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RESUMO - Brugmansia suaveolens ¢ uma planta alucinégena de ampla distribui¢do na
América do Sul, cuja atividade biologica ¢ pouco conhecida. O presente trabalho buscou
analisar os efeitos da administragdo oral do extrato aquoso bruto (EAB) de Brugmansia
suaveolens, de forma aguda (um dia) ou cronica (21 dias), nas doses de 100 e 300mg/kg.
Efeitos sobre o comportamento foram avaliados nas tarefas de esquiva inibitoria, campo
aberto, labirinto em cruz elevado e labirinto aquatico de Morris. Danos oxidativos a impor-
tantes biomoléculas hipocampais foram utilizados como parametros de neurotoxicidade. O
tratamento agudo com EAB ndo afetou significativamente os resultados obtidos na esquiva
inibitoria, porém o tratamento cronico com a dose de 300mg/Kg induziu alteracdes na evoca-
¢do da memoria espacial no labirinto aquatico. Ambas as doses do extrato interferiram no
desempenho dos animais no labirinto em cruz elevado, revelando um significativo efeito
ansiogénico e hipoquinésico, e o tratamento cronico aumentou significativamente o dano
oxidativo a lipidios, bem como as quebras na molécula de DNA. Os resultados mostram que
o extrato interferiu de forma significativa nos niveis de ansiedade, na atividade locomotora e
na memoria espacial, sendo que essa interferéncia pode ou nao estar relacionada ao seu efeito
pro-oxidante.

Palavras-chave: Plantas alucindgenas. Ansiedade. Memoria espacial. Dano de DNA.
Peroxidagdo lipidica. Brugmansia suaveolens.
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ABSTRACT - Brugmansia suaveolens is a hallucinogenic plant with a wide distribution;
however, there has been little study on its biological activities. This current study analyzed
the effects of one day (acute) or 21 days of (chronic) oral administration of Brugmansia
suaveolens aqueous extract (AEB) at 100 and 300 mg/kg doses. Cognitive performance was
evaluated by step-down inhibitory avoidance, open-field, elevated plus-maze and Morris
water maze tasks. DNA damage and lipid peroxidation in the rat hippocampus were evaluated
by neurotoxicity studies. Results showed that AEB (acute treatment) had no significant effect
on the inhibitory avoidance task, whereas chronic treatment (300mg/Kg) induced spatial
memory impairment in the water maze task. Both extract doses interfered with the elevated
plus-maze performance, revealing a strong anxiogenic effect. Oxidative DNA damage and
lipid peroxidation in the hippocampus increased after 21 days of exposure. These results
demonstrated that Brugmansia extract may alter anxiety levels, decrease locomotor activi-
ty, induce spatial memory impairment and increase oxidative damage in the hippocampus,
which may or may not be related to a pro-oxidant activity.

Keywords: Hallucinogenic plants. Anxiety. Spatial memory. DNA damage. Lipid peroxi-

dation. Brugmansia suaveolens.

INTRODUCAO

A trombeteira, Brugmansia suaveolens (Solanaceae) ¢
uma espécie oriunda da América do Sul, também chama-
da no Brasil de cartucheira (OLIVEIRA et al., 1991). Os
principais alcaldides de valor medicinal encontratos em B.
suaveolens sao membros da familia dos tropanos principal-
mente escopolamina e hioscinamina, mas também atropina
e hioscina (GRIFFIN & LIN, 2000; SCHENKEL et al..,
2004). Esses alcaloides inibem os receptores muscarini-
cos de acetilcolina e agem no sistema parassimpatico. Sao
utilizados na medicina para o tratamento de espasmos ¢
para sedacdo, dentre outros procedimentos. O extrato da
Brugmansia exibe efeitos propriedades antiespasmodico,
antiasmatico, anticolinérgico, narcético e sedativo (ZAYED
& WINK, 2004). Ja foi demonstrado que o extrato aquoso
bruto (EAB) pode afetar o sistema nervoso central (SNC),
produzindo efeitos similares aos observados em alguns
agentes psicotropicos. Plantas contendo substancias antico-
linérgicas, como as do género Brugmansia, vém sendo utili-
zadas ha muitos séculos em medicamentos fitoterapicos, em
cerimonias religiosas ¢ como venenos (ISBISTER et al..,
2003).

Os efeitos sistémicos da intoxicacdo por B. suaveolens sdo
similares aqueles do envenenamento por atropina ou belado-
na (ISBISTER et al.., 2003). Havelius e Asman (2002) e
Isbister e colaboradores (2003) descreveram varios efeitos
clinicos de envenenamento por substancias anticolinérgicas,
dentre eles midriase, ressecamento bucal, delirios, vermelhi-
dao cutanea, agitagdo/agressividade, reduc@o dos sons intes-
tinais, alucinagdes, taquicardia, reten¢do urinaria e febre.

As flores e sementes de B. suaveolens sdo tradicionalmente
utilizadas no sul do Brasil (Rio Grande do Sul, RS) como
uma mistura aquosa, ingerida pelas suas propriedades
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analgésicas por individuos que se encontram em algesia.

Intoxicacdes ndo intensionais sdo muito comuns, principal-
mente apos a ingestdo de folhas ou sementes (ISBISTER e?
al.., 2003) ou contato ocular acidental durante jardinagem
(HAVELIUS & ASMAN, 2002).

Outro uso para essa planta, especialmente entre a populagao
mais jovem, € a ingestao intencional ou consumo via cigarro
para induzir alucinagdes (OLIVEIRA et al.., 2003). Nencini
e colaboradores (2006), ao estudar o EAB, relataram a afini-
dade com receptores serotoninérgicos (5-HT,, e 5-HT, ) e
dopaminérgicos (D1 e D2) e, associando resultados de traba-
lhos anteriores (CAPASSO & De FEO, 2002), sugeriram
que o extrato pode atuar como antagonista dopaminérgico.

Alteracdes no equilibrio de monoaminas como dopamina
(DA) e serotonina (5-HT) foram implicadas na etiologia
e/ou farmacoterapia de varias desordens mentais, assim,
a interacdo do EAB com receptores monoaminérgicos
poderia ser uma ferramenta util no estudo ou até mesmo no
tratamento de doengas neuroldgicas ou neurodegenerativas
(NENCINI et al., 2006).

Espécies ativas de oxigénio (EAOs), geradas durante o
processo metabolico normal ou apos um insulto toxico,
levam a um estado de estresse oxidativo que contribui para
a patogenicidade de certas doengas humanas ao danificar
importantes biomoléculas (revisado por PERRY et al,
2002). O cérebro ¢ particularmente suscetivel aos radicais
livres uma vez que esse 6rgao gera uma quantidade superior
dessas moléculas por grama de tecido quando compara-
do a qualquer outro 6rgdo. Muitas substancias que atuam
sobre os sistemas neurotransmissores, alterando a ativida-
de neuronal, podem gerar importantes mudancas no estado
oxidativo das estruturas cerebrais, levando ao estabeleci-
mento de um cenario antioxidante ou pro-oxidante, com
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significativas implica¢des em doengas neurodegenerativas
como Doenga de Alzheimer e Mal de Parkinson (revisado
por PERRY et al., 2002).

Uma vez que o metabolismo da dopamina inclui a libera-
¢do de H,O, na via nigroestriatal e foi relacionado a produ-
¢do de radicais hidroxil in vivo, distarbios no transporte de
dopamina deveriam ser considerados como evento critico,
pois a DA livre ¢ uma fonte de formagao de substancias
reativas intermediarias devido a seu potencial de auto-
oxidagdo (CHIUEH et al.., 1993).

Apesar de alguns trabalhos mostrarem que o EAB afeta o
sistema de neurotransmissores, poucas informagdes foram
relatadas sobre suas propriedades anti- ou pré-oxidantes.
O objetivo desse estudo foi avaliar os possiveis efeitos do
extrato aquoso de Brugmansia suaveolens sobre parame-
tros comportamentais como a formagdo e evocacdo da
memoria em esquiva inibitoria, sobre a ansiedade, ativida-
de locomotora e memoria espacial, bem como investigar a
acdo desse extrato sobre a peroxidag¢ao lipidica e o dano de
DNA no hipocampo.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e esforgos foram feitos para reduzir o nimero
e o estresse dos animais utilizados. Salientamos que no
momento da realizagdo deste trabalho ainda nao havia na
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) o Comité de
Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA).

Animais e tratamentos

Ratos Wistar machos, 2-3 meses de idade (285 += 10g),
foram acondicionados cinco por gaiola com a 4gua e comida
ad libitum. Ciclos de 12/12h claro e escuro e temperatura
na faixa de 23+1°C foram mantidos constantes. Os animais
foram aleatoriamente distribuidos nos grupos experimen-
tais e todos os procedimentos comportamentais foram reali-
zados em 08 e 14h.

Preparacao do extrato aquoso
de Brugmansia suaveolens

Flores frescas de B. suaveolens foram coletadas na cidade
de Rio Grande (RS - Brasil) de outubro a marg¢o pela Biolo-
ga Odila Eli Dickel e autenticadas por Clélia Pereira no
Laboratério de Botanica e Zoologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade (FURG). Um espécime foi
depositado no herbario da universidade sob o codigo 3861.

As flores foram secas sob a forma de exsicatas em estufa a
temperatura de 37°C, sendo conservadas durante 4 a 5 dias.

Rev. Bras. Farm., 91(4): 189-99, 2010

O processo de exsicacdo foi renovado diariamente, para
evitar a deterioragdo do material coletado. Apés a secagem,
o material foi armazenado em envelopes de papel-pardo em
local seco. O EAB foi obtido através da decocgdo de 30g de
flores secas da B. suaveolens em 300mL de agua destilada
durante 5 minutos. Um extrato de 40mg/g de agua destilada
foi obtido e utilizado para os estudos farmacologicos.

Desenho experimental

Os animais foram aclimatados durante 7 dias ao labora-
torio e ao operador responsavel por seu manuseio. Dois
protocolos de administracao oral (gavagem) foram execu-
tados: agudo (um dia) e cronico (21 dias). O grupo contro-
le (CTR) recebeu agua destilada, enquanto os demais
grupos receberam o extrato nas doses de 100mg/Kg/dia ou
300mg/Kg/dia (EAB 100 e EAB 300, respectivamente).
Em todos os experimentos o niumero de animais por grupo
foi semelhante (n = 10), sendo que os animais tratados de
forma aguda foram, apds um periodo de descanso, reutili-
zados para os testes cronicos.

Ao final dos testes comportamentais, os hipocampos foram
dissecados e utilizados para os testes de peroxidacao lipidi-
ca e dano de DNA.

Testes comportamentais
Esquiva inibitoéria

Os animais foram submetidos a esquiva inibitdria como
descrito em trabalhos prévios (Barros et al.., 2001; 2002).
O aparelho de esquiva inibitoria € composto por uma caixa
medindo 25 x 25 x 50cm com uma plataforma de 2,5 x
7,0cm a esquerda. O assoalho da caixa ¢ constituido por
barras de metal de 1mm de didmetro, distantes 1cm entre
si. Na sessdo de treino, os animais foram individualmente
colocados na plataforma e, ao descer com as quatro patas,
receberam um choque fraco (0,4mA por 2s). Em seguida
foram retirados do aparato e devolvidos as suas gaiolas.
Para avaliar a memoria de curta duracdo (STM), 90min
apos do treino, os animais foram recolocados na plataforma
do aparato ¢ ficaram livres para explorar o ambiente por um
tempo maximo de 180s. Na avaliagdo da memoria de longo
prazo (LTM), os animais retornaram ao aparato 24h apds
o treino e o procedimento foi idéntico ao descrito para a
STM. A laténcia para descida da plataforma com as quatro
patas foi registrada em todas as etapas do experimento.

No teste do protocolo de tratamento agudo, os animais
receberam a infusdo 15min antes da sess@o de treino para
avaliagdo dos possiveis efeitos do EAB na aquisi¢do da
memoria de curto e longo prazo (STM e LTM, respectiva-
mente). Para os animais sob tratamento cronico, a infusdo
do 21° dia também foi realizada 15min antes da sessdo de
treino, porém somente a LTM foi avaliada.
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Campo aberto

Essa tarefa permite a avaliagdo das atividades locomotora
e exploratdria em um ambiente novo. O equipamento utili-
zado consiste de uma caixa de 40 x 50cm com o assoalho
dividido em 12 quadrantes. Animais sob tratamento agudo
e cronico foram individualmente colocados no quadrante
anterior esquerdo ¢ deixados para explorar a arena por 5
min (Barros et al.., 2001). Durante o periodo de exploragao,
o numero de cruzamentos (de um quadrante para outro) e
o numero de vezes que o animal assumiu a posi¢do bipede
(“rearings”) foram registrados como medida das atividades
locomotora e exploratoria.

Labirinto em cruz elevado

Nessa tarefa um aparato em forma de cruz, elevado 70 cm
acima do chdo e constituido de uma regido central (5 x 5
cm), dois bragos abertos (50 x 10 x 2 cm) e dois bragos
fechados (50 x 10 x 2 cm) em posigdes opostas, permi-
te avaliar se determinada substincia afeta a mobilidade,
locomocgdo ou comportamentos pro- e anticonflito (Barros
etal..,2000; 2001), além de ser um modelo bem estabeleci-
do para estudos de ansiedade.

Sob luz vermelha, um rato foi colocado na plataforma
central do labirinto voltado para um dos bragos abertos.
Durante 5min, dois observadores registraram o ntimero de
vezes que o animal entrou em cada tipo de brago, o nimero
de vezes em que o animal ficou na posi¢ao bipede (“rearin-
gs”) e o tempo que o animal passou com as quatro patas
dentro de cada tipo de brago.

Labirinto aquatico de Morris

O procedimento adotado foi descrito anteriormente (AGUIAR
et al., 2006). Em um tanque circular, localizado em uma sala
contendo dicas visuais, foi colocado 70cm de agua (24+1°C)
¢ uma plataforma submersa para a realiza¢do do treinamen-
to (dias 1 a 5). Diariamente, cada animal foi submetido a 5
sessdes consecutivas com intervalos de 70s. A cada sessdo, o
quadrante de partida foi modificado, porém a plataforma foi
fixada em apenas um dos quadrantes. Foi permitido que cada
animal nadasse por 120s ou até que encontrasse a plataforma
e saisse da agua. O tempo decorrido para o animal encon-
trar a plataforma (laténcia) foi registrado por um sistema de
video automatizado (EthoVision®, NOLDUS) para poste-
rior analise. No dia do teste, a plataforma foi removida e os
animais puderam nadar livremente durante 90s. O tempo de
permanéncia no quadrante da plataforma foi utilizado como
parametro de avaliacdo de retencao.

Animais sob tratamento agudo receberam o EAB apenas
no dia do teste (30min antes) enquanto os sob tratamen-
to cronico receberam o extrato 30 min antes do inicio das
sessdes de treinamento e no mesmo periodo no dia do teste.
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Avaliacao dos efeitos neurotéxicos

Peroxidacao lipidica

O protocolo para determinar a peroxidacdo de lipidicos (LPO)
foi descrito anteriormente (AGUIAR et al., 2008). Hipocam-
pos extraidos dos animais tratados aguda e cronicamente
foram homogenizados em metanol, centrifugados a 1.000g
durante 10min a 4°C e os sobrenadantes utilizados para as
dosagens. A andlise baseia-se na formagdo de um comple-
xo entre os lipidios peroxidados (5uL), o FeSO, (ImM) e
o corante xylenol orange (ImM) em meio acido (H,SO,
- 250mM). Apds um periodo de incubacdo (5h) a tempera-
tura ambiente, as amostras foram analisadas em leitora de
microplaca (ELx 800, Biotek ELx 800, Winooski, VT, USA)
a 550nm. Os resultados foram expressados em relagdo ao
padrao de Hidroperdxido de Cumeno (CHP; 0,1mM; Sigma)
em equivalentes de CHP por miligrama de tecido fresco.

Eletroforese alcalina (Ensaio Cometa)

O dano a moléculas de DNA foi avaliado através do
Ensaio Cometa descrito por Tice et al. (2000) com
pequenas modificagdes. Hipocampos foram dissecados e
homogeneizados em tampao fosfato (PBS). Aliquotas (0,3
pL) foram diluidas em agarose de baixo ponto de fusdo e
adicionadas em laminas cobertas por agarose com ponto
de fusdo regular. As células foram, entdo lisadas (2,5 M
NaOH, 0,1 M EDTA, 0,01 M Tris, 1% sodium sarcocinate,
1% Triton X-100, and 10% dimethyl sulfoxide, pH 10.0)
por uma noite e colocadas em solucdo de eletroforese por
30min para o desenrolamento do DNA. Em seguida, foi
realizada a eletroforese durante 35min a 25V ¢ 280mA.
Por fim, as laminas foram neutralizadas com tampao Tris
(0,4 M, pH 7,5), coradas (Sybr Gold; Molecular Probes)
¢ analisadas em microscopio de epifluorescéncia (Zeiss
Axioplan, 400x)

O dano foi medido em 50 células aleatoriamente selecio-
nadas em duplicatas, considerando 5 graus de dano (0: ndo
danificado a 4: completamente danificado). Os escores
finais foram calculados multiplicando-se o nimero do grau
com sua frequéncia.

Analise estatistica

Quando os pré-requisitos de homogeneidade da analise de
variancia foram atingidos, a analise estatistica foi realizada
através da ANOVA de uma via, seguida do teste a posterio-
ri Newmans Keuls. Nos casos em que os pré-requisitos nao
foram verificados, os dados foram analisados por métodos
ndo-paramétricos (Kruskal-Wallis e Mann—Whitney). Para
todas as analises foi considerada significancia de 5%.
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Figura 1. Efeito do extrato aquoso de Brugmansia suaveolens,
administrado 15 min. pré-treino, na tarefa de esquiva inibitéria.
EAB100 (100 mg/Kg); EAB 300 (300 mg/Kg). Valores expressados
como mediana e intervalos interquartis. (a) Resultados do
tratamento agudo. (b) Resultados do tratamento crénico. Nao
foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05).

RESULTADOS
Esquiva inibitoria

Os resultados foram apresentados como mediana e inter-
valo interquartis (Figuras la e 1b). A laténcia registrada
na sessdo de treino para todos os grupos ficou em torno de
7.1 (5.2/9.4) e nao foi significativamente diferente entre
os mesmos (p>0,05; Kruskal-Wallis), o que indica que os
animais estavam em condi¢des semelhantes para as sessoes
de teste. Nao foram encontradas diferencas significativas
nas laténcias dos animais tratados com o EAB (100 e 300
mg/Kg), em relagdo ao controle, nos testes de STM e LTM
(p>0,05; Figura la). Para os animais tratados cronicamen-
te, também nao foram encontradas diferencas significativas
(p>0,05; Figura 1b)

Campo aberto

Os resultados dessa tarefa estdo mostrados na tabela 1
(média = SEM). Animais sob tratamento agudo com o EAB
nao demonstraram alteragdes significativas no niamero de
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Figura 2. Efeito do extrato aquoso de Brugmansia suaveolens
na tarefa do labirinto aquatico. (a) Resultados do tratamento
agudo durante o periodo de treinos, sem administracao do
EAB. O tempo de laténcia para encontrar a plataforma reduziu
significativamente entre o primeiro e o quinto dias para todos
0s grupos (p < 0,05). (b) Resultados para o teste de evocacao
com administracdo do EAB 30min. pré-teste. Nao foram
encontradas diferencas significativas (p > 0,05).

cruzamentos e “rearings” quando comparados ao contro-
le. Em contrapartida, o grupo tratado cronicamente com o
EAB 300 apresentou uma significativa redu¢do no niimero
de cruzamentos e “rearings” quando comparado ao grupo
controle e ao grupo EAB 100 (p<0.05).

Labirinto em Cruz Elevado

Os resultados do total de entradas (bragos abertos e fecha-
dos), entrada e percentagem de tempo nos bragos abertos e
“rearings” estdo na tabela 2 (média = SEM). Animais trata-
dos de forma aguda com ambas as doses de EAB apresen-
taram uma redugdo no nimero de entradas ¢ percentagem
de tempo despendido nos bragos abertos, o que indica um
efeito ansiogénico do extrato sobre os animais. Ja o grupo
EAB 300 apresentou uma redug@o também no numero total
de entradas, o que pode ser interpretado como redug@o na
atividade locomotora (corroborando os resultados encontra-
dos no teste de campo aberto).
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Tabela 1. Efeito da administracdo aguda e cronica do extrato aquoso de Brugmansia suaveolens na tarefa de campo aberto.

Cruzamentos “Rearings”
Grupo . -
Agudo Crbnico Agudo Crbnico
CTR 80,20 £ 6,19 29,60 £ 7,40 40,60 = 4,02 14,20+ 4,31
EAB 100 65,70 £ 6,19 21,90 £ 6,67 29,40 + 4,02 14,50+ 3,63
EAB 300 63,20 + 6,19 8,70 + 3,63*” 29,10 + 4,02 6,00+ 2,60*"

EAB 100 (100 mg/Kg); EAB 300 (300 mg/Kg). Dados expressados como média + SEM (n=10 por grupo). *Indica diferenca
significativa entre os grupos tratados e o controle. “Indica diferenca significativa quando comparado a EAB 100. p < 0,05

Tabela 2. Efeito da administracdo aguda e cronica do extrato aquoso de Brugmansia suaveolens na tarefa de labirinto em cruz

elevado.
Tratamento agudo
Grupo Entradas totais Entradas nos bracos abertos  Tempo nos bracos abertos (%) “Rearings”
CTR 12,00 = 1,96 7,80 1,28 47,20 + 2,55 14,40 + 1,44
EAB 100 10,00 + 1,40 3,40+£0,72 * 16,03 + 3,64 * 19,50 + 2,19
EAB 300 8,80 +0,63 * 3,00 £ 0,49 * 17,73 4,67 * 16,40 = 1,72
Tratamento crénico
Grupo Entradas totais Entradas nos bracos abertos  Tempo nos bracos abertos (%) “Rearings”
CTR 12,60 = 1,17 6,80 = 0,97 34,67 x 3,42 14,00 = 2,49
EAB 100 8,70 £ 0,63* 3,70 £ 0,45* 19,87 + 2,89* 14,40 = 1,61
EAB 300 9,10 = 1,10* 4,10 £0,57* 18,97 + 3,48* 14,10 = 1,55

EAB 100 (100 mg/Kg); EAB 300 (300 mg/Kg). Dados expressados como média = SEM (n=10 por grupo). *Indica diferenca

significativa entre os grupos tratados e o controle. p < 0,05.

Labirinto Aquatico

Na tabela 3, pode-se notar a auséncia de diferengas signi-
ficativas na distancia total percorrida quando se compara
os grupos tratados com o respectivo controle, tanto para o
tratamento agudo, quanto para o cronico. Todavia, pode se
perceber que houve uma redugdo significativa na distancia
percorrida no primeiro e quinto dias de treinamento (p <

0,05), o que indica que todos os animais aprenderam efeti-
vamente a localizar a plataforma. Além disso, a tabela 3
também mostra que a distancia percorrida no teste de reten-
¢do foi a mesma para todos os grupos.

A figura 2a mostra os resultados do treinamento dos ratos
tratados de forma aguda. Nao foram encontradas diferencgas
significativas entre os grupos tratados com EAB em relagao

Tabela 3. Efeito da administracdo aguda e crénica do extrato aquoso de Brugmansia suaveolens na distancia total percorrida

(em centimetros) no labirinto aquatico.

Treino (Dia 1)

Treino (Dia 5)

Grupo

Agudo

Crénico

Agudo Cronico

CTR
EAB 100
EAB 300

Grupo
CTR

EAB 100
EAB 300

1147,90 = 144,60
1669,64 + 140,28
1579,86 + 182,91
Teste de retencao
Agudo
1108,48 + 134,54
1345,69 = 124,56
1288,80 = 124,56

1255,99 + 156,32
1081,46 + 143,45
1237,84 + 188,53

Cronico
1785,55 + 320,02
1744,41 = 160,01
1623,99 + 202,40

154,19 £21,55" 265,74 +30,18™
211,94 + 21,55" 210,72 + 24,64™
206,07 + 33,58" 205,70 + 26,47

EAB 100 (100 mg/Kg); EAB 300 (300 mg/Kg). Dados expressados como média + SEM (n=10 por grupo). Ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos nas sessoes de treino (p > 0,05). *Indica diferenca significativa entre os resultados do
primeiro e quinto dia, dentro do mesmo tratamento agudo (p < 0,05). ** Indica diferenca significativa entre os resultados do
primeiro e quinto dia, dentro do mesmo tratamento crénico (p < 0,05).
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ao controle dentro do mesmo dia de treinamento (p > 0,05),
porém todos os grupos apresentaram uma redugdo na latén-
cia para encontrar a plataforma, indicando que o aprendi-
zado da tarefa ocorreu em todos os animais. Também nao
foram encontradas diferencas no teste de retengao (fig. 2b)
dos animais sob tratamento agudo.

Apos o tratamento cronico, os animais passaram por um
treinamento de reforgo no labirinto (figura 3a) e foram
novamente submetidos ao teste de retencdo. A figura 3b
mostra que o tratamento cronico, em ambas as doses de
EAB, reduziu significativamente o tempo que os animais
passaram no quadrante da plataforma no dia do teste de
retengdo (p < 0,05).

Efeitos neurotoxicos

A figura 4 mostra que os grupos tratados com ambas as doses
de EAB, apresentaram um aumento significativo dos escores
no Ensaio Cometa (EAB 100 = 135,6 = 13,5; EAB 300 =
158,33 +32,3) quando comparados ao controle (46,4 + 7,5).

O mesmo resultado foi encontrado na analise da LPO. O
EAB, em ambas as doses, promoveu um aumento signifi-
cativo nos niveis de lipidios peroxidados (Figure 5), quando
comparado aos valores do grupo controle (CTR = 551,3 +
78,5, EAB 100=861,1£161,9; EAB 300 =2290,9 + 527,6).

DISCUSSAO

Brugmansia suaveolens é uma planta alucindgena de signi-
ficativo interesse devido a sua ampla e historica utilizagao
em diferentes sociedades ao redor do mundo. Ainda assim,
existe uma significativa escassez de informacgdes dispo-
niveis sobre respostas comportamentais e neurotoxicas
induzidas pela ingestao de infusdes dessa planta.

No presente trabalho, a tarefa de esquiva inibitdria foi utili-
zada para avaliar a memoria de forte componente aversivo.
Esse tipo de aprendizagem ¢ modulada pelas vias seroto-
nérgicas e colinérgicas (BARROS et al., 2001), sendo uma
forma cléssica de investigagdo do papel de neurotransmis-
sores nos processos comportamentais (BARROS et al.,
2000; BARROS et al., 2003).

A escopolamina, principal alcaldide tropanico encontrado
nas porgdes aéreas de B. suaveolens (GRIFFIN & LIN,
2000; SCHENKEL et al.., 2004), ja foi ligada a problemas
de memoria de trabalho, bem como das memorias de curta
¢ longa duragdo (Barros ef al., 2001, 2002, 2003). Ainda
assim, nossos resultados ndo demonstram qualquer efeito
significativo do EAB sobre a memoria aversiva quer seja no
tratamento agudo, quer seja no tratamento cronico.

Considerando que o EAB ¢ um extrato bruto, ¢ coeren-
te propor que seja composto por uma mistura de varias
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Figura 3. Efeito do extrato aquoso de Brugmansia suaveolens
na tarefa do labirinto aquatico. Resultados do tratamento
cronico durante o periodo de treinos, com administracdo do
EAB 30min. pré-treino. (a) Tempo de laténcia para encontrar
a plataforma. (b) Resultados para o teste de evocacdo. *
Diferenca significativa em relacdo ao controle (p < 0,05).

substancias, algumas das quais ja foram descritas em
trabalhos prévios como os terpendides, benzenoides, indol
(KITE LEON, 1995) e alcaldides tropanicos (GRIFFIN
& LIN, 2000; SCHENKEL et al.., 2004). O composto
indol, identificado nas flores do género Brugmansia, ¢ um
composto organico, aromatico, heterociclico e volatil cujos
derivados podem atuar como antagonistas serotonérgicos
(Zhou et al., 2008). Um dos possiveis efeitos dos antagonis-
tas serotonérgicos ¢ a atenuagdo dos efeitos amnésicos da
escopolamina. Ao estudar os efeitos de antagonistas seleti-
vos de receptores serotonérgicos 5-HT ,, Misane e Ogren
(2003) mostraram que eles sdo capazes de reduzir o efeito
amnésico induzido pela escopolamina no teste de retengdo
na tarefa de esquiva inibitoria. Considerando esses fatos, ¢
possivel sugerir que a interagdo dessas diferentes substan-
cias com importantes receptores que apresentam um papel
fundamental no aprendizado de tarefas aversivas poderia
resultar em efeitos ndo esperados como os encontrados no
presente trabalho como a auséncia de efeito significativo do
extrato aquoso sobre as memorias de curto e longo prazo na
tarefa de esquiva inibitdria.
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Figura 4. Efeito do tratamento crénico com o extrato
aquoso de Brugmansia suaveolens sobre o dano em DNA em
hipocampo. Valores expressos em media + SEM. *Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

Em desacordo com dados de estudos com alcaldides tropa-
nicos purificados (ZAYED & WINK, 2004), o presente
trabalho encontrou uma redugdo significativa na atividade
locomotora do grupo cronico EAB 300 no campo aberto.
Esse resultado foi corroborado pela redugdo no nimero
total de entradas verificadas no labirinto em cruz elevado
para o mesmo grupo.

Antagonistas muscarinicos, como a escopolamina presente
no EAB, possuem um conhecido efeito estimulatdrio sobre
a atividade locomotora, mediado pelo aumento na liberagio
de acetilcolina (GOMEZA et al.., 1999; MIYAKAWA et
al.., 2001). Entretanto, ¢ importante lembrar que os EAB
podem atuar sobre outros tipos de receptores como os
dopaminérgicos D1 e D2 (NENCINI et al. 2006).A ativi-
dade locomotora requer uma agdo coordenada de estrutu-
ras corticais e subcorticais e, dentre essas estruturas, a pars
compacta da substancia negra ¢ a maior fonte de estimulos
dopaminérgicos ascendentes para o estriado dorsal, cujos
neurdnios gabaérgicos expressam receptores de dopami-
na. A parte das diferencas nos mecanismos de transdugdo
do sinal, a contribui¢do direta ou indireta via projegdes
estriatopalidais de diferentes receptores dopaminérgicos
para a locomocgdo ¢ geralmente considerada sinérgica e,
hipoquinesia ou até mesmo aquinesia podem ser induzidas
farmacologicamente por antagonistas de receptores tipo D1
ou tipo D2 (Cabib er al.., 1991). E provavel que o efeito
antagonista exercido pelo EAB sobre receptores dopami-
nérgicos esteja relacionado ao fato de o mesmo ndo ser
purificado e, sim utilizado em seu estado bruto. Sob essa
otica, pode-se sugerir que as diferencas entre os resultados
do presente trabalho e dos dados prévios estdo relacionadas
as interagdes entre as diversas substancias que compdem o
extrato aquoso bruto de B. suaveolens em comparagdo com
estudos realizados com substancias purificadas.

Além disso, a auséncia de efeito da menor dose (100mg/
Kg) reforca a hipotese de que numa mistura de diversas
substancias, nem sempre os efeitos individuais podem ser
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Figura 5. Efeito do tratamento crénico com o extrato aquoso
de Brugmansia suaveolens sobre a peroxidacao lipidica (LPO)
em hipocampo. Valores expressos em media + SEM. *Diferenca
significativaem relacdo ao grupo controle (p < 0,05). **Diferenca
significativa entre os grupos expostos ao EAB (p < 0,05).

expressos, sendo necessario o estudo de diferentes valores
para estabelecer um perfil mais realistico da atividade
farmacolégica de extratos botanicos.

Os resultados do teste no labirinto em cruz demonstram que,
tanto no protocolo de tratamento agudo quanto no cronico,
ambas as doses do EAB reduziram significativamente as
entradas nos bragos abertos, o tempo de permanéncia nos
bragos abertos ¢, para a dose de 300 mg/Kg, o nimero total
de entradas. Esses resultados claramente sugerem que o EAB
possui algum efeito ansiogénico. Varios alcaloides tropani-
cos, especialmente na escopolamina, ja foram apontados
como causadores de efeitos amnésicos e também ansiogé-
nicos (File ef al., 1990). Considerando que essas substan-
cias atuam como inibidores muscarinicos (Zayed and Wink,
2004), podem atuar sobre o sistema serotonérgico (Nencini
et al., 2006) e que ambos os sistemas ja foram implicados
em respostas ansiogéncias (File ef al., 2000), a presenga de
substancias com atividade colinérgica e serotonérgicas no
EAB poderia justificar os resultados encontrados no presen-
te, bem como em estudos publicados por outros autores.

Além dos parametros aversivos, locomotores e relacionados
a ansiedade, a memoria de referéncia espacial também foi
avaliada. Os animais foram treinados no labirinto aquati-
co ¢ mesmo apds um intervalo de 21 dias suas laténcias
permaneceram baixas (figura 3a), o que indica o efetivo
aprendizado. Contudo, apenas os animais sob tratamen-
to cronico mostraram uma redugdo significativa no tempo
de permanéncia no quadrante da plataforma, o que indica
um prejuizo da memodria como relatado em outros traba-
lhos (Bertran et al.., 2001). E importante ressaltar que é
pouco provavel que a redug¢do no tempo de permanéncia na
plataforma esteja relacionada a um problema de atividade
locomotora, uma vez que as distancias totais percorridas
nao foram diferentes entre os grupos. O labirinto aquati-
co € uma tarefa capaz de refletir a aquisi¢do e retencao da
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memoria de forma praticamente independente do desem-
penho locomotor do animal. Nessa tarefa a laténcia para
encontrar a plataforma poderia ser influenciada pelas habili-
dades motoras do animal, porém ¢ mais provavel que isso
resultasse num aumento ao invés de uma redugdo no tempo
levado para encontrar a plataforma durante os treinos. Além
disso, a distancia percorrida nao ¢ afetada pelas habilidades
motoras e sua redu¢do ao longo das sessoes de treino reflete
quase fielmente os aspectos cognitivos do teste.

Além de seu efeito sobre o comportamento, o extrato
aquoso bruto de Brugmansia suavelens também foi capaz
de desencadear efeitos neurotoxicos. O hipocampo é uma
estrutura classicamente envolvida na aten¢do e na memoria
e o estresse oxidativo vem sendo implicado no declinio
cognitivo observado no envelhecimento em animais e
humanos (Palmer, 1999).

Niveis elevados de LPO no cérebro, associados a alteragdes
comportamentais observadas no presente estudo, relembram
alguns cenarios clinicos como a deméncia que também ¢
caracterizada pelos elevados niveis de LPO (Palmer, 1999).
Da mesma forma, o cérebro de pacientes com doenga de
Alzheimer (AD) ja foi identificado como mais propenso
ao desafio oxidativo (Palmer, 1999). El-Sherbiny e colabo-
radores (2003) demonstraram que animais tratados com
escopolamina apresentaram uma elevagdo nos subprodutos
da peroxidagao lipidica, como o malondialdeido, concomi-
tantemente a uma redugdo na concentragdo dos principais
antioxidantes como a glutationa.

Como mencionado na sessao de Introducgdo, o alcaloi-
de presente em maior concentracdo em B. suaveolens ¢ a
escopolamina. O fato de que ndo somente elevados niveis
de LPO, como também de dano de DNA terem sido regis-
trados apos o tratamento cronico com o EAB sugere que
esse extrato possui o potencial para induzir danos a macro-
moléculas de importancia biologica além das estudadas no
presente trabalho, acdo essa que pode cedo ou tarde alterar
parametros comportamentais.

Finalmente, ainda que um nivel significativo de dano tenha
sido encontrado no hipocampo de animais tratados com
EAB, nao ¢ possivel afirmar que os resultados encontrados
se correlacionam diretamente com os resultados das analises
comportamentais. Para o labirinto em cruz elevado e para o
labirinto aquatico, essa relacdo poderia ser verdadeira, uma
vez que os grupos EAB 100 e EAB 300 tratados cronica-
mente se diferenciaram do grupo controle. Porém, é impor-
tante notar que o valor de LPO foi significativamente maior
para o grupo EAB 300 e essa diferenga entre tratamentos
ndo ficou refletida nos estudos comportamentais, onde os
resultados de ambas as doses foram muito similares.

Na tarefa de campo aberto essa relagdo ndo pode nem
mesmo ser sugerida, uma vez que somente a dose mais alta
provocou uma alteragdo significativa em relacdo ao grupo
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controle. E mais provavel que os resultados comportamen-
tais devam ser atribuidos a alteragdes na neurotransmissao
que poderia ou nao ser afetadas pelo aumento do estresse
oxidativo nas células do hipocampo.

Em uma revisdo sobre as intera¢des entre os sistemas seroto-
nérgicos e colinérgicos no sistema nervoso central, Cassel e
Jeltsch (1995) relataram que uma modificagdo combinada
em ambos os sistemas prejudica o desempenho de animais
no labirinto aquatico somente quando a administragdo de
drogas era feita antes das sessdes de treino e que esse efeito
ndo era identificavel em ratos treinados sem a administragao
de drogas. Esses autores também sugeriram que a escopola-
mina apresenta maior potencial de interferéncia na memoria
durante o periodo de aquisicdo da informagdo (ou seja,
quando aplicada antes do treino) do que quando aplicada no
momento da avaliagdo da retengao (pré-teste). Considerando
esses dados o protocolo agudo adotado no presente trabalho,
com administra¢do do AEB apds cinco dias consecutivos de
treinamento, reforgaria a afirmacao de trabalhos prévios uma
vez que nao foram encontradas diferencas significativas.

Considerando que o extrato aquoso da B. suaveolens
pode apresentar quantidades significativas do antagonis-
ta serotonérgico indol, um tratamento cronico com esse
extrato poderia desencadear uma deplecdo de dopamina
potencializando, assim, os efeitos cognitivos do bloqueio
de receptores muscarinicos (pela agdo da escopolamina,
por exemplo) como o prejuizo a memoria (CASSEL &
JELTSCH, 1995) semelhante ao encontrado para algumas
tarefas no presente trabalho.

CONCLUSAO

E interessante notar que a administragdo de drogas pode
fomentar interagdes sindpticas complexas em uma ou
varias regioes cerebrais, bem como modificar os sistemas
de neurotransmissores. Considerando as propriedades
farmacologicas da Brugmansia suaveolens, bem como seu
efeito alucindgeno, ¢ de grande relevancia o esclarecimen-
to de sua agdo sobre a memoria, 0 comportamento ¢ a fisio-
logia do tecido nervoso.

No presente trabalho, o extrato aquoso bruto de Brugman-
sia suaveolens mostrou possuir acdo hipoquinésica, bem
como ansiogénica e amnésica em ratos, além de promover
o estresse oxidativo e a neurotoxicidade. Esses resultados
corroboram a hipdtese de que os alcaldides tropanicos,
principais componentes da B. suaveolens, podem afetar
a sinalizagdo celular ¢ induzir o dano oxidativo, sugerem
que esses compostos podem agir diretamente nos processos
cognitivos e na ansiedade e mostra, ainda, ser possivel que
a interacdo dos diferentes compostos influencie de forma
desigual as varias via de memoria, requisitadas nas diferen-
tes tarefas comportamentais.
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