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RESuUMO

A Stevia rebaudiana ¢ uma planta nativa do Paraguai e
Brasil. Esta planta contém em suas folhas grandes quantidades
de steviosideo. Este glicosideo é 300 vezes mais doce do que a
sacarose e tem sido empregado como adocante néo calérico no
Brasil, Japdo e outros paises. O steviosideo é composto de
steviol e trés moléculas de glicose. estudos "in vitro”
demonstraram que a microflora intestinal de rato degrada o
steviosideo a steviol. A toxicidade do steviosideo tem sido
extensivamente investigada, os resultados destas investigacdes
sugerem que o steviosideo apresenta baixa toxicidade para os
mami feros. Embora o steviosideo ndo apresente atividade
mutagénica. o steviol &€ mutagénico para Salmonella typhimurium.
Como o0 uso do steviosideo continua aumentando, o objetivo deste
trabalho foi investigar a distribuigdo biolégica e a ocorréncia
de uma possfvel degradacdo "in vivo" deste glicosideo para
steviol, Assim. 1,10 MBq de '*|-steviosfdeo foi injetado por via
endovenosa em ratos machos Wistar. Os mais altos nfveis de
radioatividade foram observados no ffgado e no intestino
delgado, 10 e 120 minutos apés a administracédo.
respectivamente. A radicatividade eliminada na bile 2 horas
apés a injec8o foi de 52% da dose originalmente injetada. A
radioatividade excretada nas fezes e urina. 24 horas apés a

administracdo do !'’I-steviosideo foi de 35,3% e 34.7%,
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respectivamente. enguanto que 28.5% da dose original permanecia
no corpo do animal.

Os resultados de HPLC da bile demonstraram que o steviol
apareceu como principal metabélito. representando 47.3% da
radioatividade. enquanto que o steviosideo representou 37,3% e
os 15,4% remanescentes foram devidos a um metabélito ndo
identificado. Os resultados mostram que o steviosideo foi
parcialmente degradado "in vivo" para steviol e outro
metab6élito, e que parte da radioatividade foi absorvida pelo
intestino delgado do rato.

O modelo de compartimentalizacdo proposto e os valores
obtidos com a simulaglo deste modelo ajustaram-se perfeitamente

com os dados observados experimentalmente.
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ABSTRACT

Stevia rebaudiana is a shrub widely found in Paraguay and
Brazil, belonging to the compositae family. The leaves of this
plant contain large amounts of stevioside., a sweetener 300
times as sweet as sucrose. The stevioside is composed of
steviol. a diterpenic carboxylic alcohol. and three glucose
molecules. It has been employed as a non-caloric sweetener in
Brazil, Japan and other countries. The toxicity of stevioside
has been extensively investigated. the results of these
investigations suggest that stevioside presents low toxicity in
mammals. "In vitro" studies have shown that rat intestinal
microflora degrades stevioside to steviol, Although stevioside
demonstrates no mutagenic activity, steviol is mutagenic for
Salmonella typhimurium.

Since the use of stevioside as sugar substitute continues
to increase. the purpose of this study is to investigate the
biological distribution. excretion and the possibility of
stevioside to be degraded to steviol "in vivo",.

f”l-stevioside (1,10MBq) was i.v. injected in Wistar male
rats., its distribution in the body and metabolism were studied.
The radioactivity level in the plasma was respectively 51,14%
after 1 minute of the injection and after 60 minutes 5,60% of
the original dose. The highest concentration of radioactivity

was observed in the liver and the small intestine after 10 and



3
120 minutes. respectively.v Radioactivity eliminated in the
bile. 2 hours after injection was 52,0% of the original dose.
At 24 hours. the radioactivity excreted into the feces and
urine were 35,30% and 34,70% respectively, and the
radioactivity remaining in the body was about 28.50% of the
original dose.

RP-HPLC analysis of the bile showed that steviol appeared
as a major metabolite, representing 47,3% of the radioactivity.
while stevioside represented 37,.3% and the remaining 15,4% was
due to an unidentified metabolite. In the urine, however, RP-
HPLC analysis did not show the presence of steviol. The results
showed that stevioside was partialy degraded "in vivo" to
steviol and other metabolite, and that part of the
radioactivity was absorbed from the small intestine.

The kinetic model proposed and the values obtained with the

simulation of this mode] are in agreement with the experimental

results,
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1 CoNCEITos GERAlS

A preferéncia pelo sabor doce em uma certa faixa de
intensidade é caracteristica da espécie humana. Na décima-sexta
semana de gestaclo. os fetos j& apresentam desenvolvidas as
regides responsidveis pela identificacdo do sabor doce.
propiciando aos recém-nascidos a capacidade de responderem
favoravelmente as solucdes adocicadas !4

No inicio deste século. o consumo de acdcar nos Estados
Unidos foi estimado em 30% da dieta total de carboidratos,
sendo que em 1980 este indice atingiu a 54%. O aumento no uso
deste adogante passou a receber atengd3o especial, j& que,
efeitos adversos foram observados em alguns segmentos da
populagdo %,

Sabe-se que a ingestdo excessiva do agicar propicia um
aumento na ingestfio de calorias, proporcionando ganho de peso
e o aparecimento de doencas associadas com a obesidade. A
obesidade é um fator de risco para doencas do cora¢3o, céncer,

diabetes e outras patologias'

. Neste sentido, as inddstrias de
alimentos tém procurado desenvolver adocantes alternativos para
substituir a sacarose, tendo como objetivo principal a redugdo
na ingestdo de cutorias.

Dentre os compostos que apresentam sabor doce, as

substlincias de origem natural tém sido objeto de constantes

investigacdes nos ‘recentes estudos sobre os adocantes. AS
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pesquisas sobre os produtos de origem natural que eventualmente
possam vir a substituir a sacarose. tém contribuido na
descoberta de vdrias substancias que possuem sabor intensamente
doce. Assim, constatou-se intenso sabor doce em 150 plantas
estudadas. Este sabor é proporcionado pela grande quantidade de
aclicares que estas plantas possuem, ou pela presenca de outros
constituintes de sabor doce.

Embora estes adocantes possam apresentar valor calérico
similar aos carboidratos. a contribuic3o destas substdncias na
ingest8o de calorias ¢ desprezivel, uma vez que a quantidade
usada é minima devido ao alto poder adocante. Dentre estas

substédncias, encontra-se o steviosideo, principio doce presente

nas folhas da Stevia rebaudiana Bertoni*l.

2 STEVIA REBAUDIANA BERTONI

2

A Stevia rebaudiana é uma planta originidria do Paraguai
pertencente a familia Compositae, podendo ser encontrada também
em Areas Jimftrofes com o Brasil. como por exemplo na regiio de
Ponta Pord., no estado do Mato Grosso.

Em 1899, Bertoni foi quem descreveu pela primeira vez esta
planta como Eupatorium rebaudianum; Entretanto, alguns anos
mais tarde., o mesmo pesquisador transferiu a planta do género

Eupatorium para o género Stevia, passando a denomind-la de
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Stevia rebaudiana Bertoni®”.

BRIDEL & LAVIEILLE’® empregaram o termo steviosideo 'para
denominar o mais importante principio ativo obtido das folhas
da Stevia rebaudiana. O steviosideo foi extraido numa proporg¢do
de 60 a 65 g por quilo de folhas secas, sendo que a sua
principal caracteristica foi apresentar um poder doce 300 vezes
maior do que a sacarose.

De acordo com estes pesquisadores, o steviosideo foi
facilmente hidrolisado por ag¢d30 enzimdtica e também em meio
4cido. A hidrélise enzimdtica foi obtida através da incubagdo
de uma solugdo de steviosideo com uma preparacio enzimdtica de
suco hepdtico do caramujo Helix pomata. por 6 dias A
temperatura de 34°C. Como resultado da hidrélise, obteve-se o
steviol e a liberagdo de 3 moléculas de D-glicose. Por
hidrélise é4cida (H;S0, 5% a 100°C), obteve-se um isdmero do
steviol denominado de isosteviol e 3 moléculas de D-glicose. O
isosteviol € um produto de rearranjo molecular do steviol em
meio 4cido. Com base nestes resultados, BRIDEL & LAVIEILLE®
sugeriram as foérmulas C,fH¢0O;s e Cyfi;0; para steviosideo e
steviol, respectivamente. As duas modalidades de hidrélise

estdo representadas pela seguinte reacéo:

CaHleeOys + IH; O = Cyfly0; + ICH,06
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hidrélise

Steviosideo ——————) Steviol + 3 glicose

enzimdtica

hidrélise

Steviosideo ———— jsosteviol + 3 glicose
dcida

WooD et al* investigando a composicdo do steviosideo
estabeleceram definitivamente a estrutura quimica deste
glicosideo. As configurac¢des do steviol e do isosteviol foram
determinada por MOSETTIG et al®*. As estruturas do steviosfdeo

e steviol estdo representadas a seguir:

0« 0LICOSE - O-0LICOSE

CHy  COOM
s ,}"’ L

!
0-0LICOSE

(a) steviosideo (b) steviol

O isosteviol, is8mero do steviol, possui na posicdo do
carbono-13 um grupo -CH; e no carbono-16 tem-se uma ligacdo C=0
em vez de C=C como no steviol.

As folhas da Stevia rebaudiana como adocante j4 eram
empregadas pelos nativos do territério paraguaio hd centenas de

anos, fazendo parte inclusive de sua medicina aborigene. A

. -,
PYYT 72N LI I VT RITS S N B O § AV S L.
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Stevia rebaudiana ¢ :conhecida: em guarani por vdrias
denominacdes, mas, a que ¢ frequentemente utilizada é Caa-he-é&.
que significa erva-doce'.

O steviosideo por ser 300 vezes mais doce do que a
sacarose. tornou-se uma substancia de grande interesse em
virias partes do mundo. principalmente pela possibilidade de
ser utilizado como substituto de outros adocantes ndo
caléricos.

No Brasil, algumas mudas de Stevia rebaudiana foram
introduzidas no Instituto de Botédnica de S3o Paulo no infcio da
década de 60, passando a serem cultivadas neste Instituto com
sucesso. Desde ent80, viarios projetos de pesquisa relacionados
com esta planta vém sendo desenvolvidos. Alguns desses projetos
estlo relacionados com estudos de taxonomia e biologia da
reproduc3o das espécies do género Stevia, com énfase em Stevia
rebaudiana Bertoni. Estudos da fisiologia e bioquimica da
planta também foram realizados'’.

No Instituto de Tecnologia de Alimentos de Campinas (ITAL).
foram realjzados estudos sobre a extraglo e purificag¢do do
steviosideo, como também. a determinac8o de alguns pardmetros
fisico-quimicos e de sua estabilidade quimica®.

Em paises como o Japdo. o steviosideo jd4 é comumente usado
como adogante para uma variedade de alimentos, incluindo frutos
do mar, vegetais em conservas, sobremesas. drinques suaves e
jtens de confeitaria'®**. No Japdo, as pesquisas relacionadas com

a Stevia rebaudiana tiveram infcio em 1969. Nesta época, um
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pesquisador japonés adgquiriu algumas sementes no Instituto de
Botanica de S&o Paulo e levou-as para serem cultivadas em solo
japonés. Desde entdo. estudos visando o cultivo da planta.
extracdo e purificacdo do steviosideo e de outros constituintes
da Stevia estd#o sendo realizados.

Todos os glicosideos da Stevia rebaudiana apresentam
caracteristicas doces, mas. existe uma grande difereng¢a quanto
a intensidade e a qualidade. sendo que o steviosideo e o
rebaudiosideo A s&0 os de maior importincid“. Os glicosideos de
ocoriéncia natural tais como rebaudiosideo A. rebaudiosideo C,
rebaudiosideo D e E e dulcosideo A sdo também encontrados nos

extratos de folhas de Stevia, s6 que em quantidades menores do
que o steviosideo!. .

Uma nova modalidade de indiGstria dedicada a extrac3o e
purificagdo do steviosideo e de outros constituintes da Stevia
rebaudiana encontra-se em crescente desenvolvimento no Japdo,
Brasil e outros pafses?®?.

Atualmente, pesquisas envolvendo mecanismos enzimiticos
estlo sendo empregados com a finalidade de promover alteracgdes
na molécula do steviosfdeo. Estas alteragdes visam aperfeicoar
a qualidade do sabor doce deste glicosfdeo. buscando maior
semelhanca com o sabor da sacarose®.

Além de ser intensamente doce, o steviosideo apresenta

também a capacidade de inibir o crescimetno de microorganismos

orais, reduzindo a incidéncia de céries nos dentes*.
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3  CARACTERISTICAS Do STEVIOSIDEO PARA Uso EM
PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

O steviosideo é resistente a um aquecimento de 100°C durante
S horas em pH entre 3 e 10. Quando este glicosideo foi
submetido a um aquecimento a 95°C. a pH 2.7, por 2 horas, ndo
houve alteracdes no sabor doce deste produto. Com relacdo a
solubilidade. o steviosideo é pouco solivel em 4gua e o pH ndo
influi na mesma. mas. como seu grau de dogura &€ muito alto ndo
hé& problemas no processamento de alimentos. Em solugdo alcalina
forte, o steviosfdeo converte-se em rebaudiosideo B. com
consequente decréscimo do sabor doce. Pode ocorrer fermentacio
e decomposicdo do steviosfdeo pela aclo de microorganismos,
mas, como o teor adicionado em alimentos ¢é mfnimo, ndo se

percebe alteracdes na acidez dos alimentos®.
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4 ProPRIEDADES BIoL6GICAS E TOXICAS DA STEVIA REBAUDIANA

Além de suas propriedades organolépticas. a planta é também
conhecida por seus efeitos fisiolégicos e terapéuticos. Os
extratos aquosos das folhas da Stevia rebaudiana sdo empregados
ndo sé pelo fato de apresentarem sabor doce. mas, também por
possuirem algumas propriedades farmacolégicas tais como: agéo

]
hipoglicémica e efeito anticoncepcional?.

4.1 EFEITOS DOS PRODUTOS DA STEVIA REBAUDIANA SOBRE O
METABOLISMO DA GLICOSE

Extratos das folhas de Stevia foram administrados por via
oral em coelhos aloxanizados. ou seja. diabéticos. provocando
queda acentuada nos nfveis sanguineos de glicose". Este mesmo
efeito j4 tinha sido observado. quando extratos de folhas de
Stevia foram administrados em individuos adultos ndo
diabéticos®, |

KELMER BRACHT et al?® demonstraram que o steviosideo e seus
derivados (steviol e isosteviol) afetam de diversas maneiras a
sintese de ATP em mitocdndrias. O steviosideo, ao contrério dos
seus derivados, demonstrou ser um fraco inibidor das fungdes
mitocondriais.

KELMER BRACHT et al?* trabalhando com preparacdes de
mitocdndrias isoladas de figado de rato, verificaram que o

COMISCAC NACICN:L LE ENERGIL 1:UCLEAR/SP - IPER
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steviol e isosteviol inibiam fortemente a fosforilacdo
oxidativa. a hidr6lise do ATP e uma série de enzimas envolvidas
no processo de respirac¢do celular. O steviosideo apresentou um
efeito inibitério pequeno.

A inibicdo da fosforilacdo oxidativa e de enzimas
respiratorias geralmente acarreta importantes consequéncias
para o metabolismo celular. E um fato bem estabelecido que a
inibicdo da sintese de ATP na cadeia respiratéria das células,
provoca aumento na atividade glicolitica e diminuicdo da
gliconeogénese. Ac¢des desta natureza no organismo intacto
poder8o resultar em um efeito hipoglicémico®.

YAMAMOTO et al®? realizando experimentos com preparacdes de
células isoladas de tdbulos da cértex renal de ratos
demonstraram que o steviol e isosteviol em concentragdes da
ordem de 0.3 mM foram capazes de inibir em 50% a produgdo de
glicose (gliconeogénese). Observaram, também, que o efeito
inibitério era independente do precursor utilizado paras a
sintese de glicose, e que o steviosfdeo ndo afetava a
gliconeogénese.

De acordo com alguns pesquisadores, o ndo aparecimento de
efeitos causados pelo steviosfdeo sobre células intactas, deve-
se ao fato de que este glicosfdeo n#io difunde através da
membrana plasmdtica em quantidades suficientes para produzir
efeito. Assim sendo. ao contrdrio de seus derivados (steviol e
isosteviol) o steviosideo ndo provoca alteracdes no metabolismo

intracelular®, ISHII et al® realizando s»xperimentos com f{gado
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isolado de rato. constataram que o steviosideo ¢ realmente
incapaz de inibir o metabolismo energético em células intactas.

conforme j& tinha sido observado por outros pesquisadores®,

4.2 PROPRIEDADE ANTICONCEPCIONAL DA STEVIA REBAUDIANA

O chd das folhas desta planta era frequentemente utilizado
pelas mulheres da comunidade indigena do Paraguai para evitar
a gravidez'S. PLANAS & KUE®®. administrando ché de folhas desta
planta em ratos. observaram uma reduc¢do em cerca de 80% na
fertilidade das fémeas. A interrupcdo do tratamento por um
curto perfodo de tempo induzia ums recuperac8o da fertilidade.
Os pesquisadores levantaram a hipétese de néio ser o steviosideo
a substancia anticoncepcional mas, provavelmente. outras
substéncias presentes no ché das folhas da Stevia rebaudiana.
FARNSWORTH'® investigando os possiveis efeitos anticoncepcionais
da planta. ndo confirmou os resultados de redugdo da
fertilidade obtidos por PLANAS & KUE %,

AKASHI & YOKOYAMA®’ administraram extrato bruto das folhas
da Stevia. extrato bruto concentrado e steviosfideo na racdo de
ratos com o objetivo de investigar a influéncia descas
preparacdes sobre a fertilidade dos animais. Dos resultados
destas investiga¢des. os pesquisadores concluiram que tanto
machos como fémeas n8o apresentaram alteracdes na fertilidade

quando receberam na alimentagdo o extrato concentrado e o
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steviosideo. Com relacdo ao extrato bruto das folhas. os
pesquisadores sugeriram a necessidade de obtengdc de dados mais
significativos para comprovar a inocuidade desta preparacéo.

PORTELLA & PEREIRAY investigaram o efeito da administracdo
do ché das folhas de Stevia rebaudiana sobre a fertilidade de
camundongos fémeas adultos. A fertilidade das fémeas foi
reduzida em 14.3% apés a administrac8o intra-gdstrica do infuso
6 dias antes do acasalamento. O mesmo resultado também foi
observado quando o ché era admiristrado durante o acasalamento,
tendo na redugdo do nimero de implantes uterinos a principal
causa da diminuig¢8o da fertilidade.

O steviosideo quando administrado na forma purificada ndo
apresentou altera¢les sobre a fertilidade dos animais.
Portanto. o mais provdve! é que este glicosideo nlio apresente

ac80 anticoncepcional.
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4.3 EFEITOS TOXICOS DA STEVIA REBAUDIANA

As primeiras pesquisas sobre suas propriedades
farmacolégicas e téxicas tiveram infcio com os trabalhos
desenvolvidos por KOBERT?’. Desde ent8o, muitos estudos tém sido
realizados com o0 objetivo de ampliar estes conhecimentos.

POMARET & LAVIEILLE® demonstraram que o steviosideo quando
foi administrado em animais sob a forma de injegdo subcuténea,
ndo apresentou nenhum efeito téxico importante que pudesse ser
detectado.

AKASHI & YOKOYAMA’ constataram que extfatos das folhas de
Stevia quando administrados através de sonda estomacal em
ratos, proporcionava dificuldades de movimentos nestes animais,
levando inclusive & morte de alguns deles. Quando o steviosideo
purificado foi administrado, os animais apresentaram oS mesmos
sintomas anteriores, s6 que neste caso, n8o houve mortes.

A toxicidade aguda e subaguda do steviosfdeo tem sido
investigada extensivamente. Dos resultados destas
investigac¢des, pode-se concluir que o steviosideo apresenta
baixa toxicidade para os mamiferos?’?

YAMADA et al®! adicionaram extratos purificados de Stevia
(80% de steviosideo) na alimentacBio de ratos de ambos os sexos
por um perfodo de 2 anos. O experimento teve como objetivo
investigar os efeitos téxicos cr8nicos resultantes da ingest8o
dos extratos. Os animais que receberam os extratos de Stevia

demonstraram crescimento retardado, apesar do consumo de
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alimentos e a ingestdo de a4gua ter sido maior do que nos ratos
controles. Em um grupo de animais alimentados com doses altas
do extrato, o peso absoluto de ©6érgdos como figado, rins,
coragdo, préstata e testiculos aumentou significativamente
depois de 6 meses da ingestdo. As fémeas deste grupo.
apresentaram significativa redug¢do no peso dos ovérios.
enquanto que O peso relativo do figado aumentou. Com relacéo as
alteracdes de peso absoluto dos O6rgdos, os pesquisadores n#o
apresentaram nenhuma explicag¢do para o fato, limitando-se &
conclusdo de que, apesar das modifica¢des do peso absoluto ndo
houve alteragdes significativas no peso relativo destes 6rglios.
Estes pesquisadores verificaram também, que em ratos machos,
alimentados com extrato de Stevia, o bago aumentou
significativamente. Esta alterac¢do foi acompanhada de alta
contagem de leucécitos no sangue. caracterizando um quadro de
leucemia. Apesar de nenhum macho do grupo controle ter
apresentado aumento do baco. os pesquisadores concluiram que
esta altera¢80 provavelmente ndo estivesse relacionada com a
ingestdo do extrato de Stevia, e sim, com a idade do animal,
justificada pelo fato de que a leucemia é comumente encontrada
em ratos idosos. Ap6s seis meses de administrag¢io do extrato.
algumas fé@meas apresentaram decréscimo nos nfiveis sanguineos
das transaminases oxalacética e pirdvica (GOT e GPT), mas estas
alteracdes n8o foram relacionadas com modificac8es clinicas nos
animais.

Em experimentos realizados com Salmonella typhimurium na
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presen¢a de fracdo microssomal hepatica. alguns pesquisadores
observaram importante atividade mutagénica provocada pelo
13,

stevio Além da atividade mutagénica. o steviol demonstrou

uma atividade bactericida considerédvel. Os pesquisadores
constataram também. que o extrato da Stevia. o steviosideo e o
isosteviol ndo apresentaram atividade mutagénica. seja na
presenca ou auséncia de um ativador metabé6lico®®. Resultados
semelhantes foram obtidos por FLORES et al!’ com relacdo a
capacidade mutagénica do steviosideo. Através de estudos
citogenéticos esses pesquisadores demonstraram que o
steviosideo ndo apresenta qualquer efeito mutagénico.

Estudos realizados com a molécula do steviol demonstraram
que a presen¢ca do grupo hidroxila no carbono-13 é importante
para a atividade mutagénica. O mecanismo pelo qual o steviol
interage com o DNA da bactéria causando atividade mutagénica
ainda é desconhecido?.

Como foi descrito anteriormente, o steviol é um produto que
resulta da hidrélise enzimdtica do steviosfdeo. WINGARD et al*
demonstraram que o steviosfdeo quando incubado "in vitro” com
microflora intestinal de ratos ¢é totalmente degradado para
steviol. Observou-se também, que o steviol guando administrado
por via oral em ratos foi completamente absorvido pelo
intestino. Esses pesquisadores sugeriram que uma degradacgdo do
steviosfdeo para steviol pudesse ocorrer também no .ntestino do
homem.

Caso se substituisse toda a ingest8o de sacarose por
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steviosideo. a dose média didria de steviosideo seria de 7.2
mg/Kg de peso/dial’. Considerando o peso médio do homem de 70
Kg. teriamos um consumo didrio em torno de 504.0 mg de
steviosfdeo por pessoa. De acordo com estudos realizados®, uma
solugdo contendo apenas 1,0 mg/ml de steviol foi capaz de
promover em uma preparac3o de Salmonella typhimurium tanto
atividade mutagénica quanto atividade bactericida. Considerando
portanto. a possibilidade de ocorrer a degradacéio "in vivo"” do
steviosfdeo para o steviol, o individuo em uso deste glicosideo
estaria sujeito a altera¢des celulares provocadas pela presenca

do steviol.

Dos virios estudos gque investigaram os aspectos téxicos do

27.3

steviosfdeo’ ", pode-se concluir que este glicosfdeo apresenta

baixa toxicidade para os mamiferos. mas, o mesmo ndo se pode
dizer do steviol.

Com base no que foi descrito anteriormente, e também pelo
fato do steviosideo estar sendo amplamente usado como adogante
nas mais variadas formas no Brasil e em outras partes do mundo,
investigacdes precisas e detalhadas a respeito da distribuiclo
deste glicosfdeo no corpo, vias de excrecdo e a identificacdo

de possiveis metabdlitos se fazem necessérias.
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S EstuUDOS FF ARMACOCINETICOS CcOM USO DE TRACADORES
RADIOATIVOS

Um tracador radioativo € um produto marcado com um nuclfideo
radioativo. O emprego de substdncias marcadas com isétopos
radioativos contribui para o melhor entendimento dos eventos
que ocorrem no sistema biol6gico*.

A farmacocinética &€ o estudo da velocidade de transferéncia
de fadrmacos e seus metab6litos nos fluidos biolégicos., tecidos
e excretas, relacionando os pProcessos de absorcéo,
distribuic3o. biotransformagcdo e eliminacdo.

O estudo farmacocinético pressupde o sistema (organismos)
dividido em um némero finito de regides, chamadas
compartimentos. Os compartimentos podem ser entendidos como
sendo um grupo de tecidos com caracteristicas fisioldgicas e
fisicoquimicas similares'®.

Ap6s a introdug3o de um tracador na corrente sanguinea,
este se distribui através dos compartimentos por um processo
reversivel e geralmente rdpido. A eliminagdo de uma substancia
de um determinado compartimento obedece a um processo de
primeira ordem, isto é, a quantidade de substdncia que sai na
unidade de tempo é propocional 3 quantidade nele presente,
definindo assim a propriedade de linearidade de compartimentos.
A excregdo de um fédrmaco €é considerada um processo
irreversivel. o que caracteriza um mecanismo de eliminagdo'’.

Com base nos dados obtidos experimentalmente para as curvas

de decaimento plasmdtico e corpo inteiro, excregdes fecal e

e eimmt.s s.aam ean 720 L DFM
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urindria, as constantes de transferéncias do tracador entre os
compartimentos podem ser determinadas através de programas
especificos de computador®. A constante de velocidade (K)
caracteriza a velocidade de transferéncia do fédrmaco de um
compartimento para outro. Desta forma., K,, € o coeficiente de
transferéncia que representa a fracdo do farmaco contida no
compartimento a que é transferida para o compartimetno b na
unidade de tempo.

Com base nessas constantes., oS programas computacionais
promovem a simulacdo de um modelo de distribuigcdo entre os
compartimentos por meio de equac¢des diferenciais. que prevéem
o comportamento do sistema biolégico em estudo, o que s6 teréd
validade se estiver em concorddncia com o0s parédmetros

determinados experimentalmente.



II OBJETIVOS
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Estabelecidas as condi¢des de marcacdo do steviosideo com

o iodo-131., propusemo-nos a estudar em ratos Wistar:

a distribuicdo bioldgica, a excrecdo urinéria e fecal do
B3 _steviosideo e seus metabélitos em tempos pré-

determinados:

a possivel degradacdo "in vivo" do steviosideo para steviol

apdés injegdo endovenosa:

a identificacdo de metabélitos do steviosideo na urina e

bile. com especial atencio para o steviol:

a elaboragdo de um modelo cinético para o !¥I-
steviosfdeo com a determinacdo das constantes de

transferéncia entre os compartimentos.

o~ resogy
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1.1 REAGENTES

. acetato de etila. Merck.

. anisaldeido, Merck.

. etanol. Merck.

. heparina. 5000 Ul/ml. Roche.

. iodo-131. IPEN-CNEN/SP.

. metanol, Merck.

. per6xido de hidrogénio (H;0;) - 30%. Merck.

. steviosideo e steviol, gentilmente fornecidos pelo Prof.

Mauro Alvarez da Universidade Estadual de Maringd, PR.

. uretana, Sigma.

1.2 OUTROS

. filtros Millipore, 22 um.
. papel Whatman no.l.
. placa para cromatografia em camada delgada. DC~Alufolien

- gflica gel 60. Merck.
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1.3 ANIMAIS

Foram wutilizados nos experimentos Rattus norvegicus
albinus. linhagem Wistar, machos. pesando entre 200 e 300
gramas, alimentados com racdo comercial e dgua "ad libitum",

fornecidos pelo biotério do IPEN/CNEN/SP.

1.4 EQUIPAMENTOS

- Balanca Helmac. HM 100;

- Centrifuga de micro-hematécrito, CELM, Brasil;

- Centrffuga Sorval., GLC-L, USA;

- Coluna de HPLC, Nucleosil C-18, 25,0 x 0.4 cm. fase
reversa:

- Contadores de radioatividade:

. Cintilador automidtico, ANSR. Abbot. USA:
. Cintilador de pog¢o Berthold. MAG 312, Alemanha;
. Contador de corpo inteiro. Harshaw Chemical

Company. USA:
Curietest-Siemens. Alemanha;

Detetor Berthold Nuclear Spectrometer, LB 2040,

Alemanha:
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- Espectrofotometro infravermelho Perkin-Elmer. Mod. 1760.
USA:
- Gaiolas metabdlicas:
- Ponto de fusdo em aparelho Mettler:
- Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(HPLC), CG-480C. Brasil:

2 MEgTopos

2.1 DETERMINAGAO DA PUREZA DO STEVIOSIDEO E DO STEVIOL

O grau de pureza destas substdncias foi determinado pelos

seguintes métodos:

a) Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram usadas placas delgadas de silica gel e como eluente
uma mistura de cloroférmio: metanol: H;0 (15:6:1). Como
revelador utilizou-se uma solu¢do de anisaldeidc 2% em é&cido
acético 0,1 M. Apés o tempo de corrida. as placas foram
retiradas do solvente e deixadas em temperatura ambiente até a
secagem. Em seguida. o revelador foi aplicado sobre as placas

e estas foram colocadas em uma estufa a 100°C por 5 minutos®.
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b) Ponto de fusdo

Foram determinados em aparelho Mettler

c) Cromatografia lfquida de alta eficiéncia (HPLC)

As amostras e os padrdes foram eluidos em coluna de fase
reversa Nucleosil C18 (0.4 x 25 cm). utilizando-se uma mistura
de metanol e NaOH 5.0 mM (65:35) como fase mével com um fluxo
constante de 1.5 ml/min sob 260 atm de pressdo e temperatura
ambiente. A deteccdio dos padrdes ndo radiocativos foi feita

utilizando um filtro de 210 nm?®.

2.2 MARCACAO DO STEVIOSIDEO E STEVIOL COM 10DO-131

O método empregado para a iodac3o das substdncias baseou-se
no trabalho realizado por MATHOR et al?®. Foram estudados os
efeitos de alguns parametros tais como: massa do steviosideo,
pH da reacdo. tempo de reacdo e quantidade de H, 0, sobre o
rendimento de marca¢8io. Apés este estudo, as condicdes Otimas
de marcac¢do do steviosideo foram as seguintes: para uma massa
de 10.0 mg de steviosideo dissolvidos em 2.0 ml de HC] 0,01
M; foram adicionados 0.05 ml de peréxido de hidrogénio 30% e
37,0 MBq de Na'?'l1. A mistura foi aquecida em banho maria (90° C)
por 15 minutos e em seguida adicionou-se 0.1 m! de uma solucdo
de tiossulfato de sédio a 5% com a finalidade de interromper a
reac8o. Apés o resfriamento da soluglo. foram adicionados 2.0

~aanse A VACCNIL tE ENE"G'I ;‘UCLE‘R/” ) m
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ml de tampdo fosfato 0,05 M (pH 7.0).

0 rendimento de marcacdo foi determinado por eletroforese
em tampdo acetato de sédio 0,2 M (pH 5.4). Empregou-se na
eletroforese fita de papel Whatman no. 1 (23,3 x 2,0 cm) e uma
tensdo de 300 volts por um perfodo de 60 minutos.

Devido & pouca solubilidade do steviol em d4gua. a marcacgdo
foi realizada dissolvendo-se 2,0 mg de steviol em 1.0 ml de
éter etilico (solugcdo A). Em outro tubo, 1.00 ml de cloreto de
iodo (ICL) foi misturado com 37,0 MBq de Na!®1 (solugdo B).
Desta solugdo. foram realizadas 3 extragdes do CI'¥1 3 com 2,0
ml de éter etflico, sendo o volume de cada extragcdo (2,0 ml)
transferido para o frasco contendo a solugdo A. Adicionou-se 1
g de sulfato de sédio a esta solugldo, para em seguida deixé-la
em repouso por 60 minutos na auséncia de luz. Apés o perfodo de
reacdo, a solugdo foi filtrada e submetida a uma corrente de
nitrogénio (N;) até a secagem. O !*'I-steviol foi redissolvido em
3.0 ml de uma solugdo NaOH 0,01 M.

O rendimento de marcacdo foi determinado do mesmo modo que
foi descrito para o steviosideo. 0 !'*'1-steviol foi utilizado

como padr3o tanto para o experimento com HPLC quanto para

cromatografia em camada delgada.
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2.3 ESPECTRO INFRAVERMELHO DO STEVIOS{DEO I0ODADO

Para a determinacdo do espectro infravermelho. o
steviosideo foi iodado com iodo ndo radioativo ('?'1) nas mesmas
condigdes descritas anteriormente. Esta andlise teve como
objetivo verificar a presenga de estiramento devido a ligag¢do
carbono~-iodo., bem como demonstrar possivel modificag¢do na
regido de estiramento da ligac3o dupla carbono-carbono. o que
evidenciaria a incorporacdo de 4dtomos de iodo na molécula do
steviosidio. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr

na proporgdo de 1:200 (amostra: KBr), respectivamente.

2.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE DO STEVIOSTDEO MARCADO COM '*'10DO

Uma parte do '?1-steviosideo foi mantida em temperatura
ambiente por 7 dias. a outra parte foi acondicionada em
refrigerador a 4°C pelo mesmo periodo. O controle de pureza
radioquimica do produto marcado foi realizado diariamente para

as duas situacdes.
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2.5 ESTUDO DA DISTRIBUICAO BIOL6GICA DO '3N-STEVIOS1DEO

Foram utilizados seis ratos para cada grupo estudado. Os
animais foram mantidos com alimentagc3o racionada e 4gua "ad
libitum” por 16 horas antes do inicio dos experimentos.

Os ratos foram imobilizados dentro de uma caixa de
acrilico, de tal modo. que a cauda do animal ficava posicionada
do lado externo do recipiente. Com o emprego deste
procedimento. pode~-se injetar o '¥'I-steviosideo (1,10 MBq)
na veia da cauda sem o uso de anestésico. Os tempos pesquisados
foram 1. 3, 5, 10, 15. 30, 45, 60. 90, 120. 240 minutos e 24
horas apés a injec8o do produto marcado. Transcorrido o tempo
estabelecido para cada grupo, os ratos foram sacrificados por
decapitacdo e o sangue coletado em frascos heparinizados.

Apés a coleta de sangue. foram retirados os seguintes
6rgdos: coragdo, pulmdo, figado, bago, rins. estdmago,
intestinos delgado e grosso. testiculos. parte do misculo da
pata traseira e também a tiredide. Os tecidos removidos foram
lavados com 4gua, pesados e a radioatividade determinada.

Para a obtengd3o do plasma, 1,0 ml de sangue foi
centrifugado a 2500 rpm por 15 minutos. Utilizou-se uma
alfquota de 0,3 ml do plasma para a8 determinacdo da
radioatividade, enquanto que 0.2 ml de sangue foram utilizados
para a determinacdo do hematécrito.

Os resultados referentes & captacdo de radioatividade pelos
tecidos foram expressos em percentual de dose injetada por

. I RN Lhar g
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6rgdo (% de dose/orgdo). Os cllculos foram efetuados tendo como
referéncia um padr3o que continha exatamente a mesma dose
injetada nos animais. ou seja. 0.1 m]l contendo 1.10MBq de
11 _steviosideo. As doses foram medidas utilizando-se um
calibrador de dose (Curietest). Para cada Jrgdo estudado,
considerou-se a Média e o Desvio Padrdo (x % DP).

Para a determinacid3o do percentual da dose injetada.
presente no plasma total. levou-se em consideragcdo a volemia e
o volume plasmidtico de cada animal. Utilizou-se para a
realizagcd3o dos célculos o mesmo padrio citado anteriormente,
sendo os resultados expressos como Média i Desvio Padrido. A
volemia foi determinada de acordo com LEE & BLAUFOX?® enquanto
que o volume plasméitico foi calculado conforme descrito por
GANONG'?, tendo sido utilizadas as seguintes férmulas:

Volemia = peso do animal x 0,06 + 0,77

Volume plasmético = volemia (ml) x (100 - HematScrito real)
100

O hematécrito real (Htr) foi determinado de acordo com a

expressdo descrita por TAUXE et al*,

Htr = leitura obtida do hematécrito x 0,91 x 0,96
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2.6 DETERMINACAO DO PERCENTUAL DE RETENGCAO DE !31-STEVIOS{DEO
NO CORPO INTEIRO

A determinagdo da radioatividade presente no corpo inteiro
do animal foi estudada em um grupo de 6 ratos. Injetou-se 0,1
ml de '*'1-steviosideo (1,10 MBg) por via endovenosa.

Ap6s a administrac8o da dose. os animais foram mantidos em
gaiolas individuais. As gaiolas foram preparadas de tal modo.
que as fezes e urina eliminados durante o experimento. pudessem
ser recolhidas antes de cuda medida. garantindo assim. niveis
baixos de radiacdo de'.fundo nas gaiolas?®. As medidas de
radiagdo foram realizadas em um contador de corpo inteiro para
os tempos de 1/2, 1, 2, 4, 6, 16, 24, 30 e 48 horas apés a
injec80. Para cada medida efetuou-se a contagem de um padréo
simulando o corpo do animal.

Os célculos do percentual de retengdo de '3'I-steviosideo no
corpo inteiro foram efetuados em relagdo ao padrdo que continha
exatamente a mesma dose injetada nos animais. Os resultados

foram expressos como Média + Desvio Padrio.
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2.7 DETERMINAGAO DO PERCENTUAL DE RADIOATIVIDADE ELIMINADO NA
BILE

Os ratos (n=)) foram anestesiados com uretana para que OS
ductos biliares pudessem ser canulados através de um
procedimento cirGrgico, conforme descrito por ATALLAH & GLBNNS.
Ap6s a administracdo da dose de ”'I-steviosideo por via
endovenosa. a bile foi coletada em intervalos de 60 minutos por
4 horas. Os cidlculos foram realizados tendo como padrao a mesma
dose injetada nos animais. Os resultados foram expressos como

Média t Desvio Padrao (x % DP).

2.8 DETERMINAGAO DO PERCENTUAL DE RADIOATIVIDADE ELIMINADO NAS
FEZES E URINA

Um grupo de seis animais foi mantido em gaiolas metabélicas
individuais com alimento e 4gua "ad libitum”. Durante um
perfodo de 24 horas apés a injecao de ”'I-steviosideo as fezes
e a urina foram coletadas. As fezes foram colocadas em uma
estufa a 5S0°C para a secagem, sendo em seguida pesadas e
trituradas. A urina coletada teve o volume total medido. A
radioacividade das amostras (fezes e wurina) foi entéao

determinada’.

Os resultados obtidos foram calculados tendo como
referéncia o padrdo de dose injetada e expressos como Média 2

DP (x &t DP).
CCMISEAC teCiCNL CE ENERGIA NUCLEAR/SP - IPE!
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2.9 ANALISE DAS AMOSTRAS DE BILE E URINA POR CROMATOGRAFIA
LIfQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

As amostras de bile e urina coletadas dos animais conforme
descrito nos itens 2.7. e 2.8, respectivamente., foram
submetidas a andlises em HPLC para a identificagcdo dos
metabélitos. As condigcdes da cromatografia foram as descritas
anteriormente (2.1 C). sendo que as alfquotas foram coletadas
em intervalos de 15 segundos para posterior contagem da
radicatividade e a determinacdo do perfil radioativo.

Antes de serem submetidas ao processo de cromatografia as
amostras passaram por um tratamento envolvendo extracdes com
metanol: etanol (1:1) e acetato de etila'?. Verificou-se depois.
que os resultados obtidos das amostras tratadas foram idénticos
aos obtidos com as amostras que n&o sofreram tratamento. Assim
sendo. nos experimentos subsequentes o tratamento foi
dispensado. realizando-se apenas a filtrag¢do das amostras em
membrana Millipore.

Os resultados obtidos para os tempos de retencdo dos
compostos radioativos presentes nas amostras foram comparados
com os tempos de retencdo dos padrdes de '*'I-steviosideo e '1-

steviol.
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2.10 ELABORACAO DO MODELO CINETICO PELO COMPUTADOR

O tratamento matemdtico dos dados referentes as curvas de
decaimento plasmético e corpo inteiro. captacgéo de
radioatividade pela tiredéide e excregdes fecal e urindria foi

efetuado por computador utilizando o programa ANACOMP versé#o

1.0%,

2.11  ANALISE ESTATISTICA

Considerando a homogeneidade das varidncias, os resultados
obtidos foram analisados pelo teste t de Student para amostras
independentes. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p £ 0,0S.



IV RESULTADOS
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1 DETERMINACAO DA PUREZA DO STEVIOSIDEO E DO STEVIOL

a) Cromatografia em camada delgada

Tanto o steviosideo quanto o steviol apresentaram mancha
Gnica em c.c.d., tendo como eluente uma mistura de cloroférmio.
metanol e HO (15:6:1). Os valores de Rf foram 0.14 ¢ 0.78 para

steviosfdeo e steviol. respectivamente.

b) Determinacio do ponto de fusfo

Os valores foram os seguintes:

steviosfdeo = 201-202°C
steviol = 210-212°.

c) Cromatografia lfquida de alta eficiéncia
A figura 1 mostra o perfil de eluigdo do steviol (A) e do
steviosfdeo (B) em sistema de HPLC. Os tempos de retengdo foram

1.5 min e 6,0 min para steviol e steviosideo, respectivamente.

go o qeareme i F ;.7';_'."_
c,\',:l'n.(,--., g et Y L Lve
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Figura 1 - Perfil dc¢ eluigdo obtido em HPLC de steviol (A)

e steviosideo (B)



45

2 ESPECTRO INFRAVERMELHO DO '*’1—-STEVIOSIDEO

A figura 2 mostra os espectros do steviosideo nd3o iodado
(A) e iodado (B). Observa-se pela figura 2B o aparecimento de
banda a 590 cm™ devido ao estiramento de ligagido carbono-iodo.
Também pode ser observado alteragdes na regido de absorgio

relativo ao estiramento de ligacdo C = C (1600-1650 cm™).

3 Ormazacko DAS CONDICSES DE MARCACAO DO STEVIOSIDEO COM
133
I

Estudamos os efeitos de alguns pardmetros, tais como: massa
do steviosideo, pH de reacdo, tempo de reag¢lo e volume de H,0,
usado como agente oxidante, sobre o rendimento de marcac3o.
Apesar do pequeno nimero de experimentos realizados, os
resultados mostram que nas condicg¢des estudadas a variag¢do da
massa do steviosideo, do tempo de reagldo ¢ do volume de H,0, ndo
influenciaram de maneira significativa o rendimento de
marca¢8o. Por outro lado. com relagdo ao pH da reagido.
observou-se uma sensivel reduc3o do rendimento de marca¢do em
valores de pH acima de 2.0. Os dados obtidos estdo demcnstrados

nas Tabelas I, II, III e IV,

COMISCAC BACICNsL TE ENEREGIZ NUCLEAR/SP - WER
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Figura 2 - Espectros infravermelho do steviosideo ndo

iodado (A) e do steviosideo iodado (B).

Registro em janela de KBr.



TABELA 1

INFLUENCIA DA MASSA DO STEVIOS{DEO SOBRE A MARCACAO

Massa do Atividade Tempode Volumede pHde rendimento

steviosideo do reacio H,0, reacio de marcagido
(mg) Iodo-131 (min) (ml) (%)
(MBq)
10,0 37,0 15.0 0.25 2.0 98,0
20,0 37,0 15,0 0,25 2.0 98.2
30,0 37,0 15,0 0,25 2,0 97,5
40.0 37,0 15,0 0,25 2.0 97,7
TABELA 11

INFLUENCIA DO TEMPO DE REAGCAO SOBRE A MARCAGAO

Massa do Atividade Tempode Volumede pHde rendimento

steviosideo do reagio H,0, reagio de marcagido
(mg) Iodo-131 (min) (ml) (%)
(MBq)
10.0 37,0 10,0 0,25 2,0 96,4
10,0 37,0 15.0 0,25 2,0 98,2
10,0 37,0 20,0 0,25 2,0 96,8

10,0 37,0 30,0 0,25 2,0 97,0
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TABELA III

INFLUENCIA DO VOLUME DE H,0, UTILIZADO SOBRE A MARCAGAO

Massa do Atividade Tempode Volume de pHde rendimento

steviosideo do reagio H,0, reagio de marcagdo
(mg) Iodo-131 (min) (ml) (%)
(MBq)
10,0 37,0 15.0 0,05 2,0 98,0
10,0 37,0 15.0 0.15 2,0 98,0
10,0 37,0 15,0 0.25 2,0 98,2
10.0 37,0 15.0 0.35 2,0 97,8
TABELA IV

INFLUENCIA DO pH DA REAGAO SOBRE A MARCAGAO

Massa do Atividade Tempode Volume de pHde rendimento

steviosideo do reagdo H,0, reagdo de marcagio
(mg) lodo-131 (min) (ml) (%)
(MBq)
10,0 370 150 0.05 1,0 97,6
10.0 37,0 15,0 0.05 2,0 98,2
10.0 37,0 15.0 0,05 3,0 87,9
10,0 37,0 15,0 0,05 4,0 76,0

10,0 37,0 15,0 0,05 5,0 67,2
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Com os resultados obtidos através dos estudos destes
parametros, o método (e marcagdo com iodo-131 foi padronizado

nas seguintes condigdes:

massa do steviosideo......e.... 10,0 mg

tempo de rea¢d0.......c.2c...,..15.0 minutos

volume de H0,........... N 0,05 ml

pPH de reagdo. ... ... .o vveeren 2,0
atividade de M1 ........... .. 37,0 MBg
atividade especifica ........ e e 3,7 MBq/mg

4 ESTABILIDADE DO STEVIOSIDEO MARcADO coM Iopo-131

0 "ji-steviosfdeo quando foi mantido & 4°C permanecia
estdvel por um perfodo de 7 dias. ou seja, mantinha o teor de
pureza radioquimica (98%) obtido na marcag¢do. Por outro lado,
quando o produto foi deixado em temperatura ambiente pelo mesmo
perfodo. constatou-se uma redug¢do acentuada nos nfveis de

pureza radioquimica, registrando para esta condi¢&0o um teor de

pureza da ordem de 72%.

g i EAR/EF - TEN
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5 Estupo DA DisTribuicAio Biorscica po !'3'1-stEVIOStDEO

5.1 PLASMA

Os niveis de radioatividade presentes no plasma em diversos
tempos apés a administracdo do !'3-steviosideo estio
demonstrados na Tabela V. Observa-se uma reducdo acentuada
destes niveis nos 30 minutos iniciais. No intervalo
compreendido entre 30 a 90 min, ndo foi observado alteracgio
significante nos nfveis plasmdticos de radioatividade., enquanto
que no periodo de 90 minutos a 24 horas apés a injecdo volta-se

a registrar significativa queda nos niveis de radioatividade no

plasma.

5.2 TECIDOS

Os resultados da distribuicdo temporal da radioatividade
nos tecidos estlio demonstrados na Tabela VI.

Observa-se que os niveis de radioatividade em tecidos como
coragdo, pulmido, estdomago. bago, testiculos e midsculos foram
menores do que 1,80% da dose injetada durante todo o
experimento, diferentemente do observado para os demais
tecidos. Na tiredide, este nivel atingiu 5,98% da dose injetada
24 horas apés a injegcdo, enquanto que nos rins, o nivel mais

alto de radioatividade foi observado 3 minutos apés a
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administracdo do '!I-steviosideo. Os mais altos niveis de
radioatividade nos tecidos foram observados no figado e no

intestino delgado 10 e 120 minutos apés a injegdo,

respectivamente. A radiocatividade no intestino grosso aumentou

significativamente no intervalo de 120 a 240 minutos apés a

injecdo.

COMISSAO NACICNZL CE ENERGIA NUCLEAR/SP - IPER




TABELA V

NIVEIS PLASMATICOS DE RADIOATIVIDADE EM DIVERSOS TEMPOS APOS
A ADMINISTRACAO DE '31-STEVIOS{DEO

Tempo (min) Porcentagem da dose administrada

plasma total

1 51,54 £ 6,70

3 40,74 £ 4,10

5 20,10 ¢ 1.61
10 16.22 £ 2,74
15 9,71 £ 1,49
30 6,16 £ 1,04
45 5,71 £ 0,70
60 5,60 £ 0,70
90 5,03 £ 0,78
120 4,51 £ 0,29
240 4,02 £ 0,36
1440 0,83 £ 0,14

Resultados expressos como Média + DP (n = 6) para cada tempo.
p $ 0,0001 para o intervalo compreendido entre 1 a 30 minutos.
N80 houve diferenca significativa entre 0S8 valores
compreendidos no intervalo de 30 a 90 minutos.

p s 0,001 para o intervalo compreendido entre 90 a 1440
minutos.



TABELA VI
NIVEIS DE RADIOATIVIDADE PRESENTES NOS TECIDOS APOS INJECAO DE ' -STEVIOS{DEO

- " T Ty o > v T S o T = P O O T T v Y e O W e e G e

e —— -

Tecidos porcentages de doss injetada presente no Orgio

lain 3ain Sain 10min 30min 43ain 60min 120min 240min 1440ain
Coragidio 0,5920,01 0,3610,06 0,3610,007 0,200,008 0,16120,01 0,13£0,02 0,1310,03 0,07£0,008 0,1020,02 0,0310,00¢6
Pulndo 1,78£0.33 1,25%0.24 0,7910.09 0,61%0,13 0,3610,09 0,28:0,02 0,59£0,20 0,1720,04 0,23%0,03 0,0620,01
Extomazo 0,3230.10 0.5530.06 0.3530.09 0,4010,08 0,3420,03 0.3220.08 0.4020.04 0.0030.13 1,58940,22 00580.05
Bago 0.2430.0; 0,3220,08 0,2110.01 0.09£0,02 0.06£0,01 0,09£0.0) 0.10%0.01 0,0730,01 0,08¢0,01 0,0280.00
Testiculos 0,1820,03 0,2010,03 0,1620.02 0,1720.03 0,17£0,0) 0,1820.01 0,1020,02 0,1420,02 0,2420,0) 0,04$0,0])
Muaculue 0,0920,01 0,12£0,02 0,0620,01 0,0910,02 0.0420,009 0,07£0,01 0,0520,0) 0,05£0,01 0,0720,0! 0,007£0,01
Rins 4.3420,32 5,8420,58 2,5420,31 2,320,383 1,3220,30 0,7720,)3 0,8420,)8 0,5920,06 0,4820,00 0.13420.02
Figado 38,20£2.53  38,2023,63  12,6026.04 44,604,735  30,30%),38 14,3520,83 9,90£0,92 4,7740.358 4,050,138 0,5120,08
1. delgado 3.22£0,39 6,70£0,42 16,8421,06  18,35£2,80 42,02:6,23 $7,20211,0  $9,3023,60 63,8016,29 16,3023,30 3,0220,87
). grosso 0,3320.06 0,4610,11 0,3630,08 0,410,038 0,4220,10 0,4610,06 0,6020,12 1,1020,43 40,0016,23 10,720,322
Tiredide 0,1320,01 0.14£0,0) 0,06£0,01 0,08£0,01 0,)1£0,02 0,39£0,07 0,26£0,09 0.8420,3) 2,2120,6) 5,98¢2) .42

Plazma/total 51,1326,70  10,7424,10  20,10%1,6) 16,2222,74 6,16%1,04 5,71%0.70 $,0020,70 4,5120,29 4,0120,36 0,8320,14

- > - B - - - - - - " . W T e P W e AP B e - - v 0 o

Os valores representam a Média * Desvio padrao para os grupos de 6 animais.

119
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5.3 BILE

Como pode ser observado na figura 3, a radioatividade eliminada
na bile 120 minutos apés a injecdo do !3i-steviosfideo foi de
aproximadamente 52% da dose injetada, atingindo cerca de 60%

240 minutos apés a injecdo.

5.4 INTESTINO DELGADO

Apés 120 minutos da injecdo do '*'l-steviosideo, a maior parte
da radioatividade presente no intestino delgado (51%) estava
localizada no conteddo intestinal, enquanto que cerca de 17,0%

da dose encontrava-se na parede do intestino como pode ser

observado pela figura 4.

5.5 FEZES E URINA

Observa-se na Tabela VIl que o0s resultados das excregdes
urindria e fecal foram muito semelhantes, registrando-se a
eliminacdo de 34,70% ¢ de 35.30% da dose injetada na urina e

fezes. respectivamente.
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Figura 3- Porcentagem da dose injetada de radioatividade
eliminada na bile.

Cada coluna representa a Média % Desvio Padrio (n=3).

Apés a injeglo endovenosa de !'*'I-steviosideo. a bile foi

coletada em intervalos de 60 minutos por 4 horas,
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TABELA VII

PORCENTAGEM DA DOSE ADMINISTRADA PRESENTE NA URINA E FEZES
APOS INJECAO I. V. DE '¥1-STEVIOS{DEO

Tempo Urina Fezes
{horas) {acumulada) {acumulada)
24 34,70 £ 6,30 35,30 £ 3.55

Os valores representam a Média t Desvio Padrdo (n=6).

TR RNy - e ‘. . ~"' :.- R (4444
(.CM':.:‘: :-’-‘.’w,.l!'bn. f'. ' s i J‘.rﬂu/m L.
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5.6 CORPO INTEIRO

A Tabela VIII mostra os niveis de radioatividade presentes
no corpo inteiro apés a injegdo i.v. de !'’I-steviosideo em
diferentes tempos investigados.

6 IDENTIFICACA0 DE METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Os resultados das andlises de bile e urina por HPLC est#o
demonstrados na figura 5. Observa-se pela figura SB gque o
steviol apareceu como o principal metabélito (47.3%) presente
na bile, enquanto que o steviosideo representou 37,3% e os
15,4% da radioatividade remanescente foi devido a um metabdlito
ndo identificado. Observa-se pela figura 5C que na urina estédo
presentes o steviosideo e um metabélito radioativo ndo
identificado. O tempo de retenc80o observado para este
metabdlito (8,0 min) coincide com o encontrado para o
metabdlito nd3o identificado presente na bile. O tempo de
retenc#o dos metabdlitos foi comparado com o tempo de reteng#o

dos compostos marcados steviol e steviosideo (figura 5A).
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TABELA VIII

PORCENTAGEM DA DOSE ADMINISTRADA PRESENTE NO CORPO INTEIRO

APGS INJECAO DE '¥'1-STEVIOSI{DEO

Tempo Porcentagem de dose
(horas)
0.5 92,40 £ 5.74
1,0 87,50 £ 4.22
2,0 84,50 £ 4,43
4,0 76,50 £ 8,50
6.0 71,30 £ 8,00
16,0 31,80 + 1,83
24,0 28,50 t 2,56
30,0 24,30 £ 3,21
48,0 17,20 £ 2,55

Os valores representam a Média t Desvio Padrdo (n=6).
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Figura 5- Perfil obtido em cromatografia' lfiquida de alta

eficiéncia de:
A-padrdes de steviol (SV) e steviosideo (St) marcados
com 31,
B e C - amostras de bile e urina, respectivamente,
coletadas por 90 minutos apés a injecdo de
1My_steviosideo.
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7 MobeLo CINETICO

Para a elaboracdo dc¢ modelo cinético foram utilizados os
dados experimentais da curva plasmética, curva de corpo
inteiro., captacdo de iodeto pela tireéide e os resultados das
excrecdes fecal e renal. 0 modelo proposto para a distribuicdo

do -steviosideo esti demonstrado na figura 6.

100%
Extra-Vascular intra-Vasculor

K2 Tirebide

2/} 1 K1 (:{)

K
20 Kio
FEZES URINA
Figura 6- Modelo Cinético proposto para a distribuigdo do

1311 _gteviosideo

4
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De acordo com este modelo. o sistema de equag¢des

diferenciais lineares de primeira ordem que descreve a evolugéo

da substdncia marcada na unidade de tempo. apresenta

coeficientes constantes do tipo:

df,aét) .- (ky, + K, + Ky,) £,(8) + K, £, (8)

T w ke £,(8) - (U + K) £(8)

g‘f.’aéﬂ =k, £,(t)

onde fi(t) corresponde 4 atividade no compartimento "i" no

tempo "t";

dfi(t)/dt representa a variacdo da fun¢do "i" (compartimento

i) no decorrer do tempo "t".

As condi¢ldes iniciais sd30 as seguintes:
fy(t = 0) = 100%

f, (t =0) =0

f, (t =0) =0

Assim. no instante inicial (t=0),

toda a substdncia marcada

encontra-se no compartimento intra-vascular ou central(l).
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O programa ANACOMP permitiu calcular os valores dos

coeficientes de transferéncias (K) envolvidos no modelo.

valores de K (horas™)

K (1,2) = 18,2277 £ 0.0004
K (2,1) = 1,1156 £ 0.1082
K (1,3) = 0,0860 £ 0.0020
K (1.0) = 0,5360 £ 0.0018
K (2,0) = 0,0343 % 0.0016

Com estes dados, os valores de meia-vida biolégica (t,,;)

foram calculados para cada compartimento. Assim tem-se:

tl/: (1 -——D 2) = 0-693/18'222 = 0.04 horas

tl/.‘! (2 -2 1)

0,693/1.115

0,62 horas

ty (1 =-=>0) 0,693/0,536 1,30 horas

W
|
\

v

0)

0.693/0,034

20,40 horas

ey

ti2

ty;; {1 ==> 3) = 0,693/0,086 8,06 horas

De acordo com o modelo cinético proposto foi possivel obter
uma correlaco entre os valores observados e os calculados para
as curvas de decaimento plasmdtico e corpo inteiro, conforme
pode ser onservado nas figuras 7 e 8 respectivamente. A mesma
correlagdo também foi observada para os valores de eliminagéo

fecal e urindria, conforme estd demonstrado na Tabela IX,
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Figura 7- Curva de decaimento plasmdtico do '*I-steviosideo.

Os pontos representam oS dados observados
experimentalmente. A linha continua corresponde a

curva obtida com os valores calculados pelo
computador.
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Figura 8- Curva de corpo inteiro.

Os pontos representam os
dados observados experimentalmente. A linha

continua corresponde a curva obtida pelo

computador., através dos valores calculados.
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TABELA IX

EXCRECOES URINARIA E FECAL

(% Dose)
Amostras Tempo Valor Valor
(horas) Observado Calculado
URINA 24 34,70 37,32
FEZES 24 35,30 37,35

Correlacdo entre os valores observados experimentalmente e

aqueles obtidos através do Modelo Cinético Proposto.
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Devido ao crescente emprego do steviosideo como adogante
n3o calérico, propusemo-nos a investigar alguns aspectos
relacionados com a distribuicio e o0 metabolismo deste
glicosfdeo em ratos. Para tanto, foi necessidrio a obtencdo do
steviosideo marcado com isétopo radioativo ('¥1) para a
viabilizagdo dos estudos biolégicos propostos.

Inicialmente, as amostras de steviosideo e steviol foram
submetidas a trés métodos distintos para a determinacdo do grau
de pureza. Os experimentos realizados com cromatografia em
camada delgada revelaram a presenga de mancha Unica tanto para
o steviosideo quanto para o steviol. sugerindo que as amostras
analisadas encontravam-se puras. Os dados obtidos com a
determinag¢do do ponto de fusdo também estavam de acordo com
aqueles registrados na literatura para estes compostos’.
Entretanto, devido 3 necessidade de resultados mais precisos
sobre o grau de pureza das substincias, as amostras também
foram submetidas 3 andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Estes experimentos demonstraram a existéncia de
perfil dGnico tanto para o steviosideo quanto para o steviol,
conforme descrito por ALVAREZ et al®>. com base nos resultados
obtidos., conclufmos que as amostras de steviosideo e steviol
encontravam~se puras.

Com a determinacdo do grau de pureza das substéncias,
tiveram inicio os experimentos da marcacdo de steviosideo e
steviol com dtomos de indo. tendo como referancia o trabalho

desenvolvido por MATHOR et al?,
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De inicio. o steviosideo foi marcado com iodo frio ('%1)
para a realizacdao do ce¢spectro infravermelho. Os resultados
obtidos no espectro demonstraram a existéncia de alteracdes na
regifio (1650 cmq) relativa as ligag¢des duplas carbono=carbono.
Foi também observado no espectro, o surgimento de banda a 590
cm! relativa ao estiramento da ligacdo carbono-iodo (C-1). De
acordo com estes dados. pode-se concluir que houve realmente a
incorporacdo de 4tomos de iodo na molécula do steviosideo, e
que esta incorporac¢do provavelmente ocorreu entre os carbonos
16 ¢ 17. como resultado da adi¢3o de iodo & ligag¢3do dupla
existente entre estes Atomos.

Uma vez constatada a incorporacdo de iodo 3 molécula do
steviosideo, passou-se a utilizar Atomos de iodo radioativo
(1) no processo de marcagdo. Como j8 foi mencionado
anteriormente. as condicdes de marcacdo descritas por MATHOR et
al?® foram modificadas e padronizadas neste trabalho.

A necessidade de se¢ obter um produto marcado em condig¢des
de ser injetado no animal, contribuiu para a introdugdo de
modificacdes na técnica original de marcagdo. Dentre estas
altera¢gles. a que mais se destacou foi o volume de peréxido de
hidrogénio (H,0,) utilizado como agente oxidante durante o
processo de marcag¢do. O volume de H,0, originalmente empregado
eras de 250 ul, o 'Ml-steviosideo obtido nestas condig¢des foi

injetado nos ratos e provocou morte instantdnea nestes animais.

Apés indmeras investigacdes., ficou constatado que as
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mortes foram causadas pur edema agudo dos pulmdes. resuitante
da acdo do peréxido de hidrogénio. Para que o produto marcado
pudesse ser obtido em condi¢des de viabilizar os estudos
biolégicos, foi necessdirio reduzir o volume de H,0, para apenas
50 ul, sem que houvesse prejuizo para o rendimento da marcacéo.

Com relacdo & massi do steviosideo utilizada e o tempo de
reacdo empregado no processo de marcacdo, os resultados
demonstraram que a variacido destes pardmetros ndo influenciaram
de maneira significativa o rendimento de marcac¢do. MATHOR et
al®® utilizaram uma massa de 20,0 mg de steviosideo, enquanto
que neste trabalho foi utilizado apenas 10.0 mg. sem qualquer
comprometimento para o rendimento de marcacéo.

Com relagdo ao pH da solucdo, ficou demonstrado que A&
medida que o valor do pH ultrapassava a 2,0 registrava-se uma
diminuicdo no rendimento de marca¢do, provavelmente devido a
uma redu¢do na concentragcdo hidrogenidnica com consequente
diminuigdoc na formac¢3o de iodo.

0 !*'1-steviosideo permanecia est4dvel por um periodn de 7
dias quando mantido em refrigerador a 4°C. Quando o mesmo
produto foi mantido em temperatura ambiente por igual periodo,
o percentual de iodo livre ('*1) aumentou significativamente
quando comparado com o produto originalmente marcado ou com
aquele mantido a 4°C. O aumento do percentual de iodo livre
provavelmente se deve a uma reducdo da estabilidade da ligacdo
carbono-iodo pelo aumento da temperatura. Assim, para cada

semana uma nova marcacio era realizada para a execucdo dos
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experimentos.

Com um rendimento de marcacdo da ordem de 98%, o 131y
steviosideo foi injetado por via endovenosa em ratos machos.
Durante os primeiros 30 minutos ap6és a injecdo foi observado
uma queda acentuada nos niveis de radioatividade presente no
plasma, demonstrando que o !i-steviosideo transferiu-se
rapidamente do compartimento sanguineo para o0 espa¢o extra-
vascular. Entretanto. ndo verificamos diferengas significativas
entre os valores obtidos para os tempos de 30, 45, 60 e 90
minutos apés a injegcdo do 'Y-steviosideo. caracterizando-se
como um periodo de estabilizacdo dos niveis de radioatividade
no plasma. O mais provavel é que durante este intervalo tenha
ocorrido um processo de absorgdo de compostos radioativos,
capaz de assegurar niveis constantes de radiacdo.

Os resultados da distribuicdo do !'l-steviosideo nos
tecidos mostraram que a mais alta concentracdo de
radioatividade foi observada no figado e no intestino delgado,
10 e 120 minutos ap6s a 1injeg3do do produto marcado,
respectivamente. Os resultados obtidos da eliminag¢8o0 biliar
demonstram que a maior parte da radioatividade injetada passou
pelo figado e atingiu o intestino delgado através desse fluido.
No intestino delgado, observou-se que a maior parcela da
radioatividade estava presente no conte@tdo intestinal, e que.
parte foi absorvida pela parede do intestino., conforme mostrado
na figura 4.

WINGARD et al*® demonstraram que o 14c-steviol quando
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administrado por via oral em ratos foi completamente absorvido
pelo intestino. Os resultados dos experimentos de cromatografia
de alta eficiéncia (HPLC) da bile demonstraram que o steviol
apareceu como © principal metab6lito do steviosfideo,
representando 47,3% de toda radioatividade presente na bile.
Portanto. € possivel que o steviol seja o principal componente
da fragdo de radicatividade que foi absorvida pelo intestino.

Embora o steviol nioc tenha sido detectado na cromatografia
(HPLC) da urina, sua cxcrecd3o neste fluido ndo poderéd ser
descartada, j& que o tempo de coleta da amostra examinada (90
min) possivelmente ndo foi suficiente para a detecgdo deste

metabélito. Estudos anteriores demonstraram a eliminacdo de

steviol na urina apés a administrac3o intracecal de l4c-steviol

em ratos*,

O nivel de radicatividade presente em tecidos como
coracdo. pulm@o, estomago, bago, testiculos e midsculos foi
menor do que 1,80% da dose injetada durante todo o experimento,
demonstrando uma inexpressiva captacdo da radiacdo para estes
érgdos.

A tiredide apresentou captacdo baixa de radiocatividade
durante grande parte dos experimentos. Nos tempos de 240 e 1440
minutos a gldndula apresentou um aumento nos niveis de
captacdo. Entretanto., esta observagcdo estd de acordo com a

literatura®

no que concerne a captacdo de iodeto para tempos
tardios.

Nos rins, o mais alto nivel de radioatividade foi

COWICEAC 20CN L L0 i iuid NUCLEAR/SP - IPER
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observado 3 minutos apds a injegdo do !¥l-steviosideo. Como j4
foi mencionado, o produto injetado apresentava um teor de '3
livre da ordem de 2%. Assim, é providvel que parte desta
captacdo renal seja devido ao I livre, mesmo porque a excregdo
renal é a via preferencial de eliminagdo do iodo?'. No
entanto. a excrecdo por via renal de uma fracdo do !I-
steviosfdeo também ndo pode ser descartada. como alids ficou
demonstrado nos experimentos de HPLC de urina, figura 5.

Alguns pesquisadores® haviam demonstrado que o steviosideo
quando incubado "in vitro” com microflora intestinal de ratos
foi totalmente degradado para steviol. Os resultados obtidos na
cromatografia (HPLC) da bile revelaram a presengca de uma
parcela considerdvel de steviol, demonstrando que o organismo
do rato possui mecanismos capazes de promover a degradacdo do
steviosideo para steviol. Como o steviol foi detectado na bile
de ratos que apresentavam os ductos biliares canulados, né&o
havendo assim nenhum contato deste fluido com o intestino,
parece-nos claro que a metabolizagdo do steviosideo para
steviol e outro metabdélito ocorreu provavelmente no figado.
BRIDEL & LAVIEILLE® j& haviam demonstrado que o steviosideo
quando incubado com suco hepdtico do caramujo Helix pomata foi
totalmente convertido para steviol através de hidrélise
enzimética.

PEZZUTO et al3® observaram que o steviol em concentragdes
relativamente baixas foi capaz de promover uma importante

atividade mutagénica em experimentos realizados com Salmonella
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typhimyrium.

Em nossos experimentos. ficou demonstrado que o organismo
do rato foi capaz de degradar aproximadamente 50% de
steviosideo para steviol.Assim. e principalmente pelo fato do
steviosideo estar sendo amplamente utilizado como adocante ndo
calérico no Brasil e em outras partes do mundo. tornam-se
necessdrios estudos adicionais sobre os efeitos téxicos
resultantes da ingestdo continua deste glicosideo e de outros

derivados da Stevia rebaudiana.

MODELO MATEMATICO DE DISTRIBUICAO DO !*1-STEVIOS{DEO

O modelo cinético do steviosideo foi elaborado a partir
dos dados obtidos da curva de decaimento plasmdtico, curva de
corpo inteiro. excrecdes f;cal e renal. A formulacdo do modelo
baseou-se no possfivel comportamento fisiolégico do steviosideo.

Com o emprego do computador e de um programa especifico
(ANACOMP), foi possivel trabalhar esses dados de modo a
permitir a simulacdo de um modelo matemdtico que melhor
representasse a distribuigdo do '*'1-steviosideo no organismo do
rato.

Desta forma. o modelo cinético proposto para o '¥I-
steviosideo ficou constitufdo por trés compartimentos. O
compartimento 1, também denominado de intra-vascular ou
central. do qual a substdncia injetada é transferida através

das membranas biolégicas para o compartimento extra-vascular
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{2). No modelo. a tiredide estd representada como um local de
retencdo de radioatividade. denominado de compartimento 3.

A constante K,, representa a fracdo de conteido presente no
compartimento | que se transfere para o compartimento 2 por
unidade de tempo. Por outro lado, a constante K,, representa a
fracdo de conteddo do compartimento 2 que retorna ao
compartimento 1 por hora. Pelo valor de K,;,. pode-se deduzir que
o !¥-steviosideo transfere-se rapidamente do compartimento
vascular para o extra-vascular, o que alids, ficou demonstrado
pelos dados obtidos na curva experimental de decaimento
plasmético. Estes dados revelam que apés 30 minutos da injecdo
do 'M1-steviosideo, apenas 6,12% da dose injetada encontrava-se
no plasma, sendo que aproximadamente 94,0% j& se encontrava nos
tecidos,

Pelo simples fato do estabelecimento da constante K; fica
evidente que o0 modelo cinético pressupde um retorno da
radiocoatividade do espago extra-vascular para o meio intra-
vascular,

Com relacdio ao intercambio de fra¢des de radioatividade
entre os compartimentos 1 e 3 foi observado somente a presencga
da constante K;,, sugerindo que nd3o houve retorno de
radioatividade da tiredide para o compartimento vascular.
Provavelmente, o perfodo investigado (24 horas) n3o tenha sido
suficiente para que o iodo captado pela tiredide retornasse 3

circulag8o.

O modelo cinético proposto estabeleceu duas vias de



76
eliminac3do para a radioatividade. A via fecal. representada
pela constante K;ge a via urindria caracterizada pela constante
Kjo. Experimentalmente, ficou demonstrado que a radioatividade
foi eliminada tanto pelas fezes quanto pela urina.

Com relacdo & meia-vida biolégica pertinente a cada
compartimento. observou-se que o menor valor para t,,, foi
correspondente ao compartimento 1. o que demonstra
matemat icamente que em um intervalo de tempo relativamente
curto (2,4 minutos), metade do contelido presente no meio intra-
vascular transferiu-se para o meio extra-vascular.

Por outro lado, o maior valor de t,,; foi correspondente &
constante K,;, , representando o tempo gasto para que a metade do
conteddo presente no meio extra-vascular fosse eliminado por
via fecal. A grandeza deste valor reflete muito bem o processo
fisiolégico envolvido na eliminacdo da substancia por esta via,
pois implica na passagem do '*'I-steviosfdeo e seus metab6litos
por toda a extensdo do trato intestinal.

Assim, & compartimentalizacdo proposta e os valores
obtidos com a simulagdo do modelo parecem ilustrar bem a
distribuigdo do i-steviosfideo, adequando-se aos valores
obtidos experimentalmente. Desta forma, o modelo cinético
contribui para uma melhor compreensio dos fendOmenos decorrentes

da distribuigido de um fArmaco. ou de um tragador em um

org nismo vivo.
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A maior captacdo de radioatividade foi observada no
figado e no intestino delgado. 10 e 120 minutos apés a

administracdo, respectivamente:

O steviosideo foi parcialmente degradado "in vivo" para

steviol e outro metabélito ndo identificado:

O steviol apareceu como o principal metabélito na bile.

representando 47.3% da radioatividade presente neste

fluido;

Os resultados sugerem que a degradacdo do steviosideo para

steviol e outro metab6élito ocorreu no figado;

Houve absorc¢8o de compostos radioativos pelas paredes do

intestino delgado;

A compartimentalizagc8o proposta e os valores obtidos com
a simulac8o do modelo ajustaram-se perfeitamente com os

dados observados experimentalmente;

Necessidade de estudos adicionais sobre os efeitos toéxicos
crénicos provenientes do uso de steviosideo. principio

doce presente nas folhas da Stevia rebaudiana.
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