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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anti-hiperplasico prostatico do extrato bruto
hidroalcodlico, fragdo supercritica e diclorometanica da Calendula officinalis e alguns
fitosterdis. Foram utilizados: ratos machos de 40 dias (peso: 140 g, n= 6) foram
castrados e submetidos a tratamento com testosterona (T 2,4 mg/kg rato) durante 7
dias para indugédo da hiperplasia prostatica (HP). Posteriormente, foram submetidos a
tratamento por 30 dias com fragdo supercritica (SC12 mg/kg), fragado diclorometanica
(DCM 1,12 e 80 mg/kg) e extrato bruto hidroalcodlico (EB 300 mg/kg) de C. officinalis e
alguns fitosterdis como B-sitosterol (BS), estigmastadienona (EN), estigmasterol (EL),
estigmastanol (ET). Apds tratamento, os ratos foram sacrificados, sendo o sangue
coletado para analise de fosfatase acida (FA) e colesterol. A prostata e a vesicula
seminal foram retiradas e pesadas para comparagdo com o grupo controle e medidas
das concentragcées de T e dihidrotestosterona (DHT). O peso da prostata (PP) para
extrato e fragdes apresentou reducgao estatisticamente significativa de 43% e 54% para
DCM e SC respectivamente; FA apresentou reducédo de 37%, e 43% para SC e EB. A
DHT apresentou uma redugdo de 59%, 43% e 39% para SC, DCM e EB
respectivamente. Para o estudo dose/dependente com DCM o PP apresentou uma
reducéo de 30% para 80 mg/kg; FA apresentou redugédo de 33% e 52% para 1 e 80
mg/kg. T apresentou um aumento de 89% e 164% para 1 e 80 mg/kg e DHT apresentou
reducao de 64%, 52% e 82% para 1, 12 e 80 mg/kg respectivamente. No tratamento
com fitosterdis o PP apresentou reducéo de 49% para BS, 35% para EN, 26% e 25%
para EL e ET. FA apresentou redugcédo de 32%, 31% e 28% para BS, ET e EL
respectivamente. DHT apresentou redugao de 60% para BS, 43% e 40% para EL e ET
e 33% para EN. A partir dos dados obtidos, conclui-se que as fragbes DCM e SC da C.
officinalis, ambas ricas em esteroides, apresentaram um potencial anti-hiperplasico
prostatico no modelo testado, sendo este efeito € dose-dependente para DCM. Todos
os fitosterois testados apresentaram efeito significativo sobre a HP, sendo que o BS foi
o mais efetivo. Palavras chave: Hiperplasia benigna de prostata; fitosterois, Calendula

officinalis, plantas medicinais.
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ABSTRACT

The objectivefor this work was to evaluate the anti-hyperplasic effect of Calendula
officinalis hydroalcoholic extract, supercritical and dichloromethane fractions and some
phytosterols in rat prostate. We used : Male Wistar rats (40 days old, weight=140 g,
n=6) were castrated and submitted to testosterone (T) treatment (600 ug/250 g weight)
for 7 days to induce BPH. The animals were then treated for 30 days with the
supercritical fraction (SC-12 mg/kg), dichloromethane fraction (DCM-1, 12, 80 mg/kg)
and crude hydroalcoholic extract (EC-12 mg/kg) from C. officinalis, and also with some
phytostherols as (-sitosterol (BS); stigmastadienone (EN); stigmasterol (EL);
stigmastanol (ET). After treatment blood samples were obtained for acid phosphatase
(AP) and cholesterol analyses. Animals were then killed and the prostate and seminal
vesicle were harvested and weighed and homogenates were prepared for T and
dihidrotestosterone (DHT) analyses. The prostate weight (PW) for extract and fractions
showed significant 43% and 54% reductions under DCM and SC treatment,
respectively, AP showed a 37% and 43% reduction under SC and EC treatment,
respectively. DHT levels showed reduction of 59%, 43% and 39%, for treatments of SC,
DCM and EC, respectively. The dose-dependent fraction DCM showed a reduction of
PW (30%) for 80 mg/kg treatment. AP showed a reduction of 33% and 52% for 1 and
80 mg/kg respectively. T showed na increased of 89% and 164% for 1 and 80 mg/kg,
respectively and DHT showed reductions of 64%, 52% and 82% for 1, 12 and 80 mg/kg,
respectively. The phytostherols treatment showed PW reduction of 49% for BS, 35% for
EN and 26% and 25% for EL and ET, respectively. AP showed reduction of 32%, 31%
and 28% for BS, ET and EL respectively. DHT showed a reduction of 60% for BS, 43%
and 40% for EL and ET respectively, and 33% for EN. It is concluded that the DCM and
SC fraction of C. officinalis, both rich in steroids, showed a potential ant-hiperplasic
affect in rat prostate. Moreover the SC fraction showed a higher effect, and the DCM
fraction showed a dose-dependent effect. All the phytostheroids showed an anti-
hyperplasic effect, and the BS has a higher response in this model. Keywords: Benign

prostatic hiperplasia, phytosterols, Calendula officinalis, medicinal plant.
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1 INTRODUGAO

Desde a antiguidade produtos naturais com propriedades terapéuticas sao
utilizadas para o tratamento de doencas, (CALIXTO, 2000; RATES, 2001). Apesar
mesmo com o impacto da Revolugcdo Industrial e o desenvolvimento da quimica

organica cerca de 25% das drogas prescritas sdo plantas (RATES, 2001).

Apesar de varias substancias naturais com importancia terapéutica terem sido
isoladas de plantas da flora brasileira, as investigagdes cientificas relacionadas aos
estudos quimicos, bioquimicos e farmacoldgicos de substancias provenientes de
plantas medicinais estdo aquém do potencial de nossa flora. E importante ressaltar que
no Brasil, dos quase 6 mil produtos farmacéuticos disponiveis entre farmacos e
fitofarmacos, poucos foram desenvolvidos por industrias nacionais. No entanto, investe-
se bilhdes de délares na importacdo da matéria-prima utilizada na producdo de
farmacos (BLOCK, et al., 1998).

Em todo o mundo o interesse na fitoterapia vem crescendo. Em paises da
europa, fitoterapicos séo utilizados como primeira linha de tratamento em diversas
patologias, entre elas para o tratamento da hiperplasia benigna de préstata(BUCK
1996). Esta patologia tem uma alta incidéncia na populagdo masculina podendo chegar
a aproximadamente 50% dos homens a partir dos 50 anos e em 90% depois dos 80
(MARANDOLA, 1997).

A hiperplasia benigna de préstata é considerada uma neoplasia benigna que se
caracteriza por um alargamento progressivo das estruturas fibromuscular e epitelial
dentro da glandula prostatica. Em geral é aceito que existem dois componentes que
contribuem com a sintomatologia da patologia: um componente estatico, relacionado ao
tamanho da massa de tecido prostatico (hiperplasia) e um componente dinamico
relacionado com o ténus da musculatura lisa prostatica (sintomas uroldgicos). Esta
patologia ocorre em aproximadamente 50% dos homens a partir de 50 anos e em 90%

depois dos 80. Segundo alguns pesquisadores, diferentes fatores poderiam concorrer



para sua instalacdo, dentre os quais podemos citar: alteracdo no metabolismo de
hormdnios sexuais com o avango da idade, interagao entre estroma e células epiteliais,
mediadores de processos inflamatérios, fatores de crescimento tecidual, desvios
metabdlicos na sintese de colesterol, regulagdo do tébnus muscular, e a geragao de
espécies ativas de oxigénio e de nitrogénio. Neste conjunto de fatores, aparentemente
o metabolismo de horménios androgénicos tem papel primordial (GOEPEL , et al.,
1999).

A abordagem classica para o tratamento do componente estatico da HBP esta
associada a hipétese de que o desenvolvimento desta hiperplasia envolve a
testosterona, o principal horménio androgénio circulante, que é metabolizado a
diidrotestosterona (DHT) na glandula prostatica pela 5-a-redutase. A DHT pode ligar-se
aos receptores androgénicos das células ao nivel da estrutura epitelial e estroma,
promovendo a sintese de RNA mensageiro, e, consequentemente, a sintese protéica e
a proliferacdo celular. Com base neste conhecimento, foi sintetizado um inibidor
especifico da 5-a-redutase, a finasterida, recentemente comercializado com o nome de
Proscar®, que possui efeito benéfico sobre a proliferacdo celular e sintomatologia
urolégica da HBP, mas apresenta efeitos adversos principalmente sobre a fungao
sexual. Ja a abordagem terapéutica do componente dinamico da HBP, consiste na
utiizacdo de antagonistas dos a-adrenoreceptores, que se localizam no estroma
prostatico, os quais sao estimulados pelo sistema nervoso simpatico, causando
contragdo muscular e obstrugdo prostatica. Os a-bloqueadores, como Prazosina e
Terazosina, sao farmacos que reduzem o ténus da musculatura lisa, aumentando o
fluxo urinario. Entretanto, como os receptores a-adrenérgicos nao tem distribuigdo
exclusiva na prostata, seus antagonistas podem causar efeitos adversos devido a

ampla distribui¢cdo vascular destes receptores (TAMMELA , 1997).

Uma estratégia alternativa para o tratamento da HBP adotada por varios paises
europeus inclui a fitoterapia, conduta terapéutica que tem sido eleita por mais de 45%
dos casos leves a moderados da doenca. Esta escolha deve-se a consideravel
eficiéncia dos fitofarmacos, principalmente no que se refere a melhoria da

sintomatologia urolégica e prostatica associada a baixa incidéncia de efeitos



indesejaveis. Dentre os extratos de plantas comumente utilizados, podemos citar os da,
Hypoxis rooperi, Urtica dioica, Curcubita pepoe, Pygeum africanum, Serenoa repens
(BACH, et al., 1996). Esta ultima é a planta mais utilizada no tratamento da HBP, tendo
sido recentemente comercializada no Brasil com o nome de Permixon®. Os extratos
destas plantas contém principios ativos como fitoesterdis (particularmente B-sitosterol),
triterpenos, alcoois graxos de cadeia longa, acidos graxos livres e esterificados,
flavondides, carotendides, lectinas e ligninas (BOMBARDELLI, et al., 1997). Varios
trabalhos tém demonstrado que estes compostos tem atividade antiandrogénica e
antiestrogénica, atividade inibitdéria na sintese de prostaglandinas e leucotrienos
(ciclooxigenase e lipoxigenase), modificacdo na sintese de fatores de crescimento
(particularmente EGF), inibicdo das atividades das enzimas 5-a-redutase, citocromo
P450 aromatase, Na‘'/K" ATPase, além de redutores de colesterol (PAUBERT-
BRAQUET, et al., 1996).

Apesar da larga incidéncia da HBP, sua etiologia ndo esta totalmente
esclarecida e as formas de tratamento existentes n&o sdo satisfatorias. Portanto, nos
parece oportuno avaliar o potencial de plantas de uso popular no Brasil para o
tratamento de disturbios urolégicos com vistas a um possivel efeito anti-hiperplasico
prostatico. Dentro deste contexto o presente trabalho tem como meta avaliar o efeito de
extrato bruto e fragbes da Calendula officinalis e alguns fitosterdis sobre a hiperplasia

prostatica induzida em ratos.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral da presente dissertagcdo é avaliar o efeito anti-hiperplasico
prostatico de extratos e fragdes purificadas da Calendula officinalis e fitosterdis em

modelos experimentais in vivo. Para tal, os objetivos especificos séo:

- Avaliar o efeito anti-hiperplasico prostatico de diferentes extratos e fragcdes da
C. officinalis, através da avaliagdo do peso da préstata, vesicula seminal e
niveis de colesterol sérico, testosterona e DHT tecidual, além da atividade da
fosfatase acida, em ratos machos castrados e tratados com testosterona para
inducédo da HBP.

- Avaliar o efeito dose-dependente da fragdo diclorometanica da C. officinalis em
diferentes concentracdes, através da avaliacdo do peso da préstata, vesicula
seminal e niveis de colesterol, testosterona e DHT tecidual, além da atividade
da fosfatase acida, em ratos machos castrados e tratados com testosterona

para inducido da HBP.

- Determinar o efeito de fitosterdis, através da avaliagdo do peso da préstata,
vesicula seminal e niveis de colesterol, testosterona e DHT tecidual, além da
atividade da fosfatase acida, em ratos machos castrados e tratados com

testosterona para indugédo da HBP.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PROSTATA

A préstata é um 6rgéo que pesa cerca de 20 g no homem adulto, possuindo

uma constituicdo fibromuscular (30 a 50%) e glandular (50 a 70%), sendo localizada
logo abaixo da bexiga e atravessada pela uretra (Figura 1) (TANAGHO, et al., 1994;

COTRAN, et al., 1996).
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Figura 1. Esquema de localizacdo da préstata no homem (UNIGES, 2002)

A préstata mede entre 3 e 4 cm de largura, tem 4 a 6 cm de comprimento e 2 a
3 cm de espessura, consistindo de uma delgada capsula fibrosa, sob a qual estéo

dispostas fibras do musculo liso com orientagéo circular e tecido colageno que circunda
a uretra. Abaixo dessa camada esta o estroma prostatico, que € composto de tecido



conjuntivo elastico e fibras musculares lisas no qual estdo mergulhadas as glandulas
epiteliais (Figura 2) (TANAGHO, et al., 1994).

Tecido glandular  Musculo

Figura 2. Corte histologico do tecido prostatico mostrando o tecido glandular e muscular(COTRAN,
et al., 1996)

A préstata tem como fungao produzir um liquido leitoso que se acrescenta ao
volume do sémen, ajudando na manutengédo do pH entre 6,0 e 6,5, favorecendo deste
modo a motilidade e a fertilidade dos espermatozéides (GUYTON, et al., 1997).

De acordo com a anatomia e histologia da préstata, ela pode ser dividida em
regides. A regiao glandular é composta de uma grande zona periférica € uma pequena
zona central, constituindo juntas cerca de 95% da glandula. Os outros 5% sao formados
pela zona de transicdo, que esta localizada ao redor da uretra e compostos pelas

glandulas periuretrais e musculo liso (Figura 2) (TANAGHO, et al., 1994).

Area fibromuscular anterior

Zona de transicao

Uretra Miusculo uretral

Zona central

Zona periférica

Figura 3. Projegao transversal da prostata (TANAGHO, et al., 1994)



A prostata € um 6rgao que depende da produgado de andréogenos para o seu
crescimento. Depende principalmente de DHT, que ¢é sintetizada a partir da

testosterona por redugéo pela 5-a-redutase (STEERS, et al., 1995).

O aumento de peso e crescimento normal da prostata ocorre com o avanco da
idade e pode ser dividido em fase rapida e lenta. A fase rapida ocorre dos 10 aos 21-30
a uma taxa de crescimento de 1,6 mg por ano; ja na fase lenta a tendéncia é diminuir

para 0,4 mg por ano, ocorrendo dos 21-30 até os 90 anos (BERRY, 1984).

Os processos patologicos que, com frequéncia afetam a prostata, sédo a
inflamacéo, os tumores e o aumento benigno, sendo este ultimo o mais comum e mais
freqUente com o avanco da idade (COTRAN, et al., 1996).

3.2 HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

A hiperplasia benigna de préstata (HBP) € um aumento ndo maligno do tecido
prostatico, caracterizado pela presenga de elementos estromais (musculo liso e tecido
conectivo) e epitelial (glandula) (STEERS, et al., 1995; ZIADA, et al., 1999; BARTSH, et
al., 2000). Varios estudos demonstram que existe um aumento do numero de células, o

que caracteriza, desta forma, um processo hiperplasico (BARTSH, et al., 2000).

Um fator importante para o desenvolvimento da hiperplasia consiste nas
mudangas das regides citadas anteriormente devido ao avango da idade, sendo que o
local onde primeiro se desenvolve a HBP é a regiao periuretral dentro da zona de
transicéo (STEERS, ET AL., 1995; BARTSH, et al., 2000).

Admite-se que o aparecimento da HBP €& um processo multifatorial,
acontecendo em trés estagios. O primeiro e o segundo estagio ocorrem em homens

com menos de 70 anos e é caracterizado pelo crescimento difuso da zona transitéria; ja



o terceiro estagio ocorre em homens com mais de 70 anos e € caracterizado por uma
proliferacdo glandular, juntamente com um alargamento da massa tecidual (BERRY,
1984).

Estudos demonstram que esta patologia ocorre em aproximadamente 50% dos
homens a partir de 50 anos e em 90% depois dos 80 (MARANDOLA, et al., 1997),
sendo que evidéncias anatdbmicas e microscopicas de HBP estdo presentes em 20%,
40%, 55%, 80% e 90% de homens com idade de 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90
anos, respectivamente. Entretanto, somente 25-50% daqueles que possuem evidéncias

microscopicas apresentam manifestacdes clinicas (ZIADA, et al., 1999).

3.3 ETIOLOGIA DA HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

A préstata depende de niveis adequados de DHT para o seu crescimento
(STEERS, et al.,, 1995; LEVINE, et al., 1997; BARTSH, et al., 2000). A partir da
testosterona produzida pelo testiculo, somente 2% é transformada em DHT, sendo que
os 98% restantes se ligam a proteinas especificas ficando, desta forma, inativas
(STEERS, et al.,1995).

O estimulo para a producgao de testosterona comeca no hipotalamo, onde este
libera GnRH (hormoénio liberador de gonadotrofina), estimulando a glandula pituitaria
que libera LH (horménio luteinizante) (STEERS, et al., 1995; BARTSH, et al., 2000). O
LH atua ent&o sobre as células do testiculo (células de Leydig) produzindo, assim 95%
dos andrégenos circulantes. Os outros 5% restantes sdo produzidos pela glandula
adrenal. O esquema 1 mostra como ocorre este processo (STEERS, et al., 1995). Tanto
GnRH como LH sao controlados por um mecanismo de “feedback negativo”, onde a

testosterona atua diretamente sobre o hipotalamo e a glandula pituitaria, suprimindo a



secrecao de GnRH e LH, e, indiretamente, a conversado de estradiol (BARTSH, et al.,
2000).

— Hipotalamo 4+
Testosteronal Cortisol( - )
(-)
——lp | Pituitaria | < —
/ \ACTH
Testiculos Glandula adrenal
testostek\ AA/ndrégenos

Prostata adrenais

Esquema 1. Formagéo de testosterona a partir do estimulo do hipotdlamo, conforme modelo
proposto por STEERS (1995)

A testosterona, apds entrada na célula estromal prostatica é convertida em
DHT. Esta estimula a sintese protéica apés ligagado aos receptores androgénicos nas
células epiteliais, que, entdo, transmitem um sinal intracelular que envolve uma cascata
de ativacdo e a interacdo de outros componentes, resultando, desta forma, em
replicacéo celular. Os receptores androgénicos pertencem a familia dos receptores
esteroides, que compreende os receptores da tiredide, do acido retindico e da vitamina
D (STEERS, et al., 1995; ZIADA , et al., 1999; BARTSH, et al., 2000)

Segundo alguns autores, o desequilibrio entre os niveis de androgenos e
estrogenos contribui para a etiologia da HBP, muito mais que seus valores absolutos.

Diversos estudos tém demonstrado altos niveis de estrogenos no estroma da HBP,



10

sendo que dois mecanismos podem ajudar na sua acumulacgao: estrogenos obtidos da
circulagao periférica e estrogenos produzidos localmente pela atividade de enzimas

aromatases e sulfatases (LEVINE, et al., 1997).

Entre as teorias que tentam explicar o aparecimento da HBP, é de consenso
geral que o processo de envelhecimento poderia permitir o0 acumulo da massa
prostatica, resultando em uma continua interagao entre a parte estromal e glandular da
prostata. Este processo poderia ser potenciado pela presenca de fatores de
crescimento vindos pela circulacdo ou produzidos localmente pela uretra. Outra
hipotese propde que fatores hormonais, fatores de crescimento e oncogenes poderiam
causar um desequilibrio entre a morte e replicacao das células prostaticas (ZIADA, et
al., 1999).

No processo de envelhecimento ocorrem alteragdes no meio hormonal que
estao relacionadas com a diminuicdo do nivel sérico de testosterona e o aumento de
estrogénio associado. Consequentemente, ocorre uma reducéo absoluta na producgao
de testosterona e um aumento da conversdo da testosterona sérica em estrogénio nos
tecidos adiposos periféricos. Entretanto, ainda ndo se sabe o papel definitivo dos

androgenos e dos estrégenos na indugao da HBP (TANAGHO, et al., 1994).

3.4 MANIFESTACOES CLINICAS NA HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

O fato da prostata envolver o canal da uretra faz com que esta tenha um
importante papel na patofisiologia da HBP (ZIADA, et al., 1999). Esta localizag&o leva a
ocorréncia de sintomas relacionados com o trato urinario baixo que podem ser divididos
em dois componentes principais: estatico e dindmico. O componente estatico esta

relacionado com o aumento do tecido e volume prostatico, levando consequentemente,
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a sintomas irritativos e obstrutivos. Os sintomas obstrutivos estdo relacionados a
reducdo da forca e do calibre do jato urinario causada pela compressdo da uretra,
hesitacdo, intermiténcia, gotejamento terminal e esvaziamento incompleto (TANAGHO,
et al., 1994).

Ja os sintomas irritativos estdo associados a nocturia, freqiéncia e urgéncia
em urinar (TANAGHO, et al., 1994; STEERS, et al., 1995; TAMMELA, 1997; ZIADA, et
al., 1999). Estes sintomas ocorrem devido a alguns fatores como o esvaziamento
incompleto durante cada micgdo, o que resulta em menores intervalos entre as
micgoes, e o aumento da prostata que faz com que a bexiga deflagre uma resposta de
micgao com maior freqiéncia. Os sintomas de freqliéncia sdo mais acentuados a noite,
porque as inibicdes corticais normais sao reduzidas e também por que o ténus uretral e
esfinctério normal sdo reduzidos durante o sono (TANAGHO, et al.,, 1994). Estes
sintomas, quando nao bem tratados, podem redundar em complicagdes no trato urinario
superior (ZIADA, et al., 1999).

O musculo liso prostatico, que é responsavel por cerca de 39% do volume
celular e cerca de 51% de todo o volume estromal na HBP, é também o responsavel
pelo componente dindmico da HBP (ZIADA, et al., 1999). O componente dinédmico é
regulado por atividade simpatica, mediada por receptores a-adrenérgicos localizados no
tecido muscular (STEERS, et al., 1995; TAMMELA, 1997).

Além destes dois componentes (dindmico e estatico), existe um terceiro que
também poderia ser aceito: o componente detrusor. O responsavel por este
componente € a musculatura da bexiga, que, apesar de causar sintomas obstrutivos,
nao pode ser relacionado como causa de obstrugdo da uretra. Este componente é
responsavel por uma contragdo involuntaria da bexiga, o qual resulta em urgéncia e um

esforco em esvazia-la (ZIADA, et al., 1999).

Existem diversas escalas que tentam classificar os sintomas da HBP, a mais
importante delas € a AUASI (American Urological Association Symptom Index), que
consiste em um questionario com 7 perguntas relacionadas com os sintomas mais

frequentes com a HBP, onde o paciente responde com uma escala de 0 a 5, indicando
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a severidade dos sintomas (JACOBSEN, et al., 2001). Além desta escala, existem
outras também importantes como a SPI (Symptom Problem Index) e BHP Impact Index
(JACOBSEN, et al., 2001).

Além dos sintomas relacionados acima, existem alguns sintomas sistémicos
relacionados ao trato urinario. Um deles é desconforto abdominal superior e dor no
flanco durante a micgao; eles sdo causados pela obstrugcdo cronica do trato de saida
que resulta em refluxo vesicouretral e dilatacdo dos tratos superiores. Isto pode levar a
uma elevacado da pressao as unidades renais, o que resulta em insuficiéncia podendo

haver sintomas de uremia como fadiga crénica, perda de apetite e sonoléncia.

Hérnias e hemorragias podem aparecer como sintomas nao relacionados ao
trato urinario, e sao resultantes do aumento da pressao abdominal e esfor¢o durante a

micgao.

Complicagdes como cistite e pielonefrite podem aparecer em estagios
posteriores da HBP, sendo causadas pela grande quantidade de urina residual e o
refluxo vesicoureteral (TANAGHO, et al., 1994).

Analises laboratoriais podem auxiliar no diagnostico diferencial da HBP, como
por exemplo: analise da urina exclui infecgdes do trato urinario ou hematuria que
causam sintomas parecidos com a HBP (STEERS, et al., 1995; ZIADA, et al., 1999) e
creatinina sérica pode identificar pacientes com insuficiéncia renal (STEERS, et al.,
1995). Niveis de fosfatase acida sdo de grande importancia, j4 que pacientes com
hiperplasia prostatica podem apresentar elevagdes desta enzima que esta presente na
prostata (HENRY, 1999). O uso do PSA (uma proteina sérica produzida pelo epitélio da
glandula prostatica) na avaliaggo de homens com ou sem sintomas de HBP é
controverso, pois niveis de PSA séo detectados em tecido normal, hiperplasico e com
cancer; fazendo com que este exame sozinho nao seja suficiente para um diagnéstico
efetivo (JACOBSEN, et al., 2001).
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3.5 5-0-REDUTASE

Como ja foi mencionado anteriormente, o crescimento da prostata depende de
niveis adequados de DHT formado pela conversdo da testosterona sob a acédo da
enzima 5-a-redutase, como mostra o esquema 2 (STEERS, et al.,1995; BARTSCH, et
al., 2000 STEERS, 2001;).

OH OH

5-a-redutase

&
0] NADPH NADP O !

o

Testosterona DHT

Esquema 2.

Esta enzima possui duas isoformas, tipo 1 (R1) e tipo 2 (R2), e ambas sao
dependentes de NADPH para a reducédo de testosterona a DHT (BARTSCH, et al.,
2000; STEERS, 2001).

Estas enzimas estdo associadas a membrana nuclear, sendo que o gene
responsavel pela isoforma R1 encontra-se no cromossoma 5, e a isoforma R2 no
cromossoma 2 (CILOTTI, et al., 2001; STEERS, 2001).

A localizacdo destas isoformas €& bem variada; a R1 esta expressa
principalmente no figado e na pele (especialmente nas glandulas sebaceas), e, apesar
de sua funcao nao estar ainda bem definida, acredita-se que esteja relacionada com o
desenvolvimento da acne, ja que tem importante distribuicdo nas glandulas sebaceas. A

isoforma R2 esta presente no figado, préstata e foliculo capilar, e sua funcdo esta
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relacionada com o desenvolvimento da prostata e efeito androgénico no foliculo capilar.
Isto estda bem demonstrado em homens com pseudo-hermafrodismo, os quais possuem
deficiéncia na Sa-redutase (uma mutagcdo na R2), pois estes, além de terem uma
deficiéncia na formagdo das genitalias externas, possuem poucos pélos pelo corpo,

possuem bastante cabelo, e uma prostata pequena (BARTSCH, et al., 2000).

3.6 RECEPTORES ADRENERGICOS

Os receptores adrenérgicos séo receptores de membrana localizados tanto no
tecido neuronal como nao neuronal. Eles séo responsaveis por mediar as respostas de
catecolaminas enddgenas como noradrenalina e adrenalina, sendo responsaveis pelo
controle de fungdes importantes no sistema cardiovascular, respiratério, neuronal,
digestivo, dilatagdo e contragdo da pupila, metabolismo energético, fungédo enddcrina,
entre outros (CALZADA, et al., 2001).

Os receptores adrenérgicos podem ser divididos em dois tipos - o e § - sendo
que cada um tem fungdes especificas. Os receptores o estao relacionados com fungdes
de vasoconstricao, contracdo da musculatura uterina, contragcao da uretra, dilatagéo da
pupila, relaxamento intestinal, enquanto que os receptores 3 estdo relacionados com a
vasodilatagao, relaxamento da musculatura uterina, broncodilatagcao e fungao cardiaca.
Os receptores B podem ainda ser divididos em p1 e B2 atuando na lipdlise, fungao
cardiaca, no musculo esquelético e broncodilatagéo, respectivamente (CALZADA, et al.,
2001).

Na préstata ocorre uma importante distribuicdo de receptores a-adrenérgicos,
0s quais contribuem para o componente dinamico da HBP. Existem dois subtipos de

receptores a-adrenérgicos: o4 € ap, sendo que o tipo a4 predomina na prostata, tendo



15

como fungdo mediar o tbnus da musculatura lisa. A partir disto, bloqueadores o4—
adrenérgicos seletivos tém sido utilizado para reduzir a obstrugdo na HBP via
relaxamento de elementos contrateis no estroma hiperplasico da prostata. Nao existem
evidéncias destes receptores na bexiga, o que faz com que os medicamentos utilizados

nado afetem a contracdo da mesma (COOPER, et al., 1999).

3.7 TRATAMENTOS PARA HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

Segundo TAMELLA T. (1997), a escolha do tratamento na HBP vai depender
da gravidade dos sintomas e estado do paciente como relacionado abaixo:

-Sintomas leves: observacdo e acompanhamento médico;

-Sintomas moderados: terapia medicamentosa;

-Sintomas severos: cirurgia.

3.7.1 Tratamento cirurgico

Este tipo de tratamento é indicado quando os sintomas obstrutivos causados
pela HBP sao graves, tendo sinais de dilatagdo do trato superior e insuficiéncia renal
(TANAGHO, et al., 1994).

Entre as intervengbes cirurgicas padrdes, a mais importante é a resecg¢ao

transuretral da prostata, onde cerca de 88% dos pacientes que sofrem este tipo de
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intervencao melhoram, podendo ter até 85% de melhora dos sintomas (TAMELLA,
1997). O principio desta terapia é a remogdo da porgao adenomatosa obstrutiva da
prostata através da uretra, usando um ressectoscopio transuretral (TANAGHO, et al.,
1994). Apesar de sua grande eficacia, esta terapia tem elevado risco de complicagoes
para o paciente, como ejaculagao retrograda, impoténcia, infeccdo do trato urinario e
incontinéncia urinaria. Além destes riscos, apos 5 anos cerca de 10% dos que sofrem
esta cirurgia necessitam ser novamente tratados (STEERS, et al.,, 1995; TAMELLA,
1997).

3.7.2 Tratamento medicamentoso

Os pacientes para os quais este tipo de terapia é indicado séo aqueles que
sofrem de sintomas fracos a moderados, e que possuem obstru¢cdo do fluxo urinario

sem infecgdes complicadas (TAN, 1995).

Segundo TAMELLA (1997), a terapia medicamentosa pode ser focalizada no
uso de duas classes de farmacos: antagonistas dos receptores oa-adrenérgicos e

supressores androgénicos.

3.7.2.1 Antagonistas dos receptores a-adrenérgicos

Na HBP existe um aumento do ténus do musculo liso prostatico, ocorrendo,
desta maneira, uma compreessdo da uretra e uma obstrugdo do fluxo urinario. A
presenca de receptores a-adrenérgicos (principalmente o4) nos musculos lisos da
préstata estimulou estudos sobre o uso de bloqueadores o para o alivio da obstrugao
prostatica (TANAGHO, et al., 1994).
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Pacientes passiveis de receber este tipo de terapia sdo aqueles com sintomas
moderados de obstrugdo sem complicacbes de retencdo, sendo que a melhora dos
sintomas é rapida e permanente enquanto o paciente mantém a medicagdo (TAN,
1995). Entretanto, a maior desvantagem no uso destes medicamentos s&o os seus
efeitos adversos, como tonturas, hipotensdo postural, sonoléncia, congestdo nasal e
palpitacbes (TAMMELLA, 1997). A ejaculagdo retrograda pode ocorrer em
consequéncia do relaxamento do colo vesical (TANAGHO, et al., 1994).

O primeiro farmaco bloqueador a-adrenérgico utilizado na clinica para o
tratamento da HBP foi o antagonista n&o seletivo fenoxibenzamina (TAN, 1995;
TAMMELLA, 1997). Este composto demonstrou ser eficiente na melhora dos sintomas
clinicos, apesar de apresentar varios efeitos adversos como tonturas, sonoléncia,

palpitacdes e hipotensdo postural (TAMMELLA , 1997).

Atualmente, os farmacos utilizados sdo mais especificos para receptores oy,
tendo menos efeitos colaterais, sendo desta forma mais aceitos pelos pacientes (TAN,
1995). Entre os primeiros farmacos seletivos a4 usados terapeuticamente, estdo a
prazosina (Minipress®), a terazosina (Hytrin®), e a doxasozina (Carduran®, Unoprost®),

0s quais apresentaram um bom efeito na HBP (COOPER, et al., 1999).

3.7.2.2 Supressores androgénicos

Estudos demonstram que a HBP ndo se desenvolve em homens e cachorros
castrados, sugerindo que hormdnios testiculares (principalmente testosterona, DHT e
estradiol) tém um papel critico na etiologia desta patologia (TAMMELLA, 1997).
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Os supressores androgénicos atuam sobre a formagao e/ou ligacdo da
testosterona e DHT nos seus receptores, inibindo importante passo da sinalizagéo

hormonal com consequente alteragao da resposta tecidual (Esquema 3).

Hipotalamo

I GnRH e analogos

Pituitaria

I Progestogénicos

Testiculo

-
Testostergna

/ Prostata
E —»T ——»/DHT + AR

4’ —>
Inibidores da 5-a.- ( - )
redutase —L +

I
Anti-androgénicos

Esquema 3. Alvos para acdo de farmacos que atuam como supressores hormonais no
tratamento da HBP. E: estradiol; T: testosterona; DHT: dihidrotestosterona; AR: receptor
androgénico.

Existem varias classes de farmacos utilizados como supressores androgénicos,

entre elas podemos citar os agonistas de GnRH (acetato de leuprolida, Lupron® e
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acetato de gosserrelina, Zoladex®), que impedem a producdo de testosterona pelo
testiculo, através da inibicdo da liberagdo de GnRH pelo mecanismo de retro
alimentagao negativa, levando a uma reducgdo significativa no volume da prostata,

podendo reverter algumas manifestdes clinicas associadas a HBP (TAMMELLA, 1997).

Os progestogénicos atuam através da inibigdo da liberagdo de LH e bloqueio
dos receptores androgénicos, acarretando uma diminuicdo do volume prostatico. Os
mais utilizados sd3o o acetato de megestrol (Megetrat®) e caproato de
hidroxiprogesterona (TAMMELLA, 1997).

Anti-androgénicos ligam-se com alta afinidade a receptores localizados no
citoplasma de células prostaticas, e, desta maneira, produzem uma deprivacdo de
andrégenos sem a redugdo dos niveis séricos de testosterona (TAMMELLA, 1997),
sendo os mais utilizados a bicalutamida (Casodex®), a flutamida (Eulexin®) e o acetato
de ciproterona (KOROLKOVAS, 1999).

O desenvolvimento de inibidores para a 5-a-redutase permitiu uma nova
abordagem no tratamento endécrino da HBP. Inibindo esta enzima, espera-se diminuir
o crescimento da prostata, sem os efeitos adversos observados com os outros
tratamentos enddcrinos, ja que a concentragdo plasmatica da testosterona nao é
afetada (TAN, 1995).

A finasterida foi o primeiro inibidor da 5-a-redutase introduzido na pratica
clinica (Figura 4). Este farmaco exibe seletividade maior para a isoforma R2 da enzima,
apesar de também atuar sobre a R1 (CILOTTI, et al., 2001). A finasterida ndo tem
nenhuma atividade progestacional, estrogénica ou androgénica e nenhuma afinidade
pelo receptor androgénico, sendo altamente efetiva na supressdo dos niveis
plasmaticos de DHT, sem provocar redugdo da concentracdo sanguinea de
testosterona (TAN, 1995).
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CONHC(CH,),

Figura 4. Estrutura quimica da finasterida

A finasterida, apesar de nao ter nenhuma atividade progestacional, estrogénica
ou androgénica, possui alguns efeitos adversos, como diminuigdo da libido (3,3%),
problemas de ejaculagdo (2,9%) e disfungéo eréctil (3,7%) (TAN, 1995). Estudos
realizados com células de ratos tentam explicar a disfuncéo eréctil através dos niveis de
DHT. Estes estudos demonstram que a DHT parece ser mais potente que a
testosterona na manutencdo da atividade da oxido nitrico sintase em corpos
cavernosos, sendo a erecgao induzida por 6xido nitrico. A partir destas observagdes, nao
€ de se surpreender que a administragao em longo prazo de finasterida possa diminuir

a erecao em alguns pacientes (STEERS, 2001).

A concentracdo de DHT na préstata pode ser reduzida de 80 a 90% pela acao
da finasterida. Nos primeiros meses de tratamento é observada uma progressiva
diminuigdo do tamanho da célula epitelial e estudos demonstram que existe um
aumento da razdo de apoptose nestas prostatas, desta forma, a finasterida causaria
involugdo da prostata, através da combinagao entre atrofia e morte celular (BARTSCH,
et al., 2000).

A finasterida parece ser efetiva e bem tolerada em grupos de homens com
HBP moderada a severa e apresentando alargamento da glandula prostatica. O
tamanho da préstata diminuiu em média 30% quando comparado ao grupo placebo

apos seis meses de tratamento com este farmaco (KAPLAN, 2001).
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Enquanto o tratamento com a finasterida induz a reducéo dos niveis de DHT e
PSA no soro com um concomitante aumento da concentracdo de testosterona no
sangue, o impacto deste farmaco na concentracdo tecidual de andrégeno varia

consideravelmente de paciente para paciente (BARTSCH, et al., 2000).

Outros farmacos desta classe tém sido sintetizados, mostrando diferentes
potencias de inibicdo e seletividade (CILOTTI, et al., 2001). Alguns pesquisadores tém
tentado desenvolver fusdo de farmacos que possuem atividade bloqueadora de a-

adrenoreceptor e inibidores da 5-a-redutase (STEERS, 2001).

3.8 FITOTERAPIA NA HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

Desde tempos antigos extratos de plantas sdo usados para o alivio de
sintomas relacionados a disfungbes urologicas. Atualmente, em muitos paises,
principalmente aqueles da Europa e do Oriente, utilizam plantas medicinais juntamente
com bloqueadores a-adrenérgicos e inibidores da 5-a-redutase no tratamento da HBP
(BUCK , 1996).

Em todo o mundo o interesse na fitoterapia para a HBP vem crescendo,
principalmente na Alemanha, Franga, Austria, Espanha, Itdlia e Japdo. Na Alemanha e
na Austria, agentes fitoterapicos séo utilizados como primeira linha de tratamento para
pacientes com sintomas moderados de obstrugdo na HBP, somando um total de 90%
de todas as prescrigdes. Na Italia, extratos de plantas representam 48,6% de todas as
prescricoes farmacolégicas para a HBP, enquanto que a-bloqueadores e inibidores da
5-a-redutase representam somente 5,1% e 4,8% das prescri¢cdes, respectivamente
(BUCK , 1996).
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Neste tipo de terapia séo utilizados extratos, fragdes e compostos isolados de
algumas plantas, sendo as mais utilizadas: Hypoxis rooperi, Urtica dioica, Serenoa
repens, Curcubita pepoe, Pygeum africanum (BACH, et al., 1996)

As plantas medicinais utilizadas apresentam geralmente similaridades em sua
composi¢cao quimica, contendo uma variedade de compostos ativos como fitosterois,
fitoestrogénios, triterpenos (livres ou estereficados a acidos graxos), lecitinas, lignanas
e flavonoides. Estas substancias possuem atividade anti-androgénica, anti-inflamatéria,
inibem a sintese de prostaglandinas e proliferagcado celular, sendo que o efeito destes
extratos possivelmente nao esteja relacionado a um uUnico componente ativo, mas esta
baseado na acdo sinérgica de todos os seus componentes (BACH, et al., 1996;
CRISTONI, et al., 2000).

Dentre os efeitos relacionados a estas plantas, pode-se citar. reducdo do
colesterol plasmatico, efeito anti-inflamatério, efeito citotoxico direto, atividade anti-
prostaglandina e atividade anti-androgénica e/ou anti-estrogénica (SILVERIO, et al,,
1998).

3.8.1 Serenoa repens

A S. repens é uma pequena palmeira originaria da América do Norte, também
conhecida como Sabal serrulata, cujo extrato lipoesterdlico é bastante utilizado no
tratamento da HBP. Entre os constituintes principais deste extrato pode-se citar: acidos
graxos, fitosterdis (B-sitosterol, campesterol, stigmasterol), alcoois saturados,
flavondides como quercetina e acido antracilico. Estes constituintes estdo presentes em
diferentes quantidades de acordo com o tipo de extrato feito com a fruta
(BOMBARDELLI, etal., 1997).
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Estudos clinicos realizados com homens acima de 50 anos tratados com
Permixon®(nome comercial dado ao extrato lipofilico da planta), utilizando 320 mg/dia e
comparando com a finasterida, 5 mg/dia, demonstraram que os dois s&do igualmente
eficazes no controle da HBP. Os pacientes apresentaram melhoras em relagcéo ao IPSS
(International Prostate Symptom Score). O IPSS padroniza alguns parametros de
comparagao de sintomas como urgéncia e frequéncia em urinar, intermiténcia,

sensacgao de esvaziamento incompleto da bexiga e forga do jato urinario.

Neste estudo, tanto a finasterida como o Permixon® foram eficientes, apesar de
provavelmente possuirem acgdes diferentes. A finasterida foi efetiva na inibicdo da 5-a-
redutase, podendo também causar uma diminuicdo do tamanho da prostata e dos
niveis de PSA. Ja o Permixon®, apesar de reduzir os sintomas da patologia e inibir in
vitro a atividade prostatica da 5-a-redutase, clinicamente teve um pequeno efeito nos
niveis de DHT (tecidual e plasmatico) e nenhum efeito sobre a testosterona, diminuiu o
tamanho da préstata (menos que a finasterida), e n&o apresentou impacto significante
nos niveis de PSA (CARRARO, et al., 1996).

Outro estudo realizado com homens entre 68 e 74 anos tratados com 320
mg/dia de Permixon® por 3 meses, mostrou que este fitoterapico é eficiente no
decréscimo de DHT tecidual, cerca de 50% quando comparado ao grupo controle, e
associado a um aumento de 125% na concentragdo de testosterona tecidual, quando
comparado ao grupo controle, sugerindo que o extrato pode estar atuando sobre a
enzima 5a-redutase. A concentracdo de EGF na zona periuretral do tecido prostatico
com HBP reduziu em cerca de 50% quando comparado ao controle, demonstrando a

dependéncia androgénica da producéao do fator de crescimento (SILVERIO, et al.,1998)

Alguns autores demonstraram sua eficacia na interagdo com receptores
androgénios no citosol, inibindo competitivamente a ligagdo do androgénio. O extrato
desta planta também apresentou influéncia na sintese de metabdlitos inflamatdrios do
acido araquidonico, através da inibicdo da atividade da cicloxigenase e lipoxigenase
(BOMBARDELLI, et al., 1997).



24

3.8.2 Pygeum africanum

Esta planta originaria da Africa, cujos extratos s&o caracterizados pela presenca
de fitosterdis, triterpenos pentaciclicos e ésteres de acido ferulico, € bastante usada no
tratamento da HBP, sendo estes compostos os provaveis responsaveis pelo efeito anti-
inflamatodrio atividade anti-edematosa e hipocolesterolémica dos extratos (CRISTONI, et
al., 2000),

Apesar do mecanismo de agdo da P. africanum nao estar bem definido, seus
efeitos parecem estar relacionados com agao anti-inflamatéria, melhora da fungao
detrusora, e efeito anti-proliferativo (THOMPSON, 2001).

Estudo clinico realizado com 263 pacientes tomando 50 mg 2 vezes por dia de
Tadenam® (nome comercial do extrato) durante 6 semanas, comparado com grupo

placebo, mostrou significante diminuicdo dos sintomas como nocturia e esvaziamento
incompleto da bexiga (FRANKLIN, et al., 1996).

3.8.3 Urtica dioica

Folhas e raizes de U. dioica tém sido usadas no tratamento da HBP, sendo que
os constituintes dos extratos variam de acordo com o solvente utilizado na extragao; no
extrato metandlico foram encontrados B-sitosterol, sitosterol-p-glicosidio, triterpenos e
seus glicosideos, compostos fenodlicos (acido vanilico, glicosideos fendlicos, entre
outros) (BRINKER, 1993/94).
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Um estudo clinico utilizando 67 pacientes tomando 5 ml de extrato
hidroalcoodlico de raizes de U. didica durante 6 meses, resultou em uma melhora da
sintomatologia. Ndo foi observada diminuicdo do volume da préstata e os melhores

resultados foram obtidos apds 3 meses de tratamento (BRINKER, 1993/94).

Estudo analisando o efeito de lignanas de extrato de raizes de U. dioica
demonstrou que estas se ligam a globulina de ligagdo de hormdnios sexuais (SHBG),
uma proteina transportadora plasmatica de horménios sexuais que interage com alvos
teciduais dos horménios sexuais através de receptores localizados na prostata. A
influéncia da SHBG na fisiologia da préstata sugere um envolvimento na HBP
(SCHOTTNER, et al., 1997).

3.8.4 Fitosterois

Os fitosterdis s&o esterdis alcoois formados por seis unidades de isopreno. Sao
encontrados em algas e plantas superiores, sendo os principais: sitosterol,
estigmasterol e campesterol (Figura 5) (SALISBURY, et al., 1991).

HO

Estigmastadienona Estigmastanol
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Estigmasterol B-Sitosterol

CH,

Campesterol

Figura 5. Estrutura quimica dos principais fitosteréis encontrados em plantas.

Os esterdis também podem ser obtidos na forma de glicosideos, onde um
grupo hidroxila do esterol esta ligado a um acucar e na forma de éster onde um grupo
hidroxila esta ligado a um acido graxo (SALISBURY, et al., 1991).

A maioria dos extratos de plantas utilizados no tratamento da HBP contém
fitoesterais, principalmente B-sitosterol. Acredita-se que o seu efeito esteja relacionado
com o metabolismo do colesterol e efeitos anti-inflamatorios, apesar de o mecanismo

de acdo exato ainda n&do estar bem definido (LOWE, et al., 1996).

Harzol é um extrato feito da raiz da Hipoxis rooperi, um capim estrela nativo da
Africa do Sul (BUCK, 1996), que contém uma grande variedade de fitoesterdis,

principalmente B-sitosterol (~50%). Estudos realizados com 200 pacientes tomando 200
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mg/dia deste extrato, comparado com um grupo placebo, apresentaram resultados
positivos com respeito a HBP. A melhora dos sintomas foi significativa, com um
aumento do volume urinario e uma diminui¢do do volume residual na bexiga (BERGES,
et al., 1995).

Estudos realizados por WILT et al. (1999) com outros tipos de extratos
fitoesterdlicos contendo diferentes concentragdes de fitoesterdis também demonstraram
efeitos positivos em relacdo ao tamanho da prostata (diminuigdo do tamanho) e uma

diminuicdo do volume de urina residual.

3.9 Calendula officinalis

A C. officinalis € uma planta medicinal nativa dos paises do Mediterraneo,
sendo bastante utilizada em pomadas, tinturas e infusées em inflamagdes de pele e
membranas mucosas, como faringite, dermatite, Ulcera nas pernas, contusoes,
furinculos e erupgdes de pele (BLUMENTAL, et al., 2000).

Figura 6. Foto de C. officinalis.
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Seus principais constituintes sao: flavonol glicosideos, isoquercetina, narcisina,
rutina, terpendides a- e p-amirina, lupeol, esterois, Oleos volateis, calentulina e
polissacarideos (BLUMENTAL, et al., 2000).

Estudos com ratos demonstraram que os triterpendides (faradiol, lupeol, B-
amirin) extraidos da C. officinalis tem um efeito anti-inflamatério tépico quando
comparado com a indometacina (LOGGIA, et al., 1994). Na Europa, pomadas a base
de extratos de C. officinalis sdo usadas no tratamento de lesdes orais, cortes e feridas e
mostraram efeito imunomodulatério e anti-bacterial, e ativaram a regeneragao tecidual e
desenvolvimento de tecido epitelial (BLUMENTAL, et al., 2000).

Foi demonstrado que polissacarideos de alto peso molecular extraidos da C.
officinalis tém efeito imunomodulador anti-viral, estimulando atividade do sistema imune
(BLUMENTAL, M.; GOLDBERG, A.; BRINCKMANN, J., 2000). Estudos in vitro tém
demonstrado que seus extratos sao capazes de causar inibicdo do HIV-1, reduzindo a
transcriptase reversa HIV-1 de maneira dose-dependente (KALVATCHEYV, et al., 1997).

Estudos feitos com extrato aquoso de C. officinalis demonstraram um efeito de
neovascularizagao, ajudando deste modo, na cicatrizagao. Estudos quimicos feitos com
este extrato demostraram que os componentes predominantes sdo flavondides e
flavondides glicosidicos, sendo provavelmente estes os responsaveis pelo efeito
terapéutico (PATRICK, et al., 1996).

A C. officinalis tem sido bastante utilizada em produtos dermo cosméticos com
acao anti-inflamatdria. Sua utilizagdo € maior nos casos de queimaduras, contusoes,
cortes e erupgdes, a qual € aplicada topicamente diversas vezes ao dia, sendo o seu
uso considerado seguro (GUTERRES, et al., 2002)

A acne wvulgaris ¢ uma das doengas mais comumente tratadas por
dermatologistas. Cerca de 80 a 90% de adolescentes tem algum tipo de acne e destes,
30% precisam de algum tipo de tratamento. As lesdes podem ser do tipo inflamatérias e
nao inflamatorias, ocorrendo frequentemente na face, nas costas, térax e ombros. A

etiologia precisa da acne é ainda desconhecida, entretanto, um processo complexo
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envolvendo secregcdo sebacea glandular, bloqueio de glandula sebacea, resposta
inflamatodria, fatores hormonais e fatores ambientais, parece estar envolvido (KELLY,
1996).

A etiologia da acne possivelmente esta relacionada com a estimulagao
hormonal androgénica em mulheres. A evidéncia do envolvimento dos andrégenos é
gue a acne nao ocorre em homens castrados antes da puberdade. Sem os andrégenos,
a glandula sebacea permanece pequena (KELLY, 1996); entretanto, a diferente
converséo periférica de testosterona em DHT pela isoforma R1 da enzima Sa-redutase,
a qual esta expressa nas glandulas sebaceas da pele (CILOTTI, et al., 2001), pode
explicar porque as glandulas presentes principalmente em areas mais sebosas (face,
costas, ombros), aumentam na puberdade, enquanto que em outras areas nao (KELLY,
1996).

Tendo em vista que os triterpendides presentes na C. officinalis tém estruturas
semelhantes aos sitosterois, particularmente B-sitosterol, e que os extratos da C.
officinalis sdo largamente utilizados no tratamento da acne, patologia associada a super
expressao cutanea da isoforma R1 da Sa-redutase, o presente estudo propde avaliar o

potencial anti hiperplasico prostatico desta planta.

Este trabalho faz parte do projeto Plano Sul / CNPg-1999 — “Desenvolvimento
de novos farmacos e/ou fitofarmacos que possam ser utilizados no tratamento da

hiperplasia benigna de prostata” coordenado pelo Prof. Rosendo Augusto Yunes.

O objetivo principal do referido projeto consiste na implementacdo de uma
estratégia para o tratamento da HBP que inclui a preparagao de extratos e fragbes, bem
como o isolamento e modelagem de novos compostos ou associagdes de moléculas
oriundas de plantas da flora brasileira que possam ser utilizados como agentes
terapéuticos nos processos patologicos associados a hiperplasia prostatica, com

potencial de se tornarem farmacos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

4.1.1 Extrato e fragdes purificadas da C. officinalis

O extrato bruto e as fragcdes supercritica e diclorometano da C. officinalis foram
fornecidas pelo laboratério de Estrutura e Atividade do Departamento de Quimica da
UFSC, coordenado pelo Dr. Rosendo Augusto Yunes, e pelo laboratério da Dra. Sandra
Regina Salvador Ferreira (UFSC).

As flores de C. officinalis foram coletadas no municipio de Campo Largo, no
estado do Parana, em setembro de 1998, e identificadas pela professora Rosemeri
Moro (Departamento de Biologia, Universidade Estadual de Ponta Grossa-UEPG-
Parana). Apos confirmagédo da espécie, a planta foi depositada no Herbario da UEPG,

sob nimero 6483.

As flores de C. officinalis foram secas e maceradas em etanol 50% durante um
periodo de 10 dias. Apos este periodo, o extrato foi concentrado em evaporador
rotatério a pressédo reduzida, obtendo-se assim, o extrato hidroalcodlico. O extrato foi
entdo deixado em repouso por varias horas a temperatura de 5°C, e filtrado para a
retirada de precipitado marrom. O extrato filtrado foi entdo particionado sucessivamente

com n-hexano e diclorometano, originando as respectivas fragdes.

A fracdo supercritica foi obtida a partir do seguinte procedimento que utiliza

CO, como solvente de arraste: as pétalas de C. officinalis foram moidas, permitindo
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assim a exposigcao do soluto do interior das células vegetais ao solvente. As particulas
foram separadas em quatro diferentes fragbes de tamanhos de particula com auxilio de
peneiras. A preparacdo da matéria-prima selecionada neste estudo constituiu da
separagao das fragdes peneiradas e do emprego da fragéo intermediaria (malha entre
20 e 32), desprezando-se, assim, as particulas maiores (sem exposi¢cao do soluto) e
menores (irregulares). As condicbes de operagdo, temperatura e pressao, foram
estabelecidas, e o sistema foi deixado em repouso por um tempo pré-determinado
(tempo estatico - TE), para promover uma maior solubilizagdo do soluto, ja que o
solvente permanecia em contato com o leito de sdélidos para que ocorresse a
transferéncia do soluto para a fase solvente, aumentando, desta forma, o rendimento da
extragdo. A extragdo propriamente dita iniciou-se, apds o periodo TE a abertura da
valvula micrométrica (VM). Realizou-se a coleta de extrato em frascos de vidro
previamente tarados e acoplados a linha de extragcdo apdés a VM, em intervalos de
tempo pré-definidos. Esses frascos com soluto eram pesados e o solvente utilizado

quantificado com auxilio do bolhémetro acoplado ao frasco coletor.

A tomada de amostras foi feita em intervalos de 2 minutos e, gradativamente,
esse intervalo de tempo foi aumentado para 60 minutos até o final das extragdes, em
torno de 14 horas, com vazao de solvente entre 2,79 e 3,00 g/min. Para experimentos
realizados com baixa vazédo de solvente (vazédo entre 0,81 e 1,72 g/min) a tomada de
amostras iniciou com um intervalo de 5 minutos e, da mesma forma, o intervalo foi
aumentado para 60 minutos. O procedimento foi realizado nas seguintes condic¢des:
pressao entre 120 e 200 bar e temperatura entre 20 e 40 °C (JOCHMANN, 2000).
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4.1.2 Reagentes e solventes

Solventes e sais foram adquiridos da Merck®, AG (Darmastadt, Alemanaha). A
testosterona utilizada foi adquirida em farmacia comercial na forma de cipionato de
testosterona (Deposteron®), bem como a finasterida (Finasterida®) e a fracdo

lipoesterdlica da Serenoa repens (Permixon®).

Os fitosterdis usados no presente estudo foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, USA).

Os kits bioquimicos utilizados em diferentes analises foram adquiridos do

laboratério LABTEST-Sistema para Diagndstico®.

4.2 ANIMAIS

Para avaliar o efeito anti-hiperplasico prostatico dos extratos, fracbes da C.
officinalis e fitosterdis, foram utilizadas ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus), machos
de 40 dias, pesando aproximadamente 140 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram recebidos em nosso
biotério, pesados e distribuidos dois a dois em gaiolas apropriadas, mantidos em
temperatura ambiente controlada de 24 + 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12 horas,
passando por um periodo de adaptacédo de 4 dias. Neste periodo os ratos receberam

ragado comercial padronizada e agua ad libitum até o inicio dos experimentos.
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4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Todos os protocolos experimentais foram realizados de acordo com os
principios éticos para experimentagdo animal, tendo sido aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA/UFSC, sob numero de cadastro 147/CEUA e
protocolo 23080.007332/2002-48 conforme parecer em anexo.

4.3.1 Modelo para indugao da hiperplasia prostatica in vivo

Para o estudo dos possiveis efeitos do extrato, fracbes da C. officinalis e
fitosterdis sobre o processo hiperplasico prostatico, foi empregado o método proposto
por STENGER, et al. (1997) com algumas modificagdes. Este modelo experimental

simula uma hiperplasia prostatica em ratos induzida por testosterona.

O modelo parte do principio de que a HBP é um disturbio que ocorre em células
epiteliais e estromais prostaticas a partir de um desequilibrio que ocorre originalmente
na concentragdo sanguinea de colesterol, com posterior repercussao nos niveis totais e
prostaticos da testosterona, levando, consequentemente, a um aumento da sintese de
DHT. Portanto, admite-se neste modelo que a DHT seja responsavel indireta pela
sinalizacao da proliferacao celular. Para avaliar bioquimica e morfologicamente a HBP,
utilizou-se os seguintes parametros: concentragao sérica de colesterol; niveis teciduais
de testosterona e DHT, atividade da fosfatase acida, além das medidas ponderais da

préstata e vesicula seminal.
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Os ensaios biolégicos foram realizados com ratos puberes (n=6) submetidos a

castracdo, e posteriormente tratados durante 7 dias com 2,4 mg de testosterona/kg de

peso (IM) para indugao da hiperplasia prostatica.

Apos este periodo os ratos foram tratados conforme a tabela abaixo:

Tabela 1. Tratamento de ratos com diferentes fracdes e extrato de C. officinalis, e alguns

fitosterdis

Grupo Tratamento Dose Testosterona
(mg/kg) | (mg/kg rato)

Controle hiperplasico Oleo vegetal - 24

Controle falso castrado - - -

Finasterida Deposteron® 4 2.4

Fracgao lipoesterdlica da S. Permixon® 12 24

repens

B-sitosterol B-sitosterol 12 2.4

Estigmastadienona Estigmastadienona 12 24

Estigmasterol Estigmasterol 12 24

Estigmastanol Estigmastanol 12 2.4

C. officinalis (extrato bruto Extrato bruto hidroalcodlico 300 2.4

hidroalcodlico)

C. officinalis(fragcao supercritica) Fracao supercritica 12 24

C. officinalis ( fragao Fracao diclorometano 12 24

diclorometano)

Apos estes tratamentos, a partir da fragao diclorometano foram feitos ensaios

com diferentes concentracdes conforme a tabela abaixo:

Tabela 2. Tratamento de ratos com diferentes concentra¢des da fragédo diclorometanica de C.

officinalis
Grupo Tratamento Dose |Testosterona
mg/kg mg/kg
C.officinalis (fragao diclorometano) Fracao diclorometano 1 24
C.officinalis (fragcao diclorometano) Frac&o diclorometano 12 24
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C.officinalis (fragcao diclorometano) Fracao diclorometano 80 24

Todos os tratamentos duraram 30 dias, sendo que ao final foi coletado o
sangue para as analises bioquimicas e em seguida os ratos foram anestesiados e

sacrificados com éter, para posterior retirada da préstata e da vesicula seminal.

4.3.2 Método de castracao

A metodologia utilizada para a orquiectomia (castragdo de machos), foi
adaptada pelo Prof. Dr. Norberto Garcia Cairasco do Depto. de Fisiologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (USP/SP) (CAIRASCO, 1986).

A técnica consiste em anestesiar o rato com éter e coloca-lo em decubito
dorsal, com as patas presas na mesa cirurgica (Fig 7 - a). Os testiculos foram
localizados na bolsa escrotal, pressionados entre os dedos, e posteriormente feita uma
incisdo na bolsa escrotal, entre os testiculos (Fig 7 - b). O tecido que rodeia o testiculo
de um dos lados foi cortado com uma tesoura e, por compressao, exposto e retirado da
bolsa escrotal (Fig 7 -c, d). Exposto o cordao espermatico, 0 mesmo foi pressionado
com o auxilio de uma tesoura hemostatica, juntamente com o pediculo vascular, e
entdo as estruturas foram cauterizadas, de tal maneira que o testiculo tenha sido

removido (Fig 7 - e, f).

O testiculo do lado oposto também foi removido pelo mesmo procedimento e,
posteriormente, o tecido foi suturado com 2 ou 3 pontos separados (Fig 7 - g). Para
evitar infeccdo, foi aplicado Polvidine na area da cirurgia, e, apds a recuperagéo da

anestesia, o rato foi colocado em uma gaiola com serragem limpa.
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Figura 7- Método de castragao; a: rato em decubito dorsal sobre a mesa cirurgica; b: localizagédo
€ incisao do testiculo; c: corte do tecido que rodeia o testiculo; d: retirada do testiculo da bolsa
escrotal; e: cordao espermatico; f: cordao espermatico pressionado por tesoura hemostatica; g:
sutura do tecido.

4.3.3 Preparagao de homogenato de prostata e extragao de andrégenos

Para a determinacdo de testosterona e DHT no tecido prostratico dos ratos
foram preparados homogenatos de proéstata, utilizando a metodologia proposta por |I.
FAREDIN (1992).

O tecido foi triturado manualmente e homogeneizado com 3ml de acetato de
etila durante 1 minuto, sob acido de ultrasom. Posteriormente, a solugao foi transferida
para um tubo de ensaio. O processo foi repetido mais 2 vezes com o mesmo tecido,
obtendo-se um volume final de 9 ml. O solvente foi entdo evaporado sobre corrente de

nitrogénio e o residuo foi recuperado com uma solugdo metanol/agua 30% (v/v) e
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armazenados em nitrogénio liquido até serem encaminhadas a CRIESP-Central de

Radioimunoensaio de S&o Paulo, para dosagem dos andrégenos.

4.4 AVALIACOES PONDERAIS E BIOQUIMICAS

4.4.1 Peso da prostata e vesicula

A prostata e vesicula seminal dos ratos foram retiradas e pesadas, e os valores

obtidos foram expressos em mg por 100 gramas de peso corporal.

4.4.2 Dosagem de Colesterol Total

Os niveis de colesterol foram determinados no soro pelo método de oxidase
proposto por ALAIN, C. A. (1974). Este método tem como principio a formagao de um
produto de coloragédo, através de 3 reagbes enzimaticas, que € proporcional a
concentracao de colesterol na amostra. Os ésteres de colesterol presentes na amostra
sdo hidrolisados pela colesterol esterase em colesterol e acidos graxos; o colesterol
advindo desta reacdo é oxidado pela colesterol oxidase na presenga de O, formando

colest-4-em-3-ona e H,O,. Em seguida, duas moléculas de H,O, mais fenol e 4-
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aminoantipirina sao catalisadas por uma peroxidase, formando 4 moléculas de H,O e a

antipirilguinonimina, que € o produto de coloragdo, com absor¢do maxima em 500 nm.

4.4.3 Dosagem da atividade da fosfatase acida

As dosagens da fosfatase acida foram realizadas pelo método colorimétrico
proposto por WALTER e SCHUTT (1970). Segundo este método, a fosfatase acida
prostatica do soro fraciona o monofosfato de timolftaleina, em pH 6,0, liberando
timolftaleina livre, cuja cor azul é determinada espectrofotometricamente a 590 nm. A
absorbancia obtida é comparada contra uma curva de calibragdo preparada com

timolftaleina pura.

4.4.4 Dosagem da concentracdao de DHT e Testosterona

A quantificagdo de testosterona e DHT no tecido e no plasma foram realizadas
pelo método de radioimunoensaio 'l e *H, proposto por FURUYAMA, S. (1970) e
TREMBLAY, R. R. et al. (1970), respectivamente. O limite de sensibilidade é de 0,125
ng/ml para testosterona e 0,120 pg/ml para DHT, sendo que o coeficiente de variagéo é
de 6,7 e 12,4% para testosterona e 8,1 e 13,7% para DHT.

As dosagens dos andrégenos foram realizadas na Central de

Radioimunoensaio de Sao Paulo-CRIESP.
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4.5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através de analises
de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer, quando
necessario. Para tal utilizou-se o software INSTAT (GraphPad, San Diego, CA, USA)
admitindo niveis de significancia de p<0,05, p<0,01, e p<0,001.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DO EFEITO ANTI-HIPERPLASICO PROSTATICO DA C. offficinalis

5.1.1 Efeito anti-hiperplasico prostatico de diferentes fragcoes e extrato de C.
officinalis

5.1.1.1 Peso da préstata

Os resultados obtidos demonstraram que o modelo experimental utilizado foi
capaz de induzir a hiperplasia prostatica em rato, uma vez que o peso da préstata
sofreu um aumento de 54% (p<0,001) nos animais castrados e tratados com
testosterona (controle hiperplasico). Além disso, os grupos controle positivos
representados pelo extrato lipoesterdlico de S. repens e o inibidor especifico para 5-a-
redutase (finasterida), apresentaram uma redugéao estatisticamente significativa (p<0,05
e p<0,001, respectivamente) no peso da prostata, quando comparados ao controle
hiperplasico. As reducdes foram de 34% e 57% para a S. repens e para a finasterida,
respectivamente.

Ao analisar o efeito de diferentes fracdes e extrato da C. officinalis sobre o peso
da prostata (Figura 8), observaram-se diferengas estatisticamente significativas para a
fracdo diclorometéanica (p<0,01) e para a fracdo supercritica (p<0,001), em relagéo ao
controle hiperplasico. A reducédo do peso da prostata foi de 43% e 54% para a fragcao
diclorometanica e supercritica, respectivamente, sendo que estas reducdes podem ser

comparadas ao valor expresso pelo grupo controle normal.
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Os resultados das fragbes supercritica e diclorometénica podem ser
comparados aos controles positivos (finasterida e S. repens), ja que n&o apresentarem
diferenca estatisticamente significativa em relagcédo aos mesmos, e a fragdo supercritica

apresentou os melhores resultados com respeito a redugéo do peso prostatico.
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Figura 8 Peso da préstata (mg/100g) de ratos normais (falso castrados) (NR), hiperplasicos
(HP), tratados durante 30 dias (V.O.) com finasterida (FN, 4 mg/kg), extrato lipoesterdlico de S.
repens (SR, 12 mg/kg), fracdo supercritica (SC, 12 mg/kg), fragdo diclorometanica (DC, 12
mg/kg) e extrato bruto hidroalcodlico (EB, 300 mg/kg) de C. officinalis. Todos os resultados
foram expressos em termos de média + EPM, n=6, sendo que (a), (a), (a”) representam
diferengas significativas em relagcdo ao controle HP  para p<0,05, p<0,01 e p<0,001
respectivamente.

51.1.2 Peso da vesicula seminal

A vesicula seminal é uma glandula cuja secregdo é fortemente influenciada
pela acdo da testosterona e DHT. Devido a esta caracteristica, o peso desta glandula
pode ser utilizado como um dado complementar para avaliar o efeito dos extratos e
fracdes testados sobre os niveis de testosterona e DHT. Da mesma forma que o peso

da préstata, a vesicula seminal apresentou uma elevagdo de sua massa pelo
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tratamento com testosterona (37%). Este crescimento foi inibido pelo tratamento dos
animais com extrato lipoesterdlico da S. repens ou finasterida (reducédo de 34 e 45%,
respectivamente), demonstrando mais uma vez a eficiéncia do modelo experimental

utilizado.

Entretanto, o extrato e fragdes da C. officinalis nao apresentaram diferenca
estatistica em relagédo ao grupo hiperplasico. Apesar dos tratamentos ndo apresentarem
uma diferenca estatisticamente significativa (Figura 9), houve uma tendéncia de

reducéo.
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Figura 9. Peso da vesicula seminal (mg/100g) de ratos normais (falso castrados) (NR),
hiperplasico (HP), ratos tratados durante 30 dias (V.O.) com finasterida (FN, 4 mg/kg), extrato
lipoesterdlico de S. repens (SR, 12 mg/kg), fracdo supercritica (SC, 12 mg/kg), fracao
diclorometanica (DC, 12 mg/kg) e extrato bruto hidroalcodlico (EB, 300 mg/kg) de C. officinalis.
Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6, sendo que (a)
representa diferencga significativa em relagao ao grupo controle HP.

5.1.1.3 Atividade da fosfatase acida

Pode-se observar diferencas estatisticamente significativas na atividade da

fosfatase acida para a fragao supercritica (p<0,01) e para o extrato bruto hidroalcodlico
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(p<0,001), quando comparados ao grupo controle hiperplasico, sendo as reducgbes de
37% para a fragédo supercritica e de 43% para o extrato bruto hidroalcodlico (Figura 10).
Estas redugcbes podem ser comparadas ao grupo controle normal por nao

apresentarem diferenca significativa entre estes grupos.

Quando a fragéo supercritica e o extrato bruto hidroalcodlico foram comparados
a finasterida, ambos apresentaram uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,01
e p<0,001, respectivamente), apresentando uma reducdo de 38% para a fragéo

supercritica e 44% para o extrato bruto hidroalcodlico.

A fracao diclorometéanica, apesar de nao apresentar diferenca estatisticamente
significativa, mostrou uma tendéncia de reducdo. A fragcdo supercritica foi a que
apresentou melhores resultados com respeito a reducdo da atividade da fosfatase

acida.
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Figura 10. Atividade da fosfatase &cida (U/L) de ratos normais (falso castrados) (NR),
hiperplasicos (HP) tratados durante 30 dias (V.O.) com finasterida (FN, 4 mg/kg), extrato
lipoesterdlico de S. repens (SR, 12 mg/kg), fracdo supercritica (SC, 12 mg/kg), fracao
diclorometanica (DC, 12 mg/kg) e extrato bruto hidroalcodlico (EB, 300 mg/kg) de C. officinalis.
Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6, sendo que (a’) e (a”)
representam diferencas significativas em relagdo ao controle HP (p<0,01 e p<0,001,
respectivamente) e (d’), (d”) expressam diferencas significativas em relacdo a finasterida
(p<0,01 e p<0,001).
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5.1.1.4 Niveis séricos de colesterol total

Ao analisar o efeito de diferentes fracoes e extrato da C. officinalis sobre os
niveis séricos de colesterol (Figura 11), pode-se observar que nenhum destes
tratamentos apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo
controle hiperplasico, apesar de que se observou uma tendéncia de redugdo na

concentracao deste esterol.
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Figura 11. Valores de colesterol total (mg/dL) de ratos dos rato normais (falso castrados) (NR),
hiperplasico (HP), tratados durante 30 dias (V.0.) com finasterida (FN, 4 mg/kg), extrato
lipoesterdlico de S. repens (SR, 12 mg/kg), fracdo supercritica (SC, 12 mg/kg), fracao
diclorometanica (DC, 12 mg/kg) e extrato bruto hidroalcodlico (EB, 300 mg/kg) de C. officinalis.
Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6, sendo que (a)
representa diferencga significativa em relagdo ao grupo controle hiperplasico (p<0,05).

5.1.1.5 Niveis de testosterona tecidual

Nenhuma das fracdes ou extrato da C. officinalis apresentou uma diferenca

estatisticamente significativa, quando comparadas ao controle hiperplasico, apesar de
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que apresentaram uma tendéncia de aumento na concentracdo de testosterona,

sugerindo um efeito sobre os niveis deste androgeno (Figura 12).
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Figura 12. Niveis de testosterona tecidual (pg/100mg de tecido prostatico)de ratos normais
(falso castrados) (NR), hiperplasicos (HP) tratados durante 30 dias (V.O.) com finasterida (FN, 4
mg/kg), extrato lipoesterdlico de S. repens (SR, 12 mg/kg), fragao supercritica (SC, 12 mg/kg),
fragdo diclorometanica (DC, 12 mg/kg) e extrato bruto hidroalcodlico (EB, 300 mg/kg) de C.
officinalis. Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6.

5.1.1.6 Niveis de DHT tecidual

O presente modelo experimental apresentou resultados favoraveis no que se
refere aos niveis de DHT tecidual, ja que o controle normal e os controles positivos
apresentaram uma redugao estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle
hiperplasico (p<0,05). As redugdes foram de 71% e 78% para a finasterida e S. repens
(Figura 13).
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Todos os tratamentos apresentaram wuma diferenca estatisticamente
significativa (p<0,001) com reduc¢des de 59%, 43% e 39% para a fragao supercritica,

diclorometano e extrato bruto hidroalcodlico, respectivamente.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as redug¢des nas
concentragdes de DHT nos grupos tratados com a fragdo supercritica, diclorometano e
o grupo normal. Entretanto, a agdo da fracdo supercritica pode ser comparada aos

controles positivos finasterida e extrato lipoesterdlico de S. repens.
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Figura 13. Niveis de DHT tecidual (ng/100mg de tecido prostatico) de ratos normais (falso
castrados) (NR), hiperplasicos (HP) tratados durante 30 dias (V.0.) com finasterida (FN, 4
mg/kg), extrato lipoesterdlico de S. repens (SR, 12 mg/kg), fragdo supercritica (SC, 12 mg/kg),
fracdo diclorometanica (DC, 12 mg/kg) e extrato bruto hidroalcodlico (EB, 300 mg/kg) de C.
officinalis. Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6, sendo que
(a”) representa diferenca significativa em relagdo ao controle HP para p<0,001.
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5.2 ESTUDO DOSE-DEPENDENTE COM A FRACAO DICLOROMETANICA DE
C.officinalis

5.2.1 Peso da préstata

Ao analisar o efeito da fracdo diclorometanica da C. officinalis em diferentes
concentragdes (Figura 14) sobre o peso da prostata, observou-se que apenas a
concentracdo de 80 mg/kg apresentou diferengca estatisticamente significativa em
relagdo ao grupo controle hiperplasico (p<0,05), sendo sua redugdo de 30%. Esta
reducado pode ser comparada ao valor do grupo controle normal e do fitoterapico de

referéncia (extrato lipoesterdlico de S. repens).

Apesar das concentragbes 1 e 12 mg/kg nédo apresentarem diferengas
estatisticamente significativas, ambas apresentaram tendéncia de redugao, sugerindo

seu efeito sobre o peso da préstata.
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Figura 14. Peso da préstata (g/100g) de ratos normais (falso castrados) (NR), hiperplasicos
(HP) tratados durante 30 dias (V.0.) com extrato lipoesterdélico de S. repens (SR, 12 mg/kg),
fragao diclorometanica de C. officinalis (1, 12, 80 mg/kg). Todos os resultados foram expressos
em termos de média + EPM, n=6, sendo que (a) e (a’) representam diferengas significativas em
relacdo ao controle hiperplasico (p<0,05 e p<0,01, respectivamente).

5.2.2 Peso da vesicula seminal

Ao analisar o efeito de diferentes concentragdes da fragcdo diclorometanica
(Figura 15) sobre o peso da vesicula seminal, observou-se que nenhuma das
concentragdes apresentou uma diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo controle hiperplasico, nem em relagdo aos grupos controles positivos, S. repens e
finasterida. Entretanto para todas as concentragcbes testadas houve tendéncia de

reducio no peso da vesicula seminal.



49

o
P

©
N
L

o
N
1

Peso da vesicula
seminal (mg/100g rato)

o
T

1 12 80 SR NR HP
Tratamentos

Figura 15. Peso da vesicula seminal (g/100g) de ratos normais (falso castrados) (NR) e
hiperplasico (HP), ratos tratados durante 30 dias (V.0.) com extrato lipoesterolico de S. repens
(SR, 12 mg/kg) e fragado diclorometanica de C. officinalis (1, 10, 80 mg/kg). Todos os resultados
foram expressos em termos de média + EPM, n=6. (a) diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle hiperplasico para p<0,05.

5.2.3 Atividade da Fosfatase acida

Houve diferenga estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle
hiperplasico para as concentragbes de 1 e 80 mg/kg, com redugédo de 33% (p<0,05) e
52% (p<0,001), respectivamente (Figura 16). Estas redu¢des podem ser comparadas a
reducdo do fitoterapico de referéncia, ja que ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa, quando comparados a estes.

Curiosamente, a concentracdo de 12 mg/kg apesar de ndo apresentar uma

diferenca significativa, apresentou uma tendéncia de redugao na atividade da enzima. A
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Figura 16. Atividade da fosfatase acida (U/L) de ratos normais (falso castrados) (NR),
hiperplasicos (HP) tratados durante 30 dias (V.O.) com extrato lipoesterdlico de S. repens (SP,
12 mg/kg), fracdo diclorometéanica de C. officinalis (1, 12, 80 mg/kg). Todos os resultados foram
expressos em termos de média + EPM, n=6, sendo que (a), (a’), (a”) representam diferengas
significativas em relagao ao controle hiperplasico para p<0,05, 0,01 e 0,001, respectivamente.

5.2.4 Niveis séricos de colesterol total

Ao se analisar o efeito de diferentes concentragcbdes da fracdo diclorometano de
C. officinalis (Figura 17) observou-se que nenhum destes tratamentos apresentou
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle hiperplasico e em relagdo ao grupo

controle positivo, apesar de mostrarem uma tendéncia de redug¢ao nos valores obtidos.
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Figura 17. Valores de colesterol total (mg/dL) de ratos normais (falso castrados) (NR),
hiperplasico (HP), tratados durante 30 dias (V.O.) com extrato lipoesterdlico de S. repens (SR,
12 mg/kg) e fracao diclorometanica de C. officinalis (1, 12, 80 mg/kg). Resultados expressos em
média + EPM, n=6.

5.2.5 Niveis de testosterona tecidual

As concentragdes de C. officinalis de 1 e 80 mg/kg causaram uma elevagao na
concentragéo tecidual de testosterona com uma diferenca significativa (p<0,001), em
relacdo ao grupo controle hiperplasico, apresentando um aumento de 89% e 164%,
respectivamente (Figura 18). Quando a concentracdo de 80mg/kg foi comparada ao
grupo controle normal, apresentou um aumento de 45%, sendo este aumento

estatisticamente significativo (p<0,001).

Quando os resultados obtidos para C. officinalis nas concentracdes de 1 e 80
mg/kg foram comparadas aos de S. repens observou-se uma diferenga estatisticamente
significativa (p<0,001), com aumentos de 71% para a concentragcéo de 1 mg/kg, e 139%
para 80 mg/kg. Sendo que estas concentragdes apresentam um efeito melhor que a S.

repens.
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A concentracdo de 12 mg/kg, apesar de n&o apresentar diferenca
estatisticamente significativa, mostrou uma tendéncia de aumento, sugerindo um efeito
sobre os niveis teciduais de testosterona. Entretanto, mas uma vez os dados obtidos
com esta dose intermediaria foram inesperados, uma vez que este apresentou valores

de testosterona menores que a dose de 1mg/Kg.
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Figura 18. Niveis de testosterona tecidual (pg/100mg tecido prostatico) de ratos normais (falso
castrados) (NR), hiperplasicos (HP) tratados durante 30 dias (V.0.) com extrato lipoesterodlico
de S. repens (SP, 12 mg/kg), fracao diclorometanica de C. officinalis (1, 12, 80 mg/kg). Todos
os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6, sendo que (a”) representa
diferencga significativa em relagdo ao controle hiperplasico (p<0,001), e (b’), (b”) representam
diferencgas significativas em relagdo ao controle normal (p<0,01 e 0,001), respectivamente, e
(c”) representa diferencga significativa em relacéo a S. repens (p<0,001).

5.2.6 Niveis de DHT tecidual

Ao analisar o efeito de diferentes concentracdes da fragao diclorometano de C.
officinalis (Figura 19) sobre os niveis teciduais de DHT, observou-se uma redugé&o na
concentragdo deste androgeno em relagao ao grupo hiperplasico, com uma diferenca

estatisticamente significativa (p<0,001) para as concentragdes de 1, 12 e 80 mg/kg,
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sendo as redugdes de 64%, 52% e 82%, respectivamente, para estas concentragdes.
Estes valores podem ser comparados aos valores expressos pelo grupo controle

normal, ja que estes tratamentos ndo apresentaram diferengas significativas.

As redugdes apresentadas pelas concentragdes de 1 e 80 mg/kg podem ser
comparadas as do fitoterapico de referéncia (S. repens), ja que nédo apresentaram

diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 19. Niveis de DHT tecidual (ng/100 mg tecido prostatico) de ratos normais (falso
castrados) (NR), hiperplasicos (HP) tratados durante 30 dias (V.O.) com extrato lipoesterdlico
de S. repens (SP, 12 mg/kg), fracao diclorometanica de C. officinalis (1, 12, 80 mg/kg). Todos
os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6, sendo que (a), (a)
representam diferengas significativas em relagdo ao controle hiperplasico (p<0,05 e 0,01
respectivamente), e (c) representa diferenca significativa em relagéo a S. repens (p<0,05).
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5.3 EFEITO ANTI-HIPERPLASICO PROSTATICO DE FITOSTEROIS

5.3.1 Peso da prostata

Ao analisar o efeito de diferentes fitosterdis (p-sitosterol, estigmastadienona,
estigmasterol, estigmastanol) sobre o peso da préstata (figura 20), observou-se uma
reducao no peso da préstata, com uma diferencga estatisticamente significativa para o -
sitosterol (p<0,001), estigmastadienona (p<0,01), estigmasterol e estigmastanol
(p<0,05), em relagado ao controle hiperplasico. Estas redugbes foram de 49%, 35% e
26% e 25% para o B-sitosterol, estigmastadienona, estigmasterol e estigmastanol,
respectivamente. Tais redugdes podem ser comparadas ao valor de normalidade

expresso pelo grupo controle normal.

Quando os tratamentos com os diferentes fitosterdis foram comparados ao
tratamento com a finasterida, observou-se que, apesar de apresentarem uma reducgao
significativa do peso da prostata, esta redugdo foi menor que aquela obtida pelo

farmaco sintético.
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Figura 20. Peso da préstata (mg/100g) de ratos normais (falso castrados) (NR) e hiperplasicos
(HP), tratados durante 30 dias (V.0O.) com finasterida (FN, 4 mg/kg), e diferentes fitosterdis (12
mg/kg): B-sitosterol (BS); estigmastadienona (EN); estigmasterol (EL); estigmastanol (ET).
Todos os resultados sao expressos em termos de média + EPM, n=6, Sendo que (a), (a’), (a”)
representam diferengas significativas em relagéo ao controle hiperplasico (p<0,05, 0,01 e 0,001.
respectivamente).

5.3.2 Peso da vesicula seminal

Ao analisar o efeito dos diferentes tratamentos sob o peso da vesicula seminal
(Figura 21) ndo se observou nenhuma reducgéo estatisticamente significativa, quando

comparados ao controle hiperplasico e normal.
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Figura 21. Peso da vesicula seminal (mg/100g rato) de ratos normais (falso castrados) (NR) e
hiperplasicos (HP) durante 30 dias (V.O.), tratados com finasterida (FN, 4 mg/kg), e diferentes
fitosterdis (12 mg/kg): PB-sitosterol (BS); estigmastadienona (EN); estigmasterol (EL);
estigmastanol (ET). Todos os resultados sdo expressos em termos de média + EPM, n=6,
sendo que (a’) representa diferencga significativa em relagdo ao grupo controle hiperplasico
(p<0,01).

5.3.3 Atividade da fosfatase acida

Observou-se uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,001) na
atividade da fosfatase acida para o [-sitosterol, estigmastanol e estigmasterol em
relagcdo ao grupo controle hiperplasico (Figura 22). Estas redugbes corresponderam a
32%, 31% e 28% de reducgdo, respectivamente. Entretanto, estes valores ndo podem
ser comparados aqueles do grupo controle normal, ja que apresentaram uma diferenca
significativa. O efeito dos fitosterdis testados podem ser comparados ao inibidor

especifico da 5-a-redutase ja que ndo apresentaram diferenca significatica.



57

5_
Q
% bn L
hd ' ] ,
g4 b o, b
— a" " "
5.l 2 — P
Sa
o0 a
T O 24
mn
-.E‘U
>
— 14
)
<
0

FN BS EN EL ET NR HP
Tratamentos

Figura 22. Atividade da fosfatase acida (U/L) de ratos normais (falso castrados) (NR), ratos
hiperplasicos (HP), tratados durante 30 dias (V.O.) com finasterida (FN, 4 mg/kg), e diferentes
fitosterois (12 mg/kg): pB-sitosterol (BS); estigmastadienona (EN); estigmasterol (EL);
estigmastanol (ET). Todos os resultados expressos em termos de média £+ EPM, n=6, sendo
que (a”) representa diferenca significativa em relagdo ao controle hiperplasico para p<0,001, e
(b’), (b”) representam diferengas significativas em relagéo ao grupo controle normal para p<0,01
e 0,001, respectivamente.

5.3.4 Niveis séricos de colesterol total

Ao se analisar o efeito dos diferentes fitosterdis (Figura 23) sobre os niveis de
colesterol, pode-se observar que nenhum dos tratamentos testados apresentou
alteragdes estatisticamente significativas nas concentragbes de colesterol em relagéo
ao grupo controle hiperplasico. Em relagdo ao inibidor especifico da 5a-redutase (FN),

também nado houve redugdo significativa.
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Figura 23. Niveis de colesterol (mg/dL) dos ratos normais (falso castrados) (NR), hiperplasicos
(HP), tratados durante 30 dias (V.0.) com finasterida (FN, 4 mg/kg), e diferentes fitosterdis (12
mg/kg): B-sitosterol (BS); estigmastadienona (EN); estigmasterol (EL); estigmastanol (ET).
Todos os resultados estdo expressos em termos de média + EPM, n=6.

5.3.5 Niveis teciduais de testosterona

Observou-se uma reducao de 29% dos valores de testosterona tecidual em
relagdo ao grupo controle hiperplasico para o estigmastanol (p<0,05) (Figura 24),
Porém, estes valores ainda foram superiores aquele observado no grupo controle

normal.

Quando o efeito dos diferentes fitosterdis foram comparados ao da finasterida,

nédo houve diferenga estatisticamente significativa.
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Figura 24. Niveis teciduais de testosterona (pg/100mg) de ratos normais (falso castrados) (NR),
hiperplasicos (HP), tratados durante 30 dias (V.O.) com finasterida (FN, 4 mg/kg), e diferentes
fitosterdis (12 mg/kg): PB-sitosterol (BS); estigmastadienona (EN); estigmasterol (EL);
estigmastanol (ET). Todos os resultados foram expressos termos de média + EPM, n=6, sendo
que (a), (a”’) representam diferencas significativas em relagéo ao controle hiperplasico (p<0,05 e
0,001, respectivamente).

5.3.6 Niveis teciduais de DHT

Ao analisar o efeito de diferentes fitosterois (Figura 25) sobre os niveis
teciduais de DHT, observou-se uma reducao significativa dos valores de DHT tecidual
para o p-sitosterol (p<0,001), estigmasterol (p<0,01) e estigmastanol (p<0,05) e
estigmastadienona (p<0,05), em relagcédo ao grupo controle hiperplasico. Estas reducdes
foram de 60% para o B-sitosterol, 43% e 40% para o estigmasterol e estigmastanol,
respectivamente, e de 33% para a estigmastadienona. Estes valores sdo comparaveis

aos valores expressos pelo grupo controle normal.
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Quando os efeitos destes fitosterdis foram comparados ao tratamento com a
finasterida, observou-se que, apesar do B-sitosterol, estigmasterol, estigmastanol e
estigmastadienona tendo levado a uma reducgao significativa dos valores de DHT

tecidual, esta redugao foi menor que aquela obtida pela finasterida (Figura 25).
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Figura 25. Niveis séricos de DHT (ng/100mg) de ratos normais (falso castrados) (NR),
hiperplasicos (HP), tratados durante 30 dias (V.O.) com finasterida (FN,4 mg/kg), e diferente
fitosterois (12 mg/kg): pB-sitosterol (BS); estigmastadienona (EN); estigmasterol (EL);
estigmastanol (ET). Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6,
sendo que (a), (a’) e (a”) representam diferengas significativas em relagdo ao controle
hiperplasico (p<0,05 p<0,01 e 0,001, respectivamente), e (c¢), (c’) representam diferencas
significativas em relagao a finasterida para p<0,05 e 0,01, respectivamente.
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6 DISCUSSAO

A prostata € um o6rgdo que depende da regulacdo da DHT para o seu
crescimento e desenvolvimento. A DHT é sintetizada no testiculo a partir da
testosterona pela acdo da enzima 5-a-redutase (STEERS, et al.,, 1995). Além da
prostata, a vesicula seminal, glandula responsavel pela secre¢do do liquido seminal,
também tem seu desenvolvimento celular fortemente influenciado pela agao destes
mesmos androgenos (STEERS, 2001). Desta forma a hipertrofia ou hiperplasia desta
glandula também pode ser utilizada como um dado complementar na avaliagdo da
influéncia da testosterona, DHT e compostos agonistas ou antagonistas destes
horménios esterdides. O modelo experimental utilizado no presente trabalho utiliza a
avaliacao de possivel alteragdes do peso da préstata e vesicula seminal associado a
medida da atividade da fosfatase acida, concentracdo do colesterol sanguineo e
testosterona e DHT tecidual como indicadores de progressdo ou regressao da HBP
induzida em ratos. Através deste modelo foi testado o efeito de extrato e fragdes da C.
officinalis bem como alguns fitosterois, padrées de farmacos sintéticos e fitofarmacos

empregados no tratamento da HBP.

A elevagao do peso da prostata em ratos castrados e submetidos a tratamento
com testosterona foi utilizado como principal indicador de hiperplasia prostatica e
reversao deste processo foi medida através da redugédo do peso deste o6rgao. Desta
forma as fragdes diclorometano e supercritica da C. officinalis apresentaram importante
reversao do processo proliferativo. Apesar da fragdo supercritica apresentar melhores
resultados, a dificuldade de obtencdo de quantidade suficiente para realizar os estudos
com diferentes concentragdes nos obrigou a continuar os ensaios com a fragao
diclorometano. Estes ensaios demonstraram que o efeito anti-hiperplasico prostatico foi
dose/dependente uma vez que houve uma redugdo progressiva do peso da prostata
com a elevagado das concentragbes da fragdo diclorometanica atingindo uma redugao
maxima em 80 mg/kg. O efeito destas fracbes pode estar associado com sua

composi¢cdo quimica, rica em fitosterGis e triterpenos (LOGGIA, et al., 1994;
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BLUMENTAL, et al., 2000). Entretanto, outros estudos fitoquimicos e ensaios bioldgicos
se fazem necessarios para avaliar a real participagao destes compostos nesta atividade

anti-hiperplasica.

Por outro lado, os fitosterdis testados também apresentaram atividade anti-
hiperplasica uma vez que foram capazes de reduzir o peso da prostata. Dentre estes
compostos o que apresentou melhor resultado foi o B-sitosterol. Nossos dados estao de
acordo com dados apresentados na literatura onde alguns estudos clinicos tém
demonstrado o efeito anti-hiperplasico prostatico do p-sitosterol em pacientes com HBP
tratados com p-sitosterol (60 mg/Kg/dia) durante 6 meses (BERGES, et al., 1995;
KLIPPEL, et al., 1997; WILT, et al., 1999; BERGES, et al., 2000).

As estruturas quimicas do p-sitosterol e estigamasterol tém levado alguns
autores a sugerirem que o mecanismo de acdo destes fitosterdis possam estar
relacionados ao metabolismo de androgenos porque eles poderiam competir com
compostos enddégenos de estrutura similar e reduzir destra maneira a exposi¢céo de

células prostaticas a estimulagao hormonal (MARANDOLA, et al., 1997).

Também é interessante notar que o efeito redutor do peso da prostata tanto
para o tratamento com C. officinalis como para o B-sitosterol pode ser comparado a
aquele observado com os dois controles positivos utilizados, finasterida e extrato
lipoesterdlico da S. repens, ja que ndo apresentaram uma diferenga estatisticamente
significativa entre eles. Desta forma podemos supor que a planta em pauta poderia
efetivamente possuir um potencial terapéutico, uma vez que apresentou um efeito

semelhante a fitofarmacos ja existentes no mercado, Azuprostat® e Permixon® .

O efeito das fragdes e extrato da C. officinalis e fitosterdis sobre a vesicula
prostatica nao foi significativo. Apesar de terem levado a certa redugdo matematica no
que se refere ao peso da vesicula seminal, esta ndo foi estatisticamente significativa, o
que seria sugestivo de uma baixa atividade sobre esta glandula. Desta forma acredita-
se que as fragcdes e o extrato de C. officinalis e fitosterois testados apresentariam um

possivel efeito anti-androgénico seletivo para prostata.
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Na clinica médica a medida da atividade da fosfatase acida sérica tem sido
utilizada como um marcador bioquimico para o acompanhamento da evolugdo do
processo hiperplasico prostatico (MOTTA, 2000). O aumento da atividade desta enzima
tém sido observadas em homens com HBP e com cancer de prostata (JACOBSEN, et
al., 1995). Estas elevagbes tém sido atribuidas ao aumento da massa epitelial,
destruicdo do tecido local, congestionando o ducto prostatico e concomitante
extravasamento de enzimas do liquido seminal para circulagdo sanguinea. Entdo a
atividade da fosfatase acida pode ser utilizada como marcador bioquimico indireto para
detectar proliferagéo do epitélio prostatico (MACNEAL, 1990). Portanto, com o modelo
experimental utilizado esperava-se que os ratos controle hiperplasicos apresentassem
atividade da fosfatase acida sérica superior aos ratos normais. Por outro, lado também
era esperado que tanto o extrato e fragdes da C. officinalis como os fitosterois, por
reducdo do volume prostatico, levassem a um menor extravasamento sanguineo do
liguido seminal com consequente reducdo da fosfatase acida circulante. Os dados
obtidos confirmaram parcialmente estas expectativas, tendo-se observado reducdes
significativas na atividade desta enzima com a maior parte dos extratos e fragdes
testados bem como os fitosterdis, exceto com a estigmastadienona. Os ensaios com
diferentes concentragdes da fracdo diclorometanica da C. officinalis também
demonstraram uma tendéncia a uma resposta dose-dependente, apesar de a
concentragédo de 12 mg/kg ter apresentado uma redugdo menor que a concentragao de

1 mg/kg.

Apesar de nao termos encontrado na literatura nenhuma referéncia sobre o
comportamento da fosfatase acida frente ao tratamento com a finasterida , seria de se
esperar que ocorresse uma reducao na atividade desta enzima uma vez que este
farmaco quando utilizado na terapia da HBP tem apresentado bons resultados no que
se refere a redugédo do volume prostatico, podendo chegar a até 27% de redugao do
volume do orgdo (GORMLEY, 1995). Entretanto, em nossos experimentos, a finasterida
nao reduziu a atividade da fosfatase acida, no experimento com a caléndula, que esta
presente no tecido prostatico e se encontra elevada no sangue pelo seu
extravasamento na circulagédo como explicado anteriormente. Entretanto, os extratos e

fragbes da caléndula apresentaram efeito similar aqueles obtidos com a fracéo
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lipoesterdlica da S. repens, que também reduziu a atividade da fosfatase acida. Estes
resultados, juntamente com a redugéo do peso prostatico contribuem para evidenciar o

efeito anti-hiperplasico prostatico da caléndula e do p-sitosterol.

Um efeito inesperado foi observado com a fragdo diclorometanica na
concentragdo de 12mg/kg, que apresentou um perfil diferente das outras
concentragdes. Em praticamente todas as dosagens, exceto no peso da prostata, ela
sempre apresentou um efeito menor que a concentracdo de 1 mg/kg. A partir do modelo
experimental utilizado e de todos os dados obtidos até o presente momento nao
possuimos nenhuma expliacdo que possa justificar este comportamento erratico na

dose de 12 mg/kg.

O fato de haver alguns resultados controversos em relacdo a atividade da
fosfatase acida, nos fez perceber a necessidade da medida da atividade desta enzima
diretamente no tecido prostatico, como uma medida mais precisa da proliferacao
celular. Pois o que a literatura descreve sobre este marcador bioquimico é que este é
caracterizado por uma baixa especificidade no sangue uma vez que ele poderia estar

alterado em outras condigdes fisiologicas e patologicas (RAVEL, 1995).

A fosforilacdo e a desfosforilacdo de residuos de tirosina tém um papel
importante na proliferacao e diferenciacdo das células, e este processo é regulado por
um equilibrio dindmico entre proteinas tirosina kinases e proteinas tirosina fosfatase
(LIN, et al., 2001). A atividade da fosfatase acida no tecido prostatico, uma enzima da
familia proteina tirosina fosfatase, estad relacionada com a inibicdo da proliferacéo
celular, uma vez que esta enzima defosforila as proteinas tirosina kinases responsaveis
pela ativagao da comunicacao celular via cascata de fosforilagdo, que ativam os fatores
de transcricao citosélicos e nucleares, que estimulam a sintese protéica e de fatores de
crescimento e proliferagao celular (LIN, et al., 2001). Estudos recentes comprovam que
a atividade da fosfatase acida prostatica tecidual esta inversamente relacionada com a
razao de crescimento das células cancerosas prostaticas, sugerindo um papel direto da
fosfatase acida celular no controle da taxa de proliferagdo destas células (LIN, et al.,
2001).
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Os andrégenos testiculares sao sintetizados no tecido intersticial pelas células
de Leydig. O precursor imediato dos esterdides gonadais, da mesma forma que para os
esterdides da adrenal, é o colesterol (WILSON, 1998). Uma vez que este esterdide € o
precursor da testosterona acredita-se que esteja envolvido na génese da HBP uma vez
que se observa aumento da concentracdo deste esterdide no tecido hiperplasico
prostatico (DREICORN, et al., 1990). Segundo CRISTONI A. e colaboradores (2000), o
colesterol e seus ésteres estdo envolvidos no metabolismo dos androgénios, sendo
responsaveis em parte pelo aumento do numero de receptores de androgénio no tecido
prostatico. Eles relatam um efeito hipocolesterolémico para algumas plantas medicinais
utilizadas popularmente no tratamento da HBP, como por exemplo a P. africanum.
Curiosamente o extrato e as fracbes da C. officinalis testados nao levaram a alteracao
significativa nos niveis sanguineos do colesterol. Da mesma forma os fitosterodis
testados também nao apresentaram efeito sobre os niveis circulantes desse esteroide.
Portanto, é provavel que o possivel efeito anti-hiperplasico prostatico da C. officinalis e
fitosterdis ndo envolveria a redugdo da concentragcédo do colesterol e a agado destes néo

estaria associada ao metabolismo da testosterona a partir do colesterol.

A testosterona e DHT sdo horménios androgénicos predominantes nos
mamiferos machos. Eles estdo envolvidos na diferenciagdo sexual, na
espermatogénese, no desenvolvimento de 6rgdos sexuais, no metabolismo anabdlico,
na regulagdo génica e com o padrao masculino de comportamento (NEIVA, 2002). As
células-alvo classicas para a DHT séo as prostaticas, a vesicula seminal, a genitalia
externa e a pele genital (STEERS, 2001).

A testosterona livre penetra na célula através da membrana plasmatica, tanto
por difusdo passiva como facilitada. Células-alvo retém testosterona, presumivelmente
devido a associagdo do horménio com um receptor intracelular especifico. O citoplasma
de muitas células-alvo contém a enzima 5-a-redutase, que converte testosterona em
DHT. A localizagdo do complexo testosterona/DHT-receptor € pré-requisito para a agao
androgénica. A ligacdo do complexo receptor-ester6ide a cromatina ativa genes
especificos. Entdo, a testosterona estimula sintese protéica em o6rgaos acessorios

masculinos, um efeito usualmente associado ao acimulo de RNA, incluindo mRNA,
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tRNA e rRNA com conseqliente aumento da taxa de transcrigdo génica (ADLER, et al.,
1992). Através deste mecanismo os hormdnios androgénicos estimulam a replicagéo de
células em alguns tecidos-alvos, como por exemplo a prostata e vesicula seminal .
Desta forma, testosterona e DHT parecem estar implicadas na divisdo extensiva e
descontrolada de células da prostata, o que resulta em HBP, uma condigao patologica
que aflige mais de 75% dos homens a partir dos 60 anos. Portanto, hipoteticamente
utilizando nosso modelo experimental o tratamento com elevada concentracédo de
testosterona (2,4 mg/kg) induz o processo hiperplasico com consequente elevagéo do
peso da prostata e que seria revertido na presencga de farmacos ou fitofarmacos anti-
HBP. Do ponto de vista bioquimico este processo poderia ser acompanhado pela

medida da concentragao de testosterona e DHT na proéstata.

De fato, ao observarmos os resultados obtidos podemos notar que na maioria
dos tratamentos, tanto controles positivos (finasterida e S. repens) quanto C. officinalis
e fitosterdis ocorreram elevagdes nas concentragdes teciduais de testosterona, apesar
de ndo apresentarem diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle
hiperplasico. Entretanto, ndo € surpreendente termos encontrado dificuldades em
mensurarmos alteragdes significativas deste andrégeno, uma vez que € sabido que seu
nivel plasmatico e gonadal pode atingir concentragdes no minimo 200 vezes maiores
que a DHT (WILSON, et al., 1998), concentracdo esta que dificilmente poderia ser

revertida ou alterada por algum tipo de tratamento.

A testosterona é o principal produto de secreg¢do das células de Leydig dos
testiculos e sofre conversdo a DHT em algumas células-alvos de andrégenos, antes da
ligacao ao receptor androgénico. Esta conversao requer a atividade da 5-a-redutase e o
produto reduzido formado é o ligante preferencial do receptor (CARSON, et al., 1990).
Utilizando nosso modelo experimental podemos constatar que os niveis de DHT
teciduais foram significativamente reduzidos para todas as fragbes e extrato de C.
officinalis, inclusive nas trés concentragdes testadas da fragao diclorometanica e para
os fitosterdis, sugerindo uma possivel agcao destes produtos sobre a enzima 5-a-

redutase. Entretanto, novos estudos precisam ser realizados para se confirmar esta
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suposicao, particularmente a determinacao in vitro do efeito de extratos e fragbes da

caléndula bem como de fitosterdis sobre a enzima conversora da testosterona.

Houve uma divergencia com respeito aos valores de testosterona obtidos nos
grupos controle hiperplascos do tratamento com fitosterois e com a calendula. Esta
diferenca nos dados obtidos se deve ao fato de que para o ensaio com os fitosterois foi
feito uma conversdo matematica dos valores de testosterona no sangue para o tecido
prostatico. Ja no caso do tratamento com a calendula houve efetivamente a
determinacao deste andrégeno no tecido prostatico. Este resultado controverso nos fez
perceber a necessidade de se fazer a repeticdo dos experimentos para melhor

caracterizar o efeito dos fitosterois sobre os niveis teciduais de testosterona.

Relatos clinicos recentes que tém demonstrado a moderada eficacia
terapéutica dos inibidores da enzima 5-a-redutase, bem como dos antagonistas de
receptores a1-adrenérgicos, tém conduzido a novas investigagdes bioquimicas sobre a
base desta patologia, com o objetivo de propor alvos moleculares para a pesquisa de
novos farmacos para HBP (PAPATSORIS, et al., 2001). Desta forma muito tem sido
investido no estudo de fatores de crescimento e proliferagcao celular, particularmente
EGF, bem como na compreensdao das cascatas de fosforilagdo associadas a
transducdo de sinal via receptores de EGF e DHT. Neste contexto tem papel
preponderante as proteinas kinases de ativagcdo mitogénica (MAPKs) da cascata de
transducao de sinal que intermediam respostas celulares ligadas a modificagdes do
meio e que freqlientemente estdo associadas a patofisiologias caracterizadas por
proliferagéo celular, entre elas a HBP (PAPATSORIS, et al., 2001).

As MAPKs sao uma familia de proteinas prolina-serina/treonina kinase que é
forma uma cascata de fosforilagdo composta por trés componentes, ERK (Extracellular
Signal-Regulated Kinase), SAPK (Stress-Actived Protein Kinase) e p38MAPK. A
cascata ERK ¢ iniciada por ligantes mitogénicos via receptores da superficie celular tipo
portina G-receptor serpentiniforme e receptor tirosina-kinase resultando na fosforilagao
da cascata e subsequente potenciacdo de fatores de transcricdo associados a

proliferacao e diferenciacao celular (DAVIS, R. J., 2000). Um grande numero de fatores
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de crescimento que s&o produzidos pelas células basais e estromais da proéstata
(exemplo, EGF [epidermal growth factor], IGF[insulin-like growth factor], FGF[fibroblast
growth factor]) ja estdo caracterizados como estimuladores da cascata ERK, e estdo
superexpressos na prostata (HABIB, et al.,, 1991). Por outro lado, andrégenos como
DHT, podem também ativar a cascata ERK diretamente (PETERZIEL, et al., 1999).
Entdo, novos farmacos e fitofarmacos anti-hiperplasicos prostaticos e os ja existentes

poderiam ter sua acdo sobre a HBP associada também a inibicdo das MAPKSs,

particularmente a ERKs .

Os dados obtidos com o presente trabalho nos levam a sugerir que o possivel
efeito do extrato e fracbes da C. officinalis e fitoesterdis possivelmente estejam
capazes de reduzir o peso da prostata e vesicula seminal, bem como elevar o niveis
tecidual de testosterona e reduzir os de DHT, e também com reducdo da atividade da
fosfatase acida. Entretanto, os resultados ndo foram completamente homogeneos o que
nos faz especular sobre a possibilidade de uma redugao do processo hiperplasico por
bloqueio das cascatas de fosforilagao tipo MAPKs desencadeadas por receptores EGF.
E importante ressaltar que alguns estudos in vitro tém demonstrado a capacidade de
alguns flavondides de inibirem a transdugcédo de sinal via receptores tirosina-kinase
desencadeados por EGF (AKIYAMA, et al, 1987), e a C. officinalis € uma planta rica em
flavondides (BLUMENTAL, et al., 2000). Entretanto, outros estudos in vitro e in vivo
precisam ser realizados para avaliar esta hipétese. Em resumo, nossos resultados nos
permitiram sugerir que os extratos e fragdes da C. officinalis e fitosterdis possuem
atividade anti-hiperplasica prostatica, e que possivelmente a inibicdo da 5-a-redutase

esteja envolvida na mediagao deste efeito.
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7 PERSPECTIVAS

Os questionamentos que surgiram durante o desenvolvimento deste trabalho e

que nao puderam ser respondidos até a sua conclusdo, sdo apresentados como

perspectivas futuras:

O fato de que o perfil dos nossos tratamentos terem sido a diminuigdo do peso
da prostata juntamente com a diminuigdo dos niveis teciduais de DHT nos fez
acreditar que o mecanismo de acdo para os compostos testados poderia estar
relacionado com a inibicdo da enzima 5-a-redutase. Desta forma uma das
perspectivas para este trabalho seria uma caracterizagado do efeito das fragdes
e extrato da C. officinalis e fitosterdis sobre a atividade da 5-a-redutase, em

tecido prostatico e em cultura de células prostaticas.

Uma vez que a atividade da fosfatase acida é caracterizada por uma baixa
especificidade no sangue, e o fato de nossos resultados terem sido
controversos a respeito deste marcador bioquimico, nos fez ter como
perspectiva a medida da atividade da fosfatase acida diretamente no tecido. A
atividade desta enzima no tecido esta inversamente relacionada com o
crescimento das células prostaticas, uma vez que sua acéo no tecido prostatico
esta relacionado com a inibigdo da proliferagdo celular ja que desfosforila as

proteinas tirosina kinases responsaveis pela ativagdo da comunicagao celular.

O fato de existir a possibilidade de uma reducédo do proceso hiperplasico por
bloqueio das cascatas de fosforilacdo tipo MAPK que sdo desencadeadas por
receptores EGF, que sao reguladas por testosterona e DHT, nos fez ter como
perspectiva a medida de EGF como uma possivel caracterizagdo do
mecanismo de acdo destes compostos testados. Juntamente com esta
possibilidade existe o fato de que a C. officinalis € uma planta rica em

flavondides e estudos in vitro estarem demosntrando a capacidade de alguns
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flavondides inibirem a transducdo do sinal via receptores tirosina-kinase

desencadeadas por EGF.
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8 CONCLUSOES

O modelo experimental para hiperplasia prostatica induzida em ratos utilizado
neste trabalho, nos permitiu evidenciar o efeito anti-hiperplasico prostatico de alguns

produtos naturais. Desta forma foi possivel concluir que:

- A fragao supercritica de C. officinalis, na dose testada, possui um efeito redutor
na hiperplasia prostatica, j4 que reduziu o peso da prostata, a atividade da

fosfatase acida e a concentracao tecidual de DHT.

- A fragdo diclorometano de C. officinalis também apresentou um efeito anti-
hiperplasico prostatico, ja que reduziu o peso da prostata juntamente com a
reducdo dos niveis teciduais de DHT e aumento dos niveis teciduais de

testosterona, sendo este efeito dose-dependente.

- Todos os fitosterdis testados, especialmente o B-sitosterol, exercem alguma
atividade anti-hiperplasica prostatica, sobretudo em relagéo a reducédo do peso
da préstata, diminuicdo da atividade da fosfatase acida e niveis teciduais de
DHT.

- O efeito redutor de peso prostatico associado a redugao nos niveis teciduais de
DHT apontam para uma possivel atividade inibitéria sobre a enzima 5-a-

redutase.
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