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RESUMO

A menopausa representa o fim do ciclo reprodutivo feminino e com ele o inicio de um quadro
de disturbios hormonais que interferem na vida e bem estar das mulheres. Conforme a
humanidade busca na natureza meios de preservar a qualidade de vida, na medicina tradicional
diversos relatos de plantas com efeitos anti-climatéricos vem se destacando, entre elas a Morus
nigra L. Apesar de tratar-se de uma enfermidade comum, poucos trabalhos reportados na
literatura visam corroborar a quimica dessa espécie e sua atividade farmacoldgica. Sendo assim,
este trabalho visa elucidar o envolvimento dos metabolitos presentas nas folhas de M. nigra nos
sintomas da menopausa. Na execucao desse trabalho, folhas de Morus nigra. foram submetidas
a percolacdo em solvente agua:etanol, 3:7 (v/v), obtendo-se assim seu extrato bruto,
padronizado. Apds secagem o extrato bruto foi submetido a um processo de fracionamento
utilizando agua/metanol 7:3 (v/v) com Acetato de Etila, separando as fases por afinidade
intermolecular, obtendo misturas ricas em metabolitos diferenciados como os flavonoides e
acidos fendlicos, os quais a literatura apresenta dados sobre suas possiveis atividade
fitoestrogénicas. Partindo desse principio, realizou-se a caracterizacdo quimica do extrato e
fragdes por técnicas de cromatografia liquida acoplada ao detector de arranjo de diodos (HPLC-
PDA) ¢ Espectrometria de Massas em multiplos estdgios (MS"). Foram identificados 19
compostos no extrato, possibilitando a realizacao de ensaios in silico de docagem molecular
dos metabolitos com receptores estrogénicos ER, observando a conformacao desses complexos
em comparagdo e seus efeitos nos receptores hormonais. Os ensaios in vivo foram realizados
em ratas Wistar ovariectomizadas e tratadas com estro-progestativos e fragdes acetato e aquosa.
resultados dos testes in vivo evidenciam atividade antiadipogénico das fragdes. A fragdo acetato
auxiliou na reducdo de triglicerideos, colesterol total e HDL e a fracdo aquosa nos niveis de
triglicerideos. Em linha com esses resultados, a fracdo acetato demonstra ser mais promissora

no avango dos estudos envolvendo a menopausa.

Palavras-chave: Produtos naturais, amora, fitoterapia, in silico, menopausa, in vivo.



ABSTRACT

Menopause indicates the end of women reproductive cycle the beginning of a hormonal
imbalance that intervenes the quality of life and the wellbeing of many women. Humanity seeks
from mother nature’s resources to soothe their pain and maintain the status quo, from traditional
medicine multiple reports about plants with anticlimateric effects, Morus nigra L. stands out.
Even thought menopause is a common condition nowadays, not many reports disclosure the
inner mechanisms about the chemical and pharmacological about this species. Hence, this
report shows the relation of metabolites from Morus nigra. leaves and their effects on
menopause symptoms. In this study, metabolites from leaves of Morus nigra. were extracted
and standardized by percolation with 7:3 hydroethanolic solution (v/v). After being dried the
extract were fractioned with 7:3 water/methanol (v/v) solution and ethyl acetate, isolating
metabolites by their intermolecular interactions with those solvents, specially flavonoids and
phenolic acid which had multiple reports on literature about their phytoestrogenic activities.
After chemical characterization by chromatographic techniques, most main compounds from
Morus nigra were elucidated and tested by in silico docking with Estrogen Receptors. The
spatial conformation and intermolecular activities were obtained and their effects under those
receptors were elucidated. During the animal experiments ovariectomized Wistar rats were
treated with estroprogestative drugs and both aqueous and ethyl acetate fractions. The results
showed potential anti adipogenic effects from the rats treated with ethyl acetate partition when
the blood levels of total cholesterol, HDL and triglycerides were reduced. Given those results,

the ethyl acetate fraction seems to be the most promising towards the study about menopause.

Keywords: Natural products, black mulberry, phytotherapy, in silico, menopause, in vivo.
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1. INTRODUCAO

Durante a vida da mulher, a passagem do periodo reprodutivo ao nao-reprodutivo pode
apresentar diversos sintomas decorrentes da flutuacdo hormonal e variagdo dos ciclos
menstruais. Apos 12 meses desde o ultimo ciclo menstrual, estabelece-se o inicio da
menopausa. Entretanto a menopausa ndo deve ser considerada uma patologia, mas sim uma
condig¢do bioldgica natural na vida da mulher (Ministério da Satde, 2008).

As mudancas no estilo de vida como uma rotina de exercicios fisicos, uma dicta saudavel
e o uso de medicamentos fazem parte do tratamento dos sintomas climatéricos assim como a
prevencao de doengas relacionadas ao dismetabolismo (LIVINALLI & LOPES, 2007).

Em resposta aos efeitos da menopausa, pacientes recorrem a Terapia de Reposicao
Hormonal (TRH), que consiste na ingestdo de hormoénios sintéticos como estrogenos e
progesterona em busca de alivio dos sintomas climatéricos (Sociedade Brasileira de Climatério,
2003). Porém, estudos indicam que a TRH representa mais riscos que beneficios a saide com
um aumento significativo do risco de doencga arterial coronariana, acidente vascular cerebral
(CARVALHO, 2014) e até mesmo uma reposta nao eficaz na prevengdo da osteoporose
(WANNMACHER & LUBIANCA, 2004).

O fitoterapico Soyfemme® produzido pelos Laboratérios Aché que contém isoflavonas
de soja (genisteina e daidzeina) apresenta-se tdo eficaz quanto a TRH padrao no alivio dos
sintomas vasomotores (fogachos e sudorese noturna), interferindo positivamente no perfil
lipidico e, principalmente, sem aumentar a espessura do endométrio das pacientes, fator de risco
para cancer de endométrio ¢ uma das maiores contra-indicag¢des da prescricdo da TRH padrao
(ACHE, 2011).

A Morus nigra L., uma espécie pertencente a familia Moraceae, ¢ conhecida
popularmente como amoreira-negra ou amora-negra. Originaria do Ird, é cultivada na Asia
oriental e serve como alimento de bicho-da-seda (Bombyx mori L.) (ALJANE & SDIRI, 2016;
SOUTO, 2018). Outras espécies desse género sao utilizadas na medicina tradicional chinesa
como antipirético, analgésico, diurético, entre outros (OLIVEIRA ef al., 2013). De suas folhas
sdo produzidos chas com o intuito de amenizar os sintomas do climatério, cujo efeito pode estar
associado a presenca de flavonoides, em especial isoflavonas (MIRANDA et al., 2010).

Devido aos efeitos colaterais decorrentes da TRH, a farmacologia busca nos produtos
naturais solugdes menos adversas ao bem estar feminino no climatério. O interesse na medicina
alternativa produz diversos estudos com grande potencial de melhoria da qualidade de vida da

sociedade. Com base nos relatos etnofarmacoldgicos e a diversidade de compostos fenolicos da
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M. nigra, propomos que extratos e fracdes dessa espécie possuem propriedades promissoras no

tratamento dos efeitos da menopausa.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Familia Moraceae, género Morus, espécie Morus nigra L.

A espécie Morus nigra Linnaeus (Figura 1) ¢ uma planta de origem asidtica,
plenamente aclimatizada no Brasil. Pertence a familia Moraceae, com aproximadamente
61 géneros e mais de 1000 espécies identificadas. Possui boa representagao no Brasil, seja
por espécies silvestres quanto por espécies cultivadas (PADILHA et al., 2010; CASTRO,
2016).

Figura 1. Frutos e folhas de Amoreira negra.

As plantas do género Morus possuem diversas aplicagdes terapéuticas na medicina
popular. Na China, espécies desse género sdo utilizadas com anti-inflamatorio, diurético,
antitussigeno, analgésico e antipirético. As raizes auxiliam no tratamento de reumatismo,
problemas oculares e espasmos infantis, enquanto os frutos contém compostos fenolicos
que apresentaram propriedades antioxidantes, antimutagénicas e anticarcinogénicas bem

como a capacidade de modificar a expressao génica (SUASSUNA, 2011).

Estudos de produtos naturais derivados de espécies do género Morus revelam a
quimica presente em extratos vegetais de folhas e frutos das plantas. A Tabela 1 compde
dados dos principais metabdlitos encontrados nas espécies. Destaca-se a presenca

predominante de acidos graxos e acidos fenolicos nos frutos das espécies de amora,
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enquanto nas folhas de Morus nigra revela presenca de derivados de acidos fenodlicos e

flavonoides (Figura 2).
Tabela 1. Principais compostos em trés espécies do género Morus.

Espécie Compostos Referéncia

Morus alba (folhas) Acido giberélico, etil ester EMNIYET et al., 2014

acido linoleico.

Morus alba (frutos) Acido palmitico, metil ester EL-BAZ et al., 2017

acido linoleico.

Morus rubra (frutos) Acido linoleico, 4cido EL-BAZ et al., 2017
palmitico, palmitato de etila,

9-metil-cis, 11-trans

octadecadienato.
Morus nigra (folhas) Acido quinico, acido NASTIC et al., 2018
linoleico, isoquecitrina, , TALLINI ef al., 2015
kaempferol 3-O-rutinosideo,
quercetina.
Morus nigra (frutos) Acido linoleico, 4cido ELMACI & ALTUG, 2002

palmitico, acido oleico.

HO
OH OH

OH
HO

HO
0)

OH

Acido quinico

Isoquecitrina

Kaempferol 3-O-rutinosideo Acido linoeico

Figura 2. Férmulas estruturais dos principais compostos presentes nas folhas de Morus nigra.

Miranda et al., (2010) destacam o tratamento de faringites e doengas inflamatdrias

do trato gastrintestinal com o xarope dos frutos da amoreira negra. Os frutos, as folhas e
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as cascas da planta também apresentam propriedades sedativas, expectorantes, calmante,
diurético, anti-inflamatorio, anti-helmintico, entre outros. Estes 6rgdos da planta contém
compostos como a 1-deoxinojirimicina, usada no tratamento da diabetes, a morusina, um
fenilflavonoide com agdo analgésica. Os autores ainda enfatiza as isoflavonas, comumente
referenciadas como fitoestrogenos, como substancias naturais presentes na amoreira negra

com efeitos sobre os sintomas do climatério.

Em 2005, Toshio e colaboradores isolaram de algumas espécies de Morus uma
substancia chamada chalcomoracin, que apresentou atividade antimicrobiana frente ao
Staphylococcus aureus. Ja em 2015, Tallini e colaboradores identificaram a presenca dos
flavonoides kaempferol e quercetina em extratos hidrolisados das folhas de M. nigra

através cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar.

O estudo do potencial anti-inflamatorio produzido por Castro (2016) revela a
presenca de acido clorogénico, rutina, quercetina e canferol no extrato hidroalcodlico e
fragdo de acetato de etila das folhas de Morus nigra L. Neste trabalho, Castro também
constatou a atividade antiedematogénica e anti-inflamatéria através da reducao do edema
de pata de rato induzido por carragenina do extrato e fracdo, destacando a possibilidade de

utilizagdo da espécie no tratamento de processos inflamatorios.

2.2 Menopausa

A menopausa marca um importante periodo da vida da mulher. A transi¢do para o periodo
ndo fértil traz consigo diversas consequéncias como o desequilibrio hormonal feminino e o
risco de desenvolvimento de doengas pos-menopausicas.

A menopausa € caracterizada por diversos sintomas decorrentes das mudangas endocrinas
em funcdo do declinio da atividade ovariana e de mudancas bioldgicas por consequéncias da
reducdo da fertilidade, o que corresponde a um intervalo de 2 a 8 anos antes ¢ apds a menopausa.
Ocorrem modificagdes nos tecidos, ondas de calor, sudorese, fadiga, irritabilidade, distarbios
do sono, diminui¢ao da libido e ressecamento vaginal (SILVA, 2012; FARIA & OLIVEIRA,
2017).

Em 2014 Pardini revisou os riscos ¢ beneficios apresentados por pacientes climatéricas
que recorreram a TRH. Este apresenta aumento em aproximadamente duas vezes no risco de

fendmenos tromboembolicos e um acréscimo ainda maior pela terapia combinada ente
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estrogeno e progesterona se comparado somente a terapia estrogénica. Este risco também esta
relacionado a outros fatores como obesidade, trombofilia e idade superior aos 60 anos.

Pardini (2014) evidencia também que o uso de estrogeno sem oposi¢ao induz a estimulo
do endométrio, aumentando risco de cincer e hiperplasia endometrial. O acidente vascular
cerebral (AVC) ¢ uma doenca cronica que aumenta exponencialmente com o avancar da idade.
Para cada 10.000 mulheres que iniciaram a TRH antes dos 50 anos pode haver 1 caso
consequente do tratamento. Entre os 55 ¢ 60 anos sao 2 casos € acima de 65 anos sdo 7 casos.

A literatura relata diversos usos de produtos naturais como alternativas aos sintomas da
menopausa. Atmaca et al. revisou em 2008 o uso de isoflavonas de soja no controle de
osteoporose na poés-menopausa. Foi observado que o consumo diario de laticinios com baixo
teor de gordura tem potencial de retardar o inicio da menopausa em mulheres de até 51 anos
(CARWILE et al., 2013). Um estudo revela o potencial dos fitoestrogenos de ligar-se aos
Receptores de Estrogénio beta (ERP) gracas a suas semelhancas quimicas ao hormoénio
(KUIPER et at., 1998).

Estudos sobre daidzeina e genisteina (Figura 3) provenientes da soja destacam a formagao
estrutural desses flavonoides como forte indicador de atividade fitoestrogenica (SALUM,
2007). Sendo a daidzeina eficaz na imunizacdo contra o nematdide Caenorhabditis elegans e
também na reducdo dos fogachos em mulheres na menopausa (FISCHER et al., 2012;
KHAODHIAR et al., 2008) enquanto a genisteina efetivo agente quimiopreventivo contra

melanomas malignos (DANCIU et al., 2017).

Genisteina Daidzeina

Figura 3. Estrutura da daidzeina e genisteina.

A aplicacdo de fitoterapicos a base de amoreira negra em mulheres climatéricas ¢ uma
alternativa viavel ao avaliar os riscos apresentados pela TRH convencional. Silva (2012)
avaliou a atividade de fitoestrogenos no extrato de M. nigra em ratas ovariectomizadas,
propondo o efeito a presenga de flavonoides. Assim sendo, acredita-se que um estudo dos

mecanismos de intera¢do de metabolitos da M. nigra em composigdes ricas em flavonoides e
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outros fitoquimicos, tal qual suas interagdes com os receptores estrogénicos € aos sintomas do

climatério seja de grande importancia.

2.3 Estrogénio e seus receptores

Os estrogénios sao hormonios naturais responsaveis pelo desenvolvimento e
diferenciagdo de tecidos. Esses hormodnios podem atuar nas mamas, nos 0ssos, no trato
gastrointestinal e no sistema reprodutivo. Sdo conhecidos trés hormodnios da classe, o estradiol,

o estriol e a estrona, sendo o estradiol (Figura 4) o mais abundante e atuante nos tecidos

(SALUM, 2007).

OH

HO

Figura 4. Estrutura quimica do estradiol.

Os receptores de estrogénio alfa (ERa) e beta (ERB) sdo macromoléculas capazes de
realizar transcri¢do intermolecular pela conformagado de sua estrutura realizada por especificos
ligantes. Sua estrutura espacial ¢ dividida em varios dominios, entre eles o dominio de ligagao
ao ligante (LDB, Ligand Binding Domain) onde as interagdes entre os estrogénios e o receptor
sdo ativadas. A configuracao espacial do LDB ¢ formada majoritariamente por a-hélices (Figura

5) e os receptores ERa e ERP possuem apenas cerca de 30% de aminodcidos em comum

(SALUM, 2007; LAZARI et al. 2009).
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Figura 5. Representac¢do dos LBDs de ERo. (azul) e ERf (magenta) em complexo com o estradiol (verde) (Fonte: SALUM,
2007).

Salum em 2007 descreve que a complexagdao do LDB de ERa com o estradiol ¢ alocado
na cavidade por complementaridade estereoquimica e eletrostatica. Essa conformacdo acontece
no bolsao hidrofébico do LBD, aonde a interagdo acontece nos residuos Glu353 e Arg394 e o

anel D interage com His524 em ERa (Figura 6).

Arg 394

Figura 6. Ligag¢do do estradiol no bolsdo hidrofobico de ERa (Fonte: SALUM, 2007).

2.4 Modelos in silico
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A docagem molecular trata-se da simulacdo da posicdo, orientagdo e conformidade
especial de um ligante dentro de um local alvo de interagdo, formando um complexo ligante-
receptor estavel (LOPES, 2020)

A diversidade de estudos in silico descritas na literatura fornecem dados que auxiliam na
formulagdo de hipoteses na explicacdo de mecanismos bioquimicos, tal qual se apresentam
como uma alternativa de trabalho sem que haja sacrificio animal envolvido (VALLE, 2009).

Baseado em técnicas computacionais de Relagdes Estrutura-Atividade (SAR, do inglés,
Structure-Activity Relationships) e Relagdes Quantitativas Estrutura-Atividade (QSAR, do
inglés, Quantitative Structure-Activity Relationships), os modelos in silico possibilitam novas
estratégias na elucidacdo de mecanismos bioquimicos de forma complementar ou alternativa
aos modelos in vivo, ex vivo, in vitro € in chemico (MATOS, 2015).

Para aferir os resultados, sdo necessarios os parametros de energéticos e espaciais mais
abrangente possiveis. Essa complementariedade estrutural e quimica exerce a funcdo
fundamental na decisdo de quais partes do ligante podem interagir em quais partes da proteina,
formando um complexo estavel (LOPES, 2020).

Desde a sintese de uma molécula até a proposta de um fairmaco a bioinformatica se tornou
fundamental no planejamento, execu¢ao e otimizagdo do plano de trabalho. Também ¢ possivel
determinar pardmetros farmacocinéticos como absor¢ao, distribui¢do, metabolismo e excre¢ao

através dos modelos in silico (SALUM, 2007).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Avaliar o extrato e fracdes e de Morus nigra L. sobre os efeitos da menopausa.

Objetivos Especificos

e Desenvolver e validar método analitico para aquisi¢ao de perfil cromatografico
padrdo (fingerprint) do extrato padronizado, utilizando cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos (UHPLC-DAD);

e Caracterizar os compostos majoritarios do extrato utilizando cromatografia liquida
de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) associada a detec¢@o por espectrometria de massas
sequencial com ionizagao por electrospray (ESI-MS/MS);

e Realizar estudos in silico (molecular docking) com os compostos majoritarios,

analisando suas interagdes com receptores envolvidos na menopausa;

e Determinar os efeitos das fracdes de M. nigra em ratas induzidas a menopausa.
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4. METODOLOGIAS

4.1 Preparo do extrato, fracoes e determina¢io do rendimento

O material vegetal utilizado foi adquirido comercialmente da empresa A/l Chemistry. O
material estava padronizado de acordo com a RDC (Resolucgao da Diretoria Colegiada). Foram
utilizados 450g de folhas trituradas de Morus nigra na extragdo por percolagcdo, em temperatura
ambiente segundo Prista et al. (1995). O processo teve inicio com o intumescimento prévio de
uma quantidade do p6 com etanol 70% (v/v) durante 2 horas fora do percolador. Apos esse
periodo, o percolador foi empacotado com a mistura (p6 + EtOH 70%). O empacotamento foi
feito da forma mais homogénea possivel, evitando a formacao de bolhas ou buracos no
conteudo colocado dentro do percolador. A altura do enchimento obedeceu a propor¢do 5:1
(cada 5 referente ao percolador 1 do p6 da espécie) em relagdo ao tamanho do percolador. A
vazdo do percolador ficou em 1,0 a 2,0 mL/min/Kg de droga vegetal comum tamanho médio
de particula de 1 a 3 mm.

O extrato etanolico bruto (EtOH/H20 7:3, v/v) foi submetido a secagem por evaporagdo
e secura no vacuo por 30 minutos em temperatura de 50 °C e em seguida a liofiliza¢ao
(Liofilizador Liotop, K105, Brasil) por 48 horas em temperatura de -95 °C e pressao de 12 uHg.

As partigoes liquido/liquido foram obtidas com acetato de etila e metanol (H2O/MeOH
7:3, v/v) e foram submetidos a0 mesmo processo de secagem e, entdo, foram analisados por
HPLC-PDA. As fra¢des foram caraterizadas e enviadas para testes in vivo.

O rendimento foi determinado pela relagdo de massa de extrato bruto seco pela massa
material vegetal percolado. Para as fragcdes obtém-se o rendimento na relagdo da massa de

fragdo seca pela massa de extrato bruto seco.

4.2  Identificacdo dos constituintes quimicos de Morus nigra.

4.2.1 Perfil cromatografico de extrato e fracoes de Morus nigra

O extrato bruto e as fragdes acetato e aquosa de Morus nigra foram analisados por HPLC-
PDA, para isso foi feita uma etapa de limpeza para remover quaisquer contaminantes. As
solucdes passaram por uma extragdo em fase solida (SPE) utilizando cartuchos Phenomenex
Strata C18 (500 mg de fase estaciondria) que foram previamente ativados com 5 mL de MeOH

e equilibrados com 5 mL de MeOH/H20 (1:1, v/v). Os compostos foram eluidos nos cartuchos
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utilizando 1 mL de MeOH/H:0 (1:1, v/v) com um volume final de 5 mL. As amostras foram
filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 um e entdo secadas. O extrato e as fragdes secas
foram diluidos para 10 mg/mL em solvente grau HPLC. Aliquotas de 20 puL foram injetadas
diretamente no HPLC-PDA com detecgao a 270 nm.

Foi utilizado um sistema HPLC modelo Jasco®, constituido por um modulo de inje¢ao
de solvente com uma bomba binaria, e detector UV-VIS (SPA-10A). A coluna utilizada foi
uma coluna Phenomenex® Synergi Hydro RP-18 (250 x 4,6mm i.d. ; 4pm ), fluxo 1,0 ml.min-
1. Os solventes de eluicao utilizados foram A (dgua) e B (metanol). As amostras foram eluidas
de acordo com o seguinte gradiente: 0% a 100% de B em 40 min. O fluxo foi de 1 mL/min, a
temperatura da coluna foi de 20 °C. O volume de inje¢ao das amostras foi de 20 uL. Os dados

foram recolhidos e processados utilizando o software ChromNAV (Jasco).

4.2.2 Caracterizacio quimica por Cromatografia Liquida e Espectrometria de Massas
(ESI-IT-MS/MS)

O extrato bruto e fragdes acetato e aquosa foram analisados em um espectrometro de
massas LCQ Fleet da Thermo Scientific®, equipado com um dispositivo de inser¢do direta da
amostra via analise por inje¢ao em fluxo continuo (FIA) que forneceu espectros de massa para
as amostras. O analito foi ionizada por electrospray (ESI) e as fragmentagdes foram obtidas em
multiplos estagios (MS"), em uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi realizado
para o extrato bruto e fragdes para a geracdo e andlise dos espectros. As condigdes
experimentais foram: voltagem do capilar -35 V, voltagem do spray -5000 V, temperatura do
capilar a 350 °C, gas de arraste (N2) e fluxo 60 (unidades arbitrarias). A faixa de aquisi¢cao foi
de m / z 100-2000, com dois ou mais eventos de varredura realizados simultaneamente no
espectro.

A infusdo de fluxo direto das amostras foi realizada num analisador do tipo lon trap da
Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizacao por electrospray (ESI), em
modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Foi utilizado um tubo capilar de ago inoxidavel
a 280 °C, uma tensdo de pulverizagdo de 5,00 kV, uma tensdo capilar de 90 V, uma lente de
tubo de -100 V e um fluxo de 5 pL min-1. A analise completa de varrimento foi registrada na
gama m/z de 100-1000. As fragmentacdes em estadios multiplos (ESI-MS") foram realizadas
utilizando o método de dissocia¢do induzida por colisdao (CID) contra hélio para ativagdo de
ions. O primeiro evento consiste um espectro de massa de varredura completa para adquirir

dados sobre ions nessa faixa m/z. O segundo evento de varredura ¢ uma experiéncia MS/MS
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realizada utilizando uma varredura dependente de dados nas moléculas [M-H] dos compostos
de interesse com uma energia de colisdo de 30% e um tempo de ativacdo de 30 ms. Os ions de
produto foram entdo submetidos a uma maior fragmentacdo nas mesmas condigdes, até nao
serem observados mais fragmentos. A identificacdo dos diferentes compostos do extrato
hidroetanolico e fragdes acetato e aquosa foi feita comparando com a literatura seus tempos de

retengdo, espectros no UV e fragmentos obtidos na Espectrometria de Massas.

4.3 Estudo in silico

4.3.1 Estrutura dos compostos

Os compostos identificados por ESI-IT/MS-MS foram estruturalmente esquematizados
em trés dimensdes (3D) com o sofiware GaussView 5.0.8 (DENNINGTON et al., 2016) e
tiveram suas propriedades geométricas e vibracionais calculadas (otimizagdo) no vacuo em
nivel método da Teoria do Funcional da Densidade (TFD) utilizando o funcional hibrido
B3LYP combinado com a base 6-31 ++ G (d, p) com o software Gaussian 09 (FRISCH ef al.,
2016), para obtengdo das propriedades eletronicas atdmicas e moleculares que estejam

correlacionadas com a atividade bioldgica.

4.3.2 Estrutura dos alvos

Foram utilizadas as estruturas de receptores hormonais (estrogénio alfa, estrogénio beta
e progesterona) obtidos por técnicas experimentais disponiveis no Protein Data Bank (PDB)

codigos 1A52, STOA e 1ZUC, respectivamente.

4.3.3 Docagem molecular

Foi realizada docagem com o pacote AutoDock Vina . Foi utilizado o médulo AutoDock
Tools 1.5.7 para preparar e analisar os calculos computacionais. Apos otimizacao, as estruturas
dos compostos identificados foram posicionadas na porc¢ao central do respectivo sitio catalitico
do alvo selecionado, sendo Glu353 para ERa (#1A52), His475 para ERB (#5TOA) e Asn719
para receptor de progesterona (#1ZUC). As cargas Gasteiger ¢ os hidrogénios polares,
necessarios para os calculos de potencial, foram adicionados apos a remog¢ao de moléculas de

agua, farmacos e/ou artefatos das estruturas dos alvos. O algoritmo genético lamarckiano foi
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escolhido para procurar as melhores conformagdes, com 100 execu¢des para cada ligante
(algoritmo genético com pesquisa local) (MORRIS et al., 1998).

As estruturas dos receptores foram mantidas rigidas, enquanto os ligantes (compostos
identificados em Morus nigra) ndo tiveram sua mobilidade restringida, permanecendo livres.
As conformagdes de melhor energia de interacdo dos complexos ‘ligante + receptor’
identificados na docagem molecular foram selecionados com base em energia livre de ligagao
e constantes de inibi¢do, por inspecao visual e analises de residuos que melhor interagiram com
o ligante (CALADO et al., 2015; LOPES et al., 2019, 2020). Andlises moleculares e
representacdes complexas foram obtidas usando o pacote UCSF Chimera (PETTERSEN et al.,
2004), vs. 1.14. e PoseView (STIERAND & RAREY, 2010).

O estudo in silico foi realizado utilizando os recursos computacionais do Centro Nacional

de Processamento de Alto Desempenho da Universidade Federal do Ceard (CENAPAD-UFC).

4.4 Estudo in vivo

4.4.1 Drogas

Estrogénio conjugado associado ao acetato de medroxiprogesterona (estroprogestativo):
Foi utilizado estrogénio conjugado 0,45 mg associado com acetato de medroxiprogesterona 1,5
mg, em forma de comprimido com o nome comercial SELECTA que foi fornecido

gratuitamente pelo laboratério LIBBS S/A.

4.4.2 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (n=5) provenientes do Biotério Central da UFMA, com
pesos variando entre 250 e 300 gramas e 25 e 35 gramas, respectivamente, com acesso ad
libitum a comida (racdo) e 4gua e, mantidas em ciclos alternados de luminosidade de 12 horas,
com temperatura de 20 a 25 °C. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as
orientagdes para o cuidado com animais de laboratorio e com as consideragdes éticas descritas
nos protocolos experimentais aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Maranhio e pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA).

Os animais foram distribuidos em 5 grupos conforme descri¢ao a seguir:



30

Grupo 1: Falso-operado (SHAM): Falso operado (sham operated) e tratado com 6leo mineral

(veiculo): Constituido por ratas submetidas a uma falsa cirurgia tratadas subcutaneamente com
6leo mineral.

Grupo 2: Ovariectomizadas (OVX SAL) e tratado com 0Oleo mineral (veiculo): Os animais

administrados, por via subcutdnea, com 6leo mineral que serd o veiculo utilizado para a
solubilizagdo e diluicdo dos hormdnios (efeito placebo), em volume de 0,1 ml/ 100g de peso
dos animais.

Grupo 3: Ovariectomizadas e tratado com estrogénio conjugado associado com acetato de

medroxiprogesterona (estro-progestativos) (OVX E2 + P): Apds 21 dias da ooforectomia as

ratas foram injetadas diariamente, por um periodo de 1 més, com o hormodnio na dose de 20
ng/Kg de peso do animal.
Grupo 4: Ovariectomizadas tratadas com fracdo aquosa (OVX FAQ): Apds 21 dias da

ooforectomia as ratas foram injetadas diariamente, por um periodo de 1 més, com a fracao na
dose de 400 mg/Kg de peso do animal.
Grupo 5: Ovariectomizadas e tratadas com fragcdo acetato (OVX ACET): Apos 21 dias da

ooforectomia as ratas foram injetadas diariamente, por um periodo de 1 més, com a fragdo na

dose de 100 mg/Kg de peso do animal.

4.4.3 Procedimento cirurgico

As ratas foram submetidas e mantidas em anestesia por cetamina/xilasina (60/7,5 mg/kg,
intraperitoneal), durante todo o periodo cirtirgico. Foi feita a assepsia da regido ventral dos
animais (supra-pubica) para posterior laparotomia de aproximadamente 2 cm na linha mediana.
Os ovarios e as trompas foram identificados. As trompas foram ligadas com fio de sutura e os
ovarios isolados e retirados apos a ligadura. Posteriormente a incisdo foi suturada. Animais
falso-operados)foram submetidos a laparotomia exploratoria, mas os ovarios e as trompas
permaneceram intactas. Apos a cirurgia, durante 3 dias foi administrado o anti-inflamatoério

ibuprofeno 30 mg/kg, via oral.

4.4.5 Determinacido do peso corporal dos animais

Foi realizado o controle de peso corporal e ingestdo alimentar das ratas durante todo o

periodo de tratamento. Os animais foram pesados diariamente para a determinagao do volume

das drogas que foram administradas.



31

4.4.6 Eutanasia e coleta de amostras biologicas e hormonios

Apoés serem previamente anestesiados os animais foram eutandsiados. Amostras de
sangue foram coletadas a partir da veia cava posterior utilizando seringas heparinizadas e o
plasma foi imediatamente separado por centrifugacao a 2000 g, a temperatura ambiente durante
20 min. Os niveis plasmaticos dos homonios estradiol, progesterona e testosterona foram
dosados pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Abbott Laboratories,
Illinous, E.U.A.) e a reagdo foi realizada de acordo com as instrugcdes dos fabricantes. As
dosagens quantitativas foram realizadas utilizando-se o espectrofotometro UV-VIS para a
determinacéo dos seguintes pardmetros bioquimicos: Albumina, Colesterol, Triglicéres, Acido
urico, Calcio e Magnésio; utilizando-se a técnica, comprimento de onda e referéncias de acordo

com o elemento dosado e orientacdo do fabricante dos reagentes (LABTEST®).

4.4.7 Determinaciao do peso dos orgaos

Ap6s a indugdo de anestesia e eutanasia dos animais, o Utero e o tecido adiposo foram

coletados e devidamente pesados.

4.4.8 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os
dados serdo analisados por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias (Two-way) para
medidas repetidas, seguida do teste de Bonferroni ou Newman-Keuls, para comparagdes
multiplas. O nivel de significdncia adotado sera de 5% (a = 0,05). Todos os célculos estatisticos
serdo realizados utilizando o programa estatistico GraphPad Prism version 6.00 for Windows,

San Diego, California, E.U.A.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

51 Rendimento do extrato e fracdes

Apos extragdo e secagem do extrato e fragdes os rendimentos foram determinados (Tabela
2). Enquanto a extracdo por extrato hidroetandlico apresentou rendimento de 2,88% de massa
de extrato bruto por grama de material vegetal (m/m) por massa de extrato bruto por massa de
folhas secas, para as parti¢cdes liquido/liquido o rendimento foi de 17,16% para a acetato e
72,57% para a aquosa. Em linha com estes resultados, Nasti¢ e colaboradores (2018) obtiveram
um extrato bruto por maceragao em 60 minutos e solu¢ao de EtOH 75% com rendimento 6,98%
(m/m). Os autores destacam que o extrato bruto ¢ rico em acidos fendlicos e polifendis
glicosilados, compostos polares e semi-polares que podem ser fracionados em solventes polares
visando a obtengdo de fragdes ricas em acidos ou flavonoides. Devido a presenca desses
metabolitos € possivel definir que o extrato bruto das folhas de Morus nigra trata-se de uma

matriz rica em compostos polares.

Tabela 2. Percentual de rendimento do extrato hidroetandlico e fragcoes oriundos das folhas de Morus nigra.

Morus nigra (folhas) | 2,88 17,16 72,57

5.2 Caracterizagdo quimica

5.2.1 Perfil cromatografico do extratos e fracio de Morus nigra

Ap0s avaliacdo por HPLC-PDA do extrato e fragdo de Morus nigra, observa grande
complexidade e diversidade na composicdo quimica das matrizes avaliada devido ao grande
nimero de picos eluidos ao longo da corrida cromatografica. Com o auxilio do detector de

arranjo de fotodiodos (PAD) acoplado ao sistema HPLC, pdde-se processar os dados
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cromatograficos e obter os cromatogramas em comprimentos de onda seletivos para uma
determinada classe de metabolito secundario. Nos cromatogramas do extrato das folhas e fragao
acetato de etila, processados em 254 nm (Figura 7) e 360 nm (Figura 8) respectivamente,
observa-se um menor numero de picos eluidos no inicio da corrida, e uma melhor resolugao
cromatografica. Uma caracteristica observada nos cromatogramas ¢ o fato de que no extrato
das folhas a intensidade de absor¢ao ¢ da ordem de 100.000 mAu enquanto que na fragao acetato
de etila, a absorcao foi 150.000 mAu, Esse fato sugere que ha uma menor concentragao de
metabolitos no extrato quando comparado a fragdo acetato de etila, uma vez que ambos foram
preparados na mesma concentragdo. A verificagdo da presenca de flavonoides e derivados de
acidos fenolicos foi constatada pela presenca de espectros com bandas caracteristicas dessas

classes em todos os extratos.
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Figura 7. Cromatograma de separagdo dos constituintes quimicos presentes no extrato e fracdo acetato de etila das folhas de
Morus nigra. Clean-up por SPE-RPIS, eluida com H20: MeOH 9/1, v/v), obtidos por HPLC-PDA (Jasco®), Coluna
Phenomenex® Synergi Hydro RP-18 (250 x 4,6mm i.d. ; 4um ), fluxo 1,0 ml.min-1, Solventes: A=H20, B:MeOH, gradiente
linear 0-100% de B em 40 min ¢ espectros no UV das classes mais proeminentes presentes no extrato e fragdo obtidos em 254

nm.
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Figura 8. Cromatograma de separagdo dos constituintes quimicos presentes no extrato e fragdo acetato de etila das folhas de
Morus nigra. Clean-up por SPE-RPIS, eluida com H20: MeOH 9/1, v/v), obtidos por HPLC-PDA (Jasco®), Coluna
Phenomenex® Synergi Hydro RP-18 (250 x 4,6mm i.d. ; 4um ), fluxo 1,0 mL.min-1, Solventes: A: H20, B: MeOH, gradiente
linear 0-100% de B em 40 min e espectros no UV das classes mais proeminentes presentes no extrato e fracdo obtidos em 360

nm.

Derivados de acidos fenolicos apresentam uma unica banda de absorcdo referente ao

sistema benzilico, com méaximo na regido do UV variando entre 260-280 nm (Figura 9A).

Flavonoides, por sua vez, sdo reconhecidos por apresentarem no geral, duas bandas de absor¢ao

referentes aos dois sistemas aromaticos encontrados em agliconas; a Banda II, com maximos
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na faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel A e a Banda I, com maximos na faixa
espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel B (Figura 9B; MERKEN & BEECHER 2000). A
Banda I ¢ associada a absor¢ao do Anel B, que possui o sistema cinamoil com maior extensao
da conjugacao eletronica. A banda II ¢ atribuida ao Anel A, que envolve a absor¢ao do sistema

benzoil de menor conjugacao (Figura 10)

>

Sistema Benzoil ;
©
E l Sistema Cinamoil

q'>

Figura 10. Estrutura de um flavonol com sistema benzoil e cinamoil.

5.2.2 Identificacio dos metabolitos secundarios no extrato hidroetandlico das folhas de

Morus nigra por FIA-ESI-IT-MS"

A espectrometria de massas tem se destacado nos ultimos anos como uma valiosa
ferramenta para a analise de diversos compostos presentes na natureza. Aplica-se esta técnica
para se obter a fragmentacdo de substancias em analise existentes em matrizes complexas como
por exemplo, um extrato vegetal.

Com a utilizacdo da técnica de FIA-ESI-IT-MS" foi possivel identificar diversos

compostos no extrato de M. nigra (Figura 11, Tabela 3). A maioria dos compostos determinados
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foram flavonoides e acidos fenolicos. Para todas as substincias conhecidas, utilizou-se

comparag¢do de seus dados de fragmentacdo com os ja existentes na literatura.
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Figura 11. Espectros de ESI-MS, modo negativo full scan do extrato hidroetanolico das folhas de Morus nigra.

Tabela 3. FIA-ESI-IT/MS" das substancias existentes no extrato hidroetandlico das folhas de Morus nigra.

Pico [M-H] Fragmentos MS" Proposta
1 161 143; 133; 117 Acido 4-hidroxi-2-oxoglutérico
2 179 161; 135; 109 Acido caféico
3 191 173; 171; 127 Acido quinico
4 283 265; 263; 165 Derivado de iridoide
5 325 183; 163 Acido p-coumaroil-glucosideo
6 341 179; 161; 143; 113 Cafeoil-O-hexosideo
7 353 191; 173; 135 Acido 3-O-cafeoilquinico
12 431 387; 363; 341; 197 Apigenina-C-glucosideo
14 447 327; 285; 267; 257, Kaempferol 3-O-glucosideo
229
15 463 301; 179; 151 Isoquercitrina
16 477 300, 153 Quercetina-3-0O-glucoronil
477 409; 341; 315 Isorhamnetina-3-O-glucosideo
18 489 285;267;257; 163 Kaempferol 3-O-(6"-O-acetil)glucosideo
20 505 301; 179; 151 Quercetina-O-glucosideo
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21 515 553;191; 179; 173 Acido dicafeoil-quinico
22 533 371;353; 191 n.i
28 609 447, 301 Rutina
29 625 463; 301; 179 Quercetina-di-O-glucosideo
30 683 653; 503; 271 n.i
32 755 609; 301; 179; 151 Quercetina-3-O-(6""-trans-p-coumaroil-2"-
glucosil)rhaminosideo
33 593 285; 257 Kampferol 3-O-rutinosideo
*n.1: ndo identificado
o] o] 0 o HO OHOHO
HOWOH HO)V\@:OH HO:(;/K
H

Acido 4-hidroxi-2-oxoglutarico Acido caféico Acido quinico
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Acido p-coumaroil-glucosideo Acido 3-O-cafeoilquinico

OH

Isoquercitrina

0
)LO OH

OH

OH O OH

]
L,

OH OH

Quercetina-3-O-glucoronil

OH
| 0
0
Howo OH
O._O._OH
OH o} HO OH

Isorhamnetina-3-O-glucosideo  Kaempferol 3-O-(6"-O-acetil)glucosideo



Quercetina-O-glucosideo

OH OH

OHO

Quercetina-di-O-glucosideo

OH
Acido dicafeoil-quinico

OH
OH

OH H\OJ\)IOH HO
0~,_0 oo 0
_ HO
HO °5 O
HO
OH

Quercetina-3-O-(6"'-trans-p-coumaroil-

)

OO

2"-glucosil)rhaminosideo

H
OH

39

Rutina

OH O._0O._Me

HO OH

OH

Kampferol 3-O-rutinosideo

Figura 12. Estruturas de metabdlitos identificados no extrato hidroetandlico de Morus nigra.

OH OH
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Quercetina-di-O-glucosideo

OH OH

m/z=463

OH

OH

- CH;105

m/z=300

Figura 13. Esquemas representativos de fragmentagoes a Quercetina-di-O-glucosideo identificadas no extrato

hidroetandlico de Morus nigra.

O composto do pico 29 apresenta m/z 625, sendo proposto como Quercetina-di-O-

glucosideo (Figura 13), sendo duas unidades glicosidicas ligadas por um heterodtomo de

oxigénio nos anéis B e C do flavonoide. Em destaque, o pico base em m/z 463 apos a perda

integra da primeira glicose (162 Da) no anel C, seguida pela subsequente perda da segunda

unidade glicosidica ligada ao anel B, com sinal de m/z 300. As ligagdes carbono-oxigénio sao
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mais susceptiveis a quebra comparadas as ligagdes carbono-carbono, prevalecendo a rota de
fragmentacdo com perdas de glicose sem que haja cisdo do fragmento. Em 2018 Nasti¢ e

colaboradores identificaram a presenca de isdmeros deste metabolito nas folhas de M. nigra.

Kampferol 3-O-rutinosideo

-CO

m/z=257
m/z=285

m/z=593

Figura 14. Esquemas representativos de fragmentag¢oes o Kampferol 3-O-rutinosideo identificadas no extrato hidroetandlico
de Morus nigra.

O metabdlito de ion m/z 593 trata-se do Kampferol 3-O-rutinosideo (Figura 14), com pico
base de m/z 285 e subsequente sinal em m/z 257. A fragmentacdo de 308 Da ¢é caracterizado
pela saida integra do di-glicosideo ligado ao anel C, sem a quebra das duas unidades de agtcar.
A perda de 28 Da corre pela saida de uma carbonila proveniente do rearranjo do anel C do
flavonoide. Isdmeros desse composto foram identificados em amostras das folhas de M. nigra.
(NASTIC et al., 2018). Esse metabolito também pdde ser encontrado em frutas de Morus nigra

e Morus alba (PAWLOWSKA et al., 2008).

Acido Quinico

OH OH
OHT
HO s - M HO OoH
-H;0 U 0 -COM
—_— —_—
HO HO
OH HO
m/z =191 m/z=173 m/z=127

Figura 15. Esquemas representativos de fragmentagoes o Acido Quinico identificadas no extrato hidroetanolico de Morus
nigra.

O pico de m/z 191 ¢ proposto como sendo o Acido quinico (Figura 15). A perda de 18 Da
é representado pela saida de 4gua no carbono 4 seguido da formagdo de liga¢do sp® no ciclo. A
fragmentacdo da carboxila gera uma perda de 46 Da. A literatura relata a presenga deste

metabolito. Nasti¢ e colaboradores identificaram este dcido em 2018 nas folhas de M. nigra.
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Enquanto em 2015 Miljkovic e colaboradores constataram a presenca do composto, porém em

frutos de diversas espécies do género Morus.

Acido 3-O-cafeoilquinico

OH gH OH__O
o OH OH (0]
P OH - CgHs03 -H,0 o
OH I O —_— OH o E—— OH
OH OH o
m/z=353 m/z=191 m/z=173

Figura 16. Esquemas representativos de fragmentagoes o Acido 3-O-cafeoilquinico identificadas no extrato hidroetandlico
de Morus nigra.

O pico de m/z 353 trata-se do ion de Acido 3-O-cafeoilquinico. Apés a saida do
agrupamento cafeoil com 162 Da, o ion de acido quinico apresenta m/z 191. A subsequente
desidratagdo ocorre pelo rearranjo da carboxila com a hidroxila no carbono 4, resultando num
heterociclo ligado a carbonila. Isomeros deste fitoquimico foram isolados em frutos de Morus

nigra € Morus alba (PAWLOWSKA et al., 2008).

5.3 Docagem em receptores de estrogénio e progesterona

Para a analise de docking molecular, usamos todos os compostos majoritarios
identificados por MS/MS no extrato bruto de Morus nigra. Para o composto Apigenina-C-
glucosideo a aglicona derivada foi utilizada nos ensaios in silico. Em geral, todos os compostos
mostraram alto parametro de afinidade com a estrutura ERa, ERf ¢ PR (Receptores de
Progesterona), destacando a Apigenina e Acido Isoclorogénico com valores de energia de
ligacdo livre mais proximos dos respectivos hormdnios nos receptores.

Os resultados dos valores de energia de ligagdo de todos os compostos majoritarios sao

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Energias de ligagcdo livre (AGbina) e constante de inibi¢do (Ki) obtidas por docking molecular dos compostos

identificados no extrato bruto de Morus nigra com a estrutura dos receptores estrogénicos e de progesterona.

Ligante ERo.  AGping*

8.8
8,4

Apigenina
Acido
Isoclorogénic
0
1-cafeoil-f-
D-glicose
Quercetina-
3-0-glucosil-
6’-acetato
Isoquercetri
na

-7,9

-7,9

Acido
isoclorogénic
0 A ou Acido

3,5-
dicafeoil-
quinico
Quercetina-
3,4’-0-di-f-
glicosideo
Acido trans-
p-cumarico-
4-glicosideo
Kaempferol-
3-0-
galactosideo
(Trifolina)
Isorhamneti
na-3-
galactosideo
(Cacticina)
Acido cafeico

Rutina -6,1

Acido
quinico
Acido 4-

hidroxi-2-
oxoglutatico

K;
14,861
14,186

13,341

13,341

12,666

12,497

12,159

11,990

11,652

11,484

10,808

10,301

9,288

7,937

Ligante ERB  AGyina
*

Apigenina
Acido
Isoclorogénic
0
1-cafeoil-f-
D-glicose
Acido cafeico

Acido trans-
p-cumarico-
4-glicosideo
Quercetina-
3-0-glucosil-
6’’-acetato

Isoquercetri
na

Rutina

Quercetina-
3,4’-0-di-p-
glicosideo

Acido
quinico

Isorhamneti
na-3-
galactosideo
(Cacticina)
Acido
isoclorogénic
0 A ou Acido
3,5-
dicafeoil-
quinico
Acido 4-
hidroxi-2-
oxoglutatico
Kaempferol-
3-0-
galactosideo
(Trifolina)

-9,1
-8,5

-7,9

-6,4

5.4

-5,2

K;
15,368
14,354

13,341

10,808

10,808

10,133

9,626

9,457

9,457

9,119

9,119

8,782

8,613

8,613

Ligante PR AGyina
*

Apigenina
Acido
Isoclorogénic
0
1-cafeoil-p-
D-glicose
Acido trans-
p-cumarico-
4-glicosideo
Acido cafeico

Acido
isoclorogénic
0 A ou Acido

3,5-
dicafeoil-
quinico
Quercetina-
3,4’-0-di-f-
glicosideo

Rutina

Kaempferol-
3-0-
galactosideo
(Trifolina)
Isoquercetri
na

Isorhamneti
na-3-
galactosideo
(Cacticina)
Acido
quinico

Quercetina-
3-0-glucosil-
6’’-acetato
Acido 4-
hidroxi-2-
oxoglutatico

-9,5
-8,7

-7,9

-7,8

-5,8

-5,6

K;
16,043
14,692

13,341

13,172

11,821

10,977

10,808

10,470

9,964

9,795

9,795

9,457

8,613

8,106
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De acordo com nossos resultados, tanto a Apigenina quanto o Acido Isoclorogénico
realizaram interagdes com importantes residuos de sitios ativos do receptor e com residuos
vizinhos. Tais interagdes permitem formular a hipdtese de que uma mistura rica em flavonoides
e acidos fendlicos possa haver sinergismo capaz de potencializar os efeitos farmacologicos dos
metabolitos no ciclo hormonal feminino.

A Apigenina interagiu por for¢as de van der Waals com os residuos de Leu384, Leu387,
Ala350 e Phe404 de ERa, enquanto a hidroxila agregada ao anel C realizou ligacdes de
hidrogénio ao carboxilato do residuo Glu353 e o anel fendlico com o anel aromatico de Phe404
por interagdes nt-1t (Figura 17A).

O Acido Isoclorogénico apresentou seis interagdes, sendo quatro através de ligagdes de
hidrogénio: duas no anel fenolico com a carbonila de Leu387 e com o grupo amino de Arg394,
uma com o carboxilato de Thr347 e uma com a hidroxila do ciclo com o nitrogénio do grupo
imidazol no residuo de His524. Também houve interagdes de van der Waals entre o acido e o
residuo de Phe404 além de interacdes m-m entre o anel aromatico desse residuo e o anel do acido
(Figura 17B).

Como referéncia, o 17-BEstadriol assim como a Apigenina demonstra realizar ligacdes
de hidrogénio com carboxilato de Glu353 e assim como Acido Isoclorogénico com o imidazil
de His524 (Figura 17C). A conformagdo espacial de Apigenina e 3-O-cafeoilquinico com a

estrutura de ERa ¢ mostrada na Figura 20.
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Figura 17. Diagrama bidimensional de contatos de residuos de aminodcidos do sitio ativo do ERa com Apigenina (A4), Acido
Isoclorogénico (B) e Estradiol (estrutura cristal - C). Linhas pretas tracejadas - ligacbes de hidrogénio; linhas verdes
continuas — interagoes de van der Waals, linha verde tracejada - interagées m-.

No receptor ERP, o Acido Isoclorogénico interage por ligagdes de hidrogénio com
residuos de imidazol em His475A, carbonila em Gly472A e Leu339A, e com o grupo amino

em Arg346A. As interacdes de van der Waals acontecem nos sitios proximos ao residuo

Phe356A (Figura 18A).
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A Apigenina realiza liga¢des de hidrogénio com enxofre do residuo Met295A, com o
carboxilato de Glu305A e o grupo amino de Arg346A. Destaca-se, também, a interagcdes de van
der Waals com os aminoacidos Leu339A e Met336A (Figura 18B).

Comparando resultados, o 17-BEstadriol interagiu com estes mesmos sitios, em adic¢do as

interagdes m-m com o grupo benzoil de Phe356A (Figura 18C)
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Figura 18. Diagrama bidimensional de contatos de residuos de aminodcidos do sitio ativo do ERS com Apigenina (4), Acido
Isoclorogénico (B) e Estradiol (estrutura cristal - C). Linhas pretas tracejadas - ligagoes de hidrogénio, linhas verdes
continuas — interagoes de van der Waals, linha verde tracejada - interagées n-.

Jé& os ensaios com a PR indicam que houveram interagdes entre a Apigenina e o receptor,
com ligagdes de hidrogénio entre a carbonila do Asn719A, ao grupo amino de Arg766A e ao

grupo amido de Gin725A. As interagdes de van der Waals entre o metabolito e o receptor
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ocorreram entre dos residuos de Leu718A, Phe778A (e interagdes n-m ) € Met759.(Figura 19B).
O Acido Isoclorogénico realizou ligagdes de hidrogénio com a carbonila de Leu718A e o grupo
amino de Arg766A e o grupo amido de Gin725A. As interagdes de van der Waals ocorrem,

principalmente, no residuo de Met759A (Figura 19A).

A

ArgRERAT N, NH H ?:u ------------- H-Q 0

i
TN

ArgTHEA

GInT258 P

GinPI5A
Figura 19. Diagrama bidimensional de contatos de residuos de aminodcidos do sitio ativo do ERf} com Apigenina (A) e o

Acido Isoclorogénico (B). Linhas pretas tracejadas - ligagoes de hidrogénio, linhas verdes continuas — interagoes de van der
Waals, linha verde tracejada - interagoes n-x.

Os resultados preliminares forneceram dados sobre a conformacgdo geométrica da
Apigenina e Acido Isoclorogénico sobrepostos ao estradiol redocking e estrutura cristal (Figura
20B).

No modelo tridimensional da ERa € possivel destacar a a-hélice na regido LDB do
receptor. Observa-se na (Figura 20A) a complexacdo na LDB do receptor com os ligantes
sobrepostos. Destaca-se também, a conformacdo dos ligantes ao ERpB (Figura 21) e ao PR

(Figura 22).
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Figura 20. Representa¢do do ERo. humano interagindo com os ligantes da fragdo de Morus nigra. (4); Ampliagdo da
conformagdo dos ligantes obtida por docking molecular (B) Apigenina — azul; Acido Isoclorogénico — verde; estradiol
(redocking) — vermelho, estradiol (estrutura cristal) — magenta.

Figura 21. Representagcdo do ER humano interagindo com os ligantes da fra¢do de Morus nigra. (4); Ampliagao da
conformagdo dos ligantes obtida por docking molecular (B) Apigenina — azul; Acido Isoclorogénico — verde; estradiol
(redocking) — vermelho, estradiol (estrutura cristal) — magenta.
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Figura 22. Representa¢cdo do PR humano interagindo com os ligantes da fracdo de Morus nigra. (A); Amplia¢do da
conformagdo dos ligantes obtida por docking molecular (B) Apigenina — azul; Acido Isoclorogénico — verde; estradiol
(redocking) — vermelho, estradiol (estrutura cristal) — magenta.

Este nucleo hidrofébico ¢ complexado aos modelos dos metabolitos de forma similar ao
estradiol. Salum, 2007 atribui as varia¢des conformacionais dos receptores com seus diferentes
ligantes capaz de produzir diversas respostas bioldgicas. Ao adquirir conformacgao especifica
que possibilita a transcri¢do dos genes-alvo nos tecidos pode-se dizer que o ligante atuou como

agonista do receptor.

5.4 Ensaios in vivo

5.4.1 Efeito do tratamento com fracoes de Morus nigra em relacio ao peso corporal total

Os animais falso-operados (SHAM) ndo aumentaram seu peso corporal. Como esperado,
a ovariectomia (OVX) promoveu um importante aumento na massa corporal em compara¢ao
aos animais SHAM, com significancia estatistica quando comparados ao grupo SHAM. O
tratamento com estroprogestativos reduziu ligeiramente o peso corporal em relagdo aos animais
tratados com salina. Este efeito de reducdo do peso assumiu significancia estatistica nos grupos

tratados com as fragdes acetato (ACET) e aquosa (FAQ) de M. nigra (Figura 23).
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Figura 23. . Peso corporal de ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solug¢do NaCl 0,9%;
ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P),
ovariectomizadas tratadas com fra¢do aquosa (OVX FAQ) e com fragdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e colunas
e barras verticais respectivamente, representam a média £ erro padrdo das médias (n=35).

5.4.2 Efeito do tratamento com fracdes de Morus nigra sobre o peso do tecido adiposo e

do atero

Os animais submetidos a ovariectomia (OVX SAL) apresentaram peso de tecido adiposo
significativamente aumentado em comparagdo ao grupo SHAM (Figura 24). O tratamento com
estroprogestativo e com a fragdo acetato reduziu significativamente o peso do tecido adiposo.
O tratamento com a fragdo aquosa tende a reduzir o peso do tecido adiposo mas ndo atingiu

significancia estatistica.
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Figura 24. Peso do tecido adiposo de ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solugdo NaCl 0,9%;
ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P),
ovariectomizadas tratadas com fra¢do aquosa (OVX FAQ) e com fragdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e colunas
e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrdo das médias (n=>5).

Em relacdo ao peso do tutero, verificou-se que a ovariectomia induziu a diminui¢ao
significativa do peso deste 6rgdo (Figura 25). O tratamento com estroprogestativo permitiu

recuperar o peso uterino enquanto o tratamento com as fragdes ndo afetaram o peso deste o6rgao.
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Figura 25. Peso do utero de ratas Wista do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solu¢do NaCl 0,9%;
ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P),
ovariectomizadas tratadas com fra¢do aquosa (OVX FAQ) e com fragdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e colunas
e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrdo das médias (n=>5).
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5.4.3 Efeito do tratamento com fracoes de Morus nigra sobre a concentracio plasmatica

de calcio e magnésio

Os niveis séricos de calcio dos animais submetidos a ovariectomia (OVX SAL) baixaram
significativamente em relagao ao grupo SHAM (Figura 26). Os animais tratados com a fragao

acetato apresentam valores ainda menores, significativamente mais baixos que o grupo OVX

SAL.
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Figura 26. Concentragdo sérica de calcio em ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solugdo NaCl
0,9%;, ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%;, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P),
ovariectomizadas tratadas com fra¢do aquosa (OVX FAQ) e com fragdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e colunas
e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrdo das médias (n=>35).

Os niveis séricos de magnésio dos animais submetidos aos tratamentos propostos no

presente estudo nao apresentaram diferenga estatistica significante (Figura 27).
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Figura 27. Concentragdo sérica de magnésio em ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solugdo NaCl
0,9%; ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P),
ovariectomizadas tratadas com fracdo aquosa (OVX FAQ) e com fracdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e colunas
e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrdo das médias (n=>5).

5.4.4 Efeito do tratamento com fragdes de Morus nigra sobre a concentracio plasmatica de

colesterol e triglicérides

Os niveis séricos de triglicéridos aumentaram significativamente nos animais
ovariectomizados (OVX SAL) em relagdo ao grupo SHAM e o tratamento com
estroprogestativos nao reduziu este efeito tipico da menopausa (Figura 28). O tratamento com
as duas fragdes reduziu significativamente os niveis de triglicéridos para niveis proximos do

grupo SHAM.
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Figura 28. Concentragdo sérica de triglicéridos em ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solugdo
NaCl 0,9%; ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2
+ P), ovariectomizadas tratadas com fragdo aquosa (OVX FAQ) e com fracdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e
colunas e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrdo das médias (n=>5).

Os niveis de colesterol total aumentaram significativamente nos animais OVX SAL em
relacdo ao grupo SHAM. A fragdo aquosa ndo alterou significativamente este efeito (Figura
29), mas a a fragdo acetato reduziu significativamente o colesterol total em relagdo ao grupo

OVX SAL.
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Figura 29. Concentragdo sérica de colesterol total em ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solugdo
NaCl 0,9%, ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2
+ P), ovariectomizadas tratadas com fragdo aquosa (OVX FAQ) e com fracdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e
colunas e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrdo das médias (n=>5).
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Os niveis de colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) aumentaram
significativamente nos animais OVX SAL em relagdo ao grupo SHAM. A fragdo aquosa nao

alterou significativamente este efeito (Figura 30) mas a fracao acetato reduziu o colesterol HDL.
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Figura 30. Concentragdo sérica de colesterol HDL em ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solugdo
NaCl 0,9%; ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2
+ P), ovariectomizadas tratadas com fragdo aquosa (OVX FAQ) e com fragdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e
colunas e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrao das médias (n=>5).

5.4.5 Efeito do tratamento com fracdoes de Morus nigra sobre a concentracio plasmatica

de albumina

Os niveis de séricos de albumina nao variaram em fun¢do da ovariectomia, mas
reduziram-se significativamente nos animais tratados com as duas fragcdes em relagdo ao grupo

OVX SAL (Figura 31).
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Figura 31. Concentragdo sérica de albumina em ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solugdo NaCl
0,9%;, ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P),
ovariectomizadas tratadas com fra¢do aquosa (OVX FAQ) e com fragdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e colunas
e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrdo das médias (n=>5).

5.4.6 Efeito do tratamento com com fracées de Morus nigra sobre a concentracio

plasmatica de acido urico

Os niveis de séricos de acido urico aumentaram significativamente em funcao da
ovariectomia, e reduziram-se significativamente nos animais tratados com as duas fragdes em

rela¢do ao grupo SHAM (Figura 32).
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Figura 32. Concentragdo sérica de dacido urico em ratas Wistar do grupo Falso-operado (SHAM) que receberam solugdao NaCl
0,9%; ovariectomizadas (OVX SAL) que receberam NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas estroprogestativo (OVX E2 + P),
ovariectomizadas tratadas com fra¢do aquosa (OVX FAQ) e com fragdo acetato (OVX ACET). Cada linha e simbolo e colunas
e barras verticais respectivamente, representam a média + erro padrdo das médias (n=>35).

Neste presente estudo, foi investigado o efeito do tratamento das fracdes aquosa e acetato
do extrato hidroalcodlico da Morus nigra L. em animais com menopausa. Inicialmente,
verificamos que 0s animais com ovarios preservados apresentaram uma redugdo de peso
corporal, enquanto animais na menopausa aumentaram de peso. Quando estes animais foram
tratados com ambas as fragdes, observou-se uma reducdo no peso corporal induzida pela
menopausa, o que correlaciona com peso do tecido adiposo total dos animais, aonde foi
verificada uma reducdo na formagdo de tecido adiposo de animais tratados com ambas as
fragdes, porém, com maior reducao na fragcdo acetato. Estes resultados sugerem que a fragao
acetato apresenta potencial antiadipogénico.

Em linha com estes resultados, o tratamento do extrato da Morus nigra L. em suinos
também demonstrou a reducdo do tamanho de adipécitos (FAN et al., 2020). Segundo Larco et
al., (2012) a ovariectomia em animais funciona como modelo para estudo de obesidade e
menopausa, ao induzir o aumento de peso. Os mesmos autores relatam que ratas OVX
apresentam maior consumo de ra¢do, devido a deficiéncia estrogénica apos a ovariectomia por
falta de estimulacdo estrogénica. Diante disso, hd menor agdo do estrogénio sobre o controle do
consumo de alimentos pelo hipotalamo, com maior acimulo de tecido adiposo.

No que diz respeito ao peso uterino, nenhuma das fragdes parece exercer efeito
estrogénico nesse tecido, quando comparado com o grupo controle tratado com estrogénio, que

aumentou o peso do tutero. O efeito da terapia de reposi¢do hormonal para mulheres que entram
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na menopausa porém possuem utero ¢ a base unicamente do uso de estrogénio. Devido a isso,
qualquer tratamento a ser buscado se espelha na férmula estrutural dos estrogé€nios para exercer
efeitos benéficos e reduzir seus efeitos colaterais.

No que diz respeito a investigacdo quanto a funcdo 6ssea, avaliamos os niveis no sangue
de calcio e magnésio. Wang et al., (2005) enfatizam a importancia da terapia de reposi¢ao
hormonal para obter ligacdo aos receptores de estrogénios nas células 6sseas e inibir a absor¢ao
ossea, aumentar a densidade 6ssea e reduzir o risco de fratura vertebral.

No presente estudo, o célcio permanece dentro dos valores normais nos animais com
ovarios preservados, mas quando o retiramos, observamos uma redug¢do. J4 o tratamento com a
fragdo aquosa aumentou os niveis de calcio, mas nao a fragdo acetato. Entretanto, nenhuma das
fracdes exerceu efeito nos niveis de magnésio. Estes resultados sdao pouco conclusivos
relativamente a capacidade das fragdes estudadas para prevenir a osteoporose associada a
menopausa, sendo necessarios estudos adicionais. Nosso proximo passo, foi avaliar a fungao
hepatica, através da dosagem de albumina sérica, a qual estava fisiologicamente reduzida no
grupo de animais que ndo estavam na menopausa ¢ elevada no grupo de animais menopausados.
Entretanto, os animais tratados com as fragdes reduziram os niveis de albumina. O mesmo
comportamento pode ser evidenciado nos niveis plasmaticos do acido trico que avaliam a
fungao renal.

Por ultimo, foram avaliados alguns parametros relacionados a fung¢ao cardiovascular e
lipidica, com as dosagens de triglicerideos, colesterol total e HDL. (PEDERSEN et al., 1996),
refere que os hormdnios sexuais estdo associados com o perfil lipidico das mulheres durante e
apods a menopausa. O acimulo de gordura visceral esta relacionado a maior concentragdo sérica
de triglicéridos e menor concentragao de colesterol HDL em mulheres pré e pds-menopausa. O
nivel elevado do colesterol associado a lipoproteina de baixa densidade (LDL) € o principal
fator de risco cardiometabolico ap6s a menopausa, enquanto o HDL tem um papel protetor. Nas
trés dosagens realizadas no presente estudo, o perfil lipidico dos grupos controle com ovarios
preservados, se encontravam reduzidos, diferente dos animais na menopausa que se
encontravam elevados. Ja os animais ovariectomizados tratados com a fracdo acetato
apresentaram uma reducdo nos niveis de triglicerideos, colesterol total e HDL. Além disso, a
fragdo aquosa também auxiliou na reducdo dos niveis de triglicerideos. Estes resultados estdao
de acordo com a redugdo também observada no peso do tecido adiposo, reforcando o papel

antiadipogénico das fracdes estudadas.
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6. CONCLUSOES

v" Os resultados obtidos neste trabalho fornecem dados importantes sobre o estudo de
fitoquimicos presentes em folhas de Morus nigra e corrobora com as descobertas

relatadas na literatura acerca da espécie.

v A Apigenina e o Acido 3-O-cafeoilquinico se destacam nos ensaios in silico. Partindo
do principio de que tanto uma aglicona quanto um acido fenélico tiveram resultados
notaveis, ¢ levantada a hipotese de que a formulagdo de rica em ambos possa ser mais
biologicamente ativa que suas particdes. Nesse caso o extrato bruto seria o candidato

mais viavel.

v" Os ensaios in vivo evidenciam que fragdes de amora possuem potencial antiadipogénico.
A fragdo acetato de etila reduziu os niveis de triglicerideos, colesterol total ¢ HDL
enquanto a fragao aquosa auxiliou na reducao dos niveis de triglicerideos. O tratamento
com a fracdo aquosa aumentou os niveis de célcio, ja o tratamento com a fragdo acetato
ndo expressou essa alteracdo. Nenhuma das fragcdes exerceram efeito nos niveis de
magnésio, mas esses resultados sdo pouco conclusivos a capacidade das fragdes
estudadas para prevenir a osteoporose associada a menopausa, sendo necessarios
estudos adicionais. Nenhuma das fragdes apresentou efeitos quanto ao peso uterino dos

animais.

v" Tendo em vista as mudangas apresentadas pelos animais tratados com ambas as fragdes,
animais tratados com fracdo acetato se sobressairam nos testes, sendo assim proposto
que uma fragdo rica em flavonoides tenha melhores resultados no controle dos sintomas
da menopausa. Essa conclusdo, entretanto, ndo descarta a hipotese formulada através
dos ensaios in silico, tendo em vista que animais tratados com fragdo aquosa também

apresentou resultados, porém ndo tdo expressivos quanto a fragdo acetato.

v’ Este estudo fornece dados complementares a literatura, sendo a espécie Morus nigra
diversamente estudada, porém poucos trabalhos com énfase em quimica visam
desvendar a complexa bioquimica envolvida nos principais metabdlitos da espécie e

seus efeitos na menopausa.
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