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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo realizar uma triagem inicial da ayahuasca em
cultura de células e em modelos de nocicepgéo e ansiedade. A ayahuasca € uma
decocgcao de duas plantas (Banisteriopsis caapi e Psyvhotria viridis) com agao
alucindégena, utilizada por diversas religides no Brasil. As principais substancias
relacionadas com as atividades no sistema nervoso central sdo a
DMT (dimetiltriptamina), agonista serotoninérgico dos receptores SHT1a 2a2c € as
B-carbolinas, inibidoras da monoaminoxidase-A (MAQO), encontradas na P. viridis e
B. caapi, respectivamente. Nos ultimos anos, a ayahuasca se espalhou pela
Europa e Estados Unidos, chamando a atencdo dos pesquisadores quanto aos
seus efeitos. Desta forma, o presente trabalho revelou que a ayahuasca possui
atividade sobre a nocicep¢cao em modelos de contor¢cdo abdominal e placa quente,
atividade ansiolitica em ratos submetidos aos testes de labirinto em cruz elevado
(LCE) e efeito citostatico leve em cultura de células tumorais humanas de mama
(MCF-7), rim (786-0), pulmdo (NCI-H460), préstata (PC-3), ovario (OVCAR-3),
colon (HT-29), mama resitente a multiplas drogas (NCI-ADR).

Palavras-chave: Ayahuasca, ansiolitico, nocicepcéao, antiproliferativa.
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Abstract

This study aimed to perform an initial screening of ayahuasca in cultured cells and
in models of nociception and anxiety. Ayahuasca is a decoction of two plants
(Banisteriopsis caapi and Psyvhotria viridis) with hallucinogenic action, used by
various religions in Brazil. The main activities related substances in the central
nervous system are DMT ( dimethyltryptamine ) , serotonin SHT1A receptor
agonist, 2A/2C and B - carbolines , inhibiting monoamine oxidase -A ( MAO ) ,
found in P. viridis and B. caapi , respectively. In recent years, ayahuasca has
spread to Europe and the United States, calling the attention of researchers for
their effects. Thus , the present study showed that ayahuasca has activity on
nociception in models writhing and hot plate , anxiolytic activity in rats submitted to
the elevated maze tests (EPM ) and light cytostatic effect on cultured human tumor
cells breast ( MCF -7) , kidney ( 786-0 ) , lung ( NCI- H460 ) , prostate (PC -3),
ovarian ( OVCAR -3) , colon ( HT -29) , breast , multidrug resistente ( NCI- ADR ).

Keywords: Ayahuasca, anxiolytic, nociception, antiproliferative
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Introducao

1. INTRODUCAO

A ayahuasca é conhecida em diferentes culturas pelos seguintes nomes:
yajé, caapi, natema, pindé, kahi, mihi, dapa, bejuco de oro, vine of gold, vine of the
spirits, vine of the soul e a transliteracdo para a lingua portuguesa resultou em
hoasca. Também é conhecida amplamente no Brasil como “cha do Santo Daime”
ou “vegetal”’. Este nome, tanto se aplica a bebida preparada por meio da mistura
da Banisteriopsis caapi e da Psichotria viridis, quanto a primeira das plantas. As
diversas preparagdes/decocgdes geralmente contém os talos desfiados da
Banisteriopsis caapi ou espécies correlatas mais as folhas da Psichotria viridis. Os
métodos de preparo variam conforme o grupo, geralmente na forma de decocto ou
por extracao aquosa a frio deixando-se em descanso por aproximadamente 24
horas (Goulart, 2004).

Além do cipd Banisteriopsis caapi, conhecido porpularmente como mariri e
do arbusto Psychotria viridis, conhecida como chacrona, (Figuras 1 e 2), essa
bebida pode ser preparada com a Banisteriopsis muricata, com a Diplopterys
cabrerana ou com a Psychotria cartagenensis. (Ott, 1999; Mckenna, 2004).

A B. caapi, € um cipd ou parreira gigante pertencente a familia
Malpighiaceae e identificada por Spruce, € nativa das zonas tropicais da América
do Sul e Antilhas, (Grob, 2006). Esse cipé produz alcaloides pertencentes ao
grupo das B-carbolinas potentes inibidores reversiveis da MAO-A, sendo a
harmina (HRM), a harmalina (HRL) e a tetraidro-harmina THH) os mais
abundantes (Callaway, 1999).

18



Introducao

Figura 1: Caule de Banisteriopsis caapi (Fotografia obtida pelo Dr. Jodo Ernesto
de Carvalho, durante coleta realizada pela Unido do Vegetal na regido de
Manaus).

Banisteriopsis caapi

19
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Figura 2: Psychotria viridis (Fotografia obtida pelo Dr. Joao Ernesto de Carvalho,

durante coleta realizada pela Unido do Vegetal na regidao de Manaus).

Psychotn’a viridis

Com cerca de 1.400 espécies o género Psychotria da familia Rubiaceae
engloba arbustos e pequenas arvores encontradas em regides tropicais de todo o
mundo. A P. viridis, identificada por Ruiz & Pavona, popularmente conhecida como
chacrona ou rainha, possui a N-N-dimetiltriptamina (DMT) como principal alcaloide,
que atua como como agonista sertoninérgico direto dos receptores de serotonina,
subtipo 5-HT1A, 5-HT2A e 5-HT2c (Mckenna, 2004).

20
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A analise dos teores de DMT, THH, HRL e HRM de 33 amostras de B.
caapi e de 37 amostras de P.vriridis, obtiveram em média 7,50 mg/g de DMT; 1,0
mg/g de THH; 0,46 mg/g de HRL e 4,83 mg/g de HRM (Callaway, 1999).

Figura 3: Estruturas quimicas dos principais alcaloides presentes na ayahuasca:

dimetiltriptamina, harmina, harmalina, serotonina e tetrahidroharmina.

N\ HsC N4 N4
N CHj; N CH
E H3CO H H3CO H 3
dimetiltriptamina harmina harmalina

\ H3CO~

HO NH /J\ / %_H\\N )
il

N }CH:;
H »h

serotonina Tetrahidroharmina

Outros trabalhos revelaram que, as concentragbes de [B-carbolinas
encontradas na B. caapi variam de 0,05% a 1,95% de peso seco, enquanto na
P.viridis, as concentragbes de alcaloides ficaram na faixa de 0,10% a 0,66% de
peso seco (Mckenna, 1984; Mckenna, 2004, Costa, 2005). Na bebida ayahuasca,
os teores de agentes psicoativos sdo maiores do que aqueles encontrados nas
plantas das quais ela é preparada (Mckenna, 2004).

Quimicamente, as B-carbolinas sado compostos inddlicos ftriciclicos,
relacionados biossinteticamente e farmacologicamente com as triptaminas (Figura
3). Sdo prontamente sintetizados via condensagéo das indolaminas com aldeidos
ou alfa-ceto-acidos e sua biossintese, muito provavelmente, é realizada por

reacdes similares (Melchior & Collins, 1982).
21
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Frequentemente a hamina esta presente em concentracées uniformemente
maiores em relagdo a harmalina, na propor¢cdo de 10:1 nas espécies jovens. Ja
em espécimes com 7 a 9 anos as concentragdes da harmalina diminuem bastante.
As diferencas nas concentracdes e proporcées dos alcaloides encontrados nos
infusos de ayahuasca provavelmente estdo relacionadas com o método de
preparacao, quantidade e propor¢do das partes das plantas empregadas em seu
preparo, bem como as variedades das espécies utilizadas (Mckenna, 2004;
Callaway, 1999).

No Brasil, com o passar dos anos, o consumo dessas bebidas deixou de
ser uso exclusivo dos rituais indigenas, expandindo para os centros urbanos na
forma de seitas religiosas. Entre elas: Daime ou Santo Daime, Unido do Vegetal,
Barquinha e outras denominadas gnédsticas. Ao contrario do que ocorre nas
comunidades indigenas, onde apenas um pequeno percentual de individuos
consome a bebida regularmente, os grupos religiosos tem por base o consumo
regular por todos os membros da comunidade, dentro do contexto cerimonial
(Callaway, 1999).

No dia 04 de novembro de 2004, através da Resolugdo n° 4 do CONAD —
Conselho Nacional Antidrogas, o uso da ayahuasca para fins religiosos foi
reconhecido como legitimo (Conselho Nacional Antidrogas, 2004) (Pires, 2010).
Embora seu consumo seja permitido dentro do contexto religioso, as duas plantas:
B.caapi e P viridis, ndo figuram nas listas de substancias controladas, sendo
possivel inclusive adquiri-las através da internet e outras fontes (Pires, 2010). O
misticismo que envolve as raizes de seu uso e as sensagdes narradas por
viajantes estrangeiros na Bacia do Amazonas s6 tem contribuido para despertar a
imaginagcao das pessoas, que ficam sedentas dessa nova experiéncia (Mckenna,
2004).

Do ponto de vista toxicolégico, os estudos existentes ainda n&do séo
suficientes para se descartar a possibilidade de efeitos nocivos aos usuarios,

principalmente para criangas, gestantes e pessoas idosas. A tolerancia pode ser
22
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observada ap6s o uso regular, porém ainda nao foi constatado potencial para
inducao de dependéncia. Ao contrario, possiveis aplicagdes terapéuticas tem sido
sugeridas como adjunto no tratamento da dependéncia ao éalcool e de outras
drogas de abuso, tratamento do cancer e outras desordens (Grob et al, 1996;
Mckenna et al, 2004).

Considerando o potencial farmacolégico dos principios ativos da
ayahuasca, este trabalho tem como objetivo contribuir para a avaliacdo de
algumas propriedades farmacoldgicas dessa bebida, através de uma triagem em

alguns modelos experimentais.

23
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2. REVISAO BIBIOGRAFICA

2.1 Histoérico da ayahuasca no CPQBA

A divisdo de farmacologia e toxicologia (DFT) do CPQBA, foi convidada a
participar de um projeto sobre a farmacologia humana da hoasca (ayahuasca)
organizado pela Unido do Vegetal (UDV). Desse projeto participaram
pesquisadores de diversas instituicbes cientificas do Brasil, Estados Unidos da
América e Finlandia. Em meados de 1993 esse grupo deu inicio aos trabalhos em
reuniao no Nucleo Caupuri da UDV em Manaus para avaliar o uso contextual da
ayahuasca. Foram realizados estudos fitoquimicos, botéanicos, clinicos,
psiquiatricos e de toxicidade em animais de laboratério. O coordenador da DFT,
Jodo Ernesto de Carvalho participou dessa reunido onde péde acompanhar todo o
processo de obtencdo da ayahuasca, desde a coleta do material vegetal até a
obtencao do decocto final.

Para a producdo do decocto foram coletados 147 Kg de caule da
Banisteriopsis caapi (mariri) e 8 Kg de folhas Psychotria viridis (chacrona). Ap6s
seu desfibramento, o mariri foi intercalado com as folhas da chacrona em diversos
galdes, adicionada agua fervente (600 L.), cuja fervura foi mantida em fogdes a
lenha até a reducao do volume para 120 litros. A dosagem dos compostos ativos
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia revelou a presenca de
harmina (1,7 mg/ml), harmalina (0,2 mg/ml), tetrahidrohamina (1,07 mg/ml) e
dimetiltriptamina (0,24 mg/ml) no produto final (McKenna et al, 1998).

Além da obtencdo de material para estudos no CPQBA, o pesquisador pode
também experimentar os efeitos dessa bebida em duas ceriménias realizadas nas
sedes da UDV em Manaus. Na primeira oportunidade constatou as alucinagdes
visuais e auditivas que sempre vem acompanhadas de intensa nausea. Na
segunda oportunidade, acometido de intensa lombalgia, teve a dor eliminada pelo
periodo relativo ao efeito da bebida, por volta de quatro horas. Nessa ocasiao a
acao analgésica, também na presenca de nausea, foi acompanhada por
movimentos involuntarios do brago. Também pode observar a variabilidade de
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efeitos produzidos por essa bebida entre os diversos participantes. A maioria
relatou efeitos positivos, mas alguns participantes relataram efeitos extremamente
desagradaveis, com crise de ansiedade. Isso reflete a multiplicidade de acbes que
0s principios ativos da ayahuasca podem exercer sobre o sistema nervoso central
e periférico, relacionados ao estado emocional e neuroldgico de cada individuo.

No CPQBA a ayahuasca foi liofilizada e armazenada a -20°C para melhor
preservacdo dos seus principios ativos. Além da bebida foram obtidos extratos
hidroalcodlicos das amostras das duas espécies utilizadas para a obtencao do
decocto. A administragéo por via oral de 500mg/kg da ayahuasca produziu, apds
vinte minutos, tremores em repouso, inclusive de cabega, hipertonicidade
muscular, efeito do tipo “Straub”, abducdo das patas posteriores e hiper-
reatividade (Carvalho et al 2004). Pela via intraperitoneal esses efeitos foram mais
intensos sugerindo o estudo em modelos de convulsdo. Nessa dose e via de
administracdo, em modelo de convulsdo por pentilenotetrazol (85 mg/kg), a
ayahuasca diminui o tempo de laténcia para convulsées em 50%, aumentando
também em 50% o numero de convulsdes tonicas e em 60% a letalidade. Na dose
de 300 mg/kg ndo houve alteracdo do tempo de laténcia, mas na incidéncia de
convulsdes tonicas e letalidade. J&4 a dose de 100 mg/kg n&o produziu alteragoes.
No modelo de convulsdo por pilocarpina, nas doses de 300 e 500 mg/kg, a
ayahuasca nao alterou o tempo de laténcia para as convulsdes, mas aumentou de
28% (controle) para 44 e 79% o indice de letalidade, respectivamente. Esses
efeitos foram reproduzidos pelo extrato hidroalcoodlico da B. caapi, e pela harmina
(Sigma) confirmando que essas convulsGes foram produzidas pelas B-carbolinas
presentes na ayahuasca (Kohn et al, 1995).

As [B-carbolinas tém como mecanismo de agdo a inibicdo da monoamina
oxidase (MAQO) e de agonistas inversos no receptor dos benzodiazepinicos. A
inibicao da MAO provoca aumento de serotonina, dopamina e noradrenalina no
sistema nervoso central, provocando efeito antidepressivo, mas diminuindo o
limiar de excitabilidade para estimulos convulsivos. A atividade inversa nos
receptores de benzodiazepinicos provoca efeito ansiogénico, que também reduz o
limiar para convulsdes ejustifica as crises de ansiedade relatada por alguns dos
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usuarios da ayahuasca (McKenna, 2004). O aumento de dopamina no sistema
nervoso central, em conjunto com as agdes alucinogénicas da dimetiltriptamina,
também pode estar relacionado com a ocorréncia de crises psicoticas em

pacientes que sofrem de esquizofrenia (Pomilio et al, 1999).

2.2. Plantas medicinais e Ayahuasca

A natureza é uma importante fonte de novas moléculas com potencial
farmacolégico para o tratamento de diversas moléstias e historicamente as
espécies vegetais tém papel relevante no desenvolvimento de sofisticados
medicamentos. Registros da Mesopotadmia que datam de 2600 a.C. documentam
o uso de milhares de plantas e derivados, e muitos desses registros até hoje ainda
s&o utilizados na medicina para tratar tosses, resfriados, infec¢oes e inflamagoes,
dentre outras. Além do desenvolvimento de farmacos, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) estima que aproximadamente 65% da populagcdo mundial
dependem de plantas tradicionais para os cuidados primarios de saude. No
entanto, em paises desenvolvidos os produtos naturais também desempenham

papel importante na promocéo e manutencao da saude (Cragg e Newman, 2005).

O interesse na pesquisa de novas substancias ativas de origem vegetal tem
aumentado significativamente, pois empresas privadas e organizacoes
governamentais tém instituido projetos de pesquisa nesta area. E importante
salientar que na década de 70, nenhuma das 250 maiores companhias do ramo
farmacéutico do mundo mantinha qualquer programa de pesquisa na area de
produtos naturais, mas essa caracteristica foi mudando e em 2005, pelo menos
metade destas empresas haviaintroduzido este tipo de pesquisa como uma de
suas prioridades (Fellows, 1995; Cragg e Newman, 2005).

No que tange ao desenvolvimento de medicamentos, este contexto €&
particularmente relevante uma vez que as plantas medicinais constituem uma rica
fonte de novas moléculas a serem exploradas tanto como drogas convencionais

quanto como ferramentas bioquimicas para a elucidacado de aspectos etioldgicos
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de determinadas patologias (Lewis e Hanson, 1991). Outro aspecto importante é a
obtengcdo de compostos que, apesar de apresentarem potencial terapéutico
limitado, podem ser utilizados como matéria prima inicial para obtencdo de
produtos semissintéticos com atividade farmacolégica mais pronunciada (Cordel et
al, 2000).

Nesse contexto a década de 1990 registrou um aumento expressivo no
interesse em drogas derivadas de espécies vegetais evidenciado pelo crescimento
de publicacées dessa linha de pesquisa nas principais revistas cientificas das
areas de Quimica e Farmacologia (Rates et al, 1994; Calixto et al, 2003). A
pesquisa com plantas que sao empregadas na medicina popular €, portanto, uma
das mais légicas e produtivas maneiras de pesquisar uma nova droga para uso
terapéutico (Elizabetsky et al, 1995).

Neste contexto, considerando a quantidade de compostos presentes na
ayahuasca e o potencial terapéutico dos mesmos (advindo das propriedades
alucindégenas), as espécies Banisteriopsis caapi € Psychotria viridis podem ser

consideradas fontes promissoras moléculas biologicamente ativas.
2.3. As Religioes

No fim da década 30, formaram-se as chamadas religibes ayahuasqueiras,
como Santo Daime, a Barquinha e a Unido do Vegetal (UDV), atualmente
presentes em praticamente todo territdério nacional e também em outros paises

como Espanha, Italia, Holanda, Franca (Costa, 2005).

Esses diversos grupos religiosos possuem influéncia do catolicismo
europeu, religides africanas e espiritismo, associados a conhecimentos botanicos
de pajés de diversas tribos indigenas formando um sincretismo religioso (Labate &
Araujo, 2002). Entretanto, cada uma possui particularidades préprias que acabam
por diferencia-las, muito embora o preparo do cha, a cerimbnia e as regras para a
adesdo dos membros sejam bastante similares (Franco & Conceicao, 2004).
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O ritual de preparo do decocto tem inicio sempre na ultima lua nova do
més, durante o final de semana, quando entdo é feita a limpeza das plantas.
Somente aqueles que ja possuem conhecimentos da “ciéncia” da producgéo e que
obtiveram, em “miragédo” (estado visionario produzido pela ingestdo da bebida), a
‘permissao”, pode participar da preparagcdo da bebida. Uma vez obtida a
“permissao divina”. O individuo pode iniciar a busca pela arvore que produz a

“planta macho” (cipd), Banisteriopis caapi (Costa, 2005).

A seguir é necessario coletar as folhas da chacrona ou rainha (planta
fémea), mas com muito cuidado, pois nem todas as folhas sdo adequadas: as
chamadas folhas frias, mesmo pertencendo ao grupo da chacrona, ndo sao
consideradas boas para se preparar a ayahuasca, pois sendo de outra espécie,
devem ser separadas das demais. A seguir, 0 cipé devera ser batido com um
porrete de madeira, separando ou ndo o miolo da casca, 0 que ocasionara

sabores diferentes quando da ingestao do cha (Costa, 2005).
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Figura 4: Preparo do cip6 + folhas (sempre alternados). Fotografia obtida pelo Dr.
Joédo Ernesto de Carvalho, durante o preparo da ayahuasca na UDV-Manaus)
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Figura 5: Preparo na comunidade. Fotografia obtida pelo Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho, durante o preparo da ayahuasca na UDV-Manaus

Figura 6: Preparo Mariri e Chacrona. Fotografias obtidas pelo Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho, durante o preparo da ayahuasca na UDV-Manaus.
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Esse processo € realizado pelos homens enquanto 0os mesmos entoam
canticos. O proximo passo € a triagem das folhas “machucadas”, conservando as
sadias, que serao utilizadas no preparo do cha. Essa etapa é realizada pelas
mulheres, que também entoam céanticos enquanto o fazem. Depois do cipd
separado em fibras e da selegcdo das folhas, ambos serdo submetidos a fervura
em agua e, segundo alguns membros da seita, até mesmo o tipo de madeira para
a queima sao conhecimentos essenciais no processo. (Franco & Conceicao,
2004). Qualquer pessoa pode se tornar adepta. Homens, mulheres, criancas
idosos, gravidas, ndo ha restricdo alguma de sexo ou idade para ingestdo do cha
(Pires, 2010).

Os grupos Alto Santo e CEFLURIS preservam o carater sagrado da festa e
da dancga oriundos do catolicismo popular, sendo que suas divindades sao: Deus,
Jesus, a virgem Maria, os santos catdlicos, entidades oriundas do universo afro-
brasileiro e seres da natureza (sol, lua, estrela). O nacleo do ritual consiste em
entoar coletivamente os hinos e dancar o bailado alternado com periodos de
siléncio e meditacdo. O calendario de “trabalhos”, forma pela qual € conhecida a
cerimOnia, ocorre em datas pré-determinadas por cada grupo, geralmente duas
vezes no més e em vésperas ou no proprio dia de diversos santos diferentes
conforme a seita. Existem missas especiais para os mortos e também missas de
cura (Pires, 2010).

A principal diferenca entre o Alto Santo e o CEFLURIS, diz respeito a
possessao, permissao para incorporar entidades, fruto da influéncia umbandista,
que vem sendo amplamente aceita pelo CEFLURIS e é totalmente proibida no Alto
Santo (Labate & Araujo, 2002).

A distribuicdo da bebida sempre é realizada por um ou mais responsaveis
e, no final do ritual ocorrem as oracdes “Pai Nosso” e “Ave Maria”. Também ha um
espacgo para que os presentes se assim o desejarem manifestem sua experiéncia
daquele dia com relacdo ao trabalho. Um lanche ou refeicdo encerra a noite de
comunh&o (Franco & Conceicdo, 2004).
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A Barquinha é por sua vez a linha mais eclética das trés religides e sem
davida a que possui maior influéncia da umbanda. Nas cerimfnias, apés a
ingestao do cha ocorrem as incorporacdes de entidades espirituais que expressam
os trés planos cosmolégicos: o astral, a terra e o mar. A barca representa a
missdo deixada por Frei Daniel e também a viagem de cada individuo dentro da
trajetoria de vida de cada um. O calendario das atividades € o mais extenso e a
diversidade dos trabalhos a mais ampla, ndao sendo raro o consumo da bebida
quatro vezes por semana (Labate & Araujo, 2002; Pires et al, 2010).

A Unido do Vegetal possui em comparacdo aos demais, um ambiente
despojado de signos religiosos populares, tais como velas, imagens de santos,
etc. Mais do que devocao, hinos ou preces, o trabalho esta voltado para a
concentracdo mental. Possui forte relagdo com o espiritismo Kardecista, através
de conceitos como evolugdo espiritual, reencarnacdo e busca do estado de
perfeicdo do espirito. Possue influéncia cristd, porém menos evidente, sendo que
as figuras de Jesus Cristo e Virgem Nossa Senhora tém lugar de destaque.
Durante os trabalhos, existe uma série de histérias, parabolas, que foram deixadas
pelos fundadores e que trazem personagens tais como lemanja, Salomao e
Samauma (Labate & Araujo, 2002; Pires et al, 2010).

O uso da bebida por seus membros é visto como uma forma de atingir um
estado de éxtase e lucidez espiritual. O Mestre dosa, segundo sua impressao, a
quantidade que cada individuo deve receber, ndo excedendo um copo americano
(150 a 200 mL) (Labigalini, 1998). Os usuarios experientes tém muito cuidado na
escolha das pessoas e do local onde é realizado o ritual (Labigalini, 1998; Costa,
2005). Os individuos iniciantes ou pouco conhecidos pelo grupo sao
acompanhados de um usuario experiente que geralmente realizam uma prelecao
coletiva com a finalidade de atenuar ao maximo a possibilidade do surgimento de
reagoes adversas e para protegao da experiéncia grupal (Labigalini, 1998).

Segundo Mckenna (2004) a grande maioria dos membros da UDV possui
melhor nivel de educagéo e classe social em relagdo aos membros das demais
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vertentes. Dos 7000 membros da UDV, em torno de 10% sdo médicos de
diferentes especialidades. Esses profissionais tém interesse profundo no
conhecimento cientifico da ayahuasca, simultaneamente nutrindo dedicada

devogao espiritual.

2.4. Aspectos Farmacolégicos da Ayahuasca

2.4.1.Principais Efeitos da Ayahuasca

Atraves da ingestdo de uma dose média de ayahuasca, usualmente 150 ml,
sdo relatados os seguintes efeitos no plano psiquico: profundas e rapidas
alteragdes dos estados emocionais, o individuo vai da depressao a euforia em
poucos segundos, panico, apatia, alteracdes na memoéria e no pensamento,
despersonalizagdo e hiper-sugestionabilidade, aparecimento de objetos que
vibram e aumentam sua luminosidade; figuras que se movem rapidamente e
cenas emergem visiveis com os olhos abertos ou fechados (conhecido como

estado visionario) e perda da habilidade de falar coerentemente (Gable, 2007).

Também sao descritos por Riba et al. (2003) sensacbes de bem-estar,
podendo ser acompanhado por sentimentos de terror e choro implorando por
perdao. No plano perceptivo-sensorial: distor¢des de tempo e espaco, estranhas
sensacdes corporais, alteracbes nas percepcdoes de formas, cores, sons,
sinestesias e alucinagées com alteragdes auditivas, olfativas e visuais. (Shanon,
2002).

Certas B-carbolinas foram identificadas como causadoras de efeitos
comutagénicos e 0 mecanismo parece estar associado a interacdo destas
substancias com os &cidos nucléicos (Mckenna et al., 1998). Essas substancias,
por serem inibidoras da MAO, podem causar a denominada sindrome
serotonérgica (Sanders-Bush e Hazelwood, 2007), que € um dos efeitos mais
graves ocasionados pelo excesso de serotonina (Mckenna et al., 1998).
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Os efeitos subjetivos similares podem ser exemplificados na area somatica
por nauseas, vOmitos, tremores, tonturas, debilidade, contratura muscular,
hiperreflexia e dores generalizadas (Callaway, 1999). Embora os agentes
psicodélicos atuem nos mesmos receptores, com similares mudancas somaticas,
psiquica e perceptivo-sensoriais, nao sao fatores determinantes das

caracteristicas da “viagem psicodélica Ainda, segundo esse autor estas
substancias apenas seriam responsaveis pela abertura da mente a outras formas

de percepcao da realidade.

A avaliacédo de intensidade de efeitos da ayahuasca foi realizada através da
aplicacao da Escala de Mensuracao dos alucinégenos (Hallucinogen Rating Scale
[HRS]), aproximadamente uma hora depois de cessados os efeitos da ingestao de
cerca de 150 mL do cha (Labigalini, 1998). Foram encontrados resultados
semelhantes a uma dose intravenosa de 0,1 a 0,2 mg/kg de DMT nos espectros
de intensidade, afeto, cognicdao e volicao (Labigalini, 1998). No agrupamento de
percepcao, foi comparavel com 0,1 mg/kg de DMT e no agrupamento de
sinestesia foi inferior a menor dose de DMT intravenosa utilizada (0,05 mg/kg)
(Labigalini, 1998; Costa, 2005).

Efeitos pds-uso também sdo observados com essas substancias. Dentre os
mais divulgados e raros se encontram a denominada psicose persistente
alucindégeno-induzida e o disturbio persistente de percepc¢ao alucinogénica, ambos
apresentando persisténcia de aspectos agudos especificos da experiéncia por
longos periodos de tempo. O primeiro desses disturbios apresenta um
componente afetivo com mudancas de humor repentinos, variando de mania a
depressdo profunda, pensamentos religiosos, disturbios visuais vividos, e
alucinacdes nao tipicas da esquizofrenia (isto é, auséncia de alucinac6es auditivas
de conversagao, comentarios ou vozes de comando) (Escobar, 2010).

Segundo alguns autores, o provavel potencial terapéutico da ayahuasca
esta diretamente ligado ao conceito da cura espiritual. Engloba mudancas de
personalidade, nas relagdes do individuo com seu proprio corpo, auto reavaliagao
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do seu papel profissional, e por fim, mudancas na relacdo do individuo com a
sociedade e com a natureza. Entre os pretendidos efeitos terapéuticos da
ayahuasca estdo os tratamentos da dependéncia ao alcool e de outras drogas de
abuso. Também foi constatada a melhora no quadro de individuos que possuiam

um déficit no sistema serotonérgico (Pelaez, 2004).

Num recente estudo realizado por Samoylenko et al, (2010), os extratos de
Banisteriopsis caapi foram testados in vitro para inibicado das MAOs humanas e
atividade antioxidante estabelecendo a correlagdo entre composicao fitoquimica
dos extratos e bioatividade. Outro estudo relacionou a inibicdo da MAO pela
harmina e harmalina e a neurodegeneracao com potencial terapéutico para o

tratamento da doenca de Parkinson (Schwarz et al, 2003).

Evidéncias pré-clinicas indicaram que os receptores 5-HT2a/5-HT2c¢ tem o
potencial farmacoterapéutico para dependentes de cocaina em diferentes
situagcoes, mas ainda sdo necessarios estudos para determinar a eficacia de
atuacao nesses receptores (Brierley, 2012).

2.4.2. Farmacocinética da Ayahuasca

Em estudo clinico conduzido por Riba et al. (2012), capsulas liofilizadas de
ayahuasca foram administradas em doses de 0,6 e 0,85 mg de DMT/Kg em oito
voluntarios com historico prévio de uso de psicodélicos. A ayahuasca produziu
efeitos entre 1.5 a 2 horas apos a ingestao. A concentracdo plasmatica maxima de
DMT apés a menor e a maior dose foi de 12,14 ng/ml e 17,44 ng/ml,
respectivamente. O tempo para obtencdo da concentragdo plasmatica maxima

(Cmax) coincidiu com o pico de intensidade de efeitos subjetivos. (Pires, 2010).

Além de ser encontrada em diversas espécies vegetais, a DMT também
esta presente em tecidos de mamiferos, animais marinhos e anfibios. Em
humanos, esta no sangue, urina e no fluido cérebro-espinhal, e, portanto, € uma
substancia enddgena (Strassman, 1994). Logo apdés a descoberta da DMT
enddgena, que é gerada a partir do aminoacido essencial triptofano, alguns

35



Revisdo Bibliografica

autores relataram aumento no nivel de DMT em fluidos de pacientes
esquizofrénicos (Pires, 2010).

Quando ingerida é totalmente inativada mesmo em doses acima de 1000
mg. Ao contrario, quando inalada ou na forma injetavel é capaz de produzir efeitos
alucinogenos, quase imediatos. Uma simples inalagdo produz efeitos que duram
em torno de 30 minutos, caracterizada por alucinagdes multicoloridas (Brito, 2004).

Na forma injetavel com doses de 0,2 a 0,4 mg/kg, sdo observados efeitos
quase instantaneamente, sendo que 0s niveis sanguineos associados com as
visbes foram medidos em 32-204 ng/ml. Nas doses de 30-150 mg (0,4 — 2,0
mg/kg) por via intramuscular a DMT foi classificada como extremamente ativa
(Ott,1999). No entanto, quando administrada juntamente com outras substancias
(de origem natural ou sintética) inibidoras da MAO, a DMT promove efeitos
psicoativos que se estendem desde alteracbes perceptuais até mudancas
emocionais e cognitivas. As B—carbolinas presentes em espécies de Banisteriopsis
caapi possuem a capacidade de inibir reversivelmente a enzima monoamino
oxidase (MAO), preferencialmente a MAO-A, potenciando os efeitos da DMT
(Shanon, 2002).

O tempo para inicio dos efeitos do decocto é de aproximadamente uma
hora apds a ingestdo. Esses efeitos, que sdo menos intensos que os produzidos
pela DMT parenteral ou pulmonar, aumentam progressivamente até o pico em
01h15min, permanecendo constantes por um periodo de 45 a 60 minutos que
comegam a decrescer e desaparecem apos 3 a 4 horas (Ott, 1999; Brito, 2004).

Em um estudo clinico utilizando duas doses repetidas de ayahuasca em
intervalo de 4 horas, foram encontradas alteracdes fisiolégicas e psicolégicas
significativas em relacdo ao placebo, tais como: alteragdo dos efeitos subjetivos
positivos, intensificacdo dos efeitos psicotrépicos e aumento dos efeitos
secundarios negativos (atribuidos a aumento nos niveis plasmaticos de DMT);
alteracbes no eletroencefalograma com aumento da atividade cerebral

espontanea, principalmente na banda de frequéncia beta; aumento nos niveis de
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prolactina e cortisol e diminuicdo nos niveis de horménio de crescimento, este
altimo fenémeno foi atribuido as mudancas nos receptores serotoninérgicos
(Santos et al., 2011).

2.4.3. Serotonina e a ansiedade

A  5-hidroxitriptamina  (5-HT, serotonina), € um dos principais
neurotransmissores do sistema nervoso central (SNC), atuando também como
requlador da atividade da musculatura lisa nos sistemas cardiovascular e
gastrintestinal com duplo papel na regulagdo do comportamento de defesa. Atua
como reguladora da funcdo plaquetaria, sendo encontrada em elevada
concentracao nas células enterocromafins distribuidas pelo trato gastrintestinal,
nas plaquetas e em regides especificas do SNC responsaveis pelo sono e humor
(Rang & Dale, 2001).

A sintese da serotonina tem como precursor o triptofano, aminoacido
presente na dieta, que é convertido em 5-HT pela agdo da enzima triptofano
hidroxilase e em seguida a 5-HT é armazenada em vesiculas que ao receber um
potencial de agdo, migram até a membrana do neurdnio. A serotonina, apdés
liberada da terminacdo nervosa, pode ter trés caminhos: se ligar aos receptores
pds-sinapticos, se ligar aos receptores pré-sindpticos ou ser rercaptada. Quando
recaptada, a 5-HT pode ser degradada pela monoamino oxidase ou ser
reorganizada em vesiculas (Bush & Mayer, 2003).

Segundo Graeff e Deakin (1996), a 5-HT possui um papel duplo na
ansiedade podendo provocar agdes ansioliticas ou angiogéncias. As estruturas
envolvidas na ansiedade sdo a amigdala (sistema de defesa) e o hipocampo
(processa emocdes). A serotonina quando liberada das terminacdes nervosas do
nucleo da rafe dorsal aumenta a ansiedade e quando liberada da matéria cinzenta
periaqguedutal diminui a ansiedade, inibindo o0 medo. As respostas mediadas pela
serotonina teriam, portanto, um sentido adaptativo, ja que para niveis de perigo
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potencial ou distal € conveniente que os comportamentos de luta e fuga sejam
inibidos, possibilitando que o individuo adote estratégias mais adequadas, como
exploracéo cautelosa e inibicdo comportamental.

A 5-HT possui sete tipos de receptores (5-HT1-7) com subtipos (A-D),
acoplados a proteina G, exceto o0 5-HT3 que € um canal i6bnico. Conforme o tipo de
receptor existente no tecido, a 5-HT exercera diferentes acbes. Estudos
preliminares indicam que as multiplas acées da 5-HT podem ser explicadas por
uma interagcdo com mais de um subtipo de receptor simultaneamente (Sanders-
Bush e Hazelwood, 2007).

O receptor 5-HT1a encontra-se distribuido pelos nucleos da rafe e
hipocampo, e quando ativado inibe a produ¢ao de AMP-ciclico (AMPc). O 5-HT1b
aparece no globo pélido e ganglios da base e sua estimulagdo também leva a
diminuicdo do AMPc. O receptor 5-HT1c ocorre na coréide e hipocampo gerando
aumento do trifosfato de inositol (IP3) nesses locais (Costa, 2005). Os receptores
5-HT1c e 5-HT, encontram-se nas plaquetas, musculo liso, cortex cerebral e fundo
de estdbmago, produzindo também aumento do IP3. Esse aumento do IP3 tem
como consequéncia elevacao da secrecao e motilidade desses 6rgaos e tecidos,
justificando alguns dos efeitos observados tais como vémito e diarreia (Sanders-
Bush e Hazelwood, 2007).

Do ponto de vista metabdlico, apds a inibicdo da monoamino oxidase, 0s
niveis de 5-HT aumentam, estimulando os centros vagais cerebrais e
consequentemente as secrecoes e motilidade do sistema digestivo (Callaway,
1994; Costa, 2005).

Os receptores 5-HT3 estdo presentes no sistema nervoso periférico,
particularmente em neur6nios aferentes nociceptivos e entéricos, e os 5-HT4
principalmente no sistema nervoso entérico. Os efeitos s&o excitatérios, causando
aumento da motilidade intestinal. Pouco se sabe sobre a funcdo e a farmacologia
dos receptores 5-HT5-7. (Rang & Dale, 2001).
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No sistema cardiovascular a serotonina produz contracdo da musculatura
lisa vascular e agregacgéao plaquetaria. Com relagdo ao musculo liso bronquiolar,
possui pequena acao estimulante, ndo apresentando efeitos significativos sobre a
respiracdo. No sistema nervoso, essa substancia estimula as terminacdes

nervosas sensoriais para dor e prurido. (Costa, 2005).

Por serem agonistas serotoninérgicos indiretos, as (-carbolinas aumentam
0s niveis de serotonina, dopamina, norepinefrina e epinefrina no cérebro,
blogueando a desaminacdo dessas aminas e promovendo efeitos sedativos
primarios. Outros efeitos neurofisiolégicos das B-carbolinas incluem: inibigcdo
competitiva da dopamina, epinefrina e norepinefrina nos sinaptossomas, inibicao
na sintese de aminas biogénicas e possivel atuacdo nos receptores

benzodiazepinicos (Mckenna, 2004; Cazenave, 2000).

No entanto, também se conhece que as PB-carbolinas por si s6 nao
produzem efeitos visionarios, causando apenas sedacdo, semelhante aquela
produzida pelos benzodiazepinicos, razdo pela qual as plantas ricas em (-
carbolinas sdo usadas mundialmente como sedativas. Tal fato pode facilmente ser
justificado em fungdo da dose, pois as quantidades de B-carbolinas presentes
numa dose de ayahuasca estdo bem abaixo do limiar de sua atividade
alucinogénica prépria, que sdao de 300 a 500 mg para HRL e THH e de 100mg
para HRM, porém acima do limiar para atividade como inibidora da MAQO. Além
disso, uma pogéao tradicional contém 3 partes de HRM para 1 parte de tetraidro-
harmina (THH) e apenas tracos de HRL (Ott, 1999; Cazenave, 2000; Brito, 2004).

2.4.4. Aspectos Toxicologicos

Efeitos adversos a saude podem ocorrer a partir do uso casual da
ayahuasca quando substancias serotoninérgicas sdo utilizadas em conjunto. E
fato que a DMT pode induzir episédios psicoticos transitorios, no entanto, se
resolvem espontaneamente em algumas horas. Segundo alguns autores, o0s

beneficios psicolégicos sédo registrados a longo prazo dentro de um contexto
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religioso, sendo que se tem observado que os usuarios dedicados, com o tempo
perdem o interesse pelo alcool, tabaco, cocaina entre outras substancias (Gable,
2006).

A DLsp reportada para camundongos, no caso da DMT, foi de 32 mg/kg por
via intravenosa. Ja as B-carbolinas possuem DLsy de 2,0 g/kg, sendo dessa forma,
bem menos téxicas que a DMT do ponto de vista de exposicao aguda. A
extrapolacdo dos dados obtidos em camundongos para humanos é bastante
comum, principalmente para os dados dose letal média. Quando ha auséncia de
informacdes sobre a DLsp oral de uma substancia, como no caso da DMT, deve-se
assumir que humanos sdo 20 vezes mais sensiveis que roedores. Isto resulta
numa DLsy para humanos de 1,6 mg/kg quando DMT é administrada por via
intravenosa, ou seja, 112 mg para um individuo com 70 kg (Gable, 2006).

Observa-se que nao ha evidéncias de dependéncia fisica, mas alguma
tolerancia pode ser desenvolvida com o uso regular, podendo ocorrer alteracdes
nos niveis de neurotransmissores, principalmente da serotonina (Callaway et al.,
1994). A margem de seguranca da utilizacdo em uma cerimbnia religiosa se
compara ao uso da codeina, mescalina ou metadona. De acordo com Gable
(2006), o potencial de dependéncia oral do DMT e perturbagédo psicoldgica séo

minimos.

Existe a hipétese de que se a dieta do individuo for rica em tiramina e
simultaneamente foi feita a ingestao da ayahuasca, pode existir risco potencial de
efeito adverso hipertensivo (Brito, 2004).

Estudo avaliando os efeitos teratogénicos relatou a DMT administrada em
ratas prenhas durante o periodo de organogénesis resultou em alguns efeitos
toxicos como diminuicdo da capacidade reprodutiva (Halky, 1974). Apesar de
Oliveira et al (2010) contestarem os dados acima em virtude das doses elevadas
utilizadas esse efeito adverso ndao deixa de ser preocupante e exige estudos
aprofundados para identificagdo do mecanismo de agéo toxica e, principalmente,

se € reversivel Outros estudos relataram que doses elevadas de harmalina
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produziram neurotoxicidade em ratos, com degeneracao das células de Purkinje
no cerebelo, reforcando a necessidade de estudos de toxicidade (Miwa, 2006).
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3. Objetivos
3.1. Geral

Este trabalho teve por objetivo realizar uma triagem farmacologica da
ayahuasca em modelos de ansiedade, nocicepcéao e proliferacao celular.

3.2. Especificos:

e Avaliar os efeitos da ayahuasca sobre a proliferacdo das linhagens tumorais
humanas de mama (MCF-7), rim (786-0), pulmdo (NCI-H460), préstata (PC-3),
ovario (OVCAR-3), colon (HT-29) e ovario resistente a multiplas drogas (NCI-ADR)

e Avaliar a atividade antinociceptiva (placa quente e contorcdo abdominal) da
ayahuasca em camundongos;

e Avaliar os efeitos ansioliticos da ayahuasca em ratos Wistar nos modelos de

labirinto em cruz elevado e campo aberto.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Processamento Fitoquimico

Neste trabalho a Ayahuasca (extrato bruto aquoso — EB) foi preparada na
sede da UDV- Manaus, por decocc¢éo de 147 kg Banisteriopis caapi (Mariri) e 8 kg
de folhas Psychotria viridis (Chacrona), ambas recém-coletadas, em 600 L de
agua. Deste total foram fornecidos pela UDV um litro que posteriormente foi

liofilizado para ser utilizado nos experimentos.
4.2. Farmacologia e Toxicologia
4.2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (150 — 250g) machos e camundongos Swiss
(25-35g) machos, vindos do Centro Multidisciplinar para Investigacao biolégica
(CEMIB) da UNICAMP, que foram mantidos no biotério da Divisdo da
Farmacologia e Toxicologia do CPQBA sob condicbes de temperatura controlada
(temperatura 23 + 1°C, umidade 60-65% e ciclo regular claro/escuro com
iluminacao artificial entre 07:00 e 19:00h. Todos os animais receberam padrdes de
dieta e agua ad libitum do laboratorio. Os experimentos foram conduzidos durante

as fases do ciclo claro, entre 08:00 e 12:00h.

Os experimentos realizados neste trabalho foram interpretados de acordo
com as recomendacdes da SBNeC (Brazilian Condition Society for Neuroscience
and Behavior), que foi baseado na US National Institutes of Health Guide for Care
and Use of Laboratory Animals. Todo esforco foi feito para minimizar o nimero de
animais e seus sofrimentos, aprovado pelo comité de ética sob protocolo 3105-1.
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4.2.2. Drogas e Reagentes

Cloreto de sédio (Labsynth- Brasil) e acido acético glacial (Chemco- Brasil),
fentanil (Janssen - Farmacéutica), soro fetal bovino (Gibco®), Sulforrodamina B
(Sigma-Aldrich®), Acido tricloroacético (Sigma-Aldrich®) e trizma-base (Sigma-
Aldrich®).

4.2.3. Avaliacao da toxicidade aguda — via intraperitoneal e oral

Grupos experimentais de 6 camundongos (Swiss) foram tratados pela via
intraperitoneal (i.p.) com ayahuasca nas doses 100, 300, 500, 1000 e 2000 mg/kg.
Foram entao colocados em uma caixa para que se pudesse avaliar efeitos gerais
produzidos por essa bebida durante um periodo de 4 horas (Carlini, 2011). Com o
mesmo objetivo, mas com tratamento pela via oral, outro trés grupos (100, 300 e
500 mg/kg) foram tratados.

4.2.4. Atividade antiproliferativa em linhagens tumorais

O laboratério da divisdao Farmacologia e Toxicologia do CPQBA possui uma
area desenvolvida para cultura de células tumorais, com um painel de linhagens
tumorais in vitro, cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(NCI/EUA).

4.2.4.1. Analise da atividade em cultura de células tumorais humanas

A fim de evitar contaminacdo e garantir a viabilidade celular, os testes foram
realizados sob condi¢cdes assépticas em ambiente controlado de fluxo laminar
bioldgico, utilizando materiais e reagentes esterilizados de acordo com a natureza

de cada um. As linhagens estéo relacionadas na tabela 1.
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4.2.4.2. Cultivo celular

As células foram cultivadas em frascos de 25 cm2 (T25) com 5 mL de meio
RPMI 1640 (Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB-Gibco®) e
mantidas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO2. Durante os experimentos,
uma solugao de penicilina:estreptomicina (1000 U/mL:1000 pg/mL, 1 mL/L RPMI

1640) foi adicionada ao meio de cultura.

Para linhagens aderidas, o desprendimento celular foi realizado mediante
acao enzimatica da tripsina. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco
lavado com 500 pL de tampéao fosfato (PBS, pH 7,0) para eliminar residuos de
meio de cultura e, apds aspiracdo do tampao, foram adicionados 500 pL de
tripsina-EDTA 2,5 g/L (Vitrocell®), a 37°C, até que as células se soltassem
totalmente. A agéo da tripsina foi bloqueada com RPMI + SFB 5% e uma aliquota
dessa suspensao foi transferida aos novos frascos, completando-se o volume para
5 mL.

Tabela 1- Linhagens celulares empregadas na avaliagdo de atividade antiproliferativa.

Linhagem Orgio; doenca
MCF-7 Mama; adenocarcinoma
NCI-ADR/RES * Ovario; adenocarinoma
786-0 Rim; adenocarcinoma
NCI-H460 Pulmé&o; carcinoma
PC-3 Préstata; adenocarcinoma
OVCAR-3 Ovario; adenocarcinoma
HT29 Colon; adenocarcinoma

* esta linhagem apresenta resisténcia a multiplos farmacos
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4.2.4.3. Preparo das suspensoes celulares

O crescimento celular foi determinado por espectrofotometria, utilizando-se
o corante proteico sulforrodamina B (SRB, Sigma-Aldrich®) e as andlises foram
baseadas na metodologia de triagem in vitro para drogas anticancer realizada pelo
NCI, EUA, que utiliza um painel de 60 linhagens tumorais humanas (NCI60)
(Monks et al.,1991; Shoemaker, 2006). De modo diferente de outros métodos, este
protocolo inclui a determinacdo da densidade celular no tempo 0 (momento de
adicdo das amostras), o que possibilita o calculo da concentragdo que inibe
totalmente o crescimento celular (Shoemaker, 2006).

No primeiro dia de experimento, as suspensodes celulares foram preparadas
com meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2 mg/L). Foram
inoculados 100 plL/compartimento de cada suspensdo celular em placas de 96
compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5%
de CO2 e ambiente umido. Da mesma forma, preparou-se uma placa controle

(placa T0), contendo todas as linhagens celulares utilizadas no experimento.

4.2.4.4. Preparo e aplicacao das amostras

A ayahuasca foi dissolvida em dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck®) na
concentracao de 0,1 g/mL. Para a adicdo a cultura de células, estas solucoes
foram diluidas pelo menos 400 vezes em meio de cultura RPMI com 5% de SFB e
penicilina:estreptomicina (2 mg/L), o que evitou a toxicidade do DMSO. A
ayahuasca foi adicionada nas microplacas (cinco amostras por microplaca) nas
concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL (100 yL/compartimento) em triplicata
e, a seguir, foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em
ambiente umido (Figura 6). Como controle positivo, utilizou-se o quimioterapico
doxorrubicina, nas concentragdes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 ug/mL (100

ML/compartimento) em triplicata.
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Figura 7: Representacdo grafica da distribuicdo das amostras na placa de 96
compartimentos utilizada no teste de atividade antiproliferativa.
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No momento de adicdo das amostras, as células inoculadas na placa
controle TO foram fixadas com a adicdo de 50 pL/compartimento de acido
tricloroacético (TCA) a 50% (Sigma-Aldrich®) para determinacao da quantidade de
células presentes, sendo este o valor basal (tempo 0). Apdés 48 horas de
tratamento, as células foram fixadas com 50 uL/compartimento de acido
tricloroacético a 50% (TCA) e incubadas por 1 hora, a 4°C. Em seguida, as placas
foram submetidas a quatro lavagens consecutivas em agua corrente para a
remocao dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. A seguir
foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.

Apbs a secagem, foram adicionados 50 pL/compartimento do corante
proteico sulforrodamina B (SRB) (Sigma-Aldrich®) a 0,4 % (p/v) dissolvido em
acido acético a 1 % (v/v) e, a seguir, as placas foram incubadas a temperatura
ambiente, por 10 minutos. As placas foram entdo lavadas por 4 vezes
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consecutivas com solucéo de acido acético 1% (v/v) e, apds secagem completa a
temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com
150 pL/compartimento de Trizma Base (10 pM, pH 10,5) (Sigma-Aldrich®). A
leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a
540 nm (Molecular Devices®, modelo VersaMax).

4.2.4.5. Analise dos resultados

As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus
respectivos brancos e, através das férmulas a seguir, foi determinado o
crescimento celular (em porcentagem) de cada linhagem celular em funcao das
concentracdes de cada amostra testada.

Se T > C, a amostra estimulou o crescimento.

Se TO < T < C, a amostra foi citostatica e a formula utilizada foi 100 x [(T-
T0)/ (C-TO)].

Se T< T0, a amostra foi citocida e a formula utilizada foi 100 x [(T- TO)/(TO)].

Sendo T a média das absorbancias das células tratadas, C o controle de
células e TO a média das absorbancias das células no tempo 0. Esses resultados
foram expressos em curvas de crescimento celular para cada linhagem em funcao
da concentragcdo da amostra e, a partir deles, foram calculadas as concentragdes
efetivas TGl (Total Growth Inhibition, concentracao necessaria para inibicao total
de crescimento celular) e G150 (concentracdo necessaria para inibicao de 50% da
viabilidade celular), através de regressao nao linear, tipo sigmoidal, empregando-
se software ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation).
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4.2.5. Teste das contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético

Grupos experimentais de até 8 camundongos (Swiss) foram tratados por via
intraperitoneal com a ayahuasca nas doses de 300 e 500 mg/kg e salina 0.9%.
Ap6s 30 minutos, os animais receberam acido acético (0,8% 0,1 mL/ 10g, i.p) e
apdés 5 minutos foram realizadas as contagens do numero de contor¢cées da
parede abdominal durante 15 minutos como indicativo de nocicepc¢ao (Koster et
al., 1959).

4.2.6. Teste de algesia induzida por calor (Placa quente)

Grupos experimentais de 10 camundongos (Swiss) foram tratados pela via
intraperitoneal com solucdo de NaCl 0,9% (controle negativo), fentanil
(0,3mg/kg/controle positivo) e com a ayahuasca nas doses 100, 300 e 500 mg/kg,

trinta minutos antes da administracéo do estimulo algico.

Apods 30, 60, 90 minutos desta administragdo, os animais foram submetidos
ao estimulo algico em placa quente com temperatura controlada de 56 + 0,1°C, até
que apresentasse o reflexo doloroso (lamber as patas dianteiras e/ou traseiras)
sendo anotado o tempo de reagado dos animais com uso de crondmetro acoplado a
placa quente. Para este teste, os camundongos foram previamente submetidos ao
estimulo algico (24h antes) a fim de eliminar os animais muito ou pouco

responsivos (D’amour and Smith, 1941, Woolfe et al., 1944).
4.2.7. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado foi produzido em madeira, de acordo com as
especificacdes de Pellow et al. (1985). O aparato consiste em dois bragos abertos
(50 x 10 cm) e dois bracos fechados do mesmo tamanho com 40 cm de altura,
elevado 50 cm do chdo. Para evitar que ratos possam cair, uma borda do
Plexiglas 1 cm de altura foi feita para cercar os bracos abertos.

Os ratos adultos da linhagem Wistar foram divididos em quatro grupos
experimentais (n=10). Um grupo foi tratado com NaCl 0,9% e outro ayahuasca
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(1000 mg/kg, v.0) foram avaliados ap6s tratamento com uma unica dose. Outros
dois grupos (salina e ayahuasca 1000 mg/kg) foram tratados a cada dois dias por
duas semanas. Vinte minutos ap6s o ultimo tratamento os animais foram

colocados no centro do LCE e observados durante cinco minutos.

As sessbdes experimentais foram registradas por uma videocadmara montada
verticalmente, acoplada a um monitor e utilizando lampada vermelha de 60-Hz em
ambiente com baixa luminosidade. Para cada animal, o total de numeros de
entradas (bracos aberto + fechado), a percentagem de entrada no braco aberto
(100 x entrada/total) e a percentagem do tempo permanéncia no brago aberto [100
x aberto/ (aberto+fechado)] foram calculadas. Depois de cada triagem, o aparato
era desinfetado com solucéo de etanol a 10%.

Um aumento da percentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos é
considerado reflexo do efeito ansiolitico, enquanto o niumero de entradas nos
bragos fechados fornece uma medida da atividade geral (File, 1992 e Pellow et al.,
1985).

4.2.8. Teste do Campo Aberto (Open Field)

O equipamento para teste de atividade em campo aberto é confeccionado
em acrilico branco (72 cm diametro, 60 cm de altura). O piso apresenta dois
circulos concentrados divididos em 12 segmentos de area igual por linhas diante
do centro (retangulos medindo 13,3 por 15.0 cm).

Imediatamente apds a avaliagdo no labirinto em cruz elevado, cada animal foi
colocado individualmente no centro do campo aberto e seu comportamento foi
registrado através de uma filmadora (File, 1992 e Pellow et al., 1985).

Durante 5 minutos de ambulacdo espontdnea, foram observados e
analisados 0s seguintes parametros: o numero de cruzamentos com as quatro
patas das areas demarcadas (retdngulos), o numero de autolimpeza, o nUmero de

50



Material e Métodos

levantamentos e numeros de bolos fecais. Depois de cada triagem, o aparato foi

limpo com solugéo de etanol a 10%.

ApoOs a realizagdo dos testes, os animais foram anestesiados com mistura
de quetamina e xilasina, pela via intraperitoneal, para retirada de sangue do plexo
retro orbital com o auxilio de tubo (capilar sem heparina) e determinacdo de
microhematécrito (Perfecta / comprimento 75 mm; @ interno 1,0 mm; & externo
1,5 mm). Amostras de sangue foram analisadas em Analisador Hematologico
Veterinario (Beckman-CoulterAcT Diff) e os valores dos grupos tratados foram
comparados com 0s valores obtidos nas analises dos animais dos grupos controle
salina e tratado. Diversos autores relatam a importancia de utilizar os valores
obtidos no grupo controle salina, uma vez que representam o universo de
individuos da mesma procedéncia e, principalmente, sob 0 mesmo sistema de

manejo (Evans, 2009).

4.3. Analise Estatistica

Neste trabalho, os resultados obtidos foram submetidos a uma andlise de
variancia (ANOVA), tendo as diferencas estatisticamente significativas em p< 0,05,
seguido do teste Duncan, usando o Software Start Soft® e os gréaficos foram

criados usando o Sotfware Prism®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas alucinbgenas sao utilizadas pelo homem ha muitos séculos,
muitas vezes sendo descritas como sustancias inécuas, mas sua natureza
imprevisivel pode promover intoxicagdo potencialmente perigosa. No tocante a
ayahuasca, atualmente existe um maior acesso como forma de lazer. Os efeitos
produzidos pelos principios ativos da Banisteriopsis caapi e da Psychotria virids
fizeram com que essas espécies fossem incorporadas pelas tradicées espirituais e
ritualisticas. No entanto, também resultaram na sua ampla propagacdo, uso
generalizado e muitas vezes abusivo (Cunningham, 2008).

Em 1845, Jacques Moreau publicou o primeiro texto sobre alucinégenos,
onde observou que alguns compostos permitiam a transformacao de pensamentos
em experiéncias sensoriais. Em 1924, o aleméao Louis Lewin, creditado como o
pioneiro da investigagao cientifica em toxicologia e psicofarmacologia, escreveu a
monografia intitulada “Phantastica — um estudo classico sobre o0 uso e abuso de
plantas que alteram a consciéncia”, onde citadas propriedades alucinégenas da

ayahuasca (Cunningham, 2008).

A maioria dos alucinégenos contém substancias nitrogenadas de carater
basico, classificados como alcaloides, sendo que muitos deles tém estruturas
quimicas similares a neurotransmissores (ex: acetilcolina, serotonina) interagindo
com seus receptores e provocando efeitos agonistas ou antagonistas desses
transmissores. Apesar da longa histéria e tradicdo do uso indigena, poucas
informacdes pré-clinicas e clinicas foram acumuladas especialmente toxicol6gicas

para garantir o uso seguro (Cunningham, 2008).

Nas ultimas décadas, o uso da ayahuasca tem se expandido além da
cultura indigena e vem sendo utilizado em alguns movimentos religiosos como
citado anteriormente (Santo Daime, UDV e Barquinha), que buscam um meio de
facilitacdo do autoconhecimento e introspeccao (Labate, 2002).
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A fim de estudar algumas propriedades farmacoldgicas a ayahuasca foi
avaliada em testes de toxicidade aguda, atividade antiproliferativa in vitro,
nocicepgao induzida por acido acético (dor periférica, central e inflamatdéria), teste
da placa quente (dor neurogénica por acao direta) e em modelo de ansiedade.

Na avaliacdo de toxicidade aguda cinco grupos receberam pela via
intraperitoneal doses diferentes da ayahuasca (100, 300, 500 ,1000 e 2000 mg/kg)
e trés grupos nas doses de 100, 300 e 500 mg/kg, pela via oral. Este modelo
permite observar possiveis mudangas comportamentais dos animais tais como
estado de consciéncia e disposicao (aparéncia geral, resposta a frénico vocal),
atividade auténoma (piloerecao, salivacao, diarreia), tono muscular (forca para
agarrar) e atividade do sistema nervoso central (locomog¢ao). Durante a avaliagao
dos animais por um periodo de quatro horas, foram observadas mudancas
significativas nas caracteristicas gerais dos grupos tratados com as diversas
doses da ayahuasca por via intraperitoneal e por via oral. Ayahuasca 100 mg/kg
pela via intraperitoneal, ndo produziu efeitos detectaveis, porém nas doses de 300
e 500 mg/kg produziu tremores, abducédo das patas e contratura da musculatura
da base da cauda, caracterizando o efeito conhecido como cauda em Straub. Nas
doses de 1000 e 2000 mg/kg, também pela via intraperitoneal, esses efeitos foram
intensificados provocando morte dos animais. Por via oral foram observados
tremores e cauda em Straub somente nas doses mais elevadas (300 e 500

mg/kg).
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Tabela 2: Efeitos gerais produzidos em camundongos pela administragéo de ayuahuasca
pelas via intraperitoneal e oral.

Doses Via intraperitoneal Via oral
100mgkg | e | e
300mg/kg Tr;AP;CS + Tr,CS+
500mg/kg Tr;AP;CS + Tr,CS+
1000mg/kg Tr;AP;CS ++ X
2000mg/kg Morte X

AP: abducao das patas, CS: Cauda straub, +: presencga/ -: auséncia, Tr: tremor.

O grupo tratado com ayahuasca na dose 2000 mg/kg por via intraperitoneal
apresentou mudancgas significativas nestes parametros, como por exemplo,
intenso tremor e convulsdes que tiveram inicio apés 15 min e se repetiram nas
duas horas subsequentes. Também foi observada cauda em Straub, piloerecao
(atividade autbnoma), abducao das patas e morte em 4 hs (tabela 3).

Tabela 3: Evolucao dos parametros na dose de 2000mg/kg do EB da ayahuasca.

Tempo Tremor Convulsao Tonus muscular Outros* Mortes
0-5 min _ _ _ _ —
15 min + C + AP .
30 min ++ C/T ++ ++ CS _
1h ++ C/T+ ++ AP/CS 20%
2h + T + AP/CS 70%
4h _ _ _ AP/CS 100%

AP: abducédo das patas, CS: Cauda straub, +: presenca/ -: auséncia, C:Convulsdo
Clénica, T: Convulsao Ténica.
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A fim de complementar informacdes acerca da toxicidade da ayahuasca,
foram avaliadas as possiveis agoes citotdxicas através de modelo experimental in
vitro de atividade antiproliferativa em linhagens tumorais humanas. Para analise
da proliferagao celular, utilizou-se 0 método nao clonogénico da sulforrodamina B,
que é um corante proteico que se liga aos residuos dos aminoacidos basicos das
proteinas de células que estavam viaveis no momento da fixacdo. Portanto,
quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade
antiproliferativa da amostra em teste. Para a fixagcdo das células viaveis foi
empregado o acido tricloroacético (TCA) que atua como fixador, precipitando
proteinas. Desta forma, as células vidveis se mantém fixas na placa, enquanto
células nao viaveis sdo eliminadas. Trata-se de um método independente do
metabolismo celular e que permite a quantificacdo de proteinas de modo linear
com o numero de células da cultura, além de ser consideravelmente rapido,
simples e apresentar sensibilidade comparavel a de metodologias fluorescentes.
Outra vantagem € a estabilidade da placa para leitura, pois as células sao
primeiramente fixadas, coradas e a medida da absorbancia pode ser realizada
muitos dias apds o término do experimento (Rubinstein et al., 1990; Skehan et al.,
1990; Monks et al., 1991; Keepers et al., 1991; Vichai e Kirtikara, 2006; Houghton
et al., 2007).

O grafico gerado relaciona o crescimento celular em funcdo da
concentragcdo da amostra avaliada (Figura 7). Os valores entre 100% e 0
representam proliferagéo celular, sendo a linha zero 0 marco para a inibicao total
de crescimento, ou seja, quando a quantidade de células ao final do experimento
era a mesma do momento de adicdo das amostras (placa T0).
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Figura 8: Atividade antiproliferativa in vitro da Ayahuasca em painel de linhagens

tumorais apds 48 horas de tratamento.
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Linhagens: MCF-7 (mama), NCI/ADR-RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-0 (rim), NCI-
H460 (pulm&o tipo ndo pequenas células), PC-3 (préstata), OVCAR-03 (ovario), HT-29 (célon).

De acordo com este grafico (figura 7) que relaciona a proliferagdo celular
(%) em relacao a concentracdes da amostra (ug/mL), foi possivel observar que a
ayahuasca apresentou uma leve atividade citostatica sobre a linhagem MCF-7,
com efeito ainda menor nas demais linhagens. Estes resultados qualitativos foram
expressos em uma concentracao efetiva denominada Gl50, que representa a
concentragdo necessaria para inibir em 50% a proliferagdo celular (efeito
citostatico) (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores de Gl50 (em pg/mL) apds o tratamento com ayahuasca frente as

linhagens tumorais e ndo-tumorais.

Linhagens Gl(pg/ml)
MCF 7 57.17
NCI 460 >250
OVCAR >250
HT 29 >250
C 786 >250
NCI ADR >250
PC 0.3 >250

Linhagens: MCF-7 (mama), NCI/ADR-res (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-0 (rim), NCI-
H460 (pulmao tipo ndo pequenas células), PC-3 (préstata), OVCAR-03 (ovario), HT-29 (célon).

Este resultado sugere a presenca de substancias com acao antiproliferativa
na ayahuasca e estdo em concordancia com os resultados obtidos por Schenberg
e colaboradores (2013), onde a ayahuasca diminuiu o fluxo sanguineo ao redor
dos tumores, reduzindo a proliferacao celular e ativando as vias de morte celular

programada em células cancerigenas.

Esses efeitos da ayahuasca sobre as células cancerigenas podem estar
relacionados com a harmina e o DMT, onde a harmina diminui a proliferacao
celular e ativa o processo de morte celular por apoptose. Ja4 a DMT é transportada
para o interior da célula através dos transportadores de serotonina (SERT) e das
vesiculas de monoaminas (VMAT2) (Schenberg, 2013).

A DMT por ter afinidade moderada pelo receptor intracelular sigma-1, que
atua mediando o influxo de calcio mitocondrial além de modular diversos canais
ibnicos presentes na membrana celular. Em concentragdes elevadas de DMT, o
influxo de calcio e a despolarizagdo da membrana mitocondrial sdo suficientes

57



Resultados e Discussao

para ativar a permeabilidade de transicdo do poro, induzindo a apoptose
(Schenberg, 2013).

Os alcaldides B-carbolinicos foram isolados primeiramente a partir da
espécie Peganun harmala (Zygophillaceae, Rue sirio) e nas duas ultimas décadas,
numerosos alcaldides desse grupo tém sido isolados e identificados como os
principais compostos ativos em muitas espécies de plantas e invertebrados
marinhos (Cao et al., 2007). Estes alcaloides apresentam um amplo espectro de
atividade farmacoldgica incluindo antiespasmodica, antipirética, e alucinégenas
através da inibicdo da monoamino oxidase (Farouk et al, 2008).

Embora a ayahuasca tenha apresentado efeito antiproliferativo muito fraco,
trabalhos em colaboragdo com a professora Maria Helena Sarragiotto, do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa tem avaliado a
atividade de uma série de derivados sintéticos das [3-carbolinas. Vinte e seis novas
beta-carbolinas foram sintetizadas pelo grupo da professora Sarragiotto, para
avaliagdo da atividade anticancer in vitro. Esse trabalho identificou dois compostos
com elevada seletividade para a linhagem de ovario e um terceiro para pulmao,
ovario e rim (Formagio et al., 2008). Outros vinte e um derivados foram
sintetizados e os testes realizados com eles, em cultura de células tumorais,
também revelaram compostos de elevada poténcia e seletividade (Savariz et al
2010). Apdés uma nova série de testes in vitro, de outros cinquenta novos
derivados, o composto que apresentou o melhor perfil de atividade (B-carboline 3-
N-benzylidene-carbohydrazies) foi selecionado e sintetizado em maior quantidade,
para estudos de toxicidade aguda em camundongos e em modelo experimental de
cancer, induzido pela injecdo de células de Ehrlich na pata de camundongos. A
dose de 30 mg/kg, que nao produziu toxicidade nos teste agudos, reduziu o
desenvolvimento tumoral, de forma semelhante ao 5-fluoracil (10 mg/kg), utilizado
como controle positivo. Confirmou-se, assim, a atividade anticancer observada in
vitro (Barbosa et al., 2011). A continuidade desses estudos podera determinar o
mecanismo de agao dessas moléculas.
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Esses resultados demonstram que dificiimente a ayahuasca podera ser
utilizada para o tratamento de alguma forma de cancer, mas as [3-carbolinas, como
as descritas anteriormente, podem dar sequéncia aos estudos para o
desenvolvimento de um novo agente para o tratamento do cancer.

Entre os compostos identificados em produtos naturais, as [B-carbolinas
foram descritas com efeitos antidepressivos relacionados com a inibicdo da MAO
e por sua ligacdo aos receptores benzodiazepinicos, imidazdlicos,
serotoninérgicos e opiaceos (Pires, 2010).

Em algumas situacdes, os antidepressivos tém sido usados para diminuir o
processo doloroso por sua atividade no sistema nervoso central e periférico. As
descobertas anteriores sobre as propriedades bioldgicas das B-carbolinas
permitiram explorar as propriedades antinociceptivas da harmicina (que é uma B-
carbolina, sintetizada a partir da harmina — composto presente em maior

quantidade na ayahuasca) (Spindola et al, 2012).

Portanto, nas ag6es farmacologicas das B- carbolinas, e no efeito de cauda
em Straub, observado nos testes gerais de atividade, que também esta presente
entre os efeitos dos opiaceos, a atividade antinociceptiva da ayahuasca foi
avaliada em modelo de contorcées abdominais induzidas por acido acético e no
modelo de algesia induzida por estimulo térmico (Placa Quente).

O teste de contorcdo abdominal avalia se o extrato possui atividade
analgésica atuando diretamente na conducdo do estimulo doloroso ou por
atividade anti-inflamatéria. O acido acético € um estimulo conveniente para testes
de triagem porque a intensidade da resposta depende da interacdo de varios
neurotransmissores e neuromoduladores relacionados com a nocicepcéao, tais
como cininas, acetilcolina, substancia P e prostaglandinas. (Cervero, et al., 1999;
Shafiee, 2003). Portanto a reacao dolorosa deste teste é sensivel as drogas com
atividade analgésica semelhante a aspirina, aos antagonistas de receptores
cininérgicos e aos analgésicos opidides de acao central e periférica (Siegmund et
al., 1957; Ochi et al., 2000).
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Esse teste baseia-se na contagem das contor¢cées da parede abdominal
seguidas de torcdo do tronco e extensdo dos membros posteriores (Writhing)
como respostas reflexas a irritagdo produzida pela injegdo intraperitoneal de
acidos fracos ou outros agentes inflamatérios (Siegmund et al., 1957). A contagem
do numero de contor¢des, durante um tempo pré-determinado, é tomada como

indice da resposta nociceptiva (Koster et al., 1959).

Devido a baixa especificidade da resposta antinociceptiva, testes
complementares sdo necessarios para a interpretacdo dos resultados, pois varios
compostos como os anti-histaminicos, parassimpatomiméticos parasimpatoliticos,
estimulantes do sistema nervoso central, inibidores da MAO, antagonistas
serotoninérgicos, neurolépticos e bloqueadores adrenérgicos, podem também

inibir as contorcoes (Rates e Barros, 1994).

No grupo controle, previamente tratado com solu¢do salina 0.9% (10
ml/kg,i.p), a injecao de acido acético (0,8% i.p.) induziu 21,75 + 11 contorcdes
durante os 15 minutos de avaliagdo experimental. O pré-tratamento com a
ayahuasca nas doses de 300 mg/kg e 500 mg/kg (i.p.), reduziu o numero de
contorcbes abdominais em 90,32% (0,37 = 1,0) e 80,64% (1,25 £ 2,0)
respectivamente (figura 9).
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Figura 9: Gréfico de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético (0,8% em salina)
em camundongos previamente tratados (30 min) pela via intraperitoneal com salina 0.9%
(10mL/kg) e ayahuasca nas doses de 300 e 500 mg/kg. Os resultados sao expressos em
média + erro padrdao da média. (One-way ANOVA seguido de pés-teste de Duncan,
“**p<0,001).
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Demonstrada a acao antinociceptiva da ayahuasca no modelo de
contorgbes abdominais, a possivel atividade antinociceptiva por agao central foi
investigada através do modelo de nocicepcéao induzida por estimulo térmico (Teste
da Placa Quente). Este modelo avalia o tempo de reacdo do animal (quando o
animal troca rapidamente o apoio, levanta ou lambe uma das patas) a um estimulo
térmico produzido por uma superficie aquecida (56°C) (Woolfe et al., 1944). O
tempo maximo de contato do animal com a placa quente deve ser mantido em 20

s (tempo de corte), para evitar lesées nas patas.

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos relacionando a reagéo dos
animais (segundos) durante o tempo experimental (minutos). Pode-se observar
que apos 30 e 60 min, a ayahuasca na dose de 300 mg/kg e o opidide fentanil
(controle positivo) aumentaram o tempo de permanéncia na placa quente em
comparacao ao controle salina (controle negativo). Apés 30 minutos a ayahuasca
nas doses de 100, 300 e 500 mg/kg, aumentou esse tempo de reacdo em 20,50%
39,06% e; 21,12%, respectivamente demonstrando atividade em dor de origem
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neurogénica por acao direta no SNC. O fentanil (0.3 mg/kg) aumentou o tempo de

reacao dos animais em 73,90%.

Figura 10: Gréfico de reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente
tratados (30 min) pela via intraperitoneal com salina 0.9% (10mL/kg), fentanil (0,3mg/kg) e
ayahuasca 100, 300 e 500 mg/kg. Os resultados sao expressos como média = erro
padrao. (One-way ANOVA seguido de pds-teste pds-teste de Duncan, ***p<0,001, p<0,05
e p<0,01).
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A combinacao das duas espécies vegetais utilizadas para a producao da
ayahuasca (Banisteriopsis caapi + Psychotria viridis) pode elevar os niveis de
noradrenalina, serotonina e de dopamina no cérebro pela inibicao da MAO
(Mckenna et al., 1998; Luna, 2005), e atuacdo em receptores da serotonina pela
semelhanca estrutural dos componentes ativos dessa bebida com esse
neurotrasmissor (Mckenna et al., 1998; Calaway et al., 1999; Grob et
al.,2004).Corroborando com estas observacbes Grela e colaboradores
demonstraram a afinidade destas substancias por receptores serotoninérgicos,
que podem alterar estados de ansiedade (Grela et al., 2003).

A DMT possui efeito agonista nos receptores serotoninérgicos 5-HT1a 5-

HT.a € 5-HTo. semelhantes.Por outro lado as B-carbolinas atuam como agonistas
serotoninérgicos indiretos, pois a inibicio da MAOQO, sobretudo MAO-A, que
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desamina preferencialmente noradrenalina e serotonina, produz aumento dos

niveis de serotonina no cérebro (Smith et al., 1998; Grela et al., 2003).

Trabalho em colaboracdo com o grupo do professor Ronaldo A. Pilli do
Instituto de Quimica da Unicamp avaliou a harmicina, p-carbolina sintetizada por
esse grupo de pesquisas. Essa substancia apresentou efeito antinociceptivo, por
redugcédo da resposta dolorosa aos estimulos que desencadeiam, principalmente,
dor neurogénica, mas sem atuacado nos receptores opidides. Os estudos para
determinar o mecanismo dessa atividade, revelaram que a harmicina atua, pelo
menos em parte, através da inibicao dos receptores vanildides e de glutamato
(Spindola et al., 2012).

Como ja relatado, a ayahuasca apdés 1 h promove alteragdes no estado
emocional, na percepcao das formas, cores e sons, panico e ansiedade,
alterac6es auditivas, olfativas e visuais. Com esses relatos, foi realizada avaliagéo
da interferéncia da ayahuasca na ansiedade através do modelo experimental do
labirinto em cruz elevado (LCE), e da atividade locomotora e exploratéria no

modelo do campo-aberto (open field).

7

O labirinto em cruz elevado € amplamente utilizado como triagem para
avaliar tanto drogas ansioliticas como ansiogénicas sobre a atividade exploratéria
de roedores. Handley e Mithani (1984) observaram que os ratos tém preferéncia
pelos bracos fechados. Nesse trabalho, os ansioliticos (diazepam) aumentaram o
namero de entradas dos animais nos bragos abertos do labirinto, enquanto os

ansiogénicos diminuiram o niumero de entradas nesses bracos.

Este modelo tem como vantagens o baixo custo, a manutencdo e a
simplicidade para sua utilizagdo. A principal desvantagem é a impossibilidade de
reutilizacdo dos animais em virtude da sua habituacdo a esse modelo
experimental. Os parametros avaliados neste teste incluem o numero de entradas
nos bracos abertos e fechados e o tempo de permanéncia em cada um deles
(Carlini, 2011).
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Os animais foram tratados com ayahuasca por via oral com ajuda de uma
canula gastrica (gavage) 20 minutos antes de serem colocados no centro do
labirinto e observados por 5 minutos com auxilio de uma filmadora. Para cada
animal foram determinados: o nimero de entradas (bracos abertos + fechados), a
percentagem de entrada nos bracos abertos (100 x entrada/total) e a percentagem
do tempo permanéncia nos bracos abertos [100 x aberto/ (aberto+fechado)]
(Pellow et al., 1985).

No parametro numero de entrada nos bragos fechados (NEBF), ndo houve
diferenca significativa entre os grupos que receberam os tratamentos em dose
unica e em doses repetidas (Figura10), tratamento dose unica: [F (1, 19) =1.800,
p>0.577] e doses repetidas [F (1, 12) =1.003, p=0.202]. Ja no parametro numero
de entrada nos bragos abertos(NEBA), pode-se observar que os animais que
receberam doses repetidas (figura 11) da ayahuasca tiveram um maior nimero de

entradas, sugerindo efeito ansiolitico.

O resultado do labirinto em cruz elevado demonstrado na Figura 11 e 12,
indicou uma diferenga significante entre os grupos na percentagem de entradas
nos bragcos abertos no tratamento agudo: [F(1,19) =11.30, p=0.04"; crdnico:
[F(1,12) =9.463, p=0.037"]. A administracdo oral de 1000 mg/kg da Ayahuasca
produziu um aumento significante tanto no numero de entradas nos bragos
abertos, assim com a permanéncia no mesmo, sugerindo um efeito ansiolitico

desta preparacao.

E possivel que o DMT, um agonista de receptores 5-HT1a, 5-HT2p2c, possa
exercer efeito similar a serotonina nos receptores localizados na substancia
cinzenta periaquedutal dorsal atenuando os sintomas de ansiedade (Deakin e
Graeff, 1991). Pela complexidade da farmacologia da ayahuasca que atua
simultaneamente em diferentes sistemas de neurotransmissores, ligando-se em
diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos, podem ter efeitos tanto

ansiogénicos como ansioliticos (Santos, 2007).
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Figura 11: Gréfico relacionando o numero de entradas nos bragos fechados do Labirinto
em Cruz (NEBF) de ratos que receberam ayahuasca em dose Unica ou em doses
repetidas (15 dias intercalados) de 1000 mg/Kg (vo) e veiculo 20 min antes da sessao
experimental. Os resultados estao expressos na forma de média * erro padrao. (One-way
ANOVA seguido pés-teste de Duncan).
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Figura 12: Grafico relacionando o numero de entradas nos bragos abertos do Labirinto
em Cruz (NEBA) de ratos que receberam ayahuasca em dose Unica ou em doses
repetidas (15 dias intercalados) de 1000 mg/Kg (vo) e veiculo 20 min antes da sessao
experimental. Os resultados estao expressos na forma de média * erro padréao. (One-way
ANOVA seguido pos-teste de Duncan).
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Figura 13: Gréfico relacionando o tempo de permanéncia no braco aberto do Labirinto em
Cruz Elevado de ratos que receberam ayahuasca em dose Unica ou em doses repetidas
(15 dias intercalados) de 1000 mg/Kg (vo) e veiculo, 20 min antes da sessao
experimental. Os resultados sdo expressos em média + erro padrdao (One-way ANOVA
seguido do pés-teste de Duncan *p<0,05).
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O teste do campo-aberto € um dos modelos mais antigos utilizados para o
estudo da emocionalidade dos animais. Tem como principio submeter o animal a
um ambiente novo desconhecido do qual ndo é permitido escapar devido a
presenga de paredes laterais. O procedimento consiste em observar a ambulagéo,
o comportamento de levantar-se (rearing), a autolimpeza e a defecacao. Este teste
€ sensivel aos efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos e agonistas dos
receptores 5-HT1a. Este modelo também se caracteriza pela simplicidade e facil
aplicacao (Carlini, 2011).

Apés a avaliacao do comportamento no labirinto elevado, os animais foram
colocados individualmente no campo-aberto por 5 minutos e mantidos em
observacdo com auxilio de uma filmadora para determinar o numero de
cruzamentos, de levantamentos, de autolimpeza e de bolos fecais.

No parametro avaliando o numero de cruzamentos (figura 13), pode-se
observar que n&o houve diferenca entre os diversos tratamentos e os controles
negativos. Para confirmar as observagdes obtidas nos testes do labirinto em cruz
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elevado, seria esperado um numero maior de cruzamentos centrais sem
modificacées da locomogdo total acompanhados de levantamentos (figura 14),

que reforgcariam a hipétese de atividade ansiolitica (Tabach, R. 2003).

No parametro de autolimpeza (Figura 15), é possivel também observar que
a ayahuasca nao promoveu alteracdo quando comparado com Sseus grupos
controle tanto em dose Unica quanto doses repetidas. No entanto, o grupo tratado
com doses repetidas tanto a ayahuasca como a salina (controle negativo)
promoveram aumento deste paradmetro quando comparado aos grupos tratados
com dose Unica, sugerindo que o estresse da manipulacdo possa estar
relacionado com esta alteracao.

Quando os niveis de 5-HT aumentam, estimulam a inervagdo vagal do
cérebro, que também controla a atividade do trato digestivo, provocando estimulos
que aumentam a motilidade intestinal. No paréametro bolos fecais (Figura 16),
podemos observar um aumento na motilidade intestinal dos animais que

receberam doses repetidas da ayahuasca (Sanders-Bush e Hazelwood, 2007).

Quando os receptores 5-HT1c o 5-HT2 sao ativados, os niveis de IP3
aumentam provocando a entrada de Ca+ intracelular que ira favorecer as
secrecdes e a motilidade desses 6rgaos e tecidos, justificando alguns dos efeitos
observado tais como vémito e diarreia. Este resultado pode ser observado em
humanos que frequentam as seitas onde a nausea, vémito, diarreia sdo muitos
frequentes depois da ingestao da ayahuasca.
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Figura 14: Efeito da Ayahuasca sobre numero de cruzamentos em ratos com
deambulacao livre em campo aberto tratados com dose unica (1000 mg/kg,v.0) ou em
dias alternados durante duas semanas. Os resultados estdo expressos em média + erro
padrdo. (One-way ANOVA seguido de pés-teste de Duncan).
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Figura 15: Efeito da Ayahuasca no numero de levantamentos em ratos com deambulacao
livre em campo aberto ap6s administracdo de dose unica (1000 mg/kg,v.0) ou em dias
alternados durante duas semanas. Os resultados estdo expressos na forma de média +
erro padrdo. (One-way ANOVA seguido pés-teste de Duncan).
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Figura 16: Efeito da Ayahuasca no numero de autolimpeza, em ratos com deambulagao
livre em campo aberto, apds administracdo de dose Unica (1000 mg/kg,v.0) ou em dias
alternados durante duas semanas. Os resultados estdo expressos na forma de média
desvio padrdo. (One-way ANOVA seguido pés-teste de Duncan). Os resultados estao
expressos na forma de média + erro padrao. (One-way ANOVA seguido de pos-teste pos-
teste de Duncan, ***p<0,001).
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Figura 17: Efeito da Ayahuasca no numero de bolos fecais em ratos com deambulagéo
livre em campo aberto, ap6s administracdo de dose unica (1000 mg/kg,v.0) ou em dias
alternados durante duas semanas. Os resultados estdo expressos na forma de média +
erro padrao. (One-way ANOVA seguido pés-teste de Duncan).
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Apés o final dos experimentos em campo aberto o sangue desses animais
foi coletado para observacdo de possiveis alteracbes nos parametros
hematoldgicos. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significantes
entre os grupos tratados e seus respectivos controles (administragdo Unica e em
doses repetidas) com relacdao aos parametros hematolégicos (p>0,05) (Tabela 5).
Da mesma forma, quando analisados individualmente, ndo foram observadas

alteragcbes nesses parametros. (Anexo 1).

Tabela 5: Hemograma obtido ap6s os tratamentos agudo e crénico em ratos adultos com
ayahuasca 1000 mg/kg, em dias alternados por 15 dias.

WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT

Grupos , " ;
(x10%/uL)  (x10%pL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (x10%/pL)

Salina

Agudo 5,76+0,7 5,9+0,2 11,22+0,5 37,0+1,4 61,7+0,8 18,8+1,0 30,4+1,6 936+137

1000mg/kg 5,47+1,5 54+1,2 10,03+2,2 33,3t7,4 61,2+1,5 18,4+0,8 30+0,8 857+241
Agudo

Salina =5 5p178 712102 1412106 42511 596:09 19,8506 33,112 333:327
Crénico
1%‘1%’:3:/59 306450 59417 112231 359+10,2 59,6:09 189:0,8 31,2+1,5 3164267

Este trabalho apresenta resultados que sugerem um possivel efeito
ansiolitico da ayahuasca confirmado pelo aumento do tempo de permanéncia nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado. No entanto, essa atividade néao foi
confirmada no teste de campo aberto e por isso, necessita de outros estudos que
possam confirmar essa atividade. A acao ansiolitica evidentemente contrasta com
os efeitos observados ap6s administracdo inteperitoneal, com a presenca de
tremores intensos, e pela atividade pré-convulsivante observada nos estudos

iniciais.

Esses resultados conflitantes realmente refletem a variabilidade de efeitos

relatados por usuarios e pelos estudos farmacol6gicos. Pode-se observar, que nos
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testes avaliando a atividade antinociceptiva ndo existe uma correlacdo entre dose
e efeito, com diminuicao do efeito nas doses maiores e, no caso da placa quente,
a maior dose nao apresenta efeito antinociceptivo significante. Sem duvida alguma
a miriade de efeitos produzidos pelos principios ativos da ayahuasca é
consequéncia do aumento de neurotransmissores produzidos pela inibicdo da
MAO, pela atividade agonista inversa nos receptores de benzodiazepinicos e
pelos efeitos mediados pela atividade nos receptores de serotonina. Dificilmente
essa variabilidade de efeitos podera sugerir algum efeito terapéutico dessa bebida,
mas sim estabelecer as restricbes necessarias para seu uso, especialmente em
pacientes que sofrem de epilepsia, disturbios persecutérios, sindrome do panico,

doencas neurolégicas e em idosos e criangas.
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6. CONCLUSAO

e Os testes sobre a proliferacédo celular demonstraram a baixa citotoxicidade da
ayahuasca.

e A atividade antinociceptiva observada nos testes iniciais, provavelmente é
consequéncia da atividade inibidora sobre a monoamino oxi exercida pelas B-
carbolinas.

¢ Os efeitos produzidos no teste de labirinto em cruz elevado sao sugestivos de
atividade ansiolitica, que devem ser confirmados em outros modelos
experimentais de ansiedade,

e A variabilidade de acbes observada nos diversos estudos realizados pela
divisdo de farmacologia e toxicologia do CPQBA coincidem com os relatos de
efeitos produzidos em usuarios. Além de dificultar um eventual uso terapéutico o
consumo desse produto por pacientes com disturbios psiquiatricos e neuroldgicos
deve ser evitado. Essas restricoes devem também ser estendidas aos idosos e
criancas. No entanto, o aprofundamento dos estudos e a obtencédo de derivados
das B-carbolinas e da dimetiltriptamina podem possibilitar o desenvolvimento de
novos medicamentos, com menor incidéncia de efeitos colaterais do que os

produzidos pela ayahuasca.
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7. Anexos

Anexo 1: Tratamentos Dose Unica e Doses repetidas (1000 mg/kq)

Dados Hematoldgicos dos ratos submetidos ao LCE e ao Campo aberto.

SALINA AGUDO

DOSE UNICA

SALINA CRONICO

DOSES REPETIDAS

Animal  WBC RBC HGB
(x10°/pL) (x20"pL) (g/dL)
1 5.5 6.25 10.7
2 5.1 5.88 11.6
3 5.9 6.01 11.7
4 6.9 5.65 10.7
5 5.4 6.17 114
1 6.2 6.44 12.1
2 4,5 5.86 11.4
3 5.7 5.87 10.4
4 6.9 5.96 11.2
5 8.4 6.14 11.6
6 44 6.20 10.8
7 38 3.11 5.5
8 3.1 3.40 6.3
9 6.1 6.11 10.6
10 5.6 5.29 10.4
1 5.4 6.96 14
2 5.2 6.91 13
3 6.3 7.48 14.8
4 7 7.01 14.4
5 5.5 7.27 14.4
1 5.9 6.41 12.8
2 6.1 7.29 13.6
3 6.4 7.32 12.5
4 7.1 6.44 12.2
5 43 6.83 12.7
6 49 5.60 10.9
7 5.4 5.76 11.2
8 7.6 6.53 11.4
9 7 6.20 12.4
10 700 125

HCT
(%)
384
36.9
36.3
35
384

40.7
36.2
35
36.6
38.1
38
38.6
20.8
35.7
33.3

41.8
415
434
41.8
44.1

38.3

38.2
39.1
40.2
34.7
34.7
39.4
37.8
433

MCv
(fL)

613
62.8
60.5
619
623

63.2
61.8
59.7
61.4
62
61.3
59.9
61.3
58.4
62.9

60

60

58
59.6
60.6

60
60
58
59.6
60.6
60
60
58
59.6
60.6

MCH

(pg)
17.2

19.7
19.6
19
18.6

18.8
19.4
17.7
18.8
18.8
17.5
17.7
18.4
17.3
19.7

20
18.8
19.8
20.6
19.8

20
18.7
19.2
18.9
18.6
19.5
19.4
17.4
201
17.8

MCHC

(g/dL)
28

314
324
30.6
29.8

29.7
314
29.6
30.5
30.4
285
29.5
30
29.6
313

33.3
313
34.1
34.5
32.7

33.4
311
30.9
31.2
317
315
32.2
28.8
32.9
289

Anexos

PLT
(x203/pL)
552
597
527
549
770

416
428
427
468
436
380
690
678
786
753

975
944
1105
723
935

1001
955
685
1085
1029
999
418
484
1029
852
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Anexo 2: Certificado emitido pelo Comité de Etica em experimentacao animal
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CEUA/Unicamp
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Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Efeito ansiolitico da Ayahuasca" (protocolo
n® 3105-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho /

Mariana Cecchetto Figueiredo, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacao Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislacéo vigente, LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 17 de julho de

2013.
Cam_pinas, 17 de julho de 2013.
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