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RESUMO

O ginseng € um dos fitoterdpicos mais utilizados em todo o mundo, sua
raiz tem sido usada por mais de 2000 anos para desenvolver memoria e
aprendizagem, tratar depressdo, fadiga, diabete e prevenir os efeitos
debilitantes da idade. Atribui-se ao ginseng efeito antioxidante e neuroprotetor,
0 que sugere que sua utilizagcdo possa ser proveitosa em diversas patologias,
particularmente as neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do pré-tratamento agudo, subcrdénico e
cronico com ginseng - Panax quinquefolium - no tremor induzido pela
oxotremorina (OXO) em ratos. No experimento agudo, os animais foram
tratados com diferentes doses de Panax quinquefolium (6,25; 12,5; 25,0; 50,0;
100,0 e 200,0mg/kg, v.0.). Ap6s 30 minutos, sendo os Ultimos 5 minutos de
ambientacdo dentro da caixa da plataforma sensora, foi administrado OXO
(0,5mg/kg, i.p). No experimento subcrénico os animais receberam Panax
quinquefolium (50,0; 100,0 e 200,0mg/kg, v.0.) durante 7 dias e, no oitavo dia,
apos 5 minutos de ambientacdo no interior da caixa da plataforma sensora, foi
administrado OXO (0,5mg/kg, i.p). No experimento crbénico 0s animais
receberam Panax quinquefolium (50,0; 100,0 e 200,0mg/kg, v.0.) durante 30
dias e, no trigésimo primeiro dia, apés 5 minutos de ambientacao no interior da
caixa da plataforma sensora, foi administrado (0,5mg/kg, i.p). Em todos os
experimentos o registro do tremor foi realizado durante 10 minutos, apds a
administracdo da OXO e posteriormente foi realizada sua analise espectral.
Nos grupos controles: OXO, ginseng, veiculo, foram administrados,
respectivamente, OXO, ginseng e veiculo. Como resultados, observamos que o
pré-tratamento agudo com o Panax quinquefolium diminuiu a amplitude e
alterou a cinética da amplitude do tremor induzido pela OXO em ratos,
enquanto que a frequéncia do tremor induzido pela OXO aumentou somente
apos o pré-tratamento com ginseng na dose de 50mg/kg. Nos grupos pré-
tratados subcrdnica e cronicamente o Panax quinquefolium ndo reduziu a
amplitude e a frequéncia do tremor induzido pela OXO, como também n&o

reduziu significativamente a cinética da amplitude e freqiéncia deste tremor.
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Estes resultados sugerem que o Panax quinquefolium, quando administrado de
forma aguda, possa infuenciar os circuitos tremorigénicos envolvidos na agao
da OXO, no entanto, este(s) mecanismo(s), assim como outros mecanismos de

acao desta planta, permanece(m) desconhecido(s).



XVi

ABSTRACT

Ginseng is one of the most used medical herbs in the world. Ginseng
roots have been used for more than two thousand years to improve memory
and learning, depression, weariness, diabetes and to delay the effects of age. It
is also attributed to ginseng an antioxidant and neuroprotective effect which
suggests its usage in several neurodegenerative pathologies as Parkinson
disease. The aim of the present study is to evaluate the acute, subchronic and
chronic effects of the pretreatment with ginseng — Panax quinquefolium — in
oxotremorine (OXO) induced tremor in rats. In acute experiments the animals
were pretreated with different doses of panax quinquefolium (6.25; 12.5; 25.0;
50.0; 100.0 and 200.0mg/kg, v.0.). Thirty minutes after ginseng administration,
the rats were kept inside the registration box during five minutes for
ambientation and received OXO (0.5 mg/kg, i.p). In subchronic experiments the
animals received panax quinquefolium (50.0; 100.0 and 200.0mg/kg, v.0) during
seven days and, in the eighth day, OXO (0.5mg/kg, i.p) was administered in the
same registration conditions mentioned previously. In chronic experiments the
animals received panax quinquefolium (50.0; 100.0 and 200.0mg/kg, v.0) during
thirty days and, in the thirtieth-first day, OXO (0.5mg/kg, i.p) was administered.
In all the experiments tremor registration was accomplished during ten minutes
with posterior tremor-spectral analysis. Control groups received OXO, ginseng
and vehicle. Acute pretreatment with panax quinquefolium decreased the
amplitude of OXO-induced tremor and changed its kinetics in rats while the
frequency of OXO-induced tremor was only increased after ginseng
pretreatment dosage of 50mg/kg. Subchronic and chronic groups, pretreated
with panax quinquefolium, didn’t significantly changed tremor amplitude and
frequency induced by OXO in rats, as also the kinetics of these measures. This
results suggest that panax quinquefolium, in acute experiments could be active
over tremor circuits involved in the action of OXO; however, those mechanisms
of action, as well as other possible mechanisms of that root, remain largely

unknown.
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1- O uso medicinal do ginseng

O estudo de plantas medicinais tem sido objeto de grande interesse por
parte de varias industrias farmacéuticas. Revisao publicada pela Academia
Brasileira de Ciéncias (Ferreira, 1998), destaca que grande parte dos
medicamentos existentes no mercado originou-se de produtos naturais ou, pelo
menos, apresentou alguma histéria, na sua farmacologia, relacionada a estes
produtos. Neste trabalho, afirma-se que entre as vinte drogas mais vendidas
nos EUA em 1998, somente sete ndo eram diretamente originarias de produtos
naturais.

Durante os ultimos anos, uma explosdao no consumo de ervas medicinais
tem sido presenciada, principalmente na América do Norte (Sievenpiper e cols,
2003; Abebe, 2002; Ernst, 2002; loannides, 2001; Gyllenhaal e cols, 2000;
Briskin, 2000) e Europa, especialmente entre pessoas idosas (loannides,
2002). Nos EUA, entre 1990 e 1997, o crescimento no consumo de plantas
medicinais foi de aproximadamente 45%, o que representou um gasto de 27
bilhdes de ddlares, enquanto que na Alemanha e na Francga representou 3 e
1,6 bilhdes de ddlares, respectivamente (MacLennan, 2002).

Dentre os fitoterapicos mais utilizados em todo o mundo esta o ginseng
(no sentido genérico de plantas medicinais com efeitos similares aos do Panax
ginseng) (Kennedy & Scholey, 2003; Youdim & Joseph, 2001). O gasto anual
com seu consumo nos EUA é de aproximadamente 300 milhdes de ddélares
(Youdim & Joseph, 2001).

A raiz do Panax ginseng tem sido utilizada por mais de 2000 anos
(Gross e cols, 2002; Liu e cols, 2002; Yuan e cols, 2001; Attele e cols, 1999).
Esta planta foi inicialmente denominada Panax schinseng Nees, por um
botanico germanico chamado Nees van Essenbeck. Em 1842, foi renomeada
Panax ginseng (Fulder, 1980b). Panax deriva do grego pan-axos, assim como
panacea, que significa “toda saude”, “toda cura” (Yeh e cols, 2003; Yun, 2001;
Fulder, 1980b), pois, creditava-se a ela ser um remédio para todos os males e
que promove a longevidade (Choi e cols, 2002; Yuan e cols, 2001; Attele e
cols, 1999; Fulder, 1980b). O Panax ginseng (P. ginseng) pertence a familia
Aaraliaceae ou Araliaceae (Kennedy & Scholey, 2003; Yoshikawa e cols, 2003;
Yun, 2001; Cicero e cols, 2000).



1.1 - Principais espécies de ginseng e plantas similares

Diferentes espécies de plantas sao frequentemente denominadas
ginseng, dentre as mais importantes esta o ginseng coreano ou chinés (P.
ginseng), ginseng americano (P. quiquefolius ou P. quinquefolium), o ginseng
japonés (P. japonicus) (Coleman, 2003; Kennedy & Scholey, 2003; Yeh e cols,
2003; Yun, 2001) e o ginseng siberiano (Eleutherococcus senticosus ou
eleutherococcus ou ainda eleuthero) (Yeh e cols, 2003; Vuksan e cols, 2001;
Yun, 2001; Davydov & Krikorian, 2000). O “ginseng brasileiro” é conhecido
como Pfaffia paniculata (Subiza e cols, 1991). A figura 1 apresenta uma

reprodugao da planta do Panax ginseng.

Figura 1 - Representagdo da planta do Panax ginseng (fonte
www.nysm.nysed.gov/nhc/fonawards2002.html).

O estudo do ginseng tem uma longa histéria (Huang, 1999). Sua eficacia
tornou-se conhecida no Ocidente desde o século XVIIl. As principais espécies
de ginseng (tabela 1) estdo distribuidas na Asia Central e Oriental, e América
do Norte (Yuan e cols, 2001; Huang, 1999).



Tabela 1 - Principais espécies de ginseng e similares e sua distribuicdo geografica

Denominacdo | Nome cientifico Distribuicdo geogréfica Referéncia
genérica
Ginseng P. quinquefolium | América do Norte Assinewe e cols,
americano (sudeste de Quebec a zog?; Yuan e cols,
001.

Minnesota, e sul de
Oklahoma a Georgia);
EUA e Canada

Ginseng Eleutherococcus | Russia Davydov & Krikorian,

siberiano senticosus 2000; Gyllenhaal e
cols, 2000.

Ginseng P. japonicus Japéo Yun, 2001.

japonés

Ginseng P. ginseng China " e Corea* Wang e cols, 2003

asiatico Kennedy & Scholey,

2003; Ernst, 2002 e

(coreano ou
Wu e cols, 1999.*

chinés)

Na medicina tradicional chinesa, o ginseng ha muito tempo € utilizado
para diferentes propdsitos (Rivera e cols, 2003), dentre eles, o
‘engrandecimento da alma”, “harmonizar energias”, “tratar as cinco visceras”,
‘remover substancias toxicas”, “abrir o coracao” e “desenvolver a mente”. O
uso continuo “revigora o corpo e prolonga a vida”. Para os chineses, o “tratar
as cinco visceras” € a chave para as crengas da medicina chinesa. Assim,
afirmam serem elas o sistema funcionante basico na estrutura humana, cada
qual com sua propria porgéo dos “cinco elementos” ou “cinco energias” (agua,
fogo, madeira, metal, terra), ou ainda “cinco movimentos” e grau de polaridade
Yin/Yang. Na medicina chinesa, o ginseng ndo ¢é apenas o rei dos
medicamentos harménicos, mas também o de maior Yang. Sua fungao corporal
seria “restaurar o Yang”, em outras palavras, promover o “fluir de energia”,
“‘aumentar o calor’, e “queimar o estoque de substancias toxicas”. Isto
promoveria a “expressao de potencial de energia corporal bloqueada” por

doengas ou letargia. Assim, o ginseng “demonstraria ser uma substancia



vitalizante e harménica nao especifica, reparadora do Yang, harmonizadora da
energia e das fun¢des do corpo” (Fulder, 1980b).

Na Russia, o ginseng sempre foi um medicamento popular sendo usado
por suas propriedades tbnicas, estimulantes (Gyllenhaal e cols, 2000),
diuréticas e geriatricas (Fulder, 1980b). E largamente usado para o tratamento
da anemia, insbnia, neurastenia, depressao, impoténcia, cansago, gastrite e
fraqueza geral, para ajustar a glicose sanguinea e o metabolismo na diabete e
em outras doengas do metabolismo interno (Fulder, 1980Db).

Os diversos principios ativos de plantas denominadas ginseng ou
similares tém recebido também a denominacdo de drogas adaptéogenas ou

resistogenas (Ang- Lee e cols, 2001; Davydov & Krikorian, 2000).

1. 2 - Teoria adaptégena ou resistogena e efeitos atribuidos ao ginseng

Selye (1937) observou que animais de laboratério, apdés serem
submetidos a situagcbes de estresse, como exercicio muscular excessivo,
exposi¢cao ao frio, lesdo por trauma, infec¢gdes agudas ou intoxicagbes com
varias drogas, apresentavam uma “sindrome geral de adaptacédo”. Esta
sindrome independeria da natureza do agente agressor e representaria uma
expressdo de defesa geral, uma reagdo n&o-especifica estereotipada para
sinais de estresse de varias origens. A sindrome seria caracterizada, em
experimentos com animais, por trés fases (Selye 1973): 1) Estado de alerta,
que é uma resposta imediata de um organismo ao estresse; 2) Estado de
resisténcia, que apareceria apos exposi¢cao repetida ou crdnica ao estressor; o
organismo desenvolveria uma certa habituagdo ou adaptagdo, independendo
da natureza do estressor, e 3) Estado de exaustdo, que ocorreria depois da
exposi¢cao ao estressor apos o limite da resisténcia. De acordo com Selye
(1938), o fator limitante da adaptabilidade do organismo seria a “energia de
adaptagao”.

O termo adaptégeno ou resistégeno foi introduzido pelo cientista russo
Lazarev, em 1947 (Davydov & Krikorian, 2000; Nocerino e cols, 2000), quando
descreveu a possivel atividade adaptogénica do dibazol (2-benzil-
benzimidazol) em experimentos desenvolvidos para estimular a resisténcia

nao-especifica em humanos (Wagner e cols, 1994). A palavra adaptégeno é



originaria do latim adaptare, que significa adaptar, acomodar, harmonizar
(Davydov & Krikorian, 2000). Lazarev definiu “adaptdégeno”, como um agente
que permite o organismo neutralizar estressores quimicos, fisicos ou
bioldgicos através de uma resisténcia nao-especifica (Brekhman & Dardymov,
1969a). Inerente a esta definicdo, ha o conceito de que a administragao do
adaptogeno permite ao organismo pré-adaptar-se e ser capaz de responder
mais apropriadamente as exigéncias postas sobre ele (Kelly, 2001; Kelly,
1999).

Brekhman & Dardymov (1969a) propuseram que plantas ou
substancias com efeito adaptégeno ou resistdgeno deveriam obedecer a trés
critérios especificos:

“1 - Um adaptogeno deveria ser indcuo e causar alteragdes minimas
nas fungdes fisioldgicas do organismo, necessarias para produzir a resisténcia
nao-especifica".

2 - “A agao de um adaptdégeno deveria ser ndo-especifica, ou seja,
aumentando a resisténcia a influéncias adversas de uma grande gama de
fatores de natureza fisica (imobilizagdo, aumento da atividade motora,
aumento ou inibicdo da pressdo barométrica, radiagdo ultravioleta ou
ionizante), quimica (substancias toxicas) ou biologica (bactérias, tumores
transplantados)”.

3 - “Um adaptdégeno deveria possuir acao normalizadora das fungdes
fisiolégicas, nao importando a direcao das mudancgas patoldgicas que ocorrem
(por agao dos agentes agressores)”.

De acordo com Lazarev e Brekhman, a atividade adaptogénica pode
ser obtida por diversas substancias de origens muito diferentes (Brekhman &
Dardymov, 1969a). Além disso, provavelmente estas substancias possam ter
diferentes mecanismos de acdo, embora apresentem o mesmo efeito
farmacoldgico. Estes diferentes fatores fisicos e quimicos nédo especificos,
nominalmente aumentariam o estado de resisténcia do corpo humano aos
fatores irritantes e estressores externos. Lazarev chamou este estado corporal
‘o estado de aumento de resisténcia ndo especifica” (Davydov & Krikorian,
2000).

Varios estudos evidenciam que os adaptégenos tém influéncia também

sobre os sistemas imunoldgico e nervoso (Carlini, 2003), agindo como



imunomoduladores ou

imunoestimulantes

(Davydov & Krikorian, 2000;

Nocerino e cols, 2000; Baranov, 1982; Saito e cols, 1974; Brekhman &

Dardymov,

1969a) e/lou melhorando as fungdes cognitivas (Kennedy &

Scholey, 2003; Rai e cols, 2003; Sala e cols, 2002; Todha e cols, 2002; Youdim

& Joseph, 2001; Nocerino e cols, 2000). Portanto, o uso destas substancias

permitiria o funcionamento harmdnico do corpo humano, sendo indicado para

um grande numero de patologias, como a diabete, insdnia, neurastenia,

gastrite, hipotensado, hipertenséo, dispepsia, fadiga, cancer, entres outras

(Brekhman & Dardymov, 1969b).

farmacoldgicos atribuidos ao ginseng.

Tabela 2 - Efeitos atribuidos ao ginseng

A tabela 2 mostra diversos efeitos

Efeitos atribuidos

Referéncia

Prevenir fadiga

Gingrich e cols, 2003; Wang e cols, 2003;
loannides, 2002; Zou e cols, 2002; Ng & Wang,
2001; Cicero e cols, 2000; Gyllenhaal e cols,
2000)

Prevenir depressao

Gingrich e cols, 2003; Wang e cols, 2003;
Ernest, 2002; Zou e cols, 2002

Prevenir dor de cabeca

Fulder, 1980b

Aumentar a vitalidade fisica

Sala e cols, 2002; Tohda e cols, 2002; Zou e
cols, 2002; Yamazaki e cols, 2001; Cicero e
cols, 2000; Youdim & Joseph, 2001; Attele e
cols, 1999; Fulder, 1980b

Desenvolver memoria

Sala e cols, 2002; Tohda e cols, 2002; Zou e
cols, 2002; Yamazaki e cols, 2001; Cicero e
cols, 2000; Youdim & Joseph, 2001; Attele e
cols, 1999; Fulder, 1980b

Desenvolver aprendizagem

Sala e cols, 2002; Zou e cols, 2002; Youdim &
Joseph, 2001; Cicero e cols, 2000; Attele e
cols, 1999; Tohda e cols, 2002; Fulder, 1980b

Prevenir os efeitos debilitantes da
idade

Hu e cols, 2001; Fulder, 1980b

Controlar o cancer

Kennedy & Scholey, 2003; Mayer e cols, 2002;
Hu e cols, 2001; Lam & Ng, 2001; Yamazaki e
cols, 2001; Yun, 2001; Kanga e cols, 2000;
Attele e cols, 1999




Controlar a Diabetes Mellitus Coleman e cols, 2003; Wang e cols, 2003;
Ernst, 2002; Ang-Lee e cols, 2001
Modular o sistema imune Coleman e cols, 2003; Hu e cols, 2003; Rivera

e cols, 2003; Wang e cols, 2003; Yeh e cols,
2003; Yoon e cols, 2003; Abebe, 2002; Lam &
Ng, 2001; Hu e cols, 2001

Modular o sistema enddcrino Tsai e cols, 2003; Yoon e cols, 2003; Attele e
cols, 1999
Modular o sistema nervoso central Rivera e cols, 2003; Yoon e cols, 2003; Ernst,

2002; Zou e cols, 2002; Youdim & Joseph,
2000; Attele e cols, 1999; Fulder, 1980b

Modular o sistema cardiaco Yoon e cols, 2003; Lam & Ng, 2001; Toda e
cols, 2001;Cicero e cols, 2000; Attele e cols,
1999; Fulder, 1980b

Modular o sistema renal Fulder, 1980b

Modular o sistema respiratério Rivera e cols, 2003; Gross e cols, 2002

Afrodisiaco Kennedy & Scholey, 2003; Ernst, 2002; Toda
e cols, 2001; Fulder, 1980b

Minimizar dos efeitos da menopausa Gingrich e cols, 2003; Fulder, 1980b

Combate a fraqueza geral (anemia, | Fulder, 1980b
falta de apetite, dispnéia, agitagao

nervosa, sede constante)

Acelerar a recuperagao da saude e | Abebe, 2002; Fulder, 1980b

manutencio da saude

Em 1950, pesquisadores soviéticos descreveram que muitas plantas,
especialmente as pertencentes a familia Araliaceae, teriam propriedades
adaptégenas, dentre elas o P. ginseng e o Eleutherococcus senticosus
(Bhattacharya & Muruganandam, 2003; Kennedy & Scholey, 2003; Rai e cols,
2003; Smolinski & Pestka, 2003; Yeh e cols, 2003; Abebe, 2002; Ang-Lee e
cols, 2001; Briskin, 2000; Cicero e cols, 2000; Gyllenhaal e cols, 2000), seriam
as mais conhecidas (Kelly, 1999). Entre outras plantas denominadas
adaptégenas estdo: Withania somnifera (Ashwagandha), Azardirachta indica
(Neem), Boerhaavia diffusa, Glycyrrhira glabra (licorice), Rhodiola rosea (Kelly,
1999), Bryonia alba L e Schisandra chinensis (Carlini, 2003).



2- Composicdo quimica

Dentre os componentes do ginseng, aos quais atribui-se atividades
farmacologicas, estdo os polissacarideos, o0s peptideos, os alcoois,
poliacetilénicos, os acidos graxos, os ginsenosideos (Attele e cols, 1999), os
aminoacidos, vitaminas e esterdis (Cicero e cols, 2000). Porém, os principais
componentes ativos do ginseng, aos quais sdo atribuidos a maior parte dos
seus efeitos, s&do os ginsenosideos (Assinewe e cols, 2003; Kennedy &
Scholey, 2003; Yoon e cols, 2003; Choi e cols, 2002; Sala e cols, 2002; Choi e
cols, 2001; Yuan e cols, 2001; Ang-Lee e cols, 2001; Briskin, 2000; Kim e cols,
2000; Nah e cols, 2000; Attele e cols,1999; Huang, 1999).

Os ginsenosideos também s&o conhecidos como glicosideos
triterpenoidais (Kennedy & Scholey, 2003), saponinas de ginsenosideos,
saponinas esteroidais (Coleman e cols, 2003; Yoon e cols, 2003; Sala e cols,
2002; Ang-Lee e cols, 2001), glicosideos de saponinas triterpénicas (Coleman,
2003; Yeh e cols, 2003; Youdim & Joseph, 2001; Attele e cols, 1999), ou ainda,
saponinas do ginseng (Nicol e cols, 2003; Choi e cols, 2002; Kim e cols, 2000).
As saponinas triterpénicas sao sintetizadas via mevalonato no citosol
(Chappell, 2002; Attele e cols, 1999).

Os ginsenosideos apresentam consideraveis diferengas estruturais entre
si, de modo similar aos horménios esteroidais (Yoon e cols, 2003; Kim e cols,
1998; Ota e cols, 1987). Apresentam estrutura glicosidica triterpénica
tretraciclica (Attele e cols, 1999; Baranov, 1982), composta de dois acgucares,
chamados 20(S)-protopanaxadiois (Huang, 1999; Yuan e cols, 1998; Gillis,
1997), ou de trés agucares, chamados 20(S)-protopanaxatriois (Fournier e cols,
2003; Yoshikawa e cols, 1998) e do acido oleandlico (Kennedy & Scholey,
2003; Nemmani & Ramarao, 2002; Vuksan e cols, 2001a,b; Tachikawa e cols,

1999. A figura 2 representa a estrutura basica dos ginsenosideos.
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Ry :
Ra
Ginsenosides Ry R Ry PD or PT
R, -Glez-Gle H -Gleg-Glo PD
Rby =Glos-Gle =H =Glug=Aralpyr) FD
Rc -Gloy-Glo -H -Glog-Aralfur) PO
R ~Gloa=Glc -H -Gl PD
Re -H -0-Gleg-Rha  -Gig PT
Rf -H =0=Gley-Gle =H PT
Rgs -H -D-Gle -Gile PT
= -H -0-Glcy-Rha -H PT
Ras -Gle,, Gle -H -H PD
Rh, -H -0-Gles -H PT
Rhig -Gley -H H PO

Figura 2 - Estrutura basica dos ginsenosideos. Panaxadiol (PD) e panaxatriol (PT)
(fonte Rhim e cols, 2002).

Os ginsenosideos protopanaxadiois sao constituidos pelo Rb4, Rby, Rbs,
Rc, Rd, Rgs, Rhy, Rs¢ (Kennedy & Scholey, 2003; Huang, 1999; Yuan e cols,
1998; Gillis, 1997), enquanto os ginsenosideos protopanaxatridis sao
compostos pelo Re, Rf, Rgy, Rg2, Rhy (Kennedy & Scholey, 2003; Attele e cols,
1999; Tachikawa e cols, 1999) e o acido oleandlico pelo Ry (Kennedy &
Scholey, 2003; Vuksan e cols, 2001;Yun, 2001; Attele e cols, 1999; Tachikawa
e cols, 1999).

Esta classificacdo € dada de acordo com a posicdo do agucar na
molécula (Choi e cols, 2002; Nocerino e cols, 2000; Attele e cols, 1999), pelo
tipo de agucar e por seus numeros de ligagdes (Nocerino e cols, 2000; Attele e
cols, 1999). Alguns acucares presentes sao: glicose, maltose, frutose e
sacarose (Attele e cols, 1999). Eles estdo ligados ao C-3, C-6 (Choi e cols,
2002; Cicero e cols, 2000; Attele e cols, 1999) e ao C-20 (Cicero e cols, 2000;
Attele e cols, 1999). Outros fatores contribuem para as diferengas estruturais
entre os ginsenosideos, como a estereoquimica no C-20 (Attele e cols, 1999;
Soldati & Sticher, 1980) e os numeros de sitios de ligagao dos grupos hidroxilas
(Attele e cols, 1999). Portanto, € comum os ginsenosideos apresentarem
multiplos e particulares efeitos (Coleman e cols, 2003; Kennedy & Scholey,
2003; Yoon e cols, 2003; Yuan e cols, 2001; Attele e cols, 1999; Tachikawa e
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cols, 1999) e diferirem consideralvelmente na poténcia, atividade farmacolégica
e perfil farmacocinético (Kennedy & Scholey, 2003; Attele e cols, 1999).
As diversas espécies de ginseng apresentam mais de trinta tipos de

ginsenosideos (Fournier e cols, 2003; Choi e cols, 2002). Assim, a combinagao
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4 - Aspectos farmacolégicos do ginseng

4.1 - Subsidios farmacolégicos ateoria adaptégena

O efeito do ginseng como substancia adaptégena (Bhattacharyaa &
Muruganandamb, 2003; Kennedy & Scholey, 2003; Rai e cols, 2003; Smolinski
& Pestka, 2003; Yeh e cols, 2003) seria particularmente evidente quando a
resisténcia do organismo estivesse diminuida ou lhe fosse imposta outra
exigéncia (Brekhman & Dardymov, 1969a). Muitas destas atividades tém sido
atribuidas as agdes semelhantes as dos corticosterdides (Nocerino e cols,
2000; Filaretov e cols, 1988; Hiai e cols, 1979). Estudos endécrinos, atribuem
os efeitos “adaptogénicos” do ginseng a sua agao na regulagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Kennedy & Scholey 2003; Nocerino e
cols, 2000; Kelly, 1999; Wagner e cols, 1995; Fulder, 1981; Fulder, 1980b).
Assim, sugerem que o0s ginsenosideos possam aumentar a esteroidogénese
adrenal via ac¢do indireta na glandula pituitaria (Nocerino e cols, 2000; Hiai e
cols, 1979). No entanto, Kelly (1999) observou que os ginsenosideos inibem a
esteroidogénese induzida por uma dose de atividade maxima de corticotropina
em ceélulas adrenais isoladas de ratos, sugerindo que o ginseng possa impedir
uma resposta adrenal exagerada ao estresse ou contra a hipersecregcédo de
cortisol.

A influéncia dos ginsenosideos sobre os niveis plasmaticos da
adrenocorticotropina (ACTH) e costicosterona em ratos é outro estudo
interessante. Assim, foi observado que 30, 60 e 90 minutos, apds
administragao intraperitoneal (i.p.) dos ginsenosideos, ha um aumento na
concentracdo do ACTH e da corticosterona plasmatica. O aumento de
corticosterona € bloqueado pelo pré-tratamento com dexametasona, indicando
que os ginsenosideos agem sobre a hipofise ou hipotalamo, mas n&o no
cortex adrenal (Hiai e cols, 1979). Experimentos em culturas de células
hipofisarias de ratos, mostraram que apos 10 e 15 minutos do tratamento com
ginsenosideo Rgs, ha aumento dos niveis de adenosina 3’, 5° monofosfato
ciclico (AMPc) intracelular e ACTH, respectivamente sugerindo que o aumento

da acdo de ACTH possa ser mediado pelo aumento prévio de AMPc (Odani e
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cols, 1986). A figura 4 mostra o possivel mecanismo da agao adaptégena do

ginseng.

hypothalamus

- €= GINSENG

aoEROTyPODySIS

AGTH

corlicosteraids

adrenal glaml

Figura 4 - Possivel mecanismo de acado adaptégena do ginseng (fonte Nocerino e
cols, 2000).

4.2 - Hipoteses de sitios de agao

Os ginsenosideos sao de natureza anfifilica (Banthorpe, 1994 apud
Attele, 1999) e tém a habilidade de se inserir na membrana plasmatica. Isto
leva a mudangas na fluidez da membrana, e, consequentemente, afeta sua
funcdo, alterando a resposta celular. Ha evidéncias sugerindo que os
ginsenosideos interagem diretamente com proteinas especificas da membrana
(Attele e cols, 1999; Brann e cols, 1995). A figura 5 demonstra os possiveis

sitios de ac&o dos ginsenosideos na membrana plasmatica.
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Na+/K+, or

Nat, or Cat2/Mg+2, or
Cytotoxic drugs

Protein
synthesis

lucocorticoid receptor

Figura 5 - llustragdo dos possiveis sitios de acdo dos ginsenosideos na
membrana plasmatica e membrana nuclear (fonte Attele e cols, 1999).

O ginsenosideo Rb;, aumentou a atividade da Na*/K* ATPase e da Ca*
/Mg”ATPase na membrana neuronal (Attele e cols, 1999), bem como,
aumentou a fluidez da membrana de células corticais em ratos de diferentes
idades (Li & Zhang, 1997).

Os efeitos dos ginsenosideos sobre os canais de membrana mostram

semelhangas aos hormdnios estenn3naibr
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Os ginsenosideos também parecem regular os canais de Na’ nas
células nervosas (Attele e cols, 1999), o que pode estar associado ao seu
efeito neuroprotetor (Liu e cols, 2001), aumentar a concentracdo intracelular de
Ca?* em macréfagos, NIH3T3 e células endoteliais (Choi e cols, 2002), e ativar
canais Ca** ativados por K* em vasos de células musculares lisas (Li e cols,
2001).

A atividade dos ginsenosideos sobre as bombas de membrana néo €&
limitada ao transporte de ions. Varios ginsenosideos, incluindo o 20(S)Rhy,
inibiriam a funcdo de transporte da glicoproteina-P e aumentariam a
sensibilidade do cancer aos quimioterapicos em células resistentes (Attele e
cols, 1999).

4.3 - Efeitos no Sistema Nervoso Central

Os efeitos do ginseng sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) tém sido
relatados desde 1961, quando Janssen observou que o extrato do ginseng
reduziu de maneira dose-dependente o reflexo corneal e pineal (Janssen, 1961
apud Yuan e cols, 2001), porém, Petkov (1959) ja havia observado que o
extrato do P. ginseng possuia uma variedade de efeitos sobre a atividade do
SNC (Mizumaki e cols, 2002), promovendo tanto estimulagdo como inibicdo da
atividade cortical (Kim & Kim, 1999; Yuan, 1998). Takagi e cols (1972)
forneceram maiores evidéncias sobre a agdo depressora do ginseng sobre o
SNC mostrando que este poderia ser inibido ou estimulado por baixas doses de
ginseng (Yuan e cols, 2001). Portanto, os ginsenosideos desenvolveriam
importante papel nesta acédo (Benishin, 1992; Tsang e cols, 1985), quer
inibindo ou estimulando o SNC (Kennedy & Scholey, 2003).

Em animais experimentais, preparagdes do P. quinquefolium
promoveram efeito inibitorio sobre o cortex cerebral, e moderadamente
estimulatério dos centros subcorticais (Bensky & Gamble, 1993). Dentre os
ginsenosideos atuantes no SNC que compdéem o ginseng americano, 0s
ginsenosideos Rbs e Rgs parecem desenvolver papel principal nestes efeitos
(Youdim & Joseph, 2001; Attele e cols, 1999), particularmente o Rgs (Chen e
cols, 2003). O efeito inibitério do P. quinquefolium também foi observado apds

sua aplicagdo no compartimento cerebral de preparagdes in vitro. Assim,
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produziu inibicdo dose dependente, da frequéncia de descarga das células
neuronais do nucleo do trato solitario (NTS), sugerindo que o P. quinquefolium
possa exercer papel regulador da fungdo cerebral (Yuan e cols, 1998).

Estudo in vivo, sobre o efeito de ginsenosideos no sono induzido por
drogas, mostrou que a mistura de Rb4, Rb, e Rc prolongou o tempo de sono
induzido pelo hexabarbital em ratos e diminuiu a atividade exploratoria,
sugerindo efeito depressor do SNC (Yuan e cols, 2001; Attele e cols, 1999).

Diferentes testes tém mostrado potenciais efeitos benéficos do ginseng e
dos ginsenosideos sobre a memodria e aprendizagem em diversos animais
(Kennedy & Scholey, 2003; Mizumaki e cols, 2002; Youdim & Joseph, 2001;
Attele e cols, 1999), pois estes diminuiram os déficits de memoria relacionados
com a idade (Wen e cols, 1996) e induzidos pela escopolamina em ratos
(Yamazaki e cols, 2001; Benishin, 1992). Acredita-se que o0 mecanismo pelo
qual o ginseng melhora a aprendizagem e memdria seja através da interagcao
com os sistemas colinérgico e serotoninérgico (Darnaudery e cols, 2000; Meck
& Williams, 1999; Zhang e cols, 1990), ou pelo aumento dos niveis de ACTH e
corticosterona (Kennedy & Scholey, 2003; Hiai e cols, 1983).

Desde sua introdugdo na medicina oriental, acredita-se que o ginseng
possa prevenir um numero de processos degenerativos associados com a
idade (Wen e cols, 1996). Estudos recentes, utilizando modelos animais e
culturas de células neuronais, mostraram que o ginsenosideo Rgs tem um
potencial efeito antioxidante (Chen e cols, 2001; Attele e cols, 1999),
neurotréfico (Rudakewich e cols, 2001; Wen e cols, 1996; Benishin e cols,
1991; Himi e cols, 1989) e neuroprotetor (Rudakewich e cols, 2001; Wen e cols,
1996). O pré-tratamento de culturas de células corticais com Rg; diminuiu a
formagao de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico (NO) gerada durante
a morte celular por apoptose induzida pela dopamina (DA) (Chen e cols, 2003).
Chen e cols (2001) observaram que o ginsenosideo Rgs também atenua a
indugdo da apoptose de células PC12, in vitro, pela DA (modelo sistémico da
doenca de Parkinson), e de PC12 neuronais da substincia negra de
camundongo (Chen e cols, 2002). Yamazaki e cols (2001) observaram que
ginseng foi capaz de promover crescimento neuronal progressivamente por 7

dias de modo dose-dependente em células PC12 .
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O ginsenosideo Rbs tem mostrado retardar a morte neuronal na
isquemia cerebral transitoria in vitro (Wen e cols, 1996), aumentar a
sobrevivéncia de culturas de células dopaminérgicas mesencefalicas (Radad e
cols, 2004a,b) e resgatar neurdnios hipocampais de lesées isquémicas letais
(Lim e cols, 1997) enquanto que o Rg1reduz a morte neuronal apés a isquemia
cerebral transitoria (Liao e cols, 2002; Jiang e cols, 1985) e promove a
sobrevivéncia e o crescimento dos neurdnios da medula (Attele e cols, 1999).
Os ginsenosideos potencializaram a extensdo neural mediada pelo NGF (fator
de crescimento nervoso) na medula (Nishiyama e cols, 1994) e ganglios
simpaticos (Himi e cols, 1989).

Rudakewich e cols (2001) detectaram que tanto o Rbs quanto o Rg4
previniram a morte celular induzida pelo 1-metil-4-fenil-
1-2-3-6-tetraidropiridina (MPTP), mas nao pela beta-amildide, o que sugere que
0os ginsenosideos tenham acdo neurotréfica e neuroprotetora seletiva.
Recentemente, Radad e cols (2004a), observaram que os ginsenosideos n&o
sao capazes de prevenir a morte neuronal induzida pela agdo neurotéxica do
MPP*, um metabodlito ativo do MPTP, utilizado como modelo celular da doenca
de Parkinson. A incapacidade destes ginsenosideos em antagonizar a perda
neuronal ocasinada pelo MPP" pode ser atribuida & sua inabilidade de bloquear
a neurocaptacido seletiva de MPP™ pelos neurdnios dopaminérgicos via uma
alta afinidade do transportador de DA ou superar seus efeitos inibitorios sobre a
mitocréndria e produgao de radicais livres (Rudakewich e cols, 2001). A nivel
da sobrevivéncia de culturas de células expostas a MPP*, os ginsenosideos
Rb4, Rgs (Radad e cols, 2004a) e Rbs (Todha e cols, 2002) parcialmente
promoveram aumento no numero e extensdo neuronal, assim como,
melhoraram as mudangas degenerativas, como aumento celular e perda
neuritica. Esta melhoria pode ser primariamente atribuida a preservacédo da
integridade estrutural dos neurénios, aumento do metabolismo energético e

propriedades antioxidativas destes ginsenosideos (Radad e cols, 2004a).

4.4 - Ginseng e sistemas de neurotransmissores

O ginseng também age como modulador da neurotransmissao cerebral

(Kim e cols, 1995). Yuan e cols (2001) acreditam que o efeito depressor
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cerebral dos ginsenosideos possa ser consequente a modulagdo de
neurotransmissores, pois, estudos in vitro mostraram que estes podem
modular a transmissao nervosa pela diminuicdo da disponibilidade dos
neurotransmissores. Tsang e cols (1993) demonstraram que o extrato de
ginseng inibiu de modo dose dependente a captagdao de GABA, glutamato,
dopamina (DA), noradrenalina (NE), e serotonina (5-HT) em sinaptossomas
cerebrais de ratos. A tabela 3 demonstra os principais sistemas de

neurotransmissores envolvidos na agdo do ginseng.

Tabela 3 — Principais neurotransmissores envolvidos na acéo do ginseng

Neurotransmissores Efeito Referéncia

ACh e 5-HT Melhora da memodria e da | Mizumaki e cols, 2002;
Yuoudim & Joseph, 2001;

Attele e cols, 1999

aprendizagem

GABA, DA, NE, 5-HT e | Mudangas comportamentais | Yuan e cols, 1998; Tsang

glutamato e cols, 1983

NO Antioxidante e neuroprotetor | Kim & Kim, 1998

Glutamato Antioxidante Attele e cols, 1999

DA Antioxidante Chen e cols, 2002; Chen e
cols, 2001

Yuan e cols (1998b) acreditam que possa haver interacdo entre a
atividade inibitéria do P. quinquefolium e o mecanismo GABAérgico, pois,
observou que a atividade tonica da maioria dos receptores GABAA € GABAg
encontrados no NTS foi inibida pelo P. quinquefolium. Estes achados sugerem
que a regulagao da neurotransmissdo GABAérgica pode ser uma importante
acao do ginseng (Yuan e cols, 2001; Attele e cols, 1999; Yuan e cols, 1998) e
que esteja relacionada com a indugdo das mudangas comportamentais em
animais (Yuan e cols, 1998). Porém, esta inibicdo nao foi antagonizada pela
bicuculina, além disso, uma pequena percentagem de neurbnios do NTS
apresentou uma resposta de ativagado ao P. quinquefolium, o que sugeriu que o
ginseng tem uma variedade de efeitos sobre a atividade do SNC (Takagi e cols,
1972; Petkov, 1959).

O GTS (extrato total do ginseng composto pelos ginsenosideos: Rby,

Rb,, Rc, Rd, Re, Rf, Rgs, Rg2, Ro, Rgs, Ra) é capaz de modular o sistema
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dopaminérgico central (Shim e cols, 2000a; Shim e cols, 200b). Estudos
mostram que o GTS inibe a liberacdo de DA induzida pela nicotina (Shim e
cols, 2000b, Kim & Kim, 1999; Kim e cols, 1999), metafetamina (Shim e cols,
2000a; Kim e cols, 1996), cocaina e morfina (Shim e cols, 2000 a). Segundo
Kim & Kim (1999) a nicotina estimula a liberacdo de DA por acao direta em
receptores nicotinicos localizados nos neurénios dopaminérgicos mesolimbicos
0 que resulta em hiperatividade. Acredita-se que a hiperatividade e o
posicionamento preferencial condicionado (CPP) possam estar associados com
o aumento da supersensibilidade dopaminérgica nos receptores
dopaminérgicos (Kim & Kim, 1999), pois, ambos os fendbmenos sao inibidos
pelo GTS (Kim & Kim, 1999). Além disso, tem sido relatado que o ginsenosideo
Rb, (Park e cols, 1984) e o extrato de ginseng em altas doses (Petov, 1978)
diminuiram a atividade da adenilato ciclase. Segundo Shim e cols (2000a) o
GTS aboliu a up-regulation da tirosina -hidroxilase (TH) induzida pela nicotina
no RNAm da area tegumental ventral (VTA) e a expressdo da TH em glandulas
adrenais bovinas. O GTS inibe o c-jun no RNAm, enquanto que o tratamento
com ginsenosideo Rgs aumenta a indugéo a c-fos no hipocampo (Liu & Zhang,
1996).

Segundo Kim & Kim (1998) os ginsenosideos Rb; Rgs e Rgs inibem a
superprodugao de NO, a formagdo de malondialdeido (MDA), e o influxo de
Ca** em culturas de células corticais de ratos diminuindo a exitotocidade e
morte celular (Attele e cols, 1999), ou seja, a neurodegeneracao induzida pelo
glutamato (Min e cols, 2003).

Diversos estudos atribuem ao ginseng a capacidade de modular o
sistema colinérgico (Choi e cols, 2002; Sala e cols, 2002; Wen e cols, 1996;
Zhang e cols, 1990). Esta modulacado pode ser realizada através do aumento
da colina-acetil-transferase, elevando os niveis de acetilcolina (Meck, 1999;
Darnaudery e cols, 2000) e da densidade dos receptores colinérgicos
muscarinicos (Zhang e cols, 1990) o que resultara em potenciais efeitos
benéficos do ginseng sobre a memdria e aprendizagem (Youdim & Joseph,
2001; Petokov & Mosharrof, 1987). Petkov e cols (2003) observaram que
multiplas administragcdes do extrato do ginseng reduziram os prejuizos na
memoria € na aprendizagem induzidos pelo antagonismo dos receptores

colinérgicos muscarinicos em ratos. Para Zhang e cols (1990) a interagao dos
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ginsenosideos com o sistema colinérgico resulta em aumento da densidade de
receptores colinérgicos muscarinicos, juntamente com a capacidade de
aumentar os niveis de acetilcolina cerebral.

Benishin (1992) observou que o tratamento agudo com o ginsenosideo
Rb1 melhora o déficit de memodria em ratos induzido pelo tratamento com
drogas anticolinérgicas aumentando a velocidade maxima da captagdo de
colina nas terminagdes nervosas colinérgicas centrais, e facilitando a liberagéo
de acetilcolina de areas hipocampais, porém, o tratamento crénico (3 dias)
aumentou o numero de sitios de captacao de colina no hipocampo e em menos
extensdo no coértex. Os ginsenosideos Rb4, Rg; € Re também previnem o
déficit de memoria induzido pela escopolamina (Benishin, 1992).

O ginsenosideo Rg; € o maior componente ativo do ginseng que atua
sobre a funcéo dos receptores nicotinicos (nAChRs) em odcitos de ras (Sala e
cols, 2002), exercendo diversos efeitos sobre os receptores nAChR
heteroméricos humanos, principalmente alterando suas caracteristicas de
dessensibilizagdo, enquanto é ineficaz sobre o receptor homomérico a7 (Choi e
cols, 2002; Sala e cols, 2002). O co-tratamento com ginsenosideo Rg, e
acetilcolina inibiu, de maneira dose-dependente reversivel, o pico de influxo
corrente provocado pela acetilcolina (lach) em receptores colinérgicos
nicotinicos a3p4 de odcitos bovinos e em afde humanos (Choi e cols, 2002).

Perifericamente, em células que expressam receptores colinérgicos
nicotinicos, como as células cromafinicas bovinas, os ginsenosideos também
inibem a liberagcdo de catecolaminas estimuladas pela acetilcolina (Tachikawa e
cols, 2003; Tachikawa e cols, 2001; Kudo e cols, 1998) através da inibigdo do
influxo de Na* (Tachikawa e cols, 1999). Porém, o mecanismo preciso do efeito

antinicotinico dos ginsenosideos permanece desconhecido (Choi e cols, 2002).

5 - Métodos de avaliagcdo do tremor

A avaliacdo do tremor utilizando-se de escalas subjetivas, embora
imprecisas, € comum em estudos com modelos experimentais epidemioldgicos
e terapéuticos (Fonseca e cols, 2002). Nos modelos de tremor parkinsoniano

utilizando-se animal pequeno, a utilizacdo de uma escala de tremor tem
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possibilitado importantes contribuicdes (Almeida & Santos, 1993; Santos &
Carlini, 1988). Em geral, estimativas subjetivas do tremor de repouso, de
postura ou cinético, sao feitas por um observador imparcial durante certos tipos
de tarefas motoras, semelhantes as que sio realizadas em um exame
neuroldgico de rotina (Koller e cols, 1986).

O avango da eletrbnica e da informatica tem permitido a medida
quantitativa do tremor. Através da ciéncia computadorizada e eletrbénica,
sistemas de registro de tremor tém sido desenvolvidos para permitir a analise
quantitativa do tremor. Estes sistemas de quantificacdo do tremor geralmente
sdo baseados na detecgao através da eletromiografia (Bosse e cols, 1996) ou
acelerdbmetros (Frost, 1978), transdutores de forgas (Clement & Dyck, 1989),
medidas de deslocamento linear e angular (Ackmann e cols, 1977), medidas de
deslocamento com laser (Beuter & Edwards, 1998), transdutores de velocidade
(Boyd & Lakie, 1986), magnetos (Dill e cols, 1968), e registro por video (Baker
e cols, 2000). Porém muitos destes métodos sdo limitados pois, sdo pouco
sensiveis (Fonseca e cols, 2002).

Pereira & Santos (1998) desenvolveram um sistema de registro e
analise espectral do tremor, validado por Fonseca e cols (2002), o qual é
sensivel para detectar e quantificar o tremor induzido por drogas, como a
oxotremorina, eserina e harmalina. Este sistema pode captar e salvar em
arquivos os dados do registro do tremor corporal do animal e, juntamente com
o software para a analise espectral, avaliar a amplitude e frequéncia do tremor
de cada espectro ou do conjunto deles; a laténcia; a duragdo e a amplitude

maxima do tremor, intermitente ou continuo em fungao do tempo.

5.1 - Modelo de tremor experimental induzido pela oxotremorina

A oxotremorina (1-(20 oxopirrolidino)-4-pirrolidino-butino-2) (Hardman e
cols, 2001) é um derivado sintético usado em modelos laboratoriais (Cho e
cols, 1962) que inicialmente foi obtida como metabdlito da incubacido da
tremorina (1,4 dipirrolidino-2-butino) de cortes do figado (Kocis e Welch, 1960).
A oxotremorina (OXO) é um agonista colinérgico muscarinico ndo seletivo que
exerce acgao tanto a nivel do SNC como periférico (Wang e cols, 2004; Sanches

& Meier, 1993). A figura 6 apresenta a formula da estrutura molecular da OXO.
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Figura 6 - Férmula estrutural da oxotremorina (fonte Friedman & Everett, 1965)

A agdo da acetilcolina é mediada por receptores colinérgicos
muscarinicos (MAChRs) e nAChRs. A familia dos mAChRs pertencem a
superfamilia do gene de receptores acoplados a proteina G e consiste de cinco
subtipos de receptores (M1-M5) os quais regulam numerosos processos
fisiologicos fundamentais. Tem sido propdésto que os agonistas muscarinicos
sejam efetivos como agentes farmacolégicos em numerosas doengas e
desordens incluindo psicoses, disturbios motor e prejuizos cognitivos, mas seu
uso € limitado devido aos seus efeitos colaterais parassimpaticomiméticos
como salivacéo, sudorese, bradicardia e diarréia (Bymaster e cols, 2003; Felder
e cols, 2000). No sistema nervoso periférico, os mMAChRs medeiam a contragéo
da musculatura lisa, a secrec¢ao glandular, e a funcéo cardiaca (Li e cols, 2003;
Eglen, 2001) enquanto que no SNC os mAChRs modulam a percepg¢éo da dor,
controle motor, regulagao térmica e processos de aprendizagem e memoria (Li
e cols, 2003; Gomeza e cols, 1999a; Bymaster e cols, 1993).

A administracdo da OXO produz varios efeitos, incluindo ativacao
periférica e central de receptores muscarinicos. Quando administrada
sistémicamente produz intensa bradicardia, hipotensdo, diarréia, hipotermia,
sialorréia e lacrimejamento (Wang e cols, 2004) além de elevar a concentragéo
plasmatica de catecolaminas (Hardman e cols, 2001; Espinola e cols, 1999;
Weinstock e cols, 1978).

No SNC a OXO causa tremor e acinesia, principais sintomas da doenca
de Parkinson (Fonseca e cols, 2002; Gomeza e cols, 1999a; Sanches & Meier,
1993). Este tremor alcanga a frequéncia de 8-28 Hz e resulta da co-contragao
de musculos flexores e extensores (Decima, 1996). Sabe-se que o controle
motor extrapiramidal é regulado pelo balango entre os neurotransmissores

colinérgicos e dopaminérgicos (Gomeza e cols, 1999b; Di Chiara e cols, 1994).
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Portanto, estes dados indicam que a ativagdo do receptor muscarinico esta
envolvida no controle da fungdo motora (Bymaster e cols, 2003).

Apesar da demonstragdo que o efeito tremorigénico da OXO é
dependente do receptor muscarinico, e do tremor ter sua origem no SNC
(Wang e cols, 2003; Abraham e cols, 2000) as areas envolvidas no tremor
ainda ndo foram totalmente caracterizadas. Um dos fatores que se leva a
acreditar que a origem do tremor seja no SNC é que ele pode ser suprimido por
anestesia, embora a intensa ativacao reflexa do sistema nervoso simpatico,
através da OXO (resultante da hipotensao), possa aumentar o tremor. Estudos
experimentais em animais sugerem que esta droga possua amplos efeitos
envolvendo o génglio basal (Wang & Fowler, 2001; Miwa e cols, 2000) e outros
sitios de ac&o no neuroeixo (Elbe & Koller, 1990; Slater & Dickiinson, 1982).

O tremor experimental induzido pela OXO pode ser suprimido pelo pré-
tratamento com drogas anti-Parkinson, tais como antagonistas muscarinicos e
L-dopa (Quock & Lucas, 1983; Korezyn & Eshel, 1979) e tem sido utilizado na
rotina para avaliagdo de drogas anti-parkinsonianas (Gomeza e cols, 1999a).

Fujishiro e cols (2002) observaram que o tremor induzido pela OXO foi
inibido pelos antidepressivos, inibidores da recaptagcao de serotonina, como a
clomipramina e paroxetina (as quais mostram alta afinidade a receptores
colinérgicos muscarinicos). Por outro lado, a fluvoxamina ndo exerceu efeito
inibitério sobre o tremor (Fujishiro e cols, 2002). Hallberg & Almgren (1987);
Shinozaki e cols (1985) verificaram que o tremor induzido pela OXO também
pode ser bloqueado pelo diazepan e pelo propranolol, sugerindo um agéo néo
especifica para esta droga.

Halberg & Almgren (1987) em estudos utilizando o R-isbmero do
propranolol ndo observou reducdo do tremor induzido pela OXO, o mesmo
acontecendo para o nadolol, um beta-antagonista hidrofilico e nao seletivo.
Porém, Mitsuda e cols (1999) utilizando beta-bloqueadores como o propranolol
detectou uma supressao significativa do tremor induzido pela OXO. Por outro
lado, no mesmo trabalho, Halberg & Almgren (1987) obtiveram resultados que
mostram que o antagonista beta 2-seletivo ICl 118, 551 é capaz de reduzir a
intensidade do tremor de forma dose-dependente, enquanto o metoprolol, um
bloqueador beta 1 - seletivo ndo teve nenhum efeito, propondo a participacao

de receptores beta2-adrenérgicos. Contudo, o clenbuterol, um beta2-agonista



24

lipofilico produz um aumento de tremor induzido pela OXO e a determinacao da
concentracdo plasmatica de catecolamina revelou que o efeito beta-
antagonista no tremor ndo foi secundario a um efeito da OXO nos niveis de
catecolaminas. Estes resultados indicaram que receptores beta2-adrenérgicos
centrais sdo habeis para modular o tremor induzido pela OXO em ratos
(Halberg & Almgren, 1987).

Assim como no caso do tremor parkinsoniano, a acao antimuscarinica
da atropina também bloqueia a ac&o tremorigénica da OXO (Decima, 1996) de
modo dose-dependente (Cunha e cols, 2002; Fujishiro e cols, 2002).

Em (1997) Egawa e cols, verificaram ainda que o (+/-)-rolipram, um
inibidor de fosfodiesterase, aumenta o tremor induzido pela OXO e sugeriram
que os efeitos desta droga no tremor poderia resultar de uma potencializagéo
indireta da acdo de varios neurotransmissores, incluindo os sistemas
colinérgicos e noradrenargico, através do aumento dos niveis de AMPc.

Até o presente momento nao tivemos acesso a nenhum trabalho
experimental que estudasse os possiveis efeitos do ginseng sobre o tremor

induzido por agonistas colinérgicos.



Objetivo



- Este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos do pré-tratamento
agudo, subcrénico e crénico com ginseng americano - Panax

quinquefolium - no tremor induzido pela oxotremorina em ratos.

26



Materiais e Métodos

3.1 - Animais
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Foram utilizados ratos Wistar, machos com 3 a 4 meses de idade (250g
a 400g), provenientes do biotério do laboratorio de Psicobiologia e
Farmacologia. Os ratos foram mantidos em gaiolas padronizadas de
polipropileno, contendo no maximo seis animais, e deslocados para sala
experimental trés dias antes do inicio do experimento a fim de serem
ambientados. A sala apresentava controle de exaustdo do ar e do ciclo claro-
escuro de 12/12 horas (iniciando a fase clara as seis horas) e temperatura

ambiente mantida em 23+ 2°C. Agua e racéo foram fornecidas, “ad libitum”.

3.2 - Drogas

As drogas utilizadas, ambas adquiridas pelo Sigma (EUA), foram:
oxotremorina (OXO) administrada por via intraperitoneal na dose de 0,5mg/kg,
sendo o controle-veiculo (agua destilada) e o extrato do ginseng americano
(Panax quinquefolium) em diversas dosagens: zero (controle-veiculo); 6,25;
12,5; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0mg/kg dissolvidas em agua destilada no dia do

experimento e administradas nos animais por via oral (gavage).

3.3 -Indugéo de tremor em animais tratados com ginseng americano

3.3.1 - Tratamento agudo com diversas doses de ginseng americano

Os animais foram tratados, (v.0.), com diferentes doses de ginseng
americano: 6,25mg/kg (n=6); 12,5mg/kg (n=7); 25,0mg/kg (n=7); 50,0mg/kg
(n=6); 100,0mg/kg (n=9) e 200,0mg/kg (n=7). Apdés 30 minutos, sendo os
ultimos 5 minutos de ambientacdo dentro da caixa da plataforma sensora, foi
administrado 0,5mg/kg de OXO (i.p). Em seguida, foi realizado o registro do
tremor durante 10 minutos, conforme descrito no item 3.4 e realizado sua
analise espectral. Nos grupos controles: OXO (n=9), ginseng 200mg/kg (n=6),

veiculo (n=9), foram administrados, respectivamente, OXO, ginseng e veiculo.

3.3.2 - Tratamento subcroénico com diferentes doses de ginseng

americano
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Os animais receberam (v.o.), 50,0; 100,0 e 200,0mg/kg de ginseng
americano (n=8, cada grupo) durante 7 dias e, no oitavo dia, apos 5 minutos de
ambientacdo no interior da caixa da plataforma sensora, foi administrado
0,5mg/kg (i.p.) de OXO. Posteriormente, o registro do tremor foi realizado
durante 10 minutos, como descrito no item 3.4 e realizado sua analise
espectral. Nos grupos controles foram administrados OXO (n=6), ginseng (n=5)

e veiculo (n=6), respectivamente. O peso dos animais foi medido diariamente.

3.3.3 - Tratamento créonico com diferentes doses de ginseng americano

Os animais receberam (v.o.), 50,0; 100,0 e 200,0mg/kg de ginseng
americano (n=8, cada grupo) durante 30 dias e, no trigésimo primeiro dia, apos
5 minutos de ambientagdo no interior da caixa da plataforma sensora, foi
administrado 0,5mg/kg (i.p.) de OXO. Posteriormente, o registro do tremor foi
realizado durante 10 minutos, como descrito no item 3.4 e realizado sua analise
espectral. Nos grupos controles foram administrados OXO (n=8), ginseng (n=5)

e veiculo (n=8), respectivamente. O peso dos animais foi medido diariamente.

3.4 - Registro e analise

Um sistema computadorizado de registro e analise espectral de tremor
induzido por droga em animais foi descrito por Pereira & Santos (1998). A parte
fisica do sistema é constituida de uma plataforma sensora, um circuito de
condicionamento de sinal e uma placa digitalizadora (de interface e controle)
acoplada a um computador. O sensor consiste em uma caixa de plastico (16 x
16 x 30 cm), sobre a qual sdo colocados os animais, apoiada sobre quatro
transdutores isométricos de forca do tipo piezoelétrico modelo KBI-2064
(Projects Unlimited) como apresentado na figura 7.

Durante os movimentos de exploracédo ou de tremor, o animal aplica
uma forca de reacdo na plataforma sensorial. Essa forga € captada pelos
quatro transdutores que geram um sinal elétrico proporcional ao componente
normal da forca. O sinal obtido, apds amplificado e filtrado pelo filtro passa-

baixas de Bessel de 4% ordem, com freqliiéncia de corte de 30Hz (fig. 8), é
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digitalizado por um conversor analégico-digital (A/D) de 12 bits, modelo
AD1674 (Analog Devices) com uma taxa de amostragem de 100Hz. Uma placa
de interface desenvolvida pelos autores controla o conversor A/D e o ganho de

amplificagao.

Figura 7: Sensor sobre o qual s&o colocados os animais

O conversor A/D de 12 bits usado possibilita uma acuracia tedrica de
mais de 0.03%. O ruido de fundo (correntes de ar, tremores estruturais e ruidos
elétricos) limita a acuracia de aquisicdo do sinal em aproximadamente 1%. Isso
foi checado pelas médias de um vibrador mecanico acoplado a um
acelerbmetro preciso colocado na plataforma (Pereira & Santos, 1998). Os
desvios na frequéncia e amplitude foram melhores que 1% e foram atribuidos

aos ruidos de fundo.
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Figura 8: Diagrama em blocos do sistema de registro de tremor. MICROCOMPUTADOR
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A aquisi¢ao do sinal é controlada por um software o qual controla a taxa
de amostragem do conversor A/D e o ganho do amplificador do sinal
condicional. Nesse caso, os sinais sdo convertidos usando a maior taxa de
conversao A/D disponivel.

O software utiliza um algoritmo Fast Fourier Transform (FFT) para
estimar o espectro de sinal do tremor para um bloco de dados de 256
amostragens. O espectro do tremor (fig. 9) € mostrado na tela do computador,
com o eixo vertical do grafico sendo ajustado automaticamente.

O software armazena o espectro estimado para cada bloco em arquivos.
Assim, para um registro tipico com duragcdo de 10 minutos, 230 amostragens
sdao armazenadas e podem ser posteriormente processados para se obter
espectros médios do tremor induzido. Apds a estimacao da média, é possivel
ler nos graficos a amplitude correspondente a uma certa freqiéncia. A

resolucao da frequéncia e a amplitude foi 0,1Hz e 0,0001N, respectivamente.
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Figura 9: Exemplo de espectro gerado pelo programa TREMOR.

3.5 - Registro do tremor induzido por drogas

Apds o animal ser ambientado por 5 minutos no interior da caixa da
plataforma sensora, para minimizar seus possiveis movimentos aleatorios, a
OXO foi administrada e imediatamente o tremor foi registrado durante 10
minutos, utilizando o programa de aquisi¢do de sinais TREMOR. Em seguida

foi feita a analise dos espectros, utilizando os programas MEDIAS.
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3.6 - Anélise Estatistica

Os valores de amplitude e freqiéncia do tremor foram expressos como
média + erro padrdo e examinados pela analise de variancia de duas vias
ANOVA, seguidos pelo pés-teste Bonfferoni. O nivel de significancia de p<0.05

foi considerado para as analises estatisticas.



Resultados
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4.1 - Influéncia do pré-tratamento agudo com ginseng americano sobre o

tremor induzido pela OXO.

A figura 10 representa a amplitude do tremor apds tratamento com 0,5mg/kg
de OXO em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. O pré-
tratamento agudo com o ginseng americano nas maiores doses (de 25,0 a
200,0mg/kg) reduziu significativamente (p<0,01) a amplitude do tremor induzido pela

OXO quando comparados com o respectivo controle (controle OXO).
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Doses: Ginseng e Oxotremorina (mg/kg)

Figura 10: Grafico da amplitude do tremor induzido pela OXO (0,5mg/kg, i.p.) em ratos
Wistar apés 30 minutos do pré-tratamento com diferentes doses de ginseng americano,
(v.0.): 6,25mg/kg (n=6); 12,5mg/kg (n=7); 25,0mg/kg (n=7); 50,0mg/kg (n=6); 100,0mg/kg
(n=9) e 200,0mg/kg (n=7). Nos grupos controles: OXO (n=9), veiculo (n=9) e ginseng (n=6),
foram administrados, respectivamente, OXO, veiculo e ginseng. O tremor foi registrado
durante 10 minutos em sistema computadorizado e em seguida sua amplitude foi avaliada.
As barras representam os valores médios + os erros padrées obtidos para cada grupo,
**p<0,01; ***p=<0,001 (vs controle OXO).

A figura 11 representa a frequéncia do tremor apds tratamento com 0,5mg/kg
de OXO em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. O pré-

tratamento agudo com o ginseng americano na dose de 50mg/kg aumenta
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significativamente (p<0,01) a freqiéncia do tremor induzido pela OXO quando

comparados com a frequéncia do respectivo controle.
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Figura 11: Grafico da freqiéncia do tremor induzido pela OXO (0,5mg/kg, i.p.) em ratos
Wistar apés 30 minutos do pré-tratamento com diferentes doses de ginseng americano,
(v.0.): 6,25mg/kg (n=6); 12,5mg/kg (n=7); 25,0mg/kg (n=7); 50,0mg/kg (n=6); 100,0mg/kg
(n=9) e 200,0mg/kg (n=7). Nos grupos controles: OXO (n=9), veiculo (n=9) e ginseng (n=6),
foram administrados, respectivamente, OXO, veiculo e ginseng. O tremor foi registrado
durante 10 minutos em sistema computadorizado e em seguida sua amplitude foi avaliada.
As barras representam os valores médios = os erros padrbes obtidos para cada grupo,
**p<0,01 (vs controle OXO).

4.1.1 - Influéncia do pré-tratamento agudo com ginseng americano sobre a

cinética do tremor induzido pela OXO.

A tabela 4 apresenta os dados da amplitude do tremor induzido pela OXO
analisados por intervalos de tempo (0 a2,2a4,4a6,6a8 e de 8 a 10 minutos)
em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. A cinética do
tremor no pré-tratamento agudo demonstra que a dose de 6,25mg/kg, cujos dados
de amplitude total ndo mostraram diferengas significativas, provoca diminuigcéo

significativa da amplitude do tremor nos intervalos de 2 a 4 e 4 a 6 minutos.
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Ressalta-se ainda que nas doses de 25,0 a 200,0mg/kg de ginseng foi observado
diminuicdo significativa tanto na amplitude total do tremor como na avaliagédo
temporal nos intervalos de 0 a 8 minutos. No intervalo de 8 a 10 minutos n&o houve

diferenca significativa nas diversas doses de ginseng americano.

Tabela 4
Influéncia do pré-tratamento agudo com ginseng americano sobre a cinética da amplitude do
tremor induzido pela OXO.

Intervalo Doses: ginseng americano e OXO (mg/kg)

minutos 0,0+0,0 200+0,0 0,0+0XO 6,25+0OX0O 12,5+0X0O 25+0OXO 50+OXO 100+OXO 200+OXO
0-2 0,0012  0,0009 0,0069 0,0055 0,0052 0,0039*  0,0055 0,0062 0,0036*
2-4 0,0017  0,0008 0,0142 0,0091* 0,0089 0,0051*** 0,0086*  0,0083*  0,0049**
4-6 0,0024 0,0013 0,0156 0,0081* 0,0100 0,0049** 0,0052** 0,0061*  0,0060*
6-8 0,0021 0,0006  0,0111 0,0090 0,0083 0,0049* 0,0047*  0,0057*  0,0041**
8-10  0,0018  0,0006  0,0082 0,0077 0,0066 0,0047 0,0038 0,0056 0,0037

Oxotremorina (OXO): 0,5mg/kg, *p<0,05; **p<0,01; ***p=<0,001 (vs controle OXO).

A tabela 5 apresenta os dados da frequéncia do tremor induzido pela OXO
analisados por intervalos de tempo (0 a2,2a4,4a6,6a8 e de 8 a 10 minutos)
em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. O pré-tratamento
agudo com ginseng americano nao reduziu a freqiéncia do tremor induzido pela
OXO em ratos ao longo do tempo quando comparado com o respectivo controle.
Entretanto, com a dose de 50mg/kg houve aumento significativo (p<0,05) da

frequéncia quando comparado com o controle OXO.

Tabela 5
Influéncia do pré-tratamento agudo com ginseng sobre a cinética da frequiéncia do tremor
induzido pela OXO

Intervalo Doses: ginseng americano e OXO (mg/kg)

minutos 0,0+00 200+0,0 0,0+OX0O 6,25+0OX0O 12,5+0XO 25+ OXO 50+ 0XO 100+ 0OXO 200+ OXO

0-2 6,6 8,9 11,5 10,1 10,1 9,4 11,3 9,7 8,3

2-4 8,3 7,7 12,5 12,0 12,1 13,3 15,2** 10,4 10,0
4-6 7,5 7,7 12,2 11,8 10,9 10,5 13,2 11,2 10,0
6-8 8,0 10,3 11,9 12,6 11,6 11,0 14,2* 9,9 10,9
8-10 8,0 12,9 12,6 11,9 12,2 10,1 12,0 11,1 11,0

Oxotremorina (OXO): 0,5mg/kg, **p<0,01 (vs controle OXO).
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4.2 - Influéncia do pré-tratamento subcronico com ginseng americano sobre o

tremor induzido pela OXO.

A figura 12 apresenta os dados obtidos para a amplitude do tremor apds
tratamento com 0,5mg/kg de OXO em ratos pré-tratados com diferentes doses de
ginseng americano. O pré-tratamento subcronico (7 dias) com ginseng nao reduziu
significativamente (p>0,05) a amplitude do tremor induzido pela OXO quando

comparado com o respectivo controle.
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Figura 12: Grafico da amplitude do tremor induzido pela OXO (0,5mg/kg, i.p.) em ratos
Wistar apés terem sido pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano, (v.0.):
50,0; 100,0 e 200,0mg/kg (n=8, cada grupo) durante 7 dias e, no oitavo dia foi administrada
a OXO. Nos grupos controles: OXO 0,5mg/kg (n=6), veiculo (n=6) e ginseng (n=5), foram
administrados, respectivamente, OXO, veiculo e ginseng. O tremor foi registrado durante 10
minutos em sistema computadorizado e em seguida sua amplitude foi avaliada. As barras
representam os valores médios + os erros padrées obtidos para cada grupo (vs controle

OXO).

A figura 13 apresenta os dados obtidos para a frequéncia do tremor apos
tratamento com 0,5mg/kg de OXO em ratos pré-tratados com diferentes doses de
ginseng americano. O pré-tratamento subcronico (7 dias) com ginseng americano
nao reduziu significativamente (p>0,05) a frequéncia do tremor induzido pela OXO

quando comparados com o respectivo controle.
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Figura 13: Grafico da freqiéncia do tremor induzido pela OXO (0,5mg/kg, i.p.) em ratos
Wistar apds terem sido pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano, (v.0.):
50,0; 100,0 e 200,0mg/kg (n=8, cada grupo) durante 7 dias e, no 8 dia foi administrada a
OXO. Nos grupos controles: OXO 0,5mg/kg (n=6), veiculo (n=6) e ginseng (n=5), foram
administrados, respectivamente, OXO, veiculo e ginseng. O tremor foi registrado durante 10
minutos em sistema computadorizado e em seguida sua freqiéncia foi avaliada. As barras

representam os valores médios + os erros padrbes obtidos para cada grupo (vs controle
OXO).

4.2.1 - Influéncia do pré-tratamento subcronico com ginseng americano sobre

acinéticade inducao do tremor da OXO em ratos.

A tabela 6 apresenta os dados da amplitude de tremor induzido pela OXO
analisados por intervalos de tempo (0 a2,2a4,4a6,6a8 e de 8 a 10 minutos)
em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. O pré-tratamento
subcronico com ginseng nao reduziu significativamente (p>0,05) a amplitude do
tremor induzido pela OXO ao longo do tempo quando comparados com o respectivo

controle.
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Influéncia do pré-tratamento subcrdénico com ginseng americano sobre a cinética da

amplitude do tremor induzido pela OXO
Intervalo

minutos
0-2
2-4
4-6
6-8
8-10

Oxotremorina (OXO): 0,5mg/kg.

0,0+0,0
0,0010
0,0016
0,0018
0,0020
0,0023

Doses: ginseng americano e OXO (mg/kg)

200+0,0

0,0012
0,0020
0,0021
0,0026
0,0030

0,0+0OX0O

0,0074
0,0106
0,0115
0,0081
0,0065

50+0X0O

0,0075
0,0099
0,0088
0,0077
0,0054

100+OXO 200+OXO

0,0080
0,0116
0,0091
0,0078
0,0083

0,0077
0,0121
0,0088
0,0070
0,0073

A tabela 7 apresenta os dados da frequéncia do tremor induzido pela OXO

analisados por intervalos de tempo (0 a2,2a4,4a6,6a8 e de 8 a 10 minutos)

em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. O pré-tratamento

subcronico com ginseng americano nao reduziu significativamente (p>0,05) a

frequéncia do tremor induzido pela OXO ao longo do tempo quando comparados

com o respectivo controle.

Tabela 7

Influéncia do pré-tratamento subcronico com ginseng americano sobre a cinética da
freqUéncia do tremor induzido pela OXO.

Intervalo
I . e

nN+NnN

50+0X0O

Doses: ginseng americano e OXO (mg/kQg)

200+0,0 0,0+OXO

100+OX0O 200+0OXO
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amplitude do tremor induzido pela OXO quando comparado com o respectivo

controle.
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Figura 14: Grafico da amplitude do tremor induzido pela OXO (0,5mg/kg, i.p.) em ratos
Wistar apés terem sido pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano, (v.0.):
50,0; 100,0 e 200,0mg/kg (n=8, cada grupo) durante 30 dias e, no trigésimo primeiro dia foi
administrada a OXO. Nos grupos controles: OXO 0,5mg/kg (n=8), veiculo (n=8) e ginseng
(n=5), foram administrados, respectivamente, OXO, veiculo e ginseng. O tremor foi
registrado durante 10 minutos em sistema computadorizado e em seguida sua amplitude foi
avaliada. As barras representam os valores médios + os erros padrées obtidos para cada
grupo (vs controle OXO).

A figura 15 representa a frequéncia do tremor apds tratamento com 0,5mg/kg
de OXO em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. O pré-
tratamento cronico com ginseng americano nao alterou de forma significativa
(p>0,05) a frequéncia do tremor induzido pela OXO quando comparados com o

respectivo controle.
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Figura 15: Grafico da freqiiéncia do tremor induzido pela OXO (0,5mg/kg, i.p.) em ratos
Wistar apés terem sido pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano, (v.0.):
50,0; 100,0 e 200,0mg/kg (n=8, cada grupo) durante 30 dias e, no trigésimo primeiro dia foi
administrada a OXO. Nos grupos controles: OXO 0,5mg/kg (n=8), veiculo (n=8) e ginseng
(n=5), foram administrados, respectivamente, OXO, veiculo e ginseng. O tremor foi
registrado durante 10 minutos em sistema computadorizado e em seguida sua freqtiéncia foi
avaliada. As barras representam os valores médios + os erros padrées obtidos para cada
grupo (vs controle OXO).

4.3.1 - Influéncia do pré-tratamento crénico com ginseng americano sobre a

cinética de inducédo do tremor da OXO.

A tabela 8 representa os dados da amplitude do tremor induzido pela OXO
analisados por intervalos de tempo (0 a2,2a4,4a6,6a8 e de 8 a 10 minutos)
em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. O pré-tratamento
crbnico com ginseng americano nao reduz significativamente (p>0,05) a amplitude
do tremor induzido pela OXO ao longo do tempo quando comparado com o

respectivo controle.
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Tabela 8
Influéncia do pré-tratamento crénico com ginseng americano sobre a cinética da amplitude
do tremor induzido pela OXO.

Intervalo Doses: ginseng americano e OXO (mg/kg)

minutos  0,0+0,0 200+0,0 0,0+0OXO  50+0OXO 100+OXO 200+OXO
0-2 0,0017 0,0017 0,0058 0,0042 0,0058 0,0053
2-4 0,0032 0,0029 0,0111 0,0065 0,0100 0,0076
4-6 0,0042 0,0031 0,0115 0,0059 0,0096 0,0070
6-8 0,0044 0,0029 0,0081 0,0054 0,0100 0,0058
8-10 0,0040 0,0034 0,0063 0,0046 0,0079 0,0050

Oxotremorina (OXO): 0,5mg/kg

A tabela 9 representa os dados da frequéncia do tremor induzido pela OXO
analisados por intervalos de tempo (0 a2,2a4,4a6,6a8 e de 8 a 10 minutos)
em ratos pré-tratados com diferentes doses de ginseng americano. O pré-tratamento
crénico com ginseng americano nao reduz significativamente (p>0,05) a frequéncia
do tremor induzido pela OXO ao longo do tempo quando comparados com o

respectivo controle.

Tabela 9
Influéncia do pré-tratamento crénico com ginseng americano sobre a cinética da frequiéncia
do tremor induzido pela OXO.

Intervalo Doses: ginseng americano e OXO (mg/kg)
minutos  0,0+0,0 200+0,0 0,0+0OXO  50+OXO 100+OXO 200+OXO
0-2 6,2 6,9 6,4 7,1 7.4 8,2
2-4 8,1 6,6 9,7 9,4 9,5 8,5
4-6 7.1 8,3 10,9 9,3 10,3 10,4
6-8 8,7 8,5 10,5 9,7 11,3 9,6
8-10 8,1 6,0 12,0 9,4 11,0 10,0

0OXO: 0,5mg/kg.

4.4 - Avaliacdo do peso dos ratos tratados cronicamente com ginseng

americano

A figura 16 representa a cinética do peso dos ratos tratados cronicamente com
diferentes doses ginseng americano. O tratamento crénico com ginseng americano
nao alterou significativamente (p>0,05) o peso dos grupos de animais quando

comparados com o respectivo controle (veiculo).
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Figura 16: Grafico de peso dos ratos Wistar tratados cronicamente (30 dias) com diferentes
doses de ginseng, (v.0.): 50,0; 100,0 e 200,0 mg/kg (n=8, cada grupo). O peso foi avaliado
em diferentes intervalos de tempo (1°, 7°, 14°, 21° e 30° dias). Nos grupos controles
oxotremorina e veiculo (n= 8, cada) foram administrados veiculo e no grupo ginseng (n=5),
200mg/kg da droga. Os pontos representam os valores médios * os erros padrdes obtidos
para cada grupo, onde: controle movimentagao (»); controle ginseng (m); controle OXO (e);
50,0+0,5 (A); 100+0,5 (¢); 200+0,5 (), (vs controle OXO).



Discussao

O Panax quinquefolium, em varias doses, diminuiu significativamente a
amplitude do tremor induzido pela OXO em experimento agudo (pré-tratamento de
30 min.) alterando sua frequéncia apenas na dose de 50mg/Kg de ginseng (fig. 11).
No entanto, diferentemente do experimento agudo, o pré-tratamento subcrénico

(7dias) ou crénico (30 dias), n&o alterou significativamente a amplitude e frequéncia
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do tremor induzido pela OXO 24h apdés a ultima administracdo de ginseng
americano. Algumas hipoteses devem ser consideradas na tentativa de explicar os
resultados obtidos.

Dois sistemas de neurotransmissores classicamente reconhecidos como
integrando o circuito do tremor parkinsoniano sdo os sistemas dopaminérgico e o
colinérgico (Pisani e cols, 2001; Hamaue e cols, 2000; Minami e cols, 1999). A
literatura descreve efeitos da administracdo de extratos do ginseng, bem como, de
ginsenosideos, sobre estes e outros sistemas de neurotransmissores (Choi e cols,
2002; Sala e cols, 2002; Shim e cols, 2000; Shim e cols, 1999; Wen e cols, 1996;
Zhang e cols, 1990). Assim, o tratamento subcrénico (3 dias) aumentou o numero de
sitios de captagdo de colina (Benishin, 1992); o tratamento agudo com ginseng
ocasionou “down regulation” de receptores nicotinicos (Choi e cols, 2002; Sala e
cols, 2002; Choi e cols, 2001); e o tratamento por 5 dias consecutivos com Rg; € Rb
teria aumentado a sensibilidade dos receptores colinérgicos muscarinicos (Zhang e
cols, 1990). Mdultiplas administracdes do extrato do ginseng reduziram os prejuizos
na memoria e na aprendizagem induzidos pelo antagonismo dos receptores
muscarinicos com a escopolamina (Petkov e cols, 2003; Yamazaki e cols, 2001;
Benishin, 1992). A administracdo aguda do GTS 1h antes da administragdo de
nicotina, inibiu a hiperatividade e a supersensibilidade dos receptores
dopaminérgicos pos-sinapticos, induzida pela nicotina em ratos (Shim e cols, 2000;
Kim e cols, 1999; Kim & Kim, 1999). Entretanto, estes efeitos ndo foram observados
com o tratamento crénico com GTS, sugerindo nao serem decorrentes de “down
regulation” dos receptores dopaminérgicos (Kim e cols, 1999).

Deste modo, nas condigdes experimentais descritas neste estudo, a agao
aguda do P. quinquefolium, ndo reproduzida apdés administragdo subcrénica e
cronica, sugere que os efeitos do ginseng sobre o tremor ndo seriam decorrentes de
um processo de neuroadaptacdo de receptores colinérgicos ou dopaminérgicos. O
efeito do ginseng parece ser de curto prazo, com possiveis agdes a nivel sinaptico
ou indugao de alteragdes na biodisponibilidade da OXO. Kennedy & Scholey (2003),
comparando varios efeitos do ginseng no EEG humano observou que administrado
de forma aguda, o ginseng parece ser mais ativo, exercendo efeito direto sobre o
SNC.

Estudos in vitro mostram que o ginseng pode modular a transmiss&o nervosa

pela diminuicdo da disponibilidade sinaptica dos neurotransmissores (Yuan e cols,
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2001; Tsang e cols, 1993). Assim, o extrato de ginseng promoveria inibicdo dose
dependente da captacdo de GABA, glutamato, DA, NE, e 5-HT em sinaptossomas
cerebrais de ratos (Tsang e cols, 1993). Também é atribuido ao GTS a capacidade
de modular o sistema dopaminérgico central (Shim e cols, 2000; Shim e cols 1999).
Nesse sentido, o GTS inibiu a liberagdo de DA induzida por drogas de abuso (Shim e
cols, 2000, Kim & Kim, 1999; Kim e cols, 1999; Kim e cols, 1996). Além disso, tem
sido relatado que o ginsenosideo Rb, (Park e cols, 1984) e o extrato de ginseng em
altas doses (Petkov, 1978), diminuiram a atividade da adenilato ciclase.

A formagdo do fosfato de inositol ([3H]InsPs), mono-, bi- e trifosfato de
inositol-[3H] ([3H]InsP1, [3H]InsP2 e [3H]InsP3), nao foi inibida pelo tratamento com
GTS, em culturas de células, cujo metabolismo do fosfoinositideo era ativado pelo
receptor muscarinico (Lee e cols, 2003). Porém, o pré-tratamento com GTS, de
modo dose-dependente, inibiu a formacao [3H]InsP1, [3H]InsP2, e [3H]InsP3-
induzida pelo carbacol (Lee e cols, 2003). Os ginsenosideos Rb4, Rc, Rd, Re, e Rgy,
nao alteraram a formagédo do [3H]InsPs, enquanto os ginsenosideos Rb;, Rc, Rd,
Re, Rf, Rgs e Rgpy, inibiram a formagédo do [3H]InsPs induzida pelo carbacol. Estes
resultados sugerem que o efeito inibitério do GTS e dos ginsenosideos sobre a
formagao do [3H]InsPs estimulada pelo carbacol em neurénios corticais, possa ser
uma das ag¢des farmacolédgicas do Panax ginseng (Lee e cols, 2003). A redugédo da
agao do carbacol, uma droga agonista muscarinica com efeito tremorigénico, pelo
ginseng e alguns ginsenosideos, através da inibicdo da formagéo do [3H]InsPs, nos
levam a sugerir um mecanismo similar, compativel com a diminuicdo da amplitude
do tremor induzido pela OXO apés administragado aguda.

Outros mecanismos sinapticos ndo podem ser descartados como o
observado perifericamente, em células cromafinicas bovinas, que expressam
receptores colinérgicos nicotinicos, onde os ginsenosideos inibem a liberacdo de
catecolaminas estimuladas pela acetilcolina (Tachikawa e col, 2003; Tachikawa e
cols, 2001; Kudo e cols, 1998), através da inibigdo do influxo de Na* (Tachikawa e
cols, 1999).

Alguns estudos de interacdo medicamentosa mostram que o0 ginseng pode
provocar diminui¢do do efeito de outras drogas, como a fenelzina, o alcool (Coon &
Ernst, 2002) e o warfarin (Coon & Ernst, 2002; Cupp, 1999). Newall e cols (1996),

nao recomendam a utilizagdo do ginseng concomitante ao tratamento com
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hormdnios, estimulantes centrais e antipsisicoéticos, e, devido a inibicdo da captacao
de varios neurotransmissores, com os inibidores da monoamina oxidase (MAO).

Segundo Carai e cols (2000), na medicina coreana o ginseng é utilizado entre
outras aplicagdes, para a intoxicagao por alcool. Inicialmente, foi propésto que o
ginseng aceleraria o metabolismo do alcool. Lee e cols (1987) observaram que, em
individuos que haviam consumido P. ginseng, o nivel sanglineo de alcool 40
minutos apos a ultima dose, foi 35% mais baixo quando comparado com o0s
individuos que ndo consumiram ginseng. Esta observagdo levou os autores a
sugerirem que o ginseng diminuiria os efeitos indesejaveis do alcool, possivelmente
por aumento do seu clearance plasmatico. Assim, a diminuigdo da amplitude de
tremor, apds pré-tratamento agudo com ginseng, poderia também resultar da menor
biodisponibilidade de OXO.

Ha poucas pesquisas publicadas sobre a farmacocinética dos ginsenosideos,
sua absorgao, distribuicdo, biotransformagcao e eliminacdo (Kennedy & Scholey,
2003). Isto pode ser atribuido ao fato da existéncia de mais de 7 tipos de ginseng, os
quais apresentam mais de 30 tipos de ginsenosideos, além de outros compostos
ativos (Attele e cols, 1999) e, possivelmente, devido a falta de métodos analiticos
especificos satisfatérios de deteccado das concentragdes plasmaticas e teciduais dos
mesmos (Kennedy & Scholey, 2003).

Wakabayashi e cols (1997) através da analise de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) observaram que o ginsenosideo Rb; n&o foi detectado no
plasma 24h apds sua administragdo oral. Akao e cols (1998) observaram que
quando o ginsenosideo Rbs foi administrado (200mg/kg, v.0.) em ratos, nenhum
metabdlito foi detectado no plasma, trato intestinal ou fezes, depois de 7 ou 15h da
administracdo. Segundo Chen e cols (1980), a meia vida de eliminagdo dos
ginsenosideos Rg+, Re e Rb, em coelhos alcangou o maximo de 7,5h.

Os ginsenosideos Rby e Rb, foram pouco metabolisados no estbmago de
ratos e pouca quantidade de seus derivados hidroperoxidos foram encontrados
(Takino, 1994). A quantidade de Rb¢ e Rb, absorvida no trato gastrintestinal de ratos
foi 0,1 e 3,7% da doses, respectivamente, sendo ambos excretados principalmente
na urina (Takino, 1994). O Rbs ndo decomposto, pdde ser absorvido e permaneceu
detectavel no plasma por 3h, sua excregao ocorrendo depois de 6h (Tawab e cols,
2003). Nenhum produto da degradacédo do panaxadiol foi encontrado no plasma ou

na urina poucas horas apds a administragao oral, indicando que os ginsenosideos
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sdo grandemente decompostos no estdmago. Pang e cols (2001) observaram que a
absorcgao e eliminacado de Rgs; apds a administragao oral foi rapida no homem.

Xu e cols (2003) administraram Panax notoginseng (600mg/kg, v.0.) e
observaram que a absorg¢do do Rgs pelo trato gastrintestinal € mais rapida que do
Rb4 e alcangou a concentragdo maxima 7,29 mg/ml em uma 1h, enquanto que o Rb;4
foi em 1,5h. Além disso, a biodisponibilidade oral do Rg4 foi relativamente baixa —
4,35%, e a sua concentragédo sanguinea diminuiu rapidamente.

Cui e cols (1997) determinaram a quantidade total de protopanaxatriol e
protopanaxadiol na urina humana. O resultado mostrou que cerca de 1,2% da dose
de ingestao oral dos ginsenosideos protopanaxatridis foi recuperada e 0,2% da dose
de ginsenosideos protopanaxadiois.

Cui e cols (1996) usando o método espectrometria de massa-cromatografia
gasosa demonstraram a presenca de metabdlitos de ginsenosideos em amostras de

urina de atletas que tinham consumido ginseng nos ultimos dez dias.

Como o ginseng € rapidamente metabolisado e eliminado, o efeito inibitorio
sobre a amplitude de tremor induzido pela oxotremorina, apenas no pré-tratamento
agudo e ndo 24 horas apds a ultima dose do pré-tratamento subcrénico e cronico,
sugere a possibilidade deste efeito estar diretamente relacionado a

biodisponibilidade plasmatica dos seus principios ativos.

Estudos foram realizados para avaliar a capacidade dos ginsenosideos de
inibir a atividade da enzima citocromo P450 (CYP), in vitro. Os ginsenosideos nao
foram capazes de causar uma inibigdo significativa da atividade da P450, como é
observado com drogas convencionais (Anderson e cols, 2003; Henderson e cols,
1999). No entanto, Anderson e cols (2003) observaram que os ginsenosideos Rc e
Rf, in vitro, aumentaram significativamente a atividade da CYP2C9 e CYP3A4,
respectivamente. Estudos in vivo ndo observaram indugdo, pelo ginseng, da
atividade da CYP3A (Anderson e cols, 2003), e da CYP2D6, CYP2E1 ou CYP3A4
(Gurley e cols, 2002). Entretanto, He & Edeki (2004) observaram que os
ginsenosideos Rb1, Rby, € Rc sédo capazes de inibir reagdes metabdlicas mediadas
por CYP2C9 e CYP3A4k, enquanto o ginsenosideo Rd reduziu a poténcia inibitdria
da CYP2C9 e CYP3A4, sugerindo que o Rd possa interagir com drogas
metabolizadas por estes citocrémos. Além disso, Lee e cols (2002) verificaram que o

tratamento subcrdnico (2 semanas) com ginseng diminuiu em 33% a quantidade de
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citocromo P450 induzida pelo 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), um
grande indutor do CYP.

Nao podemos descartar a possibilidade da reducdo de amplitude do tremor
induzido pela OXO no experimento agudo, decorrer de uma alteragdo no seu
metabolismo, muito embora, esta hipotese implique na obtencdo de resultados
similares nos experimentos crénicos, 0 que nao ocorreu.

Um fato a ser comentado é o efeito do ginseng-Panax quinquefolium sobre a
frequéncia do tremor induzido pela OXO. Enquanto o pré-tratamento agudo com
diferentes doses de Panax quinquefolium reduziu a amplitude e a frequéncia do
tremor induzido pela OXO (0,5mg/kg, i.p.), a dose de 50,0mg/kg de Panax
quinquefolium, nas mesmas condi¢cdes, aumentou a frequéncia deste tremor (fig.11).
Este efeito aparentemente paradoxal € de dificil explicagdo, principalmente por
ocorrer em uma unica dose, nao se reproduzindo nas doses menores ou maiores do
pré-tratamento com Panax quinquefolium. Poderiamos justificar este resultado
sugerindo que a agao do Panax quinquefolium sobre a frequéncia e amplitude do
tremor seja realizada por diferentes mecanismos, visto que o ginseng é composto
por diversos componentes ativos (Cicero e cols, 2000; Attele e cols, 1999), sendo
que o seu principal composto (ginsenosideo) apresenta-se em diferentes tipos,
exerce multiplos e particulares efeitos (Coleman e cols, 2003; Kennedy & Scholey,
2003; Yoon e cols, 2003), diferindo consideralvelmente na poténcia, atividade
farmacologica e perfil farmacocinético (Kennedy & Scholey, 2003; Attele e cols,
1999). Também poderiamos sugerir que os sistemas que controlariam amplitude e
freqiéncia de tremor, poderiam ser regulados por diferentes osciladores bioldgicos,
que sofreriam diferentes agdes dos distintos ginsenosideos. Parece-nos dificil
explicar este dado em uma unica dose, diante da diminuicdo da amplitude do tremor
observada em varias doses do pré-tratamento com Panax quinquefolium. Outros
experimentos seriam necessarios, por exemplo, estudando uma faixa mais estreita
de doses, em torno dos 50,0mg/Kg de Panax quinquefolium, para ver se existe uma
relagado dose-resposta, ou, pelo menos, se o fendbmeno se reproduz em mais de uma
dose do pré-tratamento.

Outras abordagens mostram que o tratamento com ginseng protegeu ratos de
agentes neurotéxicos indutores de parkinsonismo (Van Kampen e cols, 2003),

sugerindo-se que os ginsenosideos exerceriam neuroprote¢ao através do bloqueio



50

da captacdo do MPP+ altamente seletivo e tdéxico a neurbnios dopaminérgicos
nigroestriatais (Bai e cols, 2002; Li e cols, 2002; Michel & Hefti, 1900), embora,
segundo Van Kampen e cols (2003) isto n&o tenha sido demonstrado. No entanto, a
administragdo cronica de ginseng, diminuindo a resposta inflamatéria ao MPP+,
reduz sua toxicidade e a perda neuronal dopaminérgica apds a exposi¢cao ao MPTP
e MPP+, modelos animais de doencga de Parkinson (DP) (Van Kampen e cols, 2003).
Recentemente Van Kampen e cols (2003), observou que o ginseng modula
varios marcadores bioquimicos reconhecidos como importantes na iniciacido e
progressao da DP. Embora a fisiopatologia da DP ainda ndo seja totalmente
compreendida, ha evidéncias que sugerem que lesdes oxidativas ocasionadas por
radicais livres possam estar envolvidas (Foley & Riederer, 2000; Fahn & Cohen,
1992). Assim, estudos pds-mortem revelaram aumento da peroxidagao lipidica no
SNC de pacientes com DP (Dexter e cols, 1989a). Além disso, os cérebros de
parkinsonianos apresentaram diminuicdo de enzimas antioxidantes vitais (Poirier e
cols, 1994; Kish e cols, 1985). A neurodegeneragao observada na DP, poderia ser
resultante de uma combinagao de disfuncdes mitocondriais, elevagcao dos niveis de
radicais livres e redugao dos processos antioxidantes (Van Kampen e cols, 2003).
Radad e cols (2004b) detectaram que os ginsenosideos Rb4 e Rg; inibiram a
excitotocidade do glutamato aos neurbnios dopaminérgicos, podendo ser entéo
considerados compostos neuroprotetores e neurotréficos. Kim e cols (1998)

verificaram que os ginsenosideos reduzem o influxo de Ca*
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Conclusdes
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1 - O pré-tratamento agudo com ginseng diminui a amplitude do tremor
induzido pela OXO em ratos. No entanto, o pré-tratamento com ginseng n&o

alterou a frequéncia deste tremor, exceto na dose de 50 mg/kg.

2 - O pré-tratamento agudo com ginseng alterou a cinética da amplitude
do tremor induzido pela OXO em ratos, enquanto sua frequéncia nao foi

reduzida, eceto na dose de 50 mg/kg.

3 - O pré-tratamento subcrénico com ginseng nao reduziu a amplitude e

a frequéncia do tremor induzido pela OXO em ratos.

4 - O pré-tratamento subcronico com ginseng nao reduziu
significativamente a cinética da amplitude e da frequiéncia do tremor induzido

pela OXO em ratos.

5 - O pré-tratamento crénico com ginseng n&o reduziu a amplitude e a

frequéncia do tremor induzido pela OXO em ratos.

6 - O pré-tratamento crénico com ginseng nao reduziu significativamente

a cinética da amplitude e da frequéncia do tremor induzido pela OXO em ratos

Estes resultados sugerem uma influéncia do ginseng, quando
administrado de forma aguda, nos circuitos tremorigénicos envolvidos na agao
da OXO.
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