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05 efeitos de principios ativos de S. nebaudiana sobre parnametros endochinos de
tafos fonam estudados apes administragde enondca (60 dias) de extrato aquoso brutoldecoc
0] concentrado nas folhas dessa planta, cemecando em fdade pre-pubere (25 a 30 dias de

.

dade).  Fonam feitas as seguintes determinacoes: glicemia, niveis senicos de T, T, e

Tsﬂ, uniae de [*HIR1E&] d fracde citfvsolica de prostata, teor de zineo em pftaata,ta,4,te£
tloule, glandula salivar submandibular ¢ pancieas, e conteudo hidnico em testlcubo e
postata. Estudou-se fambem a curva de ganho de peso corporal e os pesos teuminais de
Awstloube, prostata, vesicuba seminal, gfandulfa submandibular ¢ adrenal. 04 nesultados
deixanam patente que o ghupo experimental ndo difetiu do controle significativamente em
nhum dos parametrnos analisades, exceto quanto ao peso de vesicufa seminal,que diménuiu
608, tanto em texmos absolutos como em helagac ao peso corporal. Conclui-se  que 08
pmanetros endocrines estudados no nato nav Ao fundamentafmente alterados porn  doses

lomacologicas de prineipios ativos de S. nebaudiana.

INTRODUCAO

Entre os principios ativos das folhas de Stevia rebaudiana, planta nativa da Amé-
rica do Sul, encontra-se o esteviosideo, cujo poder adogcante - cerca de 300 vezes supe-
rior a0 da sacarose - tem despertado interesse comercial como substituto do ciclamato.
regices onde a planta € nativa, observacoes empiricas atribuem ao cha preparado com
suas folhas propriedades tonicas e digestivas.

A molécula do esteviosideo apresenta nicleo diterpénico tetraciclico (esteviol) e
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3 moléculas de glicose; sua semelhanca estrutural com hormonios esteroidais chama &
atencao para uma possivel agdo a nivel de receptores em orgaos-alvo de horménios sexuals
De fato, em 1968 Planas e Kuc relataram média de 57 a 79% de reducdo da fertilidade @
ratos tratados com decocto a 5% das folhas de S. rebaudiana, porém observacoes postﬂ@
res nao confirmaram este achado (Sakaguchi & Kan, 1982).

Nosso laboratorio demonstrou in vitro que o esteviosideo purificado tem a capacl
dade de deslocar a 5a-dihidrotestosterona (DHT) especificamente unida a sitios recepts
res androgénicos em prostata (Uehara et al., 1982). Este resultado foi confirmado s
teriormente usando o composto sintético nao metabolizavel metiltrienolona (R1881),mara
dor especifico para receptores androgénicos (Uehara et al., 1983). Todavia, a alta o
centragao de esteviosideo usada nestes ensaios (pelo menos 500 vezes superior ao vali
da Kd da interacdo DHT-receptor) pode dificultar a interpretacao de efeito "anti-andr:
génico' que o composto pudesse exercer se administrado in vivo.Assim,o presente trabalh
introduz a modificacdao de verificar se os androgenos apresentariam alguma modificagaos
sua capacidade de unido a orgao-alvo de ratos cronicamente tratados com doses elevads
de extrato de S. rebaudiana. Paralelamente, uma série de outros parametros endocring

foram tambem estudados.

MATERTAL E METODOS

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos de 25 a 30 dias de idade(50 a 60g)mantid
em condicoes usuais de laboratério, com livre acesso a agua e racao balanceada  (ragi
"ProBiotério G', Anderson Clayton, S. Paulo), em ciclo claro-escuro de 12 horas, Trint
animais foram tratados com decocto de folhas de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni{Viwl
ro Guarany, $. Paulo) correspondendo a 60g de folhas/30ml de solugdo (preparado pela i
Neila Quege (Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas, S. Paulo). A solugdo eraadministraii
2 vezes/dia através de sonda gastrica (2 ml/rato) durante 60 dias; os animais foram m

tidos sem alimento ou agua 1 h antes e 30 min apos a administracao da solucao.Vinte al

po foram castrados 3 dias antes de utilizados. A evolucao do crescimento foi acomparfy
da pelo ganho de peso corporal, medido a cada 2 a 3 dias durante todo o periodo exmd.
mental. Apos o sacrificio, por decapitacao, foram coletados sangue e amostras de tel
3R» unido de [3H]RIGH

3 fracao citosolica de prostata, teor de Zn em prostata, testiculo, glandula sal v

dos para a determinacac de glicemia, niveis séricos de T3, Th e T

submandibular e pancreas, e contelido hidrico em testiculo e prostata.

Para ensaios de uniao horménio~receptor, as prostatas foram rapidamente dissecas
pesadas com precisio de 0,1 mg e homogeneizadas a 0-2°C na proporcdo 1:16 (p/v) em ta
pao Tris-EDTA-mercaptoetano! 50 mM pH 7,4 (tampao TEM), com homogeneizador Polyng

(Brinkmann). 0s homogeneizados foram centrifugados a 105.000 g durante | ha 2 -

(centrifuga Beckman L5-50B), e os sobrenadantes resultantes (citoséis)usados paraensalf
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en condigoes descritas anteriormente (Baranao et al., 1982). Em resumo, alfiquotas dos
titoséis contendo cerca de 500 jig de proteina foram incubadas durante 18h a 8°C com con
centracoes crescentes (2 a 10 nM) de 17a-metiltrienolona radiocativa([17a-metil=-3H]-1,4,
ll-estratrien-3-ona; [3H]R1881 com atividade especifica 87,0 Ci/mmol (New England Nucle
ar) na presenca ou auséncia de horménio radioinerte, em concentracao 500 a 1000 vezes

suiperior ao valor da K, da uniao andrégeno-receptor neste tecido. As incubagoes foram

interrompidas por adiggo de mistura carvao-dextrano (0,1-0,01%) em tampao TEM e subse -
giiente centrifugacao (2.000 g, hoc, 10 min, centrifuga Sorvall RC-5B) para separacao de
hormonios livres e ligados. Aos sobrenadantes foi adicionada mistura decintilagac (PPO
POPOP em tolueno) e a radiatividade presente determinada em espectrometro Beckman de cin
tilagao 1iquida. A diferenga entre as contagens obtidas nos tubos onde foi utilizado
hormonio radiativo unicamente (= '"unido total'') e as contagens nos tubos onde foram in-
tubados hormonio radiative + horménio radioinerte (='"unido inespecifica'') € tomada como
nedida da uniao especifica.

A glicemia foi determinada pelo métodol da glicose oxidase (Glucostat® Worthington

Biochem. Co.). Os niveis séricos de T3 e T, e os valores de "T,-resina" (TSR) foram de

terminados com emprego de ''kits'' especificos (Diagnostic). ’

Para as determinacoes de zinco, amostras apropriadas de tecidos foram levadas a
secura (determinando-se concomitantemente o conteddo hidrico) e a seguir calcinadas a
800°% durante 30 min. As cinzas resultantes foram dissolvidas em HCI 2 N. Diluicoes
‘.apropriadas {1:25) desta solugdo foram feitas com agua. desionizada e analisadas em es

pectrofotometro de absorgao atomica (Varian Techtron AA-120) contra curva-padrac de Zn.

.D limite de detecgac do método € de 0,002 ppm de Zn; a faixa de trabalho situou-se entre
D4 e 1,6 ppm do Ton.

l Proteinas foram determinadas pelo método de (Lowry et al,, 1951), usando-se albu-
fhﬂna bovina (fracao V, Sigma) como padrao. Empregou-se o teste 't'' de Student nas com-

paragoes estatisticas.

RESULTADOS

A Fig. 1 mostra a evolugao do ganho de peso corporal nos dois grupos de rates; o

inserto mostra a transformacao semi-logaritmica dos mesmos dados e a reta de regressao
resultante, tomando dados a partir do 79 dia de experimentacao. Nota-se execelente re-
tilinearidade (coeficiente de correlacao 0,99). As retas calculadas para grupo contro-
le {y = 0,007x + 0,469) e grupo experimento {y = 0,007x + 0,486) sao indistinguiveis
(p>0,20) .
A Tabela 1 lista dados ponderais, corporais e de diversos 6rgaos, no momento do
sacrificio dos animais. Nao se observam diferengas significativas dos pesos (absolutos
ou relativos) entre os grupos, excegao a vesicula seminal, que apresentou redugao de 60%
no grupo tratado com Stevia, tanto em termos de peso absoluto como em relagao  ao peso
torporal .
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Na Tabela 2 aparecem os dados de glicemia, hormonais (T3, Th e T3R séricos), ioni
co (teor de Zn em varios tecidos) e conteddo hidrico em testiculo e prostata. Em nenhu
caso constatou-se diferenca significativa entre os grupos.

A Fig. 2 resume os ensaios de uniao do andrdgeno sintético [3H]JR1881 ao citosold
prostata de ratos controle e tratados com Stevia. A castragao dos animais 3 dias ante
do experimento (v. Métodos) foi feita para que a concentracao de androgenos circulants

baixasse e houvesse desocupagao dos receptores androgénicos prostaticos. As medidas ¢

numero de sitios de uniao refletem portanto o nimero de sitios disponiveis em condigi
de baixas taxas circulantes de hormonios endogenos (o que se aproxima muito da detemi
nacao de sitios receptores totais pela técnica de intercambio; (Baranac et al.,1982).!
analise de Wilkinson dos dados mostrou certa diferenga na variavel Q (C = 113,8 #2135
E = 143,7 * 23,6 nM), que entretanto desaparece ao se expressarem os valores em relag
ao teor de proteinas da fracdo citosélica (C =31,0 22,1 e E = 30,9 + 1,8 fmol/mg

proteina). A constante de afinidade aparente da unidc hormdnio-receptor nao variou

tre os grupos (C = 0,22 * 0,07 e E = 0,24 % 0,07 nM_I).

DISCUSSAQ

Esta linha de investigacao tem sido centrada na observacao de semelhancgas estri

rais entre a molécula do esteviosideo ou sua aglicona (esteviol) e a molécula de hor
nios sexuais, o que poderia explicar eventual afinidade por sitios receptores paraest
horménios em orgaos-alvo e plausivelmente justificar uma 'acao anti-androgénica'(Plat
e Kuc, 1968). De fato, foi observado que o esteviosideo purificado pode competir com
[3H]50-dihidrotestosterona pelos seus receptores especificos em préstata de camundong
adultos, em proporcao até mesmo superior a competicao exercida pelo hormonio radioine
(Uehara et al. 1982). 0 mesme nao ocorreu a nivel de glandula submandibular,orgao al
de andrégenos cujos receptores tém mecanismos aparentemente distintos de regulagao (il
veira-Filho et al., 1981). A marcacao de receptores com horménios de ocorréncia nati
{testosterona, dihidrotestosterona) pode eventualmente subestimar o nimero de sitios
unido devido a que esses compostos sdo metabolizaveis, e isto levou-nos ao uso do anf
geno sintético nac metabolizavel R1881, que marca receptores androgénicos com altae
cificidade e reprodutibilidade (Bonne & Raynaud, 1976). Assim, confirmou-se a agho
esteviosideo de deslocar o androgeno especificamente unido a seus receptores, nao $
nivel de prostata, como também de glandula submandibular de animais apos 1 ano de ca
tracao (Uehara et al., 1983; Minetti et al., 1983, 1984). Em qualquer dos relatos,

tretanto, cabia a critica de que dificilmente a concentracao de esteviosideo usadaé]

15 uM) seria alcancada in vivo por administracido convencional; o presente trabalho

mina diretamente esta questao.
Elegeram-se animais pré-plberes para iniciar o tratamento considerando que o'
tema endocrino, se afetado, mostraria alteragoes mais conspicuas que ho animal sexusl

mente madure, devido a bem conhecida vulnerabilidade do equilibrio endocrino no perls
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pré-pubere (Negro-Vilar et al., 1973; Baranao et al., 1982),

Como se observa na Fig. 1, a evolugao do ganho de peso corporal nac sofreu qual -
quer alteracdo pelo tratamento; a transformacao semi-log dos dados mostra praticamente
ina inica reta de regressdo para os dois grupos. Outros dados ponderais (Tabela 1) evi
denciam que o tratamento cronico com altas doses de extrato de S. rebaudiana nao afetou
ignificativamente qualquer dos 6rgaos estudados, com excecdo da vesfcula seminal.Obser
you-se que o conteudo 1iquido intravesicular teve papel fundamental nesta diferenca; en-
‘tretanto, nao se sabe ainda o mecanismo de tal efeito.

Nao houve influéncia do tratamentc sobre o teor de glicose sanguinea. A ligeira
queda do nivel glicémico (1,5%) ndo foi significativa, porém pode refletir a tendéncia
hipoglicemiante que o esteviosideo demonstra (Oviedo et al., 1971), potencialmente Gtil
o estado diabético. Experimentos usando ratos tornados diabéticos comestreptozotocina
podem auxiliar a esclarecer melhor este ponto.

A avaliacao da funcao tiroidiana (pela medida dos niveis circulantes de T3 e Th)
edos sitios ligantes disponiveis em proteinas transportadoras de horménios tiroidianos
[pelo Tndice T3R) mostrou que o esquema de tratamento com Stevia aqui empregado nao in-
terferiu neste parametro enddcrino (Tabela 2). Esta avaliagao & importante pelas reco-
fhecidas correlacoes que a funcdo da tirdide mantém com o crescimento corporal ,com a fun

r
6

40 endocrina do pancreas, e com o eixo hipotalamo-hipofise-testicular (Kalland et al.,
978) .

Neste trabalho empregamos a determinagao da concentracac tecidual de zinco (Tabe-
12 2) como mais um indicador fisiclogico da atividade androgénica, uma vez que este fon

rqula negativamente a atividade da Aq-B—oxoesteréide-5u-redutase, enzima que converte
ntesticulo e tecidos alvo de andrégenos (Monsalve & Blaquier, 1977). Ademais,estudos

bular também depende da atividade androgénica, uma vez que a castragao leva a queda da
woncentragao glandular do fon e a reposicao hormonal a restaura (resultados nao publica
dos). 0 tratamento com Stevia nao modificou o teor de Zn em testiculo e orgaos-alvo de
ndrogenos, nem a nivel de pancreas, onde tem papel importante no armazenamento de molé
wlas de insulina nas células 8 (Bowman & Rand, 1980).

Este trabalho mostra que a administracao cronica de altas doses de extrato total
wncentrado de folhas de S. rebaudiana a ratos nao alterou o nimero de sitios ligantes
Q) especificos para androgenos na préstata, nem a constante de afinidade aparente da in
teracao hormonio-receptor a este nivel (Fig. 2). Em vista dos resultados anteriores,em
avariavel Q era afetada pelo esteviosideo (Uehara et al., 1983), € plausivel que o
presente resultado seja devido a pequena concentracao de principios ativos que atingem
abiofase. Visto que a questdo da absorcdo do esteviosideo e outros componentes nao
#td ainda totalmente resolvida (Wingard et al., 1980), a biodisponibilidade dos princl
da Stevia deve desempenhar papel limitante nesse particular,

Se bem os resultados aqui discutidos falem a favor de inocuidade doextrato aquoso

tal das folhas de S. rebaudiana sobre a funcao endocrina do sistema reprodutor dorato.
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a explicacao para a reducao da fertilidade encontrada por Planas & Kuc (1968) pode envil
ver agoes sobre a fémea ou eventualmente ac nivel mais complexo de comportamento. S

aspectos cujo estudo vem merecendo atengao em nosso laboratério.
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SOMMARY

The effects of active principles of Stevia nebaudiana (Bernt.]  Beatond on A
endocrine functions {n rats wene studied aften chronic administration (60 days) ofs
concentrated aqueous extract of the Leaves, starting at pre-pubental age (25-30 day),
The folfowing measurements have been carnied cut: glicemda, TS‘ and T 4 Senum Levelsavaill
bee T5 binding sites in plasma (T3R}, [3HIR1881 binding to prostate cytosel, In contvl
in prostate, Testis, submaxiflary gland and pancreas, and hydrnic content Ain festis
prostate. Also, if has been studied the cuwwe of body weight gain and the final weiy
of Testis, prostate, seminal vesicle, submaxiflary gland and adrnenal.  Any sLgnigi
diffenence between experimental and control groups were seen, excepl for the weighty
seminal vesicle which decreased by 60% both in terms of absolute weight and relativel
1o the body weight. Tt was concluded that phawmacological doses of  active prineipl
of S. nebaudiana chronically administered to nats did net elicit any fundamental alies
ation of the endocrnine functions studied.
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abela 1 - Pesos corporais e de diversos orgaos de ratos controle e tratados com dose

farmacoldgica de $. rebaudiana durante 60 dias (médias + E,p.M.)

CONTROLE TRATADOS
Relativo Relativo
Absoluto {mg/100q) Absoluto {mg/100g)
194,01t 9,7 - 183,0 + 14,6 -
esticulo 1118,7 +50,0 0,59+ 0,0 1044,0 £ 40,2 0,58+ 0,02
187,2 +63,3 88,7 +18,4 132,7 £ 19,6 64,0 13,5
B Tcu1o seminal  648,3 £31,5 3,47% 0,16 388,4 £ 69,1° 2,14+ 0,25
0], submandibular 140,5% 6,4 73,96 + 2,72 43,5 + 8,5 79,986+ 3,60
Adrenal 13,2+ 1,5 6,92+ 0,94 16,6 = 0,8 9,34+ 0,59

1 0 peso corporal € dado em g; os demais pesos ab

4P < 0,05 em relagcao ao grupo controle,

de S. rebaudiana %)

solutos em mg.

Tabela 2 - Efeitos do tratamento cronico de ratos com dose farmacoldgica de extrato

CONTROLE TRATADOS
Glicenia (mg/100ml) 132,0 + 4,9 130,0 % 11,2
T, (mg/100m1) 37,3 +17,7 58,0 * 24,5
"['ﬁ ug/100m1) 2,07+ 0,15 3,13 £ 0,36
1‘-33 (%) 1,03+ 0,04 1,37 £ 0,18
In(ng/y tec. seco) - prostata 0,16+ 0,02 0,20 £ 0,02
- testiculo 0,19+ 0,06 0,14 + 0,02
- gl. submandibular 0,04 £ Q1 0,18 £ 0,07
- pancreas 0,93+ 0,70 0,58 + 0,21
fonteido hidrico (%) - testiculo 85,4 = 2,1 83,3 = 1,4
-_prostata

(%) N3o se constataram diferengas significativas

Parametros endocrinos em ratos ...
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FIG. 1 - Evolugao do ganho de peso corporal de ratos controle (o——o) e tratados croni
camente com dose farmacologlca de extrato de S. rebaudiana (o—o0). O 1nseﬂoi
mostra a transformagao semi-log dos mesmos dados e a analise de regressaocm
respondente. Nao ha diferenca estatistica entre os grupos.
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FIG. 2 ~ Curvade saturaggo do androgeno sintético[ ]R1881 especificamente unido Efu
caec citosolica de homogenelzados de prostatas de ratos controle {o—o0) e na
tados com dose farmacologicas de extrato de S. rebaudiana. O inserto mostya
o grafico de Eadie-Hofstee ("inversao de Wilkinson") para determinagao da
quantidade total de sitios receptores (Q) e da constante de afinidade aparen
te (Ka) do complexo H-R, segundo a equagao F/B = F/Q + Q/K; (Rodbards& Felmul
1975). Abreviaturas: F (free = hormonio livre; B (bound) = hormdnio unldm
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