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EFEITOS DA INFUSAO DE Morus alba EM PARAMETROS BIOQUIMICOS,
TOXICOLOGICOS E COMPORTAMENTAIS EM RATAS OVARIECTOMIZADAS

Como citar:

da Silva B, Serafini GMC, Barella PA das C, Fell AP, Tamiozzo AG, Kaufmann JVM. et al. Efeitos da
infusdo de Morus alba em parametros bioquimicos, toxicoldgicos e comportamentais em ratas
ovariectomizadas. Rev. Contexto & Salde. 2026;26(51):e16436

RESUMO

A Morus alba popularmente conhecida como Amora branca € utilizada tradicionalmente
para o tratamento de condic¢des frequentemente associados a menopausa. Na perspectiva
de conhecer os potenciais efeitos que atuem sobre estes sintomas o objetivo deste estudo
foi primeiramente estabelecer a atividade antioxidante in vitro da infusdo de M. alba.
Posteriormente objetivou-se avaliar se 0 consumo da infusdo de M. alba induz alterac6es
bioquimicas, hematoldgicas, antioxidantes e comportamentais em um modelo animal de
menopausa. Para isso, foi conduzido um estudo experimental realizado com 33 ratas
Wistar, com 32 semanas de idade. Os animais foram randomizados em dois grupos;
ovariectomizadas (OVX) e falsa cirurgia (SHAM) e apds 12 semanas passaram a receber
a infusdo das folhas de M. alba (M. alba, OVX+M. alba) ou agua ad libitum (Controle,
OVX) por 12 semanas. A infuséo das folhas de M. alba apresentou potencial antioxidante
in vitro. A privacdo de estrogénio promoveu incremento de peso corporal,
independentemente da administracdo da infusdo de M. alba. Neste estudo, evidenciou-se
gue mesmo em pequena concentracdo a planta desempenha potencial antioxidante sem
apresentar efeitos tdxicos, além de atuar como ansiolitico no modelo experimental. Desse
modo, embora muitos estudos demonstrem que a planta possui potencial terapéutico para
tratamento de distlrbios associados a menopausa, neste modelo ndo foram observadas
alteracdes em parametros biogquimicos e oxidativos.

Palavras-chave: Menopausa; Plantas Medicinais; Estrogénios; Morus; Ovariectomia.

1 INTRODUCAO

A menopausa é um evento fisioldgico decorrente da insuficiéncia folicular
ovariana em produzir estrogénio, este hormonio esta envolvido na homeostase dos mais
diversos processos fisiologicos em diferentes 6rgdos 1. Destacando-se a manutencédo de

processos fisiologicos, desenvolvimento e funcdo do sistema reprodutivo, protecdo e
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manutencdo do sistema cardiovascular, imune, antioxidante, regulacdo da deposicédo de
gordura corporal e modulagéo e protecdo do sistema nervoso central. Deste modo, ap6s a
menopausa, mulheres estdo mais propensas a desenvolver distarbios cardiometabolicos e
alteracdes cognitivo-comportamentais em virtude do decréscimo nos niveis de estrogénio
circulantes 2.

Neste contexto, a fitoterapia vem ganhando espaco e despertando interesse devido
ao seu potencial terapéutico. No Brasil, o Ministério da Salde construiu a Relacdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Sadde (RENISUS), que
consiste em uma relacdo de espécies vegetais com potencial terapéutico pra geracéo de
produtos de interesse ao Sistema Unico de Sadde 3. A partir disso, 0 género Morus spp.
foi incluido na RENISUS devido ao seu potencial terapéutico associado aos disturbios
provocados pela menopausa. A Morus alba (M. alba), popularmente conhecida como
Amoreira Branca € uma planta originaria da China e amplamente distribuida em regides
de clima temperado quente, tropical, subtropical e mediterraneo % °. Na medicina popular
chinesa, as folhas, frutos e caules séo utilizados no tratamento de hipercolesterolemia,
como sedativo, expectorante, analgésico, diurético, protetor hepatico e renal, hipotensor
e antiepilético > ©. No Brasil, a planta é utilizada tradicionalmente para o tratamento de
sintomas associados a menopausa, devido ao seu potencial terapéutico para controle dos
calordes e reposicdo hormonal na menopausa. Além disto, na medicina popular a planta
é utilizada para melhora do colesterol, controle do diabetes e emagrecimento por mulheres
menopausadas 4. Na literatura cientifica, até 0 momento, ndo ha estudos que descrevem
os efeitos do consumo de infusdo de M. alba sobre modelos experimentais de menopausa.

Estudos prévios identificaram que diferentes extratos das folhas de M. alba séo
ricos em flavondides e glicosideos incluindo a quercetina, astragalina, canferol,
isoquercetina e rutina, entre outros fitoquimicos *. Wei e colaboradores “¢* demonstraram
que o tratamento com canferol, oriundo das folhas de M. alba, reduz a apoptose de células
granulosas in vitro e in vivo e reverte a insuficiéncia ovariana, promovendo um aumento
na secrecdo de estrogénio e progesterona em modelo de menopausa em animais
envelhecidos. Além disso, o consumo de diferentes tipos de extratos da planta
demonstraram reducdo de niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol total (CT) e

lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), aumentaram a concentracdo plasmatica
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de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e reduziram a pressdo arterial diastolica em
mulheres menopausadas 4. Considerando os possiveis efeitos benéficos da M. alba para
mulheres na menopausa, € o registro do consumo chas desta planta no Brasil, este estudo
teve como objetivo inicial estabelecer a atividade antioxidante in vitro da infusdo de M.
alba e posteriormente avaliar se o consumo da infusdo de M. alba induz alteracdes
bioguimicas, hematoldgicas, antioxidantes e comportamentais em um modelo animal de

menopausa.

2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental envolvendo modelo animal realizado com 33
Ratas Wistar, fémeas, com 32 semanas de idade; obtidas do Biotério da Universidade do
Noroeste do Rio Grande do Sul (UNIJUI). Este protocolo foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da UNIJUI (CEUA 003/2019).

2.1 Desenho Experimental

Os animais foram mantidos no Biotério da UNIJUI sob temperatura controlada
(22 £ 2 ° C), ciclo claro-escuro (claro das 7:00 as 19:00) e umidade relativa do ar
mantida entre 50-60%. Os animais receberam agua e alimentos ad libitum.

As Ratas Wistar foram inicialmente avaliadas quanto ao perfil biométrico,
glicémico e randomizadas em dois grupos; ovariectomizadas (OVX, n = 16) e falsa
cirurgia (SHAM, n = 17). Transcorridos 12 semanas de pos-operatdrio os animais foram
randomizados em outros quatro grupos: Controle (n=7), M. alba (n=10), OVX (n=9) e
OVX + M. alba (n=7), sendo que os animais dos grupos M. alba e OVX+ M. alba
passaram a receber a infusdo das folhas de M. alba como fonte hidrica exclusiva durante
12 semanas. Durante todo o periodo de estudo foram obtidos semanalmente dados
biométricos de todos os animais; e mensalmente dados glicémicos. Na 122 semana de
tratamento experimental os animais foram avaliados quanto ao seu perfil comportamental
de ansiedade, depressdo e memoria de curto prazo.

Os animais foram eutanasiados 48 horas ap06s a ultima oferta de infusdo de M.

alba para coleta de material biol6gico para as dosagens bioquimicas e toxicoldgicas. Para
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avaliacdo da morfometria tecidual foram coletados figado, baco, rins, tecido adiposo,

musculo gastrocnémio, soleo e Gtero.

2.2 Analise fitoquimica e preparo da Infusdo das folhas de M. alba

2.2.1 Obtencdo do Material Vegetal e Preparo da Infuséo

As folhas secas da planta foram adquiridas comercialmente através da empresa
Kitt Med Laboratérios LTDA — Campo Largo, PR. As folhas de M. alba foram colhidas
no més de marco de 2019 com validade de 03/2020, no municipio de Mandirituba -PR e
passaram por processo de secagem em estufa. Foram realizadas andlises fisico-quimicas
(material estranho: 6,72%, umidade: 7,08% e cinzas: 5,12%) e microbioldgicas
(Salmonella spp: auséncia em 25g, Coliformes Totais a 45°C < 3 NMP/qg).

A infuséo foi preparada diariamente considerando-se a concentracao de 7,5 mg de
folhas secas de M. alba por ml de &gua potavel a 80 + 2 °C, o conteudo era deixado em
infusdo coberto com um vidro de reldgio a temperatura ambiente por um periodo de 10
minutos, posteriormente filtrado com papel filtro e ofertado aos animais por via oral,

como fonte hidrica exclusiva.

2.2.2 Determinacdo da concentracdo efetiva 50% da infusdo e Teor de Fendis totais

A determinacdo da capacidade antioxidante in vitro e a concentracdo efetiva
(CE50), foram realizadas baseando-se na atividade sequestradora do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de acordo com o descrito por Sousa et al., 2007/,
utilizando-se a infuséo das folhas da planta. Para determinacéo da CE50 foram utilizadas
concentracdes crescentes de 0.10 g, 0.259,0.50 g, 0.75 ¢, 1.0 g, 1.25 g e 1.5 g de folhas.

A determinacdo do teor de fendis totais foi realizada através do método de Folin
Ciocalteu conforme o descrito por Rangel et al., 2013, utilizando-se a concentracdo de
0.75g 8. O padrio utilizado foi o &cido galico (AG) e o resultado foi expresso em
equivalentes de AG (mgE/AG).
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2.3 Procedimento Experimental in vivo
2.3.1 Procedimento cirdrgico, anestésico e analgésico

O procedimento cirargico foi realizado em ambiente hospitalar e envolveu para o
grupo OV X a remocd&o bilateral dos ovérios acessados por incisdo longitudinal da pele e
da musculatura na regido caudal a dltima costela e préxima ao nivel do rim. Os animais
SHAM tiveram seus ovarios identificados e expostos cirurgicamente que a seguir
reposicionados para posterior sutura subcutdnea da musculatura e pele previamente
incisadas. Para a realizacdo do procedimento cirargico os animais foram submetidos a
anestesia utilizando-se como pré-anestésica petidina 15 mg/kg IP; isofluorano a 4% e 2%
por via inalatdria para inducdo e manutencéo respectivamente; por fim, no p6s operatério
imediato e 24 horas apds os animais receberam uma dose de Meloxicam 2mg/kg por via

subcutanea.

2.3.2 Determinag&o do perfil biométrico

Para a determinacdo do perfil biométrico, os animais foram monitorados
semanalmente quanto ao seu peso e quinzenalmente foi realizada a afericdo da massa
corporal total, as medidas das circunferéncias abdominal, torécica e do comprimento
nasoanal utilizando-se fita métrica inextensivel. O indice de Lee foi determinado a partir
da raiz cubica do peso corporal (g)/ comprimento nasoanal (cm), considerando como
ponto de corte para determinar obesidade 0,30 g/cm. A Relacdo Abdéme-Térax (RAT)
foi determinada utilizando-se a seguinte formula RAT= Circunferéncia abdominal/
circunferéncia toracica °. O Indice de Massa Corporal (IMC) foi calculado através da
seguinte formula: IMC = Peso (g)/comprimento naso-anal(cm?). O ponto de corte

estabelecido para este indicador para a normalidade de peso varia entre 0,45 e 0,68/cm?
10

2.3.4 Determinacg0es Sanguineas
2.3.4.1 Coleta de Material Bioldgico
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O sangue foi coletado, a partir de eutanasia por decapitacdo, em tubo com
anticoagulante EDTA. Imediatamente apds a coleta, o sangue foi centrifugado em
microcentrifuga Minispin® Plus Eppendorff a 3500 rpm durante 15 minutos para
obtencdo do plasma. As amostras de plasma foram aliquotadas e congeladas em

nitrogénio liquido para posterior dosagem.

2.3.4.2 Hemograma

O sangue total foi colhido em tubo com anticoagulante (EDTA) para determinacao
dos parametros hematoldgicos e indices hematimétricos (5ul de EDTA, para cada 500 pl
de sangue). Para a determinacdo automatizada foi utilizado o analisador hematoldgico
Micros 60 (Horiba), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos, foram realizadas
distensdes hematologicas em ldmina, corados com coloracdo pandtica (Newprov), a partir
disto realizou-se a microscopia, considerando-se para cada lamina uma contagem de 100

células em campos distintos.

2.3.4.3 Avaliagado bioquimica

A determinacdo do perfil lipidico dos animais (CT, LDL, VLDL, HDL e
Triglicerideos), fosfatase alcalina, alanina transaminase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), creatinina, ureia e gamaglutariltranspeptidase (GGT) foram
realizadas por metodologia colorimétrica, utilizando-se kits comerciais Bioclin — Quibasa
e realizadas através da automacao BS200-Mindray. Os resultados foram expressos em
mg/dl. Os testes de tolerancia a glicose (GTT) foram realizados em todos 0s grupos
experimentais no tempo zero, na 42, 82 e 122 semana de tratamento com 0s animais em
jejum de 12 horas. Para a realizacéo do teste foi preparada uma solugédo de glicose 80%
(m/v) e administrada na concentracdo 1g/kg, por via intraperitoneal. Para a obtencdo da
curva glicémica, o valor da glicemia em jejum foi mensurado nos tempos 0, 15, 30 e 120
minutos apods a injegdo de glicose. As medidas da glicemia foram feitas com sangue total
em puncdo na veia lateral da cauda dos animais, usando aparelho de leitura glicémica

capilar, glicosimetro On Call Plus. Os resultados foram expressos em mg/dl °.

2.3.4.4 Dosagem de 17p estradiol
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A dosagem de 17 estradiol (E2) foi realizada utilizando-se amostra de plasma
para dosagem quantitativa por metodologia de quimioluminescéncia, com sensibilidade
e limites do ensaio in vitro entre 11,8 e 3.000 pg/ml.

2.3.4.5 Parametros Oxidativos

A andlise da atividade da superdoxido dismutase (SOD) foi realizada pela técnica
de inibicdo da auto-oxidacdo do pirogalol a 420 nm, por 120 segundos . Os resultados
foram expressos em U de SOD/ml. A atividade da catalase (CAT) foi realizada de acordo
com o descrito por Aebi (1984) e os resultados foram expressos em U de CAT/ml. 2. A
razdo SOD/CAT foi calculada utilizando-se a seguinte formula: (JUSOD/mI]
/[USOD/mI] . A determinagdo da peroxidacdo lipidica foi realizada pela técnica de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) utilizando-se plasma 4. Para
mensurar 0 TBARS, foi realizada precipitacdo de proteinas plasmaticas utilizando-se
acido tricloroacético a 10%, centrifugados e incubados com &cido tiobarbitdrico (1:1)
(Sigma, Chem. Co.) por 15 minutos & 100 °C. O TBARS foi extraido utilizando butanol
(1:1). Apds centrifugacdo, a absorbancia da camada de butanol foi mensurada por
espectrofotometria a 535 nm e a concentracdo de TBARS foi expressa em mmol de

MDA/mg de proteinas *°.

2.3.5 AvaliagGes Comportamentais

Para a realizacdo de todos os testes comportamentais, os animais foram
aclimatizados ao laboratorio de experimentacao por um periodo prévio de 1 hora antes da
realizacéo dos testes e mantidos sem a presenca do pesquisador. Durante a realizagdo dos
experimentos manteve-se uma temperatura constante de 22+2 °C, controle de
luminosidade, ruido e sons, além de que, o pesquisador manteve-se longe do campo de
visdo dos animais durante todo o periodo de teste. Foi realizada a limpeza dos aparatos
utilizando-se alcool 70% entre um animal e outro, todos os testes foram gravados
utilizando-se camera digital e analisados posteriormente utilizando-se o software Any
Maze ©.

2.3.5.1 Avaliacéo de Ansiedade Campo Aberto
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O teste foi realizado em aparato desenvolvido em MDF medindo 60x40cm
(largura/altura) e recapado com adesivo branco, o chdo do aparato foi dividido em 25
quadrantes medindo 12x12 cm cada um. Neste teste, os comportamentos avaliados foram:
distancia percorrida, tempo gasto em movimento, frequéncia de grooming e tempo gasto
no centro do aparato durante 5 minutos de teste. Os animais passaram por um periodo de
adaptacédo 24 horas antes da realizacdo dos testes, durante 5 minutos para livre exploragéo
do aparato *°.

2.3.5.2 Labirinto em Cruz Elevado

Os animais foram colocados em um aparato de madeira em formato de cruz,
contendo dois bracos abertos (10x50cm), dois bracos fechados (10x50cm) e elevado a
50cm do chdo. Onde durante um periodo de 5 minutos foram observadas frequéncia de
entrada e tempo gasto nos bracos abertos, bracos fechados e area neutra (central),
levantar/esticar (Rearings), head dip, grooming. A entrada do animal nos bragos foi

considerada quando o mesmo colocou os quatro membros dentro deste 1°.

2.3.5.3 Claro e Escuro

O teste foi realizado colocando-se 0s animais em um aparato de madeira MDF
recapado por adesivo contendo um lado claro (45 x 41 cm) e um lado escuro (35 x 41 cm)
com uma abertura central (12x14 cm) entre os compartimentos que permitia livre acesso
a ambos os lados do aparato. Durante um periodo de 5 minutos foram avaliados o0 nimero
de transicOes, tempo de laténcia para entrar no lado escuro e tempo de permanéncia nos

compartimentos de teste °.

2.3.5.4 Teste de Reconhecimento de Objetos

O teste foi realizado em duas fases, na primeira o animal foi colocado no aparato
na presenca de dois objetos iguais para familiarizar-se com eles, apds retornou-se este
animal a sua gaiola por 30 minutos. Na segunda etapa, o animal foi recolocado no
ambiente junto a dois objetos: um ja familiarizado (antigo) e um novo, registrando-se o
tempo que o animal explorou cada objeto. Os animais passaram por um periodo de

adaptacdo 24 horas antes da realizacéo dos testes, onde permaneceram no aparato durante
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5 minutos para livre exploracdo sem a presenca dos objetos. O aparato de teste foi
construido em madeira MDF medindo 60x40 cm (largura/altura) e recapado com adesivo

branco, os objetos escolhidos foram fixados ao fundo do aparato e construidos em plastico
16

2.3.5.5 Avaliacéo de Estado Depressivo Natacdo Forcada

O teste da natacdo ou do nado forgado (Forced Swimming Test) foi realizado
colocando-se o animal em um tubo pléstico cilindrico (25x51cm) preenchido com &gua
(25£1°C) a uma profundidade de 30 cm durante 5 minutos. Para realizacdo deste teste 0s
animais passaram por um periodo de adaptacdo prévia de 15 minutos, 24 horas antes da

realizagdo dos testes 16,

2.4 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo ou desvio padrdo. Os
dados foram testados quanto a normalidade através do teste de Shapiro-Wilk e a
comparacgdo entre os grupos foi realizada através do Teste T de Student e analise de
variancia de uma via seguido de pos teste de Tukey e seus correspondentes nao
paramétricos. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism,

versdo 5.0. O nivel de significancia foi fixado em P <0,05.

3 RESULTADOS

Concentrag6es crescentes da infusdo das folhas de M. Alba foram avaliadas pelo
método de reducdo do radical DPPH, pelo qual foi observado que a concentracdo de
0,75¢9/100mL desempenha uma CE50% de 52,87% e contém um teor de fendis totais de
159,39 mgE/AG. Evidenciando assim que mesmo em pequena concentracdo a planta
desempenha potencial antioxidante in vitro.

Quanto aos animais, 0s grupos nao apresentam diferenca no peso corporal antes
dos procedimentos experimentais (P = 0,742); ap6s 12 semanas de poOs cirurgico
observou-se diferenca no peso corporal entre as ratas OVX e SHAM (P = 0,026) (Fig.

1A). Apds o tratamento experimental observou-se diferenga na RAT (P = 0,014) M. alba
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vs OVX (Fig. 1B); IMC (P < 0,0007) M. alba vs OVX + M. alba. (Fig. 1C) e no indice
de Lee (P =0,049) M. alba vs OVX + M. alba (Fig. 1D).

Controle Morusalba OVX OVX +M.alba

0.
Control  M.alba ~ OVX OVX +M.alba Control Morusalba OVX OVX +M. alba

A *
3604
S 340 ovx
g -#= OVX + M. alba
< 3204
S
==+ Controle
2 3004
o == M. alba
O 2804
2 é
o 2604 i
o
240+
— ™ T T T T T
0 1 012345678 9101112
S &  Semanas de Tratamento
S
[
N4
B ;,13 C éoa . D oo "
Elz ° % oo Eorl o 0 £ on o o,
& g < o o -
g1, o og; % 5 Oo @ % o o
§ %%ﬁ o° ) ;OGAI*Q&QQ % 00 8 oa0 & Qﬁo?
Elo o ° gos o® o000 2 om| § oo ©
z° 2 =

Figura 1. Perfil biométrico de animais submetidos & OV X e tratados com a infusdo de M. alba. A= Peso
corporal dos animais, B= Relagio Abdomem Torax, C= indice de Massa Corporal e D= indice de Lee. Os
dados estdo apresentados como média + erro padrdo, n= 6-9 por grupo, ANOVA de 1 via, seguida dos pés
teste de Tukey, * = P<0,05, *** = P<(,001. Fonte: Os autores.

N&o foi observada alteracdo no GTT durante o periodo de tratamento. A Figura 2
ilustra a tolerancia a glicose antes do inicio do tratamento (P = 0,323) (Fig. 2A), 4 @
semana de tratamento (P = 0,458) (Fig. 2B), 8% semana de tratamento (P = 0,227) (Fig.
2C) e ao final do estudo na 122 semana de tratamento (P = 0,7783) (Fig. 2D). Quando
avaliados os graficos A e D ndo se observa diferenca entre os grupos antes e apds o
tratamento.

Quanto ao perfil bioquimico, ndo foram observadas alteracdes na glicemia de
jejum, triglicerideos, CT e fragGes (HDL, VLDL, LDL). Quanto a funcéo hepética e renal
(Tabela 1) dos parametros analisados somente foi observado discreto aumento de Alanina
Transaminase no grupo OV X + M. alba vs Controle. Dos niveis de 17-f Estradiol ao final
do estudo as ratas OV X apresentaram menores niveis hormonais quando comparado aos
grupos SHAM, sem efeito do tratamento com M. alba (Tabela 1). Ademais, ndo se
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observaram diferencas no perfil oxidativo plasmatico dos animais tratados e nao tratados

com a infusdo de M. alba.

=0 Control Malba -®: OVX -#= OVX+ M. alba

A
160~
g140- %\
S 1204 Es)
£ £
< 1001 S
IS €
8 80y 8
O 60 O]
40 e e e

T 1 T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120

1601

= ~ 1404
3 3
= S 1204
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< © 1001 —
E E S=—__
8 3 80 —
o O 604

40 r———T—T—T—T— 40 ———
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Figura 2. Resposta ao teste de tolerancia a glicose em animais ovariectomizados tratados com a infusdo
das folhas de M. alba. A= Glicemia antes do inicio dos tratamentos, B= Glicemia na 4% semana de
tratamento, C= Glicemia na 82 semana de tratamento e D= Glicemia na 122 semana de tratamento. Os dados
estdo apresentados como média + erro padrdo, n= 6-9 por grupo, ANOVA de 1 via, seguida do pds teste de
Tukey. Fonte: Os autores.
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Tabela 1: Efeitos do tratamento com a infusdo de M. alba em pardmetros bioguimicos,

oxidativos e de morfometria tecidual em ratas Wistar ovariectomizadas.

Controle M. alba OoVX OVX + M. alha P
Colesterol (mg/dl) 131,1+47,96  129,0+51,85 113,1+ 17,29 1146 + 9,57 0,905
HDL- Colesterol (mg/dl) 30,86 + 12,43 22,60 + 10,04 28,33+ 10,82 28,29 + 14,40 0,362
E/ng[/)(h) Colesterol 3497+1064 31,88 +850 2018 + 4,76 35,11 +11,91 0,729
LDL- Colesterol (mg/dl) 65,31 +42,89 74,52 + 37,28 5520 +10,30 51,17 +12,98 0,415
Triglicerideos (mg/dl) 174,9 + 53,19 159,4 + 42,51 180,60 + 106,4 175,60 + 59,52 0,934
ﬁi";‘ﬂ;”"" Transaminase 14 g6 4 g 39 20,90 375 15,11+ 3,18 19,57 + 9,71* 0,043
Albumina 5314 + 1,83 4620+ 1,78 3,956 + 1,61 3,956 + 1,61 0,107
Aspartato
Aminotransferase (UjL)  1943% 798 25,00 + 5,08 17,78 + 3,53 21,57 + 4,89 0,058
Creatinina (mg/dl) 0,40 + 0,23 0,28 + 0,10 0,23 + 0,50 017 +0,57 0,638
17-B estradiol (pg/ml) 30,86 £ 12,43 22,60 + 10,04 Indetectavel***  Indetectavel** <0,001
Fosfatase Alcalina (U/L) 3,29 + 3,68 1,30 + 0,48 289+ 226 1,29 + 0,49 0,367
Gamaglutamiltranspepti 4 o7, ( 53 1,50 + 1,08 1,56 + 1,01 143+113 0,568
dase (U/L)
Glicemia (mg/dI) 67,14 + 6,15 67,8+ 4,96 66,44 + 4,28 66 + 7,70 0,920
Ureia (mg/dl) 3257+1340  22.8+6,55 2533 + 6,0 24,29 + 3,90 0,104
(SsugeD“)’X'do Dismutase 15 )34 385 16,95 + 7,98 16,67 + 8,12 17,89+ 7,9 0,799
Catalase (CAT) 2437 +9.28 33,23+ 24.78 2846 +1844 18,62+ 9,45 0,808
Relagio SOD/CAT 0,76 + 0,54 0,73+ 0,51 079+ 0,6 1,31+131 0,694
TBARS 12,93 +4,55 10,93 + 7,49 155+ 3,17 15,55 + 3,69 0,514
Morfometria tecidual
Baco (g) 0,273 + 0,05 0,264 + 0,02 0,242 + 0,02 0,236 + 0,04 0,126
Figado (g) 3,069 + 0,47 3,005 + 0,22 2502 +0,29%* 2508+ 0,32* <0,001
Pancreas (g) 0,437 + 0,14 0,359 + 0,16 0288+0,04* 0,292+ 0,03* 0,016
Rins (g) 0,695 + 0,09 0,672 + 0,06 0579+0,02* 0,644 +0,10 0,017
Gastrocnémio (g) 1,464 + 0,08 1,460 + 0,22 1,282 + 0,10 1,376 + 0,35 0,252
Séleo (g) 0,105 + 0,02 0,096 + 0,01 0,082 +0,01** 0,088 + 0,01 <0,001
Tecido Adiposo (g) 2719 +2.22 2388 +0,89 2881 +132 2760 + 1,02 0,887
Utero (g) 0,319 +0,20 0,347 0,0 0115+ 0,06** 0,142 + 0,07* <0,001

Dados expressos em média * desvio padrdo. *P<0,05 em relagdo ao grupo M. alba, ** P<0,01 em relagéo
ao controle, *** P<0,001 em relacdo ao controle. ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Tukey,
(Alanina Transaminase, Glicemia, Ureia, SOD, CAT, Relacdo SOD/CAT, TBARS, Pancreas, Musculo
So6leo). Teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn's (Colesterol, HDL, VLDL, LDL, Albumina,
Aspartato Aminotransferase, Creatinina, 17-p estradiol, Fosfatase Alcalina, Gamaglutariltranspeptidase,
Baco, Figado, Rins, Musculo Gastrocnémio, Tecido Adiposo, Utero). 17-p estradiol Indetectavel = 11,8
pg/ml. Fonte: Os autores.
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Quanto a morfometria tecidual, na comparacdo dos grupos OVX + M. alba e

controle observou-se um menor peso hepéatico, pancreatico e uterino. E entre 0s grupos

OVX e controle houve reducéo do peso renal e do musculo séleo (Tabela 1).

Quanto ao perfil hematoldgico (Tabela 2) ndo se observaram alteracdes quando

comparados os grupos M. alba e OVX + M. alba em relacdo ao Controle e OVX.

Tabela 2: Efeitos do tratamento com a infusdo de M. alba no perfil hematoldgico de

ratas Wistar ovariectomizadas.

Controle M. alba OoVvX OVX + M. alba P
Eritrocitos 108/mm3 10,4 £ 4,05 11,51 + 3,00 11,43 £ 3,13 12,42 + 4,26 0,771
Leucocitos 103/mm3 3,43 2,09 5,16 + 2,20 5,67 + 2,88 3,81+1,42 0,173
Linfocitos (%) 82,43 £ 6,99 74,80 £ 6,01 77,0 £8,99 80,57 + 4,43 0,129
Neutrofilos (%) 14,43 + 6,85 22,40 £5,78 21,11 £ 10,79 16,43+ 4,20 0,125
Mondcitos (%) 3,14+0,38 2,80+0,63 3,00 £ 0,50 3,00 £ 0,82 0,676
Plaquetas 10%/mm? 1022 +£701,2 772,80+ 152,9 734,70 £ 89,03 748,3+224,3 0,940
Hemoglobina g/dl (Hb) 19,29 + 6,73 21,0+ 4,99 21,03 +£5,36 22,76 £ 7,46 0,777
Hematdcrito % (Hc) 57,13 £ 21,56 60,42 £ 15,56 61,17 £ 17,64 65,91+21,83 0,854
Volume Corpuscular Médio 53,29 £1,11 52,60 £ 1,27 53,22 1,09 52,86 + 1,22 0,534
fL (VCM)
Hemoglobina Corpuscular 18,74 £ 0,72 18,12 £ 1,19 18,52 £ 0,71 18,39 £ 0,55 0,519
Média pg (HCM)
Concentracdo de 35,19+ 1,69 35,03+ 1,59 34,76 £ 1,57 3461+1,14 0,859
Hemoglobina Corpuscular
Média % (HCM)
Amplitude de Distribuicéo 12,99+ 0,51 12,74 £ 0,53 13,17 £ 0,33 13,01 £ 0,36 0,237
dos Glébulos Vermelhos %
(RDW)
Volume Plaquetério Médio 6,14 £ 0,33 6,11+0,28 6,26 £ 0,33 6,49 £ 0,60 0,507
(fL)
Amplitude de variagdo do 10,93 £ 0,66 10,6 + 1,03 11,17+ 1,37 9,76 £ 3,97 0,853
tamanho das plaquetas fL
(PDW)
Raz&o Neutrofilo/Linfocito 0,14 + 0,07 0,22 + 0,06 0,21+0,11 0,16 + 0,04 0,125
(RNL)
Raz&o Plaqueta/Linfécito 304,7 + 166,1 180,2 + 84,32 164,3 + 87,14 226,6 +115,7 0,087
(RPL)

Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Tukey (Eritrécitos,
Leucécitos, Linfocitos, Monécitos, Hc, HCM, RDW, RNL, RPL), Teste de Kruskal-Wallis seguido do p6s-
teste de Dunn's (Mondcitos, Plaquetas, Hb, Hc, VCM, HCM, VPM, PDW). Fonte: Os autores.

Sobre o perfil comportamental de resposta a ansiedade, dos testes realizados, foi

observado aumento no tempo de permanéncia na periferia do teste de Campo Aberto entre

0 grupo OV X vs Controle (Tabela 3) (P=0,022).
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Tabela 3: Efeitos do tratamento com a infusdo de M. alba no perfil comportamental de

resposta a ansiedade, depressdo e memoria de ratas Wistar ovariectomizadas.

Controle MD # R"/I'S'JP%P OVX OVX + M. alba 5

DP (n=7) (n=10) MD +DP (n=7) MD £ DP (n=7)
Ansiedade
Campo Aberto
Tempono Centro (s)  31,54+30,53 1583 +16,18 8,57 +8,24 15,09 + 6,02 0,085
(TS‘;mpo naPeriferia o055 40933 282441721  2890+733% 282,64+ 253 0,022
?n'frf%”c'a Percorrida 15671 410184 1554849050 12870 +4938 10348 + 8861 0,251
Tempo de 220,1+5354  191,3+7525  188,9+47,37  212,9+42,06 0,634
imobilidade (s)
Claro e Escuro
'('S";te”c'a paraoCE 45,9, 939 18,80+ 17,52  26,44+1864 2257 +18,61 0,562
Tempo no CE (s) 2573+3454  2722+2674  257,8+4034 2749+ 20,38 0,658
Tempo no CC (s) 42,71+3454  27,80+26,74  4222+4034 2514 + 20,38 0,658
Transigbes parao CE 2,29 +1,60 1,50 + 1,08 1,56 + 0,73 1,14 +0,39 0,256
Espreitar 3,29+2,29 3,60 + 3,56 3,12+ 1,76 2,00+ 1,15 0,475
Labirinto em Cruz
Elevado
Distancia Percorrida 6996 + 2949 6420 + 2906 4190 + 2730 6542 + 4294 0,285
(mm)
Tempo de 236,1+21,79  237,0+21,87  257,4+22,41 2355+ 26,11 0,163
imobilidade total (s)
Tempo no Centro (s) 30,93 + 40,18 24,33 + 25,00 16,19 + 24,22 17,62 + 17,39 0,552
Entradas no BA 1286+2215  0900+1,101  1,667+1936 2500+ 1871 0,303
Tempo no BA (s) 19,31 440,15  11,74+17,51 5067 + 6,27 10,53 + 14,70 0,898
Entradas no BF 8,429 + 4,28 8,200 + 5,84 5,889 + 4,75 7,833 + 5,34 0,726
Tempo no BF (s) 2498+64,96  2640+3389  2787+2885 2719+ 24,03 0,552
Grooning 20+1091 26+171 4,0 + 1,66 2167 £1,72 0,108
Hearing 8,286 + 2,81 9,60 + 2,99 10,11 + 3,01 9,833 + 523 0,754
Depressao
Nado Forcado
Imobilidade (s) 9357 +7387  1069+3595  1464+79,77 1034+ 86,37 0,432
Escalar (s) 1451+ 77,36 62,5+ 43,47 141,4+7503  135,7 + 1032 0,073
Memobria
Reconhecimento de Objetos
Interagdo ON (s) 20,86 + 7,31 19,1 + 11,04 15,38 + 7,48 18,17 + 10,36 0,711
Interacdo OV (s) 4,286 + 4,39 3,56+3,69 6,625 + 4,50 4,667 + 4,97 0,424

Dados expressos em média + desvio padrdo. * P<0,05 em relacéo ao controle, ANOVA de uma via seguida do p6s-
teste de Tukey [Campo Aberto (Tempo na Periferia), Claro e Escuro (Bolo fecal), Labirinto em Cruz Elevado (Distancia
percorrida, Tempo de imobilidade total, grooning, hearing), Nado For¢ado (Imobilidade, Mobilidade),
Reconhecimento de Objetos (Interagdo com o ON)], # Teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn's [ Campo
Aberto (Tempo no Centro, Distancia Percorrida, Tempo de imobilidade), Claro e Escuro (Laténcia para o CE, Tempo
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no CE, Tempo no CC, TransicOes para o CE, espreitar), Labirinto em Cruz Elevado (Tempo no Centro, Tempo no BA,
Tempo no BF, Entradas no BF), Reconhecimento de Objetos (Interagdo com o OV)]. Fonte: Os autores.

4 DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que a infusdo das folhas de M. alba apresenta
potencial antioxidante in vitro e, demonstra seguranga para uso uma vez que nao
apresentou sinais importantes de toxicidade durante a administracdo cronica. Além disso,
a administracdo da infusdo de M. alba, nesta concentracdo durante 12 semanas de
tratamento ndo é capaz de reverter o ganho de peso induzido pela privacdo de estrogénio
do modelo. Quanto & morfometria tecidual foi evidenciada reducdo de peso hepaético,
renal, pancreatico e muscular nos animais OVX em relacdo ao grupo controle; o que
sugere que baixos niveis circulantes de estrogénio interferem na manutencao do peso dos
orgdos. Outro aspecto a ser destacado dos resultados € que os animais OVX parecem
apresentar maior nivel de ansiedade em relacdo ao Controle, 0 que ndo se observa nos
animais OVX + M. alba.

A diferenca no peso e adiposidade na comparagdo dos grupos OVX e controle
corroboram com os achados de Burch et al. 1’ que descreve um incremento no peso
corporal decorrente da privacao de estrogénio pela remocao cirdrgica dos ovarios em ratas
Wistar. A associacdo entre a auséncia de estrogénio circulante e o incremento de
adiposidade corporal decorre principalmente na capacidade de modulacdo do
metabolismo energético e interacdo com receptores alvo em tecidos envolvidos na
lipogénese. Estudos tem evidenciado que ratas OVX apresentaram ganho de peso
ponderal maior do que aquelas ndo ovariectomizadas a partir da segunda semana pos
OVX, com aumento proporcional até a nona semana, quando entdo ocorre estabilizacao
do peso corporal. Deste modo, sugere-se que 0s animais deste estudo atingiram o platd
de ganho de peso, o qual ndo foi revertido pelo tratamento com a planta ® 15 18, A
importancia destes resultados sobre a gordura corporal na auséncia ovariana ratifica que
a privacdo de estrogénio aumenta o risco de doencas cardiometabdlicas 2. A resisténcia
insulinica na menopausa é observada em estudos com humanos e se reflete nos modelos
animais. Isto ocorre porque no tecido adiposo a insulina estimula o armazenamento de

triglicerideos, atraves do aumento da captacdo de glicose e acidos graxos, derivados de
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lipoproteinas circulantes, o que promove lipogénese em adipocitos maduros e inibicdo da
lipolise 17+ 29,

Neste cenario, estudos envolvendo diferentes tipos de extrato das folhas de M.
alba vem sendo desenvolvidos, utilizando-se diversos modelos experimentais que em sua
maioria fazem uso de dietas enriquecidas com colesterol 2°. Estes tém evidenciando
potencial efeito bioldgico da planta na perda de peso, melhora do perfil lipidico, glicémico
e oxidativo em animais tratados com dieta hipercolesterolémica. Metwally et al. %
evidenciam que o tratamento durante oito semanas com o extrato etanolico das folhas de
M. alba (100 mg/kg), diminuiu o ganho de peso corporal, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, indices aterogénicos, nivel de glicose e indice de resisténcia a
insulina em ratas fémeas tratados com dieta rica em colesterol. Corroborando com o
descrito na literatura e neste estudo, Zeni e Dall’Molin® avaliaram os efeitos do extrato
aquoso de folhas de M. alba (150 mg/kg) durante quatorze dias em ratos Wistar tratados
e ndo tratados com dieta hiperlipidémica e evidenciaram que o tratamento com a planta
foi capaz de reduzir os niveis plasmaticos de triglicerideos apenas no grupo tratado com
dieta rica em colesterol e com extrato.

A respeito de alteracdes na morfometria dos tecidos hepatico, renal e muscular
Sucupira %2 esclarece que baixos niveis circulantes de estrogénio podem promover lesdes
celulares e teciduais em tecidos metabolicamente estimulados por este hormdnio.
Associado a isso observou-se alteracdo de ALT, evidenciando possivel disfungdo no
6rgdo. Goettems-Fiorin et al.'®, utilizando este mesmo modelo experimental de
menopausa encontraram resultados semelhantes, evidenciando que a auséncia de
estrogénio durante a menopausa pode promover reducdo de peso tecidual. Destaca-se
ainda, o papel do estrogénio na manutencdo da massa muscular esquelética, através da
inducio da sintese proteica para manutencdo tecidual 23, apds a menopausa mulheres
apresentam risco aumentado de desenvolvimento de sarcopenia e osteopenia, decorrentes
das alteracGes metabdlico-funcionais promovidas pela reducéo dos niveis circulantes de
estrogénio nos tecidos 24,

Neste contexto, as plantas medicinais vém sendo amplamente utilizadas como
alimentos funcionais e tratamentos alternativos para a prevencdo de diversas doencas,

principalmente em funcdo de seus compostos bioativos com potencial bioldgico *. As
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folhas de M. alba apresentam importantes compostos responsaveis pelas propriedades
terapéuticas da planta, entre eles: alcaloides, flavonodides (quercetina, rutina e
isoquercetina), taninos e terpenos *. Embora estudos envolvendo a M. alba tém apontado
potencial de melhora do metabolismo lipidico, oxidativo, glicémico e neuroprotetor °, ndo
observamos alteracfes neste estudo quanto a esses parametros. Isto pode ser explicado,
pelo menos em parte, pelo método extrativo utilizado, tempo de tratamento ou pela
condicéo de privacdo de estrogénio estudada.

Dentre 0os métodos extrativos utilizados na medicina tradicional para a obtencédo
de extratos vegetais pode-se destacar a maceracdo, infusdo, decocgdo, entre outros. Neste
estudo utilizou-se a infusdo, na qual houve indicios de potencial antioxidante in vitro;
além disto, a infusdo é a forma como popularmente a planta € consumida. Sabe-se que a
escolha do método extrativo, bem como do solvente utilizado, concentragdo e temperatura
influenciam diretamente na concentracdo de substancias extraidas de uma planta e
consequentemente na sua atividade bioldgica e farmacologica. Embora muito utilizada na
medicina tradicional, sabe-se que a infusdo € um método com pequeno potencial
extrativo, o que pode explicar a auséncia de efeitos sobre os marcadores bioquimicos
avaliados 2°.

Neste estudo, avaliou-se a atividade enzimatica do sistema antioxidante
SOD/CAT e a peroxidacdo lipidica por meio da dosagem de TBARS, contudo nao foi
observada diferenca entre 0s grupos em nenhum parametro oxidativo. Cabe salientar o
papel do estrogénio na homeostase redox dos sistemas bioldgicos atuando por diferentes
vias de sinalizacdo mantendo o equilibrio oxidativo. Este € capaz de neutralizar espécies
reativas (ERs), atuando como um antioxidante direto, devido as suas caracteristicas
quimicas. Além de atuar de maneira indireta através da modulacdo de enzimas
antioxidantes 6. Desta forma, a privacdo de estrogénio pode promover alteracdes no
equilibrio redox de diversos sistemas bioldgicos, uma vez que o desbalanco entre a
geracdo e neutralizacdo de ERs produz um estado pro-oxidante, quadro que pode estar
relacionado & génese de distirbios cardiometabdlicos % 2’. A compreensio do papel do
estrogénio sobre a homeostasia redox permite entender que, no contexto deste estudo, ha
um forte fator intrinseco que por si sé provoca 0 aumento de estresse oxidativo. Embora,

o0 potencial antioxidante de diferentes tipos de extratos de M. alba tenha sido descrito em
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outros estudos % 28 em diferentes dosagens, este é o primeiro estudo a avaliar os efeitos
da infusdo da planta. Sendo que pelo menos nesta dose e tempo de tratamento, a infuséo
néo apresentou efeito antioxidante in vivo.

Quanto as andlises de toxicidade, destaca-se que no nosso estudo ndo foram
evidenciadas alteracbes hematoldgicas ou no perfil renal, observamos apenas discreta
alteracdo em uma enzima hepética. Estes achados constatam que nesta concentragdo e
tempo de tratamento, a infusdo da planta ndo produziu efeitos toxicos. Embora o uso
popular de plantas medicinais esteja principalmente baseado no principio da naturalidade
e baixa toxicidade, sabe-se que tanto quanto os tratamentos convencionais, as plantas
medicinais podem apresentar potencial toxico. Neste sentido, a avaliagcdo de parametros
hematoldgicos, funcdo hepatica e renal sdo capazes de fornecer indicios sobre
manifestacdes tdxicas locais, sistémicas e seguranca do uso. Alteragdes, por exemplo, do
numero de células sanguineas circulantes ou de enzimas hepaticas e renais, podem indicar
um comprometimento da hematopoese e lesbes em Orgdos alvo responsaveis pela
detoxificacdo do organismo 2°. Destaca-se que até o0 momento ndo existiam relatos na
literatura da avaliacdo da toxicidade associada ao uso cronico da infusdo de M. alba;
sendo que a toxicidade de diferentes formas de extracdo do extrato da planta também nédo
foi observada *.

Com relacéo ao comportamento dos animais na andlise do teste de campo aberto
observou-se que o grupo OV X apresentou maior tempo de permanéncia na periferia do
que os grupos controle, esta diferenca ndo foi observada no grupo OVX + M. alba,
indicando um potencial efeito ansiolitico da planta. No sistema nervoso central existem
inimeras areas responsivas ao estrogénio que interferem na sintese e modulacdo do
funcionamento de neurotransmissores, como a acetilcolina, catecolaminas e serotonina
que sdo estdo envolvidos na modulacio comportamental e de meméria . Estudos tém
demonstrado que em animais OVX ocorrem alteracdes na regulacdo da transmissao,
ligagdo e metabolismo da serotonina, em é&reas do cérebro que sdo implicadas na
regulacéo do afeto e cognicdo. Raj et al. 3! destaca que flavonoides como a quercetina,
presente em grande quantidade nas folhas de M. alba, apresentam potencial de melhora
do sistema antioxidante enzimatico cerebral, através da inibigdo de enzimas como a

Catecol-O-Metil transferase e Monoaminaoxidase que culminam com uma melhora no
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balanco redox cerebral e reducdo dos efeitos nocivos do desbalanco oxidativo neste
tecido. Ainda, Raj et al. 3! evidenciam o efeito ansiolitico de diferentes preparacdes das
folhas de M. alba em modelos animais de ansiedade, corroborando assim, com o achado
deste estudo, onde os animais tratados com a infus@o apresentaram tempo de permanéncia
na periferia do aparato de teste de campo aberto, reduzido em relacdo aos animais nao
tratados.

A partir do exposto, este trabalho sugere que o estrogénio seja um fator
determinante na modulagéo do peso corporal, aumento de ansiedade e perda de massa
tecidual, que nesta dose, forma de preparo e tempo de tratamento nédo foi revertido pela
administracdo da infusdo das folhas de M. alba. Dada a tradicionalidade no uso desta
planta, mais estudos sdo necessarios de modo a elucidar se doses mais elevadas, periodos
de tratamento maiores e outras formas de preparo podem promover diferentes influéncias
metabolicas em quadros de disturbios cardiometabolicos associados a menopausa. A
utilizacdo de dieta normolipidémica pode ser citada como uma limitacdo deste estudo,
visto que apenas a OV X néo foi capaz de produzir alteracGes significativas especialmente
em nivel de marcadores oxidativos e bioquimicos, que pudessem ser revertidos pelo
tratamento. Além disto, a idade dos animais também pode ser um fator limitante, uma vez
que ao final do tratamento todos os animais encontravam-se em um estado de

aciclicidade.

5 CONCLUSAO

Neste estudo, evidenciou-se que a infusdo das folhas de M. alba, mesmo em baixa
concentragdo, apresenta potencial antioxidante in vitro e sua administragdo cronica néo
desempenha toxicidade hepatica, renal ou hematoldgica. Ainda, sugere-se que a infusao
de M. alba desempenhe um potencial efeito ansiolitico no modelo de estudo. Enquanto
que a privacdo de estrogénio promove incremento de peso corporal, que ndo é revertido

pela ingestdo da infusdo de M. alba.
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