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RESUMO 

Oi z^zitoi dz pKi.ncLpi.0i3 ativoò dz S. tiebaudüvna. òobfiz pafumzttoi zndõcnÁ.noò dz 

natoi f^onam z&tudadoò apõò adminÁÁtAaçao cKÔnica (60 dixu) dz zxÃAato aquoio bKuto(dzcoc 

to) conc.zyvVw.do nai Colheu, dziia planta, começando em idadz pKZ-pubzKZ (25 a 30 dÀxu, dz 

idadz). Tonam ú&ítaò OÒ òzaihinteA dztzKminacÕQA: gliezm-ia, nZvziò AZAÍCOÍ, dz T^, z 
TjR, união dz [}H]R1&81 ã fiação citoiSlica dz pi5t>tata, tzon. dz zinco zm piÕitata, t&&_ 

tlculo, glândula, òativat òubmandibulan. z pâncAzaò, z conteúdo ru.dfu.co zm tzitlculo z 

piw&tata. E4-Cu.dou-.se também a cutva dz ganho dz pzòo coKponal z oò pz&oò teJurUnalb dz 

tz&tZculo, plÕòtata, vziZcula òzminal, glândula iubmandibulaA. z adtznat. Oò nzòu&tadoi 

dzixafiam patzntz quz o g/uipo zxpzfUmzntãZ não dÀ^cúu do contAolz iigni^-Lcativamzntz cm 

nenhum do6 panâmetnob anati&adoò, zxczto quanto ao pzio dz vzileula izminal,quz dÁjniniúu 

em 60é, tanto zm tzhmoi abiolutoà como zm Kzüacâo ao pzÁO conpoial. Conclui-òZ quz 04 

pafiâmztAOA zndocAÁnot) zitudadoà no Kato não t>ão ^undamzntalmzntz altzxadob poh. do-&e& 

^anmacológicai dz piinclpioò ativoò dz S. Kzbaudinna.. 

INTRODUÇÃO 

Entre os princípios ativos das folhas de Stevia rebaudiana, planta nativa da Amé­
rica do Sul, encontra-se o esteviosfdeo, cujo poder adoçante - cerca de 300 vezes supe­

rior ao da sacarose - tem despertado interesse comercial como substituto do ciclamato. 

Nas regiões onde a planta é nativa, observações empíricas atribuem ao chã preparado com 

suas folhas propriedades tônicas e digestivas. 

A molécula do esteviosfdeo apresenta núcleo diterpênico tetraefelico (esteviol) e 
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3 moléculas de glicose; sua semelhança estrutural com hormônios estero.dais chama a 

atençio para uma possível açio a nível de receptores em órgios-aWo de hormônios sexuais. 

De fato, em 1968 Planas e Kuc relataram media de 57 a 79% de redução da fertilidade em 

ratos tratados com decocto a 5% das folhas de S. rebaudiana, porém observações posterio 

res não confirmaram este achado (Sakaguchi & Kan, \9ÔÍ). 

Nosso laboratório demonstrou ín vítro que o esteviosídeo purificado tem a capaci­

dade de deslocar a 5ct-dihidrotestosterona (DH"0 especificamente unida a sítios recepto­

res androgênicos em próstata (Uehara et al., 1982). Este resultado foi confirmado pos 

teriormente usando o composto sintético nio metabolizável metiItrienolona (RI881),marca 

dor específico para receptores androgênicos (Uehara et al., 1983). Todavia, a alta con 

centração de esteviosídeo usada nestes ensaios (pelo menos 500 vezes superior ao valor 

da da interação DHT-receptor) pode dificultar a interpretação de efeito "anti-andro-

gênico" que o composto pudesse exercer se administrado ?n vivo.Assim,o presente trabal ho 

introduz a modificação de verificar se os andrógenos apresentariam alguma modificação em 

sua capacidade de união a órgão-alvo de ratos cronicamente tratados com doses elevadas 

de extrato de S. rebaudiana. Paralelamente, uma série de outros parâmetros endócrinos 

foram também estudados. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos de 25 a 30 dias de idade(50 a60g)mantidos 

em condições usuais de laboratório, com livre acesso a água e ração balanceada (ração 

"ProBiotério G", Anderson Clayton, S. Paulo), em ciclo claro-escuro de 12 horas. Trinta 

animais foram tratados com decocto de folhas de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni(Vivej_ 

ro Guarany, S. Paulo) correspondendo a 60g de folhas/90ml de solução (preparado pela Dr? 

Neila Quege (Instituto de Pesquisas Tecnológicas, S. Paulo). A solução era administrada 

2 vezes/dia através de sonda gástrica (2 ml/rato) durante 60 dias; os animais foram man_ 

tidos sem alimento ou água 1 h antes e 30 min após a administração da solução.Vinte anj_ 

mais mantidos nas mesmas condições e tratados apenas com solução fisiológica(NaCl 0 ,85%) 

constituíram o grupo controle. Para ensaios de união (v. abaixo), 3 animais decadagru 

po foram castrados 3 dias antes de utilizados. A evolução do crescimento foi acompanha_ 

da pelo ganho de peso corporal, medido a cada 2 a 3 dias durante todo o período experi­

mental. Após o sacrifício, por decapitação, foram coletados sangue e amostras de teci­

dos para a determinação de glicemia, níveis séricos de T^, T^ e T^R, união de [3H]Rl88l 

â fração citosólica de próstata, teor de Zn em próstata, testículo, glândula salivar 

submandibular e pâncreas, e conteúdo hídrico em testículo e próstata. 

Para ensaios de união hormônio-receptor, as próstatas foram rapidamente dissecadas 

pesadas com precisão de 0,1 mg e homogeneizadas a 0-2°C na proporção 1:16 (p/v) em tam­

pão Tris-EDTA-mercaptoetanol 50 mM pH 7,k (tampão TEM) , com homogeneizador Polytron 

(Brinkmann). Os homogeneizados foram centrifugados a 105.000 g durante l h a 2 - k° C 

(centrífuga Beckman L5 -50B) , e os sobrenadantes resultantes (citosóis)usados para ensaio 



condições descritas anteriormente (Baraííao et al., 1 9 8 2 ) . Em resumo, alíquotas dos 

citosóis contendo cerca de 500 yg de proteína foram incubadas durante l8h a 8°C com con_ 

centrações crescentes ( 2 a 10 nM) de 1 7ot-met i 1 tr ienolona radioativa([17a-meti 1 - 3 H ] - 1 , ^ , 

H-estratrien-3-ona; [ 3H]Rl88l com atividade específica 8 7 , 0 Ci/mmol (New England Nucle_ 

ar) na presença ou ausência de hormônio radioinerte, em concentração 500 a 1000 vezes 

superior ao valor da da união andrõgeno-receptor neste tecido. As incubações foram 

interrompidas por adição de mistura carvão-dextrano ( 0 , 1 - 0 , 0 1 ¾ ) em tampão TEM e subse -

quente centrifugação ( 2 . 0 0 0 g, k°Z , 10 min, centrífuga Sorvall RC-5B) para separação de 

hormônios livres e ligados. Aos sobrenadantes foi adicionada mistura de cintHação (PPO 

POPOP em tolueno) e a radiatividade presente determinada em espectrômetro Beckman decin_ 

ilação líquida. A diferença entre as contagens obtidas nos tubos onde foi utilizado 

ormônio radiativo unicamente (= "união total") e as contagens nos tubos onde foram in­

cubados hormônio radiativo + hormônio radioinerte (= "união inespecífica") é tomada como 

medida da união específica. 
® 

A glicemía foi determinada pelo método da glicose oxidase (Glucostat Worthington 

Biochem. Co.). Os níveis séricos de e e os valores de "T^-resina" (T^R) foram de_ 

terminados com emprego de "kits" específicos (Diagnost ic). 

Para as determinações de zinco, amostras apropriadas de tecidos foram levadas ã 

secura (determinando-se concomi tantemente o conteúdo hídrico) e a seguir calcinadas a 

0°C durante 30 min. As cinzas resultantes foram dissolvidas em HC1 2 N. Diluições 

apropriadas ( 1 : 2 5 ) desta solução foram feitas com água desionizada e analisadas em e£ 

pectrofotômetro de absorção atômica (Varian Techtron AA - 1 2 0 ) contra curva-padrão de Zn. 

limite de detecção do método é de 0 ,002 ppm de Zn; a faixa de trabalho situou-se entre 

,k e 1 ,6 ppm do íon. 

Proteínas foram determinadas pelo método de (Lowry et al., 1951), usando-se albu-

roina bovina (fração V, Sigma) como padrão. Empregou-se o teste "t" de Student nas com-

rações estatísticas. 

RESULTADOS 

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

inserto mostra a transformação semi-logarítmica dos mesmos dados e a reta de regressão 

resultante, tomando dados a partir do 7 o dia de experimentação. Nota-se execelente re-

tilinearidade (coeficiente de correlação 0,99). As retas calculadas para grupo contro­

le (y = 0,007x + 0,469) e gruDO experimento (y = 0,007x + 0,486) são ind?stinguíveís 

(P>0,20). 

A Tabela 1 lista dados ponderais, corporais e de diversos órgãos, no momento do 

acrifício dos animais. Não se observam diferenças significativas dos pesos (absolutos 

ou relativos) entre os grupos, exceção ã vesícula seminal, que apresentou redução de 60¾ 

no grupo tratado com Stevía, tanto em termos de peso absoluto como em relação ao peso 

corporal. 

Parâmetros endõcrinos em ratos ... 



Na Tabela 2 aparecem os dados de glicemia, hormonais (T^, e T^R séricos), iôni-

co (teor de Zn em vários tecidos) e conteúdo hídrico em testículo e próstata. Em nenhum 

caso constatou-se diferença significativa entre os grupos. 

A Fig. 2 resume os ensaios de união do andrógeno sintético [3H]RI881 ao citosolde 

próstata de ratos controle e tratados com Stevia. A castração dos animais 3 dias antes 

do experimento (v. Métodos) foi feita para que a concentração de andrógenos circulantes 

baixasse e houvesse desocupação dos receptores androgênicos prostáticos. As medidas de 

número de sítios de união refletem portanto o número de sítios disponíveis em condição 

de baixas taxas circulantes de hormônios endógenos (o que se aproxima muito da determi­

nação de sítios receptores totais pela técnica de intercâmbio; (Baranao et ai. , 1 9 8 2 ) . A 

análise de Wilkinson dos dados mostrou certa diferença na variável Q (C • 113 ,8 ± 2 1 , 5 e 

E = 1*43,7 t 23,6 nM), que entretanto desaparece ao se expressarem os valores em relação 

ao teor de proteínas da fração citosólica (C = 3 1 , 0 í 2,1 e E = 30 ,9 ± 1 ,8 fmol/mg de 

proteína). A constante de afinidade aparente da união hormônio-receptor não variou en 

tre os grupos (C = 0,22 ± 0,07 e E = 0,2¾ ± 0,07 n M - 1 ) . 

DISCUSSÃO 

Esta linha de investigação tem sido centrada na observação de semelhanças estrutu 

rais entre a molécula do esteviosídeo ou sua aglicona (esteviol) e a molécula de hormô­

nios sexuais, o que poderia explicar eventual afinidade por sítios receptores para estes 

hormônios em órgãos-alvo e plausivelmente justificar uma "ação anti-androgênica"(Planas 

e Kuc, 1968). De fato, foi observado que o esteviosídeo purificado pode competir com a 

[3H]5ct-dihidrotestosterona pelos seus receptores específicos em próstata de camundongos 

adultos, em proporção até mesmo superior ã competição exercida pelo hormônio radioinerte 

(Uehara et ai. 1982). 0 mesmo não ocorreu a nível de glândula submandibular,órgão alvo 

de andrógenos cujos receptores têm mecanismos aparentemente distintos de regulação (01i 

veira-Filho et ai., 1 9 8 1 ). A marcação de receptores com hormônios de ocorrência natural 

(testosterona, dihidrotestosterona) pode eventualmente subestimar o número de sítios de 

união devido a que esses compostos são metabolizáveis, e isto levou-nos ao uso do andró 

geno sintético não metabolizável Rl88l, que marca receptores androgênicos com alta espe 

cificidade e reprodutibi1 idade (Bonne & Raynaud, 1976). Assim, confirmou-se a ação do 

esteviosídeo de deslocar o andrógeno especificamente unido a seus receptores, não só a 

nível de próstata, como também de glândula submandibular de animais após 1 ano de cas -

tração (Uehara et al., 1983; Minetti et al ., 1983, 1984). Em qualquer dos relatos, en­

tretanto, cabia a crítica de que dificilmente a concentração de esteviosídeo usada (7 a 

15 yM) seria alcançada in vivo por administração convencional; o presente trabalho exa 

mina diretamente esta questão. 

Elegeram-se animais pré-púberes para iniciar o tratamento considerando que o sis­

tema endócrino, se afetado, mostraria alterações mais conspícuas que no animal sexual -

mente maduro, devido ã bem conhecida vulnerabilidade do equilíbrio endócrino no período 



pré-l pré-púbere (Negro-Vilar et al. , 1 9 7 3 ; Baranao et al ., 1982). 

Como se observa na Fig. 1, a evolução do ganho de peso corporal nio sofreu qual -

quer al teração pelo tratamento; a transformação semi-log dos dados mostra praticamente 

única reta de regressão para os dois grupos. Outros dados ponderais (Tabela 1) evi_ 

enciam que o tratamento crônico com altas doses de extrato de S. rebaudiana não afetou 

ificativamente qualquer dos órgãos estudados, com exceção da vesfcula seminal.Obser 

>u-se que o conteúdo líquido intravesicular teve papel fundamental nesta di ferença; en­

tretanto, nio se sabe ainda o mecanismo de tal efeito. 

Não houve influência do tratamento sobre o teor de glicose sangüínea. A ligeira 

do nível glicêmico (1,5¾) não foi significativa, porém pode refletir a tendência 

hipogl i cerni ante que o esteviosídeo demonstra (Oviedo et al ., 1971), potencialmente útil 

no estado diabético. Experimentos usando ratos tornados diabéticos com estreptozotocina 

dem auxiliar a esclarecer melhor este ponto. 

A avaliação da função tiroidrana (pela medida dos níveis circulantes de T^ e T^) 

sítios 1igantes disponíveis em proteínas transportadoras de hormônios tiroidianos 

lo índice T^R) mostrou que o esquema de tratamento com Stevia aqui empregado não in-

eriu neste parâmetro endócrino (Tabela 2). Esta avaliação é importante pelas reco-

idas correlações que a função da tiróide mantém com o crescimento corporal ,com a fun_ 

çàoendócrina do pancreas, e com o eixo hipotálamo-hipóf i se-test icular (Kalland et al., 

1 9 7 8 ) . 

Neste trabalho empregamos a determinação da concentração tecidual de zinco (Tabe­

lai) como mais um indicador fisiolóqico da atividade androgênica, uma vez que este íon 
k 

regula negativamente a atividade da A -3-oxoesteroide-5ct-redutase, enzima que converte 

tosterona em dihidrotestosterona, além da regulação androgênica da concentração de Zn 

testículo e tecidos alvo de andrógenos (Monsalve & Blaquier, 1 9 7 7 ) . Ademais.estudos 

liminares deste laboratório mostraram que o teor de Zn em glândula salivar submandi-

ar também depende da atividade androgênica, uma vez que a castração leva a queda da 

entração glandular do íon e a reposição hormonal a restaura (resultados não publica_ 

. 0 tratamento com Stevia não modificou o teor de Zn em testículo e órgãos-alvo de 
rgenos, nem a nível de pâncreas, onde tem papel importante no armazenamento de molé^ 

s de insulina nas células (3 (Bowman & Rand, 1980). 

Este trabalho mostra que a administração crônica de altas doses de extrato total 

entrado de folhas de S. rebaudiana a ratos não alterou o número de sítios 1igantes 

específicos para andrógenos na próstata, nem a constante de afinidade aparente da in_ 

çio hormônio-receptor a este nível (Fig. 2). Em vista dos resultados anteriores,em 

a variável Q_ era afetada pelo esteviosídeo (Uehara et al ., 1 9 8 3 ) , ê plausível que o 

ente resultado seja devido i pequena concentração de princípios ativos que atingem 

ofase. Visto que a questão da absorção do esteviosídeo e outros componentes não 

ainda totalmente resolvida (Wingard et al., 1980), a biodisponibi1 idade dos princí 

da Stevia deve desempenhar papel limitante nesse particular. 

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

I das folhas de S. rebaudiana sobre a função endócrina do sistema reprodutor do rato 

tros endócrinos em ratos ... 191 



a explicação para a redução da fertilidade encontrada por Planas & Kuc (1968) podeenvol 

ver ações sobre a fêmea ou eventualmente ao nível mais complexo de comportamento. São 

aspectos cujo estudo vem merecendo atenção em nosso laboratório. 
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SOMMARY 

The eiiectò oi actÃve pnA.ncJ.plu oi StevÃo. lebaudiana {BeAt.) BeAtonl on òomt 

endocnÁne. iunctiom tn lati uieAe òtudied aiten. chfionic admlnlòtAcution [60 day&) oi a 

concentnated aqueoiu extAacX oi the leaveA, òtaAttng' at pne-pubeAtal age (25-30 dayò). 

The. ioíZoiMing meaòuAementb have been canjxJied out: gllcemia, and T^&eAumlevefA,avatla 

bit T 3 bindLng òit&t ín plaòma ITjR), [3H]RISS? blnding to pioitate. cytoòol, In content 

in ph.odtate, teAtü,, Aubmax-MaAy gland and panc.Ke.at>, and hyd/Uc content tn teAtiò and 

pnoitate. AIÒO, it ha& be.en òtudied the cwive. oi body uieÁght galn and the. ilnal wexght 

oi teÁtu,, pioòtate, iemlnal veòicle, iubmaxlltaAy gland and adnenal. Any òlgnlilcant 

dliie/ience betioeen expenÁjnental and contuol gnoupi uieAe òeen, except ÍOK the. weÁght oi 

seminal veòicle uihlch decneat>ed by 60% both In temi oi abòolute mlght and A.elatlvely 

to the body mlght. Jt waò conc.lu.ded that phamac.ologlc.al doòeA oi actlve pfUnclpleò 

oi S. Kthaixálana chn.onlc.ally admlnlòteAed to iat& dld not eZicÂt any iundamental altex-

atlon oi the endociine. iunctlonò òtudied. 
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Tabela I - Pesos corporais e de diversos órgãos de ratos controle e tratados com dose 

farmacológica de S. rebaudiana durante 60 dias (médias + E.P.M.) 

CONTROLE TRATADOS 
Relativo Relativo 

Absoluto (mg/IOOg) Absoluto (mg/lOOg) 

Corporal 194,0 ± 9 , 7 — 183,0 ± 14 „6 — 

T e s t í c u l o 1 1 1 8 , 7 ± 5 0 , 0 0 , 5 9 ± 0 , 0 1 0 4 4 , 0 + 4 0 , 2 0 , 5 8 ± 0 , 0 2 

Próstata 1 8 7 , 2 ± 6 3 , 3 8 8 , 7 ± 1 8 , 4 1 3 2 , 7 + 1 9 , 6 6 4 , 0 ± 1 3 , 5 

Vesícula s e m i n a l 6 4 8 , 3 ± 3 1 , 5 3 , ^ 7 ± 0 , 1 6 3 8 8 , 4 + 6 9 , 1 * 2 , 1 4 ± 0 , 2 5 5 

Gl. s u b m a n d i b u l a r 1 4 0 , 5 ± 6 , 4 7 3 , 9 6 í 2 , 7 2 143,5 ± 8 , 5 7 9 , 9 8 ± 3 , 6 0 

Adrenal 1 3 , 2 ± 1,5 6 , 9 2 ± 0 , 9 4 1 6 , 6 ± 0 , 8 9 , 3 4 ± 0 , 5 9 

|0 peso corporal ê dado em g; os demais pesos absolutos em mg„ 

* P < 0,05 em relação ao grupo controle» 

Tabela 2 - Efeitos, do tratamento crônico de ratos com dose farmacológica de extrato 

de S. rebaudiana 

CONTROLE TRATADOS 

Gli cem ia (mg/lOOml) 1 3 2 , 0 ± 1 3 0 , 0 ± 1 1 , 2 

T 3 (mg/lOOml) 

T^ (ug/100ml) 

37 , 3 ± 1 7 , 7 5 8 , 0 ± 24 ,5 T 3 (mg/lOOml) 

T^ (ug/100ml) 2,07± 0,15 3,13 ± 0,36 

Y (¾) 
Zn (mg/g tec. seco) -

1,03± 0,04 1 , 3 7 ± 0 , 1 8 Y (¾) 
Zn (mg/g tec. seco) - próstata 0 , 1 6 ± 0,02 0,20 ± 0,02 

- testículo 0 , 1 9 ± 0,06 0,14 ± Q ,02 

- gl. submandi bular 0 , 1 1 ± 0,1 0,18 ± 0,07 

- pâncreas 0,93 ± 0,70 0,58 ± 0,21 

Conteúdo hídrico {%) - testículo 
- próstata 

85,4 ± 2,1 8 3 , 3 í \A 

(*) Não se constataram diferenças significativas entre os grupos. 
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FIG. 1 - Evolução do ganho de peso corporal de ratos controle (o o) e tratados cromj 
camente com dose farmacológica de extrato de S. rebaudiana (o o). 0 inserto 
mostra a transformação semi-log dos mesmos dados e a análise de regressão cor 
respondente. Na,o ha diferença estatística entre os grupos. 
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FIG. 2 - Curva de saturação do andrógeno sintético [3HJR1881 especificamente unido a fra 
çao citosolica de homogeneizados de próstatas de ratos controle (o o) e tra 
tados com dose farmacologicas de extrato de S. rebaudiana. 0 inserto mostra 
o gráfico de Eadie-Hofstee ("inversão de Wilkinson") para determinação da 
quantidade total de sítios receptores (Q) e da constante de afinidade aparen-J 
te (K a) do complexo H-R, segundo a equação F/B = F/Q + Q/K a (Rodbard & Feldman,, 
1975). Abreviaturas: F (free = hormônio livre; B (bound) = hormônio unido. | 
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