58+5.98 54.58+4.07°  91.88+3.75"  62.00+4.17"
Progesterone, P, (ng/mL) 9.88 +2.40 10.13+3.12 1414 +2.43 13.97 £+ 1.04

The data represent the means + S.E.M. (n = 8-10). Values were considered significant at **p<0.01

compared with the SHAM group or *p<0.01 compared with the OVX group (ANOVA, Newman-Keuls
test).

Hormone

Table 6. Histomorphometry of the uterine and vaginal epithelium in ovariectomised rats after
14 weeks of treatment with the Morus nigra L. HE.

PARAMETER SHAM OVX OVX-EP OVX-HE500
Endometrium thickness (um) 330.3+£0.73 155.7 £ 0.40** 304.7 +0.57% 192.6 +0 .77
Lumen epithelial cell height (um) ~ 38.09 + 0.65 15.49 £0.19**  60.54 + 1.67*** 26.05 + 0.37%

Mean gland area (um?) 405.4+3204 1609 £17.76**  907.7 + 77.84" 386.2 + 46.54™
Gland epithelial cell height (zm) 27.77+0.54 9.45+0.33** 33.34 +0.48" 21.81 +0.36"
Number of uterine glands 7.45 £ 0.47 57+07 4.60 +0.60° 6.22+1.18
%Uterine glands 15.91+0.91 4,75 + 0.49** 29.95 + 3.14" 11.44 +1.38"

Vagina epithelium thickness (um)  50.66 + 1.60 12.92 + 0.53** 57.79 + 1.49" 37.34 + 1.77**"

The data represent the means £ S.E.M. (n = 5). Values were considered significant at *p<0.05 compared
with the SHAM group; **p<0.05 compared with the SHAM group; “p<0.05 compared with
the OVX group; or *p<0.05 compared with the OVX group (ANOVA, Newman-Keuls test).
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Figure 1. Changes in the body and adipose tissue weights of the rats. (A) Body weight and (B)

adipose tissue weight.

SHAM (O), ovariectomised (OVX) (®), OVX-EP (W) and OVX-HE500 (). Each bar represents the
mean + S.E.M. (n = 8-10). *p < 0.05 vs. OV X control (ANOVA, Newman-Keuls test).
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Figure 2. Uterine wet Vveights after 14 weeks of treatment with saline, oestrogen-progestin drug (50
ng/kg) or the Morus nigra L. hydroalcoholic extract (HE500). Each bar represents the mean = S.E.M.
(n = 8-10). **p<0.01 compared with the SHAM group; *p<0.01 compared with the OVX group; or
#p<0.05 compared with the OVX group (ANOVA, Newman-Keuls test).
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Figure 3. Effects of Morus nigra L. on uterine morphology in rats. Cross sections of uterus and
endometrium from equivalent regions. In the SHAM group, the endometrium consisted of tall, single-
layered epithelial cells with mitotic figures; the stromal cells of the endometrial lamina propria were well
organised and spindle-shaped. In the OV X control, the uterus was atrophic with a cuboidal endometrial
epithelium, the endometrium contained cuboidal inactive cells and the stroma was less cellular. In the
OVX-EP group, all the structures were hypertrophic and hyperplastic, and the endometrial epithelium was
multilayered, with squamous metaplasia. In the OVX-HE500 group, M. nigra administration resulted in a
partial reversal of uterine atrophy. The uterine lumen (L), gland (G), stroma (E), and myometrium (M) are
indicated. (H&E, 100x magnification; scale bar=50 pm).
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exhibited more than 6 layers of the normal epithelial cellular lining. B: The OV X control group displayed
an atrophic vaginal epithelium composed of a few layers of flattened cells. C: The OVX-EP group was
characterised by hyperplasia and hypertrophy of the vaginal epithelium, with cornified cells (CC) and
cytoplasmic vacuolisation (CV). D: The OVX-HE group exhibited a moderate reversal of the vaginal
atrophy after 14 weeks of M. nigra administration (HE-500 mg/kg). (H&E; 100x magnification; VE:

vaginal epithelium-stratified squamous; LP: lamina propria; scale bar=16.5 um).
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ABSTRACT

Despite the wide use of the leaves of Morus nigra L. for the treatment of menopausal
complaints, surprisingly little is known on their potential estrogenic properties and
about their safety. In this study, we investigated treatment-related changes in mammary
gland histomorphology and structure after the oral chronic administration of M. nigra
hydroalcoholic extract (HE) to ovariectomized (OVX) rats and our estrogenic activity
using MCF-7 breast cancer cell proliferation model was determined by measuring MTT
assay. The HE was fractionated with hexane (HF), chloroform (CF), ethyl acetate (EtF)
and methanol/water (MWF) and the liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometer (LC-MS/MS) studies of M. nigra HE were performed. OVX rats were
treated with either the vehicle, the M. nigra HE (OVX-HE 500mg/kg) or estroprogestins
(50ug/kg), for 14 weeks, by oral route, and a SHAM control group (SHAM) was also
included in the study. The histomorphometry showed a larger area of mammary
parenchyma in the OVX-EP group (3.232 + 218.2 mm?; p<0.05) compared with OV X-
group (915.1 + 117.0 mm?) and M. nigra HE did not stimulate cell proliferation in the
mammary glands (p>0.05) compared with OVX-group. M. nigra HE also stimulated
proliferation of MCF-7 cells only in low concentration. These data indicate that M.
nigra HE acts as a weak phytoestrogen and protects against proliferation in human
breast carcinoma MCF-7 cells. LC-MS/MS analysis of M. nigra HE in comparison with
literature showed that the main components that have been detected so far are
flavonoids (quercetin and kaempferol) and chlorogenic acids (caffeoylquinic and
dicaffeoylquinic acid isomers). In conclusion, the administration of M. nigra HE at high
dose had no trophic effect on the mammary glands of rats and the lack of proliferative
effects of M. nigra extract on estrogen-sensitive breast cancer cells in vitro suggests a
favorable safety profile for use in women with a history of breast cancer.

Keywords: Morus nigra L.; LC-MS/MS; glycosylated flavonoids; MCF-7; mammary
glands.
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INTRODUCTION

Hormone therapy (HT)is a widely prescribed for the management of
menopausal symptoms. However, the safety of estrogen replacement for women with
endometrial (Beral et al., 2005) and breast (WHI, 2002) cancers has been questioned
after reports that estrogen stimulates proliferation of estrogen-receptor positive tumors.
On the basis of this concern, it has been recommended that women with estrogen-
sensitive cancers seek alternative methods for alleviating menopausal symptoms
(Borrelli and Ernst, 2010).

Recently, the estrogenic activity of isoflavones, lignans, and coumarins, which
are widely distributed in vegetables, fruits, and medicinal plants, have been well
investigated and these compounds are generally called phytoestrogens (Sunita et al.,
2011). They are nonsteroidal, naturally occurring phenolic compounds that can be
divided into two groups: firstly, the flavonoids that are further subdivided into
isoflavones, coumestans, and prenylflavonoids; and secondly, the nonflavonoids,
comprising the lignans. All are polyphenols that have a structural similarity to estradiol
and possess estrogenic activity due to having a similar ring as that of estradiol and
possessing two hydroxyl groups at positions that afford the correct distance between
them to facilitate binding to the estrogenic receptor (Zand et al., 2000). Phytoestrogens
with oestrogen-like activities derived from various plants could have beneficial roles in
treating human oestrogen deficiency (Lim et al., 2011). These compounds have a wide
range of hormonal and nonhormonal activities in animals or in vitro tests, and these
suggest possible mechanisms for potential physiologic effects of diets rich in
isoflavones in humans (Cassidy and Faughnan, 2000). Such constituents are present in
some plants such as soybean (Glycine max L.) (Nahas et al., 2007), black cohosh
(Cimicifuga racemosa L.), ginseng (Panax ginseng C.A. Mey.) and red clover
(Trifolium pretense L.) (Cheema et al., 2007) that are popular alternative treatment
options available for relief of menopausal symptoms. However, based on their
mechanism of action of some of these plants can have side effects similar to estrogens
(Liu et al., 2001), thereby increasing the risk of tumor growth and estrogen-receptor
positive cell proliferation (Charland et al., 1998). As such, it is important to evaluate the
estrogenic effects of alternative therapies.

The ability to precisely measure proliferation in the rat mammary gland is of key
importance for preclinical safety testing of pharmaceuticals. Currently, evaluating

mammary epithelial proliferation is complicated by the absent or conflicting data about
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the effects on proliferation of physiological, patophysiological and anatomical factors
such as the estrous cycle, age, pseudo-pregnancy and gland localization. This lack of
knowledge is of concern, as these physiological, patophysiological and anatomical
factors might overshadow possible minor increases in proliferation associated with
compound-mediated preneoplastic changes (Hvid et al., 2012).

Morus nigra L. (Moraceae), a traditional herbal plant used for treatment of
menopausal symptoms in Brazil, was selected for the present study. The plant is a rich
source of flavonoids including prenylflavonoids (mornigrol E and mornigrol F) (Wang
et al., 2009), anthocyanins (cyanidin 3-glucoside and cyanidin 3-rutinoside) and
flavonols (quercetin 3-glucoside and rutin) (Pérez-Gregorio et al., 2011). The
investigation of M. nigra bark and leaves yielded a stilbenoid, a 2-arylbenzofuran, four
isoprenylated flavonoids, two tritepenes and a steroidal saponin (Mazimba et al., 2011).
Dichloromethane  extract from leaves of M. nigra  demonstrated a
stronger antinociceptive activity in mices (de Mesquita Padilha et al., 2009) and
aqueous extract had antioxidant effect, contributing to reduce incidence of internal
anomalies in offspring from diabetic dams (Volpato et al., 2011). Moreover, an herbal
formula developed in China to treat perimenopausal symptoms, Menoprogen (MPG),
comprises the herbs Lycii fructus, Rehmanniae radix, Morus alba and Carthami flos,
which are commonly used in traditional Chinese medicine. MPG clinically elevates
blood estrogen levels and is regarded as useful for improving menopausal symptoms
(Ma et al., 2010).

The estrogenic effect of M. nigra, as moderate reversal of vaginal atrophy, has
been hypothesized, but no clear in vitro and in vivo data has been shown (Silva et al.,
2012). So, the purpose of this study was to extend our previous observations on the
effects of M. nigra hydroalcoholic extract in the rat postmenopausal model.
Specifically, the following experiments were undertaken to provide additional insight
into treatment-related changes in mammary gland histomorphology and structure after
the administration of M. nigra to ovariectomized rats. Moreover, we evaluated the effect
of M. nigra HE on the proliferation of estrogen-dependent breast cancer cells (MCF-7)
in vitro in an effort to further characterize its mechanism of action and to assess the
safety of M. nigra HE for the treatment of menopausal symptoms in patients with a
history of estrogen receptor positive mammary cancer. In addition, to determine the
flavonoids in the extract of M. nigra using liquid chromatography coupled with ions

pray mass spectrometry in tandem mode (LC-MS/MS).
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MATERIALS AND METHODS
Plant Material, Extraction and Fractionation Procedure

Morus nigra L. leaves were collected from area at Federal University of
Maranhédo - UFMA (Campus Bacanga), Sdo Luis, Maranhao State, Brazil in May 2008.
This material was identified as Morus nigra L. (Moraceae) and a voucher specimen (No
1365) was deposited in the Proff. Dra. Berta Lange de Morretes Medicinal Plant
Garden/ UFMA.

The leaves were dried at room temperature (28-30 °C) and pulverized. The
powder was macerated in 70% ethanol at room temperature in a proportion of 1:3 (v/v)
with mechanical stirring, on a daily basis. The hydroalcoholic extract (HE) was obtained
from this process, bottled in an amber flask and kept under refrigeration at 4°C (yield
21.9%). The HE was fractionated with increasing polarity using hexane (hexane
fraction, HF), chloroform (chloroform fraction, CF), ethyl acetate (ethyl acetate
fraction, EtF) and methanol/water-1:1 (methanol/water fraction, MWF), under shaking
for 30 min. The fractions were dried under vacuum and freeze-dried and were
equivalent, respectively, to 5.24%, 3.61%, 2.27% and 73.05% of the dry HE.

High performance liquid chromatography- diode array detector-electro spray
ionization-mass spectrophotometer (HPLC-DAD-ESI-MS) Analysis

The hydroalcoholic extract of M. nigra leaves were analyzed by HPLC-
DAD (LC-10AD, Shimadzu) with photodiode array detector coupled with mass
spectrometry (LC-MS/MS,  Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus),  with  analyzer
quadrupole ion trap and electrospray ionization (ESI). An aliquot
of 15 pL samples were diluted in Milli-Q water 0.1% formic acid and analyzed
by HPLC-DAD, using as mobile phase: Milli-Q water (Millipore) (eluent A) with
0.1% formic acid (Merck) and acetonitrile (HPLC, Merck) (eluent B), using the
analytical column reverse phase C18 (250 mm x 4.60 mm, 5 um). The analysis
was performed using dilution gradient, starting with 95% A and 5% B (1 min), 100%
B (45min) and 100% B (60 min),  withtotal time  of 60 min. The mass
spectra were obtained  in negative mode, using ultra-pure nitrogen as nebulization
gas flow of 5.0 L / min, pressure 27 psi, 2.5 kV potential, and temperature of 300°C and
mass flow of 1.0 mL / min, low resolution, in the range 100 to 3000 m/z. Identification

of constituents was made by comparison of their spectra with spectra from the literature.
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Animal protocols for in vivo studies

Female Wistar rats (10 - 11 weeks old, 210 - 220 g) from the species Rattus
norvegicus were used in the experiments. The protocol for these experiments was
approved by the Animal Ethics Committee of the State University of Maranh&o (N°
026/2008). All rats were allowed free access to water and pelleted commercial diet
during the experimental period. The light/dark cycle was 12 h light and 12 h dark. All
rats were ovariectomized (OVX) or sham-operated (SHAM) 21 days before treatment,
and randomly divided into groups of 5 rats each: Group I: Sham operated rats (SHAM,
saline-10 mL/kg body weight); Group I1: Bilaterally ovariectomized rats (OVX, saline-
10 mL/kg body weight); Group Ill: Bilaterally ovariectomized rats (OVX-EP,
estrogen/progestins-  50/25 ug/kg; Natifa Pro®) and Group IV: Bilaterally
ovariectomized rats (OVX-HE, Morus nigra HE 500 mg/kg). After 21 days, time
required to deplete the action of endogenous sex steroids and enter into phase
hypoestrogenism; all treatments were given by oral gavage for 14 weeks for HE. After
24 h of last treatment, all the animals were given a xylazine (10 mg/kg) and ketamine
(90 mg/kg) mixture intraperitoneally injected and the first inguinal pair of breasts was
removed.
Mammary Gland Histology

The abdominal inguinal mammary glands were collected and immediately
immersed in 10% neutral buffered formalin. For each animal, 4 um-thick paraffin
sections were cut and stained either with haematoxylin—eosin for morphological
examination. Histologic responses were quantified using a microscope (Axioskop 40;
Carl Zeiss, Gottingen, Germany) adapted to a digital camera (PowerShot A620; Canon,
Tokyo, Japan) interfaced with an image analysis system ImageJ 1.44C (national
Institute of Health, USA). The parameters of estrogenic effects in the in the mammary
glands, we determined the degree of luminal formation and the presence or absence of
secretion. For statistical analysis, we used the means of 10 measures from each animal
for 5 animals (50 measurements per group).
MCF-7 Cell Proliferation Assay

To evaluate the effect of extract and various solvent fractions on cell
proliferation, MTT assay was performed. The extracts were filtrated through a 0.2 pum
pore-size membrane filter (Millipore) and stored at 4°C. MCF-7 cells (human breast
carcinoma cell line; expresses endogenous ERo) were grown in T-25 flasks (25 cm?) in

culture medium consisting of RPMI-1640 with phenol red, supplemented with 10%
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fetal bovine serum (FBS), in a humidified atmosphere containing 5% CO- at 37 °C. The
cells were harvested with 0.25% and resuspended in 5% FBS RPMI and the number of
viable cells in each sample was determined by trypan blue dye exclusion assay in which
viable cells remain transparent, whereas non-viable cells appear blue under the
microscope. MCF-7 cells were plated in 96-well plates at a density of 1 x 10* cells per
well and treated with 0, 25, 50, 100 and 200 pg/ml of Isoflavone (contained
approximately 52% genistein, 40% daidzein, and 8% glycitein -Galena®), extract or
fractions or only RPMI (control). After incubating for 48 h, the drug containing medium
was aspirated, 10 ul of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) reagent (5mg/ml) added and incubated for 3 h in the dark at 37°C in
humidified CO, incubator. At the end of incubation, the medium was removed and the
formazan crystals formed as a result of MTT metabolism by viable cells were
solubilized by the addition of 100ul 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) (in 0.01M HCI)
to each well. The plates were further incubated at 37°C overnight. The absorbance of the
solubilized product was then measured at 570 nm on an ELISA microplate reader. The
absorbance value of the control was set as 100% cell growth and the absorbance values
for the other samples were converted to percentage values compared with the control.
Each analysis was repeated at least four times.
Statistical analysis

Results are expressed as mean * standard error of mean (S.E.M). Significance
differences between control and experimental groups were assessed by ANOVA test,
followed by the Newman Keuls test, supported by the GraphPad Prism, Inc software,
version 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) at a significance level of
p<0.05.
RESULTS AND DISCUSSION

The growing use of herbal therapies for treatment of menopause symptoms
necessitates study of the safety of these natural preparations. In light of the increasing
interest in alternative therapies, The North American Menopause Society (NAMS)
published a consensus opinion suggesting that, whereas phytoestrogens for the
treatment of menopause symptoms are generally safe, additional research on their safety
in particular subgroups of women, particularly women who have had breast cancer, is
warranted (Eden, 2001; NAMS, 2000).

Thus, the rat mammary gland has been widely studied in vivo to elucidate the

role of hormones in its development and function because it is similar to the human
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breast in many aspects of hormonal regulation of cell proliferation. Using the
ovariectomized rat model of menopause, it is possible to investigate the effects of
phytoestrogens versus those of estradiol on mammary gland morphology, hormone
receptor regulation, and cell proliferation. In this study, to evaluate the effect of chronic
administration of Morus nigra HE inrat models of menopause-induced, the
histopathological analysis of the mammary glands was performed by analyzing the
presence of lobulo-alveolar and ductal structures in the H&E-stained paraffin sections.
Figure 1 shows mammary gland sections from the SHAM, OVX, EP and HE-treated
rats.

In the morphologic evaluation of mammary glands of intact female rats (SHAM)
at the end of the experiment, showed a histological pattern mainly characterized by the
presence of terminal ducts and alveolar buds (Figure 1A). On the other hand, the
removal of endogenous estrogens via the classic hormone ablation model resulted in
regression of the mammary gland, particularly the lobulo-alveolar structures. In other
words, in OV X rats a regressive process is evident in the structure of the parenchyma.
More specifically, most animals had atrophic mammary glands with small ducts lined
by a flattened atrophic epithelium and lacking significant lobulo-alveolar structures.
Thus, mammary glands from OVX control rats had an increased incidence of atrophy
(in 05 of 05 animals) compared with SHAM group (zero of 05 animals) (Figure 1B).
These findings are consistent with the results reported by Santos (2001), where the
castration of rats resulted in decreased rate of proliferation of acinar cells, suggesting
that the failure of the menopausal hormone would be a beneficial factor in relation
to risk of breast cancer.

The administration of estrogenprogestins to OVX rats induced an increase in
duct proliferation and branching with a moderate stimulation of lobulo-alveolar
development not different from that of the SHAM controls (Figure 1C). These
findings were reported by Santos (2001), in which the separate administration of
medroxyprogesterone acetate and its association with conjugated estrogens induced
greater proliferation of acinar cells. All M. nigra-treated rats showed atrophy in the
mammary glands with formation of small lumina, but no secretory material was
detected. The breasts of the animals belonging to group OVX-HE500 were represented
by ducts and rare alveolar mammary immersed in a large area of adipose
tissue. The ducts exhibited to consist of two or more layers of epithelial cells

surrounded by collagen fibers (Figure 1D). Our data showed no proliferative effect in
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the breast tissue of ovariectomized rats treated with M. nigra HE and are in agreement
witha study in OVX ratstreated with isoflavones (100 mg/Kg) during 60 days
(Piovesan et al., 2005).

Histomorphometric evaluation was performed to estimate the changes of
epithelial morphology during different treatments. The histomorphometry of the
breast did not differ as to the area of breast parenchyma and the number of ducts and
alveoli between the groups treated with M. nigra HE (2.78 + 0.21 mm?®) and OVX
control (2.05 + 0.24 mm?). These could be due to lack of estrogen-like effects on the
mammary glands of Morus nigra L. HE. Moreover, the OVX-EP group showed a
higher amount and percentage of area occupied by mammary tissue, as well as ducts
and alveoli (6.26 + 0.56 mm?) compared with the other groups (Table 1).

Assuming that estrogenic effects on breast tissue may indirectly estimate the risk
of breast cancer development, some studies analyzed the impact of isoflavones on
surrogate markers like mammographic density, measurement of the proliferation marker
Ki-67 in breast tissue, and others (Yager and Davidson, 2006; Messina and Wood,
2008). Several trials did not show any significant increase in breast tissue proliferation
after treatment with isoflavones compared to placebo in both premenopausal and
postmenopausal women. Doses of daily isoflavone intake ranged from 36 mg to 120 mg
and duration of exposition from 14 days to 12 weeks (Cheng et al., 2007; Sartippour et
al., 2004). Also, in accordance with the results on cell proliferation, the trials did not
reveal a significant increase of mammographic breast density depending on isoflavone
intake. Dietary daily isoflavone intake differed between 40 mg and 99 mg and study
duration between 6 months and 1 year (Powles et al., 2008; Verheus et al., 2008).

Hypoestrogenism or ER antagonism in rats unaccompanied by other hormonal
changes causes atrophy of the female mammary gland. The atrophy in the female
mammary gland affects both the ductular and alveolar components and the fat pad
appears prominent because of the loss of the gland parenchyma. The selective estrogen
receptor modulators (SERMs) Tamoxifen and toremifene are examples of potent
estrogen receptor antagonists in the rat mammary gland that cause decreases in ductal
ectasia and mammary gland atrophy in female rats (Greaves et al., 1993; Karlsson et al.,
1996). However, the clinical impact of using isoflavones is still controversial. In regard
to its effects on the breasts, Wood et al. (2006) observed it has an anti-estrogenic effect
while other authors observed estrogenic effects. In this way, the phytoestrogens

naturally produced chemicals by either plants or their seeds, appear to have both
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estrogenic and antiestrogenic effects. Therefore, these have been considered as a part of
selective estrogen receptor modulators (SERMs) and studied as the alternative HRT
(Palacios, 2011).

To determine the influence of one such alternative, Morus nigra, on estrogen-
dependent mammary cancers, we conducted an in vitro investigation of the effect of M.
nigra extract and fractions on the proliferation of estrogen receptor-positive breast
cancer cells, a human breast adenocarcinoma (MCF-7) cell test system, an established in
vitro model for estrogen-dependent tumors. The estrogen-positive cell line MCF-7 is a
suitable cell model for study of estrogenic effects. Because the proliferative effect of
natural estrogen is considered the hallmark of estrogen action, it was proposed that this
property be used to determine whether a substance is an estrogen. Therefore, this assay
developed for this purpose, is based on the ability of MCF-7 cells to proliferate in the
presence of estrogens (Villalobos et al., 1995). In the present study, under the
conditions where medium (negative control) showed the maximum proliferation of cells
(100%), M. nigra HE, CF and EtF at concentration of 25ug/mL produced significant
proliferation in MCF-7 (P<0.05), corresponding to a cell-proliferating activity of 16.02,
17.91, 19.84% of control, respectively, suggesting that these samples are agonistic for
estrogen receptors in low concentrations (25 pg/mL). Similarly, isoflavones showed
significant cell proliferating activity at same concentration (cell-proliferating activity
19.55% of control) (Figure 2). On the other hand, M. nigra HE, 1SO and EtF did not
show any substantial cell-proliferating activity at concentrations higher than 25 p/mL.
Of the four fractions analyzed, only CF showed the highest level of cell proliferation. At
the lowest concentration tested (25 pg/mL), estrogenic activity was 17.91% and
increased to 29.36% at 200 ug/mL. This finding was in agreement with data reported by
other authors that chloroform extract of Trigonella foenum-graecum promoted the
growth of MCF-7 cells (Sreeja et al., 2010).

Ethyl acetate fraction (EtF) induced proliferation in MCF-7 cells at a low
concentration (25 pug/mL). However, at high concentrations (100 and 200ug/mL) it
antagonized MCF-7 cell proliferation, representing cytotoxicity. Such data that suggest
a non-estrogenic, or estrogen-antagonistic effect of M. nigra EtF on human breast
cancer cells lead to the conclusion that M. nigra treatment may be a safe, natural
remedy for menopausal symptoms in breast cancer. So, these dates indicate that some of

the active compounds (estrogenic) present in M. nigra leaves are of low polarity and
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that test fractions have the weak estrogenic activities, and the observed effect was
induced through a classical estrogen response pathway by an interaction with the ER.
These results are similar to those from a previous investigation with Butea superba and
Mucuna collettii that exhibited only anti-proliferation effects on the growth of MCF-7
cells (Cherdshewasart et al., 2004), probably related to a possible anti-estrogen
mechanism or a potent cytotoxic effect.

Some authors showed that genistein would be a preventive for developing breast
cancer by having antiproliferative properties (Fritz et al., 1998) while others showed
that phytohormones stimulate the growth of estrogen-dependent tumors (Hsieh et al.,
1998). The antagonistic activity of isolated flavonoids against 17b-estradiol may help to
reduce the risk of estrogen-mediated cancer and be applicable to clinical trials for breast
cancer in postmenopausal women who are treated with estrogen replacement therapy.
Several plant species rich in flavonoids are reported to reduce disease risk and have
therapeutic properties. This observation is of particular importance since flavonoids are
ingredients of many vegetables and fruits (Ferguson et al., 2004; Kanadaswami et al.,
2005). A recent study found that prenylated flavonoids of Morus alba leaves exhibited
strong cytotoxic (by the MTT method) effects against three cancer cell lines (MCF-7)
while kaempferol showed a weak effect. This indicated that the prenyl or geranyl group
as well as their cyclization with the hydroxy group increased the cytotoxicity of flavone
(Dat et al., 2010).

The reason for these observations is not yet clear, but these results suggest that
different mechanisms may be involved in the growth stimulation and inhibition induced
by these phytoestrogens. Further investigation will be required to identify the precise
mechanisms involved. In the MCF-7 cell proliferation assay, the cells show wide
variation in regard to their sensitivity to estradiol. Furthermore, since proliferation of
MCF-7 cells can be influenced not only by estrogens but also by cytokinins, growth
factors, mitogens, and nutrients, it is sometimes difficult to conclude that the
proliferation is just due to the presence of phytoestrogens in the plant extract. This way,
the results of the study lead not only to the conclusion that the plant exhibited
chemovariety but also lead to the issue that the collection of the leaves in different
locations, whether or not change the isoflavone content, and therefore exhibit different
levels of estrogenic activity; once a recent study of the plant did not detect estrogenic

activity in another experimental model (de Queiroz et al., 2012).
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To identify active compounds in Morus nigra leaves extract, LC-ESI-MS/MS
was used. The data of retention times (RT), molecular weight and the maximal UV
wavelength (Amax) and MSn data of the flavonoids detected in the M. nigra extract are
listed in Table 2. MS data were acquired in negative ionization mode. The negative
mode was chosen for mass spectrometry to be more sensitive analysis of flavonoids and
fragmentation behavior provides additional information for identifying compounds
(Cuyckens and Claeys, 2004).

In this study, a total of 17 compounds were characterized. Five of them were
unambiguously identified by comparing retention times (RT), UV and MS data from the
literature. The HPLC-DAD chromatogram and total ion chromatograms (TIC) in
negative mode of the extract of M. nigra is shown in Figure 3. The compounds were
identified according to their fragmentation data and UV absorption and some of their
structures are shown in Figure 4.

Based on the results of the LC-DAD-MS analyses of M. nigra hydroalcoholic
extract revealed the presence of some compounds not isolated. Five of them were
recognized as Dimer of caffeic acid-O-hexose (1a), 3-O-Caffeoylquinic acid- hexose
(1b), Quercetin-diglucoside-rhamnoside  (4a), Quercetin-3-O-glucoside-7-O-glucoside
(4b) and Kaempferol 3-O-glucoside-7-O-glucoside (5) by comparison of their HPLC
retention times, elution orders, ESI-MS spectrometric data, and photodiode array
PDA/UV/Vis with reference standards.

Compound la (RT = 2.7; m/z 683) was unambiguously identified as Dimer of
caffeic acid-O-hexose considering its MS? spectra in the negative mode that showed one
main fragment: m/z 341, corresponding to the loss of a hexose molecule [M-H™ 342] .
The compound 1b (RT= 2.9; m/z 533) was unambiguously as 3-O-Caffeoylquinic acid-
hexose considering its MS? spectra in the negative mode that showed one main
fragment: m/z 191, also corresponding to the loss of a hexose molecule [M-H 342]
(Table 2).

The MS/MS spectrum of compound 4a (Quercetin-diglicosideo-rhamnoside)
obtained for the ion at m/z 771.6, showing the fragment ions at m/z 609 [M-H-162] and
301 [M-H-146-162] , corresponded to the loss of one glucosil unit (162u), followed by
one glucosil and one rhamnosil (162 + 146 u), respectively. The MS? of compound 4b
(Quercetin-3-0O-glucoside-7-O-glucoside) obtained for the ion at m/z 625.5, showing the
fragment ions at m/z 463 [M—H—162] and 301 [M—H-162—-162] , corresponded to the

loss of one glucosil unit (162u), followed by more two glucosils (162 + 162 u),



108

respectively. Furthermore, its UV spectrum with Anacat 350nm was typical of
flavonol derivatives (Wollenweber, 1982), confirming the hypothesis that compounds
4a and 4b were a glycosilated flavonol, probably a quercetin derivative (Table 2 and
Figure 4a).

Compound 5 showed a singly charged signal at m/z 609.7 (RT=10.0). Its identity
was confirmed by the MS? spectrum. MS? fragmentation of the ion at m/z 609.7 gave
two signals at m/z 447 and 285, corresponding to the loss of a glucosil molecule [M-H"
162] " and the loss of the upper two glucosil units [M-H" 162 +162] *, respectively. It was
identified as Kaempferol 3-O-glucoside-7-O-glucoside (Figure 4b).

Flavonoids, a group of natural phytoestrogens, are present in plants as glycoside
conjugates. Recently, kaempferol has been found to be responsible for majority of
estrogenic activity in red wine which earlier was thought to be due to trans-resveratrol,
suggesting the importance of polyphenolic composition of wine (Zoechling et al.,
2009). Kaempferol (flavonoids compounds in honey) also has osteogenic effect in
ovariectomized rats (Trivedi et al., 2008). Extracts of Ginkgo biloba extract (GBE), for
example, contain flavonoids, such as quercetin, kaempferol, isorhamnetin (Smith et al.,
1996; Kleijnen and Knipschild, 1992) and may be used as alternative HRP for estrogen-
deficient symptoms. In addition, it was confirmed that GBE bind directly to ERa. and
ERg and its binding affinity ERg was higher than ERa. Since its major components such
as quercetin, kaempferol, isorhamnetin showed the same effects to ER, it was supposed
that ER binding affinity of GBE was caused by its major components (Oh and Chung,
2004).

The results show that M. nigra is appreciable sources of flavonoids, which are
considered to have possible protective effects on human health, as suggested by recent
epidemiological and experimental studies. Taking together the findings of this study and
those of previous investigations (Ercisli and Orhan, 2007; Koyuncu, 2004; Dugo et al.,
2001; Hassimotto et al., 2005) into phenolic compounds and their activity, it becomes
evident that mulberry is promising source of potent natural antioxidants which should
be considered for future exploitation.

Several such phytoestrogens are used for human welfare, particularly woman.
For example, resveratrol has been reported to suppress breast cancer (Whitsett et al.,
2006). The ability of phytoestrogens to alleviate menopausal symptoms and reduce
breast cancer risk has surged extensive research towards evaluation of phytoestrogens

for female reproductive health (Umland et al., 2000). The present investigation is yet
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another attempt in this direction and shows the presence of compound(s) functionally
similar to ovarian estrogen and/or estradiol in the leaves of M. nigra that can induce
cellular maturation in vaginal epithelium (Silva et al., 2012).
CONCLUSION

The frequency of diseases associated with female hormones is increasing as
society ages. Morus nigra is a promising therapeutic agent for menopausal woman
because of its low risk of causing hormone dependent breast cancer. However, a clear
understanding of uptake, metabolism and bioavailability of the compounds (flavonoids
and chlorogenic acids) of this plant is crucial to elucidate its health benefits / adverse
effects.
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Table 1. Histomorphometry of mammary gland in rats.

PARAMETER SHAM oVX OVX-EP OVX-HE
Area occupied
by parenchymal 264542238  915.14117.0%*  3.2324218.2%** 985.2+93.93%
(mm?)
Secretion intra-ductal Present/Absent Absent Present Absent
YoArea OCCUE;%SV mammary 12 31+1.04 4.25+0.54** 15.04+1.01% 4.58+0.43"
Numbers of ducts and 4.22+0.41 2.05:40,24%* 6.26+0.561"" 2.78+0.217%%*
alveoli/mm

Values in the table are means £ S.E.M. (n=5). Values are statistically significant at **p<0.05, compared
with the SHAM group; *p<0.05, compared with the OVX group; *p<0.05, compared with the OVX
group (ANOVA, Newman Keuls test).

Table 2. Compounds identified by LC-ESI-MS/MS in the negative mode in Morus
nigra L. HE; Amax=350nm (See Figure 3b).

Peak Proposed compound RT m/z Value MS/MS
b b (min) [M-H]™ fragments (m/z)
la Dimer of caffeic acid-O-hexose 2.7 683 341
1b 3-O-Caffeoylquinic acid- hexose 2.9 533 191
Unknown 7.8 613.5 567.2
3 Unknown 8.5 595.4 549.3
4a Quercetin-diglucoside-rhamnoside 9.2 771.6 609.1
b Quercetln—3—O—gI_uc05|de—7—O— 9.2 6255 463: 301
glucoside
5 Kaempferol 3—O—gluc05|de—7—0— 10.0 609.7 447: 285
glucoside
6 Unknown 10.7 579.4 533.2
7 Unknown 25.8 615.7 307.1; 211
8 Unknown 26.8 883.7 837.4
8 Unknown 26.8 837.7 559,2
9 Unknown 28.8 721.6 675.3
10 Unknown 31.2 647.5 601.3
11 Unknown 32.8 699.6 653.4
12 Unknown 34.1 609.6 293.1; 245.9
629.3; 537.9; 468.8;
13 Unknown 35.8 647.5 3590
14 Unknown 44.3 631.6 277.1
15 Unknown 47.1 609.6 279.0
16 Unknown 48.0 637.4 593.3; 564.2; 503.3

17 Unknown 50.0 585.7 255.1
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Figure 1. Histology of the mammary gland from female rats: SHAM (A), OVX (B),
OVX-EP (C) and OVX-HE (D). Intralobular ducts and alveoli from females given
saline (B) or M. nigra HE (D) are lined by a single layer of cuboidal epithelial cells with
scant cytoplasm and atrophic ducts (du) with the absence of lobulo-glandular elements
(Lo). Intralobular ducts in OVX-EP group (C) are lined by 2 or more layers of epithelial
cells with abundant, vacuolated, eosinophilic cytoplasm. SHAM group rats (A) have
ducts and alveoli comparable to vehicle (B). Lo (lobules); dc (ducts) and Fib (fibrosis).
Scale bar: 20um. Hematoxylin and eosin; magnification 100x.
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Figure 2. Effect of Morus nigra L. leaves extracts and isoflavones on proliferation
of MCF-7 cells. Cells were exposed to extract or fractions (25- 200 xg/ml) for 48 hours.
C=control, 1SO=Isoflavone, HE= hydroalcoholic extract, HF= hexane fraction, CF=
chloroform fraction, EtF= ethyl acetate fraction and MWF=methanol/water fraction.
Each value represents the mean+SEM of four experiments. Asterisks denote significant
differences from the control at * p<0.05, **p<0.01.
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Figure 3. HPLC-DAD-ESI-MSn analysis of the hydroalcoholic extract of M. nigra.

(a) HPLC-UV chromatogram of extract, A=350 nm. (b) Total ion chromatogram
(TIC) of negative model of extract from LC-(-) ESI-MS. For the identification of

peaks signed from 1 to 17 see Table 2.
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Figure 4. Fragmentation of Quercetin-3-O-glucoside-7-O-glucoside (MS/MS scan of
compound 4 m/z 625) (a) and fragmentation of Kaempferol 3-O-glucoside-7-O-
glucoside (MS/MS scan of compound 4 m/z 609) (b).
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6 CAPITULO Il

Patente depositada (Instituto Nacional da Propriedade Intelectual):

INVENTORES:
NOME: SELMA DO NASCIMENTO SILVA
QUALIFICACAO: MESTRE
E-MAIL: selmansilva@ufma.br

NOME: ANTO~NIO CARLOS ROMAO BORGES
QUALIFICACAO: DOUTOR
E-MAIL: romao@ufma.br

RESUMO
“Formulagao de composicao farmacéutica de liofilizado do extrato

hidroalcoolico e/ou fragdes ativas das folhas trituradas ou moidas de
Morus nigra e seu uso no alivio dos sintomas da menopausa”
N° 000125- Depositada em 16/12/2011
Patente N° Pl 1105827-7

Esta invencdo trata-se de um processo para obtencdo da formulacdo
farmacéutica e seu uso no auxilio do tratamento dos sintomas da menopausa. A
formulacéo é produzida por meio de evaporacéo de agua e alcool, a pressao reduzida
com temperatura entre 40°C a 100 °C, seco por meio de liofilizacdo, com temperatura
variavel entre -50°C a -20°C, de um extrato hidroalcodlico e/ou de fracbes obtidos de
folhas da espécie Morus nigra L. As formula¢des farmacéuticas contendo o residuo
seco tém uso terapéutico das composi¢cdes no auxilio do tratamento de sintomas da
menopausa com reducdo da atrofia vaginal e regulacdo do metabolismo lipidico de

mulheres na menopausa.

A patente depositada corresponde as paginas 123 e 124 do texto da
tese (anexo).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Morus nigra L. (amora) da familia Moraceae, é popularmente indicada
para o tratamento de enfermidades cronicas como o diabetes, bem como para
o alivio dos sintomas do climatério.

Neste trabalho foi realizado um estudo pré-clinico com o extrato
hidroalcodlico (EH) das folhas de M. nigra, incluindo aspectos quimicos,
toxicologicos e farmacoldgicos da planta, visando pesquisar sua atividade
fitoestrogénica e avaliar a utilizacdo da mesma como terapia alternativa de
reposi¢cao hormonal.

O EH foi testado em ensaios in vivo em ratas ovariectomizadas para
avaliacdo da atividade fitoestrogénica. O EH foi fracionado forneceu fracbes
hexanica, cloroformica, acetato de etila e a residual que foram submetidas em
ensaios in vitro de proliferacdo celular em células especificas para avaliacéo
estrogénica.

O HE de M. nigra administrado em ratas Wistar ovariectomizadas
apresenta indicios de efeitos fitoestrogénico na dose de 500mg/Kg
apresentando discreta estimulacao uterina.

Para sintomas urogenitais atréficos, o uso do extrato hidroalcodlico
mostrou-se eficaz, uma vez que evitou uma atrofia severa do epitélio vaginal de

ratas em estado de menopausa induzido.

Para risco de cancer de mama, a utilizacdo de Morus nigra parece nao
aumentar o risco, mas trata-se de trabalhos em animais e observacionais. A
via, a dose e o tipo de substancias extraidas deste extrato ndo alteram o risco

deste cancer.

Na avaliacdo estrogénica do EH e fragdes em células cancerigenas da
mama (MCF-7), os resultados apontam para a presenca de substancias

agonistas de estrégenos, bem como para substancias anticancerigenas.

A analise dos resultados permitiu o depésito de patente quanto a uma
formulacdo farmacéutica do extrato de M. nigra e seu uso na reducédo de

alguns sintomas da menopausa.
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Desta forma, os resultados do presente trabalho d&o suporte ao uso
etnofarmacoldgico da espécie vegetal Morus nigra L., mostrando seu potencial
uso como fitoterapico na terapia alternativa da reposicdo hormonal. Os
resultados obtidos mostram que no modelo e dose utilizada da planta foram
efetivos como substancia fitoestrogénica, mas torna-se necessario a
realizagdo de outros bioensaios para confirmar os resultados obtidos e,
também para buscar detalhes sobre o mecanismo de a¢éo, possibilitando o uso

da planta como fitoterapico.
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ANEXOS

1. Documento de aprovacgdo no comité de ética.

2. Copia do comprovante do depdsito de patente.
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DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE OU DE CERTIFICADO DE ADIGAO

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
0O requerente solicita a concessao de um privilégio na natureza e nas condices abaixo indicadas

A INSTITUTS WACIONL DA PROPRIEIOE SNOUOTAY.

1.  Depositante (71): Lo s e = o o “
16/12/2011 oo

1.1 Nome: UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO lll II,II
1.2 Qualificagdo AUTARQUIA FEDERAL "'llll'

13 CNPJICPF:- 06.279.103/000119
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1.5 CEP: 65080-040 16 Telefone: 98-3301 8533 1.7 Fax
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[J continua em folha anexa

2. Natureza: (® Invengiio O Modelo de Utilidade O Certificado de Adigsio
Escreva, obrigatoriamente, € por extenso, a Natureza desejada: INVENGAO

3. Titulo da Invengdo ou Modelo de Utilidade ou Certificado de Adicao(54):

“FORMULAGAO DE COMPOSIGAO FARMACEUTICA DE LIOFILIZADO DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO E/OU FRACOES ATIVAS DAS FOLHAS TRITURADAS OU MOIDAS DE Morus
nigra E SEU USO NO ALIVIO DOS SINTOMAS DA MENOPAUSA”

[ continua em folha anexa
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5. Prioridade: [ intema ] unionista
0O depositante reivindica a(s) seguinte(s):
Pals ou organizagdo de origem Nimero de depdsilo Data do depésito

6. Inventor (72):

[[] Assinale aqui se ofs) mesmo(s) requer(em) a nao divuigagdo de seu(s) nome(s)
6.1 Nome: SELMA DO NASCIMENTO SILVA

6.2 Qualificagdo MESTRE . 6.3 CPF: 832.421.393-72
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continua em folha anexa
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7. Declaragio na forma do item 3.2 do Ato Normativo n° 127/97:

=] 7.1 Declaro que os dados fomecidos no presente formulario s@o idénticos ao da certidao de deposito ou documento
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