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RESUMO

A Hiperplasia benigna da prostata (HBP) é uma doenca que se desenvolve em homens, a partir
dos 40 anos e que progride com o avancgo da idade. Mesmo sendo benigna, a falta de cuidados
pode causar muitos incdmodos na qualidade de vida, somado aos efeitos colaterais dos
medicamentos. Na busca de novas terapias com o uso de plantas medicinais para a prevencao
de doencas da prostata, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial terapéutico do extrato
bruto etandlico das flores de Acmella oleracea R. K. Jansen (EEFAO0) na prevencdo da HBP em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Para isso foram utilizados 40 ratos machos jovens,
sendo 20 ratos SHR e 20 ratos Wistar (W), com idade de 9 semanas. Os animais foram tratados
via gavagem por 60 dias consecutivos. O grupo controle recebeu diariamente 100 uL de
solucéo salina e os animais do grupo tratado receberam 100 mg / kg de EEFAo0 diluido em 100
ML de solucdo salina. Para avaliar os efeitos do extrato na prevencdo da HBP, apds eutanasia,
os o6rgdos foram coletados e submetidos as analises histopatologicas, morfométrico-
estereoldgicas, imuno-histoquimicas e bioguimicas. As analises histopatolégicas mostraram a
ocorréncia de HBP nos animais SHR, assegurando que € uma doenca tipica do modelo animal.
Morfologicamente observou-se que o tratamento reduziu o grau de hiperplasia no grupo SHR,
devido a diminuicdo no epitélio prostatico e aumento do compartimento luminal quando
comparado ao controle. O tratamento aumentou a atividade secretora nos animais SHR e nos
animais W provocou uma reducdo. Também reduziu fibras coldgenas na préstata de SHR.
Constatou-se um aumento de peso nos testiculos no grupo W. Na avaliagdo imuno-
histoquimica observou-se reducdo da proliferacdo celular, diminuindo a frequéncia de células
PCNA-positivas no grupo SHR. Houve uma diminuicdo de receptores androgénicos nas células
prostaticas do grupo W. As analises bioquimicas indicaram que o EEFAo0 agiu como
antioxidante na prostata de todos os grupos reduzindo os niveis de MDA (malondialdeido) e
aumentando a atividade da SOD (superoxido dismutase) e CAT (catalase). Os dados apontam
que o EEFAO0 ¢ eficaz na prevencdo de hiperplasia benigna na préstata ventral de SHR, pois
atenua os aspectos morfoldgicos e age com efeito antioxidante.

Palavras chave: Hiperplasia Benigna da préstata; Acmella oleracea; doencas da prostata;

prevencao.



ABSTRACT

Benign Prostatic Hyperplasia (BPH) is a disease that develops in men from the age of 40
onwards and progresses with advancing age. Even though it is benign, lack of care can cause
many problems in quality of life, in addition to the side effects of medications. In the search for
new therapies using medicinal plants for the prevention of prostate diseases, the aim of this
study was to evaluate the therapeutic potential of the crude ethanol extract of Acmella oleracea
R. K Jansen flowers (EEFAO0) in the prevention of BPH in spontaneously hypertensive rats
(SHR). For this, 40 young male rats, 20 SHR rats and 20 Wistar rats (W), aged 9 weeks were
used. The animals were treated via gavage for 60 consecutive days. The control group received
100 pL of saline solution daily and the animals in the treated group received 100 mg/kg of
EEFAo diluted in 100 puL of saline solution. To evaluate the effects of the extract in preventing
BPH, after euthanasia, organs were collected and submitted to histopathological,
morphometric-stereological, immunohistochemical and biochemical analyses.
Histopathological analyzes showed the occurrence of BPH in SHR animals, ensuring that it is a
typical disease of the animal model. Morphologically, it was observed that the treatment
reduced the degree of hyperplasia in the SHR group, due to a decrease in the prostatic
epithelium and an increase in the luminal compartment when compared to the control. The
treatment increased the secretory activity in SHR animals and in W animals caused a reduction.
It also reduced collagen fibers in the prostate of SHR. There was an increase in weight in the
testes in group W. In the immunohistochemical evaluation, a reduction in cell proliferation was
observed, decreasing the frequency of PCNA-positive cells in the SHR group. There was a
decrease in androgen receptors in group W prostate cells. Biochemical analyzes indicated that
EEFAO0 acted as an antioxidant in the prostate of all groups, reducing MDA (malondialdehyde)
and increasing SOD (superoxide dismutase) and CAT (catalase). The data show that EEFAO is
effective in preventing benign hyperplasia in the ventral prostate of SHR, as it attenuates the
morphological aspects and acts with an antioxidant effect.

Key-Words: Benign hyperplasia of the prostate; Acmella oleracea; prostate diseases;

prevention.
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1 INTRODUCAO

A prostata é uma glandula com predisposicdo a aumentar de tamanho nos homens a partir
dos 40 anos podendo ocasionar uma compressdo na uretra, que dificulta o fluxo urinério
tornando-o mais fraco e lento. Essas alteracBes aparecem quando as células da prostata
comecam a se dividir e se multiplicar de forma desordenada.

Destas alteracOes, cita-se a hiperplasia benigna da prostata (HBP), considerada a
neoplasia benigna mais comum em homens de idade avangada, com prevaléncia de 10%, 50% e
90% respectivamente aos 25, 60 e 80 anos de vida. As manifestagdes clinicas por crescimento
benigno da préstata provocam sintomas urinarios que geram impacto negativo na qualidade de
vida dessa populacdo. Estima-se em 30% a chance de um homem, durante sua vida, necessitar
tratar sintomas decorrentes da HBP e, aproximadamente 10% de ser submetido a tratamento
cirargico (NG; BARADHI, 2020).

Histologicamente a HBP pode ser caracterizada pelo aumento do ndmero de células
epiteliais e estromais na area periuretral da prostata, aumentando a proliferacdo desses grupos
celulares e diminuindo a morte celular programada ou apoptose. Os sintomas dessa doenca no
trato urinario inferior tém impacto importante na qualidade de vida e interferem em atividades
comuns diarias e nos padrdes normais do sono, jd que o principal sintoma é o aumento da
micg¢do noturna (AUFFENBERG; HELFAND; MCVARY, 2009; MACEY; RAYNOR, 2020).

A terapéutica mais utilizada no alivio dos sintomas sdo os inibidores da So-redutase
(5ARIs), por sua associagdo com efeitos colaterais sexuais adversos. Esses efeitos estdo
relacionados a problemas sexuais, comportamentais e até mesmo danos cardiovasculares,
levando os pacientes a descontinuidade do tratamento (SONG et al., 2021). Diante desta
problematica, a busca por terapias alternativas com menos efeitos colaterais e de baixo custo
torna-se crescente. Neste cenario, destacam-se as plantas medicinais com ac¢do promissora, que
podem ser utilizadas no ambito das doencas prostaticas, algumas delas ja de uso tradicional
secular.

Os primeiros extratos de plantas prescritos para a gestdo de sintomas do trato urinario
inferior em homens clinicamente diagnosticados com HBP foram derivados de Serenoa repens
(Saw palmetto) e Epilobium parviflorum (epildbio). Seguido de outras espécies como,
Cucurbita pepo (sementes de abdbora), Pygeum africanum (ameixa africana), Urtica dioica
(urtiga), Scale cereale (centeio) e Hypoxis rooperi (batata africana) (OATES, 2016).

Dentre as espécies vegetais promissoras ao tratamento dos sintomas da HBP cita-se a

Acmella oleracea (L) R. K Jansen, popularmente conhecida como Jambu. S&o atribuidas a A.
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olerace diversas atividades biol6gicas como: analgésica (BOONEN et al., 2010; DUBEY et al.,
2013), anti-nociceptiva (CHAKRABORTY et al., 2010), antioxidante (ABEYSIRI et al., 2013;
PINHEIRO, 2015; LALTHANPUII, et al.,, 2017; RONDANELLI et al., 2020), anti-
inflamatéria (WU et al., 2008), diurética (VANAMALA et al., 2012), vasodilatadora
(WONGSAWATKUL et al., 2008) e afrodisiaca (REVILLA, 2002; CAVALCANTE, 2013).
Diante do exposto, devido seu alto valor nutricional, baixo valor comercial, facil acesso e
inimeras aplicaces na medicina popular, sugere-se que o extrato bruto etanolico das flores de

Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen seja capaz de prevenir a HBP espontanea em ratos SHR.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial preventivo do EEFA0 na hiperplasia benigna prostatica em SHRs.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o perfil fitoquimico do EEFAo0 por cromatografia em fase liquida de ultra

eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas (UHPLC-ESI-QTOF-MS);

Investigar se o tratamento precoce com o EEFAO0 previne a ocorréncia de hiperplasia

benigna prostatica em ratos SHR jovens;

Investigar se o tratamento com EEFA0 atenua as alteracbes morfologicas prostaticas

tipicas de ratos SHR adultos;

Avaliar o perfil de proliferacdo celular e de receptores androgénicos na prostata de

todos 0s grupos experimentais SHR e W;

Avaliar bioguimicamente os efeitos do EEFA0 sobre a atividade da catalase e da

superoxido dismutase, malondialdeido e proteina carbonilada;

Investigar os possiveis efeitos toxicos do EEFA0 por meio da andlise histopatoldgica do

figado e dos rins.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PROSTATA MASCULINA

A glandula prostatica faz parte do sistema reprodutor masculino. Encontra-se na parte
inferior do abdémen abaixo da bexiga e a frente do reto, envolve a porcao inicial da uretra, tubo
pelo qual é eliminada a urina que fica armazenada na bexiga (ARILTON et al., 2015) (Figura
1).

bexiga

uretra

reto

prostata

Figura 1. Localizacdo da préstata masculina. Fonte: Adaptada de https://blog.wellspect.com/whats-the-difference-
between-enlarged-prostate-bph-and-prostate-cancer.

A prostata possui cerca de 4 cm de largura e o seu tamanho aumenta aos poucos da
infancia até a adolescéncia. Aumenta rapidamente até os 30 anos e se mantém estavel até os 40,
45 anos. Essa glandula secreta um liquido que contém diversas substancias, como o acido
citrico, enzimas proteoliticas, fosfatase acida e plasmina seminal que contribuem para a
motilidade e viabilidade dos espermatozoides (ALSHAHRANI et al., 2013; TORTORA;
DERRICKSON, 2016; AARON, FRANCO; HAYWARD, 2016).

Anatomicamente, Lowsley (1912), estudando embrides humanos, propés a divisdo da
préstata em cinco lobos: anterior, posterior, dois laterais e um central. Um novo conceito de
divisdo da préstata humana foi proposto por McNeal (1968). Ao longo do tempo, este conceito
inicial foi modificado pelo proprio McNeal (1981a; 1981b; 1988). Propondo, entéo trés grandes
zonas anatomicas: zona periférica (ZP), zona central (ZC) e zona de transig¢do (ZT), que seriam

diferentes histoldgica e biologicamente.
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Histologicamente a glandula prostdtica humana €é coberta por um estroma
fibromuscular denso, e diversas regides nao-glandulares significativas que se concentram na
por¢do antero-medial da glandula. Cada zona glandular tem caracteristica estrutural e estromal
propria (MCNEAL, 1988; UNTERGASSER; MADERSBACHER; BERGER, 2005). No
epitelio prostatico sdo encontradas as células secretoras ou luminais, as células basais, células
intermediarias e células neuroenddcrinas. Cada uma das células epiteliais prostaticas basais e
luminais expressam um conjunto Unico de queratinas e outros marcadores de diferenciacao
(WANG et al., 2001). As células estromais incluem fibroblastos, células musculares lisas
(CML) além de células nervosas, células endoteliais e células do sistema imune (ABATE-
SHEN; SHEN 2000).

A prostata humana quando comparada a de roedores apresenta lobos distintos. A
prostata do rato é composta por quatro lobos: ventral, lateral, dorsal e anterior, relativo a sua
posicdo a bexiga (SHIRAI et al., 2000; BOSLAND, 1996) (Figura 2B).

A Préstata de um humano adulto B Préstata de um rato adulto

Dutos deferentes

Vesicula semina

Zona Central

s
Transigéo = &y Vesicula seminal

Prostata
anterior

Préstata ventral

Préstata lateral Préstata dorsal

Uretra Uretra

Figura 2. Anatomia da préstata do humano adulto e do rato adulto. Esquemas da glandula prostatica humana (A) e
rato adulto (B). Estruturas e regides da prostata sdo indicadas. Adaptada de Cunha et al. (1987) e McNeal (1969),
adaptado de Abate-Shen e Shen (2000).

O conhecimento dos diferentes lobos da prostata de ratos é importante, pois a
capacidade de desenvolver carcinomas varia entre eles (SHIRAI et al., 2000). Esses roedores
sdo comumente utilizados em pesquisas experimentais de neoplasias pois sdo relativamente
faceis e baratos de manter, sua fisiologia e genética também sdo bem conhecidas quanto ao
desenvolvimento de tumores na prostata e todas as etapas da carcinogénese como iniciagéo,
progressdo e metastase podem ser observadas (LUCIA et al., 1998; FAGUNDES; TAHA,
2004). Contudo, o uso de modelos de roedores tem algumas desvantagens como as diferencas

anatdbmicas com humanos, préstata lobulada em roedores vs. préstata ndo lobulada em homens
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(CEKANOVA; RATHORE, 2014) (Figura 2). Apesar disso, em termos histolégicos, a prostata
de roedores também apresenta compartimento epitelial e estromal com 0s mesmos tipos
celulares ja descritos para humanos.

Como exemplo de roedores manuseados em experimentos, cita-se 0 SHR que tem sido
usado ha algum tempo para estudos de hipertensdo genética e por exibirem anormalidades
morfoldgicas hiperpléasicas na prostata ventral (NAKAMURA et al., 1991; GOLOMB et al.,
2000). Essas alteracdes hiperplasicas na prostata ventral do SHR sdo desenvolvidas com o
avanco da idade e podem ser observadas na 152 semana de idade (YONO et al., 2007). Foram
feitas comparagdes histopatoldgicas e de microscopia eletrénica em células epiteliais da
préstata de SHRs e comparados com os de ratos Wistar, onde o tecido da prostata de SHR
apresentou retardo de desenvolvimento com 5 semanas de idade (NAKAMURA et al., 1991).
O fluxo sanguineo na prostata dorsolateral e ventral em SHR é significativamente reduzido em
comparacdo com os ratos Wistar. Essas variagbes indicam que a prdstata de roedores,
especialmente a prostata ventral do SHR, € um bom modelo para o estudo de HBP em humano
(YONO et al., 2007).

3.1.1 Regulagdo hormonal da proéstata

A fisiologia da prdstata é regulada por horménios andrégenos, com papel fundamental
no desenvolvimento, manutencdo e regulacdo do fenotipo e fisiologia reprodutiva masculina
(TABOGA; VILAMAIOR; GOES, 2009).

Como exemplos de andrégenos, temos a testosterona (T), sendo sua forma mais ativa a
DHT, o androstenediol e a androstenediona. 95% corresponde & T produzida nas células de
Leydig dos testiculos, estimulado pelo horménio luteinizante da hipofise, que por sua vez, é
regulado pelo horménio liberador de gonadotrofinas do hipotalamo. Os outros 5% de
andrdgenos sdo sintetizados nas adrenais sob a a¢do do horménio adrenocorticotrético da
hipofise e liberados principalmente na forma de androstenediona, convertida em T
perifericamente (CARVALHO-SALES; TAJARA, 1999).

A conversdo de T em 5Sa-diidrotestosterona (DHT) é realizada pela enzima Sa-redutase,
com funcdo fundamental para a morfogénese da prostata. A concentracdo tecidual de DHT na
prostata adulta se mantém elevada quando comparada aos niveis plasmaticos. Esses hormonios
desempenham funces diferentes apesar de ambos atuarem pelo receptor de androgenos (AR).
Os dois sdo capazes de manter a atividade prostatica, porém a DHT se apresenta mais potente
quea T (RITTMASTER et al., 1991; VILAMAIOR et al., 2003).
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Através do AR, um fator de transcricdo, membro da superfamilia de proteinas
regulatérias nucleares, os horménios andrdgenos exercem seus efeitos biologicos (EVANS,
1988). Apos a ligacdo desses hormonios ao AR no citoplasma, ele pode entdo ser ativado e
transportado para o nucleo, onde, em conjunto com uma série de co-ativadores e co-
repressores, ativa ou inativa genes que influenciam no desenvolvimento e manutencgédo
prostatica (WEN et al., 2015).

Outro hormdnio atuante na préstata masculina que também exerce funcdo essencial na
homeostase do tecido prostatico é o estrogeno. Por meio da enzima aromatase esse hormonio
pode ser obtido através da conversdo da T em 17B-estradiol e também sdo sintetizados pelas
células de Leydig (GRUMBACH; AUCHUS, 1999; ELLEN; RISBRIDGER, 2009; COOKE et
al., 2017).

Mesmo que a prostata dependa de androgenos, os estrégenos também influenciam as
funcdes normais e as mudancas patologicas nesse 6rgdo em razdo de dois receptores: ER-a ¢
ER-B, que sdo os receptores que mediam toda a acdo do estrogénio. ER-a é expresso em todo o
tecido prostatico durante a vida fetal e neonatal precoce. J& a expressao de ER-J esta localizada
principalmente no epitélio, e é importante durante os proximos periodos de desenvolvimento,
como puberdade e idade adulta, regulando a proliferacdo e diferenciacdo celular no tecido
adulto (WEIHUA et al., 2001; MCPHERSON; ELLEM; RISBRIDGER, 2009).

Androgenos e estrdgenos executam fungdes significativas na prostata e sdo criticos
tanto para o crescimento e desenvolvimento normal da préstata, bem como para a manutengao
da homeostase prostatica no decorrer da vida adulta. Portanto, um desbalanco na funcdo dos
ARs ou nos niveis de androgénios e estrogénios pode promover a proliferacdo celular excessiva
da glandula, levando ao desenvolvimento de doencas da prostata (MCPHERSON; ELLEM;
RISBRIDGER, 2008; DUTT; GAO, 2009; SCOTT; MUNKLEY, 2019).

3.2 HIPERPLASIA BENIGNA DA PROSTATA (HBP)

A HBP manifesta-se clinicamente em humanos como sintomas do trato urinério inferior
(LUTS) consistindo em obstrucdo e sintomas irritativos da bexiga e uretra (DHINGRA;
BHAGWAT, 2011). O LUTS pode resultar de uma variedade de condigdes, incluindo itens
relacionados a inervacdo e envelhecimento da bexiga, e também a obstrucéo do fluxo de saida
(BOO) causada em consequéncia da HBP. O LUTS causado por HBP aumenta com a idade, e
quase todos os homens apresentam HBP histoldgica por volta dos 90 anos. A HBP geralmente
ndo € considerada uma lesdo precursora do cancer de prostata (HAYWARD, 2016) mas &

importante entender como funciona o mecanismo dessa doenca.



23

Histologicamente, a HBP se desenvolve quando ha hiperplasia no epitélio e crescimento
estromal que coalescem microscopica e macroscopicamente formando nddulos na prostata. O
estdgio microscopico da HBP eventualmente ira ocorrer em homens com idade avancada,
porém apenas cerca de metade desses homens apresentardo a HBP microscopica que podera
evoluir para o aumento macroscépico da prostata (AJAYIl; ABRAHAM, 2018). Este quadro
pode resultar na compressdo da uretra e causar resisténcia ao fluxo urinario conhecido como
BOO (ROEHRBORN, 2008) (Figura 3).

obstrucgao

da saida
da bexiga

uretra

comprimida prostata

hiperplasica

Figura 3. Prostata hiperplasica. Uretra comprimida pelo aumento anormal da préstata impedindo a saida de urina.
Fonte: Adaptada de https://blog.wellspect.com/whats-the-difference-between-enlarged-prostate-bph-and-prostate-
cancer.

A hiperplasia dos elementos glandulares na zona periuretral e nos elementos estromais
na zona de transicdo da prostata, sdo 0s responsaveis pelos sintomas relatados e sdo
dependentes da biodisponibilidade de testosterona e DHT (BARTSCH; RITTMASTER;
KLOCKER, 2000; SARMA; WEI, 2012; LANGAN, 2019).

O envelhecimento dos homens provoca naturalmente uma diminuicdo gradativa na
concentracdo média de testosterona serica. Com a queda desse horménio ocorre um declinio na
propor¢do de testosterona para 17p-estradiol no soro, o que pode ser critico na patogénese
dessa doenca, podendo haver também alteracdo da sensibilidade da prostata a testosterona
sérica (BRENDLER et al., 1983; BANERJEE et al., 2018).

Apesar da fisiopatologia da HBP ndo ser completamente compreendida nas pesquisas
existentes, entende-se que 0s sintomas mais graves sdo mediados por uma série de receptores,
como os o-adrenérgicos, muscarinicos e 5-fosfodiesterase (PDE-5) (SCHWINN E
ROEHRBORN, 2008; ANDERSSON et al., 2011).
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Esses diferentes mecanismos moleculares que iniciam a HBP ddo margem a vaérias
teorias, a primeira, a acao da So-diidrotestosterona (produto da conversdo da T pela enzima So-
redutase) cujo aumento da concentracdo na regido prostatica promove a desregulacdo da
interacdo estroma-epitélio, sendo considerado fator responsavel pelo desenvolvimento da
doenca (AJAYIl; ABRAHAM, 2018). Outra alteracdo, também hormonal, é o aumento das
concentragdes de estrogenos no interior da glandula prostatica. O estradiol, metabolizado pela
enzima aromatase, aumenta a atividade estimuladora da proliferacdo celular nessa regido
(SROUGI, 2011).

Além do mais, existe a hipotese de que a HBP é em parte mediada por receptores al—
adrenérgicos (ADR-al) associados com o musculo liso da prostata, sendo este um dos
principais constituintes celulares da HBP (CAINE, 1986; MATHUR et al., 2014). A presenca
de ADR-al faz com que a prostata humana se contraia. Visto que, em prostatas hipertrofiadas
foi observado um aumento de ADRs nessa regido presumindo a estimulacdo do aumento dos
tonus do musculo liso da bexiga e da préstata (GUERRA, 2011). Os niveis altos desse receptor
e norepinefrina no musculo liso da prostata humana indicam o papel significativo nas
inervacOes adrenérgicas da funcdo prostatica. Ocasionando além de BOO, uma constricao
uretral, sendo estes agentes principais na fisiopatologia e na sintomatologia da HBP (CAINE;
PERLBERG; GORDON, 1975; MATHUR et al., 2014).

Outras hipdteses como o aumento da secrecdo de fatores de crescimento nervoso, a
diminuicdo da expressdo do canal TREK-1, alteracdo na expressdo de canais de K+, além da
ativacdo de receptores muscarinicos explicam a obstrucdo infravesical que provoca alteragdes
na musculatura detrusora e induz a bexiga hiperativa (necessidade subita de urinar) (MENG et
al., 2012). J& a PDE-5 presente em toda vasculatura, principalmente no tecido cardiaco, corpo
cavernoso, prostata, bexiga e uretra, tem papel importante na degradacdo de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) e guanosina monofosfato ciclico (GMPc), seu possivel significado
funcional envolve erecdo, tonus do musculo liso e agregacdo plaquetar. No entanto a
degradacdo provocada pela PDE-5 leva a contracdo do musculo liso, que, como ja dito, é
responsavel pelas alteracdes que envolvem a HBP e também problemas de erecéo
(ROEHRBORN, 2004).

Sendo assim, o desenvolvimento da HBP estd diretamente relacionado ao avanco da
idade, principalmente quando ligado ao controle genético hormonal e ambiental. Fatores
metabolicos e o estilo de vida, incluindo obesidade, diabetes, dieta e exercicio sdo igualmente
importantes na etiologia dessa patologia e do LUTS (MOEBLEY:; FEIBUS; BAUM, 2015).
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3.2.1 Epidemiologia e Fatores de Risco da HBP

Dados apontam para uma prevaléncia de 8% aos 40 anos, de 50% aos 60 anos e de 80%
aos 90 anos. Um em cada quatro homens entre 40 e 50 anos recebe tratamento para a HBP, este
valor aumenta para trés em quatro homens com idade superior a 70 anos. Abaixo dos 30 anos,
a HBP esta praticamente ausente (LIM, 2017; CALOGERO et al., 2019).

Além disso, a idade pode ativar outros fatores de risco como hipertens&o, hiperlipidemia
e aterosclerose, todos ligados de alguma forma a etiologia dos sintomas do trato urinario
inferior, disfuncao erétil e HBP (SHIMIZU et al., 2014; SHIMIZU et al., 2020).
3.2.1.1 Idade

O estudo pioneiro de autopsia realizado por Berry et al. (1984) mostrou claramente a
idade como fator associado ao desenvolvimento da HBP. Nesse estudo foi demonstrado que
nenhum homem com menos de 30 anos tinha desenvolvido a doenca. O estudo longitudinal de
Baltimore (SHOCK, 1984) sugeriu um aumento do volume da prostata de 2,0 a 2,5% ao ano
em homens mais velhos (RUSSO; URZI; CIMINO, 2018).

Em estudos direcionados apenas a homens mais velhos, é relatado que muitos tém vida
sexual ativa. Porém, a maioria dos homens entre as idades de 50 e 75 anos relatam que apesar
de sexualmente ativos, sofrem incomodos por problemas com questdes sexuais, incluindo
disfuncdo erétil. Esse problema esta diretamente associado ao fato de que a maioria faz uso do
tratamento medicamentoso padrdo para LUTS e HBP, onde efeitos colaterais estdo totalmente
vinculados com a disfuncao erétil e outros problemas sexuais, ratificando a idade como fator de
risco (CALOGERO et al., 2019).

Um estudo retrospectivo utilizando as informagdes do banco de dados de mais de 30
planos de salde americanos, o Integrated Health Care Information Solutions, avaliou as 10
doencas mais prevalentes e diagnosticadas nos homens acima dos 50 anos de idade. Entre os 25
milhdes de individuos estudados, a condicdo mais comum foi a HBP aparecendo em quarto
lugar, ultrapassada apenas por doenga arterial coronariana associada a dislipidemia, hipertensao
arterial sistémica e o diabetes mellitus do tipo 2 (ISSA et al., 2006).

O envelhecimento e os androgenos sdo dois fatores de risco que somados a mecanismos
locais, fatores pleiotropicos e lumindcrinos, implicam no processo de remodelacdo do tecido
prostatico como explanado em uma revisdo por Untergasser et al. (2005). A remodelacdo do
tecido na zona de transicdo da prostata é caracterizada entdo por, células basais hipertréficas,
secrecOes alteradas das células luminais que levam a calcificacdo, ductos obstruidos e

inflamacdo, infiltracdo linfocitica com producgé@o de citocinas pro-inflamatdrias, aumento de
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radical de oxigénio produzindo espécies que danificam o epitélio e as células do estroma,
aumento da produgdo de fibroblastos e fator de crescimento transformador levando a
proliferacdo estromal (UNTERGASSER; MADERSBACHER; BERGER, 2005).

3.2.1.2 Inflamagéo prostatica

Falando em remodelacdo tecidual, o papel da inflamacg&o prostéatica foi evidenciado por
varios autores a uma associacdo com a génese da HBP, j4 que a préstata € um o6rgéao
imunocompetente que possui uma pequena populacdo de células inflamatorias (linfécitos T e
B, macrdfagos e mastécitos) (STEINER et al., 1994; GANDAGLIA et al., 2013) A inflamagéo
cronica na prostata adulta é diferente quando a prostata estd com HBP comparada ao tecido
saudavel. Nos pacientes que estdo com HBP os infiltrados mais comuns séo linfocitos T CD4
+, CD19 + ou Linfécitos B CD20 + e macrofagos (VERZE; CAIl; LORENZETTI, 2016).

Diante disso, os linfocitos T, macréfagos e outros linfocitos que estdo presentes na
préstata adulta podem causar danos para as células epiteliais e estromais e acabar estimulando a
liberacdo de citocinas, aumentando a concentracdo de fatores de crescimento, promovendo um
processo de remodelacdo anormal, caracterizado pelo crescimento fibromuscular. Essas lesGes
na prostata levam a mudancas estruturais que, por sua vez, levam a doencas benignas
(GANDAGLIA et al., 2013).

Esses estimulos levam a respostas inflamatdrias na prostata do homem com idade
avancada, como alterages hormonais, infeccdes bacterianas e virais, respostas autoimunes,
refluxo urinario dentro da prostata e inflamagao sistémica associada com sindrome metabdlica.
O dano ao tecido da inicio a um processo crénico de cicatrizacdo de feridas onde interleucinas e
fatores de crescimento induzem um mecanismo de autoestimulacdo caracterizado pela
constante ativacdo de células inflamatorias, sucedendo ao aumento da préstata através da
secrecdo de fatores de crescimento (GANDAGLIA et al., 2013; VERZE; CAl; LORENZETTI,
2016).)

A hipoxia local induzida por esse aumento também é outro gatilho. As espécies reativas
de oxigénio séo liberadas e possibilitam a neovascularizacdo seguidamente liberando fatores de
crescimento, promovendo um ciclo vicioso que leva ao aumento da prostata (VERZE; CAl,
LORENZETTI, 2016).

3.2.1.3 Vias androgenas
Como dito anteriormente a préstata € estimulada em seu crescimento, manutencéo e

funcgéo secretora pela presenca continua de hormonios e fatores de crescimento. A testosterona
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é 0 primeiro desses horménios e seus niveis permanecem constantes entre os 25 e 60 anos,
depois comecam a diminuir gradualmente (MADERSBACHER; SAMPSON; CULIG, 2019).

Na puberdade masculina, 0s niveis de testosterona sérica sdo muito maiores pois nessa
fase a prostata estd em constante desenvolvimento/aumento, mas ao chegarem aos 18-20 anos,
quando a proéstata atinge o seu tamanho normal, o crescimento da prdstata é interrompido
mesmo com 0s niveis de horménios circulantes ali presentes. Para manter esses niveis estaveis
existe um equilibrio de proliferacdo/morte celular, controlada pela sinalizacdo de AR no
estroma e no epitélio (APOLLONI et al., 2016).

Em consequéncia disso, o epitélio benigno e o estroma adjacente expressam AR de
forma abundante. A acdo de AR no tecido da préstata € reforcada por co-ativadores que podem
interagir com a porcdo terminal N, ligacdo ao DNA e/ou dominios de ligacdo do receptor
(MADERSBACHER; SAMPSON; CULIG, 2019).

As células epiteliais luminais na HBP permanecem diferenciadas e com proliferacdo
adormecida, sugerindo que a sinalizacdo de AR no epitélio da préstata dispde de sua fungdo
normal. Por sua vez, a inflamacdo e a reprogramacao fetal interrompem a sinalizacdo estroma-
epitélio paracrina normal. Logo, mudancas no microambiente da préstata acabam permitindo
que suas células epiteliais passem de um estado inerte de proliferagdo/morte para um estagio de
crescimento anormal levando a uma super proliferagéo celular (ISAACS, 2008; VICKMAN et
al., 2020).

3.2.1.4 Atividade fisica, obesidade e alteracGes na homeostase da glicose

Uma meta-andlise de 11 estudos (43.083 pacientes) indica que atividade fisica moderada
a vigorosa reduziu o risco de HBP em 25% em relacdo a um estilo de vida sedentario
(PARSONS; BERGSTROM; BARRETT-CONNOR, 2008). O exercicio fisico em certo nivel
pode diminuir a inflamac&o clinica de baixo grau e foi reconhecido como um fator central que
influencia na fungdo erétil (ESPOSITO, 2004; CALOGERO et al., 2019). Além de que a
frequéncia de atividade fisica tem sido fortemente relacionada também a redugéo dos riscos de
cirurgia da HBP e LUTS (PARSONS, 2007).

Estudos sugerem que as espécies reativas de oxigénio geradas pelo exercicio fisico sdo
um fator mediador na prevencdo do cancer de prostata. Como o envelhecimento esta
correlacionado com o aumento do estresse oxidativo, que por sua vez fornece um ambiente
favoravel para a tumorigénese, treinamento fisico e corrida podem aumentar o sistema de
defesa antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo e consequentemente o desenvolvimento do
cancer de prostata e alteracdes prostaticas (REBILLARD et al., 2013; CAPECE et al., 2020).
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Logo, a falta desse héabito no estilo de vida esta ligada ao aumento da adiposidade, e esta,
positivamente associada com maior volume da prostata. O peso corporal, o indice de massa
corporal e circunferéncia da cintura foram todos associados em diferentes populacdes de
estudo. Dados do estudo longitudinal de envelhecimento de Baltimore (SHOCK, 1984) também
mostraram o aumento do risco de retencdo urinéria aguda, progressdo dos sintomas urinarios e
de cirurgia para HBP em participantes obesos (JAVARONI; NEVES, 2012).

Outra probabilidade de aumento na prostata e desenvolvimento de HBP séo alteracdes na
homeostase da glicose. Concentracfes séricas mais altas semelhantes a insulina e fator de
crescimento semelhante a insulina foram associados a um risco aumentado de HBP clinica e
cirurgia para HBP. Estudos mostraram aumento do tamanho da prostata, aumento de casos de
cirurgia de HBP e também HBP clinica em pacientes afetados por diabetes (ITO et al., 2012).
A energia gasta no exercicio procede diretamente da glicose que se encontra armazenada na
forma de glicogénio no musculo e no figado. Logo, o exercicio fisico combinado a dieta e
dosagens de insulina sdo a recomendacéo para reducdo e controle da glicose (COSTA et al.,
2020).

3.2.1.5 Doenga cardiovascular

A doenca cardiovascular (CV), incluindo doenga arterial coronariana e acidente vascular
cerebral, é responsavel por 25% - 55% das mortes em todo o mundo (THOMPSON et al.,
2005; CALOGERO et al., 2019). A hipertensdo € um fator de risco bem estabelecido para CV e
HBP, visto que, a prevaléncia de hipertensdo aumenta com a idade. Embora HBP e hipertenséo
sejam doencas diferentes e com gravidades distintas, o envelhecimento relacionado ao seu
desencadeamento pode desempenhar um papel em sua fisiopatologia. Estudos nos Estados
Unidos (Terceira Pesquisa Nacional de Exame de Saude e Nutricdo) e no Reino Unido
levantaram que cerca de 50% - 65% das pessoas acima de 60 anos eram hipertensos e 25% dos
homens com 60 anos ou mais tinham HBP com hipertensdo comorbida (BOYLE;
NAPALKOV, 1995).

Outro estudo retrospectivo avaliou a gravidade dos sintomas de HBP e presséo arterial
em mais de 9.800 pacientes com HBP. Os autores observaram um aumento de 0,13 e 1,60
pontos no IPSS (Escore internacional de sintomas prostaticos) a cada ano de idade e incidéncia
medida de hipertensdo, respectivamente. O risco de hipertensdo também aumentou 5,0% com
cada ano de idade e cada ponto IPSS. Os resultados deste estudo s&o consistentes para uma

possivel correlacdo fisiopatologica entre HBP e hipertensdo, que pode estar relacionado ao
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aumento da atividade simpatica no homem idoso (MICHEL et al., 2004; RUSSO; URZI;
CIMINO, 2018).

3.2.2 Sintomas, tratamento da HBP e efeitos colaterais

Com o avanco dos estudos sobre o HBP, a doenca passou a ser caracterizada como
uma sindrome composta por trés situacdes, que sdo: a hiperplasia propriamente dita, a
obstrucdo infravesical e as sintomatologias do trato urinario inferior, sendo que cada um destes
pode provocar sintomas que se manifestam de forma independente ou integrada, como citados
na tabela 1 (SLAWIN, 2003; BRESSAN, 2016).

Tabela 1. Sintomas da HBP.

Sintomas Descrigdo

Sintomas de Armazenamento Aumento da frequéncia urinaria (polacitria) —
necessidade subita e inadiavel de urinar;
Noctiria — elevado numero de micgBes durante a
noite;
Urgéncia/incontinéncia urindria — causando grande
desconforto e situacfes desagradaveis;

Enurese noturna.

Sintomas de Esvaziamento Jato fraco, bifido ou intermitente — diminuicdo da
forca e do calibre do jato urinario;
Hesitacdo — o homem ndo consegue urinar mesmo
com a bexiga muito cheia;
Esfor¢co miccional — provoca uma menor capacidade
de contracdo para expulsar a urina;
Gotejamento terminal

Sintomas P6s-miccionais Tenesmo vesical — quando ha sempre a sensacao de
esvaziamento incompleto por falta da contracdo das
paredes da bexiga, ainda que o homem se esforce, ndo
consegue esvaziar.

Gotejamento pos-miccional — residuos de urina que
saem posteriormente ja que nao foi possivel esvaziar a

bexiga por completo.

Fonte: SILVA GONCALVES (2019).

Para tentar medir a gravidade dos sintomas do trato urinario inferior em homens com
HBP, foi adotado pela Organizacdo Mundial da Satde o questionario conhecido como IPSS

para avaliar e quantificar os sintomas clinicos decorrentes da HBP.
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Ainda que sejam identificados os sintomas e eles apare¢cam conjuntamente, existem
tratamentos especificos para cada tipo de manifestagdo. Os assintomaticos ou com ligeiros
sintomas da HBP, ndo tem perda significativa da qualidade de vida. Com o devido
acompanhamento somado a medidas ndo farmacoldgicas podem até ndo necessitar de
tratamento. Porém, a maioria dos individuos com HBP necessitam de terapéutica
farmacoldgica, quando existe sintomatologia moderada ou grave e estas repercutem
significativamente na qualidade de vida. Para cada situacao clinica é selecionado o tratamento
mais adequado, sempre levando em consideracdo a melhoria da qualidade de vida e os efeitos
secundarios do tratamento. Esse € um ponto importante uma vez que 0s tratamentos
farmacoldgicos duram muitos anos.

A farmacoterapia da HBP faz uso de duas familias de fArmacos: os al-blogueantes,
prescritos nos doentes com sintomas moderados ou graves, e os inibidores da 5a-redutase,
prescritos para os doentes com sintomas também moderados a graves, contudo associados a
prostata aumentada de volume. Os al-bloqueantes pertencem ao grupo dos anticolinérgicos e
devem ser prescritos quando existem queixas de inflamagdes do trato urinario inferior com
predominio de sintomas de armazenamento (PEREZ, 2021).

Entretanto, os inibidores da 5-fosfodiesterase (IPDE-5) que sdo base da terapia para
disfuncéo erétil, do mesmo modo desempenham um papel no tratamento HBP e LUTS. IPDE-5
agem aumentando os niveis de GMPc, inibindo as a¢Ges da PDE5 resultando no relaxamento
do musculo liso, que é mediado pela liberacdo de 6xido nitrico. Medicamentos para bexiga,
como o antimuscarinico Tolterodina (Detrol), também podem ser adicionados para homens que
estdo com sintomas de armazenamento irritativo persistente, mesmo apds ja terem feito a
terapia de primeira linha para HBP. Essas terapias de combinacdo podem ser usadas para
fornecer alivio de sintomas (VAN-ASSELDONK; BARKIN; ELTERMAN, 2015).

O antagonista ADR-al nomeado naftopidil, ¢ estudado no Japdo e na China para o
tratamento de hipertensao arterial, de HBP e de disuria. O naftopidil € um antagonista seletivo
dos ADR-al. Também é um antagonista dos canais de calcio e um agonista serotoninergico,
provocando entdo um relaxamento do muasculo liso na préstata, na uretra proximal e no trigono
vesical. Estudos sugerem que o tratamento com esse medicamento em pacientes com HBP e
com hipertensdo permite o controle ideal da pressao arterial dentro da faixa normal (SILVA,
2009; CHUNG; YOON; LEE, 2017).

Os al-blogueantes atuam mediante o antagonismo dos receptores ADR-al, o que se
traduz no relaxamento do trato de saida vesical e no aumento do fluxo urinario. Dessa forma, os

farmacos al-blogueantes atuam de forma dindmica no ciclo miccional (RIBEIRO,
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CARVALHO; SANTOS, 2006; TEIXEIRA; SANCHES; FALCAO, 2017). O efeito clinico do
seu uso é percebido desde os primeiros dias de tratamento e se mantém durante a terapéutica,
ndo sendo influenciado pelo tamanho da prostata ou pelo valor do PSA (antigeno prostatico
especifico) (DAVIDIAN, 2016).

Atualmente, os fa&rmacos mais utilizados como bloqueadores seletivos dos ADR-al sdo
nomeados como tansulosina, alfusozina, doxasozina e a silodosina, sendo este Ultimo o mais
potente. A sua prescricdo € recomendada a pacientes que necessitam de um rapido alivio dos
sintomas, incluindo aqueles com prostatas ainda com pequenas dimensdes (KAWABE et al.,
2006; DAVIDIAN, 2016; HOSSEINABADI, 2020).

O androgénio importante que atua no nivel intraprostatico é a DHT. Existem duas
isoformas principais que sdo distribuidas desigualmente ao organismo e com localizacGes
diferentes: o tipo | esta presente no figado, pele, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e em
pequenas quantidades na préstata, e o tipo Il, responsavel pela masculinizacdo do feto,
encontra-se na pele genital, foliculos pilosos do couro cabeludo, barba, e majoritariamente, na
prostata (RIBEIRO; CARVALHO; SANTOS, 2006; BANERJEE et al., 2018).

A finasterida e dutasterida, ao inibirem este hormoénio promovem uma diminuicdo dos
niveis de DHT a nivel prostatico, bloqueando o principal estimulo tréfico desta glandula.
Assim, por volta de seis meses de utilizacdo pode ser observada uma diminuicdo progressiva do
volume prostatico. Essa diminuicdo pode atingir de 20-30% acompanhada de uma diminuicao
de cerca de 50% do nivel sérico de PSA ap0s este mesmo periodo. A finasterida inibe
efetivamente a isoforma do tipo Il, enquanto a dutasterida inibe ambas, | e Il (LOWE et al.,
2003; CLARK et al., 2004). Esse bloqueio reduz de 70 a 90% os niveis intraprostaticos da
DHT, com reducdo do tamanho da préstata de 24%. O que leva a uma melhora dos sintomas,
diminuindo o risco de cirurgia e a progressdao clinica da doenca (NICKEL et al., 2011;
NICKEL et al., 2017).

Outros farmacos sao utilizados em casos particulares de HBP para atrasar a cirurgia em
sintomaticos moderados ou graves, sempre conciliando com medicacfes ja usadas para outras
patologias. Nesses casos € necessario observar a condicéo clinica dos pacientes, da eficacia e
dos efeitos secundarios da terapéutica, pois o tratamento com farmacos inibidores da So-
redutase ou com al-bloqueantes podem interferir na sexualidade do paciente e podem originar
disfuncdo eretil e outros efeitos colaterais a longo prazo. Alguns farmacos anticolinérgicos
utilizados para reducdo dos sintomas de armazenamento da bexiga como o cloreto de trospio, a
solifenacina, a oxibutinina, a tolterodina, a darifencacina e propiverina, antagonizam o0s

receptores muscarinicos, reduzindo as contracdes da bexiga (LIAO; KUO; KUO, 2013).
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Todavia esses medicamentos acabam sendo contraindicados em doentes com barragem
infravesical por HBP devido a possibilidade de esvaziamento vesical incompleto ou retencéo
urinaria. Quando héa sincronia de sintomas de HBP e dificuldade de erecdo é proposto o
tratamento com IPDE-5, habitualmente utilizado no tratamento da disfuncdo erétil, ja
mencionado (VIGNOZZI et al., 2013; NUNZIO et al., 2020). Diante deste cenario, diversas
plantas medicinais tém sido avaliadas para o tratamento da HBP.

3.2.3 Plantas medicinais como tratamento alternativo da HBP

A Serenoa repens tem sido estudada ha anos principalmente por sua baixa incidéncia de
efeitos secundarios e, apesar da escassez de estudos que comprovem a sua eficacia clinica ela
continua como uma boa opc¢éo terapéutica (RIBEIRO; CARVALHO; SANTOS, 2006; NG;
NG, 2017; VELA-NAVARRETE et al., 2018). A composicdo quimica dessa planta apresenta
fitoesterdis, acidos graxos, terpenoides e fitoestrogénios (SQUADRITO; MORGIA, 2011,
STAMATIOU et al., 2019). O extrato dessa planta pode atuar inibindo as enzimas 5a-redutase,
aromatase, fatores de crescimento, através de efeito anti-androgénico, anti-inflamatério ou anti-
edematoso (VELA-NAVARRETE, 2003; RIBEIRO; CARVALHO; SANTOS, 2006; NG; NG,
2017).

Outra espécie chamada Pygeum africanum, inclui na sua composicdo fitoesterois,
acidos graxos, &cidos triterpenoides pentaciclicos, alcoois, ésteres de &cido ferdlico,
acetogeninas lineares, N-butilbenzensolfonamida e o 4&cido atrérico. Os dois Ultimos
constituintes mencionados sao bem importantes na modulacdo da atividade anti-androgénica e
na inativacdo do AR, respectivamente (ALVES, 2020; SALINAS-CASADO et al., 2020). O
seu mecanismo de acdo ainda ndo estd bem estabelecido, porém seus efeitos parecem
semelhantes aos efeitos da Serenoa repens.

O efeito anti-inflamatoério da Pygeum africanum esta relacionado também a inibicédo da
enzima Sa-redutase e nos niveis de prolactina, podendo impedir o acimulo dos niveis de
colesterol (PAGANO et al., 2014; VELEZ-VINTIMILA, 2019). Estudos apontam que a
utilizacdo do extrato da casca seca preliminarmente reduz a incidéncia do cancro da préstata em
pessoas que possuem alto risco de desenvolver a doenga (ALLKANJARI; VITALONE, 2015).

Dentre espécies que apresentam propriedades terapéuticas para HBP, a Urtica dioica
também conhecida por urtiga, € uma planta herbacea que pertence a familia Urticaceae. Possui
fins medicinais diversos, podendo ser usada como diurético, tratamento de distarbios urinarios,
dores articulares e até queda de cabelo (ALLKANJARI; VITALONE 2015; ALVES, 2020). O
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extrato da raiz de urtiga inibe a agdo da globulina de ligagdo a hormonios sexuais, inibe ainda a
atividade do fator de necrose tumoral, da enzima Sa-redutase e da aromatase (ALVES, 2020).

Outro fitoterapico de aplicacdo promissora em distdrbios relacionados a prostata e a
bexiga é a Cucurbita pepo, popularmente conhecida como abdbora, membro da familia
Cucurbitaceae, que contém em sua composicao quimica fitoesterois, acidos gordos, tocoferdis
(vitamina E), proteinas, aminoacidos ndo essenciais (cucurbitina), hidratos de carbono e zinco
(PAGANO et al., 2014; ALLKANJARI; VITALONE, 2015). Pela sua semelhanca estrutural
apresentada com a DHT, os fitoesterois parecem ser responsaveis por justificar o efeito
terapéutico das sementes de abdbora no tratamento da HBP, pois bloqueiam competitivamente
a ligacdo da DHT aos receptores androgénicos. Propriedades diuréticas associadas as sementes
também sdo descritas, provendo alivio e melhoria da funcdo da bexiga bem como da uretra
(DVORKIN; SONG, 2002; ALVES, 2020).

Demais estudos, apontam que o extrato refinado feito de pélen de Brassica campestri L.
enriquecido com fitosterol tambem demonstraram efeitos curativos em ratos com HBP (WANG
et al., 2015). Os principais constituintes fitoquimicos do pdlen de B. campestris sdo acidos
graxos, flavonoides, compostos contendo fitoesterdis como, por exemplo, sitosterol,
estigmasterol e campesterol (YANG; YANG, 1994).

Dentre 0s metabdlitos citados acima nas espécies em questdo, os fitoesterdis sao
comumente considerados como 0s contribuintes mais importantes para sua atividade
farmacéutica em relacdo a HBP (DI SILVERIO et al., 1998, DREIKORN, 2002). Além das
doencas da proéstata, os fitoesterdis demonstraram exercer efeitos positivos ndo apenas sobre
diferentes tipos de cancer (AWAD; FINK et al., 2000), mas também em niveis de gordura no
sangue e colesterol (SILVA et al., 2018).

Diante do exposto, os produtos naturais sdo destacados como principais fontes de novos
recursos terapéuticos, devido suas diferentes composi¢bes quimicas principalmente do
metabolismo secundario das plantas (PINHEIRO, 2020). Assim, na busca de novos tratamentos
para HBP os produtos naturais sédo fontes promissoras, que além de possuirem a eficacia na
prevencdo da doenca, também sdo acessiveis ao publico, estando muitos deles inseridos na
alimentacdo comum e diaria. Do mesmo modo que as pesquisas com esses vegetais tém sido
prosperas no tratamento de doencas do trato urinario, bexiga e prostata, a A. oleracea que

também possui composi¢des quimicas semelhantes, pode ser igualmente favoravel.
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3.2.4 Acmella oleracea (L) R. K. JANSEN

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (Familia Asteraceae) (bas. Spilanthes oleracea; syn.
Spilanthes acmella var. oleracea), ¢ uma planta de porte herbaceo, medindo entre 30 a 60 cm
de altura, com folhas compostas, opostas, membranaceas e pecioladas, inflorescéncias
compostas de flores amarelas, caule cilindrico e carnoso, sendo a raiz principal do tipo
pivotante, com abundantes ramificacbes laterais (Figura 4) (NOMURA et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2019).

(al)

(b1)

Figura 4. Flores e folhas de Acmella oleracea. Suas flores (al) sdo amarelas e arredondadas, folhas (a2) com
caracteristicas ovais e dentadas, e seu caule (a3) de cor verde. Fonte: adaptada de Peretti Junior (2020).

E encontrada na Amazonia e também em regides proximas a linha do Equador na Africa
e na Asia, que se multiplica por sementes ou por hastes enraizadas (FAVORETO; GILBERT,
2010; UTHPALA; TGG; NAVARATNE, 2021). Conhecida popularmente como jambu e
outros nomes como, agrido-do-para, abecedaria, agrido-bravo, agrido-do-brasil, agrido-do-
norte, botdo-de-ouro, erva-maluca, jambuacu e nhambu (FAVORETO; GILBERT, 2010). Suas
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folhas e talos sdo comumente usadas como hortalica entre os amazoOnidas, por serem
indispensaveis na preparacdo de pratos tipicos da regido, como pato no tucupi e tacaca (iguarias
originalmente indigenas). Sua propriedade como condimento esta relacionada ao formigamento
que suas folhas e flores causam ao serem mastigadas. Além do seu uso na culinaria, o jambu
tem sido bem documentado na medicina popular no tratamento de dor de dente, afec¢des da
garganta e bucais, no tratamento de mancha de pele e outras aplicagbes (CARDOSO 1997;
NOMURA et al., 2013).

Ao serem feitas as extracOes de partes da planta geralmente sdo utilizados solventes
como metanol, etanol, hexano ou CO2, com intuito de obter o maior rendimento extrativo dos
metabdlitos bioativos. Estudos ratificam a influéncia dos diferentes métodos de extracdo e/ou
solventes para cada parte especifica da planta (folhas, flores e caules) (DIAS et al., 2012;
RONDANELLI et al., 2020). Uma abordagem analitica mais profunda permite encontrar um
maior nimero de compostos em relacdo a outras analises: A cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) acoplada a analisadores de massa hibridos, como quadrupolo-tempo de
voo (QTOF) via ionizacdo por eletrospray (ESI). Essa analise pode detectar uma vasta gama de
compostos quimicos presentes nas plantas e fornecer sua massa exata, formula molecular e
padrdo de fragmentacdo (ABU-REIDAH et al., 2013). E uma analise importante pois permite
entender quais compostos estdo protagonizando os resultados. Essa técnica permite a
separacgdo, analise e identificacdo de compostos em misturas complexas com alta precisdo e
exatiddo, sendo amplamente empregada na analise de extratos brutos.

A vista disso, muitas investigacdes fitoquimicas dos extratos da A. oleracea s&o
relatadas em varios trabalhos e seus constituintes sdo de diferentes grupos. As folhas e flores de
A. oleracea podem conter aminoacidos, terpenoides, alcaloides, sendo particularmente ricos em
alquilamidas (RONDANELLI et al., 2020). A maioria desses compostos sdo as alquilamidas
lipofilicas ou alcamidas, tendo diferentes hidrocarbonetos insaturados (alcenos e alcinos), tal
como o espilantol, que é o principal composto isolado de muitas partes dessa planta,
especialmente das flores (DIAS et al., 2012; RONDANELLI et al., 2020).

O espilantol, uma N-alquilamida ((2E, 6Z, 8E) -N-isobutil-2,6,8-decatrienamide), € um
composto  bioativo também encontrado em muitas outras espécies vegetais
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2013). Esse composto é importante pois exerce diferentes
atividades biologicas. A atividade anti-inflamatoria in vivo do espilantol tem sido amplamente
comprovada e estudos mostram que ela ndo possui efeitos adversos (NOMURA et al., 2013;
SUNDAR et al., 2015; ALONSO et al., 2018).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/pca.2664?casa_token=jB4IxwDTaO8AAAAA%3AOZ8attyP7eAhsHOX2jQqAxp0p5SamDRbzWyGCEEGcyRRV1o_137asBeqiNGiijldLoe1w957B1d5I3ON#pca2664-bib-0001
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Gupta et al. (2012) relataram que a atividade anti-inflamatdria dos espilantes tem sido
recomendada na medicina tradicional para o tratamento de reumatismo e febre, agindo também
no alivio de dores articulares cronicas (NOMURA et al., 2013).

O efeito anti-inflamatdério também se demonstrou promissor no pré-tratamento local
com alquilamidas, apoiando o potencial dessas moléculas para tratar condigdes de dor
inflamatoria aguda (DALLAZEN et al., 2020). Ademais, o extrato de Spilanthes acmella (A.
oleracea) agiu como agente anti-inflamatorio quando inibiu o edema na pata de ratos wistar
albinos induzida por carragenina e protegeu da inducdo de contorcimento pelo acido acético
(CHAKRABORTY et al.,, 2004). Outro estudo mostrou aprimoramento de adeséo de
neutrdéfilos, titulo de anticorpos hemaglutinantes e retardo na resposta de hipersensibilidade em
ratos wistar machos (RAJESH et al., 2011; SHARMA; ARUMUGAM, 2021).

Em outro estudo, o espilantol reduziu a sintese de éxido nitrico, interleucina-8 (IL-8),
fator de necrose tumoral (TNF- a), RNAm e expressdo de enzimas COX. Também causou
aumento na liberacdo de interleucinas (IL-1 g, IL-6) e TNF-a (MATTHIAS et al., 2007; WU et
al., 2008; FREITAS-BLANCO et al., 2018).

Além disso o espilantol também é um forte anestésico local e vaso-relaxante (ROMAO
et al., 2015). Possui atividade anti-nociceptiva (RIOS; AGUILAR-GUADARRAMA,;
GUTIERREZ, 2007) e é rico em compostos fendlicos bioativos, como a cumarina
(escopoletina) e triterpenoides, podendo ser atribuido a atividade antioxidante (PINHEIRO et
al., 2015).

Varios estudos confirmam o potencial antioxidante da A. oleracea sobre a reducdo do
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), diretamente proporcional a concentracdo do extrato.
Testes de eliminacdo do 6xido nitrico mostraram um aumento dependente da concentracdo de
sua atividade antioxidante (LALTHANPUII et al.,, 2017). Em condi¢cGes semelhantes,
observou-se que o extrato metandélico de A. oleracea eliminou radicais reativos de peroxido de
hidrogénio também de forma dose-dependente (LALTHANPUII et al, 2018).

Esta potente atividade antioxidante da A. oleracea pode ser também atribuida & presenca
de taninos, flavonoides e outros compostos fendlicos (WONGSAWATKUL et al., 2008;
HASANUZZAMAN et al., 2012; PINHEIRO et al., 2015).

Um estudo investigou a atividade antioxidante e antiproliferativa de plantas dos géneros
Acmella: Acmella alba, Acmella oleracea e Acmella calirrhiza, das quais foram separadas em
folhas, raizes, caules e flores, liofilizadas e moidas em pé fino. Esse po das plantas foi extraido
usando HCI a 1% em metanol aquoso a 90% durante 2h. A capacidade antioxidante dos

extratos foi entdo analisada usando os ensaios DPPH e 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
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acido-sulfénico) (ABTS). A eliminacdo de radicais de cada extrato foi comparada com um
padrdo de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox). Ambos 0s ensaios
revelaram que as raizes das trés plantas continham menor capacidade antioxidante em
comparacdo com folhas e flores (WEINTRAUB et al., 2020).

Segundo Nomura (2013), existem outras aplicagdes da planta ndo apoiadas em
evidéncias clinicas que fazem o uso da planta em forma de ch4, onde folhas e flores sdo usadas
para anemia e dispepsia. A decoccdo das folhas também é utilizada como diurético, tratamento
de calculos biliares e renais, afeccdes da pele e pulmonar (FAVORETO; GILBERT, 2010;
NASCIMENTO et al., 2019).

Estudos recentes também mostraram que a A. oleracea tem propriedades afrodisiacas
presente nos talos, flores e folhas da planta (RODRIGUES et al., 2020; COSTA TRINDADE et
al., 2020). Em regides do norte do Brasil, essa espécie é comercializada em feiras como um
afrodisiaco feminino, no qual é visto como um estimulante sexual. Um estudo avaliou 0s
efeitos da administracdo oral de extrato etandlico de flores de A. oleracea (EHAO0) em ratos
wistar durante o periodo de pré-acasalamento, acasalamento e pré-implantacdo. A pesquisa
concluiu que o tratamento com EHAo0, uma das formas popularmente utilizadas, € seguro nas
concentragdes e no tempo de tratamento estudado, pois foi capaz de influenciar o ciclo estral
sem alterar a foliculogénese e a fertilidade (ROCHA et al., 2018).

O potencial afrodisiaco do extrato etandlico A. oleracea in vitro e in vivo também
mostrou que N-alquilamidas melhoraram o potencial sexual de ratos. O efeito do extrato no
padrdo geral de acasalamento, erecdo peniana e niveis séricos de horménios de ratos albinos
Wistar machos normais, quando comparados com citrato de sildenafil, se mostraram um bom
agente estimulador sexual (SHARMA et al., 2011).

Diante do potencial antioxidante, anti-inflamatério, antiproliferativo, afrodisiaco e
modulador do sistema reprodutor, sugere-se que a administracdo do EEFA0 pode atuar na

prevencao de hiperplasia benigna da prostata em roedores.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 COLETAE IDENTIFICACAO BOTANICA DO MATERIAL VEGETAL

As flores de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen foram coletadas no periodo da manha
entre 0s meses de junho e agosto de 2019 no distrito da Fazendinha- AP, sob as seguintes
coordenadas Lat.: 00° 02° 12” S Long.: 51° 06° 39” W a 15 km de Macapa no estado do Amapa
(Figura 5).

Figura 5. Area de coleta do material vegetal realizado no Distrito da Fazendinha, Macapa-AP: vista frontal (a) e
imagem por satélite (b). Fonte: Peretti Junior (2020) (a); adaptado de Google Earth (acesso em 19. abril. 2020) (b).

A exsicata obtida na coleta foi identificada e depositada no Herbario Amapaense -
HAMAB/Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapa- IEPA. Trés
mudas da espécie foram entregues ao herbario, as quais foram identificadas como Acmella
oleracea (L.) R. K. Jansen sob o registro 05.V11.2019, P. PERETTI, 01 e 02 (Anexo A). A
espécie também foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero A0A8024 (Anexo B).

4.2 PREPARO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO DAS FLORES DE Acmella oleracea

(EEFA0)

Apbs coleta, as flores foram lavadas e secas em estufa microprocessada (Quimis —
Q317) a 50°C durante trés dias. Ap6s desidratadas foram pesadas e armazenadas em um frasco

de vidro ambar hermeticamente fechado (Figura 6).
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Figura 6. Etapas de preparo do material vegetal. Flores frescas de A. oleracea que ap6s a coleta foram lavadas (a).
As flores foram inseridas em uma estufa microprocessada a 50°C onde permaneceram por 3 dias para a completa
secagem do material vegetal (b). Secas, as partes das plantas foram separadas e armazenadas em frascos de vidro
hermeticamente fechados (c). Fonte: Autor.

Estas etapas foram realizadas nos Laboratorios de Biotecnologia de Produtos Naturais
(LBPN) e Absorcdo Atdmica e Bioprospeccdao (LAAB) da Universidade Federal do Amapa
(UNIFAP). Apds limpas e secas as flores de A. oleracea foram trituradas em moinho de faca
modelo (Quimis — Q298A). Em que 445g das flores moidas foram transferidas para um
recipiente de vidro hermeticamente fechado contendo 3 litros de alcool a 92, 8°. O extrato bruto
hidroalcoolico foi obtido por maceracdo durante 72 horas, este processo foi repetido até a
completa exaustdo extrativa, determinada pela limpidez do solvente. O macerado foi filtrado
em papel de filtro e rotaevaporado a 55°C até a total eliminacdo do solvente (Figura 7). Por
altimo, o extrato final foi colocado em um dessecador contendo silica até a remo¢do completa
dos residuos de solvente, sendo entdo determinado o seu peso e rendimento. O rendimento
extrativo de 1.82 % foi obtido através da razdo entre o peso do extrato bruto obtido de 8,12 g e

do peso da droga vegetal seca 445,09 antes do processo de extra¢do (Equacao 1).

Peso do extrato bruto (mg) x 100 (%)

Peso da droga vegetal seca (mg)

Equacdo 1: Equacdo para obtengdo do rendimento extrativo. No célculo sdo utilizados os valores de peso do
extrato bruto (mg) e peso da droga vegetal seca (mg).

Rendimento extrativo (%) =

@ (b
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Figura 7. Etapas de obtencdo do extrato etandlico das flores de A. oleracea. Processo de maceracdo das flores de
A. oleracea realizado com alcool 92,8% durante 3 dias (a). O macerado foi filtrado com discos de papel (b).
Rotaevaporagdo a 50°C até evaporagdo maxima do solvente (c). Extrato etandlico apds a rotaevaporagdo e
dessecacdo com silica (d). Fonte: Autor.

43 ANALISE DOA EXTRATO POR CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE
ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSAS (UHPLC-
ESI-QTOF-MS).

O extrato foi enviado para anélise na Unidade de Protedbmica e Espectrometria de Massa
da Rede de Infraestrutura de Apoio a Investigacdo e ao Desenvolvimento de Tecnologias da
Universidade de Santiago de Compostela, Espanha. Foram realizadas analises por
Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada ao Espectrdmetro de Massas
(UHPLC-ESI-QTOF-MS). Um sistema HPLC (Elute® da Bruker) acoplado a um ionizador por
electrospray e um detector do tipo time off flight (timsTOF® da Bruker). A coluna utilizada foi
uma C18 (100 x 2.1mm, com o tamanho de particulas de 2,6 um e 100 A de comprimento de
poro e um filtro in-line de 0.5um x 0,004 de porosidade) de fase reversa da Kinetex®
(Phenomenex®). Uma eluigdo por gradiente foi realizada com a fase mdvel variando de 95% A
e 5% B (Tabela 4) até as concentra¢des inversas, onde A: agua contendo 0.1% (v/v) de acido
férmico e B: acetonitrila contendo 0.1% (v/v) de acido férmico. Previamente a andlise 0s
extratos foram redissolvidos em etanol a 95% na proporcdo 1:140. A analise foi realizada em

uma razao de fluxo 0,3 ml/min, volume de injecéo de 2pl, durante 16 minutos.

Tabela 2. Tempo de elui¢io do gradiente no UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS. *A: Agua contendo 0.1% (v/v) de &cido
férmico; **B: Acetonitrila contendo 0.1% (v/v) de &cido férmico.

Tempo (min) Y%A* %B**
0.0 95.0 5.0
0.40 95.0 5.0
0.50 65.0 35.0
7.00 0.0 100.0
12.00 0.0 100.0
12.10 95.0 5.0
15.00 95.0 5.0

Fonte: Autor
A deteccgdo espectrométrica de massas foi realizada com ions em modo positivo na faixa
de varredura de 50-1000 m/z. A temperatura capilar foi de 200°C, a pressdo da bainha de gas

foi de 2.5 Bar e a tensdo das lentes capilar e tubular foram de 4500 V. A quantificacdo foi
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baseada no conteudo sélido dissolvido em cada extrato e na respectiva area de cada um dos
compostos.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE BIOMETRICA

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Goias
(UFG - Campus Samambaia) e mantidos em condic¢des controladas de luminosidade (12 horas
claro/12 horas escuro) e temperatura a 23°C, sendo fornecidos diariamente agua e ragao “ad
libitum”. Os animais foram alojados em caixas de polietileno em grupos de cinco. O manejo e
0s experimentos com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Goids (CEUA-UFG 065 /19) (Anexo C). Foram utilizados 40 ratos
machos (Rattus norvegicus), sendo 20 da linhagem Wistar e 20 da linhagem SHR (10 animais
de cada linhagem para o grupo controle e 10 animais para administracdo de EEFA0) (Figura 8).
Para garantir a pré-instalacdo de HBP nos animais SHR, o experimento se iniciou quando todos
0s animais tinham 9 semanas de idade (YONO et al., 2007). Durante os 60 dias de tratamento,
0s animais passaram frequentemente por analise de pletismografia e foram pesados
semanalmente para que as doses do EEFA0 correspondessem ao peso. O grupo controle
ingeriu, via gavagem, doses diarias de 100 pL de solucdo salina; os grupos administrados com
EEFAo foram tratados via gavagem, com doses diarias de 100 mg/kg/100 pL de solucéo salina
a 0,9%. Apos periodo de tratamento, os animais foram pesados, anestesiados e eutanasiados por
decapitacdo. Foram coletados prostata ventral, gbnadas, rim e figado, imediatamente pesados e

devidamente preparados para as seguintes analises.
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Delineamento e grupos experimentais
40 ratos machos (Rattus norvegicus)

A B
4 o 4
Go™a,.~ Asa,
20 ratos Wistar 20 ratos SHR
CONTROLE EEFAO C CONTROLE EEFAO
10 animais 10 animais 10 animais 10 animais
,_:,‘ estereologia . imuno ., .analise anadlise
9 semanas Eutanasia e morfometria histoquimica bioquimica estatistica
D ® [ 8] @ [ ] @ @
analise biométrica;
%J hpre ?ro
60 dias; istolégico
Pesagens

semanais;
Pletismografia

Figura 8. Delineamento e grupos experimentais. 20 animais da linhagem Wistar (10 controle; 10 EEFA0) (A); 20
animais da linhagem SHR (10 controle, 10 EEFAO0) (B). Rato ingerindo EEFA0 via gavagem (C); Linha do tempo
mostrando a ordem em que as analises ocorreram (D). Fonte: Autor.

45 PLETISMOGRAFIA - AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Durante o tratamento, os ratos foram submetidos ao acompanhamento da pressdo
arterial através da pletismografia de cauda, ocorrendo duas vezes por semana durante os 60
dias. Para a realizacdo desse procedimento, os ratos foram colocados em um aquecedor a luz
vermelha, logo depois foi introduzido o cuff (um manguito de conexdo com a pera de
insuflacdo ligada também a um transdutor de pressdo e uma torre e mercurio). Perto do
manguito, foi acoplado um sensor de pulso em contado com a cauda, em posi¢do anatémica
determinante a artéria caudal, onde foi realizado a captacdo dos sinais produzidos pela pressao
arterial pulsatil. Esse sistema utilizado é conectado a transdutores ligados a amplificadores de
sinais BP-100 (AD Instruments) conectado ao PowerLab/400 (AD Instruments). Os sinais
graficos foram registrados pelo software LabChart7. Para se obter os registros da

pletismografia, foram realizadas trés aferi¢des por animal e posteriormente, fazendo a média.
4.6 PREPARO HISTOLOGICO PARA ANALISE EM MICROSCOPIA DE LUZ

O lobo ventral da prostata (n=5 animais por grupo) foi fixado por imersdo em metacarn
(60% de metanol, 30% de cloroférmio e 10% de acido acético) por 4h a 4° C. Os érgéos foram

desidratados através de uma série crescente de etanol, clarificadas em xilol, embebido em
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paraplast (Histosec, Merck) e seccionado em 5 pm em um micrétomo Leica (Leica RM2155).
As secdes foram coradas por hematoxilina-eosina (HE), para analises gerais da prostata, e pelo
acido periodico & Schiff, para marcacdo da secrecdo glicoproteica prostatica (PAS), e pelo
picrossirius-hematoxilina para evidenciacdo de fibras do sistema colagénico. As amostras

foram analisadas e digitalizadas usando um microscépio de luz Zeiss Axioscope Al.

4.7 ESTEREOLOGIA E MORFOMETRIA

As anélises estereoldgicas foram realizadas usando o teste de multipontos de Weibel,
com 130 pontos e 10 linhas (WEIBEL, 1963) para comparar a frequéncia relativa de cada
componente do tecido prostatico (epitélio, lumen, estroma muscular, estroma ndo muscular e
colageno), como descrito por Vilamaior et al. (2006). Foram escolhidos 30 campos
microscopicos aleatoriamente de cada grupo experimental (seis campos por animal; n = 5). Os
valores relativos foram determinados contando os pontos coincidentes na grade de teste e
dividindo-os pelo nimero total de pontos. A analise estereolégica foi realizada usando o
software Image-Pro Plus v6.1 para Windows (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD,
EUA). Para a quantificacdo da secrecdo glicoproteica prostatica, 30 campos fotomicrograficos
obtidos de laminas coradas pela reacdo de PAS (n = 5 animais/grupo) foram previamente
analisados e digitalizados na mesma intensidade de luz do microscopio (objetiva 10x de
magnificacio). A quantificacio da area de secrecio (um?) foi realizada no software Fiji (image
J). Os valores obtidos correspondem a média da area de secrecdo PAS-positiva em relacdo a
area total do campo de cada fotomicrografia.

Para avaliar o potencial da A. oleracea em reduzir a hiperplasia glandular na préstata de
roedores, a frequéncia relativa (%) de alvéolos prostaticos hiperplasicos foi determinada. Para
isso, em cada grupo experimental (n= 5 animais), foram selecionados 30 cortes histoldgicos de
regides centrais da préstata ventral. Em sequéncia, foi quantificado o numero de alvéolos com
morfologia normal, com hiperplasia leve e com hiperplasia intensa. A frequéncia relativa (%)
de cada um destes fendtipos morfolégicos foi obtida pela divisdo do nimero de alvéolos
normais, com hiperplasia leve ou com hiperplasia intensa pelo nimero total de alvéolos

presentes em cada corte.
48 IMUNO-HISTOQUIMICA E QUANTIFICACAO CELULAR

Os cortes histologicos foram desparafinizados, reidratados em série decrescente de
etanol e submetidos & recuperacdo antigénica em tampédo citrato (pH 6,0) a 100°C por 45

minutos. Em seguida, os cortes foram lavados em PBS por 3 vezes de 5 minutos. Para a
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visualizagdo dos anticorpos priméarios foi utilizado o kit Leica BIOSYSTEMS NovoLink
Polymer Detection System (RE7150-K) que incluiu etapas sequenciais intercaladas com etapas
de lavagem (PBS 3 x 5 minutos), como se descreve a seguir: a atividade enddgena da
peroxidase, seguindo-se a isto a aplicacdo do Novocastra Protein Block por 5 minutos.
Subsequentemente, os cortes foram incubados com o anticorpo priméario para o receptor de
andrdgeno (Anti-AR, rabbit polyclonal IgG, N-20, Santa Cruz Biotechnology) e antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA, mouse monoclonal IgG2a, SC 56, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), todos em uma diluicdo de 1:100 e mantidos a 4°C overnight. No dia
seguinte foram incubados com o Post Primary Block por 1 hora, aplicado o polimero por 1 hora
e revelados com DAB Chromogen e NovoLink DAB Substrate Buffer, contrastados com
Novocastra Hematoxylin, desidratados em series crescentes de etanol, montados em Entellan
(MERK) e avaliados em microscopia de luz convencional (Zeiss AXxioscope).Para a
quantificacdo de células AR e PCNA-positivas, 30 campos microscépicos (n = 5
animais/grupo; aumento de 400x) foram examinados para cada grupo experimental. Em cada
campo, 0 namero total de células positivas foi obtido como uma frequéncia relativa (%) em
relacdo ao numero total de células. Todas essas analises foram realizadas utilizando o sistema

de analise de imagens descrito anteriormente.

49 TESTES BIOQUIMICOS
4.9.1 Niveis de peroxidacao lipidica (LPO)

Para a medicdo de LPO, foi usado o método de substancias reativas ao acido
tiobarbitrico (TBARS). A estimativa de TBARS foi realizada espectrofotometricamente
seguindo o método descrito por Ohkawa; Ohishi; Yage (1979) com algumas modificacdes. As
amostras foram incubadas com &cido tiobarbitdrico, acido acético (pH 3,4) e SDS a 95 ° C por
60 min. O produto da reagéo foi determinado a 532 nm. Para a interpretagéo dos resultados, foi
realizada uma curva de MDA e os dados sdo expressos como equivalentes de MDA em nmol /

mg de proteina.

4.9.2 Niveis de proteina carbonilada (CP)

Derivados da proteina carbonila foram medidos seguindo o método descrito por
Colombo et al. (2016) com algumas modificagdes. As amostras foram incubadas com DNPH
preparado em 2 mol / L de HCI. A mistura foi mantida no escuro por 1 h e agitada em vortex a
cada 15 min. Tampé&o de desnaturacao, etanol e hexano foram entéo adicionados a cada tubo e a

mistura final foi agitada em vortice por 40 segundos e centrifugada a 3000 x g por 10 minutos.
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O sobrenadante obtido foi descartado. O sedimento foi lavado com etanol-acetato de etilo (1: 1
v / V) e ressuspenso em tampéo de desnaturacdo. A amostra foi agitada em vortice por 5 min e
foi usada para medir a absorbancia a 370 nm. Os resultados sdo expressos em nmol de

conteudo de carbonil / mg de proteina.

4.9.3 Atividade de superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD da prostata foi determinada espectrofotometricamente. O principio
desse método € a capacidade da enzima superdxido dismutase de inibir a autoxidacdo da
epinefrina. As amostras foram incubadas com bitartarato de epinefrina 60 mmol / L, e a
intensidade da cor da amostra foi medida a 480 nm, segundo o método de Misra e Fridovich
(1972) com algumas modificacdes. A atividade enzimatica é expressa em unidades (U) de SOD

/ mg de proteina.

4.9.4 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT da prostata foi determinada espectrofotometricamente pela
decomposi¢do do H202 a 240 nm de acordo com o método descrito por Aebi (1984) com
algumas modificagGes. As amostras foram incubadas com 86 mmol / L de H202 e tampé&o de
fosfato de sodio (pH 7,0). A atividade enzimatica é expressa em unidades (U) de CAT / mg de

proteina. Um U de enzima decomp®s assim um pumol de H202 / mina pH 7,0a 25 ° C.

4.9.5 Determinacao do teor de proteina

A concentracdo total de proteina foi medida pelo método descrito por Bradford (1976)

usando BSA como padréo.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de hipotese utilizados para determinar a significancia estatistica foram o teste
Mann Whitney para distribui¢es ndo ndo-paramétricas e test-t para dados paramétricos. Todas
as andlises foram realizadas no software Statistica 6.0 (StarSoft, Inc., Tulsa, OK). O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p < 0,05). Todos os valores foram representados pela média +

desvio padrao da média.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ANALISE DOA EXTRATO POR CROMATOGRAAFIA EM FASE LIQUIDA DE
ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSA (UHPLC-
ESI-QTOF-MS)

Nas analises por UHPLC-ESI-QTOF-MS foram identificados picos da molécula
espilantol (2E,6Z,8E)-N-isobutyl-2,6,8-decatrienamide, tracos de escopoletina (7-hidroxi-6-
metil cromen-2-ona) e d-limoneno (1-metil-4-(prop-1-en-2-il) ciclohex-1-eno) no EEFAo0. Os
espectros demonstraram tanto os picos quanto a razdo m/z de cada molécula. Estes foram
comparados com o espectro tedrico, utilizado como referéncia.

Na Figura 9a observa-se o cromatograma do EEFAo0, em que o pico do espilantol é
identificado em 6,97 minutos idéntico ao padréo (Figura 9b). Na mesma andlise também foram
identificados os picos correspondentes a escopoletina e d-limoleno com tempos de retencéo

médio de 10,40 e 3,59 minutos, respectivamente (Tabela 3).

|||||

(a)
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Y (b)

Figura 9. Cromatograma da amostra EEFA0 (a) e do (padrao) (b). Tempo de retencdo do espilantol obtido apos
andlise por UHPLC-ESI-QTOF-MS confirmando a presenca do metabdlito secundario majoritario em 6,97
minutos. Os parametros da técnica cromatografica estdo descritos no topico 3.2.5. Fonte: autor.

Além dos compostos identificados qualitativamente, também foi mensurado o
rendimento do EEFAo0, obtido apds residuo seco segundo (Equacdo 1, pdg. 36) de 1,82%.
Resultado este ratificado pela concentragdo em ppm de cada analito e pelo teor na amostra
total. Outro parametro de extrema importancia é a relacdo m/z (massa/carga) do padrdo e do

extrato serem equivalentes, o que confirma a precisao da técnica na identificacdo da molécula.
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E por fim 0 mSigma, visto como ponto de qualidade de pureza da molécula 0 mesmo deve estar
abaixo de 50 o que determina a qualidade do processo de andlise possibilitando identificar a
molécula quali e quantitativamente (Tabela 3)

Sabe-se que o tempo de retencdo de uma molécula varia de acordo com a técnica
cromatografica utilizada. Para o espilantol, Anholeto et al. (2017) obtiveram um tempo de
retencdo de 41,9 min utilizando a cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas
(GC-MS). Bae et al. (2010) alcancaram um tempo de retencdo de 4,97 min utilizando
cromatografia liquida — com ionizacao por electrospray - acoplada ao espectrometro de massas,
porém com o detector de fotodiodo. Nesta metodologia utilizada por Bae et al. (2010), também
foi utilizada uma coluna C18, porém com o didmetro de 50 x 2.1 mm, e solvente &cido acético
durante a fase movel, estes fatores podem ter interferido no tempo de retencdo entre as
amostras.

Diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas para a identificacdo de alquilamidas na
espécie A. oleracea, dentre as quais cita-se a ressonancia magnética nuclear, cromatografia em
fase gasosa e cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas. Diferentemente
destas, 0 método UHPLC pode ser utilizado em extratos brutos, facilitando a identificacdo de
constituintes minoritarios, além do mais, a elevada pressdo exercida nas amostras durante o
método, facilita a identificacdo e reduz o tempo de trabalho (MOLINA-TORRES; GARCIA-
CHAVEZ; RAMIREZ-CHAVEZ, 1999; BAE et al. 2010; POKHREL; DUBEY, 2013;
NAHAR; ONDER; SARKER, 2019).
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Tabela 3. Dados quantitativos da amostra de EEFA0 a 92,8%. Os dados foram obtidos por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS, sendo feita a identificacdo dos constituintes
majoritarios espilantol (N-isobutilamida-2E,6Z,8E-decatriendico) e tracos de escopoletina (7-hidroxi-6-metil cromen-2-ona) e d-limoneno (1-metil-4-(prop-1-en-2-il)
ciclohex-1-eno).

Amostra Rendimento Composto Tempo de Area m/z m/z padréo m Teor  Concentracdo em ppm
Global (%) retencéo (min) mensurado Sigma (%) = DP
espilantol 6,97 29159007 222,1847 222,1847 9,75 97,7 50 £15
escopoletina 3,59 17808 193,0494 193,0495 23,2 1,53 30+6
EEFA0 1,82
92,8%
d-limoneno 10,40 9013 137,1325 137,1325 37,5 0,77 15+0,0

m/z: Razdo carga/massa; min: Minutos; Fonte: Autor
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Na tabela 3 observa-se o espilantol como metabdlito majoritario no EEFAo0, com teor
de 97,7 %. Na literatura, varias analises de extrato de A. oleracea, apresentam o espilantol
como composto principal da planta, principalmente quando extraidos das flores (ZELIOLI et
al., 2015; ALONSO et al., 2018; PERETTI et al., 2021).

Outros autores que investigaram a composi¢do quimica de folhas, flores e caules de
jambu cultivados em sistemas hidropénico e convencional, também caracterizaram a
determinacdo de 45 compostos, incluindo é&cidos fenolicos, flavonoides glicosilados,
alquilamidas e acidos graxos, por analise HPLC. Entre os 45 metabolitos identificados, 14
eram alquilamidas. O pico 37 (tempo de retencdo: 8,38 min, m/z 222,1869 [C 14 H 23 NO +
H] +) foi o pico mais intenso nos cromatogramas positivos de extratos de A. oleracea e também
foi caracterizado como espilantol (NASCIMENTO et al., 2019).

Outro estudo recente identificou pelo método UHPLC-DAD-ESI-MS / MS a presenca
de N-alquilamidas no extrato comercial de A. oleracea. Foram identificadas a presenca de nove
N-alquilamidas, em que o pico mais intenso em todos 0s cromatogramas pertenceu ao
composto 6 (Rt~3,10 min) identificado como espilantol ((2E, 6Z, 8E) -N-isobutil-2,6,8-
decatrienamida). Este processo foi realizado monitorando os solventes mais comumente usados
(metanol, etanol, solucdo salina e agua) durante 120 min. Os resultados obtidos indicaram que
o espilantol e o homospilantol foram as N-alquilamidas mais estaveis apresentadas no extrato
(SAVIC et al., 2020).

Esta espécie é rica em compostos fendlicos e alquilamidas, moléculas que possuem
grande afinidade por solventes como o etanol e metanol. O teor do espilantol aqui obtido (97,7
%) corrobora com o estudo de Bae et al. (2010) que obteve um teor de 97% utilizando como
técnica extrativa a maceracdo em etanol a 75 %. Estes dados ratificam que o solvente etanélico
apresenta melhor afinidade extrativa ndo apenas para as alquilamidas, mas também para outras
moléculas quando comparado ao solvente aquoso (DIAS et al., 2012). Peretti et al. (2021)
ratifica esta informacdo ao observar que o extrato aquoso extrai em maior quantidade
alquilamidas (espilantol) e que os extratos hidroetanolicos arrastavam além destas outras
moléculas de diferente polaridade. Esta interacdo entre solvente e molécula supostamente
interfere na maior concentracdo de espilantol em solucdo hidroetandlica (LAPORNIK;
PROSEK; WONDRA, 2005).

Podemos justificar o bom rendimento e concentracédo de espilantol encontrados por trés
motivos, o clima e solo favoraveis para o cultivo da A. oleracea; o periodo de plantio e coleta
das amostras; e 0 ambiente de semeadura. Segundo Cardoso; Garcia (1997) o clima amaz6nico

com temperaturas e umidade relativa do ar elevada, assim como o solo umidificado, sdo fatores
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favordveis para o crescimento da planta. Este ambiente estimula o desenvolvimento sadio e
consequentemente 0 aumento dos seus metabolitos. Outro fator favorével foi o periodo de
plantio e coleta das mudas, ocorrido entre os meses de abril e maio, que segundo o Instituto
Nacional de Meteorologia (2019) foram os meses com 0s maiores indices pluviométricos do
ano de 2018. O periodo de chuvas gera um estresse hidrico e aumenta a umidade do solo, fator
favorével para o desenvolvimento das mudas. Estas plantas até entdo estudadas foram obtidas
em solos e regides de plantio aberto. Estes fatores geram um ambiente de estresse pelo contato
com outras espécies de vegetais, animais e pragas, estimulando mecanismos de defesa natural,
0 que pode elevar os indices de metabdlitos secundarios.

Apo6s confirmacgdo do teor de espilantol e demais constituintes, foram realizados
procedimentos in vivo diante do modelo animal proposto, onde o primeiro ensaio diz respeito a

confirmacdo da condicédo patologica do modelo animal estudado.

5.2 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Os resultados mostraram aumento da pressao arterial sistélica acima de 200 mmHg nos
SHR durante todo o periodo de tratamento (Figura 10), embora os grupos SHR e W apresentem

diferencas significativas o tratamento nédo alterou o perfil da presséo ao longo das semanas.
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Figura 10. Pressdo arterial sist6lica dos grupos SHR e W. Valores da pressao arterial sistélica de ratos de todos os
grupos das linhagens SHR e Wistar, foram aferidos semanalmente por pletismografia de cauda. Os dados foram
expressos em média + erro padrdo da média. C = controle; EEFA0 = Extrato etandlico das flores de A. oleracea.
Fonte: Autor.

O SHR € o modelo mais estudado na literatura, devido a sua fisiopatogenia semelhante

com a hipertensdo essencial (primaria) do homem. Esses animais apresentam um nivel de
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pressdo considerado como hipertenséo espontanea entre a 72 e a 152 semanas, levando o animal
a uma progressiva hipertrofia cardiaca (SMIRK; HALL, 1958; YAMORI, 2013).

Essa hipertrofia cardiaca leva a uma diminuicdo do fluxo sanguineo prostatico nos SHRs
manifestando anormalidades morfoldgicas glandulares na préstata ventral (GOLOMB et al.,
2000; YONO et al., 2007). Também revela altas taxas de proliferacdo das células do epitélio
prostatico quando comparado a Wistar (MATITYAHOU; ROSENZWEIG; GOLOMB, 2003;
SHIMIZU et al., 2021). Assim sendo, nossos estudos mostraram através da pletismografia que
0s animais de fato estavam hipertensos.

As anélises histopatoldgicas confirmaram que o extrato teve efeito relevante na prdstata
dos animais, estes resultados sugerem que a melhora se deu através de mecanismos
independentes da pressdo arterial. Considerando o desenvolvimento espontaneo da HBP o
extrato atenuou as caracteristicas da patologia com resultados promissores. A evolucdo dessa
doenca nos SHRs é semelhante ao que acontece nos homens.

Sabe-se que o envelhecimento e a hipertenséo associada causam aterosclerose nos
vasos sanguineos do trato urinario inferior, levando ao desenvolvimento da HBP e também
aumento benigno da préstata (HAGA et al., 2018; MADERSBACHER; SAMPSON; CULIG,
2019). Clinicamente, pacientes idosos com HBP necessitam tomar varios medicamentos, como
anti-hipertensivos. Sendo a hipertensdo uma condigéo cronica, a maioria dos pacientes tomam
medicamentos com frequéncia por muitos anos, levando a efeitos colaterais (ITO et al., 2013).

Rodrigues et al. (2007) relata que a coexisténcia de HBP e hipertensdo arterial
sistémica ocorre em quase 25% dos homens com idade superior a 60 anos e o tratamento
farmacoldgico da HPB com blogueadores ADR-al pode ser benéfico para ambas as patologias.
Estudos como esse sempre objetivam assegurar a eficacia e seguranca de medicamentos em
pacientes hipertensos com sintomas prostaticos. O EEFA0, mesmo ndo tendo um efeito anti-
hipertensivo aqui neste estudo, apresentou um potencial anti-hiperplasico mostrando ser um
possivel fitoterapico favoravel para homens que convivem com ambas anomalias. As analises a

seguir sugerem que o extrato ndo se apresentou tOXico aos animais.

5.3 BIOMETRIA

Nas analises biométricas do corpo e 6rgdos reprodutivos dos grupos SHR e W,
observou-se um aumento significativo apenas no peso absoluto e relativo do testiculo no grupo
W EEFAo0 (Tabela 4). Diante dos resultados sugere-se que o EEFAo0 de alguma forma pode

interferir no sistema reprodutor de ratos machos da linhagem Wistar.
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Tabela 4. Dados biométricos dos ratos SHR e W de todos o0s grupos experimentais.

Grupos
SHR C SHR EEFA0 WC W EEFAo0
Peso corporal (g) 326,1+19,1 322,2+243 392,7+415 378,8 £ 25,7
Peso da préstata ventral (PV) (g)  0,40+0,10 0,48 £ 0,10 0,78 £ 0,20 0,68 + 0,20
Peso Relativo da PV (x10%) 1,2+0,3 15+0,2 2,0+0,7 1,8+0,6
Peso do Testiculo (g) 3,3£0,2 3,1+£0,.2 33%+0,3 3,8+0,5*
Peso Relativo do Testiculo (x102) 1,0 £ 0,001 1,0 £ 0,001 0,8 +0,09 1,0 £0,14*

Os valores correspondem a média + desvio padrdo da média. *Analise estatistica baseada no teste-t; comparando-
se SHR C e SHR EEFAo0, W C e W EEFAO0 (n = 10 animais por grupo; p < 0,01). C = controle; EEFA0 = Extrato
etandlico das flores de A. oleracea. Fonte: Autor.

O resultado mais proximo encontrado na literatura, obteve um resultado diferente, foi o
estudo de Rocha et al. (2018), feito com Wistar fémeas em que avaliaram a toxicidade
reprodutiva do extrato hidroetandlico das flores de A. oleracea (EHAO0) tratadas por via oral
durante 21 dias consecutivos, nas doses 88,91 mg / kg e 444,57 mg / kg de EHAo0. Os
resultados mostram nenhuma alteracdo macroscépica do sistema vital e érgdos reprodutivos
que poderiam sinalizar leséo causada pelo EHAo, considerando parametros de cor, textura,
tamanho e forma. Os resultados histopatoldgicos dos ovarios ratificam que o tratamento com
EHAOo foi incapaz de promover mudancas estruturais.

Outro resultado, ndo significativo, porém relevante foi que o tratamento com EEFA0
na dose de 100 mg / kg nédo alterou o peso corporal em nenhum dos grupos SHR e W. Rocha et
al. (2018) também ndo identificaram diferenca significativa no ganho de massa corporal em
ratos fémeas wistar.

A caréncia de estudos dos efeitos da A. oleracea na prdstata nos levou a observar se
esse extrato ja havia sido investigado sob o sistema reprodutor. Sousa et al. (2019a) obtiveram
resultados diferentes ao avaliarem a acdao do extrato hidroetandlico das flores de A. oleracea
(EHFAO0) no desempenho reprodutivo e desenvolvimento embrionario de peixe zebra. Os
autores observaram que 0s grupos em que machos e fémeas receberam EHFAO0 e espilantol, a
desova foi interrompida, enquanto nos grupos em que apenas as fémeas foram tratadas, a
desova ocorreu durante os 21 dias. Na avaliacdo histopatologica das gonadas, foi possivel
observar que a porcentagem de gametas maduros tanto masculino como feminino foi
significativamente reduzida. Esse estudo sugere que o tratamento da geracdo parental de peixe-

zebra com EHFAO e espilantol causou graves alteragdes nas gonadas e na fertilidade.
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Em outro estudo do mesmo grupo foi avaliado o efeito do extrato hidroetandlico de A.
oleracea sobre o desempenho reprodutivo (parental) e o desenvolvimento embrionario (geracdo
F1) de peixes-zebra, nas concentracfes de 50, 100 e 200 xg / L. A histopatologia das gdnadas
parentais apds 21 dias de exposicdo ao EHFAo revela poucas alteracfes nos ovarios e
testiculos, ndo prejudicando a reproducdo. O estudo mostrou que o tratamento ndo causou
alteracOes prejudiciais nos progenitores em relacdo as suas génadas ou fertilidade (SOUZA et
al., 2019).

Atentamos a outra planta da mesma familia da A. oleracea, A Artemisia Judaica
(Asteracea). Nesse estudo de Al-trade et al. (2020) foi analisado o efeito do oléo essencial e
extrato etanolico na préstata de Wistar e no final do experimento ndo houveram mudancas
significativas de peso entre os grupos, compativel com nossos resultados, sugerindo que
espécies vegetais dessa familia ndo tém efeito toxico na préstata de roedores.

Por ser um dos primeiros estudos direcionado ao efeito do extrato de A. oleracea a
préstata de roedores, ndo foi possivel comparar nossos resultados com estudo em ratos machos.
O resultado do topico a seguir fortalece nossos achados quanto ao grau de toxicidade do
EEFAO.

5.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO FIGADO E RIM

As andlises histopatoldgicas de rim e figado mostram que o EEFA0 ndo causou efeitos
toxicos no figado e rins de animais SHR e W (Figura 11). Ademais, o0 EEFAO0 parece ter efeitos
positivos sobre a morfologia desses 6rgdos em SHRs, visto que diminuiu regides de edema

tecidual nestes animais.
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Figura 11. Andlise histopatologica do figado e rim dos grupos SHR e W. Cortes histolégicos corados pelo HE.
Figados (a, b, c e d) e Rins (e, f, g e h). Aspectos morfoldgicos do figado de ratos tratados com EEFA0 em ambas
as linhagens (b e d), se assemelharam aos seus respectivos grupos controles (a e ¢). Da mesma forma, ndo foram
observados sinais de toxicidade nos rins dos roedores tratados SHR e Wistar (f e h). Ademais, animais SHR
tratados ndo apresentaram vasos linfatico edemaciados tipicos de SHR controles (setas); v = veia centrolobular do
figado; G = glomérulo renal D = tabulo contorcido distal; P = tibulo contorcido proximal. Fonte: Autor.
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O conceito de “natural” ¢ o que nos leva a busca de estudo que avaliem o efeito de
plantas medicinais, porém, vale salientar que as plantas também podem ser altamente tdxicas.
Muitas plantas ja foram utilizadas antes sem restricdo e posteriormente estudo cientificos
comprovaram sua toxicidade, a isso, devemos a importancia de fazer primeiramente estudos
quimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos minuciosos (RITTER et al., 2002).

Nossos resultados corroboram com Nomura et al. (2013) que avaliaram a toxicidade do
extrato etandlico de jambu nas concentracbes de 5, 50, 500 e 5000 mg/Kg por via
intraperitoneal em camundongos, cujas doses de 5, 50, 500 mg/Kg ndo demonstraram nenhum
sinal ou sintoma de toxicidade ou morte. Nesse estudo apenas a dose de 5000 mg/Kg causou
alteraces respiratdrias e convulsdo, muito superior as outras doses, assegurando também que a
dose de EEFAO0 usada nesse estudo (100 mg/Kg) ndo entra nessa margem de toxicidade.

Antes disso, Chackraborty et al. (2004) e Sharma et al. (2011), também ndo observaram
qualquer efeito colateral, mudanga de comportamento ou mortalidade na concentracdo de 3000
mg/kg de extrato aquoso de partes aéreas de Spilanthes acmella e 2000 mg/Kg de extrato
etanolico de flores de A. oleracea administrado por via oral em ratos, respectivamente.

Rocha et al. (2018) ao avaliarem a toxicidade reprodutiva em Wistar fémeas,
verificaram que de acordo com os valores médios da fungdo renal, os niveis de ureia e creatina
ndo apresentaram diferenca significativa nos parametros bioguimicos. Assim como para 0S
valores médios da funcdo hepética, a atividade das enzimas que qualificam a integridade do
figado ndo apresentou diferenca apos as fémeas terem sido submetidas ao tratamento com o
extrato etanolico de A. oleracea.

Estes resultados preliminares de toxicidade para o experimento em questdo foram

importantes quanto a confirmacdo de sua seguranca e eficacia.

5.5 MORFOLOGIA E ESTEREOLOGIA

A anélise histoldgica revelou que os grupos SHR C e SHR EEFAo0 apresentaram HBP
caracterizada por extensas dobras do epitélio direcionadas para o lumen glandular (Figura 12a).
Os animais SHR EEFAo0 tiveram atenuacdo do fendtipo hiperplasico, com reducdo da
frequéncia relativa do compartimento epitelial e aumento no compartimento luminal quando
comparado ao SHR C (Figura 12b, Tabela 5). Quanto aos outros compartimentos avaliados em
SHR C e SHR EEFAo0, ndo foram observadas alteracGes significativas (Figura 12, Tabela 5).
No grupo W, os resultados entre C e EEFA0 assemelharam-se, portanto, ndo houve diferenca

estatistica significativa (Figura 12, Tabela 5).
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Figura 12. Histologia da prdstata ventral dos ratos SHR e W. Aspectos morfologicos da préstata ventral dos
grupos SHR e W. (a) No grupo SHR a prostata apresentou caracteristicas hiperplasicas tipicas, com o epitélio (Ep)
formando extensas dobras (seta) direcionadas para o interior do limen (L). Estroma (Es). No grupo SHR EEFAo0
(b) ocorreu reducdo de dobras no compartimento epitelial e aumento no compartimento luminal. Nao foram
observadas alteracfes histoldgicas na prostata ventral do grupo W. C = controle; EEFA0 = Extrato etandlico das
flores de A. oleracea. Fotomicrografias em aumento de 200x, coloracdo hematoxilina-eosina. Fonte: Autor.

Tabela 5. Dados estereoldgicos obtidos ap6s andlise da prdstata ventral de ratos SHR e W apds o tratamento.

SHR W
C EEFA0 C EEFA0
Epitélio (%) 50,2+ 7,7 332+11,1* 282+5]1 27,3+6,2
Lamen (%) 23,8+£8,0 43,6 £11,7* 58,8+ 7,8 59,5+£8,1
Estroma 57+31 50%£23 38+2,6 33+23
muscular (%)
Estroma  ndo 20,3+6,2 18,3+5,3 92+38 99+57

muscular (%)

Os valores correspondem a média + desvio padrdo da média. As andlises estatisticas foram baseadas no Teste-t (n
= 30 campos para 5 animais por grupo). Ja os asteriscos (*) representam as diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais, sendo * (p<0,0000001). C = controle; EEFA0 = Extrato etandlico das
flores de A. oleracea. Fonte: Autor.

Na andlise histopatoldgica da glandula ventral observamos que o grupo SHR C
apresentava alvéolos prostaticos com aspecto de hiperplasia intensa em sua maioria (Figura 13,
f), com diminuic&o significativa dessa caracteristica no grupo tratado com EEFAo (Figura 13,
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f). Houve aumento significativo de alvéolos normais (Figura 13, d) e com hiperplasia leve
(Figura 13, e) no SHR EEFAO0, indicando atenuacdo no padrdo de estratificacdo epitelial e
projecdes papilares, refletindo no aumento da luz do alvéolo. No grupo W nao houve diferenca
entre alvéolos normais e com hiperplasia leve, porém o tratamento com EEFA0 provocou uma

diminuicgdo de alveolos com grau de hiperplasia intensa (Figura 13, i).
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Figura 13. Analise histopatolégica da prostata ventral de roedores SHR e W — Grau de hiperplasia.
Fotomicrografias a (W EEFAO0), b (SHR EEFAO0) e ¢ (SHR C) ilustram os fen6tipos morfol6gicos representativos
observados para alvéolos normais, com hiperplasia leve e hiperplasia intensa, respectivamente. (d-i)
Representacéo grafica da frequéncia (%) de alvéolos normais, com hiperplasia leve e intensa nos diferentes grupos
experimentais. Os valores mencionados correspondem a média e o desvio padrdo da média. As andlises estatisticas
foram baseadas no Teste-t, para dados paramétricos e no teste de Man-whitney para dados ndo-paramétricos,
sendo o * (p<0,05). C = controle; EEFA0 = Extrato etandlico das flores de A. oleracea. Fonte: Autor.

A anélise pelo método de picrossirius-hematoxilina indicou que o EEFAo0 reduziu o
acumulo de fibras de coladgeno no estroma da préstata ventral de animais SHR. Contudo, a

frequéncia destas fibras ndo se alterou nos animais W (Figura 14).
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Figura 14. Analise do estroma da glandula prostatica — fibras coladgenas. Cortes histoldgicos da prdstata ventral de
roedores SHR (a, b) e W (d, e) corados pelo método Picrosirius. Representacdes graficas da frequéncia relativa
(%) de colageno nos grupos SHR (c) e W (f). Os valores mencionados correspondem a média e o desvio padrdo da
média. As analises estatisticas foram baseadas no Teste-t, para dados paramétricos e no teste de Man-whitney para

dados ndo-paramétricos, sendo o * (p<0,05). C = controle; EEFAo = Extrato etan6lico das flores de A. oleracea.
Fonte: Autor.

Na quantificacdo de secrecdo prostatica, a area total de secrecdo da prostata ventral
apresentou alteragdes significativas nos grupos tratados (Figura 15). No grupo SHR EEFA0 (b)
foi verificado um aumento significativo da area de secrecdo da préstata, enquanto no grupo W
EEFAO (e) houve uma diminuicdo da &rea de secrecéo.
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Figura 15. Quantificacdo da area de secrecdo PAS-positiva na prostata ventral de ratos SHR e W. (a-b; d-e) Cortes
histoldgicos da préstata ventral corados pelo &cido periédico & Schiff (PAS). Os dados qualitativos e quantitativos
(c, f) demonstram que ocorreu um aumento secre¢do PAS-positiva (*) em SHR EEFA0, e uma diminui¢cdo em W
EEFAo. Epitélio (Ep), lumen (L), estroma (Es). (c-f) Representagdo gréafica da area de secrecdo PAS-positiva. Os
valores correspondem a média + desvio padrdo. As analises estatisticas foram baseadas no Teste-t (n= 30 campos
para 5 animais por grupo). Ja os asteriscos (*) representam as diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos experimentais, sendo * (p< 0,00004). C = controle; EEFAo0 = Extrato etandlico das flores de A. oleracea.
Fonte: Autor.

Neste estudo os animais comegaram a ser tratados com 9 semanas de idade para garantir
que o tratamento iniciasse antes da instalacdo da HBP e assim avaliar se 0 EEFA0 previne o
desenvolvimento da patologia. Morfologicamente, as analises revelaram a existéncia de
hiperplasia na prostata ventral (PV) dos animais SHR, confirmando que o mecanismo de
instalacdo da HBP havia iniciado.
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Foi observado que nos animais SHR C, os aspectos morfoldgicos da préstata ventral
eram caracteristicos de hiperplasia, enquanto que no grupo SHR EEFAo0 houve atenuagdo
desses aspectos, sugerindo entdo que EEFAo0 pode agir prevenindo e/ou atenuando esses
fatores.

Na literatura cientifica h&d uma escassez de estudos utilizando extratos das partes aéreas
de A. oleracea ou da mesma familia sobre o modelo de HBP, porém existem outros extratos
que sdo bem documentados que agem na reducdo de sintomas associados a HBP e LUTS.

Um extrato de planta da mesma familia da A. oleracea, é o extrato enriquecido com
silimarina (SEE), obtido a partir de Silypbum marianum (Asteraceae). O estudo de Gioti et al.
(2019) avaliou o efeito farmacoldgico do SEE e seus componentes bioativos silibinina e
silicristina quando administrados isoladamente em células de cancer de prostata humano (PC-
3). O extrato inibiu a proliferacdo de células PC-3 de uma maneira dose dependente. Em
concluséo, o tratamento com SEE provocou perturbacdes no mecanismo autofagico das células
cancerosas da préstata (PC-3) causando uma morte celular excessiva. Esses achados propdem o
uso de SEE como agente citotoxico adjuvante. Sendo uma planta da mesma familia da A.
oleracea, os compostos bioativos sugerem uma semelhanca no potencial existente do extrato
EEFA0 atuando sobre a prostata.

Falando-se em extratos vegetais utilizados seja na prevencao e/ou tratamento da HBP, a
Serenoa repens conhecida como Saw palmeto, é a espécie mais estudada seja em ensaios
experimentais ou clinicos, em diferentes paises consta diversas monografias estabelecidas
guanto ao seu uso terapéutico.

No estudo de Kwon (2019), o extrato de Saw Palmetto foi avaliado quanto a sua
eficacia na melhoria de HBP e LUTS em niveis pré-clinicos e clinicos. Os potenciais
mecanismos de acdo incluiam efeitos anti-androgénicos, pro-apoptéticos e anti-inflamatorios.
O fitosterol (B-sitosterol), presente no extrato hexanico inibiu a 5a-redutase, reduzindo assim a
inflamac&o prostatica.

A duas décadas atrés, essa planta era estudada com um agente promissor na inibicdo do
mecanismo de HBP, Bayne (1999) usou uma concentragdo de 10 pg / ml que se mostrou ser um
inibidor eficaz de ambas as isoenzimas Sa-redutase tipos | e Il, sem influenciar a secregéo de
PSA pelas células epiteliais, mesmo apos estimulagdo com testosterona. Ao contrario de outros
inibidores da Sa-redutase, o Permixon ®, como foi chamado esse extrato de S. repens, induziu
o efeito sem interferir na capacidade das células de secretar PSA, permitindo a continua

medicdo de PSA para rastreamento do cancer de prostata.



61

Outros estudos avaliaram seus aspectos morfoldgicos, em que o tratamento com o
extrato de S. repens, diminuiu o padrdo histolégico e a hiperplasia induzida pela administracdo
de testosterona (PATERNITI et al., 2018).

Alcaraz et al. (2020) avaliaram o extrato hexanico de S. repens combinado a tansulosina
em homens com sintomas moderados a graves do trato urinario inferior associados a HBP.
Ap06s 6 meses, as pontuacdes o IPSS melhorou em média de 7,2 (5,0) pontos, corroborando
com outras pesquisas de que essa planta pode produzir alivio dos sintomas de forma eficaz com
significativa melhora da qualidade de vida.

Uma pesquisa estudou a combinacéo do extrato de S. repens e Pygeum Africanun. Essas
duas plantas possuem marcadores anti-inflamatérios, anti-androgénicos e efeitos anti-
proliferativos. Esse estudo mostrou um potente efeito sinérgico dessa combinacao sugerindo
que esta pode oferecer melhorias significativas do estado urinario, sendo considerada uma
terapia vidvel para o tratamento dos sintomas de LUTS em geral (STAMATIOU et al., 2019).

No estudo de Saponaro et al. (2020) foi avaliada uma formulagdo combinada de S.
repens com a Urtica dioica em um modelo humano in vitro de HBP. Os resultados
confirmaram efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios e também reducdo simultanea da
producdo de espécies reativas de oxigénio, desempenhando um papel importante na inibicéo
das vias pré-inflamatorias envolvidas no desenvolvimento e progressdo da HBP. Em conjunto,
esses resultados sugerem um papel promissor dessa combinacdo na prevencdo de doencas
relacionadas a HBP. Esses dois estudos e 0s nossos resultados que foram eficazes na reducéo
de aspectos morfoldgicos da préstata ventral de roedores nos levaram ao questionamento se
uma possivel combinacdo de extrato de A. oleracea e S. repens poderia ser uma terapia eficaz
no tratamento de HBP devido a possivel sinergia dos compostos presentes nestas duas plantas.

De natureza igual, composi¢des quimicas que possuem acidos graxos essenciais, acido
oleico e linoléico e fitoesterdis como € o caso do 6leo da semente de abobora (RABRENOVIC
et al., 2014; MARCONI, 2016; MEN et al., 2021), também atuam como tratamento para HBP.
Ramak e Mahboubi (2019) avaliaram a eficacia desse 6leo, devido aos seus efeitos inibitorios
sobre a 5a-redutase, efeitos anti-inflamatérios e a capacidade de eliminar os radicais livres
como tratamento alternativo para HBP e bexiga hiperativa. O estudo mostrou que uma dose
moderada de 0leo graxo da semente de abdbora néo foi toxica para animais e seres humanos, e
também teve efeitos protetores contra a genotoxicidade induzida.

Al-trade et al. (2020) ao avaliarem o efeito do Oleo essencial e extrato etandlico da

Artemisia judaica observaram no exame histolégico uma morfologia melhorada nos ratos com
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HBP tratados quando comparados ao controle. Esse estudo nos da indicio que plantas desse
género possuem atividade sobre a prostata de animais com HBP, sustentando nossos resultados.

Quanto as alteragdes morfoldgicas caracteristicas de HBP presentes na prostata ventral
dos animais SHR, observamos um aumento de secrecéo nas células. Sabe-se que cerca de 70 %
do volume prostatico numa préstata com dimensdes normais é formado por componentes
glandulares e o desenvolvimento da HBP naturalmente faz com que essa porcentagem diminua
levando a uma diminuicdo da secrecdo (SHAPIRO et al., 1992).

Nesse caso, a administracdo do EEFA0 no grupo SHR tratado se mostrou eficiente
levando ao aumento de secrecdo quando diminuiu caracteristicas hiperplésicas,
consequentemente influenciando na funcionalidade das células prostaticas, uma vez que, a
regulacdo dos fluidos secretados no epitélio prostatico esta diretamente relacionada aos
processos biologicos da fertilidade masculina (VERZE; CAIl; LORENZETTI, 2016;
MOTRICH et al., 2018).

Dentre 0s mecanismos propostos para a atividade da secrecdo celular, cita-se 0 AR,
que atua tanto como receptor local intracelular e como transcri¢do ativada por fatores ligantes.
Importante para manutencdo da estabilidade epitelial, da homeostase e minimizacdo da
progressdo maligna em casos de cancer de prostata. (LAMONT; TINDALL, 2010;
TAKAYAMA; INOUE, 2013).

Visto que, com o envelhecimento, os niveis circulantes de testosterona e niveis
intraprostaticos de DHT diminuem progressivamente prejudicando o funcionamento adequado
da glandula, reduzindo sua capacidade de manter os niveis de tecido saudavel e a secrecdo dos
fluidos prostaticos (VERZE; CAIl; LORENZETTI, 2016). SupGe-se que 0s compostos presentes
no EEFAo agiram sobre a enzima Sa-redutase funcionando como co-estimulador positivo ou
negativo de sua atividade.

Nossos resultados corroboram com diversas abordagens fitoterapicas amplamente
propostas. A revisao de Santos, Howell; Teixeira (2019) analisou os efeitos de fitoterapicos nos
parametros de testosterona, espermatozoides e prostata. O estudo evidenciou que o uso de Jack
longo (Eurycoma longifolia Jack, Simaroubaceae), mucuna (Mucuna pruriens (L.) DC.,
Fabaceae), ashwagandha (Withania somnifera (L.) Dunal, Solanaceae), feno-grego (Trigonella
foenum-graceum L., Fabaceae) e sementes pretas (Nigella sativa L., Ranunculaceae) podem ser
eficientes no aumento da testosterona total e melhora dos pardmetros seminais. Também apoia
0 uso de Saw Palmetto para melhora da salde da prdstata, assim como apoiam o uso de

Pygeum africanum, Urtica dioica L., Urticaceae, beta-sitosterdis, extrato de pélen, cebola, alho



63

e tomate, como tratamentos favoraveis e promissores (SANTOS; HOWELL; TEIXEIRA,
2019).

A avaliacdo do EEFAo0 na préstata de SHRs se revelou promissora quanto a
quantificacdo da area de secrecdo, uma vez que esse resultado sugere potencial atividade
afrodisiaca e também influéncias hormonais. Esse dado nos apresenta uma suposta atividade do

extrato sobre o AR como aponta a seguinte analise.
5.6 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA RECEPTORES DE ANDROGENOS (AR)

Na reacdo de imuno-marcacdo para AR, observa-se marcacdes positivas em todos os

grupos, com reducdo pontual significativa no grupo W EEFAo0 (Figura 16 e; f).
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Figura 16. Imuno-histoquimica para AR. Reacdo imuno-histoquimica para receptores de andrégeno (AR) na
préstata ventral de SHR e W. C = controle; EEFAo = Extrato etandlico das flores de A. oleracea. As
fotomicrografias (a-b, d-e; 400x magnificacdo) evidenciam a presenca de marcagdes AR-positivas (setas) em todos
0s grupos experimentais. A quantificacdo de células AR-positivas (c, f) indica que ndo ocorreram alteracdo da
frequéncia deste marcado nos animais SHR, mas que ocorreu reducédo significativa deste marcador no grupo W
EEFAo0. Os valores correspondem a média + desvio padrao. *Analise estatistica baseada no teste-t (p < 0,05); (*¥)
representa a diferenca estatistica entre os grupos. Fonte: Autor.

Como exposto no tdépico anterior, 0s receptores androgénicos sdo de extrema
importancia para regulacdo e manutencdo da prostata, assim como também estdo associados
significativamente com a ocorréncia e progressdo da HBP. A diminuicdo de AR na PV do
grupo W EEFA0, confirma sua relacdo direta com a diminui¢do da atividade secretora (Figura
15). Com base nos resultados, pode-se sugerir uma acdo bloqueadora de andrégenos do
EEFAO0, necessitando de estudos que investiguem essa acdo no tratamento de disfungdes
prostaticas em ratos Wistar.

Na literatura ja existem estudos de extratos que inibiram proliferacdo celular
relacionadas a prostata. Liu et al. (2019) avaliaram o extrato a base de plantas da casca da
arvore Pao Pereira da floresta amazonica e o tratamento reduziu o indice proliferativo nas
glandulas da prostata e os niveis de expressdo de AR induzida por testosterona, bem como
proteinas associadas a androgenos, como SRD5A1 e PSA. Além disso, o extrato de Pao e seu
componente ativo, flavopereirina, suprimiram os niveis de expressdao de SRD5A1, AR e PSA,
respectivamente, apontando que o extrato interrompe o desenvolvimento de HBP induzido por
testosterona por meio da inibicdo da atividade e expressdo de AR, sugerindo ser um agente
promissor para esse tratamento (LIU et al., 2019).

A flavopereirina, é um composto alcaloide ativo no extrato de Pao Pereira. As
investigacBes fitoquimicas dos extratos de A. oleracea também mostram a presenca de
alcaldides em seus compostos bioativos (RONDANELLI et al., 2020) podendo haver sinergia
entre esses compostos agindo na atividade redutora nos niveis de expressdo AR. Logo, foi
levantada a seguinte pergunta se o mesmo teria influéncia sobre a proliferacdo celular via
PCNA. Visto que, o PCNA é um marcador de proliferacdo celular, que desempenha um papel
essencial na divisdo celular, replicacdo de DNA, remodelacdo de cromatina e varios outros
processos celulares (CHEON et al., 2020).

5.7 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA PCNA

Na reacdo de imuno-marcagdo de PCNA na PV, foi observado marcagdo positiva em
todos os grupos experimentais, com diferenca significativa no grupo SHR T (b) apresentando

diminuigdo na taxa de proliferacdo celular (Figura 17).
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Figura 17. Reacdo de Imuno-histoquimica para PCNA e Frequéncia relativa (%) das células PCNA positiva na
prostata de SHR e W. Analise imuno-histoquimica para o antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA) para
SHR (a-b) e W (d-e). As siglas indicam, Epitélio (Ep), estroma (Es), limen (L), as setas indicam as células
positivas para PCNA no epitélio prostatico. C = controle; EEFAo = Extrato etandlico das flores de A. oleracea.
Fotomicrografias em aumento de 400x, contracoloracao pela hematoxilina. (c-f) Os valores correspondem a média
+ desvio padrdo *Anélise estatistica baseada no teste-t (p < 0,05); (*) representa a diferenga estatistica entre os
grupos. Fonte: Autor.

Apesar da caréncia de estudos da atividade antiproliferativa dos extratos de A. oleracea,
nossos resultados corroboram com o estudo recente de Weintraub (2020). O autor investigou a
atividade antiproliferativa do género Acmella - Acmella alba, Acmella oleracea, e Acmella

calirrhiza. Foram separados folhas, raizes, caules e flores, liofilizados e moidos em um pé fino
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e cé¢lulas de adenocarcinoma de ovario humano (SKOV - 3) foram tratadas com 0,2 mg / mL de
cada extrato, paclitaxel 100 uM ou dimetilsulfoxido (DMSO; veiculo). Tanto o paclitaxel
reduziu significativamente a viabilidade celular, como as folhas, raizes e caules de Acmella
alba, as folhas e raizes de Acmella oleracea e as folhas, caules e flores de Acmella calirrhiza
também resultaram em uma diminuicao significativa da viabilidade celular de células SKOV -
3 em comparagdo com DMSO.

Embora este seja um dos poucos estudos existentes com o género Acmella, a Artemisia
judaica L. que pertence a mesma familia da A. oleracea, como ja citado, é popular no uso
medicinal no combate a algumas doencas, como distirbios do sistema digestivo, diabetes,
inflamacdo e cancer (NAWASH et al., 2013; ABU-DARWISH et al., 2016). O seu o0leo
essencial e o0 extrato etandlico exibem potentes propriedades antiangiogénicas,
anti-inflamatorias (ZIHLIF et al., 2012; ABU-DARWISH et al., 2016) e também atividade
antioxidantes (LIU et al., 2004).

Em 2011, pela primeira vez foi estudado o potencial dos extratos de sete espécies de
Artemisia e estas mostraram atividade antiproliferativa em diferentes linhas de células de
cancer humano (TAGHIZADEH RABE et al., 2011). Recentemente, outro estudo avaliou o
efeito do 0Oleo essencial e o extrato etandlico da Artemisia Judaica, sobre a hiperplasia benigna
induzida na prostata de ratos wistar, e os resultados mostraram que o 6leo essencial e o extrato
etandlico inibiram potentemente a proliferacdo de células epiteliais da prostata, indicado pela
diminuicdo da expressdio de mRNA de PCNA, mostrando entdo atividade antiproliferativa,
anti-inflamatoria e angiogénica (AL-TRAD et al., 2020).

Nossos resultados corroboram com essas pesquisas, ja que EEFAo também apresentou
efeito antiproliferativo sobre a HBP espontanea de SHR.
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5.8 TESTES BIOQUIMICOS

Nos testes bioquimicos de marcadores bioldgicos para estresse oxidativo e atividade
enzimatica para o grupo SHR, os resultados apresentaram reducgdes significativas no grupo
SHR EEFAo0. Observa-se uma reducdo nos niveis de MDA nas quantificacdes de LPO (A).
Também houve reducdo na atividade da superoxido dismutase (B) e atividade da catalase (C),
demonstrando que o EEFAO0 atuou na atividade enzimética da préstata desses roedores (Figura
18).
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Figura 18. Marcador de estresse oxidativo e Atividade Enzimatica na prostata de ratos macho SHR: Avaliacdo dos
niveis de LPO da préstata (A), niveis de CP (B), atividade SOD (C) e atividade CAT (D). Os dados representam a
média + S.E.M. para n = 5 a 9 animais por grupo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t. * p <0,05, ** p
<0,01 e *** p <0,001, **** p <0,0001 quando comparado ao grupo SHR C. Fonte: Autor.

Na figura 19, foram avaliados 0s mesmos testes para marcadores bioldgicos e
atividade enzimaticas de SOD (A) e CAT (B) da prostata ventral do grupo W. Observamos
reducdo de MDA na quantificacdo de LPO (A), reducdo de proteinas carboniladas (B), SOD
(C) e CAT (D) em todos os testes.
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Figura 19. Marcador de estresse oxidativo e Atividade Enzimatica na préstata de ratos macho W: Avaliacdo dos
niveis de LPO da prostata (A), niveis de proteina carbonilada (B), atividade SOD (C) e atividade CAT (D). Os
dados representam a média £ S.E.M. para n =5 a 9 animais por grupo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
t. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, **** p <0,0001 quando comparado ao grupo WC. Fonte: Autor.

Decerto o estresse oxidativo estaria presente em niveis consideraveis no grupo SHR,
todavia, supomos que a atividade antioxidante do EEFA0 tenha reduzido a dimensdo dessa
atividade no grupo SHR EEFA0. Todavia, podemos observar reduces também no grupo W
EEFAo. Esses dois resultados foram eficazes ao mostrar a reducao de radicais livres e espécies
reativas na prostata desses roedores. Essa condicdo pode ser atribuida ao grande potencial anti-
inflamatorio e antioxidante do extrato etandlico das flores A. oleracea.

Na revisdo sistematica da Cochrane, Showell et al. (2014) propuseram mais ensaios
planejados, randomizados e controlados por placebo para esclarecer a efetividade e garantia da
suplementacdo oral com antioxidantes para homens inférteis que procuram assisténcia para
fertilidade.

Vaérios estudos ja avaliarem a atividade antioxidante da A. oleracea, porém néo

encontramos pesquisas que estudem seu efeito sobre a prostata, nos levando a inexisténcia de
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resultados semelhantes, porém esses estudos confirmam nosso resultado quanto ao poder
antioxidante e anti-inflamatorio do extrato.

No estudo de Dallazen et al. (2020), foi avaliado o efeito de uma injecdo intraplantar
em camundongos, de uma fracdo de hexano rica em alquilamida (HF) obtida de flores de jambu
e da isobultilalquilamida sintética (IBA), onde apresentaram efeitos antinociceptivos e
anestésicos em modelos de dor aguda. No pico da inflamacéo, HF e IBA (0,1 pg) reduziram a
atividade da mieloperoxidase, os niveis de TNF-o ¢ IL-1B, impediram a produgdo de
hidroperdxidos lipidicos e a diminuicdo de agentes antioxidantes (SOD, CAT e contetdo de
glutationa).

Stein et al. (2021) caracterizaram os efeitos anti-inflamatoérios dos extratos de folhas e
flores de A. oleracea, incluindo espilantol isolado sobre a geracdo de 6xido nitrico (NO),
inibicdo e expressdo de quimase e atividade de radical de CAT e SOD. A expressdo da
atividade de quimase, NO, CAT e SOD foram atenuados pela presenca dos extratos e espilantol
que inibiu significativamente a producao de NO e infiltracdo do tecido celular.

No estudo de Gongalves et al. (2021), foi investigado o efeito do extrato de Acmella
ciliata (que apresenta as mesmas caracteristicas organolépticas de A. oleracea) no
comprometimento da memoria e estresse oxidativo no cérebro ap6s administracao intracerebral
de 0,5 mg/kg de estreptozotocina em camundongos. Foi avaliado a atividade da CAT, SOD,
glutationa reduzida, glutationaperoxidase, glutationa redutase e enzimas glutationa-S-
transferase e concentracdo de MDA. O extrato diminuiu a oxidacdo, pois evidenciou uma
diminuicao significativa de MDA e um aumento nos niveis de marcadores antioxidantes.

O estudo de Lallthanpuii e Lalchhandama (2009) realizado com extrato metandlico de
Spilanthes acmella (L.) Murray (A. oleracea) avaliou suas propriedades como agente protetor
de danos ao DNA e proliferacdo celular. Realizando ensaios de DPPH, NO, ferricianeto de
potassio, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio. O extrato da planta mostrou atividade
eliminadora de radicais livres em todos os testes mostrando ser uma fonte promissora na
prevencdo do desenvolvimento de cancer e danos ao DNA. Esses estudos confirmam o
potencial antioxidante presente no extrato de A. oleracea, mesmo que administrado em doses
diferentes e em avaliagdes diferentes da realizada em nosso estudo. Nossos resultados
preliminares da acdo do EEFAO0 no estudo da prostata validam a acdo antioxidante do extrato e

se mostra benéfico ao tratamento da prostata.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, nossos resultados histopatoldgicos demonstraram que o tratamento com 100
mg/kg de extrato etandlico das flores de A. oleracea atenuou caracteristicas hiperplasicas na
prostata de SHRs. A imuno-histoquimica apresentou reducdo de marcadores de AR na prostata
de Wistar, e reducdo de marcadores de PCNA na prostata de SHRs. A morfometria e
estereologia apresentou reducdo de fibras colagenas na prostata de SHRs. A quantificacdo de
secrecdo prostatica mostrou aumento da atividade secretora em SHRs e diminuicdo dessa
atividade em Wistar. As analises bioquimicas mostraram que o EFFA0 agiu como agente anti-
oxidante, apresentando reducdo de MDA na quantificacdo de LPO, reducdo de proteinas
carboniladas, e reducdo da atividade de SOD e CAT. Adicionalmente, o extrato ndo causou
citotoxidade nos animais SHR e Wistar e também nédo causou efeitos adversos relevantes na
prostata ventral de ratos Wistar. Esses dados indicam que esse extrato pode ser um
medicamento fitoterapico promissor em estudos na reducdo de sintomas da HPB.E
fundamental a continuidade de pesquisas dessas atividades presentes no extrato sobre a

préstata, com ensaio clinico e seguran¢a em humanos.
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