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Resumo

A bebida psicoativa conhecida como ayahuasca (Banisteriopsis caapi e Psychotria
viridis) é um sacramento incorporado a religides ndo indigenas oriundas da regiao
amazonica. Essa coccéo sagrada tem propriedades de cura alardeadas em rituais
xamanicos e um corpo de evidéncias crescente indica que o uso é seguro no
contexto ritualistico. A perspectiva de uso da ayahuasca extrapolando o uso religioso
seja em um contexto terapéutico ou recreacional ainda carece de dados pré-clinicos
que atestem sua seguranca. Esse estudo avaliou os perfis genotdxico, mutagénico,
citotdéxico e neurocomportamental da ingestdo aguda de ayahuasca em ratos Wistar.
Os bioensaios realizados foram andlise de fragmentacdo de DNA por citometria de
fluxo (CF), Ensaio Cometa (EC), teste do Micronucleo (MN), analise das séries
hematoldgicas (eritrograma, leucograma e plaquetograma) e avaliagdo sérica das
funcdes renais, hepatica e pancreatica. Para avaliagdo neurocomportamental
utilizaram-se os testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado e natagao
forcada, que além de avaliar a locomocdo e mobilidade sdo também modelos
preditivos de acdo ansiolitica e antidepressiva. Cinquenta ratos Wistar, de ambos os
sexos, foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos experimentais: grupo
controle negativo (GC-) que recebeu agua filtrada, grupo controle positivo que
recebeu doxorrubicina (DOX) e grupos tratados (GT) com diferentes doses de
ayahuasca (1X, 5X e 15X a dose ritualistica). A observacdo comportamental
mostrou reducdo da atividade locomotora geral nos testes de campo aberto e
labirinto em cruz elevado. No teste de natagédo for¢cada, animais tratados do grupo
15X mostraram significativa reducdo do tempo de flutuacdo, animais tratados com as
doses 1X, 5X e 15X mostraram comportamento ativo do tipo escalada aumentado,
sugerindo uma possivel acdo antidepressiva da infusdo. Ayahuasca mostrou baixo
potencial genotoxico em doses 1X e 5X, ocorrendo aumento na incidéncia de
eritrocitos micronucleados apenas na dose mais elevada (15X). Além disso, a bebida
ndo mostrou acédo citotéxica nas condi¢des testadas e as funcbes hepatica, renal e
pancreatica se mantiveram sem alteracdes significativas em todas as doses
testadas. Esses resultados indicam que ratos tratados com ayahuasca nas doses
até 5X a dose ritualistica ndo apresentaram alteracdes genotdxicas ou citotéxicas, e
o potencial antidepressivo observado é um efeito que deve ser investigado mais
detalhadamente.

Palavras-chave: ayahuasca, genotoxicidade, teste do microndcleo, ensaio cometa,
citometria de fluxo, neurotoxicidade, depresséo
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Abstract

The psychoactive brew known as ayahuasca (Banisteriopsis caapi and Psychotria
viridis) is a sacramental beverage incorporated by non-indigenous religions
originated from the Amazon region. This sacred cooking has touted healing
properties in shamanic rituals and an increasing body of evidence indicates that its
use is safe in ritualistic context. The prospect of use of ayahuasca in a therapeutic
context or in a recreational context still lacks of preclinical data about its safety. This
study evaluated the genotoxic, mutagenic, cytotoxic and neurobehavioral profiles of
ayahuasca. Bioassays were: analysis of DNA fragmentation by flow cytometry (FC),
comet assay (CA), the micronucleus test (MN), hematological analysis (erythrogram,
leukogram and thrombogram) and serum evaluation of renal, hepatic and pancreatic
functions. For neurobehavioral assessment were used the open field test, elevated
plus maze test and forced swimming test. These tests evaluate locomotion and
mobility as well as are also predictive of anxiolytic and antidepressant action.
50Wistar rats of both sexes were randomly distributed into five experimental groups:
negative control group (GC-) that received filtered water, Positive Control Group who
received doxorubicin (DOX) and treated groups (GT) with different doses of
ayahuasca (1X, 5X and 15X). Behavioral evaluation showed reduction in general
locomotor activity in the open field and elevated plus maze tests. In water animals of
15X treated group showed significant reduction in the fluctuation, treated animals of
1X, 5X e 15X showed active behavior like climbing increased, suggesting a possible
antidepressive effect. Ayahuasca showed low genotoxic potential at the 1 X and 5X
doses; causing increase in the incidence of micronuclei erythrocytes only at the
highest dose (15X). In addition, the beverage showed no cytotoxic effect in the tested
conditions and hepatic, renal and pancreatic functions remained without significant
changes at all tested doses. These results indicate that treated rats with doses up to
5X ritualistic dose showed no genotoxic or cytotoxic changes, and the antidepressant
potential observed is an effect that should be investigated further.

Keywords: ayahuasca, genotoxicity, micronucleus test, comet assay, flow cytometry,
neurotoxicity, depression
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l. INTRODUCAO

O uso de plantas e extratos naturais em medicina popular e rituais de cura é
observado desde a antiguidade (Martinez et al., 2009). Vérias plantas com potencial
alucinégeno séo usadas milenarmente por grupos xamanicos em varias regides do
mundo. Por exemplo, o peiote, cactos (Lophophora Williamsii) a partir do qual se
extrai a mescalina, é utilizado por grupos tribais nos Estados Unidos e México, e
hoje é utilizada em tratamento de drogadicdo (Anderson et al., 2012). Da mesma
forma, a psilocina e psilocibina, extraidas do cogumelo do género Psilocybe,
também tem seus efeitos psicoativos estudados com intuito de serem aproveitados

em terapia (Escobar & Roazzi, 2010).

Pesquisas cientificas sobre as potencialidades farmacoldgicas de substancias
provenientes de plantas e classificadas como alucinGgenas alia a intencdo de
identificar uma utilizacdo terapéutica dessas substancias a preocupacdo em

estabelecer os limites de seguranca do uso (Johnson et al., 2008).

A ayahuasca € um extrato vegetal alucindgeno incorporado pelo sincretismo
religioso como bebida sacramental em rituais de comunidades da regido amazonica
que unem elementos indigenas e nédo-indigenas. Essa bebida € produzida pela
coccao de plantas facilmente encontradas na América do Sul e sua utilizacdo nesses
rituais religiosos e xamanicos esta associada a relatos de cura e propdsitos
terapéuticos. No Brasil a liberdade de culto e religido contribuiu decisivamente para
resolucdes favoraveis ao uso ritual da ayahuasca e desde 2008 existe pedido de
incorporagao do “uso da ayahuasca em rituais religiosos” como Patrimonio Imaterial
da Cultura Brasileira (dos Santos, 2010).

Os relatos de cura e elevacédo espiritual que cercam o uso religioso da
ayahuasca estimulam também o surgimento de formas mercantilizadas de
xamanismo e uso recreacional. Os “novos xamas ou pseudoxamas” aliam etno-

turismo e turismo de aventura ao consumo de ayahuasca, e por vezes esse uso se



distancia do uso religioso tradicional (Davidov, 2010) que até entdo vem se
mostrando seguro (McKenna, 2004).

A mercantilizacdo do ritual promovida pelos “pseudoxamas” & objeto de
denuncia da midia e casos de morte associada ao uso de ayahuasca comecam a
ser relatados. O uso abusivo vem se mostrando eminentemente perigoso
principalmente quando associado a outras substancias, ou outras plantas, como o
toé (Hearn, 2013; Allen, 2014). O toé (Brungmansia spp) € uma planta com
propriedades alucinégenas rica em alcaldides toxicos (em especial escopolamina)
(Mejia, 2008; Tupper, 2009).

O potencial toxicolégico e terapéutico da ayahuasca precisa ser avaliado em
estudos pré-clinicos em modelos animais (McKenna, 2004; Pires et al., 2010).
Estudos recentes realizados por este grupo avaliou a toxicidade aguda da
ayahuasca em ratos Wistar, bem como a possivel acdo antidepressiva desta infusao
em doses agudas elevadas (30 e 50 vezes a dose ritual) (Motta, 2013).
Adicionalmente, foi observado que néo ha alteracdes histoldgicas significativas de
baco, figado e rins em exposicdo aguda elevada (Morais, 2014). Em exposi¢céo
cronica de dose moderada (4X e 8X), foi observada perda neuronal indicando que o

uso continuado requer mais estudos a respeito de sua seguranca (Morais, 2014).

Dando continuidade a esta linha de pesquisa, o estudo aqui apresentado visa
avaliar a genotoxicidade, citotoxicidade e neurotoxicidade da ayahuasca
administrada em dose Unica (1, 5 e 15X) a partir da avaliacdo da fragmentacao do

DNA, de testes bioquimicos e de estudos comportamentais.



ll. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Historico e expansao de consumo da ayahuasca

A palavra “ayahuasca”, ou “hoasca”, que na lingua do povo quéchua significa
“cip6 das almas” ou também “vinho das almas”, € o nome dado a uma cocgéo de
acao psicoativa feita principalmente a partir de duas plantas, a Banisteriopsis caapi e
o Psychotria viridis. Evidéncias arqueoldgicas na regido da bacia amazonica
remontam a um possivel uso pré-historico de substancias alucindgenas, mas nao é
possivel afirmar inequivocamente que se trata da ayahuasca (Naranjo, 1986;
McKenna, 1998). Os colonizadores europeus foram os primeiros ndo-indigenas a ter

contato com essa bebida (Liester & Prickett, 2012).

Na década de 30, a incorporacdo da ayahuasca a rituais sincréticos como
bebida sagrada serviu como base para surgimento de novas comunidades
religiosas, sendo entdo disseminada pelo Brasil. Esses movimentos religiosos
incorporaram elementos do espiritismo africano, liturgia crista e tradi¢cdes indigenas
em praticas que se expandiram nos grandes centros urbanos (Labate et al., 2010).
No Brasil, trés comunidades religiosas se destacam pelo uso e difusdo da
ayahuasca: o Santo Daime, a Barquinha e a Unido do Vegetal (UDV) (Cazenave,
1996; Costa et al., 2005; Martinez et al., 2009).
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O Santo Daime € a mais antiga das religides ayahuasqueiras brasileiras,
fundada em 1930 no Acre. Seu fundador foi 0 seringueiro Raimundo Irineu Serra
conhecido como Mestre Irineu. O Santo Daime consolidou os rituais de preparacéo
da ayahuasca, associando-o a doutrinas espirituais e hinos cantados por membros
da igreja durante a cerimbnia (MacRae, 2004). Nessa comunidade a ayahuasca €
conhecida como cha do Santo Daime. Mesmo apds a morte do Mestre Irineu em
1971, o Santo Daime manteve vigorosa atividade sendo uma das responsaveis pelo
fenbmeno transnacional de consumo de ayahuasca pelo mundo. Nas tradicdes
desta comunidade, a ayahuasca é considerada como sacramento, mas pode ser
usado também como um tratamento para uma variedade de doengas. Os membros

do Santo Daime podem inclusive fazer uso da ayahuasca durante a gravidez e parto,



bem como em fase terminal de doencas, sendo utilizado como parte dos cuidados
paliativos (Tupper, 2009).

A Barquinha, surgida em 1945 no Acre, € uma vertente criada a partir da
igreja Santo Daime, possuindo hoje varias comunidades estabelecidas no Brasil.
Seu fundador, o ex-marinheiro Daniel Pereira de Matos, enfatizava o valor dos rituais
da ayahuasca como instrumento de tratamento e cura para uma variedade de
doencas (MacRae, 2004).

O Centro Espirita Beneficente Unido do Vegetal (UDV) é a mais nova das
religides ayahuasqueiras, com o maior nimero de associados, e considerada a mais
organizada institucionalmente (MacRae 2004). Fundada em 1961 por José Gabriel
da Costa, em Rond6nia, a UDV possui um carater mais sébrio, ndo sendo permitido
a seus membros o uso de bebidas alcodlicas, tabaco e outras drogas (Costa et al.,
2005; Pires et al., 2010). A UDV promove e incentiva ativamente pesquisas com
ayahuasca. O Projeto Hoasca, por exemplo, envolveu esforcos interdisciplinares
com cientistas do Brasil, Estados Unidos e Finlandia para avaliar os efeitos dessa
bebida na vida dos frequentadores da igreja e usuarios de ayahuasca de longa data
comparando-os com controles pareados de ndo usuarios (MacRae, 2004; McKenna,
2004; Tupper, 2009).

Essas trés entidades religiosas contribuiram para expansdo do consumo da
ayahuasca e hoje o uso da infusdo atingiu um alcance mundial com representantes
na América do Sul, América do Norte e Europa e Asia (Halpern, 2004; Tupper, 2008;
Martinez et al., 2009; Pires et al., 2010).

No Brasil, o uso ritualistico da ayahuasca esta aprovado pelo Conselho
Federal de Entorpecentes desde 1986 (Resolucdo n° 06/CONFEN, 04 Fevereiro
1986). Esta permissao foi reafirmada pela Resolugdo N° 1 Conselho Nacional de
Politicas sobre Drogas (CONAD), de 25 de janeiro de 2010. Essa ultima resolucéo,
nao so legitima o uso religioso da ayahuasca, como proibe sua comercializacao,
aborda a definicAo do que vem a ser seu possivel uso terapéutico e reforca a
necessidade de estudos cientificos. Também propds a elaboragdo de um Cadastro

Nacional de Entidades usuarias da Ayahuasca (CNEA), de carater facultativo. Até



2010, o CNEA contava com quase uma centena de entidades ayahuasqueiras
cadastradas.

Apesar da Resolugéao n° 1 do CONAD vetar a comercializacdo da ayahuasca,
0 uso da bebida para fins de recreacdo € oferecido na internet em pacotes de
turismo. Também se encontra facilmente produtos sintéticos (“farmauasca”) e
similares (anahuasca) que prometem apresentar os mesmos efeitos alucindbgenos
(Ott, 1999; Dalgarno, 2008; Brierley & Davidson, 2012). Sites internacionais
oferecem pacotes com “terapias ayahuasqueiras” e atraem jovens de outros
continentes em busca de aventuras alucinbgenas na floresta tropical:
(http://www.ericadventures.com/portugues/machupicchu/retiros_ayahuasca_cusco_v
ale_sagrado.html;http://triadenossaumbanda.org/retiro-de-ayahuasca-e-umbanda-
2015/).

2. Ayahuasca: extrato natural e composi¢éo quimica

N&o ha uniformidade nos rituais de preparo e uso da ayahuasca dentre as
diversas comunidades ayahuasqueiras. O ponto comum no preparo é a coccao da
Banisteriopsis caapi e da Psychotria viridis misturadas em quantidades
estabelecidas pelo xama durante cerimonia de preparo. A B. caapi € um cipd nativo
da regido Amazodnica, conhecido como mariri, ou jagube. A P. viridis é uma planta

arbustiva conhecida como chacrona, ou rainha.

2.1 Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae)

O mariri € um cipo6 pertencente a familia Malpighiaceae, nativo da Amaz6nica
e dos Andes, e disseminado por quase toda a América do Sul (Figura 1). Nesse cip6
estdo contidos os alcalbides B-carbolinicos harmina (HRM), harmalina (HRL) e tetra-
hidro-harmalina (THH) (Figura 3).


http://www.ericadventures.com/portugues/machupicchu/retiros_ayahuasca_cusco_vale_sagrado.html
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Figura 1. Banisteriopsis caapi conhecido como mariri. Fonte:
<http://sitiodasaguias.blogspot.com.br/p/fotos.html>.

E possivel encontrar esses alcalides em outras plantas, como a Passiflora
spp. (Passifloraceae), conhecida como maracuja (Gaujac et al., 2012). Os alcalbides
B-carbolinicos agem como inibidores da enzima monoaminaoxidase (MAO),
responsavel pela degradacdo dos neurotransmissores noradrenalina, dopamina e
serotonina; a inibicdo do subtipo MAO-A resulta em elevacdo dos niveis de
serotonina. As B-carbolinas presentes na ayahuasca se encontram em concentracao
variavel, entre 0,05% a 1,95% de peso seco (McKenna et al.,, 1984; McKenna,
2004).

Segundo Brito (2004), as quantidades de [B-carbolinas presentes em uma
dose usual de ayahuasca estdo abaixo do limiar de sua atividade alucinégena, que
séo de 300 a 500 mg para HRL e THH e de 100 mg para HRM, e por outro lado,
estdo acima do limiar para atividade como inibidora da MAO (Brito, 2004; McKenna,
2004; Santos, 2007).

2.2 Psychotria viridis (Rubiaceae)

A familia Rubiaceae abrange uma grande variedade de espécies vegetais
(cerca de 1400 espécies de angiospermas) com as mais variadas formas e
composi¢cdes. O maracuja, o café e a chacrona sdo exemplos de representantes
dessa familia. A chacrona ou rainha, nomes populares dados a Psychotria viridis é
uma planta arbustiva descrita inicialmente em 1779 por Ruiz & Pavon (Figura 2)
(Queiroz, 2013).


http://sitiodasaguias.blogspot.com.br/p/fotos.html

Figura 2. Psychotria viridis, também conhecida como chacrona. Fonte:
http://www.aguiadourada.com/2011/instrucoes.php

As folhas da chacrona usadas na preparacao da ayahuasca possuem em sua
composicdo a indolamina N, N-dimetiltriptamina (DMT) (Figura 3). Quando
administrada por via subcutanea, intramuscular ou por inalacdo, o DMT produz
rapidos efeitos alucindgenos. Entretanto, quando consumido por via oral, o DMT
sofre degradacdo pela MAO intestinal e hepatica (desaminacao e inativacao), ndo
atingindo o sistema nervoso (Riba et al., 2003; dos Santos, 2011).

O DMT é um potente alucindégeno que apresenta similaridade estrutural com a
serotonina (Figura 3). Essa similaridade estrutural resulta em alta afinidade com
receptores serotoninérgicos, em especial o subtipo 5-HT2 (Smith et al., 1998). Em
seu estado purificado, o DMT é substancia de uso proscrito e classificada nos
termos da Convencgdo sobre Substancias Psicotropicas de 1971 (UN, 1971). Na
ayahuasca, por ser um extrato vegetal a concentracdo de DMT pode variar de 0,1%
a 0,66% de peso seco (McKenna et al., 1984; McKenna, 2004).


http://www.aguiadourada.com/2011/instrucoes.php
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Figura 3. Estrutura quimica: serotonina (5-hidroxitriptamina), n, n dimetil-triptamina (DMT),
psilocibina, mescalina, harmina, harmalina, tetra-hidro-harmalina.

3. Mecanismo de acdo dos componentes da ayahuasca e seus efeitos

O efeito psicotrépico da ayahuasca ocorre principalmente devido a sua acéo
nos receptores serotoninérgicos e se da gracas a atividade sinérgica entre 0s
principais constituintes encontrados na coccao: as [(-carbolinas e o DMT. As B-
carbolinas agem como inibidores da MAO, aumentando os niveis de serotonina nos
terminais nervosos (Cazenave, 1996; McKenna et al., 1998; Oliveira et al., 2010), e
tém efeito protetor sobre o DMT no trato gastrintestinal, possibilitando a chegada
deste ao sistema nervoso central (SNC) e potencializando a estimulagéo

serotoninérgica (Callaway et al., 1999).



A ativagdo serotoninérgica produz inumeros efeitos relatados por usuarios da
ayahuasca incluindo nduseas, vomitos, diarreia, aumentos leves da pressao arterial
e dos batimentos cardiacos, falta de coordenacdo motora, tremores, sudorese,
agitacdo passageira, prostracdo e sonoléncia. HA também relatos de alteracdes
comportamentais, labilidade emocional (variando de éxtase ao desespero), perda de
contato com a realidade, alteragbes na percepg¢éao temporal e corporal; alucinacgoes,
sinestesias, “insights”, alteragdes na atengao, concentragdo, memoaria, julgamento e
hiper-sugestionabilidade (Callaway & Grob, 1998). No contexto religioso, muitos
desses efeitos adquirem um significado transcendental como, por exemplo, 0 vomito
e a diarreia estdo intimamente associados a purgacéo e limpeza do corpo e da alma
(Anderson et al., 2012).

4. Serotonina, receptores serotoninérgicos e seu papel regulatério

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (Figura 3) é o principal neurotransmissor
envolvido com o mecanismo de acdo da ayahuasca. A serotonina (5-HT) é uma
indolamina produzida a partir da hidroxilacdo e carboxilacdo do aminoéacido

essencial triptofano, obtido da dieta (Figura 4).

A serotonina pode ser encontrada em varios alimentos, incluindo queijos,
carnes, frutas e legumes. Apesar de estar presente nesses alimentos, a serotonina
ndo € facilmente acessivel ao SNC, devido a existéncia de barreira
hematoencefélica (BHE). No entanto, o triptofano, bem como a vitamina B6
(importante na sintese de 5-HT), atravessa a BHE para ser utilizado na sintese deste
neurotransmissor (Friedman & Cugq, 1988; Hulsken et al., 2013; Shabbir et al., 2013).
A disponibilidade de triptofano € fator limitante da velocidade na sintese. O triptofano
é transportado do sangue para o cérebro por um sistema carreador, recolhido pelos
terminais dos nervos serotoninérgicos e convertido pela triptofano-hidroxilase a 5-
hidroxitriptofano (5-HTP), um intermediario de vida curta. 5-HTP ¢é entdo
rapidamente convertido em 5-HT por acdo da descarboxilase &cida L-aromatico

relativamente inespecifica (Owens & Nemeroff, 1994).
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Figura 4. Sintese de serotonina a partir do aminoacido essencial triptofano. A — Triptofano,
B — 5-hidroxitriptofano (5-HTP), C — 5-hidroxitriptamina (5-HT). 1- hidroxilase, 2-
descarboxilase. Fonte: <http://www.orgone.com.br/a_thumorl.html| >

A 5-HT exerce efeito modulador geral da atividade psiquica, influenciando
quase todas as funcgBes cerebrais, incluindo regulacdo do sono, humor, atividade
sexual, apetite, ritmo circadiano, temperatura corporal, sensibilidade a dor, atividade
motora e cognicdo (Hulsken et al., 2013; Shabbir et al., 2013). A serotonina possui
uma superfamilia de receptores serotoninérgicos que acrescenta complexidade

consideravel a compreensédo da neurotransmissao serotoninérgica.

Os receptores serotoninérgicos estdo divididos em sete tipos e quatorze
subtipos distribuidos pelo organismo com funcdes e localizagbes especificas (5-
HT1A-F, 5-HT2A-C, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5A-B 5-HT6, e 5-HT7) (Hoyer et al., 1994;
Fantegrossi et al.,, 2008). Dentre esses, acredita-se que 0s receptores 5HT-2A e
5HT-1A estdo envolvidos com a acao central da ayahuasca (McKenna et al., 1990;
Carlini, 2003; Fantegrossi et al., 2008).

5. Toxicidade da ayahuasca
5.1 Toxicidade aguda

A ayahuasca enfrenta o estigma de ser classificada como um entorpecente
(Anderson et al., 2012). Porém, o uso continuado da ayahuasca ndo mostrou efeitos
psicossociais deletérios observados em outras drogas, sendo seu potencial como
droga de abuso considerado baixo (Gable, 2007; Fabregas et al., 2010; Thomas et
al., 2013). O baixo risco de letalidade da ayahuasca em doses rituais é confirmado
em estudos com roedores (Callaway et al., 1999; Anderson et al., 2012). Estima-se,
a partir de uma extrapolacéo de dados obtidos com camundongos, que a dose letal

de ayahuasca em humanos seja pelo menos 20 vezes a dose ritual (Gable, 2007).
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Em estudo realizado por este grupo visando classificar a toxicidade oral, foi
determinado que a DL50 da ayahuasca em ratas € superior a 50X a dose ritual
adotada na Unido do Vegetal (Motta, 2013; Pic-Taylor et al., 2014).

Embora haja apenas o registro de um Unico e controverso caso de intoxicacao
fatal por suposta ingestdo unicamente de ayahuasca (Sklerov et al., 2005), e que
esse registro tenha sido contestado (Callaway et al., 2006), acredita-se que a
exacerbacdo dos efeitos por um consumo inadequado pode levar a um quadro
clinico potencialmente fatal conhecido como sindrome serotoninérgica (Pires et al.,
2010). Esse quadro estaria ligado a associa¢do indevida com outras drogas, em
especial antidepressivos da classe de inibidores da recaptacdo de serotonina
(Callaway & Grob, 1998). Nao existem relatos de 6bitos entre os usuarios dessa
infusdo no contexto ritualistico (Costa et al., 2005; Gable, 2007).

Estudo conduzido por Brito et al. (1994) concluiu que uma dose de 500 mg/kg
pc de cha de ayahuasca administrado em ratos ndo produz dano neuroldgico e que
os efeitos observados nos animais foram similares aqueles produzidos por drogas
que elevam o0s niveis de serotonina no sistema nervoso central (Brito, 1994,
Figueroa, 2012).

Em Pic-Taylor et al. (2014), analise imunohistoquimica pela marcagdo do
proto-oncogenec-fos em regides cerebrais ricas em receptores de serotonina
mostrou forte ativacdo neural especifica nas areas do nucleo da Rafe, amidala e
hipocampo em animais tratados com uma Unica dose correspondente a 30 X a
dose ritual. Entretanto a utilizacdo da coloracdo de Nissl para quantificacdo da
densidade neuronal (nimero de neurénios/um?), ndo mostrou morte neural que

resultasse em lesBes definitivas nestas regides (Motta, 2013; Pic-Taylor et al., 2014).

5.2 Toxicidade Crbnica

Estudo de neurotoxicidade conduzido por Figueroa (2012) com ratos Wistar
machos tratados oralmente com cha de ayahuasca durante trés semanas com dose
ritual diluida (50% a dose usual) revelou aumento significativo nos valores de ureia

urinaria, podendo ser um indicativo de dano renal nos animais tratados. O autor
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observou também em cortes histologicos de cérebro da regido hipocampal uma
diferenca significativa de células apoptoticas por ensaio TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), quando comparado com
controle, sugerindo apoptose neural; porém estes dados nao foram confirmados pela
imunoreatividade da Caspase 3 (Figueroa, 2012). O autor sugere que essa alteracao
pode representar indicio de dano renal nos ratos tratados com ayahuasca. Esse
possivel dano renal, bem como a desidratacdo, ou estresse dos animais poderiam

iniciar um processo apoptatico.

Morais (2014), em estudo com ratas Wistar prenhes, observou Obitos em
animais tratados cronicamente com doses equivalentes a 4X e 8X a dose ritual.
Verificou-se também alteracdes histoldgicas estatisticamente significativas nos rins
dos animais desses grupos, apesar destas alteracdes serem leves e reversiveis. No
mesmo estudo, utilizando coloracdo de Nissl, observou-se perda neuronal em areas
do hipocampo e ndcleos da rafe em animais tratados do grupo 2, 4 e 8X. Em
animais tratados com doses 1X esses achados ndo foram encontrados (Morais,
2014).

5.3 Toxicidade reprodutiva

A toxicidade materna, embriotoxicidade e os efeitos neurotdxicos da infusédo
durante a gestacéo e lactacao foi estudada por Oliveira et al (2010) em ratos Wistar
expostos cronicamente a ayahuasca. As concentracdes de alcaléides encontrados
na ayahuasca estudada foram 0.42 mg/mL de DMT; 1.37mg/mL de harmina; 0,62
mg/mL de harmalina e 0.35mg/mL de tetrahidroharmalina. Nesse estudo adotou-se a
dose ritual (DR) com sendo 100 ml de ayahuasca consumida por um individuo adulto
de 70 kg e foram utilizadas trés diferentes doses (DR, 5DR e 10DR). Este estudo
mostrou uma reducédo inicial no consumo de alimentos e peso corporal das ratas
prenhas do grupo de maior dose, mas essa alteracéo foi revertida ao longo dos 15
dias de tratamento. A reducdo de peso esta diretamente ligada ao risco de
toxicidade materna e consequentemente a embriotoxicidade e embrioletalidade
(Oliveira et al., 2010).
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Estudo recente realizado por Motta (2013) mostrou que a administracdo de
ayahuasca durante quinze dias em ratas Wistar prenhes, em doses 4X e 8X a dose
ritual (150 mL/70 kg no homem) apresentou toxicidade materna com o&bitos de
animais, potencial efeito embriofetotoxico, além de embrioletalidade. Foram também
relatadas malformacdes viscerais e esqueléticas nos fetos das maiores doses de
tratamento, indicando que o tratamento com ayahuasca induz a toxicidade fetal.

5.4 Genotoxicidade

Macromoléculas bioldgicas como o DNA estdo sujeitas a agressbes por
agentes enddgenos e exogenos. Estima-se que no corpo humano ocorra
diariamente cerca de 2 x 10* eventos danosos ao DNA (Barzilai & Yamamoto 2004).
Essas agressfes podem ocorrer por estresse oxidativo, pelo préprio processo
natural de envelhecimento bem como pela interacdo com xenobiéticos. Essas
interacbes podem resultar em oxidacdo das bases nitrogenadas, quebras de fita
dupla e fita simples (Slupphaug et al., 2003).

Dentre essas possiveis causas de danos ao DNA, o estresse oxidativo é um
dos mais importantes. Esse estresse resulta da incapacidade dos mecanismos de
reparo frente as alteracbes na oferta de oxigénio, que € essencial na producdo de
energia para realizacdo de varios processos celulares. O desequilibrio entre a oferta
de O, (hiperdxia e hipdxia) pode oferecer riscos ao DNA e desencadear mecanismos
intrinsecos de reparo (Zhou & Elledge, 2000), levando a instabilidade genbmica e
citotoxicidade, ou iniciando processo carcinogénico (Finkel & Holbrook, 2000;
Norbury & Hickson, 2001; Barzilai & Yamamoto, 2004).

Resultados contraditérios em estudos de genotoxicidade com [B-carbolinas
presentes na ayahuasca foram encontrados em testes realizados em linhagens
celulares in vitro e in vivo (Schenberg, 2013). Até o presente momento nao existem
dados publicados sobre a genotoxicidade da ayahuasca sobre as células da medula
O0ssea e sangue. Estudos de genotoxicidade com o DMT isolado séo inexistentes,
possivelmente devido ao fato de ser uma substancia proscrita. Entretanto, a

molécula de DMT possui em sua estrutura molecular o radical N di-alquil, que esta
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ligado a efeitos genotoxicos em uma série de farmacos conhecidos (Snyder, 2010).
Acredita-se que esse radical é capaz de se ligar de forma ndo covalente ao DNA,
intercalando-se a ele conferindo aos compostos em que esta presente uma acao

genotoxica (Snyder, 2010).

No estudo realizado por Figueroa (2012) descrito anteriormente, a
fragmentacdo de DNA neuronal foi avaliada em ratos Wistar machos tratados com
ayahuasca utilizando técnica de imunohistoquimica. Nesse experimento foram
encontrados resultados que indicam tendéncia a apoptose neuronal em grupo

tratado com ché ayahuasca.

5.5 Potencial terapéutico da ayahuasca

O uso terapéutico da ayahuasca € definido pelo CONAD (Resolugdo n°1,
2010) como o “uso por profissional habilitado baseado em evidéncias cientificas para
promover a saude e fora do contexto ritualistico”. Evidéncias cientificas que
asseguram o0 uso terapéutico da ayahuasca fora do contexto religioso ainda sao

limitadas, apesar de haver evidéncias empiricas favoraveis.

A serotonina esta intimamente implicada no mecanismo de acdo da
ayahuasca. A conjugacao de varios possiveis efeitos mediados pela serotonina e,
portanto implicados com o mecanismo de acdo da ayahuasca faz com que essa
bebida possa ser considerada util no tratamento em uma diversidade de transtornos,
tais como transtorno depressivo maior e doenca de Parkinson (Liester & Prickett
2012).

Os alcaldides B-carbolinicos presentes na ayahuasca séo inibidores da MAO
(IMAO), uma classe de farmacos tradicionalmente utilizados pela medicina
(Hindmarch, 2002; Krishnan & Nestler, 2008). Entre os IMAO destacamos a
selegelina e a moclobemida. A selegelina também conhecida como L-deprenil é
inibidor da MAO tipo B e é usada no tratamento de alguns tipos de depressao e no
tratamento da doenca de Parkinson (Birkmayer et al., 1977; Mendlewicz & Youdim,
1983). A moclobemida € um inibidor seletivo da MAO A, reversivel e apresenta

menos efeitos colaterais do que outros farmacos antidepressivos. A moclobemida
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também é utilizada no tratamento do tabagismo (Berlin et al., 1995; Bonnet, 2003). O
DMT, por sua vez, produz efeitos transitérios de curta duracdo e provoca
neuroestimulacdo serotoninérgica. Dessa forma, condi¢cdes patoldégicas como
ansiedade, depressédo, enxaqueca podem se beneficiar do uso da ayahuasca (Costa
et al., 2005).

Um paralelo em relacéo ao uso terapéutico de alucinégeno com acgao similar a
ativacdo serotoninérgica produzida pela ayahuasca € o caso do uso terapéutico do
peiote, um cacto usado milenarmente por tribos indigenas nos EUA e México que
contém a mescalina, um alucindégeno estruturalmente similar a serotonina (Figura 3).
As cerimbnias de uso do peiote no tratamento de dependentes quimicos se
mostraram eficazes (Anderson et al., 2012). O uso da ayahuasca no tratamento da
dependéncia quimica tem se mostrado promissor, principalmente em relacdo ao
consumo de élcool e cocaina. Thomas et al. (2013) mostraram que o0 grupo que
recebeu terapia assistida com ayahuasca reduziu significativamente o consumo de

cocaina.

Estudo realizado por Samoylenko et al. (2010) com extrato do caule da B.
caapi contendo inibidores de MAO e substancias antioxidantes mostrou efeito
neuroprotetor desse extrato, com potencial valor terapéutico no tratamento da

doenca de Parkinson e outras desordens neurodegenerativas.

Apesar de ndo haver dados suficientes que indiqguem acédo antitumoral da
ayahuasca (Schenberg, 2013), estudos demonstram que as B-carbolinas inibem a
angiogénese em tumores (Hamsa & Kuttan, 2010). Postula-se também um possivel
mecanismo de acdo do DMT sobre o receptor intracelular Sigma | presente nas
membranas do reticulo endoplasmatico e das mitocéndrias. Os receptores Sigma |
regulam canais de célcio e o influxo de célcio estéa implicado com modula¢éo do ciclo
celular e inducéo de apoptose (Schenberg, 2013). Portanto, a afinidade do DMT por
esses receptores Sigma | pode ajudar a entender os relatos de melhora em estudos
de caso de cancer associados ao uso de ayahuasca (Schenberg, 2013). Os efeitos
especificos da ayahuasca nos diferentes tipos de céncer pode também variar
dependendo do subtipo predominante da MAO. Sendo assim, além da inibir a MAO

em diferentes tecidos permitindo a acdo sinérgica [-carbolinas e DMT sobre o
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sistema serotoninérgico a inibicio da MAO pode também interferir em vias
apoptoticas e ter acdo antitumoral. E possivel também que a experiéncia psicodélica
por si ajude no alivio de sintomas psicolégicos como ansiedade e depresséo, e isto
resulte entdo em melhora na qualidade de vida do paciente com cancer (Schenberg,
2013).

As principais limitacbes dos estudos das propriedades terapéuticas da
ayahuasca no contexto ritualistico e religioso sdo: estudos de casos isolados, e
principalmente amostras pequenas, nao representativas da populagdo, composta
por frequentadores voluntarios das comunidades religiosas além do
negligenciamento de efeitos indesejaveis em longo prazo (McKenna, 2004). Por
exemplo, uma revisdo bibliografica realizada por Schenberg (2013) utilizando
revistas e jornais cientificos indexados na base de dados Pubmed resultou em
apenas 9 relatos publicados de uso de ayahuasca em tratamento de cancer. O
Projeto Hoasca, realizado com usuarios regulares ha pelo menos 10 anos, e que
mostrou a manutencdo do funcionamento neurocognitivo normal, envolveu apenas
15 individuos (Callaway et al., 1999; Anderson et al., 2012).

Estudos pré-clinicos em modelos bioldgicos animais, com grupos controles, e
namero de amostra estatisticamente viavel sdo necessarios para minimizar fatores

de confundimento presentes no uso ritualistico.

6. Bioensaios de genotoxicidade

Segundo Brambila (2009) a avaliacdo de risco/beneficio de produtos de uso
continuo como antidepressivos e antipsicéticos ndo pode negligenciar possiveis
efeitos adversos como a genotoxicidade e mutagenecidade. Para acessar os efeitos
genotoxicos de inimeros compostos, os testes do cometa e do microndcleo estao
bem estabelecidos e indicam a extensao e gravidade da interagdo dos compostos
estudados com DNA (Wong et al.,, 2005). Recomendacbes atuais de agéncias
reguladoras indicam o estudo de potencial genotoxico e mutagénico como bateria

inicial de testes para possiveis farmacos. Dentre essa bateria de testes sao
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recomendados testes in vitro com células de mamiferos bem como testes in vivo em

células hematopoiéticas de roedores.

6.1 Fragmentacao de DNA por andlise visual no Ensaio Cometa

O ensaio cometa (EC), também conhecido como single cell gel electrophresis
assay, € um teste de genotoxicidade empregado internacionalmente. Idealizado por
Ostling & Johanson (1984), este método foi adaptado para meio alcalino,
aumentando sua sensibilidade (Singh et al., 1988). O pH elevado facilita a
desnaturacdo e o desempacotamento do DNA, assim como expde as quebras

decorrentes de lesGes em sitios alcali-labeis (Fairbairn et al., 1995).

O método € baseado na migracdo da molécula de DNA e seus fragmentos em
gel de agarose submetido a uma corrente eletroforética. Esses fragmentos podem
ser resultantes tanto da acdo genotdxica direta ou indireta do agente teste. A
molécula de DNA e seus fragmentos apresentam cargas negativas e migram no
campo elétrico em direcdo ao anodo (Collins et al. 1995, Collins, 2004; Olive &
Banéth, 2006).

Nesse ensaio, células individualizadas sao imobilizadas em suporte sélido
neste caso o gel de agarose. Essas células sdo rompidas e ap6s a remocdo das
membranas celulares, citoplasma, organelas membranosas, restara apenas uma
matriz nuclear composta de &cidos nucléicos e poucas histonas. Essa estrutura
residual, com aspecto semelhante a um nudcleo é conhecida por nucleéide (Figura 5)
(Collins, 2004). O DNA presente em cada nucledide ao ser submetido a tratamento
em meio alcalino sofre desnovelamento, e em campo elétrico os fragmentos se
organizam de acordo com seu tamanho, tendo em vista que todos sdo carregados
negativamente. Quando observados no microscépio de fluorescéncia, esses
nucledides apresentam formato semelhante a um cometa. Sendo que a cabeca
corresponde ao DNA integro enquanto a cauda é formada de seus fragmentos. O
deslocamento dos fragmentos no gel de agarose sera inversamente proporcional ao
seu peso, e quanto maior a cauda do cometa maior foi o deslocamento e, portanto,
maior foi a fragmentacdo da molécula de DNA (Tice et al., 2000; Olive & Banath,
2006).
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Figura 5. Nucleoides ao microscopio de fluorescéncia (100x). Coloragdo com brometo de
etidio. Nucledide a direita apresenta DNA integro, e 0 nucledide a esquerda apresenta dano
no DNA, com fragmentos evidentes formando uma cauda.

6.2 Fragmentacao de DNA por analise em citometria de fluxo

A citometria de fluxo € apresentada como alternativa a analise visual da
fragmentacdo de DNA, permitindo uma andlise rapida, objetiva e quantitativa de
células em suspensdo submetidas em um fluxo laminar (Faldyna et al,. 2001). As
células da amostra em suspensdo sdo marcadas com um agente fluorescente
especifico, permitindo sua identificacdo e quantificacdo pelo tamanho, granulosidade

e intensidade de fluorescéncia.

No citbmetro de fluxo, um laser diodo azul (488 nm) incide sobre uma
suspensao de células numa camera de fluxo laminar. A luz que incide sobre as
células é captada por detectores selecionados com base nos parametros
morfologicos e fluorescentes que se deseja discriminar. A Tabela 1 traz os principais

tipos de detectores-padrdo (canais) e os parametros morfolégicos associados.
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Tabela 1 - Pardmetros analisados em Citometria de fluxo

Canal Parametro Emisséo de Luz
Analisado
Comprimento de
FLL onda 530nm verde
Comprimento de ,
FL2 onda 570 a 620 nm laranja
Comprimento de
FL3 onda 650nm vermelha
Forwardscatter Disperséo frontal
(FSC) Tamanho — 488nm da luz azul
Sidescatter Granulosidade —  Disperséo lateral
(SSC) 488nm da luz azul

O iodeto de propideo € um agente fluorescente inespecifico de &cido nucléico
e emite luz alaranjada quando excitado com o laser diodo azul (488 nm). A analise
da fluorescéncia relativa no comprimento de onda de 580 a 620nm permite

quantificar a fragmentacdo do DNA das células em suspenséo.

6.3 Teste do Micronucleo in vivo

Os micronucleos descritos originalmente em eritrécitos, também conhecidos
por corpusculos de Howell-Jolly, sdo utilizados como marcadores de dano
citogenético (Schmid, 1975), ou seja, dano na estrutura do cromossomo ou no fuso
mitético. Esses micronlcleos podem resultar de fragmentos cromossémicos
acéntricos, fragmentos céntricos da cromatide ou cromossomos inteiros que nao se
ligaram ao fuso mitético durante o processo de segregacdo na anafase, ficando
separado do nucleo principal na célula-filha (Krishna & Hayashi, 2000; Fenech et al.,
2011). O teste do micronucleo in vivo esta relacionado ao processo continuo de

eritropoiese (Figura 6).
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Figura 6. Processo de eritropoiese in vivo e mecanismos de formacdo de micronucleos.
Adaptado de Krishna & Hayashi (2000).

Em roedores adultos, a medula éssea e 0 bago sdo 6rgdos hematopoiéticos,
onde estdo presentes células-tronco responsaveis por iniciar os estagios de
proliferacdo e maturacao celular (Krishna & Hayashi, 2000). Se durante o estagio de
proliferacdo, as células sdo submetidas ao agente téxico, podem ocorrer danos nos
cromossomas, como quebras e trocas, mas também alteracbes em proteinas
relacionadas com a disjuncédo das croméatides, como a tubulina, causando disfuncéo
do fuso mitético (ter Haar et al., 1996; Krishna & Hayashi, 2000).

Essas alteragcdes cromossdmicas se atrasam durante a divisdo celular e n&do
se integram ao nucleo das células-filha, formando os micronucleos, que sado visiveis
no citoplasma. Esses cromossomos, ou fragmentos de cromossomos nao agregados
ao nucleo principal, apresentam as mesmas caracteristicas morfolégicas do nucleo
principal, mas em tamanho reduzido. S&o arredondados, possuem cromatina
revestida por membrana nuclear, apresentam-se deslocados do centro e com

mesma coloracdo do nucleo principal (Jagetia & Reddy, 2002)(Figura 07).
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Figura 7. Eritrocitos de rato Wistar. A direita eritrocito policromatico micronucleado e a
esquerda eritrdcito policromatico normal. Imagem capturada em microscopia de luz,
aumento 100X.

A citotoxicidade da substancia teste sobre o tecido eritropoiético € um aspecto
adicional importante que pode ser aferido durante o teste do micronucleo.
Normalmente, a medula Ossea apresenta maior proporcdo de eritrécitos jovens
(eritrocito policromatico, EPC) em relacdo aos eritrocitos maduros (eritrdcito
normocromatico, ENC). Entretanto, em condi¢6es hipoplasicas ou hiperplasicas,
essa proporgcdo pode estar alterada, uma indicacdo de citotoxicidade sobre as
células da medula 6ssea (Criswell et al., 1998). A medida que sofre perda do RNA
residual e aumenta a concentracdo de hemoglobina no citoplasma, é possivel
diferenciar estagios de maturacgao do eritrocito por diferenca na coloragdo (Krishna &
Hayashi, 2000). O EPC apresenta citoplasma basofilo e se cora mais intensamente
com Giemsa (arroxeado), enquanto o ENC tem citoplasma aciddéfilo e apresenta

coloracao palida, transparente e rosa (Krishna & Hayashi, 2000).

A realizagdo de ensaio in vivo em medula 6ssea de roedores para avaliar
danos cromossOmicos é recomendada para produtos farmacéuticos (Brambilla et al.,
2009) podendo ser utilizado como modelo rato ou camundongo. A utilizagédo de
sangue periférico é possivel em camundongos, mas nao em ratos, uma vez que em
ratos, assim como no ser humano, o bago sequestra eritrocitos micronucleados da
circulacdo sanguinea. Embora seja preferivel a utilizacdo de camundongos para
realizacdo deste teste, existe alta concordancia de resultados entre os modelos
(cerca de 88%) (Wakata et al., 1998).

21



7. Avaliacdo Comportamental

A complexidade do sistema nervoso se revela na diversidade de estruturas
com configuragOes estruturais e funcionais diferentes, bem como nas diversas
possibilidades de mediacdo quimica (neurotransmissores) e sinapses (inibitoria ou
excitatéria). Sendo assim, o sistema nervoso esta vulneravel a acdo de xenobioticos,

que podem atuar em varios sitios (Moser, 2011).

Alteracdes histopatolégicas do sistema nervoso foram por muito tempo
consideradas o "padréao ouro" em estudos de neurotoxicologia, mas hoje acredita-se
que a avaliacdo das alteracdes funcional e histopatologica sdo complementares.
Uma forma de afericdo da funcdo do sistema nervoso é pela avaliacdo do
comportamento, que é o resultado da integracéo do sistema nervoso nos seus VAarios
niveis de organizacdo (molecular, celular, tecidual). Efeitos comportamentais podem
ser reflexos de mudancas na comunicacdo das células nervosas e representam a
integracdo e integridade do sistema nervoso, sendo, portanto indicador sensivel da
funcéo neuronal (Moser, 2011).

Véarios testes para avaliar o efeito de substancias psicoativas no
comportamento de animais de experimentacdo foram desenvolvidos. Existe uma
concordancia entre autores que nenhum dos testes que avaliam a ansiedade e
depressao fornecem uma medida indiscutivel da reatividade emocional animal.
Conceitos como depresséo e ansiedade possuem uma nhatureza humana altamente
subjetiva e cada teste individual avalia apenas uma fracédo do perfil emocional de um
animal (Ramos, 2008; Ramos et al., 2008; Steimer, 2011). Por exemplo, no teste de
natacdo forcada € possivel avaliar enfrentamento de estresse alterado pela
substancia teste, mas ndo avaliar ideagéo suicida, ambas as caracteristicas também
presentes na depressao maior (Slattery & Cryan, 2012). Portanto, para uma
avaliacdo sistematica dos efeitos de substancias psicoativas sobre o sistema

nervoso é recomendado o uso de diferentes testes comportamentais.

O teste de Campo Aberto (TCA) € amplamente utilizado como parametro de
atividade locomotora e de ansiedade animal, esse descrito como um estado

comportamental induzido por uma ameacga ao bem-estar ou sobrevivéncia real ou
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potencial (Steimer, 2011). A ansiedade pode ser caracterizada pelo aumento da
excitacdo, expectativa, ativagdo autonémica e neuroenddcrina e padrées especificos
de comportamentos. Hall (1934) foi o primeiro a descrever o TCA para estudos de

emotividade em ratos.

O efeito ansiolitico é caracterizado por aumento na deambulagédo do animal e
maior permanéncia do mesmo na regido central. Na arena do campo aberto, a
ansiedade é desencadeada por dois fatores, o isolamento (o teste é realizado
individualmente, sendo o animal separado do seu grupo) e a agorafobia (a arena é
grande em relacdo ao animal). Esses fatores geram estresse e influenciam
diretamente no comportamento desses animais, visto que, eles vivem em pequenos
grupos e em tuneis (Prut & Belzung, 2003). Portanto, tratamento com ansioliticos
ndo aumentam a exploracdo do campo, mas diminui o estresse induzido no
comportamento de exploracédo. O teste em campo aberto foi eficaz na predicdo de
efeitos ansioliticos de benzodiazepinicos e de agonistas do receptor 5-HT 1A, mas
nao foi sensivel a acdo ansiolitica de inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina, indicando que esse modelo ndo se aplica a todo tipo de ansioliticos (Prut
& Belzung 2003).

O teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) também é largamente utilizado
como modelo de ansiedade animal e nos permite também avaliar mobilidade. Este
teste se baseia em respostas incondicionadas a ambientes potencialmente
perigosos, onde o animal € confrontado pelo impulso de explorar ambientes novos e
desconhecidos e a tendéncia em evitar areas potencialmente perigosas.
Montgomery (1958) foi o primeiro a comprovar esse fato em testes com labirinto em
Y, em que conseguiu mostrar que os animais saudaveis preferiam permanecer nos
bracos fechados (Montgomery, 1955). Os estudos iniciais com o LCE envolveram
investigacdo de uma variedade de agonistas e antagonistas alfa-adrenérgicos
(Handley & Mithani, 1984).

O teste de Natacao Forcado em roedores foi descrito inicialmente por Porsolt
et al. (1978), e também €& conhecido como behavioral despair test. Este teste tem
valor preditivo para agédo antidepressiva de farmacos e consiste na observacéo da

imobilidade ou do comportamento ativo do rato.O potencial antidepressivo da droga
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€ caracterizado pelo aumento da mobilidade. A imobilidade observada em animais
controle ou expostos a substancias sem atividade antidepressiva pode ser vista
como meio de conservar energia, falha na persisténcia em escapar e desespero
comportamental (Cryan et al., 2002; Petit-Demouliere et al., 2005; Castagné et al.,
2009).

Alguns autores modificaram o protocolo de Porsolt, analisando o
comportamento do animal em periodos de 5 segundos ao longo de 5 minutos de
duracéo do teste distinguindo os comportamentos de natacéo, imobilidade e climbing
(Cryan et al., 2002; Slattery & Cryan 2012). Outra modificacdo do protocolo de
Polsolt consiste na eliminacdo de uma fase pré-teste (treinamento) realizado 24
horas antes da sessao teste. Nesse protocolo, consideram-se 0s dois minutos
iniciais do teste como periodo de acomodacédo e avaliam-se os trés ultimos minutos
em sessao Unica (Lucena et al.,, 2010; Taiwo et al., 2012). O consenso entre 0s
protocolos é que animais tratados com substancias com potencial antidepressivo

nadam por mais tempo e persistem na tentativa de fuga (climbing).

Em estudos comportamentais realizados por Motta (2013) com ratas wistar
tratados com doses Unicas aguda de 30 e 50X a dose ritual observou diminuicao da
locomocdo e diminuicdo do interesse exploratorio em testes de campo aberto e
labirinto em cruz elevada. No teste de natacdo forcada, observou-se aumento do
tempo de nado e reducdo do tempo de imobilidade indicando comportamento
preditivo de acao antidepressiva.

8. Avaliacdo hematoldgica (eritrograma, leucograma, plaguetograma e
bioguimica sérica)

A analise hematotoxicologica e a andlise de indicadores bioquimicos séricos
permitem uma afericdo sistémica da interferéncia de um xenobiotico testado nas

funcdes fisioldgicas do organismo modelo (Bloom & Brandt, 2012).

O leucograma, ou estudo da série branca, inclui a contagem total e diferencial

de leucécitos. Esses dados nos permitem avaliar a condicdo geral de saude do
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organismo bem como do sistema imunolégico, auséncia de infeccbes, reacdes
alérgicas e resposta a farmacos. No eritrograma s&o calculados os valores de
hematocrito, concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), e a variacdo do tamanho
das células vermelhas (RDW). A informacdo obtida a partir do eritrograma nos
permite verificar alteragbes como anemia e citotoxicidade sobre o tecido
hematopoiético eritréide. A citotoxicidade pode se revelar alteracbes de numero e
volume do eritrocito e na concentracdo de hemoglobina. O plaquetograma inclui,
além da contagem total de plaquetas, a variagdo de tamanho das plaquetas e a
contribuicdo desses tamanhos na constituicdo (distribuicdo), sendo que plaquetas
gigantes sdo frutos de uma acelerada producédo pela exposicdo a algum agente
estressante (Failace, 2009; Bloom & Brandt, 2012).
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Ill. OBJETIVOS:

Objetivo Geral:

Determinar o0s possiveis efeitos genotoxicos, citotoxicos, hematoldgicos,
bioquimicos e neurocomportamentais da ayahuasca em ratos Wistar apds exposi¢cao

aguda em trés diferentes concentracdes

Objetivos Especificos:

a) Investigar os possiveis efeitos genotoxico da ayahuasca em células da

medula éssea de ratos Wistar pelo teste do micronucleo e em citometria de fluxo;

b) Observar os possiveis danos da ayahuasca ao DNA em células

sanguineas de ratos Wistar pelo ensaio cometa;

c) Avaliar efeitos neurocomportamentais da ayahuasca em ratos Wistar

utilizando os testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado e natacéo forcada,

d) Identificar as possiveis alteracbes hematoldégicas agudas em séries

eritrociticas, leucociticas e plaquetarias em ratos;

e) Avaliar as func¢des hepatica, renal, pancreéatica e o metabolismo energético

através de analise bioguimica sérica.
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Foram utilizados 50 ratos (Rattus novergicus) albinos da linhagem Wistar,
saudaveis, de ambos os sexos (25 de cada), com idade de 9 a 12 semanas,

provenientes da Granja RG, Sao Paulo.

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com grade zincada e
mantidos em estante refrigerada da Alesco®, localizada no biotério da Faculdade de
Ciéncias da Saude da UnB a temperatura de 23+ 2°C. Os animais foram submetidos
a ciclo claro/escuro de 12h/12h. As instalagbes, condicdes ambientais, manejo e
cuidados com os animais seguiram os padrdes recomendados pelo Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals e em conformidade com as leis aplicaveis ao
bem-estar animal de uso e cuidado de animais de laboratorio (Lei Federal Brasileira
N° 6.638 de 08 de Maio de 1979). O experimento foi realizado apds aprovacao do
projeto pelo Comité de Eética no Uso de Animais (CEUA), do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de Brasilia, UnBDoc numero 38469/2012 (Anexo A).

Antes da realizacdo do experimento 0s animais passaram por um periodo de
aclimatacao de 15 dias. Na semana anterior ao teste os animais foram manipulados
diariamente, conforme recomendacdo para minimizar a possivel ocorréncia de
estresse induzido pelos procedimentos de tratamento a serem iniciados (injecoes e
gavagem) (Slattery & Cryan, 2012). Os animais receberam racdo comercial para
roedores Purina® e agua filtrada ad libitum durante todo o experimento. Os animais
foram pesados em balanca calibrada da Marca Marte, modelo AS5500C, com

funcdo especifica para pesar animais vivos.

2. Ayahuasca, aquisicao e caracterizagcao

A ayahuasca necessaria para a realizacdo desse experimento foi cedida pela
UDV com sede em Brasilia e preparada durante ritual Unico. A infusdo recebida foi
congelada e liofilizada. O po6 resultante foi armazenado em congelador até o
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momento da exposi¢cdo. 100 ml da infusdo produziram 0,1615g de pdé liofilizado
correspondendo a 16% de matéria(w/v). A quantificacdo dos constituintes principais
da infusdo utilizada foi realizada em estudo prévio do mesmo grupo e encontrou 0s
seguintes valores: 1.56 mg/mL de harmina, 0.122 mg/mL de harmalina e 0.141
mg/mL de DMT (Motta, 2013).

3. Delineamento experimental

No delineamento deste experimento utilizamos as recomendacfes do
Protocolo 474 da OECD, para realizacdo do teste de micronucleo in vivo (OECD,
1997). Esse protocolo recomenda a utilizacdo de um numero minimo de cinco
animais por grupo, que também atende as recomendacdes atuais para a realizacéo
do Ensaio cometa (EC). Por se tratar de um estudo inédito a respeito da
genotoxicidade da ayahuasca e n&o haver dados conhecidos a respeito da diferenga
de genotoxicidade entre machos e fémeas, ambos os sexos foram empregados

conforme recomendacéo do referido protocolo.

Os animais foram aleatoriamente alocados em cinco grupos, com 5 individuos
de cada sexo: Grupo Controle Negativo (GC-), que recebeu agua filtrada, Grupo
Controle Positivo, que recebeu cloridrato de doxorrubicina (Dox) e trés grupos
tratados com diferentes doses de ayahuasca proporcionais a dose ritual da UDV,
gue corresponde a 150 ml de ayahuasca consumida por um individuo adulto de 70

kg (1X). Cada caixa de polipropileno acomodou no maximo trés animais do mesmo

grupo.

O tratamento dos grupos controle negativo e tratados foi em dose oral Unica,
administrada por gavagem com sonda flexivel de silicone (Figura 8) no periodo
matutino (inicio do periodo claro), 12 horas antes de iniciar o tratamento, a
alimentacdo dos animais foi retirada, porém foi mantida agua ad libidum. O grupo

Dox recebeu injecao intraperitoneal.
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Figura 8. Gavagem com sonda flexivel.

Foram empregadas trés doses nos grupos tratados (GT): 1X (uma dose
ritual), 5X (cinco vezes a dose ritual) e 15X (quinze vezes dose ritual). A massa do
liofilizado administrada foi entéo calculada em funcéo do peso do animal e do grupo
de tratamento, dissolvida em 2 mL de agua filtrada e administrado por gavagem de
modo que o volume total ingerido por animal respeitou o limite de 10ml/kg p.c. (10
mililitros por quilograma de peso corporal), conforme preconizado.

Os animais do grupo Dox receberam injecdo intraperitoneal de cloridrato de
doxorrubicina (30 mg de cloridrato de doxorrubicina por quilograma de peso
corporeo, solubilizado em solugcdo salina NaCl 0,9%). A doxorrubicina € uma
antraciclina utilizada no tratamento de cancer, possui um efeito citotoxico e é
intercalante do DNA, sendo amplamente utilizada como controle positivo em testes
de genotoxicidade (Bhuyan et al.,, 1983; Lahdetie, 1983; Criswell et al., 2003;
Venkatesh et al., 2007).
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4. Testes comportamentais

Os testes neurocomportamentais foram realizados uma hora apds o
tratamento e repetido na segunda hora, na seguinte ordem: Campo Aberto, Labirinto
em Cruz Elevado e Natagdo Forcada. A realizagdo do teste na segunda hora
procurou avaliar a persisténcias dos efeitos ou um possivel efeito de acomodacéao

(aprendizagem, habituacéo, evocacdo da memoria de aprendizado espacial).

O teste de Campo Aberto (TCA) foi realizado numa arena circular de madeira

com &rea de 0,72 m?, raio de 0,48 m e uma contencao lateral com 0,34 m de altura.
O piso dessa arena foi dividido em 18 quadrantes de locomog¢ao e um quadrante

central onde o animal foi colocado no inicio do teste (Figura 9).

Figura 9. Arena circular usada no Teste de Campo aberto.

Durante 5 minutos, foram quantificados o nimero de quadrantes percorridos,
0 numero de vezes que o animal foi ao quadrante central, o nUmero de vezes que 0
animal se eleva (eleva o tronco ficando apoiado nas patas traseiras), bem como o

comportamento de autolimpeza e defecacgéo.

O teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi realizado em um aparato de

madeira em formado de cruz, elevado a uma altura de 38 cm do piso, com um
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quadrante central (0,1m x 0,1m) e 4 bragos, sendo dois abertos e dois fechados,
cada um com 0,5m de comprimento (Figura 10). O comportamento do animal foi
avaliado por 5 min e quantificou-se o nimero de entrada e o tempo de permanéncia
em cada braco e na area central assim como o nimero de levantamentos do torax,

gestos de autolimpeza e defecagéo.

Figura 10. Labirinto em Cruz Elevado

O teste de Natacdo Forcada (TNF) foi realizado em cilindro de acrilico

transparente (0,50 cm de altura e 0,39 cm de didmetro) com agua a 25°C e
profundidade de 30 cm (Figura 11). Este teste foi realizado segundo protocolo
descrito por Lucena et al. (2010) onde a sessao teste teve duracdo de 5 minutos.
Essa sessédo foi cronologicamente dividida em: 2 minutos que correspondem a um
periodo inicial de aclimatacdo, seguido de 3 minutos de avaliagdo do comportamento
dos ratos. Foi quantificado o tempo em que o animal permanece efetivamente
nadando e o tempo em que o animal fica tentando escapar escalando as bordas do
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cilindro (climbing). Esses comportamentos se distinguiram do comportamento
passivo, em que o animal ficou imével ou realizando movimentos minimos para
manter a cabeca acima da agua Como nos outros testes, o comportamento
emocional evidenciado pela defecacdo também foi avaliado pela quantificacdo do

numero de bolos fecais.

Figura 11. Cilindro para teste de natagéo forcada

5. Eutanésia e coleta das amostras bioldgicas

Os animais foram submetidos & eutanasia por inalagdo de gas carbbnico
medicinal (CO,), 30 horas ap06s receberem o tratamento. ApGs a laparotomia, cerca
de 3 a 5 ml de sangue de cada animal foi coletado por punc¢éo cardiaca com seringa
estéril e aliquotado em microtubos com EDTA 20% (na propor¢éo de 1:10 de sangue
coletado). Durante a necropsia, cérebro, baco, figado e rins foram retirados, lavados
em solucdo salina NaCl 0,9%. Os orgdos foram analisados macroscopicamente,
pesados e fixados em formalina tamponada 10%. Para coleta da medula 6ssea, os
fémures foram excisados, tiveram as epifises cortadas e, com auxilio de uma seringa
com agulha, a medula foi coletada em 3 ml soro fetal bovino (SFB) contendo EDTA
20%.
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6. Ensaio Cometa

Para esse ensaio realizado em meio alcalino (Singh et al., 1988) foram
realizadas alteracdes a partir de recomendacdes descritas por Tice et al (2000) e
Smith et al.( 2008). Células brancas do sangue foram separadas por centrifugacéo e
coletadas com micropipeta. A amostra de leucécitos foi ressuspendida e
homogeneizada em agarose de baixo ponto de fusdo 0,8% e gotejada em laminas
previamente preparadas recobertas com agarose normal 1,5%. A uniformizagdo da
distribuicdo da amostra de leucdcitos homogeneizados e gotejados na lamina foi

feita com uma laminula descartada ap6s resfriamento e solidificacdo do gel.

Apos o periodo de solidificacdo em geladeira, as laminas foram
imediatamente acondicionadas em solucédo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris
10 mM, n-lauroylsarcosine 1%, pH 10, Triton X-100 1% e DMSO 10%) por um
periodo de 12 horas (overnight). Em seguida, foi realizada a eletroforese em solucéo
alcalina (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13), por um periodo de 20 minutos, a
25v, 300mA.

ApOs a eletroforese, as laminas foram lavadas em 3 banhos de 5 minutos em
solucéo de neutralizagao (Tris 0,4 M, pH 7,5) com intervalos de 5 minutos entre eles.
Depois de retirada das cubas de neutralizagéo e secagem, as laminas foram fixadas

em etanol absoluto por 5 minutos e mantidas a 4°C até o momento da analise.

Para analise em microscopia de fluorescéncia, as laminas foram tratadas com
brometo de etidio a 20 pg/mL, que intercala o DNA e emite fluorescéncia. Para
andlise dos nucleoides, foi utilizado microscépio de fluorescéncia (ZEISS Axioskop 2
- HAL 100) em aumento de 400X.

A analise visual de 100 nucledides por animal seguiu classificacdo em niveis
de danos que vao de zero (score O/auséncia de dano) até nivel de dano quatro
(score 4/dano elevado) de acordo com intensidade de fragmentacéo e proporcao
entre tamanho de cabeca e cauda do nucledide. Score 0 corresponde a nucledide
com DNA integro. No score 1 existe fragmentacdo sendo o comprimento da cauda
bem menor do que a cabeca do nucledide, no score 2 o comprimento da cauda é

aproximadamente do tamanho da cabeca do nucledide, enquanto no Score 3 0
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comprimento da cauda do nucledide é maior do que o comprimento da cabeca
desse nucleoide. Score 4 a cauda é bem evidente e os contornos da cabeca do

nucleoide estao bastante reduzidos . (Jatoszynski et al.,1997)(Figura 12).

SCORE 0 SCORE 1 SCORE 2 SCORE3 SCORE 4

Figura 12. Classificagdo visual de niveis de dano.

Os resultados foram expressos na forma de indice de dano (ID). O ID € um
indicador de genotoxicidade total calculado atribuindo-se um peso correspondente a
cada classe de nivel de dano: para score 0 que corresponde a auséncia de dano ao
DNA ¢é atribuido peso 0 na composicdo do ID; da mesma forma o score 1 que
corresponde a um dano leve ao DNA é atribuido peso equivalente a 1; para score 2
€ atribuido peso 2; para score 3 € atribuido equivale a peso 3 e para score 4 é
atribuido peso 4, conforme férmula abaixo (Palus et al., 1999; Jatoszynski et
al.,1997).

Indice de dano

{(score1x 1)+ (score2x2)+ (score3 x3)+ (scoredx4)}
= X

Total de nucledides analisados 100

O score total do ID pode variar de 0 — 400, onde 0 (zero) indica uma situacao
hipotética em que todas os 100 “cometas” analisadas tiveram dano 0, isto é, ndo

apresentaram dano,e 400 em que todos os “cometas” tiveram dano 4.

7. Teste de micronucleo

Para minimizar a possibilidade de efeitos falso positivo neste ensaio foi

utilizado protocolo de purificagdo e enriquecimento de amostra proposto por
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Romagna & Staniforth (1989). Esse protocolo consiste na separacao da populagéo
de eritrécitos obtidos da medula 6ssea por um processo de filtragdo em coluna de
celulose (Figura 13) (adsorcdo) e membrana de policarbonato (selecdo pelo
tamanho do poro), seguido de um processo de centrifugacdo por diferenca de

densidade em gradiente de Percoll® (Hayashi et al., 1994).

Figura 13. Filtro em coluna de celulose

O Percoll® é uma solucao coloidal (microparticulas de silica recobertas com
polivinilpiloridona) utilizada na obtencdo de fracbes enriquecidas e purificadas de
células (e particulas subcelulares). A centrifugacdo em gradiente descontinuo de
Percoll® permite a obtencao eritrocitos livres de granulos a partir da diferenca de
densidade e da massa (Figura 14). O Percoll® foi diluido em duas concentracdes
(30% e 80%) usando solugdo tamponada contendo o antiagregante EDTA (Rennie
et al., 1979).

Figura 14. Populacao eritrocitica isolada por centrifugacao entre camadas de Percoll® (halo
vermelho entre as camadas).
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As laminas foram confeccionadas por esfregaco a partir da amostra da
populacdo eritrocitica pura e enriquecida (halo vermelho entre as camadas de
Percoll na Figura 14). Apés secagem de 24 horas, as laminas foram fixadas em
alcool metilico durante 10 minutos, e coradas com solucdo de Giemsa diluida em
tampao fosfato de Sorensen (Solucdo A: KH2PO4 0,06M, Solugdo B:
Na2HPO4.12H20 0,06M, na proporgcéo de 70% de A para 30% de B) durante 12
minutos. As laminas coradas foram analisadas no microscopio de luz Olympus BH2
em aumento de 100x, sendo analisadas 2000 células (EPC) para cada animal com o

auxilio de um contador manual (Hayashi et al., 2000; Krishna & Hayashi, 2000).

Para afericdo de alteragcbes no percentual de EPC foi utilizada a formula
abaixo a partir da contagem adicional de 200 eritrocitos totais por animal,
classificando-os em EPC e ENC (Krishna & Hayashi, 2000).

wEPC = — LPC 100
Bt = EpPc+ENC

8. Avaliacédo da fragmentacédo de DNA por citometria de fluxo

Para analise da fragmentacdo de DNA foi utilizada amostra integral da medula
0ssea coletada em SFB conforme descrito no item 5. 100 uL da amostra foi fixada
em 500 pL da solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido 2,5 %) e
mantida a 4°C até o momento da andlise. A amostra foi lavada em tampéo fosfato
0,1M (A=0,2M de fosfato de sédio monobéasico (NaH,PO4H,0) e B=0,2M de fosfato
de sdédio dibasico Na;HPO,, na propor¢cédo de 51 ml de A para 49 ml de B,e volume
final de 200 mL completado com &agua destilada. Para remover fragmentos de
grandes dimensdes, agrupamentos celulares ou de restos celulares, a amostra foi
previamente filtrada em CellTrics® com poro de 50 um (Figura 15) antes da leitura

no citbmetro de fluxo.
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Figura 15. Filtro com tamanho de poro 50 um CellTrics®.

O iodeto de propideo (50 pg/ml) foi utilizado como marcador de fluorescéncia.
Por se tratar de um marcador inespecifico de acido nucléico (pode se ligar também
ao RNA), a amostra de medula 6ssea fixada foi previamente incubada com RNAse
(na concentracdo de 50 pg/ml diluida a partir de uma solucdo estoque de 20000
pg/ml) por 30 min a37 °C.

No citbmetro de fluxo, as células foram analisadas de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas de tamanho (FSC) e granulosidade (SCC), e
intensidade de fluorescéncia (FL). A analise foi realizada em histogramas gerado
sem escala logaritmica a partir da leitura do canal FL2 (fluorescéncia relativa ao
comprimento de onda 570 nm), utilizando software para Windows TM FlowMax®.

9. Avaliacdo hematoldgica e bioquimica

Uma aliquota de 0,5 mL da amostra sanguinea coletada e homogeneizada
em EDTA 20% foi imediatamente encaminhada para analise em hematimetro
automatizado Sysmex Poch 100iVDiff™ calibrado para ratos. Foram analisados os
seguintes parametros: hemoglobina (HGB), hematécrito total (HCT), eritrograma
(RBC), leucograma (WBC), plaquetograma (PLT), volumes corpusculares e seus

indices de variacao.

1mL de soro de cada animal foi separado por centrifugacdo e armazenado a -

80°C para posterior analise bioguimica. Foram avaliados a metabolizacéo lipidica
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pelo parametro triglicérides séricas; a funcdo hepatica pelos parametros enzima
transaminase glutdmico oxalacética (TGO), enzima transaminase glutamico piruvica
(TGP) e bilirrubina (total, direta e indireta); a funcdo renal pelos parametro uréia e
creatinina sérica, e a funcdo pancredtica pelos parametros enzimaticos lipase e

amilase sérica. As analises foram realizadas pelo Instituto Sabin.

10.Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS 17.0
(Statistical Package for the Social Sciences). Os dados foram expressos em média +
erro padrdo da média (epm). Para comparacao estatistica entre 0os grupos controle e
tratados foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk para tomada de deciséo
(teste paramétrico ou ndo-paramétrico). Para as amostras com distribuicdo normal
foi utilizado Anova One-Way com teste de mudltiplas comparac¢des post-hoc
Bonferroni. Para amostras com distribuicdo n&o-normal utilizou-se teste nao
paramétrico Man-Whitney. A significAncia foi estabelecida no nivel de 95% (p<0.05).
Para comparacdo do comportamento intragrupo observado em tempos de

amostragem diferente (12 e 22 hora) foi utilizado teste t student pareada.
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V. RESULTADOS

1. Peso corporal e de 6rgaos

Nenhum 6bito foi observado durante o experimento. A anélise macroscopica
dos 6rgéos apos laparotomia ndo mostrou alteracdes evidentes. A Tabela 2 mostra o
peso médio dos animais de cada grupo do estudo e dos 6rgdos avaliados. Nao
houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao peso corporal entre 0s grupos

de tratamento para cada sexo.

Tabela 2 — Peso total e dos 6rgaos (g) de animais dos grupos controle (GC- e Dox)
e tratados com a ayahuasca (1X, 5X el5X a dose usual). Os valores estéo

expressos em média + epm; n = 5 animais por grupo*.

Grupo Total Cérebro Rim D Rim E Figado Baco
Fémeas
GC- 254,9+7,2 1,98+0,05 1,01+0,03 0,97+0,04 9,87+0,19 0,71+0,01%
Dox 252,5%7,6 1,94+0,03 0,89+0,04 0,85x0,05 9,77+0,49 0,50+0,02°
1X 262,2+6,4 2,03+0,07 1,03+0,06 0,97+0,06 10,21+0,39 0,69+0,01°
5X 262,0£8,5 1,95+0,04 1,00+£0,02 0,94%0,35 9,86+0,41 0,67+0,03%
15X 266,454 2,05+0,02 1,16+0,11 1,16+0,17 10,26+0,50 0,70+0,02°
Machos
GC- 388,0+10,8 2,15+0,02 1,48+0,07* 1,37+0,07 14,86+1,22 0,91+0,09°
Dox 368,6+14,1 2,04+0,03 1,29+0,05° 1,27+0,04 14,14+0,80 0,62+0,04°"
1X 377,8£12,0 2,06+0,06 1,35+0,01° 1,31+0,02 14,58+1,24 0,89+0,09%
5X 400,8+13,0 2,05+0,06 1,51+0,06°% 1,45+0,05 15,66+0,64 0,79+0,09°%
15X 370,7£12,2 2,00+0,06 1,55+0,20% 1,57+0,22 13,12+0,48 0,74+0,05%

* significancia estatistica entre as médias dos grupos € indicada por letras diferentes,
p <0,05.

O peso absoluto dos 6rgdos dos animais tratados com ayahuasca nao
apresentou alteracdes significativas em relagcdo ao GC-. Houve reducéo significativa
do peso do baco do Dox tanto em machos quanto em fémeas. Nos machos, houve
também reducdo do peso absoluto do rim direito nos animais do Dox. O rim direito

dos machos do grupo 1X se mostrou significativamente menor que o do grupo 5X.
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N&do houve diferenca no peso absoluto do cérebro de animais fémeas e
machos, mas o peso relativo do cérebro das fémeas (em relacdo ao peso corpéreo)
€ proporcionalmente maior que o dos machos em todos os grupos (dados nao

mostrados). Esta diferenca néo foi observada para os outros érgéos.

2. Testes comportamentais

Logo apos a administracdoda ayahuasca, observou-se um comportamento
padrdo em alguns animais de todos 0s grupos, caracterizado por agitacao
passageira, rastejamento sob a maravalha, balancar a cabeca, tremores e
piloerecdo. Nos animais do grupo de maior dose (15X), a agitacédo inicial foi seguida

de hipocinesia ou freezing.

2.1 Teste do Campo Aberto

No teste de Campo Aberto, os seguintes parametros foram analisadosl e 2

horas apds o tratamento: locomocdao, exploracao, auto-limpeza e defecgao.

A atividade locomotora foi avaliada pelo nimero de quadrantes percorridos na
arena circular (Figura 16) e pelo nimero de vezes que o animal entra na area central
(Figura 17) do campo aberto. O numero de quadrantes percorridos na primeira hora
apos a dosagem mostrou-se diminuida para fémeas do grupo 15X em relacdo ao
grupo 1X, mas nao em relacdo ao controle. Quando fémeas e machos sao
considerados, a diminuicdo da locomoc¢éao no grupo 15X foi significativamente menor
gue nos outros grupos. Quando o teste foi repetido uma hora depois (2 horas apdés a
dosagem, Figura 16B), o numero de quadrantes percorridos foi menor em relacéo a
primeira hora sendo estatisticamente menor no grupo 15X. O grupo 15X continuou
apresentando diferencga significativa em relagdo aos demais grupos, principalmente

para machos.

40



140+ 1004

60+

1204

1004
B3 GC-
= 1X
o 5X
B3 15X

801 -

a0 |

204 [

Numero de Quadrantes Percorridos

Numero de Quadrantes Percorridos

FeM F
B

A

Figura 16. Atividade locomotora na primeira hora (A) e na segunda hora (B) no Teste de
Campo aberto. F = Fémeas; M = Machos. * indica diferenca estatistica com os demais
grupos no mesmo tempo de amostragem, # indica diferenga estatistica no mesmo grupo
com tempo de amostragem diferente; Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre os grupos, p < 0,05; n =5 animais por grupo.

O numero de vezes que o animal foi ao quadrante central ndo variou entre 0s
grupos quando o teste foi realizado 1 ou 2 horas apos o tratamento (Figura 17).
Apesar de néo significativo, notou-se que em geral os animais tratados vdo menos
vezes ao quadrante central e alguns animais testados na 22 hora ndo apresentaram
este comportamento (fémeas 15X e machos 1X, Figura 17B). Na comparacgao
pareada da segunda hora com a primeira houve uma reducéo significativa no

namero de idas ao quadrante central em todos 0s grupos.

3 GC-
= 1X
o 5X
B3 15X

Numero de idas ao quadrante central
NuUmero de idas ao quadrante central

A

Figura 17. Exploracédo da area central na primeira hora (A) e na segunda hora (B) no Teste
de Campo aberto. F = fémeas; M = machos; # indica diferenga significativa intragrupo em
relacdo aos tempos de amostragem; n = 5 animais por grupo.

A atividade exploratéria foi mensurada pelo comportamento de
elevacdo do torax com apoio somente nas patas traseiras (rearing) (Figura 18). Apos
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uma hora da dosagem, observou-se uma diminuicdo na atividade de rearing no
grupo de maior dose (15X) em relacdo ao controle e ao grupo 1X, principalmente em
fémeas. Este resultado se confirmou quando o teste foi repetido 2 horas depois do
tratamento, mas este comportamento foi mais claro para os machos, que mostraram

diminuicao de rearing em todos os grupos tratados em relacéo ao controle.
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Figura 18. Comportamento exploratorio por elevagéo de térax (rearing) na primeira hora (A)
e na segunda hora (B) no Teste de Campo aberto. F = fémeas; M = machos. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre eles, p < 0,05; n = 5 animais por

grupo.

A Figura 19 mostra o comportamento de autolimpeza dos animais no campo
aberto. Na primeira hora apés o tratamento observou-se um aumento desta
atividade em relacdo ao grupo controle, principalmente nas fémeas do grupo 1X,
onde esse efeito se mostrou estatisticamente significativo. Na segunda hora apés
dosagem, o comportamento dos animais se inverteu, com menor atividade nas
maiores doses (5X e 15X), apesar de ndo ter sido estatisticamente diferente do

controle.
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Figura 19. Comportamento de autolimpeza na primeira hora (A) e na segunda hora (B) no
Teste de Campo aberto. F = fémeas; M = machos; n = 5 animais por grupo.

Considerando ambos o0s sexos, animais tratados nas doses 5 e 15X
defecaram significativamente menos que os animais do grupo controle quando o
teste de campo aberto foi feito 1 hora apdés o tratamento (Figura 20A).
Comportamento similar foi observado no segundo teste (2 horas apos a dosagem),

apesar das diferencas ndo terem sido significativas (Figura 20B).
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Figura 20. Comportamento emocional por defecacdo na primeira hora (A) e na segunda
hora (B) no Teste de Campo aberto. F = Fémeas; M = Machos. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre eles, p < 0,05; n = 5 animais por grupo.

2.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

No teste de Labirinto em Cruz Elevado os seguintes parametros foram
analisados: tempo de permanéncia nos bracos fechados, tempo de permanéncia nos
bracos abertos, tempo de permanéncia na area central, nimero de entradas no
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braco fechado, nimero de entradas no brago aberto, exploracdo, auto-limpeza e

defeccéo.

O tempo de permanéncia nos bracos fechados durante o teste no LCE esta
apresentado na Figura 21. Excluindo a variavel género, observou-se que 0s animais
dos grupos 15X ficaram significativamente mais tempo no braco fechado que os
animais dos outros grupos, comportamento que foi mais claro entre as fémeas em
relacdo aos outros grupos de tratamento (Figura 21A). Na segunda hora, machos do
grupo 15X mostraram reducédo significativa do tempo de permanéncia nos bracos
fechados em relacdo ao grupo 5X, mas quando os dois géneros foram considerados
juntos, este tempo aumentou significativamente nos grupos 1X e 5X em relagéo ao
controle (Figura 21B). Comparando o tempo de permanéncia no braco fechado
observado nos dois tempos de amostragem, 0s animais controle e dos grupos 1X e
5X ficaram mais tempo no braco fechado na segunda hora, sendo esses aumentos
significativos. O grupo 15X inverteu seu comportamento, mas essa diferenga néo foi

significativa.
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Figura 21. Tempo de permanéncia no brago fechado no teste do Labirinto em Cruz Elevado
na primeira hora (A) e na segunda hora (B) ap6s dosagem. F = fémeas; M = machos. *
indica diferenca estatistica com os demais grupos; Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa entre eles, # indica diferencga significativa intragrupo em relagédo aos
tempos de amostragem, p <0,05; n = 5 animais por grupo.

O tempo de permanéncia nos bragcos abertos no teste no LCE esta
apresentado na Figura 22. Na primeira hora apdés a dosagem, o tempo de
permanéncia no braco aberto foi significativamente menor nos grupos de dose (15X)
gquando comparado aos demais grupos (Figura 22A). Quando somente as fémeas

sdo consideradas, observou-se aumento neste tempo nos grupos 1X e 5X em
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relacdo ao controle, sendo significativo no grupo 5X, mas uma queda significativa no
grupo 15X em relacdo aos outros grupos tratados.
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Figura 22. Tempo de permanéncia no brago aberto no teste do Labirinto em Cruz elevado
na primeira hora (A) e na segunda hora (B) apés dosagem. F = fémeas; M = machos. *
indica diferenca estatistica com os demais grupos; Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa entre eles, p<0,05; n = 5 animais por grupo.

Os tempos de permanéncia dos animais na area central do LCE estdo
apresentados na Figura 23. Houve uma reducdo nesse tempo para 0S animais
tratados no teste realizado na primeira hora, porém essa diferenca s6 se mostrou

significativa nas fémeas do grupo de maior dose (15X).

Na segunda hora apés a exposicdo (Figura 23B), os grupos apresentaram
comportamento diferente em relacdo ao tempo de permanéncia na area central do
LCE, ndo apresentando relacdo dose-dependente. Excluindo a variavel sexo,
animais do GT 1X permaneceram por mais tempo na area central do os animais do
GT 5X, sendo essa diferenca estatisticamente significativa. Considerando o sexo
como uma variavel, machos do GT 15X permaneceram mais tempo na area central
do LCE do que os demais animais, sendo essa diferenca significativa em relacéo ao
GT 5X. Fémeas do GT 1X mostraram aumento da permanéncia na area central do
LCE, significativamente maior que os demais grupos. As fémeas dos demais grupos

se mantiveram igual ao controle na segunda hora do teste.
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Figura 23. Tempo de permanéncia no quadrante central no Teste do Labirinto em Cruz
elevado na primeira hora (A) e na segunda hora (B) ap6s dosagem. F = fémeas; M =
machos. Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre eles, p<0,05; n =5
animais por grupo.

O numero de entradas nos bracos fechados do LCE esta apresentado na
Figura 24. Na primeira hora de observacdo, animais dos grupos 15X entraram
significativamente menos no bragco fechado que os demais grupos, sendo esse
comportamento significativo em machos e fémeas (Figura 24A). Resultado similar foi
obtido na segunda hora de observacdo quando se considera os grupos de ambos os
sexos juntos. Quando observado em separado, machos tratados em todas as doses
mostraram diminui¢cdo significativa no nimero de entradas no braco fechado em
relacdo ao controle (Figura 24B). Mesmo n&o sendo estatisticamente significativo, o
comportamento das fémeas do grupo 1X foi distinto dos demais na segunda hora,

mostrando um aumento no nimero de entradas no braco fechado.
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Figura 24. Namero de entradas nos bracos fechados no teste do Labirinto em Cruz elevado
na primeira hora (A) e na segunda hora (B) apds dosagem. F = fémeas; M = machos. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre eles, p<0,05; n = 5 animais por

grupo.
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O comportamento dos animais quanto ao numero de entradas nos bragos
abertos do LCE (Figura 25) foi similar ao nimero de entradas nos bracos fechados
(Figura 24), mostrando pouca mobilidade nos animais de maior dose (15X) quando
consideramos machos e fémeas em separado ou compondo um mesmo grupo de
tratamento. FEmeas tratadas com doses 1X e 5X na primeira hora (Figura 25A) e 1X
na segunda hora (Figura 25B) apresentaram aumento no numero de entradas no

braco aberto, embora essa diferenca também n&o seja significativa.
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Figura 25. Numero de entradas nos bracos abertos no teste do Labirinto em Cruz elevado
na primeira hora (A) e na segunda hora (B) apés dosagem. F = Fémeas; M = Machos. *
indica diferenca estatistica com os demais grupos; Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa entre eles p<0,05; n = 5 animais por grupo.

A atividade exploratéria dos animais no LCE mensurada pelo comportamento
de rearing esta mostrada na Figura 26. Na primeira hora, 0os animais tratados
mostraram menor atividade de rearing que o grupo controle, mas que foi significativa
somente quando os grupos de macho e fémea foram considerados juntos, para o
grupo 15X em relacdo aos outros grupos (Figura 26A). Na segunda hora, a
diminuicdo desta atividade no grupo 15X foi estatisticamente menor que o controle

para ambos os sexos avaliados separadamente (Figura 26B).
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Figura 26. Comportamento exploratério por nimero de elevacbes de térax no Teste do
Labirinto em Cruz elevado na primeira hora (A) e na segunda hora (B) ap6s dosagem. F =
fémeas; M = machos. * indica diferenca estatistica com os demais grupos; Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa entre eles, p<0,05; n = 5 animais por grupo.

O comportamento de autolimpeza observado no LCE esta apresentado na
Figura 27. Na primeira hora ap6s o tratamento, animais dos grupos 15X se
limparam, em média, menos que os animais do grupo 1X (Figura 27A), quando
ambos os sexos foram considerados juntos. Este comportamento se confirmou na
segunda hora, mas a diminuicao foi significativa apenas no grupo 15X em relacao
aos outros grupos de tratamento e ao controle. Apesar de nao significativo, fémeas

dos grupos 1X se limparam mais vezes que 0 grupo controle nos dois testes.
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Figura 27. Comportamento de Autolimpeza no teste do Labirinto em Cruz Elevado na
primeira hora (A) e na segunda hora (B). F = fémeas; M = machos. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre eles, p < 0,05; n = 5 animais por grupo.

N&o houve diferenga significativa entre o numero de bolos fecais dos animais

controle e tratados no LCE em ambos os testes (Figura 28).
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Figura 28. Comportamento emocional por defecacdo na primeira hora (A) e na segunda
hora (B) no Teste do Labirinto em Cruz Elevado. F = fémeas; M = machos; n = 5 animais por

grupo.

Foram avaliados o percentual do tempo de permanéncia nos bracos abertos,
o percentual do tempo de permanéncia no braco fechado, o percentual de tempo na
area central, bem como os percentuais de entradas nos bracos abertos e o
percentual de entradas no braco fechado. Os resultados dos valores percentuais
foram similares aos resultados do tempo de permanéncia e numero de entradas em

valores absolutos (Anexo B).

2.3 Teste de Natacado Forcada (TNF)

No TNF foram avaliados os seguintes parametros: tempo em que o animal
passa tentando escalar as paredes do recipiente com agua (climbing), tempo de

natacdo e tempo de comportamento passivo ou flutuacao.

Na primeira hora apdés a dosagem e considerando machos e fémeas em
conjunto, os animais tratados tiveram uma atividade de climbing maior que os
animais controle, apesar de ndo haver uma relacdo dose x resposta (Figura 29A).
Este aumento foi significativo em machos dos grupos 1X e 5X. No geral, fémeas se
mostraram menos ativas na agua na primeira hora. Na segunda hora, nenhuma
mudancga significativa foi observada entre os grupos tratados e controle, apesar de
ter ocorrido uma inversdo no comportamento quando considerada a variavel sexo:
fémeas tratadas que escalaram menos que 0os machos na primeira hora passaram a
escalar mais que os machos na segunda hora. Na segunda hora os machos
escalaram menos do que as fémeas e do que o controle, mas essa diferenca nédo foi
significativa (Figura 29B).
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Figura 29. Tempo de observacdo do comportamento ativo do tipo “escalada” no teste de
natacdo forcada na primeira hora (A) e na segunda hora (B) no Teste de Natacdo Forcada.
F = fémeas; M = machos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre
eles, p = 0,05; n =5 animais por grupo.

A natacdo propriamente dita no TNF consiste no deslocamento na superficie
da 4gua e também mergulhos, com uso intenso das patas traseiras. O tempo de
natagcdo se mostrou aumentado nos animais tratados com ayahuasca quando
consideramos machos e fémeas no mesmo grupo, sendo que o grupo 15X mostrou
aumento significativo quando comparado ao controle (Figura 30A). Considerando a
variavel sexo, fémeas e machos mostraram aumento néo significativo do tempo de

natacdo em relacéo ao controle.
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Figura 30. Tempo de observacado do comportamento ativo do tipo natagédo no teste de
natacdo forcada na primeira hora (A) e na segunda hora (B) no Teste de Natacéo Forcada.
F = fémeas; M = machos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre
eles, p £0,05; n = 5 animais por grupo.

No teste realizado na segunda hora, o tempo de natacdo de fémeas do grupo
15X se mostrou aumentado em relacdo ao controle, persistindo a diferenca

significativa quando considerado grupo formado por machos e fémeas (Figura 30B).
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O comportamento passivo analisado no TNF consiste na imobilidade ou
flutuacdo com esforco minimo para se manter com a cabeca acima do nivel da agua.
Considerando machos e fémeas no mesmo grupo, o tempo de flutuacdo observado
no TNF na primeira hora se mostrou menor do que controle, sendo essa diminuicao
significativa no grupo 15X (Figura 31A). Este resultado se manteve na segunda hora

e também foi observado quando se considerou apenas as fémeas (Figura 31B).
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Figura 31. Tempo de observacdo do comportamento passivo ou flutuacdo no teste de

natacdo forcada na primeira hora (A) e na segunda hora (B). F = Fémeas; M = Machos.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre eles, p <0,05; n = 5 animais

jpor grupo.
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Figura 32. Comportamento emocional por defecacdo na primeira hora (A) e na segunda
hora (B) no Teste de Natacdo Forcada. F = Fémeas; M = Machos. * indica diferenca
estatistica com os demais grupos; Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
entre eles, p <0,05; n = 5 animais por grupo.

A

No geral, observou-se uma menor quantidade de bolos fecais no TNF para os
animais tratados (Figura 32), apesar de ter sido observado um aumento significativo
de bolos fecais em machos do grupo 5X na primeira hora apds a exposicao (Figura
32A).
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Um resumo com as tendéncias de alteracdes comportamentais observadas
durante a bateria de testes (TCA, LCE e TNF) realizada em dois momentos de
analise (12 e 2 @ hora), por sexo e por grupo esta apresentado em tabela em anexo
(Anexo C).

3. Genotoxicidade
3.1 Ensaio Cometa

A fragmentacédo de DNA de grupos tratados com ayahuasca (1X, 5X e 15X) e
grupos controle (GC- e Dox) foi mensurada pelo parametro indice de danos ao DNA
(ID) e percentual de Dano Total ao DNA, determinados apds andlise microscopica

usando escala visual de classificacao de nucledides no ensaio cometa.

Tabela 3 — indice de Danos ao DNA dos grupos controle (GC- e Dox) e tratados com
a ayahuasca (nas doses 1X, 5X e 15X a dose ritual). Valores expressos em média +
erro padrao

Grupos A Fémeas e

. . Fémeas Machos

Experimentais Machos
GC- 155,6 + 24,05 181,4+ 31,76 168,5+ 19,27
Dox 258,4 + 18,58* 238,8 +8,75* 248,6 +10,22 *
1X 122,6 + 33,16 189,8 +22,01 156,2+21,85
5X 156,2 + 22,81 1454+ 32,60 150,8 + 18,84
15X 197,2 + 15,10 1472 + 23,74 172,2 + 15,66

Diferenga estatistica com demais grupos quando p<0,05 esta representada por *

O ID calculado para grupos tratados (em todas as doses) ndo mostrou
diferenca significativa com o ID do GC- (Tabela 3). A efetividade da doxorrubicina
como controle positivo esta evidenciada no aumento do ID com diferenca estatistica

em relacdo a todos 0os demais grupos.

O percentual de dano total ao DNA ndo mostrou diferenga significativa entre
GC- e grupos tratados com ayahuasca, indicando baixo risco de ac¢do genotdxica da

ayahuasca nas condi¢des testadas.
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Figura 33. Dano total ao DNA por analise em escala de classificagdo visual no ensaio
cometa. F = Fémeas; M = Machos. * indica diferenca estatistica com os demais grupos; p
<0,05; n = 5 animais por grupo.

3.2 Fragmentacdo de DNA por Citometria de Fluxo

A fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo, mensurada pelo parametro
de fluorescéncia relativa e expressa em valores percentuais, mostrou elevacéo
significativa no grupo 1X (nas fémeas em separado e no grupo fémeas e machos
juntos) quando comparadas ao controle, mas ndo os grupos 5X e 15X, nao

indicando uma relac&o dose x resposta (Figura 34).
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Figura 34. Fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo. F = Fémeas; M = Machos. * indica
diferenca estatistica com os demais grupos; Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre eles, p <0,05; n = 5 animais por grupo.

3.3 Teste do Micronucleo

No teste do Mn foram analisadas a incidéncia de eritrécitos policromaticos
micronucleados (Tabela 4) e citotoxicidade pela proporcdo de eritrécitos jovens

(Figura 35). O grupo 15X mostrou um aumento significativo na incidéncia de EPC
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Mn, indicando um potencial mutagénico da ayahuasca nesta doses elevadas. N&o

houve diferenca significativa deste parametro entre 0s sexos.

Tabela 4 - Incidéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPC Mn) nos
grupos controle (GC- e Dox) e tratados com a ayahuasca (nas doses 1X, 5X e 15X a

dose ritual). Os valores estdo expressos em média + erro padréo

EPC Mn (fémeas) EPC Mn (machos)

GC - 1,8+0,8° 1,6 +0,81°
Dox 27,2+1,39* 28 +1,58 *
1X 1,8 +0,58° 2 40,83
5X 2,2+0,8 1,8 +0,66
15X 3,6 +0,51° 4,2 +0,73°

* diferenca significativa em relacdo aos outros grupos para cada género, Letras
diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre eles.
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Figura 35 — Citotoxicidade analisada pela propor¢cdo de EPC/ENC no teste do micronucleo.
F = Fémeas; M = Machos. * indica diferenca estatistica com os demais grupos, p<0,05; n=5
animais por grupo.

A avaliacao da citotoxicidade pelo parametro proporcao de eritrocitos jovens
(EPC) por eritrécitos maduros (ENC) no teste do Mn esta apresentada na Figura 35.
Os grupos 1X, 5X e 15X mostraram similaridade nas proporcdes de eritrocitos em
relacdo com GC-. Grupo Dox apresentou diminuicdo estatistica significativa,

indicando a citotoxicidade do controle positivo.
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4. Andalises Hematoldgicas

Os parametros hematolégicos observados nos animais do grupo controle
negativo e tratados com ayahuasca em doses baixas foram comparados com
padrdes de referéncia estabelecida pelo Laboratorio Charles River para ratos Wistar

(Charles, 1982) e de modo geral se mantiveram dentro da faixa de esperada.

4.1 Eritrograma

O eritrograma foi analisado pelos seguintes parametros: hematécrito (HCT),
contagem total de eritrocitos (RBC), concentracdo de hemoglobina (HGB),volume
corpuscular das hemacias (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH),
concentracdo hemoglobinica corpuscular média (MCHC),variacdo dos volumes dos
eritrocitos (RDW-SD) e a distribuicdo em valores percentuais desses tamanhos dos
eritrécitos (RDW-CV).

A analise do hematécrito (HCT), em percentual do volume ocupado por
eritrocitos sobre o volume total do sangue, ndo mostrou haver diferenca estatistica
entre grupos tratados e controle negativo (Figura 36). O grupo Dox apresentou

aumento HCT em relag&o ao grupo 5X.
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Figura 36. Hematdcrito total (HCT). F = fémeas; M = machos. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre eles, p<0,05. n =5 animais por grupo.

Ndo houve diferenca significativa da contagem de eritrOcitos totais
(RBC) entre os grupos tratados e controle (Figura 37). O grupo Dox apresentou

aumento da quantidade de eritrécitos em relacdo aos demais grupos, mas essa
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alteracao so foi significativa em relagcdo aos machos do GT 5X. Excluindo a variavel
sexo, essa diferenca significativa entre Dox e GT 5X persistiu.
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Figura 37. Contagem total de eritrocitos (RBC). F = fémeas; M = machos. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa entre eles, p <0,05; n = 5 animais por grupo

Os resultados da avaliagdo da concentracdo de hemoglobina (HGB) estao
apresentados na Figura 38, ndo mostrando diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos tratados com o controle. Nos machos do grupo Dox houve um
aumento significativo em relacdo aos demais grupos, e quando os dois sexos foram
considerados em conjunto, este aumento foi observado somente em relacdo ao

controle e 5X.
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Figura 38. Concentracdo hemoglobinica (HGB). F = fémeas; M = machos. * indica diferenca
estatistica com os demais grupos; Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
entre eles, p <0,05; n =5 animais por grupo.

Avaliacdo dos resultados do volume corpuscular das hemacias (MCV),
hemoglobina corpuscular média (MCH), e concentracdo hemoglobinica corpuscular

média (MCHC) ndo mostrou nenhuma diferenca significativa entre 0s grupos
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tratados e controle (Figuras 39, 40e 41). O grupo Dox mostrou um aumento
significativo da MCHC em relagao ao grupo 1X (Figura 41).
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Figura 39. Volume corpuscular das hemécias (MCV). F = fémeas; M = machos, n = 5
animais por grupo.
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Figura 40. Hemoglobina corpuscular média (MCH). F = fémeas; M = machos. n = 5 animais
por grupo.
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Figura 41. Concentragdo hemoglobinica corpuscular média (MCHC). F = fémeas; M =
machos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre eles, p<0,05; n =5
animais por grupo.
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Os parametros RDW-SD (variagdo dos volumes dos eritrcitos; red cell
distribution width) e RDW-CV (distribuicdo desses volumes em valores percentuais)
nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos do estudo (Figura 42),
indicando que nao houve variagdo de tamanho das hemacias (anisocitose) que

poderia ser um indicador de aumento da proliferagéao celular.

- 30_
15 GC-

Dox
1X
5X
15X

204 [

BEDAD

%
fL

104 [

F+M

N

Figura 42. Variagédo dos volumes dos eritrécitos (RDW-SD) e a distribuicdo da variacdo dos
tamanhos dos eritrécitos (RDW-CV). F = fémeas; M = machos; p<0,05; n = 5 animais por
grupo.

4.2 Leucograma

O leucograma foi analisado pelos parametros: contagem total de leucécitos
(WBC), contagem de linfécitos (W-SCC), contagem de neutréfilos e mondcitos (W-
LCC), percentual de células brancas pequenas (W-SCR) e percentual de células
brancas grandes (W-LCR). A contagem total de leucécitos (WBC) apresentada na
Figura 43 ndo indicou diferencas significativas entre os grupos tratados com

ayahuasca e o controle, enquanto o grupo Dox apresentou leucopenia significativa.
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Figura 43. Contagem total de leucdcitos (WBC). F = fémeas; M = machos. * indica diferenca
estatistica com os demais grupos, p < 0,05. n = 5 animais por grupo.

A contagem automatizada permite diferenciar as populacdes de leucécitos
guanto ao tamanho. Os resultados da contagem diferencial de leucdcitos (W-SCC) e
neutréfilos e mondcitos (W-LCC) estdo apresentados na Figura 44. Nao houve
diferenca significativa nesses parametros entre os grupos tratados com ayahuasca e
0 grupo controle GC-. O grupo Dox mostrou reducédo significativa em relacdo aos

demais grupos na contagem de linfécitos, tanto em machos quanto em fémeas.
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Figura 44. Contagem diferencial de leucdcitos. Linfécitos (W-SCC). Neutréfilos e mondcitos
(W-LCC). F = fémeas; M = machos. * indica diferenca estatistica com os demais grupos, p
<0,05; n = 5 animais por grupo.

Os parametros W-SCR, que indica percentual de células brancas pequenas e
W-LCR, que indica o percentual de células brancas grandes, nao mostraram
diferencas significativas entre os grupos tratados com ayahuasca e controle (Figura
45). O grupo Dox, porém, apresentou maior W-LCR e menor W-SCR que 0s grupos

tratados, signficativo para machos nas doses 1X e 5X.
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Figura 45. Percentual das linhagens de leucdcitos. W- SCR: percentual de células brancas
pequenas. W- LCR: Percentual de Células brancas grandes. F = fémeas; M = machos. *
indica diferenca estatistica com os demais grupos; Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa entre eles, p< 0,05; n = 5 animais por grupo.

4.3 Plaguetograma

O plaquetograma foi analisado através dos parametros: contagem total de
plaquetas (PLT), volume plaquetario médio (MPV), variacdo do tamanho das
plaguetas (PDW) (do inglés platelet dimensions width) e percentagem das plaquetas

gigantes ou plaquetas de estress (P-LCR).

Os resultados da contagem total de plaquetas (PLT) estdo apresentados na
Figura 46. N&do houve diferenca significativa entre 0s grupos tratados com
ayahuasca e controle. O grupo Dox mostrou PLT significativamente menor que o
grupo de machos tratados, diferenca que se manteve quando machos e fémeas

foram considerados juntos.
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Figura 46. Contagem total de Plaquetas (PLT). F = fémeas; M = machos; Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa entre eles, p < 0,05; n = 5 animais por grupo.
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A avaliacao do volume plaquetario médio (MPV), da variacdo do tamanho das
plaquetas (PDW) e o percentual de plaquetas de estress (P-LCR) nao revelou

diferencas significativas entre os grupos do estudo (Figura 47).
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Figura 47. Volume plaquetéario médio (MPV), variagdo do tamanho das plaquetas (PDW),
percentual de plaquetas gigantes ou plaguetas de estress (P-LCR). F = fémeas; M =
machos. n = 5 animais por grupo.

5. Andlise bioquimica

A andlise da bioquimica sérica avaliou a funcdo hepatica por meio dos
parametros TGO (enzima transaminase glutdmico oxalacética), TGP (enzima
transaminase glutamico piravica), bilirrubina total, bilirrubina direta e bilirrubina
indireta, a funcdo renal por meio da uréia e creatinina; e a fungdo pancreética por
meio da lipase e amilase. A metabolizacdo dos lipidios foi analisada pelas
triglicérides séricas. A Tabela 5 mostra que o tratamento com a ayahuasca nas trés
doses testadas ndo afetou as funcdes hepatica, renal e pancreatica dos animais

tratados quando comparados ao controle.
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Tabela 5 - Analise bioquimica sérica dos grupos controle (GC- e Dox) e tratados com
a ayahuasca (nas doses 1X, 5X e 15X a dose ritual). Valores expressos em média +

erro padréo

Parametros GC- Dox 1X 5X 15X
TGO 111,4+11,6 209,2+37,1* 91,7+10,0 98,3+11,4 1132+12,4
TGP 36,7¢2,6  52,7+43*  37,8+2,8 36,3t35 36152
g{g{“bi”a 45422 51,2432 43+6,1 47,6424 47,2427
BIMLbING - 335:28 337120 358123  31x17  34,55:27
:?]ig{rrgg”a 11,5¢1,6  17,5¢2,6  7,25#51  16,6+25  12,6£1,8
Uréia 30,38+3  40,38+2,5  44,6:32  39,6:¢2,4 110,3+424
Creatinina 24,640,9 27,715  256£1,73 255+12 104,850,7
Amilase 15244149, 1527+113,  1699+81, 1619+61, 2781+1175
Lipase 19,5¢0,4 17,2420  17,5+1,4  182:0,9  18,30,8
57,6+4,1° 88,6+10,9° 79,4+95° 734#562 5254512

Triglicerideos
* significancia estatistica das médias em relacéo a todos os grupos; significancia estatistiva
entre grupos € indicada por letras diferentes, p < 0,05; n = 10 animais por grupo.

Porém, no grupo tratado 15X houve um aumento das concentracdes séricas
de uréia e creatinina em alguns individuos indicando uma sensibilidade variavel
nessa concentracdo. A doxorrubicina levou a uma alteracdo hepética, indicada pelo
aumento significativo de TGO e TGP. No GT 15X observou-se aumento na
concentracdo de amilase, apesar de nao significativo, sugerindo um possivel efeito
biolégico requisitador de carboidratos. A metabolizacdo dos lipidios foi analisada
indiretamente pelas triglicérides séricas. O grupo Dox mostrou concentracdo de
triglicerideos significativamente aumentada em relacdo ao controle, assim como no
grupo 1X esse parametro também se mostrou aumentado. Os demais grupos

tratados ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle.
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VI. DISCUSSAO

Neste estudo, ratos Wistar foram expostos em dose Unica oral de ayahuasca
nos niveis de 1X, 5X e 15X a dose usual, relacionada com o consumo de 150 mL do
cha no contexto religioso por um individuo de 70 kg (2,14 mL/kg pc). Nao foram
observadas mortes, nem alteragcdes macroscopicas significativas nas visceras dos
animais expostos. N&o foi encontrado alteracdo no peso dos 6rgdos dos animais
tratados em relacdo ao controle. Morais (2014) também ndo encontrou diferencas
significativas no peso do cérebro, figado, rins, baco e coracdo de animais tratados
em doses agudas elevadas (30X e 50X). Nesse estudo, nenhuma alteracdo
histopatologica significativa foi identificada nesses o6rgdos. Oliveira et al. (2010)
observaram aumento do peso relativo do figado em animais tratados com doses

repetidas correspondente a 10 vezes a dose ritual.

Os efeitos comportamentais da ayahuasca foram avaliados neste estudo em
dois momentos (1 e 2 horas apds o tratamento) utilizando os testes de campo
aberto, labirinto em cruz elevado e natacéo forcada. O teste de campo aberto € uma
medida comum de comportamento exploratorio e da atividade geral em roedores, e
foi inicialmente criado para avaliar o medo em ratos pelo aumento da defecacéo e
micgao (Hall, 1934). O modelo de campo aberto se baseia na aversao dos ratos a
espacos abertos e por sua tendéncia em andar proximo de paredes, comportamento
esse chamado de tigmotaxia (Lamprea et al., 2008). Esse modelo comportamental
permite avaliar efeitos estimulantes ou ansioliticos de um composto (Prut & Belzung,
2003).

Os testes de comportamento realizados em ambiente desconhecido na
primeira hora apos a dosagem, e repetidos na segunda hora em que o ambiente néo
€ mais tdo hostil, permitem identificar tracos do comportamento emocional dos ratos
frente ao desconhecido bem como a acomodacao diante de uma situacgao revisitada.
A neofobia pode ser definida como a reacdo comportamental de ratos submetidos a
um ambiente novo e estressante (Wing et al., 1990). Essa reacado é constituida por
um conjunto de alteracbes caracterizado por pouca atividade motora, baixos niveis

de preparacao/autolimpeza (grooming) e exploracdo (rearing), também pelo
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comportamento de evitar a area central do campo (tigmotaxia). Nessa situacdo o
comportamento € considerado passivo e limitado (Katz et al., 1981).

A administracdo de substancias alucin6genas com acdo agonista sobre
receptores 5HT-2 como a mescalina € tida como potencializadora da neofobia inicial,
pois suprime atividade locomotora e comportamento exploratério no campo aberto
(Wing et al., 1990). Por outro lado, a supressao do comportamento exploratério e da
atividade locomotora ndo € observada apds a administracdo dos agonistas
serotoninérgico LSD ou 2,5-dimetoxy-4-metilamfetamina quando em ambiente
familiar ou apés acomodacao (Wing et al.,, 1990). A diminuicdo da locomocao e
capacidade exploratoria foi observada nos animais tratados com ayahuasca
principalmente em fémeas do grupo 15X. Resultado semelhante foi verificado por
Motta (2013) com fémeas Wistar tratadas com ayahuasca nas doses 30X e 50X em
comparacao com os controles. A reducdo da locomoc¢ao no grupo 30X persistiu em
segundo teste realizado 24 horas apds o primeiro, corroborando com nossos

resultados no teste de repeti¢éo (22 hora).

Em relacao a defecacdo observamos uma reducao significativa na quantidade
de fezes nos GT 5X e 15X em relacdo ao controle no TCA, diminuicdo que nao foi
significativa na segunda hora. Embora Motta (2013) e Pic-Taylor et al. (2014) ndo
tenha encontrado diferencas estatisticas nesse parametro para o grupos de fémeas
tratadas com ayahuasca com doses de 15, 30 e 50X, nosso achado encontra
paralelo com a administracdo da mescalina, agonista serotoninérgico, que também

apresenta diminuicdo ou inibicdo da defecacdo emocional (Lush, 1975).

A exacerbacdo do comportamento neofébico nos animais do grupo 15X pode
ser também classificada de freezing (auséncia de movimento) e esta associada a um
estado de estresse elevado, envolvendo taquipnéia e arritmias cardiacas (Walsh &
Cummins, 1976). No TCA, o quadrante central € tido como uma regido ansiogénica
nao sendo, portanto o local de primeira escolha para um animal com niveis de stress
normal. Os animais com mobilidade mantida e com nivel de ansiedade diminuido
tendem a passar e/ou permanecer mais vezes nessa area. No presente estudo, com
excecao de fémeas do grupo 1X, o numero de vezes que o animal vai ao quadrante

central foi menor nos grupos tratados, apesar de nao significativo. Resultado similar
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ao encontrado por Motta (2013) e Pic-Taylor et al. (2014). Observou-se também uma
diminuicdo significativa desse movimento para cada grupo quando o teste foi

repetido na segunda hora.

Segundo Lacerda et al. (2006), o emprego do parametro de entrada na area
central do campo aberto como indice de ansiedade € controverso, uma vez que
medidas de ansiedade se confundem com medidas de locomog&o. Esse autor
observou que tanto o diazepam, um ansiolitico, quanto o pentilenotetrazol, um
ansiogénico, causaram diminuicdo deste parametro e diminuiram a ambulacdo na

periferia, o que sugere efeitos inespecificos.

O teste LCE é baseado no comportamento exploratério de roedores e a sua
aversao natural por espacos abertos, normalmente causadores de medo e
ansiedade (Pellow et al., 1985; Walf & Frye, 2007). Nesse teste, o brago fechado € o
local de escolha preferencial dos animais frente a uma situagdo hostil por conferir
seguranca e protecdo. Por outro lado, um aumento no nimero de entradas, bem
como um tempo de permanéncia aumentado nos bracos abertos do aparelho indica
um nivel mais baixo de ansiedade (Pellow et al.,1985; Hogg, 1996), e a verificacao

da acao ansiolitica entdo se daria por uma preferéncia aumentada pelo braco aberto.

Nesse estudo, fémeas tratadas com ayahuasca na dose 15X permaneceram
um tempo significativamente maior no bragcos fechados que os outros grupos
tratados, porém este aumento néo foi significativo em relacdo ao controle. O tempo
de permanéncia no braco aberto desse grupo tratado foi significativamente menor
que o controle, e na area central significativamente menor que o grupo 1X. Femeas
do grupo 15X também tiveram comportamento exploratorio (rearing)
significativamente menor que o controle, enquanto esta diminuicdo nao foi
significativa para os machos. O rearing é caracterizado como um comportamento
exploratorio observado em estado de baixa ansiedade, quando n&o ha
comprometimento de mobilidade. Juntos, estes resultados evidenciam uma menor
mobilidade e capacidade exploratdria das fémeas tratadas na maior dose nesse
aparelho, observacdo que ndo se mostrou clara nos machos. A diminuicdo da

locomogéo dos animais tratados na maior dose ficou clara também pelo numero
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significativamente menor de entradas nos bracos aberto e fechado, tanto para
machos (também observado na segunda hora) quanto para fémeas.

File (2001) também observou que o comportamento dos animais com relacao
aos indices de ansiedade e locomocdo em diversos aparelhos depende do sexo.
Segundo este autor, enquanto para ratos machos a variavel locomocao na porcao
central do Campo Aberto contribui para o mesmo fator no qual estdo as medidas de
ansiedade no LCE, para as fémeas, estas mesmas variaveis pesaram mais no fator

locomocgao.

Pic-Taylor et al. (2014) também observaram que fémeas tratadas com
ayahuasca nas doses 15X e 30X entraram menos vezes nos bracos fechados do
LCE e permaneceram menos tempo na area central que o controle. Este efeito foi
mais pronunciado que a fluoxetina, um ansiolitico. Halberstadt e Geyer (2011)
verificaram quem ratos tratados com o DMT, presente na ayahuasca, tiveram tanto

sua atividade locomotora quanto sua atividade exploratoria reduzida.

O comportamento de autolimpeza (grooming) dos animais variou nos testes
de campo aberto e LCE, apesar de nédo ter sido encontrado nenhuma diferenca
significativa com o controle. Na primeira hora para machos, enquanto no campo
aberto houve um aumento dessa atividade, no LCE, os animais se limparam menos.
Lacerda et al. (2006) observou que o tratamento com diazepam diminuia o tempo de
grooming, enquanto que pentilenotetrazol aumentava este comportamento, o que faz
com que estes resultados, quando avaliados isoladamente, sdo de dificil

interpretacao.

O comportamento dos animais no campo aberto e no LCE tratados nas doses
mais baixas foram em alguns casos oposto aquele encontrado nos grupos de maior
tratamento (15X), principalmente em fémeas. Por exemplo, fémeas do grupo 1X se
locomoveram mais no campo aberto, cruzam mais 0 quadrante central e se
autolimparam mais que o controle, e no LCE, permaneceram mais tempo e entraram
mais no braco aberto e no quadrante central. Estes resultados podem sugerir que

enquanto doses mais altas de ayahuasca tém efeito negativo na locomocdo dos
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animais nesses aparelhos, em doses mais baixas, esta infusdo tem um potencial

efeito ansiolitico.

O teste de natacédo forcada (TNF) é um dos testes mais usados para avaliar o
potencial antidepressivo de uma substancia em modelos animais. Nesse teste, o
rato € colocado em um recipiente com agua, e, sem suporte, sua reacao inicial &
nadar e tentar escapar do cilindro (Porsolt et al., 1978). Apés um periodo de
atividade vigorosa, o animal assume uma postura de flutuagdo, que pode ser
revertida por substancias com acao antidepressiva (Detke et al., 1995). A utilizacao
do TNF para avaliar o efeito antidepressivo dos inibidores da MAO foi descrito pela

primeira vez por Loomer et al. (1957).

Inibidores seletivos da recaptacédo de serotonina como a fluoxetina diminuem
o tempo de imobilidade e aumentam o tempo de natacdo enquanto agentes
catecolaminérgicos diminuem imobilidade e aumentam o tempo de climbing (Cryan
et al., 2002, Dulawa et al., 2004). No TNF, grupos tratados com ayahuasca
mostraram-se mais ativos na agua que o0s animais do grupo controle. Na primeira
hora, foi evidenciado aumento do tempo de climbing em todas as doses, com

diferenca significativa para machos nas doses 1X e 5X.

O tempo de natacgéo significativamente aumentado foi observado somente em
fémeas do grupo 15X na segunda hora, quando também apresentaram uma menor
imobilidade em relacdo ao controle. Motta (2013), utilizando o mesmo protocolo
usado neste estudo, também encontrou maior tempo de natacdo e atividade de
climbing em fémeas tratadas com ayahuasca nas doses 30X e 50X quando
comparado ao controle. Pic-Taylor et al. (2014), utilizando um protocolo que inclui
um periodo de adaptacéo no cilindro de agua 24 horas antes do tratamento (Detke
et al.,1995), também encontrou que fémeas tratadas com ayahuasca nas doses de
15X e 30X nadaram significativamente por mais tempo e ficaram menos imoveis que

os controles, efeitos que foram mais pronunciados que o ansiolitico fluoxetina

A reducdo do tempo de imobilidade € um efeito associado a acdo de
antidepressivos (Borsini, 1995), e os resultados conduzidos neste estudo e outros

conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa indicam um potencial efeito
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antidepressivo da ayahuasca. Essa acao antidepressiva foi observada por Farzin &
Mansouri (2006) em camundongos e Fortunato et al. (2009) em ratos tratados com
as [B-carbolinas, substancias presentes na ayahuasca. O aumento observado no
comportamento ativo do tipo climbing reflete também a complexidade do mecanismo
de acdo da ayahuasca. O comportamento de climbing esta associado a farmacos
predominantemente de acdo catecolaminérgica (dopamina) enquanto o
comportamento de natacdo esta associado a acdo serotoninérgica (Borsini, 1995;
Slattery & Cryan, 2012).

Os ensaios de genotoxicidade mostraram que ayahuasca mostrou baixo
potencial genotoxico nos testes de fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo e
na analise microscopica de fluorescéncia no ensaio cometa. Curiosamente, 0 grupo
1X de fémeas mostrou aumento significativo da fragmentacdo do DNA analisada em
citometria de fluxo em relacdo ao controle e as demais doses (5X e 15X), porém
essa fragmentacdo foi também significativamente menor que o grupo Dox e ndo se
mostrou dose-dependente. E possivel que o comportamento ativo estimulado pela
ayahuasca nesse grupo possa ter produzido uma maior fragmentacéo de DNA. Vale
ressaltar que as alteracbes genotoxicas observadas no ensaio cometa e nha

citometria de fluxo sdo passiveis de reparo dependendo da intensidade da leséo.

Embora Figueroa (2012) tenha utilizado imunohistoquimica para mensurar a
fragmentacao de DNA em neurdnios para verificar a apoptose, este estudo utilizando
o extrato in natura em roedores em condices semelhantes ao consumo humano
tradicional €, um estudo pioneiro em genotoxicidade da ayahuasca. Estudos de
genotoxicidade com [(-carbolinas in vitro e in vivo mostraram resultados
contraditérios (Schenberg, 2013). Meester (1995) afirma que as p-carbolinas harman
e horhaman apresentam efeito genotéxico, entretanto essas substancias nédo estao
presentes na ayahuasca em quantidades significativas. Estudos com harmina
demonstraram efeito genotoxico pelo ensaio cometa com células V79 (hamster
chinés e fibroblastos), indicando danos significativos no DNA em todas as
concentracbes testadas (Meester, 1995; Boeira et al., 2001). Existem também

relatos de inducéo de lesbes no DNA em fungos pela harmina (Boeira et al., 2002).
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Em outro estudo, a harmina ndo apresentou efeitos genotoxicos em fungos,

bactérias e cultura celular (Picada et al., 1997).

Por outro lado, estudos recentes mostram que a harmina e harmalina
possuem propriedades antigenotoxicas, antimutagénicas e inibidoras de tumores em

culturas celulares (Chen et al., 2005; Moura et al., 2007).

Snyder (2010) mostra que a presenca do grupo N-dimetil em estruturas
moleculares de farmacos pode estar ligada a acdo clastogénica. Esse tipo de
grupamento, presente na molécula do DMT, teria num possivel efeito genotdxico por
intercalar ao DNA, se ligando de forma n&o-covalente ou por inibicdo da
topoisomerase. Embora se tenha constatado que a presenca desse grupo molecular
estd ligada a acdo genotdxica, estudo de aberracdes cromossémicas com DMT
puro, ndo produziu efeito genotdxico, revelando que a presenca do grupo n-dialquil é
frequentemente necessario, mas nao suficiente para causar genotoxicidade (Snyder,
2010).

Em relacdo a possiveis alteracdes citogenéticas provocadas pela ayahuasca,
o teste de microndcleos mostrou que as doses mais baixas (1X e 5X) néao
produziram aumento na frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados
(EPC Mn), efeito que foi observado somente na dose 15X. Em estudo conduzido por
Picada et al. (1997) com camundongos utilizando harmina e harman (46 e 30 mg/kg
pc, respectivamente; intraperitoneal) ndo induziram formacdo de micronucleos nem
alteracdes cromossdmicas. Por outro lado, essas substancias mostraram atividade

mutagénica in vitro (Picada et al., 1997).

A auséncia de acao citotoxica da ayahuasca nas células da medula 6ssea
mostrada pela proporcdo de eritrocitos jovens por eritrocitos maduros é reforcada
pelos resultados da analise hematolégica que também néo revelaram alteragfes
significativas. Picada et al. (1997) também ndo encontraram diferenca significativa
na proporcao de eritrécitos policromaticos por eritrocitos totais quando compararam

grupos tratados com harmina e com harmam e grupo controle.

Boeira et al. (2002), usando Saccharomyces cerevisiae (levedura) afirma que

o efeito citotoxico e mutagénico da harmina depende da fase do crescimento e da
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concentracdo da [3-carbolina. Boeira et al. (2001) em ensaio in vitro com células
V79 com harmina, mostrou aumento significativo de aberragdes cromossomicas nas
concentracbes de 20 a 40 pg/ml; a concentracdo de 50 pg/ml foi toéxica e nao

permitiu essa analise.

Estudos in vitro com células humanas realizado por Jiménez et al. (2008)
indicaram que harmina e harmalina ndo foram capazes de induzir eventos
relacionados a quebra de dupla fita, entretanto produziram necrose e apoptose nas
concentragfes mais altas. Além de a harmina ter se mostrado mais citotoxica do que
a harmalina, mostrou também efeito inibidor da proliferacdo de células tumorais
(Jimenez et al., 2008). A ligacdo de pequenas moléculas ao DNA est4 associada a
respostas mutagénicas, carcinogénicas e antitumorais. A afinidade dessas
moléculas e a estabilidade da ligacdo alcaldide-DNA determinam seu efeito
biolégico. Harmina tem uma constante de ligacdo com o DNA maior do que
harmalina (Nafisi et al., 2010).

No presente estudo, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos
tratados com ayahuasca e 0 grupo controle nos parametros hematoldgicos
analisados, indicando auséncia de citotoxicidade sobre as células sanguineas e
tecido hematopoiético. Oliveira et al. (2010) também n&o encontraram alteracdes
séricas dos parametros bioquimicos em animais tratados com doses repetidas
correspondente a 10 vezes dose ritual. Riba et al. (2001) n&o encontrou alteracdes
séricas significativas em 6 homens voluntarios apés o uso da ayahuasca numa

sessao experimental.

Em relacéo as fun¢des renal, hepatica, pancreatica e metabolismo de lipidios
e carboidratos os parametros bioquimicos analisados ndo mostraram alteracfes
significativas das fungdes analisadas. Estudo realizado com ratos Wistar machos em
modelo terapéutico para hipertensdo ndo encontrou diferengas significativas nas
concentracbes séricas de uréia, creatinina e TGP tanto em animais tratados
semanalmente quanto diariamente, entretanto em animais tratados diariamente com
ayahuasca houve alteracdo significativa na concentracdo de TGO, indicando
potencial hepatotoxico nessas condi¢cdes (Santos et al., 2014). Esse estudo mostrou
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que ayahuasca nao teve acao antipressorica esperada nas condi¢des testadas, mas
a andlise histopatoldgica de rins e coragdo ndo revelou danos significativos.

O estudo aqui apresentado foi realizado utilizando cinco animais por
grupo/sexo, seguindo o protocolo OECD 474 para os testes de genotoxicidade, que
foi 0 objetivo primério do estudo. Seguindo as recomendacgfes das comissdes de
ética de experimentacdo animal de um melhor aproveitamento do uso dos animais,
decidiu-se por utiliza-los para realizar os testes de comportamento. Este nimero,
porém, € menor que o sugerido pelos testes comportamentais (8 a 12 individuos por
grupo), o que pode ter dificultado a identificagdo de algumas diferencas entre os
grupos tratados e entre machos e fémeas.
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VIl. CONCLUSAO

1) O uso oral de ayahuasca afetou de forma diferente o comportamento de machos
e fémeas.

2) A atividade motora se mostrou reduzida nos grupos tratados 15X nos testes de
Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado, ndo sendo possivel predizer uma
acdo ansiolitica associada a uso de ayahuasca nesta dose. Porém, os resultados
sugerem um comportamento ansiolitico nas fémeas tratadas com doses baixas
(1X).

3) No teste de Natacdo Forcada, os animais tratados com ayahuasca mostraram
maior comportamento ativo evidenciando efeito preditivo de acdo similar a
antidepressivos. Esse resultado corrobora estudos anteriores realizados por este
grupo utilizando doses agudas elevadas.

4) Animais tratados nas doses 1X e 5X ndo apresentaram efeito genotoxico,
entretanto na dose 15X foram observados danos citogenéticos indicados pelo
aumento da incidéncia de micronucleos.

5) A ayahuasca nao induziu alteracdo na proporcéo de eritrécitos jovens em relagéao
a populacéo total, ndo indicando, portanto citoxicidade.

6) A auséncia de citoxicidade também foi evidenciada pela andlise das séries
sanguineas (eritrocitica, leucocitica e plaquetaria).

7) A andlise de parametros bioguimicos ndo evidenciou comprometimento das
funcbes fisiologicas de figado, rins, pancreas dos animais tratados, embora
alguns individuos do grupo 15X tenham apresentado resultados discrepantes.

7

Em conjunto, o estudo mostrou que ayahuasca ndo € genotdxica nem
citotoxica nas doses testadas e sugere um potencial efeito ansiolitico e
antidepressivo nas doses mais baixas, o que abre a perspectiva de investigacdo de
sua utilizacdo ou de principios ativos presentes em sua constituicdo em terapia
humana. Nesse sentido, 0 nosso grupo de pesquisa ira investigar este potencial

terapéutico em estudo crénico em doses baixas de ayahuasca.
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Anexo A — Aprovacdo no Comité de Etica no Uso Animal
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Anexo B — Resultados teste do labirinto em cruz elevado em valores
percentuais
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Figura 1. Percentual de permanéncia no braco fechado no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora
(B), n = 10 (fémeas e machos). Letras diferentes indicam diferenga entre os grupos * indica

diferenca estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 2. Percentual de permanéncia no braco aberto no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora
(B). n = 10 (fémeas e machos). Letras diferentes indicam diferenga entre os grupos * indica

diferenca estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 3. Percentual de permanéncia na area central no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora (B).
n = 10 (fémeas e machos). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica

diferenca estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 4. Percentual de entradas no braco fechado no LCE na 12 hora (A) 22 hora (B). n = 10
(fémeas e machos). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica diferenga
estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 5. Percentual de entradas no braco aberto no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora (B). n
= 10 (fémeas e machos). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica
diferenca estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 6. Percentual de permanéncia no braco fechado no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora
(B). n =5 (machos). Letras diferentes indicam diferenga entre os grupos * indica diferenca
estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 7. Percentual de permanéncia no braco aberto no LCE na 12 hora (A)e na 22 hora
(B). n =5 (machos). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica diferenca

estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 8. Percentual de permanéncia na &rea central no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora
(B). n =5 (machos). Letras diferentes indicam diferencga entre os grupos * indica diferenca

estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 9. Percentual de entradas no braco fechado no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora (B).
n =5 (machos). Letras diferentes indicam diferenga entre os grupos * indica diferenca

estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 10. Percentual de entradas no braco aberto no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora (B). n
=5 (machos). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica diferenca

estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 11. Percentual de permanéncia no braco fechado no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora
(B). n =5 (fémeas). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica diferenga

estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 12. Percentual de permanéncia no braco aberto no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora
(B). n =5 (fémeas). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica diferenca

estatistica com os demais grupos; p <0,05.

91



30+ b

40+

20

20 =

104

% de tempo de permanéncia

% de tempo de permanéncia

9]

X 5X 1X 5% 15X

>

Figura 13. Percentual de permanéncia na area central no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora
(B). n =5 (fémeas). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica diferenca
estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 14. Percentual de entradas no braco fechado no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora (B).
n =5 (fémeas). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica diferenca
estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Figura 15. Percentual de entradas no braco aberto no LCE na 12 hora (A) e na 22 hora (B). n
= 5 (fémeas). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos * indica diferenca
estatistica com os demais grupos; p <0,05.
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Anexo C

Tabela 6 - Tendéncias de alteracbes comportamental na bateria de testes em Teste
de Campo Aberto (TCA), Teste em Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Teste de
Natacdo Forcada (TNF) na primeira e segunda hora por grupo e por sexo

12 hora 22 hora

Teste Pardmetros F1X M1X F5X M5X F15X M15X | F1X M1X F5X M5X F15X M15X
Quadrantes 1t | | | ! ! ! ool ! ! !
QCcentral 1 l l ! ! ! l g | T @ !
TCA  Elevagao [ AR A ¥ ! 2 A A A
Autolimpeza 1* <« 1 0 0 0 1 ! 1 ! ! %]
Defecacdo | T l ! ! ! < T ! @ !
TempoBF | 1 |t ot t [l ot 1t 1 1|
TempoBA t t ot L L [t L 1 Lt 1
TemppAC 1 | « | L L [t | o | o 1
Lce  EMBE Lt Ll e e
EntrBA 1t L 1 L T e e e
Elevacéo [ AR A ! ! T ool ! o
Autolimpeza 1 ! 1 ! o %) 1 ! o ! ! !
Defecacgéo 1 o 1 %) %) - 1] 1 /] @ @ @
Climbing(s) 1 1 ¢t t t t [t L 1t | 1t |
O i S A (A A S S S B
Flutuagao (s) | ! ! ! ¥ ! l l l ! l !
Defecacdo 1 /] 1 1 1 /] ! ! ! 1 ! %)

1 indica aumento em relagcédo ao GC-,

| indica diminui¢cdo em relagéo ao GC-, < igual ao
GC-, @ indica comportamento abolido, F = Fémea, M = Machos, n = 5 por grupo de cada
sexo, * indica diferenca significativa em relagéo ao GC-, p <0,05.
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