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RESUMO

O objetivo deste trabalho consistiu na caracterizacdo inorganica de 19
amostras da bebida Ayahuasca prontas para consumo, provenientes das regides
Norte e Sudeste do Brasil, bem como na avaliacao do seu potencial psicoterapéutico
para tratamento de depressdo. Para tanto, as amostras da bebida passaram por
decomposicdo acida assistida por radiagdo micro-ondas e as concentragoes de Li,
Al, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, As, Cd, Ba, Hg, Tl e Pb foram determinadas por ICP-MS,
enquanto que as de Ca, Mg, K, P, Sr e Rb foram determinadas por ICP OES. A
exatidao dos métodos foi avaliada mediante ensaios de adicdo e recuperacao dos
analitos, sendo que foram encontradas recuperagdes entre 80 e 118 %, indicando
exatiddo satisfatéria. Os valores de LOD e LOQ foram menores do que 1 mg L™ para
os elementos determinados por ICP OES e menores do que 3,5 ug L™ para os
elementos determinados por ICP-MS. Os métodos se mostraram adequados para
estas determinagdes. Com relagdo ao conteudo total elementar, algumas amostras
apresentaram teores de Mg e Mn acima do recomendado por érgaos de controle em
termos de ingestao diaria. No entanto, considerando que a bebida € consumida a
cada 15 dias, ndo haveria excesso na sua ingestdo. Além disso, ndao foram
encontrados niveis de metais pesados potencialmente toxicos acima do permitido
para fitoterapicos. Portanto, com relacdo ao conteddo total dos elementos
estudados, a bebida Ayahuasca se apresenta com niveis seguros de administracao.
Com relacdo ao potencial psicoterapéutico da bebida, os metais Co, Fe, Li, Mg e Zn
podem apresentar efeitos sinérgicos com os principais ativos organicos (N,N-
dimetiltriptamina, harmina, harmalina e tetra-hidroharmina), contribuindo para um
aumento na sua atividade psicoativa, enquanto que Al, Ca e Pb podem apresentar
efeito antagdnico. Com relacdo ao Mn, tanto pode apresentar efeito sinérgico como

antagénico, dependendo da quantidade presente na bebida.



ABSTRACT

The objective of this work consisted in the inorganic characterization of
Ayahuasca samples ready for consumption, produced in North and Southwest
regions of Brazil, as well as the evaluation of its psychotherapeutic potential for
depression treatment. Therefore, the samples of the beverage underwent microwave
radiation-assisted acid decomposition and the concentrations of Li, Al, Mn, Fe, Co,
Cu, Zn, As, Cd, Ba, Hg, Ti, and Pb were determined by ICP-MS; while Ca, Mg, K, P,
Sr, and Rb were determined by ICP OES. The accuracy of the methods was
evaluated by addiction and recovery of the analytes, and recoveries between 80 and
118 % were determined, thus indicating satisfactory accuracy. LOD and LOQ values
were lower than 1 mg L™ for the elements determined by ICP OES and lower than 3.5
ug L™ for the elements determined by ICP-MS. The methods proved to be suitable to
these determinations. Concerning the total elementary content, some samples
presented higher Mg and Mn concentrations than the recommended by daily intake
control organs. Nevertheless, considering that the beverage is consumed each 15
days, these values would not be considered excessive in its intake. Besides, there
were not found potentially toxic heavy metals levels higher than the permitted to
phytotherapics. Consequently, concerning to the total content of the studied
elements, Ayahuasca presents safe levels of administration. Related to its
psychotherapeutic potential, the metals Co, Fe, Li, Mg, and Zn may present synergic
effects with the main organic actives (N,N-dimethyltryptamine, harmine, harmaline,
and tetrahydroharmine), contributing to an increase of its psychoactive activity, as
well as Al, Ca, and Pb may present antagonist effect. Regarding to Mn, it may
present whether synergic or antagonist effect, depending on the amount present in
the beverage.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Ayahuasca: Definicao, Principais Constituintes Quimicos e Acao
Farmacoldgica

Ayahuasca é uma palavra derivada da lingua Quechua que significa
Vinho da Alma (Aya = espirito + Huasca = vinho). Também conhecida pelos nomes
de caapi, daime, yajé, natema, vegetal e hoasca, entre outros, € uma bebida
psicoativa preparada a partir da decocgao prolongada de partes de duas plantas
nativas da regido amazonica: a casca e os caules do cipd Banisteriopsis caapi e as
folhas do arbusto Psychotria viridis [1-3].

Tradicionalmente utilizada por grupos indigenas do norte da Amaz6nia em
rituais religiosos e para fins medicinais e recreacionais [2,3], ao longo das ultimas
décadas tem obtido ampla difusdo nos grandes centros urbanos em todas as regides
do Brasil e em outras partes do mundo [4]. Esse fendbmeno € consequéncia da
expansao de grupos religiosos sincréticos que utilizam a bebida em seus rituais [5],
processo que teve inicio com a fundacao da religiao Santo Daime e prosseguiu com
o estabelecimento da Unido do Vegetal (UDV) e da Barquinha [3,5].

Os constituintes quimicos ativos da Ayahuasca tém sido caracterizados
desde a década de 1970 [2]. As cascas e os caules da Banisteriopsis caapi contém
trés alcaloides principais que compartilham uma estrutura triciclica comum, motivo
pelo qual sdo comumente referidos como alcaloides B-carbonilicos: harmina (HME),
harmalina (HML) e tetraidro-harmina (THH). J& as folhas da Psychotria viridis contém

o alcaloide psicoativo da classe das triptaminas, N,N-dimetiltriptamina (DMT) (Figura

1) [8].
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais alcaloides encontrados em Psychotria
viridis: (a) DMT e Banisteriopsis caapi: (b) HML, (c) HME e (d) THH.

A DMT é um potente alucinbgeno que apresenta atividade quando
administrada pela via parenteral. Quando administrado oralmente, ela sofre
degradacao pelas enzimas monoaminas oxidases (MAOs) no figado e no intestino,
perdendo sua atividade [1,5]. As [B-carbonilas apresentam uma variedade de
propriedades farmacoldgicas, podendo apresentar propriedade alucindgena e
contribuir para a atividade psicotrépica da bebida. No entanto, de papel fundamental
na Ayahuasca estd o fato de elas serem inibidores seletivos e reversiveis da MAO.
Essa enzima degrada naturalmente neurotransmissores e aminas exogenas
potencialmente perigosas, precisamente como a DMT. Dessa forma, a primeira agao
das B-carbonilas € impedir que a DMT seja degradada no trato gastrointestinal,
tornando-a oralmente ativa, de modo que alcance seu local de acao no sistema
nervoso central intacta [5,6].

A atividade psicotropica da Ayahuasca depende, portanto, de uma
interacdo sinérgica entre a DMT e os alcaloides B-carbonilicos da mistura. Assim, a
Ayahuasca é uma bebida unica, na medida em que o principio ativo (DMT) de uma
espécie de planta depende da inibicdo de enzimas por parte de compostos (B-

carbonilas) presentes em outra espécie [5].
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Quando administrada oralmente, a Ayahuasca provoca uma série de
alteracoes no estado consciente, com modificacdes perceptivas nas esferas visual,
auditiva e tatil [7], incluindo alucinacdes, visdes, além de emocdes intensas e de uma
maior reflexdo pessoal e maior interagdo entre pensamentos, memaorias € emogdes
[5].

Considerando as raizes historicas e tradicionais no Brasil, embora a DMT
seja uma substancia proscrita mundialmente desde a Convengéao Internacional para
Substancias Psicotropicas, ocorrida em Viena em 1971, em 1989 o governo
brasileiro retirou a Ayahuasca da lista de substadncias banidas, concedendo
permissao para o consumo da bebida no contexto de praticas religiosas [1,5]. Esta
legalizac&o foi confirmada em 2004, pela Resolucdo n® 4 do Conselho Nacional
Antidrogas [8].

1.2. A Ayahuasca e a Depressao

1.2.1. Mecanismo da depressao

A depressao é uma doenca recorrente que esta associada a um intenso
sofrimento pessoal, alta taxa de mortalidade e alta morbidade [9] e que, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), afeta cerca de 350 milhdes de pessoas no
mundo [10]. Esse numero representa um alto custo para a sociedade, uma vez que
a depressao provoca graves dificuldades e perturbacdes na vida e, se nao tratada,
pode ser fatal [11].

Os principais sintomas da depressao incluem humor baixo ou deprimido,
anedonia e baixa energia ou fadiga. Podem ocorrer também sono e disturbios
psicomotores, sentimento de culpa, baixa autoestima, tendéncias suicidas, bem
como disturbios gastrointestinais [11].

Os eventos pré e pds-sinapticos sao a base do sistema nervoso central e
seu entendimento em muito contribui para explicar a depressédo [11]. A Figura 2
mostra a representacdo esquemdtica de uma sinapse para neurotransmissores
classicos.
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Figura 2. Representacao esquematica da sinapse e etapas da transmissao quimica
(Adaptado de [11]).

O passo inicial é o transporte dos aminoacidos precursores do sangue
para o cérebro (A), onde serdo convertidos via reacdo enzimatica em
neurotransmissores (monoaminas), que serdao armazenados em vesiculas sinapticas
(B) até sua liberacao para a fenda sinaptica (C), onde se ligam aos seus receptores
pré-sinapticos para regular a sintese e liberagdo, ou agem sobre a célula receptora
através dos seus receptores pds-sinapticos, para induzir os eventos da cascata de
transdugdo de sinal (D) [11]. Em todo esse processo, podem também ser
degradados pela enzima MAO.

A hipbétese mais aceita atualmente para explicar os sintomas da
depressao e transtornos de comportamento diz respeito a um déficit funcional nas
monoaminas (principalmente serotonina, mas também noradrenalina, dopamina,
glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA, do inglés Gamma-AminoButyric Acid)
nas regides limbicas do cérebro [9,12] o que pode ser causado por uma deficiéncia
destes ou até mesmo na ineficiéncia dos seus transportadores, cuja funcao é
administrar a recaptacao do respectivo neurotransmissor na sinapse. Esta hipétese
€ a base para o desenvolvimento dos antidepressivos disponiveis comercialmente
[13,14].
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Uma vez que a liberagdo dos neurotransmissores é dependente da taxa
de disparo dos neurdnios, € razoavel supor que condi¢cdes ou drogas que alteram
essa taxa possam modificar a liberagdo desse neurotransmissor [11]. Desse modo,
existem trés principais classes de antidepressivos, dependendo do mecanismo de
acao empregado nesse sentido: os inibidores da MAO tipo A (MAOIs, do inglés MAO
type-A inhibitors), os antidepressivos triciclicos (TCAs, do inglés tricyclic
antidepressants) e os inibidores seletivos da receptacdo da serotonina (SSRIs, do
inglés specific serotonina reuptake inhibotors) [15]. Cada um desses tratamentos
tem limitagbes que podem levar a baixa efetividade, laténcia no inicio da acao
terapéutica e efeitos colaterais, de modo que sado necessarios novos métodos com

potencial para minimizar essas limitagoes [9].

1.2.2. A Ayahuasca no tratamento da depressao

Desde a insercdo da Ayahuasca nos grandes centros urbanos, as
alteragdes cognitivas que o0 seu consumo provoca nos individuos vem despertando a
atencao da comunidade cientifica, incluindo botanicos, antropélogos, bioquimicos,
médicos psiquiatras e neuropsiquiatras [5]. Este interesse se deve, em grande parte,
aos diversos relatos sobre os seus potenciais psicoterapéuticos, principalmente a
partir de experiéncias vividas por membros das igrejas sincréticas e,
ocasionalmente, também por pesquisadores que se propuseram a estudar a bebida
no seu contexto religioso [16].

No inicio da década de 1990, estes relatos, aliados as alteracdes
cognitivas ja mencionadas, fomentou uma preocupagdo sobre possiveis efeitos
provocados pelo uso a longo prazo, de tal modo que um estudo cientifico formal se
fez necessario [16]. Assim, a partir da unido dos esforcos de pesquisadores
biomédicos dos Estados Unidos, Finlandia e Brasil, juntamente com o apoio de
membros da UDV, que vislumbraram a chance de uma legalizacdo incontestavel
apoiada em argumentos com base cientifica, surgiu em 1993 um projeto
denominado Hoasca Project [1,5,16].

O Hoasca Project teve o0 objetivo de avaliar os efeitos bioquimicos e
psicolégicos da Ayahuasca em um grupo de quinze individuos com uma histéria de
consumo de mais de 10 anos, comparados com um grupo controle, formado por

quinze nao-usuarios. Para tanto, foram empregados diversos parametros para
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avaliar niveis passados e atuais de funcao psicoldégica nos dois grupos, que
incluiram entrevistas de diagnostico psiquiatrico estruturadas, testes de
personalidade e testes neuropsicolégicos, além de um questionario sobre histéria de
vida [1,5,16].

Como resultado destas avaliagdes, Grob et al. (1996) relataram que nao
foram encontradas evidéncias de toxicidade aguda ou de longo prazo, ou qualquer
outro efeito adverso a saude. Além disso, também n&o foram encontrados indicios
de deficiéncia mental ou cognitiva nos usuarios. Por outro lado, foi demostrado que
0s usuarios da Ayahuasca apresentaram maior fungcao cognitiva, maior facilidade na
comunicagao verbal, raciocinio matematico e bem-estar emocional quando
comparados ao grupo controle [16].

Juntamente com estas mudangas psicoldégicas e comportamentais
positivas, uma descoberta inesperada surgiu das entrevistas em que os voluntarios
foram convidados a responder sobre sua histéria de vida presente e passada. Entre
os participantes do grupo controle, na época do estudo, dois sofriam de alcoolismo e
um de hipocondria e, no histérico de vida passado, um deles tinha apresentado
transtorno psiquiatrico. Ja entre os usuarios da Ayahuasca, na época do estudo,
nenhum sofria de transtorno psiquiatrico ou dependéncia, enquanto que, no
passado, dois ja tinham sofrido de depressao, trés de ansiedade, onze de
alcoolismo, sendo que, destes onze, oito tinham sido ainda viciados em tabaco e
quatro em drogas [1,5,16]. Essas observacdes levaram a hipdtese de que a
Ayahuasca ndo somente ndo apresentava riscos ao ser consumida em longo prazo,
como também apresentava efeitos serotoninérgicos, fornecendo evidéncia preliminar
de que poderia ter acdo antidepressiva.

Aparentemente, esta propriedade decorre da semelhancga estrutural da
DMT com a serotonina (Figura 3), o que torna possivel a sua ligagdo aos seus

receptores.
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Figura 3. Estruturas quimicas de (a) N,N-Dimetiltriptamina e (b) 5-Hidroxitriptamina,
comumente conhecida como serotonina.

Dessa forma, o uso regular da Ayahuasca resultaria em uma modulagao
dos indices desta monoamina no cérebro, ocorrendo um aumento dos niveis dos
seus transportadores, que sdo proteinas de membrana que atuam gerenciando a
receptacao deste neurotransmissor na sinapse. Este é precisamente o local de acéao
dos SSRIs. Uma vez que estes transportadores estdo envolvidos nos sintomas da
depressdo e transtornos de humor, tém-se sugerido que uma elevacdo nos seus
niveis nos usuarios de longo prazo da Ayahuasca poderia estar relacionada as
mudancas positivas no comportamento [5].

As B-carbolinas também poderiam contribuir com os efeitos psicoativos da
Ayahuasca, blogueando a agdo da MAO no cérebro e inibindo fracamente a
recaptacdo de serotonina, fendmenos que aumentariam o0s niveis do
neurotransmissor na fenda sinaptica. No entanto, as concentragdes destas em uma
dose de Ayahuasca estdao bem abaixo da concentragdo necessaria para que tenham
atividade alucindégena propria. Por outro lado, estas concentracoes estdo acima do
limiar para atividade como inibidora da MAO [4].

Apébs os resultados encontrados no Hoasca Project, Palladino (2009)
investigou os impactos da Ayahuasca em seis individuos que sofriam de depressao
crbnica e que apresentavam resisténcia aos tratamentos convencionais, sendo que
quatro deles nunca haviam experimentado a bebida antes. Para tanto, eles foram
convidados a descrever sua experiéncia de depressao antes e apds a ingestao de
Ayahuasca. Todos os participantes sentiram melhoras nos sintomas por até 10 dias
apoés a ingestao, o que representa uma evidéncia de sucesso no tratamento, mesmo

considerando este pequeno grupo [17].
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Osorio et al. (2015) avaliaram o efeito da administracdo de uma dose
Unica de Ayahuasca fornecida por uma comunidade do Santo Daime também em
seis voluntarios com histérico recorrente de depressédo. Os participantes foram
acompanhados por um psiquiatra com experiéncia clinica na aplicacao de escalas
para avaliacdo de sintomas depressivos. Foram medidas trés escalas: HAM-D (do
inglés Hamilton Rating Scale for Depression), MADRS, (do inglés Montgomery-
Asberg Depression Rating Scale) e YMRS (do inglés Young Mania Rating Scale), a
partir das quais os participantes foram classificados como portadores de um nivel
moderado de depressao [9].

As escalas foram acompanhadas desde 10 minutos antes da
administragdo até 21 dias apdés (Figura 4), sendo que os resultados mostraram
reducdes de até 82% nas pontuagdes depressivas entre linha de base nos dias 1, 7
e 21 ap6s a administracdo, indicando que a Ayahuasca teve acao antidepressiva em
pacientes com transtorno depressivo [9].
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Figura 4. Distribuicdo média dos scores das trés escalas de medicao de sintomas
depressivos: HAM-D, MADRS e YMRS [9].

Resultados semelhantes foram obtidos por Barbosa et al. (2009) em um
grupo maior de participantes, a partir da avaliacdo da morbidade psiquidtrica em
novos usuarios de Ayahuasca através da escala de depressao CIS-R (do inglés
Clinical Interview Schedule — revised edition). Foram avaliadas a intensidade de
sintomas psiquiatricos (ansiedade, depresséao, ideias depressivas, irritacdo) pouco
antes e uma semana ap0s a primeira experiéncia religiosa de Ayahuasca no Santo
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Daime (n = 19) ou na UDV (n = 9). Apoés a ingestdao da bebida, as pontuacdes na
escala melhoraram significativamente, sendo que foram observados diminuicdo dos
sintomas, além de mudangas comportamentais, como aumento da autoconfianca e
positividade, vivacidade e alegria [18].

Estes estudos demostraram que, do ponto de vista psicolégico,
neuropsicolégico e psiquiatrico, o uso da bebida ndo provocou alteracoes
patolégicas nos individuos. Além disso, ainda que os efeitos do forte apoio
emocional propiciado pela participagdo em um grupo religioso ndo possam ser
desprezados, estes resultados indicam que o uso frequente da Ayahuasca tem
relacdo positiva sobre o estado psiquiatrico dos individuos [16], resultando em
beneficios para o tratamento da depresséo, principalmente para casos em que 0s
tratamentos convencionais ndo surtem efeito.

Deste modo, sao necessarios mais estudos a fim de comprovar seu
mecanismo de acdo, bem como a dosagem adequada e seguranca na
administragdo. Embora a Ayahuasca seja legalizada somente no contexto religioso,
essas informagdes podem ser Uteis para o seu consumo com finalidade terapéutica
ou mesmo para o desenvolvimento de uma nova forma de medicamento a base das
plantas.

De acordo com a definicdo da OMS, medicamentos a base de plantas, ou
seja, fitoterapicos, sdo aqueles que contém partes de uma ou mais plantas como
ingredientes ativos ou, ainda, materiais vegetais em estado bruto ou processado,
acrescido de excipientes, que podem ser solventes, diluentes ou conservantes [19].
Considerando esta definicdo, a bebida Ayahuasca, se vier a ser utilizada com

finalidade terapéutica, podera ser considerada como fitoterapico.

1.3. Importancia da determinacao elementar em potenciais fitoterapicos

O desenvolvimento de um fitoterdpico para tratamento da depresséo
através das espécies que compdem a Ayahuasca vem de encontro a uma tendéncia
atual de menor dependéncia medicamentosa, com crescimento da busca por
produtos de origem natural, com efeitos colaterais reduzidos. No entanto, embora
muitas vezes 0os medicamentos a base de plantas sejam promovidos como naturais
e, portanto, inofensivos, eles ndo sao livres de efeitos adversos. O conhecimento,

portanto, dos beneficios, da forma correta de uso e dos maleficios que as plantas
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medicinais podem causar € de grande importdncia para o0 uso seguro dos
fitoterapicos [20].

A despeito dessa importancia, a maior parte das pesquisas para 0
desenvolvimento de fitoterapicos tém foco na caracterizagdo do principio ativo da
planta para comprovacao cientifica das propriedades terapéuticas [21], e essa
tendéncia ndo é diferente no caso da Ayahuasca, de tal forma que nao ha,
atualmente, nenhum trabalho de caracterizagéo inorgéanica da bebida.

Até onde se sabe, todos estes potenciais beneficios da Ayahuasca séo
relacionados aos seus compostos organicos DMT, HME, HML e THH, que foram os
unicos identificados até o momento. No entanto, no que tange ao desenvolvimento e
consumo de farmacos derivados de plantas medicinais, é essencial o0 conhecimento
de todos os compostos presentes, incluindo os elementos inorganicos. 1sso porque
estes tanto podem desempenhar papel na formacdo de muitos constituintes
quimicos ativos e, nesse caso, serem responsaveis pelas propriedades medicinais
das plantas, como também pelo fato de muitos deles (zinco, ferro, cobre, cromo e
cobalto) serem nutrientes para os humanos, tornando-se toxicos em altas
concentracdes. Por dltimo, mas ndo menos importante, ainda ha o fato de que
alguns deles (chumbo, cadmio, mercurio, arsénio) podem apresentar riscos a saude
devido a elevada toxicidade [22,23].

A presenca de grande variedade e quantidade de elementos em bebidas
provenientes de plantas decorre do meio biogeoquimico natural ao qual estas estéo
sujeitas, podendo variar em decorréncia do tipo de solo e condicbes climaticas, além
da presenca de agentes de protecdo das plantas e fertilizantes [24]. Nota-se,
portanto, que as plantas medicinais constituem uma fonte importante de
transferéncia de macro e microelementos para a o homem.

Em vista do exposto, o controle dessas concentracdes nos fitoterapicos é
de fundamental importancia. Uma vez que a bebida Ayahuasca pode vir a ser
empregada como fitoterdpico para o tratamento alternativo de depressdo, €
necessario que o seu conteudo elementar seja conhecido. Nas secdes seguintes,
serdo apresentados os métodos para tal fim empregados neste trabalho.
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1.4. Métodos para determinacao elementar

A OMS recomenda a utilizagao da técnica de espectrometria de absorgao
atdbmica (AAS, do inglés Afomic Absorption Spectrometry) para a determinagédo de
elementos toxicos [19]. No entanto, a grande maioria dos estudos de determinacao
elementar em fitoterapicos e bebidas derivadas de ervas emprega técnicas
baseadas em atomizadores de plasma, particularmente espectrometria de massas
com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry) [23,24] e espectrometria de emissao 6tica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES, ICP Optical Emission Spectrometry)
[20,24,25], que oferecem a vantagem de serem multielementares e com alta
sensibilidade.

Ambas as técnicas empregam plasmas de arg6nio. Plasmas sao gases
parcialmente ionizados, contendo uma grande concentragdo de ions e elétrons
livres, que podem estar presentes tanto no seu estado fundamental como no seu
estado excitado, de modo que a radiagdo pode ser absorvida ou emitida. No plasma
de argbnio, os ions argbnio, espécies condutoras principais, sao capazes de
absorver poténcia suficiente de uma fonte externa, mantendo o plasma a uma
temperatura que pode chegar a 10000 K [26].

No caso do ICP OES e ICP-MS, a fonte de poténcia empregada € um
gerador de radiofrequéncia, chamado de plasma acoplado indutivamente. Neste tipo
de plasma, a energia de um gerador de radiofrequéncia é transferida para um fluxo
do gas argbnio fluindo em um sistema de tubos de quartzo com o auxilio de uma
bobina de indugéo, gerando campos magnéticos oscilantes orientados axialmente
dentro da bobina. A ionizagdo do argénio se inicia por uma centelha produzida por
uma bobina de Tesla. Os ions e elétrons formados interagem entdo com os campos
magneéticos e sdo acelerados, colidindo com outros atomos de argbnio e gerando
ionizag&o adicional, capaz de manter o plasma. Este € sustentado na extremidade
aberta de um conjunto de trés tubos concéntricos de quartzo, que se encontram
envoltos pela bobina de indugcdo conectada ao gerador de radiofrequéncia, como
mostrado na Figura 5 [26,27].



29

Bobina de indugio
de radiofreqiiéncia

== Fluxo de argénio
1 ”"h““ tangencial de
suporte do plasma

Aerossol ou vapor
da amostra
em argdnic

Figura 5. Fonte de plasma acoplado indutivamente [28].

O plasma formado dessa maneira atinge temperaturas tao elevadas que &
necessario um isolamento térmico do cilindro de quartzo. Este isolamento é
conseguido utilizando um fluxo de argbénio que é introduzido tangencialmente as
paredes do tubo a uma vazédo entre 10 a 15 L min™. Este fluxo resfria as paredes
internas do tubo de quartzo e centraliza o plasma radialmente no tubo. Também
serve como principal fluxo de sustentacdo. Outro fluxo de argbnio de
aproximadamente 1 a 1,5 L min™ transporta a amostra para o plasma. O fluxo total
de argbnio necessario é, portanto,de 11 a17L min’’ [26].

A amostra deve ser transportada para o plasma na forma de uma nuvem
de goticulas denominada aerossol, 0 que é conseguido através de um nebulizador.
Apés, a alta temperatura do plasma evapora o solvente (dessolvatacdo) e, em
seguida, ocorre a volatilizacdo das particulas produzindo as espécies atbmicas e
ibnicas, que por fim podem passar pelas etapas de excitacdo e emissao [26,28].

O nebulizador funciona com alta pressao, proporcionando uma alta
eficiéncia de nebulizacdo com baixa taxa de reabsorcao de amostra, o que € ideal
para acoplamento do ICP com espectrometria de emissao ou de massas [26].
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1.4.1.ICP OES

Na técnica de ICP OES, o plasma é utilizado para a geragao de fétons de
luz pela excitagdo dos elétrons do estado fundamental para niveis de energia mais
altos. Quando os elétrons retornam ao estado fundamental, os fétons com
comprimento de onda especifico, caracteristicos do elemento de interesse, sao
emitidos. Essa radiacdo emitida é separada em seus comprimentos de onda
constituintes por meio de um policromador, normalmente com arranjo echelle, que
sado entado detectados e utilizados para identificagdo e quantificacdo dos elementos
presentes na amostra [26,28].

Quando comparada a técnica de AAS, ICP-OES oferece a grande
vantagem de ser uma técnica multielementar, permitindo obtencao de baixos limites
de detecgdo para varios elementos simultaneamente, incluindo aqueles que formam
oxidos refratarios, terras raras ou que tem baixo potencial de ionizagao, dificeis de

serem determinados por AAS [26].

1.4.2. ICP-MS

A técnica de ICP-MS se baseia na medida da razdo massa/carga (m/z) de
ions positivamente carregados que sao gerados pelo plasma de argénio. Os ions de
massas atbmicas diferentes sdo separados por um analisador de massas para
produzir um espectro de massas [26, 29].

Devido ao fato de que o ICP opera a pressao atmosférica e o analisador
de massas em alto vacuo, € necessaria uma interface entre ambos. Uma vez
produzidos no plasma, os ions sdo direcionados para o espectrémetro de massas
através dessa regidao de interface, que consiste em dois cones metélicos com
diferentes angulos, denominados sampler e skimmer, cada qual com um pequeno
orificio que permite a passagem dos ions para uma lente ibnica, onde serdo guiados

para a regiao de alto vacuo (Figura 6) [26,29].
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Figura 6. Esquema de um ICP-MS (Adaptado de [29]).

Os analisadores de massas mais comumente empregados sao os do tipo

quadrupolo, setor magnético e tempo de voo. O analisador

de massas quadrupolo

consiste em quatro hastes cilindricas, de modo que as hastes em pares opostos séo

conectadas a voltagens de corrente continua e de radiofrequéncia. Pela selecao da

voltagem adequada em cada par de hastes, somente os ions de uma razao m/z

selecionada adquirem uma trajetoria estavel e passam atr

avés do analisador em

direcédo ao detector, enquanto os demais séo ejetados do quadrupolo (Figura 7) [29].
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A técnica de ICP-MS tem sido empregada para a determinagéo
simultinea de um grande numero de elementos desde o inicio da sua
comercializacdao, em 1983, em substituicio a outras técnicas analiticas de
espectrometria atbmica. O crescente interesse por esta técnica se deve a sua ampla
faixa analitica, detecgdo multielementar aliada a baixos limites de deteccdo, 6tima
exatidao e precisdo e seletividade isotdpica, além de permitir que, numa Unica
varredura em modo qualitativo, grande parte dos elementos da tabela periddica
sejam avaliados [26,29]. No entanto, € uma técnica relativamente cara quando
comparada a outras técnicas para determinacdo elementar, além de requerer
pessoal qualificado para a operacdo e manutencao dos equipamentos, de tal modo
que a sua popularidade, embora crescente, ainda ndo € tao alta quanto a das
técnicas de AAS e ICP OES [29].

1.5. Analise Multivariada

A utilizacdo de instrumentacdo moderna para obtencdo de dados
quimicos resultou no crescimento da quantidade e variedade de dados a partir de
um unico experimento. Com o intuito de facilitar o tratamento e o entendimento
desses dados, desenvolveu-se uma ferramenta que utiliza métodos matematicos e
estatisticos que, quando aplicada a andlise de dados quimicos, é chamada de
Quimiometria [30].

Essa ferramenta permite a avaliagdo de dados multivariados, onde duas
ou mais respostas instrumentais (variaveis) estdo relacionadas a cada uma das
amostras [31], de modo que muitas varidveis podem ser analisadas
simultaneamente.

Modernamente, a Quimiometria pode ser dividida em trés grandes areas:
planejamento e otimizacdo de experimentos, reconhecimento de padrées e
calibragdo multivariada [32,33].

Os métodos de reconhecimento de padrdes permitem avaliar tendéncias
em um grande volume de dados, de modo a agrupa-los de acordo com sua
similaridade, podendo ser considerados como uma analise exploratéria [30-33].
Estes métodos podem ser divididos em supervisionados, onde cada amostra
pertence a uma classe conhecida, permitindo a construcdo de modelos, como a

PLS-DA, e nao supervisionados, onde ndao ha necessidade de conhecimento prévio
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sobre as amostras, que serdo agrupadas com base nos dados experimentais, que €
o caso do PCA [30].

A PCA consiste em um método para projecao de dados multivariados em
um espago com menor numero de dimensdes, tornando-os mais facilmente
visualizados e interpretados sem, contudo, afetar as relacbes entre as amostras.
Dessa forma, € possivel avaliar diferengas e similaridades entre estas, além de
detectar as que apresentam comportamento anémalo [30].

Essa andlise pode ser realizada a partir do reconhecimento de padrdes
nos conjuntos de dados, que permitem encontrar um numero menor de novas
variaveis ainda capazes de descrever toda a informagéo contida nos dados, em
outras palavras, preservando a variancia. Esse conjunto de novas variaveis obtidas
a partir dos dados originais sdo as componentes principais (PCs, do inglés Principal
Components), também chamadas de fatores ou autovetores [30-33].

A primeira componente principal (PC1) pode ser encontrada na direcao
que descreve a maior variacao dos dados, ou seja, a maxima variancia, enquanto a
segunda (PC2) é tragcada na direcdo ortogonal a PC1. As componentes
subsequentes (PC3, PC4, etc.) sdo ortogonais a essas duas e descrevem a maxima
variancia restante, de tal modo que, ao final do processo, quase toda a informacao
contida nos dados originais é descrita [30].

Embora a natureza n&do supervisionada do PCA forneca um meio para
alcancar uma reducdo imparcial da dimensionalidade, sua aplicacao apenas revela
estrutura de grupo quando a variacao dentro deste é suficientemente inferior a
variagdo entre grupos diferentes. Assim, as formas supervisionadas de andlise
discriminante, como PLS-DA, onde cada amostra provém de uma classe
estabelecida, e essa informacdo é utilizada durante a andlise dos dados e
construcao dos modelos, também sdo comumente aplicadas, permitindo uma melhor
exposicao das separacoes entre as classes no espaco. A PLS-DA é, portanto, um
método supervisionado que emprega técnicas de regressao multivariada para extrair
através de combinagéo linear das varidveis originais a informacao que pode prever a

associagao da classe [30,34].
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho consiste em determinar os macro e
microelementos em amostras da bebida Ayahuasca prontas para o consumo
utiizando técnicas de ICP-MS e ICP OES e avaliar os possiveis efeitos
psicoterapéuticos da bebida, bem como niveis seguros na sua administracao.

2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar dos analitos a serem quantificados por meio de analises
qualitativas por ICP-MS;

e Desenvolver método multielementar para determinacdo dos elementos
selecionados utilizando ICP OES e ICP-MS;

e (Otimizar as condi¢coes dos equipamentos;

e Determinar as figuras de mérito para avaliar os métodos desenvolvidos;

e Quantificar os analitos em diferentes amostras de Ayahuasca,;

e Avaliar a toxicidade das amostras com relagdo a presenga e concentragéo de
metais potencialmente toxicos;

e Avaliar os efeitos psicoterapéuticos dos analitos quando combinados com o0s
ativos organicos;

e Aplicar ferramentas quimiométricas no intuito de avaliar as possiveis

diferencas entre amostras provenientes de diferentes regiées do Brasil.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1. Preparo de solucées e limpeza de materiais

As solugdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico,
acido nitrico (HNOg3) subdestilado (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 4gua desionizada
(18,2 MQ cm) obtida a partir de sistema de purificagdo de agua (Millipore, Bedford,
EUA). As vidrarias, tubos plasticos e demais materiais utilizados no preparo e
armazenamento das amostras foram descontaminados em banho de HNO; 10%
(v/v) por 24 h e, em seguida, enxaguados com 4gua desionizada.

As solucbes para as curvas analiticas foram preparadas em HNO3 5 %
(v/v) por meio de diluicdo sucessiva de solugdes padrdes certificadas de 1000 mg L
(Qhemis, Brasil) para Ca, Mg, P, Li, Al, Mn, Fe, Co, Cu, As, Rb, Cd, Ba, Hg, Tl e Pb
e 10000 mg L™ (Specsol, Brasil) para K e Sr.

As concentragdes das curvas analiticas foram: 0,03 - 1,0 pg L™ para Hg,
Tl e Cd; 0,05 - 1,0 pg L™ para Pb; 0,05 - 3,0 ug L™ para Li; 0,1 - 1,0 pg L™ para As;
0,1-2,0 ug L' para Co;0,3-2,0 ug L para Cu; 0,1 - 8,0 ug L' para Ba; 1,0 - 80 ug
L para Fe e Mn; 5 - 80 ug L™ para Al; 10 - 200 pg L™ para Zn, 20 - 200 pg L para
SreRb,0,5-5mg L" paraCa, Mge P;5-50mgL" para K.

3.2. Amostras

As amostras constituiram-se de preparagdes de Ayahuasca prontas para
consumo, fornecidas por nucleos da instituicdo Unido do Vegetal (UDV), preparadas
a partir das plantas provenientes de diferentes regides do pais. Foram selecionadas
19 amostras para este estudo (Tabela 1).

O envio das amostras foi acompanhado de um formulario, onde
constavam algumas informag¢des como tipo e origem das plantas e local de preparo
da bebida. Apo6s recebimento, as amostras foram aliquotadas em microtubos de 2

mL e armazenadas em freezer a -80 2C até a ocasido da analise.
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Tabela 1. Origem da Banisteriopsis caapi e Psychotria viridis nas amostras de
Ayahuasca selecionadas para o estudo

Amostras Localizacao Nucleo UDV g.r::gaear;i PO r"”g r?crl';s

1 Aruja/SP SP SP

2 Piracicaba/SP RO RO

3 Piracicaba/SP PA RO

4 Campinas/SP SP AC/SP

5 Campinas/SP SP SP

6 Sao Paulo/SP AC AC

7 Campinas/SP SP SP

8 Jaru/RO RO RO

9 Manaus/AM AM AM

10 Caldas/MG SP SP/MG

11 Jaru/RO RO N&o informado
12 Aracariguama/SP SP SP

13 Rio Branco/AC AC AC

14 Sao Paulo/SP BA SP/BA

15 Campinas/SP SP SP

16 Campinas/SP SP SP

17 Mogi das Cruzes/SP RO Nao informado
18 Sao Paulo/SP Nao informado Nao informado
19 Sao Paulo/SP MG SP

3.3. Preparo das amostras

Foram avaliados o método de andlise direta e decomposicdo acida. A
analise direta mostrou-se inadequada para estas amostras por deixar residuos no
equipamento. Sendo assim, empregou-se 0 procedimento de decomposi¢cdo acida
assistida por radiagdo micro-ondas. Para tanto, as amostras foram centrifugadas
(5804R, Eppendorf, Westbury, EUA) a 10000 rpm por 10 minutos para eliminacéo de
sélidos em suspensao, que ndo costumam ser ingeridos pelos membros dos grupos
religiosos. Em seguida, 200 uL foram transferidos para frascos de decomposicéo,
juntamente com 2 mL de HNO3; subdestilado e 0,5 mL de peréxido de hidrogénio
(Merck, Darmstadt, Alemanha). As condicbes da decomposi¢cdo no forno micro-
ondas (DGT 100 Plus, Provecto, Jundiai, Brasil) foram: 2 min a 400 W € 5 min a 790
W. Apé6s a decomposicdo, o volume foi ajustado com agua desionizada de modo a
atingir 5 % (v/v) de HNOg (fator de diluicdo de 200 x, exceto para Ba e Mn, em que
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os fatores de diluicdo empregados foram de 400 e 800 x, respectivamente). Os

brancos analiticos foram preparados de acordo com 0 mesmo procedimento.

3.4. Instrumentacao

As determinagbes de Ca, Mg, K, P, Sr e Rb foram realizadas
empregando-se espectrdbmetro de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente, ICP OES (iCAP 6300, Thermo, EUA). Os parametros operacionais do
equipamento estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Condigdes operacionais otimizadas do instrumento de ICP OES

Parametros e condicoes operacionais- ICP OES

Marca e modelo Thermo, iCAP 6300
Céamara de nebulizacao Ciclénica
Nebulizador Thermo®
Poténcia RF (W) 1150
Vaz&o do gas nebulizador - Ar (L min™) 0,4
Vazdo do gas auxiliar - Ar (L min™) 0,5
Visao do plasma | (Ca, P, Sr, Rb); Il (Mg, K)
Linhas de emissao (nm) Ca (422,673)

Mg (279,553)

K (769,896)

P (213,618)

Sr (407,771)

Rb (780,023)

I: axial; Il: radial

As determinacobes de Li, Al, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, As, Cd, Ba, Hg, Tl e Pb
foram efetuadas empregando-se ICP-MS (Elan DRC-e, PerkinElmer, EUA),
equipado com um analisador de massas do tipo quadrupolo e cela dinamica de
reacao e colisdo, que emprega os gases metano, hidrogénio ou oxigénio para a
remocao de interferéncias. Os parametros operacionais do equipamento (Tabela 3)
foram otimizados diariamente, de acordo com recomendacédo do fabricante, com
solugdo de 1 ug L de Mg, Al, Cr, Mn, Cu, Rh, Cd, In, Ce, Pb, The Ue 10 ug L de
Ba em HNO;3; 0,5 % (v/v), de modo a obter razdes de contagens de CeO*/Ce" e
Ba?*Ba* inferiores a 3 % e contagens de Mg*, In* e U* maiores que 5000, 25000 e
20000, respectivamente.
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Tabela 3. Condigbes operacionais do instrumento de ICP-MS nas analises
quantitativas

Parametros e condicoes operacionais - ICP-MS

Marca e modelo PerkinElmer ELAN DRC-e

Céamara de nebulizacao Ciclbnica

Nebulizador Meinhard®

Poténcia de Radiofrequéncia (W) 1200 W

Vazéao do gas nebulizador - Ar (L min™) 0,75 - 0,78 (otimizado diariamente)
Vazdo do gas auxiliar - Ar (L min™) 1,0

Faixa de m/z monitorada “Li, 2’Al, %°Mn, %Fe, *°Co, ®3Cu, %2zn,

75AS,111Cd, 1388&, 202Hg, 203T|, 208Pb

3.5. Avaliacao da etapa de preparo de amostras e selecao dos analitos

Com o intuito de avaliar o método de decomposicao empregado nas
amostras, foi avaliada a porcentagem de recuperagcao do elemento Rh, sendo que,
para tanto, uma triplicata de uma mistura das 19 amostras (pool) foi decomposta de
acordo com o procedimento descrito anteriormente, juntamente com 50 pg L™ de
solugcdo-padrao de Rh. Esta adigdao foi efetuada em uma ftriplicata antes da
decomposicado e em outra triplicata ap6s a decomposicao. Apds, a porcentagem de
recuperacdo entre os dois grupos foi determinada e o valor aceito como uma
estimativa da eficiéncia da decomposicéo.

Para a selecdo dos elementos a serem estudados se fez necessaria a
realizacdo de um experimento semi-quantitativo. Para tal fim, empregou-se a mesma
triplicata de amostras fortificada com 50 ug L™ de Rh, cujo sinal foi empregado para
normalizag&o do sinal de todos os elementos.

As amostras foram analisadas empregando-se ICP-MS em modo de
analise semi-quantitativa ( Total Quant), no qual as seguintes faixas de razdo massa-
carga foram monitoradas: 6-44, 45-70, 75-90, 91-130, 131-140 e 180-183.

3.6. Otimizacao dos parametros instrumentais

A otimizacdo dos parametros instrumentais do ICP OES foi realizada de
modo univariado a partir do pool fortificado com os analitos (2 mg L™ de Ca, Mg, K e
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P e 40 pug L™ para Sr e Rb) e decomposto, visando a obtencdo da maior intensidade
do sinal analitico.

Foi efetuada a leitura do branco e da amostra em 9 valores de
radiofrequéncia e vazao do gas nebulizador (Tabela 4).

Tabela 4. Experimentos de radiofrequéncia e vazao do gas nebulizador

Experimento Radiofrequéncia Va_zéo do Gés_ y
(W) Nebulizador (L min™)
1 1150 0,4
2 1150 0,7
3 1150 1,0
4 1200 0,4
5 1200 0,7
6 1200 1,0
7 1250 0,4
8 1250 0,7
9 1250 1,0

Para o equipamento de ICP-MS, utilizou-se a cela de reacdo e colisdo
para a determinacéo dos analitos que estao sujeitos a interferéncias. A vazdo do gas
de reacgdo/colisdo e a voltagem da cela (Rpq) foram otimizados através da
ferramenta para otimizacdo da cela disponivel no equipamento. Para tanto, as
contagens de uma solucdo contendo o isétopo de interesse e seus principais
interferentes em HNO3; 5% (chamada de solugdo matriz) e uma solugdo nao
fortificada (branco) foram testadas para os diferentes parametros: vazao do gas da
cela entre 0,1 e 1,0 mL min”, em intervalos de 0,1 mL min" e voltagem da cela
(Rpq) entre 0,4 € 0,9 V, em intervalos de 0,05 V. A natureza do gas da cela também
foi escolhida entre metano, hidrogénio ou oxigénio, seguindo orientacbes do
fabricante.

Para checagem dos resultados, foram realizados testes de exatidao para
verificagcdo do desempenho do equipamento com as condi¢des otimizadas mediante
a analise de material de referéncia certificado de agua Trace Elements in Water -
SRM1640a fortificado com os interferentes na mesma concentracdo da etapa
anterior.
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3.7. Avaliacao de figuras de mérito

Todas as amostras foram preparadas e analisadas em triplicata. A
linearidade, o limite de deteccao (LOD, do inglés limit of detection), o limite de
quantificacao (LOQ, do inglés limit of quantitation) e a exatidao foram determinados
para o pool da amostra. O LOD foi obtido pelo critério 36 (3 vezes o desvio padrao
de 20 medidas do branco dividido pela inclinagdo da curva), e o LOQ pelo critério
106 (10 vezes o desvio padrdao de 20 medidas do branco dividido pela inclinagéo da
curva). A exatidao dos métodos foi avaliada pelo método de adicdo e recuperacao.
Para tanto, a amostra foi fortificada com os analitos, em trés niveis de fortificacao
(Tabela 5) antes do processo de decomposi¢édo, apdés o qual foram avolumadas de
modo a obter 5% (v/v) de HNOs. As concentracbes empregadas variaram em fungao

da faixa da curva analitica adotada. A recuperacao foi calculada da seguinte forma:

% Recuperagao = (C1 — C2) x 100 Equacéo 1
C3

onde: C1 = Concentracdo do analito na amostra fortificada
C2 = Concentragdo do analito na amostra nao fortificad
C3 = Concentragao do analito adicionada
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Tabela 5. Fortificagio da amostra em trés niveis de concentragdo para
determinacao da exatiddo em ICP OES (italico) e ICP-MS

Niveis de Concentracao (ug L")

Elemento Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Ca 500 2000 3000
Mg 500 1000 2000

P 500 2000 3000
K 5000 15000 25000
Sr 20 60 100
Rb 20 60 100
Li 0,2 0,4 10
Al 5,0 15,0 30,0
Mn 5.0 15,0 30,0
Fe 10 20 40
Co 0.2 0,6 1,0
Cu 0.2 0,6 1,0
Zn 20 40 100
As 0.1 0,3 0,5
Cd 0.1 0,3 0,5
Ba 05 1,0 2,0
Hg 0,1 0’3 0’5
Tl 0,1 0,3 0.5
Pb 0,1 0,3 0.5

3.8. Tratamento estatistico e quimiométrico dos dados

Os resultados foram expressos em termos de média e desvio padrao
entre as triplicatas.

As amostras, de acordo com a regido de origem das plantas utilizadas no
seu preparo, foram avaliadas por meio das seguintes ferramentas quimiométricas:
Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) e
Analise Discriminante pelo Método dos Minimos Quadrados Parciais, também
conhecido por Analise Discriminante por Projecdo a Estruturas Latentes (PLS-DA,
(do inglés Projection to Latent Structures Discriminant Analysis), utilizando-se a

plataforma online MetaboAnalyst.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Avaliacao da etapa de preparo de amostras e selecao dos analitos

A fim de avaliar o processo de preparo da amostra na etapa inicial, o
elemento Rh, adicionado em trés amostras antes da decomposicao acida e em trés
amostras apdés a decomposicado acida, foi quantificado e a sua porcentagem de
recuperagao foi calculada. Obteve-se uma concentragao de (51,5 + 1,4) ug L' e
(49,9 + 0,5) pug L™ antes e apés a decomposicido, respectivamente, o que resultou
numa porcentagem de recuperacao de (103 + 3) %.

Com uma recuperacao proxima a 100 %, considerou-se que nao houve
perdas de analito em decorréncia do processo de preparo de amostra, mostrando a
eficiéncia da decomposicdo. Ressalta-se, no entanto, que as particularidades de
cada elemento tornaram necessaria uma avaliacdo individual, motivo pelo qual foi
realizado o procedimento de adicdo e recuperagdo para cada um deles em etapas
posteriores.

Uma vez que a literatura pesquisada, até a presente data, ndo dispoe de
dados a respeito da composicdo elementar da bebida Ayahuasca, a selegcao dos
elementos a serem estudados foi realizada utilizando-se a ferramenta de analise
exploratéria Total Quant do ICP-MS. Essa ferramenta permite a obtencédo de dados
a respeito da presenca ou auséncia dos elementos na amostra através de uma
andlise semi-quantitativa em que é feita uma varredura em todas as faixas de m/z
selecionadas, a partir da qual o equipamento fornece a intensidade do sinal analitico
de cada elemento, normalizado com um elemento pouco abundante na amostra em
estudo. O elemento escolhido foi o Rh.

Empregando-se como fator de inclusdo os sinais dos elementos, no
minimo, 5 vezes maiores que 0s sinais dos respectivos brancos, foram selecionados
para quantificacdo os seguintes elementos: Li, Al, Mg, P, K, Ca, Mn, Co, Zn, Cu, Rb,
Sr, Cd, Ba e TI. Além disso, a fim de avaliar a toxicidade das amostras devido a
presenca de metais potencialmente téxicos, foram incluidos os elementos As, Cd,
Hg e Pb, totalizando 19 elementos.
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4.2. Otimizacao dos parametros do instrumento de ICP OES

A partir de analises onde foram avaliados os fatores de diluicdo ideais
para a determinagdo de cada elemento, optou-se por utilizar o equipamento ICP
OES para a determinacao dos macroelementos Ca, Mg, K, P e de Sr e Rb.

As linhas de emissdao foram escolhidas com base na auséncia de
interferéncias de elementos presentes na amostra.

Observou-se que a vazdo do gas nebulizador que forneceu maiores
intensidades de sinais para Ca, Mg, K e P foi a de 0,4 L min™ de argdnio (Figura 8a).
Fixando esse parametro, foi realizada a verificagdo da poténcia da fonte de
radiofrequéncia. Considerando que n&do houve variagao significativa no sinal obtido
(Figura 8b), optou-se pela menor poténcia avaliada, 1150 W, a fim de se prolongar a
vida util do equipamento. Para a determinagéo de Sr e Rb observou-se que a vazao
de 0,4 L min™ forneceu maiores intensidades para o Rb, sem perdas significativas no
sinal do Sr (Figura 8c), tendo sido esta, portanto, a vazdo escolhida. Com relagéo a
poténcia da fonte de radiofrequéncia, optou-se por trabalhar usando 1150 W (Figura
8d).
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Figura 8. Otimizacdo dos parametros instrumentais do ICP OES: a) vaz&o do gas
nebulizador e b) poténcia da fonte de radiofrequéncia para a determinacao de Ca,
Mg, K e P; ¢) vazdo do gas nebulizador e d) poténcia da fonte de radiofrequéncia
para a determinacao de Sr e Rb.

As duas visbes de observagédo do plasma, axial e radial, foram avaliadas

(Figura 9a). Para os elementos Ca e P optou-se pela visao axial, pois a visdo radial

apresentou baixa intensidade de sinal. Ja para Mg e K a intensidade do sinal na

visdo radial foi considerada suficiente, tendo sido escolhida para ambos. No caso do

Sr, a visao axial forneceu maiores intensidades e o sinal do Rb nao foi detectado na

visdo radial, de modo que empregou-se a visao axial para ambos (Figura 9b).
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Figura 9. Otimizagédo dos parametros instrumentais ICP OES: a) visgo axial e radial
para a determinacao de Ca, Mg, K e Rb e b) determinagéao de Sr e Rb.

4.3. Otimizacao dos parametros do ICP-MS

As andlises em ICP-MS estao sujeitas a interferéncias, que podem
dificultar as determinacdes de elementos traco. Dentre estas, as mais comuns sao
as interferéncias espectrais: poliatbmicas, provenientes de espécies de argbnio,
componentes da matriz da amostra/solvente e oxigénio do ar e isobaricas,
resultantes de dois isétopos diferentes com a mesma m/z, como seria o caso de >*Fe
e %Cr [29].

Para este trabalho, os isétopos ’Li, ®*zZn '"'Cd, "*®Ba, ?**Hg, 2**Tl e ?*®Pb
foram escolhidos levando-se em consideragdo a auséncia de interferéncias
isobaricas e poliatdmicas. Ja no caso de #’Al, **Mn, *Fe, *°Co, ®Cu e "As
empregou-se a cela de reacdo e colisdo do equipamento para remocao das

interferéncias constantes, apresentadas na Tabela 6.



Tabela 6. Elementos, abundancia natural e principais interferentes

Isétopo/espécie Abundancia Principais interferentes
monitorada natural® (%) poliatémicos
27A| 100 1H12C14N+
*Mn 100 ¥K'®0
56Fe 91 ,72 40AI’160+, 40Ca160+
59Co 100 430a160+’ 24M935C|+
cu 69,17 ®Cca'®oH, *mg¥Cl*
As 100 Bca'®0,, YArccr, *°co’0*

*de acordo com a IUPAC [35].

46

Para a otimizacdo dos parametros vazao do gas de reacao/colisdo e

Rpg empregou-se a ferramenta para otimizacao da cela disponivel do equipamento.

Essa ferramenta fornece a condicdo que oferece maiores intensidades nas

contagens dos elementos presentes na solucdo matriz (sinal) quando comparadas

com as contagens da solugédo branco (ruido). A melhor condicdo sera aquela cuja

raz&o sinal/ruido € a maior possivel. A vantagem dessa ferramenta é que ela permite

que isso seja feito de modo automatico pelo equipamento, a partir dessas duas

solucdes apenas, o que permite economia de tempo, reagentes e dos materiais de

consumo do equipamento que, geralmente, tém custo elevado.

As condigbdes otimizadas, bem como os gases empregados, que foram

escolhidos de acordo com a orientagao do fabricante, estdo apresentados na Tabela

7.

Tabela 7. Condicdes de operacao otimizadas para cela de reacao e colisdo

Condicoes de operacao otimizadas para cela de reacao e colisao

Isétopo/espécie Gas de

= . -1

monitorada reacdo/colisdo Vazao do gas (mlL min") Apq (V)
27Al Hidrogénio 1,0 0,90
*Mn Metano 0,9 0,90
%6Fg Metano 0,7 0,90
*Co Metano 0,4 0,75
3Cu Metano 0,7 0,90
“As Oxigénio 0,3 0,45




47

Visando a avaliacdo das condi¢des otimizadas para o equipamento ICP-
MS, foi verificada a exatiddo do método analisando-se material de referéncia
certificado de agua NIST SRM1640a fortificado com os principais interferentes
constantes nas amostras. A fortificagdo foi necessaria porque o material de
referéncia certificado nao continha estes elementos em sua composicdo. Os
resultados (Tabela 8) mostram que as recuperacdes dos elementos variaram de 82
a 111 %, indicando concordancia entre os valores determinados e os valores
certificados. Os desvios padrao relativos variaram de 0,72 a 8,15 %, indicando boa
precisao.

Tabela 8. Resultados da determinacdo em NIST SRM 1640a fortificado com
potenciais interferentes (X £'s, n = 3).

Material de Referéncia Certificado SRM1640a*
Valor verdadeiro Valor encontrado DPR  Recuperacao

Flemento gL (o L") (%) (%)
"Li 1 1,11+ 0,03 2,41 111
27p 53 48 +3 7,01 90

*Mn 40,39 38,4 +0,7 1,68 5

6Fe 36,8 33,4+0,3 0,97 91

¥Co 20,24 20 £ 1 5,79 98
®Cu 85,75 81,6 +0,6 0,72 95
%4Zn 55,64 61 +2 3,80 110
SAs 8,075 6,6 +0,3 3,85 82
Mcd 3,99 42+0,2 5,05 106
138pg 151,8 137 +10 7,09 91

202Hg 0,5 0,50 + 0,04 8,15 99
2037 1,62 1,49 + 0,01 0,78 92
208pp, 12,101 10,6 £ 0,2 2,23 87

*exceto Li, que foi adicionado.

4.4. Avaliacao de figuras de mérito

Para verificar a confiabilidade dos métodos desenvolvidos, tanto para ICP
OES como para ICP-MS, foram determinadas as figuras de mérito linearidade, LOD,
LOQ e exatidao. Para o caso de o desenvolvimento de um método novo, essa etapa
é essencial para garantir que os resultados sejam confiaveis.
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4.4 1. Linearidade

A linearidade é a capacidade de reproducao de resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito nas amostras, na faixa de
concentracao selecionada para o trabalho. Com isso, obtém-se informacao sobre a
dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo. Pode ser calculada a partir
da equacao da regresséo linear, determinada pelo método dos minimos quadrados.
O coeficiente de correlagdo linear (R) indica o quanto a reta obtida pela regressao
linear € adequada como modelo matematico [36].

Empregando-se as condicbes otimizadas para ambos 0s equipamentos,
as curvas analiticas foram obtidas com valores de R iguais ou superiores a 0,999,

indicando boa linearidade (Tabela 9).

Tabela 9. Coeficientes de correlacdo obtidos para a determinacdo dos elementos
por ICP OES (italico) e ICP-MS

Elemento R Elemento R
Ca 0,999 Co 0,999
Mg 0,999 Cu 0,999

P 1,000 Zn 0,999
K 0,999 As 0,999
Sr 0,999 Cd 0,999
Rb 0,999 Ba 0,999
Li 1,000 Hg 0,999
Al 0,999 Tl 0,999
Mn 0,999 Pb 0,999
Fe 0,999

4.4.2. Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagéo

O LOD e o LOQ sao parametros relacionados entre si, mas que tem
definigdes distintas. O LOD pode ser definido como o menor valor de concentragao
do analito em uma amostra que pode ser detectado pelo método, mas nao
necessariamente quantificado. J& o LOQ é a menor concentragdo do analito que
pode ser determinado com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢cdes

experimentais estabelecidas [36].
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Foram observados LOQ abaixo de 1,050 mg L' para todos os
macroelementos e inferiores a 6 pg L' para Sr e Rb. Para os elementos
determinados por ICP-MS foram observados LOQ abaixo de 0,187 ug L™, valores
esperados devido a alta sensibilidade da técnica, exceto para Al, Fe e Zn (Tabela
10).

Tabela 10. LOD e LOQ obtidos para a determinacdo dos elementos por ICP OES
(italico) e ICP-MS

£l ' LOD LOQ - t LOD LOQ
eMEM® wgL™ (mgL™ "o (gL (ugL?)
Ca 4 15 Co 0,003 0,011
Mg 9 30 Cu 0,104 0,347
P 10 33 Zn 0,170 0,567
K 300 1050 As 0,024 0,079
Sr 0,4 1 Cd 0,005 0,016
Rb 2 6 Ba 0,039 0,129
Li 0,011 0,037 Hg 0,005 0,017
Al 1,077 3,590 Tl 0,001 0,003
Mn 0,056 0,187 Pb 0,012 0,041
Fe 0,918 3,060

4.4 3. Exatidao

A exatiddo de um método indica a concordancia entre os resultados
obtidos em um determinado ensaio com relacdo a um valor de referéncia aceito
como verdadeiro [37].

Uma vez que n&o ha disponibilidade de material de referéncia certificado
para vegetais em decocgao, a exatiddo dos métodos foi avaliada mediante ensaios
de adicdo e recuperacdo em trés niveis de concentracdo. Foram obtidas
recuperacoes entre 80 e 113 % para os elementos determinados por ICP OES e de
80 a 118 % para ICP-MS (Tabela 11), indicando exatidao satisfatéria de acordo com
a recomendacao da AOAC para as concentracdes estudadas [38].
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Tabela 11. Porcentagens de Recuperagcdo obtidas para a determinagdo dos

elementos por ICP OES (itlico) e ICP-MS (X £ s, n = 3)

Elemento

Recuperacao (%)

Elemento

Recuperacao (%)

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Ca 96 +9 92+4 92+2 Co 118+6 100+ 2 103 +2
Mg 99+38 80+6 83 +1 Cu 83+4 90+ 9 92+3
P 100 + 6 94 +1 95 +1 Zn 99+9 100+7 103 + 1
K 95 + 11 94 +3 96 + 1 As 108 £ 6 89+5 109 +4
Sr 90 +4 94 +1 87 +3 Cd 112+4 109 +2 109 + 1
Rb 104 +4 113 +3 95+12 Ba 80+8 101 +7 109 +4
Li 106 + 3 106 + 3 105+ 2 Hg 84 +2 88+3 88 +2
Al 95+2 99+3 100 £2 Tl 112+2 88+3 88 +2
Mn 84,5+0,1 100+ 6 95+2 Pb 114 + 24 106 £t6 105,1£0,2
Fe 108 +10 101 +6 99 +3

4.5. Determinacao do conteudo total

Os minerais absorvidos pelas plantas podem ser disponibilizados para o

corpo humano seja pelo consumo da planta crua como de qualquer forma de

preparacao, incluindo as bebidas preparadas a partir da decocgdo de partes da

planta, como na Ayahuasca, ou em medicamentos fitoterapicos. Uma vez que estes

elementos podem ter influéncia sobre a nutricio e salude das pessoas, para o

emprego da bebida com finalidade psicoterapéutica para casos de depressao e para

o desenvolvimento de um fitoterapico, € importante o conhecimento do seu conteudo

elementar. Sendo assim, foi realizada a quantificacdo dos elementos em 19

amostras obtidas de nucleos da UDV, o maior grupo religioso que faz uso da bebida

no Brasil. Nas Tabelas 12 e 13 estdo apresentadas as concentracdes totais dos

elementos obtidas por ICP OES e ICP-MS, respectivamente, e seus valores de

desvio padrao, calculados a partir das triplicatas.
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Tabela 12. Concentracoes totais dos elementos determinados por ICP OES em 19

amostras de Ayahuasca analisadas (X s, n = 3)

Concentracéo total, mg L

Ca Mg P K Sr Rb

Amostra 1 158 +3 560 + 4 174,4 +0,6 2964 + 15 51+0,2 11 £1
Amostra 2 664 + 23 692 + 21 616 + 23 4921 + 149 10+2 6,4+£0,8
Amostra 3 629 + 37 678 £ 42 599 + 30 4798 + 223 7,83 £ 0,01 6,3+0,7
Amostra 4 438 £ 13 893 + 34 555 + 21 6396 + 232 10,3+0,4 12,5+0,6
Amostra 5 153+ 17 424 + 22 47 +2 2017 +58 3,1+0,2 5+0,3
Amostra 6 497 +18 833 £ 42 152+ 7 3433 £ 167 8 +0,04 12,1 +0,1
Amostra 7 397 £12 389 + 11 107 +2 2549 + 15 6,7 +0,2 8,5+0,1
Amostra 8 500 + 11 713 +19 371 + 11 4656 + 109 4310,2 7,6 £0,2
Amostra 9 282 + 11 476 + 14 316 £ 10 5391 £ 156 2+0,2 10,9+£0,4
Amostra 10 235+ 19 477 + 14 62 +1 2397 £ 58 44+0,2 491+0,2
Amostra 11 489 + 18 705 +18 3835 4501 + 64 43+0,2 7,602
Amostra 12 280 +4 3136 62 £1 2217 + 39 1,73 £0,03 19,6 £0,3
Amostra 13 576 + 24 1034 + 37 272+8 7263 £ 100 11,4+0,5 21,2+0,5
Amostra 14 1027 1034 +43 1375 3827 £ 104 3,6 £0,2 6,9+0,3
Amostra 15 402 + 29 540 + 28 76 +4 2412 £ 111 5,6 +0,3 39+0,2
Amostra 16 166 + 1 953 +£2 395 +1 6022 + 6 8,21 £ 0,04 19,3 £ 0,1
Amostra 17 420 + 22 3977 96 +2 2485 £ 53 7,6 £0,2 7,9+0,3
Amostra 18 479 + 14 838 +17 2375 5126 + 71 8,6 £0,1 25,3+0,3
Amostra 19 169 + 18 1542 + 26 498 + 11 6962 + 120 14 +1 37+4




Tabela 13. Concentragdes totais dos elementos determinados por ICP-MS em 19 amostras de Ayahuasca analisadas (X +s, n = 3)
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Concentracéo total, pg L

Li Al Mn Fe Cu Co Zn As Cd Ba Hg Tl Pb
Amostra 1 9,4+0,7 5641 +397 33615+ 1984 1753 <LQ 85+1 9915 + 140 <LQ 11,0+£0,4 1055160 <LQ 31,604 179 £ 28
Amostra2 339+04 5016+341 303731225 1810+63 <LQ 301 15702 £ 445 <LQ 10,9+05 2137 +67 <LQ 5,64 £ 0,05 <LQ
Amostra3 34,7+0,6 4767 +287 29921 + 907 4870+319 <LQ 30 £1 15283 + 186 <LQ 11,05+0,6 2189 +26 <LQ 57+0,2 <LQ
Amostra 4 57 +2 <LQ 24800 + 1355 2001£79 116 +10 142+7 12591 £110 <LQ 8,4+0,6 381343 <LQ 8,7+0,1 27 +1
Amostra5 112+0,9 72341385 22142 +485 4432+1011 81+12 7 £1 7230 + 548 <LQ 43+0,1 185+ 10 <LQ 10,6 £0,3 72 +10
Amostra 6 73+3 1325 +277 22501 + 421 4779166 <LQ <LQ 616 £ 94 <LQ 44+05 216+ 7 <LQ 15,6 £0,6 319
Amostra7 53,9+05 34901148 27608 +239 2857+1913 87 £33 35+1 15420 + 165 <LQ 26,9+0,7 700+20 <LQ 10,2+0,2 159+ 9
Amostra8 112+0,5 3608 +41 33640 + 382 175945 <LQ 222+0,3 84441177 <LQ 10,2+0,2 56814 <LQ 3,8+0,2 179+8
Amostra 9 45+0,2 1937 + 188 7709 + 234 24631375 <LQ 56+04 11113 +£550 <LQ 11,8 +0,5 199+ 9 <LQ 79+0,2 172
Amostra10 8,7+0,3 8863 + 607 7659 + 239 2732+383 <LQ 9,6 +£0,8 6707145 <LQ 3,9+0,2 31916 <LQ 6,5+0,2 58 3
Amostrai1l 124 +02 4569+133 30859 + 314 21781248 119+ 28 2112 9390 + 779 <LQ 10,4 £0,2 595+32 <LQ 3,9+0,1 158 £ 5
Amostra12 21,6+0,9 1151 +£140 4848 + 274 24621525 <LQ 92+0,2 44691177 <LQ 8,0+£0,4 353+3 <LQ 6,6 £ 0,1 <LQ
Amostra 13 66 + 1 7905 £640 93519 +4385 18931112 74 +£13 39 +1 1765 + 733 <LQ 18+2 1969 + 101 <LQ 10,2+0,3 54+8
Amostrai14 76,3+0,7 <LQ 30082 + 347 1834+34 <LQ 706 6561 297 <LQ 8,1+£0,5 507 +43 <LQ 11,4 +0,3 <LQ
Amostra15 10,8 +0,2 <LQ 18291 £ 535 1811166 <LQ 6,9+0,7 9672 %850 <LQ 6+1 829 + 21 <LQ 14,6 £0,3 140 + 11
Amostra16 755+0,7 <LQ 29783 £ 562 1865198 <LQ 1706 10862 + 265 <LQ 9,7+0,2 669 * 43 <LQ 13,3+£0,2 <LQ
Amostra 17 50 +1 6094 £194 39713 + 1041 3491+101 <LQ 6312 13691 + 423 <LQ 16,5+0,5 50320 <LQ 13,3+£0,2 351+9
Amostra18 145+0,2 3135+289 47370 +2055 2415150 <LQ 15,8+0,4 1355273 <LQ 38+05 1117128 <LQ 11,4 +0,2 <LQ
Amostra19 29,0+0,7 9709 +205 7709 £ 234 6902+143 169 £ 40 60 +2 19264 + 520 <LQ 78+0,2 2564 +83 <LQ 19,3+£0,5 152 + 14
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Em relacdo aos macroelementos estudados, essenciais para a dieta
humana, os teores de Ca variaram de 102 a 664 mg L™, os de Mg de 313 a 1542 mg
L', os de Pde 47 a616 mg L' e os de K de 2017 a 7263 mg L. As concentracdes
de Mg e K estdo acima do encontrado em outras bebidas preparadas a partir da
infusdo de plantas medicinais. PYTLAKOWSKA et al (2012), por exemplo, encontrou
valores de Mg e K que variaram de 129 a 442 mg L' e 1048 a 2782 mg L™,
respectivamente [25]. Esses valores mais altos podem ser devido ao fato de o
processo de decoccdo ser mais extremo quando comparado ao de infusao,
resultando em maior extragdo desses compostos, ainda mais considerando que o0s
valores de sdo muito préximos aos encontrados por ARUMUGAN et al. (2012) em
folnas de outras plantas medicinais, que encontrou concentracbes de K que
variaram de 2524 a 8096 mg L' [39], valores muito proximos aos obtidos neste
trabalho. Essas concentracdes elevadas sédo esperadas em bebidas derivadas de
plantas, por serem elementos essenciais ao seu desenvolvimento, estando presente
em praticamente todos os seus 6rgaos e tecidos.

De acordo com o regulamento técnico sobre ingestao diaria recomendada
pela ANVISA [40], o limite para ingestao de Ca, Mg e P para individuos adultos é de
1000, 260 e 700 mg/dia, respectivamente, e a OMS [41] recomenda um maximo de
3510 mg/dia para K.

Levando-se em consideracao os valores de ingestao diaria recomendados
e estimando uma ingestdo de aproximadamente 200 mL de Ayahuasca, as
quantidades maximas desses minerais que seriam ingeridas quando da
administragdo da bebida sdo as constantes na Tabela 14. Essa estimativa foi
realizada a partir das amostras que apresentaram a maior concentragdao para cada
um dos elementos, de modo que reflete o valor maximo que poderia ser ingerido ao

se consumir a bebida.

Tabela 14. Valores de ingestao diaria recomendada de macroelementos e doses
maximas ao se consumir um volume de 200 mL de Ayahuasca

Ingestao recomendada Ingerido com Valores Diarios
(mg/dia) Ayahuasca (mg/dia) (%)
Ca 1000 133 13
Mg 260 308 118
p 700 123 18

K 3510 1453 41
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Verifica-se que, excetuando-se o Mg, todos os demais elementos seriam
ingeridos numa quantidade inferior ao limite recomendado, ndo sendo, portanto,
prejudiciais. Com relacdao ao Mg, ha ainda que se levar em consideracao que 0s
rituais religiosos que administram Ayahuasca sao efetuados a cada 15 dias, e ainda,
baseando-se no estudo de Osério et al. (2015) [9], os efeitos antidepressivos desta
tém a duracdo aproximada de 15 dias, o que significa que esse seria o periodo de
tempo entre uma ingestao e outra, de modo que poderia ser administrada sem
maiores problemas, ainda mais considerando-se que apenas uma amostra (amostra
19) apresenta uma concentragao superior ao recomendado.

Sr e Rb estao presentes nas concentragoes de 2 a 11,4 mg L"'e3,9a37
mg L, respectivamente. As concentragdes de Sr estdo abaixo do encontrado em
outras plantas medicinais, bem como em suas infusbes. Isso pode ser devido a
menor eficiéncia de extracao do Sr [25], podendo ser também o caso do Rb.

Com relacao aos microelementos, as maiores concentragdes encontradas
foram as dos elementos Mn (4,85 a 93,52 mg L"), Zn (0,62 a 19,26 mg L™, Al (1,15
a9,71mgL"),Ba(0,20a3,81 mgL") eFe(1,7526,90mgL").

Tendo em vista que alguns microelementos s&o considerados nutrientes
essenciais para o organismo, a ANVISA [40] também estabelece valores diarios
recomendados para a sua ingestdo, exceto para o Li, cuja essencialidade ainda é
discutivel [42]. A Tabela 15 estabelece os valores de ingestdo diaria recomendados
desses elementos, bem como aqueles maximos obtidos mediante administracdo da

Ayahuasca, considerando um ingestao de 200 mL.

Tabela 15. Valores de ingestdo diaria recomendada de microelementos e doses
maximas ao se consumir um volume de 200 mL de Ayahuasca

Ingestao recomendada Ingerido com o
) (mg/dia) Ayahgasca (mg/dia) Valores Diarios (%)
Fe 14 1,4 10
Zn 7,0 3,9 56
Cu 0,9 0,03 3
Li 1,0° 0,015 15

**Valor provisorio, pois a essencialidade do Li ainda é discutivel [37].

Os valores permitem concluir que todos estes microelementos seriam
ingeridos numa quantidade inferior ao limite recomendado, ndo sendo, portanto,

prejudiciais.
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Com relagédo ao Co, a ingestdo maxima recomendada é de 0,0024 mg
[40]. Ainda que os valores estejam acima dos valores diarios recomendados na
maioria das amostras, a ingestao seria realizada a cada 15 dias e nao diariamente.
Deve-se considerar também que ha uma grande margem entre os valores presentes
nas amostras e os valores toxicos, que sdo de 250 — 300 mg kg™ de peso corpéreo
[43].

A dose diaria de ingestao recomendada de Mn € de 2,3 mg. Por ser um
elemento considerado téxico acima de determinadas concentracdes, estabelece-se
também o limite diario de ingestao toleravel, que é de 11 mg [44]. Entre todas as
amostras analisadas, apenas uma (amostra 13) apresentou ingestdo maxima de Mn
acima do valor toleravel, que foi de 18,7 mg, considerando um volume de 200 mL da
bebida. Todas as outras amostras apresentaram-se com valores inferiores ao limite
toleravel e, embora estejam acima do valor diario recomendado, deve-se levar em
consideracao que a ingestao da Ayahuasca seria a cada 15 dias.

A ANVISA, em sua RDC n® 48, de 16 de marco de 2004, que dispbe
sobre o registro de medicamentos fitoterapicos, estabelece que, para o registro, o
medicamento deve preencher alguns requisitos, como a auséncia de riscos toxicos
ao usuario e auséncia de grupos ou substancias quimicas toxicas, ou se presentes,
que sejam dentro de limites comprovadamente seguros. Essa resolugdo abrange
medicamentos cujos principios ativos sdo exclusivamente derivados de drogas
vegetais [45], como seria 0 caso da Ayahuasca.

Assim, a respeito dos metais pesados potencialmente téxicos, As e Hg
ficaram abaixo do limite de quantificacdo em todas as amostras. As concentragdes
de Cd variaram de 3,8 2 26,9 ug L™ e as de Pb de 0,041 a 351 ug L™, ambas abaixo
dos limites toleraveis pela OMS em preparacdes derivadas de plantas medicinais,
que sdo de 0,3 mg kg™’ para Cd e 10 mg kg para Pb [46]. Com relacdo ao Ba, a
ingestao diaria toleravel é de 12,6 mg para uma pessoa de 60 kg [47]. Os valores
obtidos em todas as amostras estdo abaixo desse limite.

Por fim, tendo em vista a sua natureza cumulativa no organismo, 0s
valores toleraveis para o Al foram estabelecidos semanalmente, sendo de 60
mg/semana para uma pessoa de 60 kg [48], de tal modo que a Ayahuasca se
apresenta segura também com relagéo a este elemento.

Como visto, as concentragbes de todos os elementos apresentaram
grande variacao entre as amostras. As causas dessa variacao podem ter origem nas
condicdes diversas a que as plantas estiverem expostas, ja que sdo provenientes
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tanto da regido sudeste como da regidao norte do Brasil e, portanto, submetidas a
condigbes climaticas e de solo diferentes. Podem ainda, ser decorréncia de
variacdes aleatérias. No caso da bebida Ayahuasca, cujo preparo se da de modo
artesanal, essas variagdes aleatdrias podem estar relacionadas tanto ao modo de
preparo, como com a quantidade das plantas empregada, tempo de cozimento,
recipiente de preparo, armazenamento, entre outros. Essas condi¢des poderiam ser
melhor controladas e avaliadas se as amostras tivessem sido preparadas no
laboratério, o que nao foi possivel devido ao impedimento legal por conta da
presenca de substancia proscrita pela legislagao brasileira (DMT), que sé permite o
preparo da bebida para uso ritual. Por outro lado, da forma como foi realizado, os
resultados refletem a condicéo real da bebida ao ser consumida.

4.6. Analise Multivariada

A fim de verificar se as variacbes observadas nas concentracoes dos
elementos entre as amostras sao decorrentes de condi¢des diferentes de exposi¢ao
das plantas durante seu cultivo ou de variagdes ocasionadas durante o preparo,
procedeu-se a uma andlise multivariada empregando-se métodos de
reconhecimento de padrodes.

No intuito de avaliar se as diferencas observadas no contetdo total
elementar poderiam agrupar as amostras de acordo com a regido de origem das
plantas, os dados obtidos foram submetidos a analise exploratoria por meio do
método n&o supervisionado de analise PCA e pelo método supervisionado, PLS-DA.

Estas ferramentas tornaram possivel a avaliacao de todas as variaveis
simultaneamente, a fim de verificar a possibilidade de formacao de agrupamentos a
partir das caracteristicas das amostras de uma forma mais rgpida, uma vez que
permitiu maior facilidade na visualizagdo dos dados.

Para tanto, os dados foram organizados em um arranjo ordenado de
linhas e colunas para formar as matrizes, em que cada linha correspondeu a uma
amostra e onde as variaveis de cada amostra foram posicionadas em colunas.
Considerando as diferencas nas ordens de grandeza entre macro e microelementos,
foi necessario um pré-tratamento dos dados, com o objetivo de minimizar o peso em
relacao as diferentes proporcoes. Neste trabalho, o pré-tratamento consistiu em uma
normalizacédo dos dados pela mediana das amostras, uma transformacéo logaritmica

(log1o) para linearizagdo dos dados e autoescalamento, em que cada coluna da
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matriz de dados é centrada na média e escalada pelo desvio-padrdo dessa coluna
[30].
O efeito desse tratamento sobre o conjunto de amostras pode ser

visualizado na Figura 10.
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento dos dados sobre as ordens de grandeza das
variaveis: normalizacdo pela mediana da amostra, transformacdo em log e
autoescalamento.

Ap6s a normalizacdo dos dados, uma anadlise de correlacao foi usada
para visualizar as correlagcdes gerais entre diferentes caracteristicas, a partir da qual
se obteve-se um heatmap, onde cada quadrado colorido corresponde a um valor de

concentragao, sendo que o vermelho representa maiores concentragoes.
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Figura 11. Comparagao por heatmap da abundancia dos elementos das amostras
provenientes da regido Norte (vermelho) e Sudeste (verde).

Pela inspecdo do heatmap percebe-se que o cobalto esta com alta
concentragdo na amostra 16, proveniente da regiao Sudeste. Checando na Tabela
13, de fato esta é a amostra mais concentrada. Esse recurso é interessante porque
permite que sejam identificadas amostras com valores excepcionalmente altos ou
baixos mediante uma rapida inspeg¢ao, como foi neste caso. No alto da figura, é
possivel verificar também o grau de similaridade entre as amostras, sendo que sédo
mais similares quanto menor for o tamanho das linhas.

Em seguida, foi realizada a PCA com o intuito de modelar os dados
referentes ao conteudo elementar por duas componentes principais (PC1 e PC2). As
Figuras 12 e 13 mostram o resultado para as amostras preparadas com plantas
provenientes das regides Norte e Sudeste do Brasil.
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Figura 12. Grafico de scores para bebidas Ayahuasca preparadas com P. viridis e B.
caapi provenientes das regides Norte (vermelho) e Sudeste (verde).
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Figura 13. Grafico de loadings para bebidas Ayahuasca preparadas com P. viridis e
B. caapi provenientes das regides Norte e Sudeste.
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Os scores representam as coordenadas das amostras no sistema de
eixos formado pelos PCs. Estas variaveis sdo ponderadas pelos loadings, que
mostram a contribuigdo de cada variavel original para o0 modelo.

No gréafico de scores (Figura 12), a porcentagem de variancia explicada
pela PC1 foi de 53,9 %, enquanto a da PC2 foi de 11,8 %. Essas duas
componentes, portanto, explicaram 65,7 % dos dados. Ha uma porcentagem dos
dados que nao puderam ser modelados pelas PCs, que representam o residuo.

Essa modelagem por PCA parece nao sido adequada para este conjunto
de dados, pois a maior parte das amostras se concentrou no centro do grafico, néo
sendo possivel a distingdo clara entre elas. Dessa forma, uma andlise do grafico de
loadings (Figura 13), que deveria permitir que fossem feitas correlagdes entre os
agrupamentos e as concentragbes dos elementos, nao fornece informacgao
conclusiva. A primeira vista, parece que os elementos Cu, Pb, na parte inferior do
gréfico contribuiram mais para as amostras 6 e 13, Al e Fe para as amostras que
estdo mais deslocadas para a direita enquanto que todos os outros elementos
contribuiram mais para as amostras que estao deslocadas para a esquerda.

De acordo com Worley e Powers (2013), a analise de PCA fornece um
primeiro olhar informativo sobre as relagdes entre os grupos, podendo ser utilizadas
para formular uma concluséo inicial que PLS-DA pode verificar e testar com mais
detalhes [34]. A aplicacao do método PLS-DA sobre as mesmas amostras forneceu
o resultado apresentado nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14. Grafico de scores de analise PLS-DA para bebidas Ayahuasca
preparadas com P. viridis e B. caapi das regides Norte (vermelho) e Sudeste (verde).
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Pelo gréafico de scores da andlise PLS-DA (Figura 14) foi possivel verificar
a formacdo dos dois agrupamentos das amostras, sendo que a porcentagem de
dados explicados por PC1 foi de 17,1 % e PC2 foi de 45,4 %, o que fornece uma
porcentagem de 62,5 % de dados explicados.

Para visualizagdo do nivel de intensidade de cada elemento para essa
separagao utilizou-se um dos métodos de medida de importancia de cada variavel,
VIP (do inglés Variable Importance in Projection) (Figura 15), em que se faz a soma
ponderada dos quadrados dos PLS loadings levando em consideracdo a quantidade
de variacdo em Y em cada dimensdo. As caixas coloridas a direita indicam as
concentragbes de cada elemento, sendo que o vermelho representa maior
concentragdo e o verde menor. Quanto aos circulos em azul, quanto mais para a
direita, maior é a importancia dessa variavel para a separacao dos grupos. Observa-
se que P, Ca, Zn e Al foram os que mais contribuiram para essa separa¢ao, sendo
que P, Ca e Al estdo em maior concentragdo nas amostras da regido Norte
enquanto que Zn estd em maior concentragdo nas amostras da regido Sudeste.

O método de PLS-DA tem uma tendéncia para ajustar modelos, as vezes
identificando uma excelente separacdo de classes em variaveis completamente
aleatorias, de modo que é necessario uma validagdo para garantir a confiabilidade
do modelo [34]. A validacao fornecida pelo MetaboAnalyst é baseada na validagcédo
cruzada, em que sao calculados os valores de Q2 e R2.

O valor de Q2 normalmente é relatado como resultado da validacao
cruzada e fornece uma medida qualitativa de consisténcia entre os dados previstos e
0s originais, enquanto R2, embora ndo seja estritamente uma medida de validacédo
cruzada, pode ser usado para avaliar seu grau de ajuste aos dados. Valores R2 e
Q2 altamente dispares ou valores de Q2 negativos sdo um indicador de possivel
ajuste excessivo do modelo em andlises supervisionadas [34], ou seja, 0 modelo nao
é previsivel ou esta excessivamente ajustado.

A validacao cruzada para o modelo PLS-DA (Figura 16) forneceu valores
de Q2 negativos, ou seja, muito provavelmente este modelo tem baixa relevancia

estatistica, devendo ser avaliado com cautela.
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Figura 16. Validagdo cruzada para modelo PLS-DA de bebidas Ayahuasca
preparadas com P. viridis e B. caapi provenientes das regides Norte e Sudeste.

Tanto PCA quanto PLS-DA forneceram modelos que explicaram
aproximadamente 60 % dos dados, 0 que indica que, embora uma parcela das
variagbes no conteudo elementar encontradas entre as amostras possam ser
decorrentes das regides de procedéncia das plantas, ainda assim, ha uma grande
parcela que nao pode ser explicada desse modo.

Sendo assim, pode-se concluir que essas variacdes sdao ocasionadas por
variagdes decorrentes do modo de preparo, da quantidade das plantas empregada,
proporcdo entre as duas espécies, tempo de cozimento, recipiente de preparo,
armazenamento, entre outros, como mencionado anteriormente. Este resultado é
muito compreensivel, uma vez que cada amostra foi preparada de modo artesanal,
em nucleos da UDV diferentes, sem a utilizagcdo de um protocolo padrao, sendo de
se esperar, portanto, que as concentragdes dos elementos seriam diferentes em

cada uma delas.

4.7. Potenciais efeitos psicoterapéuticos da Ayahuasca

Para a avaliacdo dos efeitos psicoterapéuticos dos elementos, tanto
individualmente como quando combinados com os ativos organicos, é necessario o
conhecimento das propriedades antidepressivas dos elementos, se presentes.

O papel dos ions metélicos no cérebro esta ligado ao desenvolvimento e

manutencdo de atividades enziméticas, aprendizado e memdria, funcéo
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mitocondrial, mielinizacdo e neurotransmissdo. O rompimento de qualquer um
desses mecanismos ou a absor¢cdo de metais tdxicos gera um desequilibrio da
homeostase do metal no cérebro, que inicia uma cascata de eventos que leva a
neurodegeneragao e morte celular, resultando na doenga [49].

Dados obtidos a partir de estudos clinicos tém mostrado a importancia de
alguns elementos na fisiopatologia de transtornos como depressdo e ansiedade.
Isso porque muitos deles tém influéncia na transmissdo neural envolvida em
processos emocionais, principalmente aqueles relacionados aos sistemas
serotoninérgicos, dopaminérgicos, glutamatérgicos e GABAérgicos [50],
responsaveis pela regulacdo dos neurotransmissores serotonina, dopamina,
glutamina e GABA, respectivamente. Uma descricdo dos mecanismos com que cada
elemento atua nesses sistemas, no entanto, foge do escopo deste trabalho.

Uma vez que muitas dessas doengas podem ser influenciadas por um
excesso de alguns desses ions metalicos no organismo, € plausivel supor que se
estes estdo presentes na Ayahuasca, provocaria um efeito antagdnico, prejudicando
a acao antidepressiva dos ativos organicos. Por outro lado, se um dado ion metalico
€ essencial para que uma funcdo cerebral ocorra de forma adequada, e sua
deficiéncia tem papel no surgimento ou agravamento dos sintomas da doencga,
entdo, se esta presente na Ayahuasca, poderia apresentar um efeito sinérgico,
melhorando as propriedades antidepressivas quando combinadas com os alcaloides.

Estas relacbes podem fornecer informacdes interessantes a respeito das
diversas amostras, mostrando aquelas que, por terem menor concentragdo dos
alcaloides talvez nao tivessem importante papel antidepressivo, mas que, ao se
somar com a concentracdo dos ions metdalicos, teriam suas propriedades
melhoradas pelo sinergismo. Evidentemente, um estudo mais detalhado depende do
conhecimento das concentragdes das espécies organicas suficientes para se atingir

o efeito psicoativo.
4.7.1. Avaliagado das concentra¢oes dos alcaloides
Paralelamente a realizacdo deste trabalho, também foram determinadas

as concentragbes de DMT, HME, HML e THH nas mesmas amostras em estudo [51].
Os valores encontrados podem ser visualizados na Tabela 16.
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Tabela 16. Concentracbes dos ativos organicos (alcaloide psicoativo DMT e
alcaloides beta-carbonilicos THH, HME e HML) determinadas por UHPLC-MS/MS (X
ts,n=23)

Concentracdo, mg L

Amostra DMT Tetraidro-harmina Harmina Harmalina
1 807 1217 £ 56 1193 + 53 128 £ 7
2 69 + 1 825 +6 844 +3 64
3 68 +2 831 +6 844 +3 64
4 181 £ 12 636 + 30 845 + 20 45+ 2
5 653 403 +8 549 £ 12 48 + 2
6 189 +2 560 +14 825+ 14 53+2
7 117 2 577 £5 660 + 6 60
8 105+2 1321 +2 1700 + 7 149 + 2
9 129 + 6 1470 + 81 1717 + 33 15515
10 62 +2 673 +6 549 +7 61 +15
11 93+2 1205+ 9 1816 + 7 157 £ 2
12 1095 648 + 18 907 +19 89+5
13 340 £11 667 + 21 1108 + 32 44
14 165+ 6 740 + 26 1160 + 31 712
15 68 857 +8 965 +4 107 £ 2
16 116 £ 7 580 + 29 501 £23 48 + 4
17 115+5 565 + 21 747 £ 29 72 +4
18 13+24 840 £ 115 415 + 62 57 £12
19 140 +17 3088 + 325 1412 + 109 392 +42

As concentragcdes de DMT variaram de 62 a 340 mg L' e as das B-

carbonilas de 402 a 3088 mg L™, de 414 a 1816 mg L e de 45 a 392 mg L™ para

THH, HME e HML, respectivamente. As menores concentragdes encontradas para

HML estdo de acordo com estudos anteriores, em que as concentracées desta

substancia também foram menores [1,2]. Curiosamente, nestes mesmos trabalhos,

as doses de HME encontradas foram maiores do que as de THH, mas neste estudo

isso nem sempre foi verdadeiro, ja que em muitas amostras essa relagdo se

inverteu. Verifica-se também que, da mesma forma que para os elementos

inorganicos, ha uma grande variacao entre as concentragdes dos alcaloides.

minimas e maximas ingeridas seriam as constantes na Tabela 17.

Considerando um volume de 200 mL de Ayahuasca, as concentragdes
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Tabela 17. Valores minimos e maximos de ingestdao dos ativos organicos, estimando
consumo de um volume de 200 mL de Ayahuasca

Quantidades ingeridas com Ayahuasca (mg)

Ativo Minima Maxima
DMT 12,4 68,0
Tetraidro-harmina 80,4 617,6
Harmina 82,8 363,2
Harmalina 9,0 78,4

Em administracdo por via parenteral, a DMT apresentou atividade
psicoativa em doses de 0,2 a 0,4 mg kg' de peso corpéreo [16,52], o que
corresponde a uma dose minima de 14 a 28 mg em uma pessoa de 70 kg.

Algumas amostras apresentaram concentracdo inferior a este limiar
(amostras 2, 3, 5, 10 e 15). No entanto, deve-se ressaltar que, neste trabalho, essa
estimativa foi realizada para uma pessoa de 70 kg ingerindo um volume de 200 mL,
mas esta dosagem poderia ser modificada no sentido de atingir o efeito desejado.
Além disso, essa concentragao limiar para atividade foi relatada para administracao
por via parenteral, sendo que por via oral o efeito sinérgico com as (3-carbonilas ndo
pode ser esquecido. Por fim, é possivel também que o efeito antidepressivo poderia
estar ocorrendo abaixo desse limiar, ja que estes estudos focaram no aparecimento
dos sintomas fisicos e psicoativos, e ndo na atividade antidepressiva propriamente
dita. Todas estas possibilidades requerem maior nimero de estudos clinicos para
melhor avaliagcao.

Com relagao as B-carbonilas, as doses presentes na bebida estdo muito
abaixo do limiar de sua atividade alucinédgena, quando administradas
individualmente [4]. No entanto, como ja mencionado, a principal funcdo destas na
Ayahuasca € permitir a agdo da DMT através da inibicdo das MAOs. Este efeito é
observado a partir da ingestdo da bebida Ayahuasca contendo (3-carbonilas numa
concentracao suficiente para permitir uma dose de 1,0 mg kg'1 de peso corporeo de
harmalina e 1,5 mg kg™’ de harmina [53], o que corresponde a 70 e 105 mg em uma
pessoa de 70 kg, respectivamente.

Observa-se que para a harmalina, considerando-se ingestao de 200 mL,
todas as amostras apresentaram quantidade inferior ao limiar para inibicdo das
MAOs. Para a harmina, apenas as amostras 16 e 18 apresentam concentracédo
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inferior ao limiar de atividade. Ja para a tetraidro-harmina, ndo foram encontrados
estudos indicando concentragdo minima para inibicio das MAOs, mas,
considerando seu limiar para psicoatividade, verifica-se que ela € menos ativa que a
harmina [53], de tal modo que o seu limiar para inibicdo das MAOs deve ser um
pouco inferior a 1,5 mg kg'. Sendo assim, apenas a amostra 5 apresenta
quantidade inferior. Esses dados permitem concluir que a atividade de inibicao das

MAOs nestas amostras é devido a presenca de HME e THH, sendo que HML

contribui pouco, se considerada individualmente.

4.7.2. Avaliagcdo de efeitos sinérgicos e antagbnicos entre ativos orgénicos e

inorganicos
4.7.2.1. Aluminio

O aluminio é um elemento que tem efeito cumulativo no organismo. O
principal carregador de Al no plasma é a transferrina, uma proteina transportadora
de Fe, através da qual, apés a sua absorcao, o Al se distribui para os tecidos,
acumulando-se principalmente nos 0ssos e podendo alcangcar o cérebro [48].
Algumas investigacbes relataram a presenca do Al no tecido cerebral, permitindo
supor que o Al contribui para a progressao da Doencga de Alzheimer [48,54], doenca
degenerativa relacionada a idade e caracterizada por uma perda progressiva de
mem©ria, declinio na capacidade e deficiéncias cognitivas [54].

Nao foram encontrados estudos relacionando a depressdo com
deficiéncia ou exposicao a Al. Contudo, como ele parece ser uma componente
importante no desenvolvimento da doenca de Alzheimer, e essa doenca afeta
fungbes cognitivas, € possivel imaginar que a presenca desse elemento na
Ayahuasca provocaria efeitos antagonicos. Isso s6 ocorreria em doses acima do

recomendado, 0 que ndo é o caso destas amostras.
4.7.2.2. Célcio

No sistema nervoso central, o calcio é necessario para o funcionamento
normal dos neurdnios, incluindo sinalizagdo intracelular e liberacdo de
neurotransmissores. Uma possivel causa para os transtornos afetivos se deve a um

influxo de Ca para dentro das células, o que pode ser explicado pelo fato de Ca e
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Mg competirem pelos mesmos sitios de ligacdo, de modo que uma deficiéncia de Mg
ou uma alta ingestdo de Ca (e baixa de Mg) permitiria a entrada do primeiro no
citosol [55].

Como, ao que tudo indica, as acdes dos dois elementos se antagonizam,
uma abundancia de Ca impediria a absorcao de Mg [50] e ha fortes evidéncias de
que uma deficiéncia deste pode estar relacionada aos sintomas da depressao. Além
disso, Konopka, Cooper e Crayton (1996) demonstraram que os niveis de Ca?*
intracelular se encontravam muito mais elevados em pacientes deprimidos do que
em individuos saudaveis [56]. Um mecanismo que impeca esse influxo de Ca para
dentro das células, como é o caso de farmacos bloqueadores dos canais de Ca,
poderia ter efeito antidepressivo [50].

Desse modo, é possivel que a presenca de Ca na Ayahuasca provoque
um efeito antagdnico, diminuindo seu potencial antidepressivo, principalmente nas
amostras com maior concentracdo do elemento. Ao se avaliar a Tabela 14,
entretanto, verifica-se que os niveis de Ca estdo muito abaixo dos valores diarios
recomendados, de tal modo que, é razoavel supor, esse antagonismo nao ocorreria
no caso destas amostras.

Além disso, a bebida contém tanto Ca como Mg, portanto, é de se esperar
também um efeito antagbnico entre estes, em que o Ca bloquearia a absor¢do do
Mg. Nestes casos, talvez a melhor combinacdo na Ayahuasca fosse: alta
concentracao dos ativos organicos e Mg e baixa concentracdo de Ca. Como se Vvé,
as relagbes entre estes elementos s&do complexas e, evidentemente, necessita de

maiores estudos.

4.7.2.3. Cobalto

O cobalto é constituinte da vitamina B12, também chamada de
cobalamina, essencial ao funcionamento normal do cérebro e do sistema nervoso
[57]. No estudo de Lopez et al. (2016) [58], a deficiéncia de cobalto provocou o
aparecimento de sintomas depressivos, o que € um indicio de que este elemento
também estd envolvido nos mecanismos da depressdo, embora a literatura a esse
respeito seja escassa. Este dado é corroborado em um estudo em que 0s niveis
plasmaticos de Co foram estudados em pacientes com depressdo e em grupos
controle, observando-se que 0s niveis deste elemento no plasma dos pacientes
depressivos estavam menores quando comparados ao segundo grupo. Notaram
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ainda que, nos pacientes recuperados, 0s niveis estavam significativamente maiores
em comparacao aos niveis encontrados em pacientes deprimidos, indicando que o
nivel plasmatico de Co aumentou apds a recuperacao da depressao [59].

Este estudo indica que, possivelmente, uma deficiéncia de Co poderia
levar ao aparecimento de sintomas depressivos, de modo que podemos supor que a
presenca deste na Ayahuasca levaria ao um efeito sinérgico, melhorando as suas
propriedades, no sentido de fornecer quantidades deste elemento. Todas as
amostras estudadas apresentaram niveis de Co superiores a ingestdo diaria
recomendada, de modo que, ao ser ingerida a cada 15 dias, contribuiria para impedir
a deficiéncia.

4.7.2.4. Cobre

O interesse no papel do cobre na depresséo néao € difundido, embora este
elemento seja um importante componente de enzimas que estdo envolvidas na
fisiopatologia da depressao. Alteracoes imunoldgicas que ocorrem durante a fase
aguda da depressao sao caracterizadas por um aumento da sintese de
ceruloplasmina [60], proteina responsavel por carregar mais de 90 % do cobre
S€rico.

De fato, a concentracdo de Cu no soro e no plasma de pacientes
depressivos foi relatada como significativamente maior (em 21 %) do que no grupo
controle, mesmo em pacientes submetidos a tratamentos antidepressivos eficazes.
Desse modo, sugere-se que este elemento é um "marcador de caracteristicas"
(permanece constante, independentemente do tratamento bem-sucedido) da
depresséo unipolar [61].

No tocante a sua interagcdo com os ativos organicos presentes na

Ayahuasca, nao parece haver qualquer tipo de interacgéo.

4.7.2.5. Ferro

O ferro € um elemento essencial para diversas funcbes cerebrais, como
producdo de energia, sintese e reparo de DNA, metabolismo fosfolipidico,
mielinizagdo, oxigenacdo do parénquima cerebral e producdo e oxigenacado de
neurotransmissores [62,63]. Devido a essa grande quantidade de fungdes cerebrais,
diversos disturbios neuroldgicos sdo associados a uma desregulacdo do
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metabolismo de Fe no cérebro, assim como esclerose multipla e Doenca de
Parkinson [49].

De importancia para a depressao, esta o fato de que o Fe esta envolvido
na produgcao e oxigenacao dos neurotransmissores serotonina e dopamina. Desse
modo, a sua deficiéncia pode resultar na degradacao destes neurotransmissores
[64], levando ao aparecimento ou agravamento dos sintomas depressivos. Esta
hip6tese foi corroborada em estudos clinicos que evidenciaram uma associacao
entre depresséo, transtornos de ansiedade e transtorno bipolar, entre outros, com a
deficiéncia de Fe [65,66].

Nesse sentido, amostras com alto conteudo deste elemento poderiam
apresentar um efeito sinérgico, aumentando as propriedades antidepressivas da
Ayahuasca. A mesma analogia pode ser feita com as amostras onde a concentragao
de DMT esta abaixo do limiar para atividade. Como todas elas contém Fe, os efeitos

antidepressivos podem ser maiores do que na auséncia deste elemento.
4.7.2.6. Litio

O litio € amplamente utilizado para o tratamento de transtorno bipolar
desde as décadas de 1950 e 1960. Suas propriedades terapéuticas foram
descobertas em 1949, apdés uma observacdo de sedacao acidental em porquinhos
da india [67]. Mais recentemente, na década de 1980, as potencialidades do Li para
o tratamento de depressdo também comecaram a ser estudadas [68]. Seu
mecanismo de acgdo, entretanto, ainda ndo é completamente conhecido, mas no
caso da depressao, € provavel que o alivio dos sintomas é resultado da atuacao do
Li no sistema serotoninérgico [69].

Muitos antidepressivos tém um inicio tardio de agéo e € possivel que o Li
poderia ser usado para acelerar a resposta. No entanto, tem havido relatos
conflitantes sobre sua atuacao: producao de um efeito sinérgico quando utilizado em
adicdo aos antidepressivos classicos ou maior efetividade em casos em que o0s
pacientes ndo responderam ao tratamento inicial com antidepressivo. Nestes casos,
as doses empregadas foram de 300 a 1200 mg/dia [50].

Deste modo, ha uma possibilidade de agado sinérgica do Li com a
Ayahuasca. No entanto, as concentragées de Li nas amostras estdo muito abaixo
desta concentracdo necessaria para a atividade antidepressiva relatada, de tal modo

qgue nao é possivel avaliar a existéncia desse efeito.
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4.7.2.7. Magnésio

O magnésio é um elemento essencial para a homeostase fisiolégica. E
cofator de aproximadamente 300 enzimas e esta envolvido na produgdo de ATP,
acidos nucleicos e proteinas. Este papel esta relacionado a sua habilidade para
formar quelatos com importantes ligantes anidnicos intracelulares, como o ATP, e
sua capacidade de competir com o calcio por sitios de ligacdo em proteinas e
membranas [70]. Além disso, € um importante modulador dos receptores para
GABA, de tal modo que ndo é de surpreender que a sua deficiéncia tenha sido
associada a sintomas de depressao, comportamento suicida e ansiedade [71].

O tratamento com doses de 125 a 300 mg de taurinato e glicinato de
magnésio aliviaram todos os sintomas desses transtornos, enquanto que pequenas
doses de alguns antidepressivos classicos que atuam como antagonistas dos
receptores para GABA, ao serem administrados individualmente em ratos, ndo foram
capazes de provocar diminuicdo dos efeitos depressivos e de ansiedade. No
entanto, quando administrados juntamente com Mg, provocaram uma reducao
nestes sintomas [50].

Nesse Ultimo caso, percebe-se claramente que ha uma interacdo
sinérgica entre o Mg e alguns antidepressivos. Este dado fornece evidéncias de que
doses menores de antidepressivos poderiam ser empregadas combinadas com Mg,
diminuindo os efeitos colaterais dos tratamentos antidepressivos convencionais. No
caso das amostras de Ayahuasca € ainda mais interessante, pois o Mg ja esta
naturalmente presente na bebida, ndo sendo necessaria a sua adicdo. Nas amostras
em que a concentracao de DMT & inferior ao limiar para atividade psicotrépica, este
mesmo efeito sinérgico € possivel de ocorrer. A maior intensidade seria observada
nas amostras 2 e 3, que apresentam uma concentracao de Mg, em um volume de

200 mL, superiores a dose de 125 mg.
4.7.2.8. Manganés

O manganés é um elemento essencial para o organismo de mamiferos,
sendo responsavel, entre outras fungdes, por modular a acao de
neurotransmissores. Em excesso, porém, pode desencadear efeitos neurotoxicos,

sendo que essa toxicidade esta relacionada ao fato de que ele é capaz de aumentar
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a producao de espécies reativas de oxigénio e induzir a auto-oxidagao da dopamina.
A maioria dos estudos diz respeito a intoxicacdo por altas doses de Mn, e, neste
caso, tem-se relatado que pode provocar alteragdes na homeostase da dopamina,
além de danos motores [72], Além disso, sua deficiéncia ou excesso pode causar
sintomas de transtorno depressivo [73].

Em estudos conduzidos em ratos, os animais nos quais foram
administrados excesso de Mn apresentaram comportamento depressivo, além de ter
sido observada uma perda de neurbnios dopaminérgicos [72]. Em humanos, ha
dados que indicam também o envolvimento do Mn na depressédo. Abdalian et al.
(2013) [74], por exemplo, investigaram pacientes com nutricdo via parenteral que
incluia suplementacdo de Mn, sendo que 66 % dos pacientes relataram varios
distarbios mentais, incluindo depressao. Por outro lado, uma dieta deficiente em Mn
também pode resultar em sintomas depressivos, como foi observado em um estudo
em que a ingestao de Mn foi menor nos participantes com sintomas depressivos do
gue no grupo com sintomas n&o depressivos [58].

Estes dados indicam que o Mn tanto pode apresentar efeito sinérgico com
a Ayahuasca, contribuindo para a diminuicdo dos sintomas depressivos em
pacientes que, eventualmente, poderiam ter deficiéncia na ingestdo desse elemento,
como também efeito antagbnico, sobretudo nas amostras em que a sua
concentracao esta acima do limite toleravel de ingestdao, como € o caso da amostra
13.

4.7.2.9. Metais pesados

Anadlises realizadas em fluidos de pacientes com transtorno bipolar
mostraram um aumento dos niveis de chumbo e cadmio, de modo que foi sugerido
que este transtorno poderia refletir uma alta exposicdo ao Pb em algum momento da
infancia ou adolescéncia dos pacientes [75]. Deste modo, a reducéo especifica dos
niveis de Pb no sangue em pacientes poderia contribuir para uma melhora dos
sintomas [76].

Portanto, além de apresentarem alta toxicidade a diversos érgaos e ao
sistema nervoso, principalmente através do aumento do estresse oxidativo [77],
motivo pelo qual as suas concentracoes em fitoterapicos devem ser controladas [46],
ainda representam um fator de risco a transtornos psicoldgicos, de tal modo que
poderiam apresentar efeito antagbnico com a bebida Ayahuasca. Considerando que
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as concentragdes encontradas estao dentro do recomendado, como visto na se¢ao

anterior, este efeito ndo ocorreria ao se consumir a bebida.
4.7.2.10. Zinco

Dentre os ions metalicos, 0 zinco parece desempenhar papel de destaque
nos mecanismos da depressao. Estudos clinicos indicaram baixos niveis de Zn no
soro de pacientes depressivos que, apos tratamento com antidepressivos
convencionais voltaram aos valores normais [78]. Além disso, a alimentacéo
deficiente em Zn contribuiu para o desenvolvimento de comportamento
antidepressivo em modelos animais [79], 0 que demostra a importancia desse
elemento nesse transtorno.

No entanto, talvez o dado mais interessante seja o fato de que a
deficiéncia de Zn prejudicou a eficacia de antidepressivos que atuam com diferentes
mecanismos [79,80]. Este dado, aliado ao fato de que a suplementacdo com zinco
reduziu os scores da escala Hamilton de depressdo se comparado ao tratamento
somente com antidepressivo convencional [81], sugere uma interacao sinérgica
entre este elemento e os antidepressivos classicos. Portanto, ao se consumir a
Ayahuasca como antidepressivo, uma vez que a DMT presente na bebida age de
maneira similar aos antidepressivos convencionais, € de se supor que esse mesmo
tipo de interagao poderia ocorrer.

Na secdo anterior foi explicitado que as amostras 2, 3, 5, 10 e 15
apresentam uma concentracdo de DMT abaixo do limiar para atividade psicotrdpica.
Estas mesmas amostras apresentam concentracdées de Zn que variam de 6,7 a 15,7
mg L. Neste caso, pode ser possivel uma interacdo sinérgica, de tal modo que as

amostras teriam seu potencial antidepressivo melhorado pela presenga do Zn.

Um resumo de todas as hipbteses a respeito das interagdes sinérgicas e
antagnicas sugeridas se encontra na Tabela 18.
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Tabela 18. Resumo das interagdes possiveis entre Ayahuasca e os elementos
inorganicos

Elemento Sinergismo Antagonismo Dose na Ayahuasca

é efetiva?

Al X nao

Ca X nao

Co X sim

Cu - - nao se aplica
Fe X sim

Li X nao

Mg X sim (amostras 2 e 3)
Mn X X sim

Pb X nao

Zn X sim

A partir desta tabela, podemos verificar rapidamente que, levando em
consideracao as doses minimas necessarias para o efeito (quando estes dados
estdo disponiveis), somente com relacao aos elementos Co, Fe, Mg, Mn e Zn o
efeito sinérgico ou antagénico pode, efetivamente, ocorrer.

Em todos estes casos, os efeitos mencionados sdo hipoteses baseadas
no envolvimento destes elementos em transtornos psiquidtricos e
neurodegenerativos. No entanto, para conclusées mais detalhadas e com menor
margem de erros, sdo necessarios mais estudos clinicos para sua comprovacao,
que poderiam esclarecer 0s mecanismos que regulam essas interacdes e comprovar

a sua efetividade.
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5. CONCLUSOES

O emprego dos instrumentos ICP OES e ICP-MS mostrou-se adequado
para a determinacdo dos elementos em amostras de Ayahuasca, tendo sido
necessario o emprego do método de preparo de amostras por decomposi¢cao acida
assistida por radiagdo micro-ondas devido ao alto conteldo de matéria organica da
amostra.

Embora tenha sido empregado o Rh para avaliacdo da eficiéncia das
decomposicdes, os resultados foram considerados como indicativo apenas. Para
conclusdes a respeito de cada elemento foram necessarias adigdes e recuperagdes
em trés niveis de recuperacao, sendo que o resultado foi utilizado também como
estimativa da exatidao dos métodos. Apos determinagcbes das demais figuras de
mérito, os métodos otimizados foram considerados adequados e empregados para a
determinacao do conteudo total elementar nas amostras de Ayahuasca.

A determinacdo do conteudo total nas amostras permitiu verificar que
todas elas apresentaram grande concentracao dos macroelementos Ca, Mg, K e P
e, com relacdo aos microelementos, as maiores concentracdes encontradas foram
para Mn, Zn, Al, Ba e Fe. Embora algumas amostras apresentem doses acima do
recomendado por 6rgdos de controle, deve-se considerar que a ingestdo da bebida
seria realizada a cada 15 dias, diminuindo o risco. Além disso, ndo foram
encontrados niveis de metais pesados potencialmente téxicos acima do permitido
para potenciais fitoterapicos. Portanto, com relagdo ao conteudo total dos elementos
estudados, a bebida Ayahuasca se apresenta com niveis seguros de administracéo
em todas as amostras determinadas.

Observou-se grande variabilidade no contetdo total dos elementos entre
as amostras. Apds analise multivariada em que foram empregados os métodos de
reconhecimento de padrées PCA e PLS-DA, conclui-se que estas variagdes nao
permitem formacdo de agrupamentos por regido de origem das plantas e séo
provavelmente decorrentes de variagdes aleatérias durante o preparo da bebida.
Considerando as caracteristicas do preparo da bebida, que ocorre de modo
artesanal, esta conclusdo € muito plausivel.

A avaliacao dos potenciais efeitos psicoterapéuticos da Ayahuasca com
relacdo aos elementos inorgénicos mostrou que Co, Fe, Li, Mg e Zn podem
apresentar efeitos sinérgicos com os ativos organicos, contribuindo para um

aumento na sua atividade psicoativa, principalmente nas amostras em que o
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conteudo destes é mais baixo. Ja Al, Ca e Pb podem apresentar efeito antagénico.
Com relagdo ao Mn, tanto pode apresentar efeito sinérgico como antagébnico,
dependendo da dose presente na bebida.

Nas amostras estudadas, levando-se em consideracdo as doses minimas
necessarias para o efeito, somente com relagado aos elementos Co, Fe, Mg, Mn e Zn
o efeito sinérgico ou antagbnico pode, efetivamente, ocorrer. Os demais elementos
apresentaram-se em doses menores do que 0 necessario para psicoatividade ou,
quando este dado ndo estava disponivel, menores do que o recomendado para
ingestéo diaria. Deve-se ressaltar que todos estes dados s&o hipdteses baseadas na
literatura, sendo necessarios mais estudos clinicos para comprovagao.

Este trabalho procurou fornecer mais informacdes a respeito da
composicao da Ayahuasca, bem como das possiveis interacdes que possam ocorrer
entre os ativos organicos e as espécies inorganicas. Como perspectivas futuras, a
avaliagdo de um maior numero de amostras seria interessante, a fim de determinar
regides que fornecem bebida com maior potencial antidepressivo, o que nao foi
possivel neste estudo. Além disso, uma vez que ficou evidente que o modo de
preparo afetou de maneira muito significativa os resultados, talvez esse estudo
possa abrir novos horizontes, como a permissao para o preparo em laboratérios
académicos, o que muito contribuiria para o conhecimento cientifico. No que tange
ao conhecimento do conteldo inorganico, bem como do seu beneficio no tratamento
da depressao, juntamente aos ativos orgéanicos, este trabalho pode trazer novas

possibilidades para o emprego da Ayahuasca no tratamento desse transtorno.
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