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Efeito dos extratos de Panax ginseng, Turnera diffusa
e Heteropterys tomentosa sobre a apoptose no

hipocampo de ratos idosos

Effects of Panax ginseng, Turnera diffusa and Heteropterys tomentosa
extracts on hippocampal apoptosis of aged rats
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RESUMO

Objetivo: Plantas medicinais, como Panax ginseng C.A. Mey, Turnera
diffusa Willd. Ex Schult. e Heteropterys tomentosa 0. Mach. sao
amplamente utilizadas pela populagdo como tonicas e para melhora
da cognicéo. O presente estudo verificou se essas plantas poderiam
ter algum efeito protetor na morte celular por apoptose, podendo este
ser um dos mecanismos de acdo dessas substancias. Métodos:
Ratos machos Wistar idosos (n=24) foram divididos em quatro
grupos. Durante 30 dias, trés grupos receberam tratamento com
extratos hidroalcodlicos das plantas e um grupo recebeu solugao
salina. Um quinto grupo com ratos machos Wistar adultos jovens
(n=4) recebeu solugéo salina durante o0 mesmo periodo. Utilizando-
se a técnica de TUNEL, avaliou-se a porcentagem de apoptose no
hipocampo desses animais. Resultades: Nao foram observadas
diferencas entre a porcentagem de células apoptéticas no hipocampo
de animais idosos e de animais jovens controles. A porcentagem de
apoptose no hipocampo dos animais idosos tratados cronicamente
com os extratos das trés plantas também nao diferiu da porcentagem
de apoptose do hipocampo dos animais idosos do grupo controle.
Conclusao: 0 tratamento com os extratos hidroalcodlicos de Panax
ginseng, Turnera diffusa e Heteropterys tomentosa nao influenciou a
apoptose das células hipocampais de ratos idosos.
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ABSTRACT

Objective: To verify if the medicinal plants Panax ginseng C.A.
Mey, Turnera diffusa Willd. ex Schult., and Heteropterys tomentosa

0. Mach., which are amply used by the population as tonics and
cognition enhancers, could have a protective effect on cell death
by apoptosis, since this could be one of the mechanisms of action
of these substances. Methods: Aged male Wistar rats (n=24)
were divided into four groups. Over 30 days, three groups received
treatments with hydroalcoholic extracts of the plants, and one
group received saline solution. A fifth group with young adult
male Wistar rats (n=4) received saline solution during the same
period. Using the TUNEL technique, the percentage of apoptosis
in the hippocampus of these animals was evaluated. Results: No
differences were observed between the percentage of apoptotic cells
in the hippocampus of aged animals and of young control animals.
The percentage of apoptosis in the hippocampus of aged animals
treated chronically with the extracts from the three plants also did
not differ from the percentage of apoptosis in the hippocampus of
the control group of aged animals. Conclusion: Treatment with
the hydroalcoholic extracts of Panax ginseng, Turnera diffusa, and
Heteropterys tomentosa did not influence the apoptosis of the
hippocampal cells of aged rats.
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INTRODUCAO

O processo de envelhecimento provoca uma série de
alteracoes fisioldgicas e anatomicas®). Dentre essas al-
teracoes, destaca-se a perda gradativa de diversas fun-
¢oOes cognitivas, como atengao, raciocinio, orientacao,
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linguagem e, principalmente, meméria®. Nesse caso, o
hipocampo, uma estrutura cerebral intimamente ligada
a memoria, estaria especialmente comprometida®.

Sabe-se que a perda neuronal é um processo que
nao ocorre em grande escala e de forma homogénea
em todas as regidoes do cérebro, porém sugere-se que
ela esteja envolvida com os declinios cognitivos decor-
rentes do envelhecimento™®. Dentre os mecanismos
bioldgicos de perda neuronal, destaca-se a apoptose,
a qual pode estar relacionada a processos patogénicos
diversos. O excesso nas taxas de apoptose esté relacio-
nado a degeneracdo celular ocasionada gracas ao es-
tresse oxidativo®®), frequentemente associado ao en-
velhecimento®. A apoptose também esta relacionada
a patogénese de doengas neurodegenerativas, como a
doenca de Alzheimer®, a doenga de Huntington'” ou
o ParkinsonismoV. Por fim, a apoptose também po-
de estar envolvida no déficit de memoria e na funcao
hipocampal .

As plantas estudadas no presente trabalho, Panax
ginseng, Turnera diffusa (popularmente conhecida como
“damiana”) e Heteropterys tomentosa (popularmente
conhecida como “nd-de-cachorro”), tém um uso popu-
lar muito disseminado e que coincide com uma possivel
acao nootrdopica ou adaptdgena. Os nootrdpicos sao
drogas caracterizadas por melhorar o desempenho cog-
nitivo do individuo e ndo possuem uma classe quimica
ou mecanismo de acdo especifico’®. Ja as substancias
adaptogenas promovem um aumento do desempenho
fisico ou da resisténcia ao estresse'¥.

O Panax ginseng foi escolhido por possuir diversos
trabalhos na literatura que confirmam sua acao adap-
togena e mostram efeitos positivos sobre a memodria,
avaliada por meio da melhora do desempenho de ratos
submetidos a esquivat®®. Também foi verificado que o
extrato de ginseng apresenta efeito protetor na morte
por apoptose em células neuronais SK-N-MCU® e em
astrocitos!”.

Um levantamento bibliogréafico aponta que a Tiurnera
diffusa e a Heteropterys tomentosa possuem usos que se
enquadram no conceito de adaptégeno e estao entre as
mais usadas pela populacio brasileira®™, porém nao ha
muitos estudos cientificos comprovando tais efeitos be-
néficos. A Turnera diffusa € descrita como estimulante,
tonica e afrodisiaca®. Sua possivel agao afrodisiaca,
principal uso popular, foi alvo de investigacao farma-
cologica®. Nesse estudo, extratos fluidos hidroalcodli-
cos de Turnera diffusa e Pfaffia paniculata melhoraram
o desempenho copulatdrio de ratos sexualmente inca-
pacitados. Em um teste de esquiva passiva, um extrato
padronizado da Heteropterys tomentosa foi eficaz em
reverter o déficit de memoria de animais idosos®). A
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planta também apresentou um bom indice antioxidante
sobre a lipoperoxidacao in vitro®?.

OBJETIVO

Considerando o declinio cognitivo decorrente do en-
velhecimento, a importancia do hipocampo para esse
processo € o potencial efeito neuroprotetor das plan-
tas consideradas, o presente trabalho buscou avaliar o
efeito dos extratos hidroalcodlicos (EH) das raizes de
Panax ginseng, das partes aéreas de Turnera diffusa e das
raizes de Heteropterys tomentosa sobre a taxa de apoptose
das células hipocampais de ratos idosos.

METODOS

Material boténico

Partes aéreas de Turnera diffusa foram obtidas comer-
cialmente, da fornecedora Quimer Ltda. (lote 011, com
validade até novembro de 2006), enquanto as raizes de
Panax ginseng (lote GINP04/02, com validade até junho
de 2008) e Heteropterys tomentosa (lote NOC06/02, com
validade até agosto de 2008), sob a forma de p6, foram
obtidas comercialmente da fornecedora Santos Flora®,
todas providas de laudo de identificacao botanica das
espécies. Os EHs foram obtidos por meio da técni-
ca de turbdlise®. Posteriormente, foram liofilizados
(liofilizador EDWARDS Pirani 501) para obtencao dos
extratos secos, os quais foram armazenados dentro de
um dessecador em geladeira.

Animais

Foram utilizados 24 ratos idosos (20 meses de ida-
de) e 4 ratos adultos jovens (3 meses de idade), ma-
chos, da linhagem Wistar, provenientes do biotério
do Departamento de Psicobiologia da Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP). Todos os animais
foram mantidos em salas com controle de temperatu-
ra (23+2°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas, com dgua
e comida ad libitum. Os animais foram eutanasiados
por decapitacdo. O projeto foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica da UNIFESP (protocolo niimero
0464/05).

Tratamento dos animais

Os ratos idosos foram divididos em quatro grupos e re-
ceberam os tratamentos, por via oral, durante 30 dias.
Os grupos receberam 100mg/kg do extrato de Panax
ginseng, dose eficaz na aprendizagem e memdria de
ratos", 50mg/kg de Heteropterys tomentosa, dose que
reverteu o prejuizo de memoria em ratos idosos®,



500mg/kg de Turnera diffusa. Ambos os grupos controle
(grupo controle idoso e grupo controle jovem) recebe-
ram salina por via oral durante 30 dias.

No 3092 dia de tratamento, 1 hora ap6s a adminis-
tragdo, os animais foram anestesiados com ketamina
(0,8mL/kg) e xilazina (0,5mL/kg) e submetidos a per-
fusdo transcardiaca com solucido de formaldeido 4%.
A seguir, os animais foram decapitados e os cérebros
foram retirados cuidadosamente e armazenados em
formaldeido 4% por 48 horas, para posterior inclusao
em parafina.

Analise de apoptose pelo método de imuno-histoqui-
mica do TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end-
labeling)

Para utilizagdo do método TUNEL, foi adquirido um kit
(ApopTag Plus-peroxidase da ONCOR, Inc., EUA),
seguindo-se o protocolo do fabricante e conforme des-
crito por Lopes et al.®.

Os cérebros dos animais incluidos em parafina fo-
ram cortados em micré6tomo. As secgoes do tecido fo-
ram desparafinadas com etanol de 95 a 70% e lavadas
em PBS. Ap6s uma sequéncia de reagdes de imuno-
-histoquimica, a revelagao da cor das células positivas
para a reacao ocorreu com a diaminobenzidina (DAB)
e utilizando Hematoxilina de Carrazi para contra-co-
loracao.

As laminas foram observadas em microscopio de
luz. Calculou-se a porcentagem de células positivas
para a reacao de TUNEL nas regioes do hipocampo
(CAl, CA3 e giro denteado dorsal e ventral). A por-
centagem foi obtida contando-se o nimero de células
marcadas pela reacdo em relacdo ao nimero total de
células presentes nas camadas granulares das referidas
regioes [(células apoptdticas/total de células) X 100].

Andlise estatistica

Para analise dos dados, utilizou-se ANOVA de uma via.
Os resultados foram expressos como média*erro pa-
drao da média (EPM) e adotou-se um nivel de signifi-
cancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Na tabela 1, observa-se que a porcentagem de morte
nas regides hipocampais analisadas pela reacao de
TUNEL nao apresentou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de animais idosos € jovens.
Além disso, os ratos idosos tratados com os trés diferen-
tes extratos de plantas nao diferiram dos animais idosos
sem tratamento.
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Tabela 1. Porcentagem de células TUNEL positivas nas diferentes regioes do hipo-
campo (CA1, CA3, giro denteado dorsal e giro denteado ventral) de trés grupos de
animais idosos tratados com extratos hidroalcodlicos de Panax ginseng, extratos hi-
droalcodlicos de Heterapterys tomentosa e extratos hidroalcodlicos de Turnera diffusa,
além dos controles, sem tratamento. Os resultados representam a média=EPM.
ANQVA. Nao foram encontrados resultados estatisticamente significativos

% de células TUNEL-positivas
CA1 CA3 GDd GDv

Grupo/tratamento (n)

ldoso CTL(7) 0,03+0,03 0+0 0,02+0,02 0+0
Jovem CTL (4) 00 0,110,117 0,06+0,03 0,06+0,06
ldoso PG (6) 0,10+£0,06  0,05+0,05 0+0 0,03+0,03
Idoso HT (6) 0,07+0,04 0,12+0,08 00 0+0
Idoso TD (5) 0,10£0,07 0,07+0,07 00 0,03+0,03

GDd: Giro denteado dorsal; GDv: Giro denteado ventral; PG: Panax ginseng; HT: Heteropterys tomentosa;TD: Turnera
diffusa; CTL: Controle.

DISCUSSAO

O presente trabalho buscou avaliar o possivel efeito
antiapoptotico dos trés EHs (de Panax ginseng, Turnera
diffusa e Heteropterys tomentosa), durante o envelheci-
mento. Os animais foram tratados por 30 dias com os
EHs das plantas em estudo. Os cérebros desses ani-
mais foram retirados para posterior reacao do TUNEL.
Analisaram-se as regioes CA1, CA3 e giro denteado dor-
sal e ventral do hipocampo quanto a porcentagem de
morte neuronal. As regides analisadas pela reacao de
TUNEL nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de animais idosos tratados
com os trés diferentes extratos de plantas.

Diversos sao os estudos de substancias de origem
vegetal que buscam um efeito antiapoptdtico nas célu-
las do sistema nervoso central®29. Os extratos meta-
nolicos de Acori graminei e Uncariae ramulus et uncus
protegeram o hipocampo da morte celular induzida
por isquemia®. Um preparado da medicina chinesa
denominado Toki-shakuyaku-san teve um efeito neu-
roprotetor contra a proteina beta-amiloide, efeito atri-
buido a sua agao antioxidante®. A injecao de extrato
de Carthamus tinctorius em ratos diminuiu a area de
infarto cerebral e a expressdao da caspase-3 (proteina
pré-apoptotica)®). Esses estudos provam que extratos
provenientes de espécies vegetais podem apresentar
efeito protetor contra a morte neuronal em diversos
modelos animais. Contudo, apesar da plausibilidade da
afirmagao acima, no presente estudo nao foi observada
protecao contra morte neuronal por apoptose.

Além disso, neste estudo, nao houve diferencas en-
tre a porcentagem de células apoptdticas do grupo de
animais idosos e do grupo de animais jovens, ambos
sem tratamento. Este dado questiona a afirmagao de
que o envelhecimento e a perda neuronal sdo eventos
concomitantes. De fato, a perda neuronal, no envelhe-
cimento, ¢ discutida por muitos autores. Parte dos au-
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tores demonstra que o envelhecimento estd associado a
uma diminuicao fisioldgica no nimero total de células
em algumas regioes do cérebro. Nesse sentido, Ishimaru
et al.?? observaram que o numero de células no hipo-
campo dos ratos idosos € de 10 a 30% menor do que
dos ratos jovens. Um aumento da apoptose foi encon-
trado no estriado de ratos adultos e idosos, por meio
da reacdo de TUNEL, o que pode estar relacionado a
essa diminuicdo celular no sistema nervoso central®.
Entretanto, outros estudos sugerem que essa perda
neuronal, durante o envelhecimento, € menor do que
no recém-nascido, ao serem comparados os cérebros de
ratos recém-nascidos aos de ratos adultos e idosos®.
Esses autores notaram que no neocortex, tronco ence-
falico, hipocampo e cerebelo, havia um menor nimero
de células apoptdticas nos animais idosos do que nos
animais recém-nascidos. Nos recém-nascidos, essa alta
taxa de apoptose estd intimamente ligada ao desenvol-
vimento, a proliferacao e a migracao celular®). Outros
autores também analisaram o bulbo, o cerebelo e o cor-
po caloso de animais idosos e verificaram aumento das
células danificadas na regiao do cerebelo e bulbo nos
animais idosos®”. Portanto, a relacao entre envelheci-
mento e apoptose ainda nao esta totalmente definida.

Os dados do presente trabalho estao de acordo com
alguns achados na literatura que descrevem auséncia de
um grande nimero de células apoptdticas no cérebro
de animais idosos. Os resultados do presente estudo
também sugerem que as plantas medicinais avaliadas
nao possuem efeito antiapoptotico no sistema nervoso
central. Contudo, para correta interpretagcao dos dados,
algumas ressalvas metodoldgicas e limitagoes devem ser
consideradas. Primeiramente, dado que nao houve altas
taxas de apoptose nos animais idosos, quaisquer efei-
tos anti-apoptéticos das plantas analisadas podem ter
sido mascarados. Nesse sentido, seria Gtil empregar, em
estudos futuros, metodologias de inducao de apoptose
e morte neuronal. Além disso, foi abordada apenas a
morte neuronal por apoptose, desconsiderando-se me-
canismos como os de necrose e autofagia. Desse modo,
nao se pode concluir que essas plantas nao apresentam
efeito protetor contra a morte neuronal de modo ge-
ral. Por fim, deve-se considerar que a apoptose induzida
pelo envelhecimento nao € restrita ao hipocampo. Sendo
assim, estudos que verificam os efeitos das plantas ana-
lisadas sobre outras estruturas cerebrais podem ser de
grande valia.

E importante lembrar que as plantas estudadas sio
bastante utilizadas pela populagao em geral, que reco-
nhece seus efeitos como adaptdgenas ou nootropicas.
Estudos cientificos com substincias vegetais, que apre-
sentam efeito neuroprotetor e antiapoptotico, sao es-
cassos diante da quantidade de plantas descritas com
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essa finalidade, seja popularmente ou por dados da lite-
ratura cientifica. Nesse sentido, € importante aprofun-
dar esses estudos para esclarecer o mecanismo de agao
dessas plantas, tao utilizadas pela populagéao.

CONCLUSAO

Os extratos Panax ginseng, Turnera diffusa e Heteropterys
fomentosa nao apresentam efeito sobre as taxas de
apoptose no hipocampo de ratos idosos. Esses resulta-
dos sao especificos as condigdes experimentais empre-
gadas, sendo necessdrio avaliar o efeito das plantas em
questao por meio de estudos que induzam apoptose ou
que avaliem o declinio cognitivo proprio do envelheci-
mento por meio de outros mecanismos neurobioldgicos.
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