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Resumo

O transtorno depressivo maior (TDM) é caracterizado por alteragdes afetivas, cognitivas e psicomotoras, a
OMS prevé que até 2030 o TDM aparega como principal causa de dias ndo trabalhados no mundo. Estima-
se que 50 a 60% dos pacientes com depressdo inicialmente tratados com um antidepressivo ndo irdo
apresentar melhora clinica significativa nas primeiras 8-12 semanas, ¢ apenas 20 a 35% irdo apresentar
remissdo completa, necessitando de uma nova alternativa para o tratamento. Em estudos clinicos e pré-
clinicos da Ayahuasca esta sendo bem promissor, atualmente empregado no Brasil em diversos contextos
religiosos. Trata-se da unido de 2 plantas; P. viridis que contém N,N-dimetiltriptamina (DMT) e a planta
B. caapi que contém B-carbolinas potentes inibidores reversiveis da monoaminoxidase. O objetivo do
estudo foi avaliar os efeitos comportamentais e bioquimico da Ayahuasca em camundongos submetidos ao
modelo animal de depressdo induzido por corticosterona. A pesquisa foi conduzida na Universidade Federal
do Ceara e o cha utilizado foi cedido pelo Centro Espirita Beneficente Unido do Vegetal. Foram utilizados
camundongos machos e foram expostos ao modelo animal de depressdo induzida por corticosterona
(0,1ml/10g) administrado via subcuténea durante 21 dias, tratados com Ayahuasca nas doses de 26,4 ml/kg
e 13,2 ml/kg por gavagem, apds o tratamento os animais passaram pelos testes comportamentais, nado
forcado, suspensdo de calda, campo aberto e labirinto em Y analises histologicas e bioquimicas ¢ os
resultados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism versdo 7.0. Apos a administra¢do cronica
da corticosterona foi observado a diminui¢do do peso dos animais, diminui¢do da zona fasciculadas e do
peso nas adrenais, diminui¢do do tempo de imobilidade nos testes de suspensdo de calda e nado forgado,
aumento no numero de exploracdo vertical no teste de campo aberto, diminui¢do de alternancias
espontaneas no y-maze, aumento dos niveis de corticosterona em niveis plasmaticos, diminui¢ao dos niveis
de BDNF no hipocampo. Apos o tratamento agudo com a Ayahuasca na dose de 13,2 ml/’kg e 26,4 ml/kg
reverteu o tempo de mobilidade em ambos os testes, nimero de exploragdo vertical, os niveis plasmaticos
de corticosterona, niveis de BDNF. No entanto, apenas na maior dose foi revertido o nimero de alternancias
espontaneas, apds o tratamento com o controle positivo cetamina (10mg/kg) foi revertido o tempo de
mobilidade em ambos os testes, os niveis plasmaticos de corticosterona. Concluimos neste estudo que a
AYA em diferentes doses conseguiu reverter de forma aguda o fenotipo depressivo ocasionado pela

administragdo prolongada de corticosterona.
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EVIDENCE OF AYAHUASCA'S FAST ANTIDEPRESSIVE EFFECT IN AN ANIMAL MODEL
OF GREATER DEPRESSION

Abstract

Major depressive disorder (MDD) is altered by affective, cognitive and psychomotor changes, a WHO
predicts that by 2030, MDD will appear as the main cause of unworked days in the world. It is estimated
that 50 to 60% of patients with formulas eliminated with an antidepressant do not show clinical
improvement in the first 8-12 weeks, and only 20 to 35% will show complete remission, requiring a new
treatment alternative. In clinical and preclinical studies of Ayahuasca it is very promising, currently
calculated in Brazil in different religious contexts. It is the union of 2 plants; P. viridis that contains N, N-
dimethyltryptamine (DMT) and the B. caapi plant that contains potent f-carbolines reversible monoamine
oxidase inhibitors. The aim of the study was to evaluate the behavioral and biochemical effects of
Ayahuasca in mice. The research was conducted at the Federal University of Ceara and the tea used was
provided by the Beneficent Spiritist Center Unido do Vegetal. Male mice were used and were exposed to
the animal model of corticosterone-induced depression (0.1ml / 10g) administered subcutaneously for 21
days, treated with Ayahuasca at doses of 26.4 ml / kg and 13.2 ml / kg by gavage , after the treatment the
animals passed the behavioral tests, forced swimming, suspension of syrup, open field and Y-maze analyzes
histological and biochemical and the results were obtained using the software GraphPad Prism version 7.0.
After the chronic administration of corticosterone, a reduction in the weight of the animals was observed,
a decrease in the fasciculated zone and in the adrenal glands, a decrease in the immobility time in the
suspension and forced swimming tests, an increase in the number of vertical exploration in the field test.
open, decreased spontaneous alternations in the y-maze, increased levels of corticosterone in plasma levels,
decreased levels of BDNF in the hippocampus. After acute treatment with Ayahuasca at a dose of 13.2 ml
/ kg and 26.4 ml / kg, the mobility time was reversed in both tests, number of vertical exploration, plasma
levels of corticosterone, BDNF levels. However, only at the highest dose was the number of spontaneous
alternations reversed, after treatment with the positive ketamine control (10mg / kg) the mobility time was
reversed in both tests, the plasma levels of corticosterone. We concluded in this study that AY A in different
doses managed to acutely reverse the depressive phenotype caused by the prolonged administration of

corticosterone.

Key words: Depressive Disorder, Major; Ayahuasca; Harmine; Antidepressive Agents; Banisteriopsis
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1 INTRODUCAO

1. Transtorno depressivo Maior (TDM);

O TDM ¢ caracterizado por sentimentos de tristeza, autodepreciagdo, culpa, desesperanca,
ideias de suicidio, apatia, anedonia, angustia e alteragdes fisicas como insdnia, anorexia e fadiga,
podendo o quadro variar de acordo com o paciente (GRAEFF; BRANDAO, 1999).

A Organizagdo Mundial de Saude — OMS (2016), vem observando aumento ao longo das
ultimas décadas da incidéncia de casos de TDM, ocasionando grandes prejuizos sociais e
econdmicos. Estima-se que mais de 350 milhdes de pessoas, em todo o mundo tenham TDM, e
que até o ano de 2030 esta patologia seja a principal causa de perda de produtividade entre pessoas
até os 50 anos de idade. Este cenario é preocupante e varios paises ja adotam politicas de saude
onde o foco ¢ prevenir ou identificar casos precocemente. (RIBEIRO; COUTINHO;
NASCIMENTO, 2010; OMS, 2016).

Estima-se que 50 a 60% dos pacientes com depressdo inicialmente tratados com um
antidepressivo ndo irdo apresentar melhora clinica significativa nas primeiras 8-12 semanas de
tratamento, ¢ apenas 20 a 35% irdo apresentar remissdo completa dos sintomas (FAVA;
DAVIDSON, 1996; GAYNES et al., 2005; GAYNES et al., 2009).

O tratamento do TDM apresentou uma evoluc¢do na década de 1950 quando duas classes
de farmacos foram descobertas ao acaso como antidepressivos efetivos: os agentes triciclicos,
como a imipramina, que originalmente surgiram a partir da pesquisa com anti-histaminicos, e os
inibidores da enzima monoaminoxidase, como a iproniazida, que foi originalmente usada para
tratar a tuberculose (NESTLER et al., 2002). Desde entdo o conceito de farmaco antidepressivo
mudou pouco, embora novos farmacos sucessivamente diminuiram os efeitos colaterais dos
pacientes. Porém, as taxas de resposta terapéutica nao seguiram a mesma evolu¢do, e na pratica
clinica por vezes observamos que farmacos mais antigos ainda s3o os indicados para tratar
episodios graves e refratarios. Este dado clinico demostra o estado incongruente da
psicofarmacologia (RUSH et al., 2006). Em 2006, foi iniciado um grande estudo (STAR*D- The
Sequenced Treatment Alternatives to Relieve Depression Study), um ensaio clinico prospectivo
com mais de 4.000 participantes, com o intuito de orientar o tratamento da depressdo resistente,

bem como sanar muitas das davidas acerca da evidéncia de reposta do tratamento com os



antidepressivos naqueles pacientes que nao responderam ao primeiro ensaio clinico, avaliando
estratégias de potencializagdo versus troca de medicagao, custos de tratamento e efeitos colaterais,
em um setting sem cegamento do paciente ou do médico assistente, o que aproxima o ensaio das
condi¢des reais de tratamento (GAYNES et al., 2005; GAYNES et al., 2009). Neste estudo,
mesmo apos 4 ensaios diferentes naqueles pacientes refratarios, a taxa de remissao ndo ultrapassou
os 70%, o que aponta a necessidade de novas estratégias de tratamento para o TDM (GAYNES et
al., 2008).

Por conta dessa grande quantidade de pacientes refratarios ao tratamento disponivel, bem
como do tempo elevado de resposta destas drogas, ¢ imperativo o desenvolvimento ¢ descoberta

de antidepressivos com mecanismos de agdo diferentes dos atuais.

1.1 Mecanismos fisiopatologicos do TDM: inflamacio, estresse oxidativo, neuroplasticidade

e desequilibrio do eixo hipocampo-hipofise-adrenal.

Embora o TDM venha sendo objeto de escrutinio cientifico recente, suas causas
neurofisioldgicas permanecem desconhecidas. No entanto, estudos indicam a existéncia de
alteracdes anatomicas e fisiologicas, como alteragdes de citocinas inflamatérias e danos oxidativos

em pacientes como representado na figura 1.

Figura 01 - Representacdo dos mecanismos fisiopatologicos da TDM
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Fig. 1. Transtornos do humor, podem ter consequéncias sistémicas compartilhadas. A fung¢do homeostatica
comprometida do circuito cortical-limbico pré-frontal em MDD, FM e NeP parece interromper a regulagdo
autonomica, neuroendocrina e neuroimune. Estresse, dor e depressdo levam a liberagdo excessiva e prematura do
hormonio liberador de corticotropina (CRH), horménio adenocorticotropico (ACTH) e glicocorticoides. A
hiperatividade simpatica, combinada com o tonus parassimpatico diminuido, contribui para a ativagdo imune e
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, TNF-alfa, IL-1, [L-6) de macrofagos e outras células imunes.
As citocinas inflamatdrias interferem ainda mais na sinalizagdo monoaminérgica e neurotréfica. Eles também podem
diminuir a sensibilidade do receptor de glicocorticoide central, levando a uma maior interrup¢ao do controle de
feedback do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e do sistema imunoldgico. Em estados de depressdo e dor,
distarbios de transmissdo de serotonina (SHT), norepinefrina (NE) e dopamina (DA) podem prejudicar os loops de
feedback regulatorio que desligam a resposta ao estresse, com um comprometimento resultante na func¢ao das vias
modulatoérias descendentes da dor. Os mediadores elevados da resposta inflamatoria, combinados com o tonus
simpatico excessivo, podem impactar ainda mais o processamento da coluna dorsal dos sinais de dor, contribuindo
para a ativagdo da microglia ¢ da astroglia. Sinais de troca de micréglia ativados com astrocitos ¢ neurdnios
nociceptivos, amplificando a transmissdo relacionada a dor de glutamato (Glu), substancia P (SP), trifosfato de
adenosina (ATP), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), citocinas pro-inflamatorias (IL-1 , IL-6, IL-8, TNF-
alfa, 6xido de nitrogénio (NO) e prostaglandinas (PGs). PVN = Nucleo paraventricular do hipotalamo; IL =
interleucina; TNF-alfa = Fator de necrose tumoral-alfa; Ach = acetilcolina (MALETIC, RAISON, 2009).
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1. Inflamacido e TDM

Evidéncias apontam para a ativagdo microgial (BAUER et al, 2007) e processos
neuroinflamatdérios (NINOMIYA-TSUIJI et al., 1999) relacionados a fisiopatologia do TDM
devido ao fato deste transtorno ser progressivo e apresentar um componente neurodegenerativo
em pacientes que ndo realizam tratamento. Estudos com modelos animais mostraram que ambos
0s processos estdo associados ao aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, radicais livres
como o oxido nitrico (NO) no cérebro, e podem ser acompanhados por uma super-regulacao de
marcadores da via de sinaliza¢do do acido araquidonico no cérebro (RAO et al., 2007). De fato
foi encontrado aumento na expressdo das enzimas envolvidas com o metabolismo do acido
araquidonico, incluindo a fosfolipase A2 citoplasmatica (cPLA2), secretéria (sPLA2), e
cicloxigenase (COX)-2, no cortex frontal post-mortem de pacientes com transtorno afetivo bipolar
(TAB) quando comparado aos controles (RAO et al., 2010, KIM et al., 2011).

Uma revisao da literatura realizada por Goldstein et al. (2009) sugeriu que o TAB ¢ 0 TDM
tém a inflamagdo como ponto de ligagdo. Este ocorre pelo compartilhamento de polimorfismos
genéticos e expressdo genética. Esta interligag@o foi posteriormente evidenciada pela alteracao dos
niveis de citocinas no plasma de pacientes durante os intervalos sintomaticos (mania e depressao)
e assintomaticos da doenga. Certos componentes do processo inflamatorio no TDM podem ser
expressos de uma maneira estado-dependente. Por exemplo, na depressdo grave psicotica a
elevacdo dos niveis plasmaticos de IL-6 normaliza com a remissao clinica, enquanto o TNF-a
parece nao alterar na remissao (KIM et al., 2007). No TDM responsivo a medicagdes, os niveis de
TNF estdo reduzidos durante o tratamento apenas no grupo respondedor (GULOKSUZ et al.,
2010). De modo geral estes dados evidenciam que alteragdes nos niveis de TNF-a no sistema

nervoso central (SNC) estdo associadas a sintomas de transtorno de humor em humanos.

2. Estresse Oxidativo e TDM

Estresse oxidativo (EO) ¢ um estado celular no qual existe um desequilibrio entre a
formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade celular de elimina-las através de
mecanismos antioxidantes. As EROs destroem ou alteram biomoléculas como o DNA, proteinas

e lipidios o que pode levar a morte celular (BIEWENGA et al. 1997). No TDM, pesquisadores
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constataram um aumento do EO a partir do aumento da peroxidagao lipidica e da atividade da
superoxido dismutase (SOD), bem como no dano ao DNA (KULOGLU et al., 2002, FREY et al.,
2007). Adicionalmente, Kapczinski et al. (2008) associam o TAB e TDM a uma elevagdo
patoldgica da carga alostatica, termo que se refere a decorréncia do esfor¢co do organismo para
adaptar seus parametros internos a diferentes situagdes em prol de manter sua fungdo normal. No
caso do TAB e TDM, os mesmos genes envolvidos neste transtorno estdo vinculados a uma maior
predisposi¢do ao estresse, 0 que aumenta a carga alostatica, causando comprometimento cognitivo
e aumento das taxas de comorbidades fisicas e psiquiatricas (KAPCZINSKI et al., 2008b). Além
do mais, estudos post-mortem tém demonstrado aumento do EO (GIGANTE et al. 2011) e
diminui¢do das defesas antioxidantes (GAWRYLUK et al., 2011) no cértex pré-frontal de
pacientes com TAB e TDM, o que pode em ultimamente acarretar dano neuronal (GIGANTE et

al., 2011).

3. Neuroplasticidade e TDM

Plasticidade ¢ a habilidade de sofrer modificacdes e manté-las, sendo esta propriedade
essencial para o funcionamento apropriado do sistema nervoso. Esta capacidade de sofrer
modifica¢des permite ao organismo se adaptar a alteragdes complexas do meio-ambiente interno
e externo, uma propriedade extremamente importante para sobrevivéncia e reprodugdo. Todos os
fenomenos comportamentais complexos — incluindo regulagdo do humor e emogdo — sdo
dindmicos e se apoiam em circuitos de plasticidade neural (MCCLUNG AND NESTLER 2008;
SCHLOESSER et al., 2008).

Neuroplasticidade ¢ o termo mais amplo que relaciona alteragdes em cascatas de
sinalizacdo intracelular e regulagdo genética, modificacdes do ntimero e forca das sinapses,
variagOes na libera¢ao de neurotransmissores, modelagao na arquitetura axonal e dendritica e, em
algumas areas do SNC, a geragdo de novos neurdnios (NESTLER et al., 2002; KRISHNAN;
NESTLER, 2008; MCCLUNG AND NESTLER 2008). Recentemente, as pesquisas t€ém associado
transtornos de humor com prejuizos estruturais e funcionais relacionados a neuroplasticidade em
varias regioes do SNC. Além do mais, drogas psicotropicas comumente usadas para o tratamento
destas condi¢des t€ém como alvo moléculas e cascatas de sinaliza¢do implicadas no controle da

neuroplasticidade (SCHLOESSER et al., 2008).
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Uma das organelas intracelulares envolvida na neuroplasticidade ¢ a mitocondria. Esta
organela tem um importante papel na regulagdo intracelular de célcio e citoprotecdo. A captacio
do calcio do citosol e sua liberacao tém importantes consequéncias para a atividade neuronal e
glial, modulando respostas intracelulares fisiologicas e fisiopatologicas (SIMPSON; RUSSELL,
1998) em uma variedade de circuitos neuroanatomicos e regides que fazem mediagdo de
comportamentos complexos, incluindo aquelas implicadas na fisiopatologia dos transtornos de
humor.

Nao existem até o momento evidéncias relacionando o TDM a uma desordem mitocondrial
classica, mas preferencialmente acredita-se que muitas anormalidades em mecanismos
intracelulares (como o codigo gendomico nuclear) convergem para a implicagdo da regulacdo
mitocondrial no TDM relacionadas a: anormalidades da plasticidade sinaptica induzida por
neurotransmissores ¢ resiliéncia celular a longo prazo (QUIROZ et al., 2008). De fato, uma
associacao entre mutagdes/polimorfismos de DNA mitocondrial foi vista em pacientes com TDM
e TAB. Alteragdes da fun¢do mitocondrial também foram reportadas em modelos animais de
mania sendo prevenidas e revertidas por drogas estabilizantes do humor (VALVASSORI et al.,
2010). Também foi evidenciado um papel positivo do tratamento com farmacos antidepressivos
classicos e estabilizantes do humor, como o litio, na fungdo mitocondrial de pacientes com TDM
(MAURER et al., 2009).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é um membro da familia dos fatores de
crescimento denominada genericamente de “neurotrofinas”, cujos efeitos resultam da ativacao do
seu receptor cognato tirosina-quinase B (Trk B) (DUMAN, 2002). O BDNF tem influéncia
marcante na eficdcia sinaptica, na conectividade neuronal e na neuroplasticidade (POST, 2007).
Esta neurotrofina esta expressa no cortex cerebral e no hipocampo, areas cerebrais que regulam
fungdes cerebrais complexas, como a memoria declarativa e a emog¢ao (GRANDE et al., 2010). A
expressao do BDNF ¢é regulada por corticosterdides relacionados ao estresse e tal interagdo parece
influenciar a vulnerabilidade a psicopatologia moderadas por estressores ambientais, dentre elas o
TDM (MANIJI et al., 2003, KAUER-SANT'ANNA ET AL., 2007). Os niveis de BDNF tém
influéncia sobre o volume hipocampal (GRANDE et al., 2010). Por exemplo, mulheres deprimidas
com historia de abuso sexual t€m um volume hipocampal 18 % menor que mulheres que nio

sofreram abuso sexual (VYTHILINGAM et al., 2002). Dessa forma, o BDNF pode mediar os
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efeitos do estresse psicossocial no TDM e a disfuncdo cognitiva comumente relacionada a

episodios afetivos repetidos (MURINOVA et al., 2017).
1.1.4 Eixo hipocampo-hipofise-adrenal (HHA)

O eixo HHA ¢ um sistema-chave de sinaliza¢do neuroenddcrina envolvido na homeostase
fisioloégica em resposta ao estresse. Distliirbios desse sistema levam a desequilibrios hormonais

graves como representado na figura 2 (DU; PANG, 2015).

Figura 02 - Representacdo da alteracao do eixo Hipocampo-Hipofise-Adrenal

o)
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.
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(“Sindrome de Cushing | MedicinaNET”, 2018)

Fig. 2. A via bioldgica central envolvida na resposta ao estresse ¢ o eixo Hipocampo Hipofise Adrenal, o estresse
causa a liberagdo do CRH no hipotalamo, estimula liberagdo do ACTH pela hipofise, que estimula a produgdo do

cortisol na suprarrenal. CRH: Fator de Liberac¢ao de Corticotropina, ACTH: Adrenocorticotrofico.

Neurdnios presentes no nucleo paraventricular do hipotdlamo secretam o Fator de

Liberagdo de Corticotropina (CRH), que estimula a sintese e liberagdo do Hormonio
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Adrenocorticotréfico (ACTH) pela hipéfise anterior. O ACTH estimula a sintese e a liberagao de
glicocorticoides na regido cortical da glandula suprarrenal (figura 2). A atividade do eixo HHA ¢
controlada por diversas vias cerebrais, dentre elas o hipocampo, que tem efeito inibitdrio e a
amigdala que possui efeito estimulatorio. Acredita-se que niveis cronicos elevados de
glicocorticdides podem levar a dano de neurdnios hipocampais, mais especificamente na regido
CA3 (SCHMIDT et al.,2004; MCEWEN, 2007).

Em estudos pré-clinicos a administragdo cronica de corticosterona em camundongos
mostrou-se capaz de induzir comportamentos depressivo-simile, destacam-se aumento do tempo
de imobilidade nos testes de nado forgado e suspensao de cauda, bem como reduc¢ao do consumo
de sacarose, redugdo da interagdo social e prejuizo da memoria de trabalho e alteracdes
neuroquimicas como a redu¢ao dos niveis de BDNF no hipocampo (DE SOUSA et al., 2018, 2015;
SILVA et al., 2013; ZHAO et al., 2008).

Estudos clinicos identificam pequenos aumentos nas concentragdes séricas de
glicocorticoides na depressdo, despertando interesse significativo no papel de um eixo HHA
disfuncional na fisiopatologia da depressio (GOURLEY et al., 2008). O estresse fisico ou
psicologico aumenta as concentragdes séricas de glicocorticoides, e alguns sintomas de depressao
podem ser produzidos em roedores através da administracdo cronica de glicocorticoides
(OLIVEIRA et al., 2017; RAISON; MILLER, 2003).

A ativagdo de receptores de glicocorticoides, pelo excesso de glicocorticoides, pode reduzir
as taxas de proliferacdo da zona sub-granular do hipocampo e ainda produzir alteragdes atroficas
em sub-regides do mesmo. Isso poderia contribuir para as redugdes de volume do hipocampo visto

na depressao (KAUFMAN et al., 2000).

1.2. Lacunas no conhecimento e baixa resposta terapéutica aos farmacos

Apesar da neurobiologia dos transtornos do humor ter aumentando nos ultimos anos como
podemos evidenciar nas informagdes acima, isto ndo se refletiu no aparecimento de tratamentos
mais eficazes para os pacientes portadores de TDM e depressao do TAB (OWENS 1994; DPHIL
etal.,2017). Os principais empecilhos enfrentados pelos clinicos sdo: a) Baixa resposta terapéutica

mesmo apos trocas sequenciais de 4-5 farmacos, b) demora para resposta antidepressiva ap6s cada
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troca, podendo chegar até 8 semanas, c) resposta terapéutica positiva, mas com permanéncia de
alguns sintomas residuais.

Certamente isto ocorre pois os farmacos disponiveis ndo sdo capazes de tratar toda
complexidade de sistemas alterados em cada grupo de pacientes. Se incluirmos que a TDM e o
TAB apresentam fases de evolugdo, haverd necessidade de definir o melhor tratamento para cada
momento (KRISHNADAS; CAVANAGH, 2012). Deste modo, o estudo dos componentes
bioativos da Ayahuasca, pode nos fornecer novos insights para o desenvolvimento de farmacos e
novas vias farmacodinidmicas. Ressaltamos, que o conhecimento molecular nesta area ¢

praticamente nulo.

1.3 O cha Ayahuasca

A ayahuasca, também conhecida pelos nomes de caapi, daime, yajé, natema, vegetal e
Ayahuasca, ¢ uma bebida composta pela associagdo de duas plantas: o caule da Banisteriopsis
caapi ¢ as folhas da Psychotria viridis (SANTOS; MORAES; HOLANDA, 2006).

Mesmo que seu uso tenha origem indigena, a partir do fim do século XIX e inicio do século

XX um grande numero de trabalhadores, principalmente seringueiros, vindos de diversas regides
do Brasil, Peru e Colémbia entrou em contato com este psicoativo (MONTEIRO, 1983;
COUTO, 1989). A partir deste encontro o chd Ayahuasca passou a ser utilizado em novos
contextos caracterizados por influéncias culturais, como: catolicismo popular, espiritismo
kardecista, magia/esoterismo europeus e cultos afro dando origem a novas e complexas maneiras
de uso deste poderoso psicoativo (GOULART, 1996).

Originalmente, era utilizada por grupos indigenas associados ao xamanismo € por
curandeiros que praticavam a medicina popular a base de extratos vegetais. A palavra ayahuasca
¢ originaria da lingua quéchua e quer dizer: “aya”: “pessoa morta, espirito” e “waska” que significa
“corda, liana, cip6”; logo, traduzindo-se para o portugués ficaria “corda dos mortos” (LUNA,
1986; TUPPER, 2002).

E atualmente empregado no Brasil em diversos contextos religiosos, em intensa atividade de
expansao, seja daqueles grupos religiosos considerados pioneiros da religiosidade ayahuasqueira
brasileira como a Barquinha, o Santo Daime e a Unido do Vegetal, ou de grupos dissidentes
recriados (BARBIER, 2009; LABATE, 2004; LABATE; ARAUJO, 2002; MACRAE, 1992).

O uso da Ayahuasca ¢ difundido em varios paises da América do Sul, tais como Peru,

Bolivia, Colémbia, Brasil, Venezuela e Equador e nos ultimos anos, grupos de seguidores dessas
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religides brasileiras tém se estabelecido nos Estados Unidos e em varios paises europeus, incluindo
a Alemanha, Inglaterra, Fran¢a e Espanha (RIBA et al., 2003; TUPPER, 2008). Embora tenha
existido toda essa expansdo no consumo, ¢ apenas no Brasil que se desenvolveu o uso ritualistico
em populacdes ndo-indigenas, centralizadas em rituais religiosos.

Desde o ano de 1985, o governo brasileiro tem se esforcado em regulamentar da melhor
maneira o uso ritual do cha Ayahuasca. Como modo de garantir o direito de liberdade religiosa,
estudos clinicos, antropologicos e psicoldgicos (com predominancia dos estudos antropolégicos,
e menor inser¢do dos estudos psicologicos) tem sido realizados desde a década de 90 em busca de
desvendar e caracterizar possiveis beneficios/maleficios do uso agudo ou prolongado dessa bebida
nos ambitos clinico, psicoldgico e sociocultural (MOURA; COSTA, 2012).

A regulamentacdo mais recente ¢ exposta no Relatorio Final do Grupo Multidisciplinar de
Trabalho do Conselho Nacional de Politicas sobre Drogas/CONAD, que regulamenta o uso
deontologico da Ayahuasca e prevé além de outras coisas o uso restrito em rituais, com proibicao
da venda e comercializacdo, bem como da propaganda da bebida. A aprovagdo em 25/01/2010 do
Relatério Final do CONAD estabeleceu a regulamentacdo e legitimagdo do uso religioso da
Ayahuasca, um embate que perdurou desde 1985. O consumo ritualistico da Ayahuasca ¢é legal no
Brasil e em outros paises, inclusive por criangas e mulheres gravidas (Resolucdao 05/04 CONAD)

(BRASIL, 2010; SILVEIRA-FILHO, et al, 2006).

Figura 03 — Fotos das plantas utilizadas Mariri, Chacrona e preparacao do cha
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(“Mariri e chacrona | Blog UD”; 219)

1.3 Farmacodindmica do Cha Ayahuasca

A planta P. viridis contém o agente psicoativo N,N-dimetiltriptamina (DMT), enquanto
que a planta B. caapi contém [-carbolinas tais como: harmina (HRM), harmalina (HRL) e
tetrahidro-harmina (THH), que sdo potentes inibidores da monoamina oxidase (IMAO). O DMT
possui pouca atividade com o consumo oral, ja que ¢ inativada pelas monoamina oxidase (MAO)
periféricas (presentes no figado e no intestino delgado) (MCKENNA et al., 1998). Entretanto, a
inibigdo da MAO pelas B-carbolinas gera uma atividade na ingestdo do DMT, permitindo que este
chegue ao Sistema Nervoso Central inalterado. A interagdo sinérgica destes alcaldides constitui a
base da agdo psicotropica do cha Ayahuasca. No inicio se atribuiu seu efeito ao aumento dos niveis
de noradrenalina, serotonina ¢ de dopamina na fenda sinaptica (BALDESSARINI, 1996;
MCKENNA et al., 1998; CALLAWAY et al., 1999; CAZENAVE, 2000; LUNA, 2005). Além de
inibir a MAO, a THH tem a capacidade de inibir a recaptagdo de serotonina (MORENO;
MORENO; SOARES, 1999; SANTOS, 2006). No entanto, evidéncias cientificas apontam que este
mecanismo simplorio € incapaz de explicar toda acao terapéutica do DMT e B-carbolinas.

O contetido do alcaldoide DMT pode variar de 0.1% a 0.66% do peso seco nas folhas de P.
viridis. De forma surpreendente, o conteido de DMT em amostras de folhas de uma tnica planta
P. viridis variou de 3 mg/g a 9.5 mg/g peso seco no curso de apenas um dia. As concentragdes dos
alcaldides B-carbolinas na B. caapi variam de 0,05% a 1,95% peso seco (MCKENNA et al., 1984;
MCKENNA, 2004). A variagdo substancial nas propor¢des dos constituintes da Ayahuasca pode

ser explicada como uma variacdo da composi¢do quimica dos solos e luminosidade de onde estas
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plantas s3o obtidas, bem como pelos diferentes métodos de preparacdo utilizados (GARRIDO;
SABINO, 2009).

Apb6s a administragdo oral do cha Ayahuasca, os efeitos somadticos (ex. ndusea,
formigamento, aumento da temperatura corporal) aparecem em aproximadamente 20 minutos,
seguido dos efeitos cognitivos e psicotrdpicos que atingem um maximo entre 60 e 120 minutos.
Os efeitos cognitivos e somaticos diminuem gradualmente em aproximadamente 4 horas (GROB
et al,. 1996; RIBA et al., 2001; RIBA et al, 2003).

A sequéncia geral das respostas psicologicas e cognitivas a Ayahuasca é dose-dependente
e previsivel. Entretanto, as reagdes de um individuo particular a uma determinada sessdo ndo
podem ser previstas. Com uma dose media de DMT, os objetos no ambiente parecem vibrar e
aumentam em brilho. Padrdes de movimentos e cenas rapidamente emergem e sdo visiveis com os
olhos abertos ou fechados. Esta experiéncia ¢ tida como sendo um “estado visionario”. Deve-se
notar que estas alteragdes na percepgao e na cognicao, em geral, ndo impedem os usuarios de se
localizar no tempo e no espaco ou de falar de forma coerente (SCHVARTSMAN, 1992;
CAZENAVE, 1996;CALLAWAY; GROB, 1998; RIBA et. al, 2001; RIBA et al, 2003; SHANON,
2003; SANTOS, 2006).

O DMT parece se ajustar as caracteristicas das chamadas drogas psicodélicas ou
psicoativas, que, de acordo com Hollister compartilham as seguintes caracteristicas em relacdo a
farmacologia humana: 1) as modifica¢cdes nos processos de pensamento, percep¢do ¢ humor
predominam sobre outras alteragdes; 2) a capacidade intelectual e a memoria sdo minimamente
afetadas; 3) estupor, narcose ou estimulagdo excessiva ndo sdo os efeitos predominantes; 4) os
efeitos colaterais autonomicos sao moderados; 5) a tendéncia a dependéncia é minima ou nao
existe (GARRIDO; SABINO, 2009). Esta classificagdo do DMT também ¢ confirmada por sua
estrutura quimica e sua afinidade por receptores, ja que de acordo com Glennon et al., (2000) os
alucinogenos classicos sdo agentes que se enquadram: a) ligam-se a receptores serotoninérgicos 5-
HT2, e b) sdo reconhecidos por animais treinados que discriminam 1-(2,5-dimethoxi-4-metilfenil)-
2-aminopropano (DOM) quando comparados com veiculos, dois critérios adicionais nos quais o
DMT se enquadra.

O DMT mostra similaridade estrutural marcante com a serotonina, a noradrenalina e a
dopamina, os principais neurotransmissores aminérgicos endogenos, através dos anos, a interagao

com estes sistemas de neurotransmissor foi tida como sendo o mecanismo de agdo deste farmaco
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(RIBA et al, 2003). Entretanto, enquanto ha poucos dados que confirmem uma agao direta deste
agente psicoativo na neurotransmissio noradrenérgica ¢ dopaminérgica, os dados bioquimicos e
comportamentais sugerem os receptores serotoninérgicos como sendo os alvos classicos desta
molécula no organismo humano. Entre os receptores serotoninérgicos, o candidato mais provavel
de mediar os efeitos psicoativos deste medicamento ¢ o 5-HT2a (SANTOS, 2007).

Outros subtipos de receptores que também podem ser alvos incluem o 5-HT2C, que mostra
uma grande homologia com o receptor 5S-HT2A, e o 5-HT1A. Os receptores 5S-HT2A mostram
maior densidade no neocortex, enquanto que os receptores S-HT2C predominam no plexo cordide
e o subtipo 5-HT1A ¢ encontrado principalmente no hipocampo, amigdala, sistema limbico e
principalmente no ntcleo da rafe, onde age como auto receptor somatodendritico (SANTOS,
2007).

As B-carbolinas, como a harmalina e a harmina, sdo compostos triciclicos e sdo os
alcal6ides mais abundantes no cha Ayahuasca, representando a principal contribuicio da B. caapi
a este cha (BALDESSARINI, 1996). Apesar de a harmalina ter sido considerada a responsavel
pelas propriedades psicotropicas da Ayahuasca (NARANJO, 1986), a capacidade das B-carbolinas
de interagir com o receptor S-HT2A receptor e/ou sua habilidade de gerar efeitos analogos aos das
triptaminas e feniletilaminas psicodélicas até hoje ainda ndo estd bem estabelecida.

Os estudos de ligacdo a receptores e a discriminagdo farmacologica por drogas mostraram
resultados inconsistentes, ndo permitindo gerar conclusdes definitivas em relagdo a capacidade
dessas drogas, que mostram afinidades variaveis pelo receptor 5-HT2A, de promover efeitos
similares aos dos psicodélicos classicos. Esta questao se mantém controversa ja que a farmacologia
das B-carbolinas estd pobremente caracterizada nos humanos (STRAUSS; JUNIOR, 2005)

Ja esta bem estabelecido que as B-carbolinas no cha Ayahuasca sdo inibidores reversiveis
e altamente seletivos da MAO. Este bloqueio da MAO presumivelmente permite o acimulo de
uma grande quantidade de serotonina nas termina¢des nervosas. O acumulo excessivo pode
raramente produzir uma variedade de efeitos fisiologicos adversos, conhecidos como “sindrome
serotoninérgica”, que incluem tremor, diarréia, instabilidade do Sistema Nervoso Auténomo,
hipertermia, sudorese, espasmos musculares ¢ at¢ a morte (MCKENNA ez al., 1998; CALLAWAY
et al., 1999; CAZENAVE, 2000; LUNA, 2005).

O uso terapéutico do chd Ayahuasca e sua seguranga embasam-se principalmente no

historico de uso ancestral por tribos indigenas na cura de inimeras doengas, incluindo doengas
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parasitarias e gastrointestinais comuns nos tropicos (DESMARCHELIER et al., 1996; POMILIO
et al., 1999).

Propriedades antioxidantes, antimutagé€nica, antitumorais, mas principalmente efeitos
psicoterapéuticos que atenuam problemas relativos ao abuso de drogas, humor e ansiedade tem
sido o foco de varios estudos (LABATE, 2006; STUCKEY; LAWSON; LUNA, 2005;
SCHENBERG, 2013).

Nessa perspectiva, estudos mostraram que a administragdo da Ayahuasca liofilizada em
doses terapéutica, uso cronico em doses mais alta que a utilizada em rituais religiosos ¢ segura,
(COLACO et al.,2020; RIBA et al., 2001), ndo produz dependéncia, ou mudangas cronicas no
organismo. (SHANON, 2003; LUNA, 1986; MCKENNA, 2004; GROB et al., 1996). Dados do
Projeto Ayahuasca (Hoasca Project) mostram a inexisténcia de distirbios psiquiatricos entre os
afiliados da Unido do Vegetal, maior capacidade de concentracdo em processos didrios € melhor
resposta de memoria auditiva quando comparados ao controle (GROB et al., 1996; CALLAWAY
etal.,1999; CALLAWAY, 2004; GROB et al., 2004; MCKENNA, 2004). Outros estudos indicam
o potencial uso da Ayahuasca no tratamento do alcoolismo e com relagdo a comportamento
violento e suicida (MCKENNA, 2004; GROB et al, 1996; SANTOS et al., 2006). Consumidores
de Ayahuasca abandonaram a nicotina, cocaina e anfetamina quando adeptos do uso do Cha
regularmente (MCKENNA, 2004). Também foi demonstrado que a utilizagdo frequente de
Ayahuasca ndo estd associada com problemas psiquicos que as drogas de abuso provocam

(FABREGAS et al., 2010).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A Food and Drug Administration em 2009 recomendou que a industria farmacéutica nao
apresentasse outros farmacos baseados nos principios de recaptacdo de monoaminas, considerando
a existéncia de dezenas destes no mercado e sua equidade de resposta terapéutica parcial (OWENS
1994; DATA-FRANCO et al., 2017, HUANG et al.,2017). Em 2012 um novo entendimento sobre
a psicofarmacologia do TDM foi descoberto com a publicagdo de um estudo mostrando efeito anti-
depressivo imediato e sustentado apds Unica administragdo endovenosa de cetamina durante 50
minutos em dosagens sub anestésicas. Este achado contrariou a ideia fundamental de como um
anti-depressivo deveria funcionar no tratamento do TDM. Como efeito colateral este procedimento
apresentava visdes e estados dissociativos que incomodavam os pacientes. (RACAGNI AND
POPOLI, 2010; SALVADORE AND SINGH, 2013; LUCKI; BROWNE, 2013). Em novembro
de 2020 a Anvisa liberou o cloridrato de escetamina (analogo da cetamina), um antidepressivo na
forma de spray inalavel, esta via de investigacdo para anti-depressivos rapidos e com efeito
sustentado passou a ser melhor considerada. Seguindo este entendimento, uma série de estudos
vém analisando o potencial farmacoldgico da Ayahuasca DMT/B-carbolinas e outras moléculas
analogas no tratamento do TDM.

Um ensaio clinico foi publicado por um grupo brasileiro com resultados promissores,
mostrando resposta farmacologia do chd Ayahuasca em pacientes com depressdo resistente, ¢ de
forma analoga ao estudo da cetamina, os pacientes apresentaram uma resposta rapida e que durou
por 14 dias.

Por ser uma substancia que ja tem seu uso disseminado na sociedade, com estudos
mostrando ser seguro a saude até em doses acima da utilizada em rituais, tendo apenas efeitos
somaticos e cognitivos como adversos, mostra ser uma substancia de grande potencial para tratar
a TDM.

Apesar da esperanca destes novos a achados, ndo ha no momento dados para explicar o
mecanismo desta agdo antidepressiva rapida, nem os possiveis desdobramentos cronicos desta
nova abordagem. Este estudo se propde a acrescentar uma contribuicdo nesta lacuna de

informagdes, de forma que esta nova via terapéutica seja melhor explorada e aproveitada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos comportamentais ¢ bioquimicos do cha Ayahuasca em camundongos
submetidos ao modelo animal de depressdo induzido por corticosterona

3.2 Especificos

— Auvaliar o efeito da Ayahuasca como antidepressivo rapido nas alteragdes comportamentais
e ponderais induzidas pelo modelo de estresse induzido por corticosterona em

camundongos;

— Determinar a expressao da neurotrofina BDNF no hipocampo dos animais submetidos ao

modelo de estresse induzido pela corticosterona e tratados com o Ayahuasca

— Avaliar as altera¢des na morfologia e peso das adrenais nos camundongos submetidos ao

modelo de estresse induzido pela corticosterona e tratados com a Ayahuasca.

— Dosar os niveis de corticosterona no sangue dos animais submetidos ao modelo de estresse

induzido por corticosterona e tratados com a Ayahuasca.

— Caracterizagdo quimica do cha Ayahuasca
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Animais

Foram utilizados 112 camundongos Swiss adultos machos pesando 25 a 30 gramas
oriundos do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara. Os animais foram recebidos e ambientados por uma semana. Sempre mantidos a uma
temperatura controlada (23 + 1° C), com ciclos claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas as 7:00
da manhd) e com alimento e agua ad libitum, exceto durante os experimentos.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEUA-UFC) sob
namero 3065091118 e os experimentos seguiram os requisitos legais e éticos fornecidos pelo Guia
de Cuidados e Usos de Animais de Laboratorio do Departamento de Satude e Servigcos Humanos
dos Estados Unidos da América (NIH, 1996) bem como de acordo com as diretrizes do Conselho

Nacional de Controle de Experimentagao Animal - CONCEA

4.1.2 DROGAS

4.1.2.1 Corticosterona

A corticosterona foi adquirida por meio da empresa SigmaAldrich, e dissolvida em solugdo
salina, contendo 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO) e 0,1% de Tween 80 administrado via

subcutanea por 21 dias na dose de 20mg/kg.

4.1.2.2 Cetamina
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Foi utilizado cloridrato de cetamina 10 mg/kg (Syntec) diluida em soro fisiologico 0,9%
em um volume de 0,1ml/10g de peso de animal administrado via intraperitoneal. (SILVA et al.,

2013; ZHAO et al., 2008; MEDEIROS 2019).

4.1.2.3 O cha Ayahuasca (AYA)

O cha Ayahuasca utilizado neste estudo foi cedido pelo Centro Espirita Beneficente Unido
do Vegetal. O cha foi preparado a partir da cocg@o do cipd mariri (Banisteriopsis caapi) ¢ da folha
do arbusto chacrona (Psychotriaviridis). Amostras das plantas usadas na preparagdo do cha foram
identificadas e depositadas como no Herbario Prisco Bezerra da UFC na pagina EAC 63872.

O cha foi preparado na coordenagdo do Mestre do Nucleo, seguindo o ritual de feitio
estabelecido, com participacdo dos outros membros do grupo. O material foi colocado em grandes
panelas, dispostos em camadas alternadas de cip6 e chacrona e recoberto por agua. O material foi
fervido por um periodo de 5 horas até atingir uma coloragdo marrom, coado em peneira e
armazenado em recipientes esterilizados de vidro.

Apbs esse processo o cha foi liofilizado, seguindo uma metodologia ja existente e aplicado
em estudos prévios (Melo Junior et al., 2016; Motta et al., 2018; SANTOS et al.,2017 e PIC-
TAYLOR et al, 2015). O material liofilizado foi pesado ressuspenso em dagua filtrada e
administrado por gavagem aos camundongos na dose de 26,4 ml/kg referente a quantidade
utilizada no ritual religioso (150 ml por 70 kg) e 13,2 ml/kg referente a 75 ml por 70 kg (PIC-
TAYLOR et al, 2015).

4.1.4.1 Caracterizagao Quimica

A caracterizacdo foi realizada em 5 chas preparados em diferentes datas, no departamento
de analises clinicas e toxicologicas, da faculdade de ciéncias farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo (Brasil).

Determinacio dos alcaloides da ayahuasca em amostras de cha

O preparo da amostra consistiu em diluir a amostra de cha para uma proporcao final de

1:7500 através de diluigdo seriada em trés etapas (1:10 x 1:10 x 1:75). Primeiro diluiu-se 100 pL

da aliquota de chd em 1000 pL de fase mével A (tampao formiato de amoénio com 0,1% acido
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formico). Desta, foram retirados mais 100 uL e diluidos com 1000 pL de fase modvel A e,
finalmente, 100 puL da ultima foi diluido em 7500 puL da solugdo de fase mdvel A. A cada etapa
de diluigdo a solugdo era submetida a agitagdo em vortex para melhor homogeneizacdo. Em 100
uL da solugdo final adicionaram-se 10 pL do padrao interno (DMT-des 1 ng/mL) para concentracio
final de 100 ng/mL. Por fim, 5 pL desta solucdo foram injetados no sistema de cromatografia
liquida de ultra desempenho usando extragcao em fase sélida em espectrometria de massa (UPLC-
ESI-MS/MS).

Apbs quantificagdo, o valor obtido com a equagao da reta foi multiplicado por 5000 para

correcao da diluicao.

Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS/MS)

As analises sdo realizadas em modo positivo (ESI+, [M+H]") para todos os analitos. Sao
utilizados os seguintes os parametros otimizados: fluxo do gas do cone, 2 L/min; fluxo do gas de
dessolvatagdo, 10 L/min; temperatura da fonte, 100 °C; temperatura de dessolvatagdo, 350 °C. O
seguinte sistema cromatografico foi utilizado: Coluna Acquity UPLC BEH C18 2,1 mm x 100
mm, ID 1,7 pm (Waters Corporation, Milford, MA) eluida com um gradiente de tampao formiato
de amonio 2 mM com 0,1% de acido formico (Solugdo A) e metanol 0,1% acido férmico (Solucao
B), a um fluxo de 300 pL/min, 40 °C, nas seguintes condi¢des: 10%B de 0 a 0,5 min; 10 a 50%B
de 0,5 a 7,0 min; de 7,0 a 7,1 50 a 10%B e mantém-se a 10%B até 8 minutos. As fragmentacdes

utilizadas no MRM e os tempos de retengdo de cada analito sdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 1. Descri¢do dos ions precursores, ions produto, tempo de retengdo, voltagem do cone e
energia de colisao no método por UPLC-ESI-MS/MS.

. Temp0~de fon fon Voltagem Energia
Analito Retencao precusor produto do cone de colisio
(min.) (m/z) (m/7)
195,1 63,9 15 14
g}’)m“ 2,87 195,1 114,9 15 36
195,1 143,8%* 15 22
188,9 57,8 25 11
DMT 2,88 1889 116,7 25 29
188,9 143,8* 25 17
217,1 172,8 25 29
THH 4,37 217,1 187,9 25 17
217,1 200,0* 25 13
215,2 130,4 50 41
HRL 5,27 215,2 171,7 50 33
215,2 199,9* 50 25
213,2 143,8 50 41
HRM 5,56 213,2 169,8 50 33
213,2 198,0* 50 25

* Transigao utilizada para quantificacao dos analitos. PI - padrdo interno. m/z - razao massa/carga.

4.2 METODOS

4.2.1 Modelo animal de estresse induzida por corticosterona

Os animais receberam corticosterona (corticosterona, 21 acetato, Sigma-Aldrich, U.S.A)

durante 21 dias consecutivos, entre 09:00 e 11:30h, na dose de 20mg/kg por via subcutanea (s.c).
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A corticosterona (CORT) foi suspensa em solucdo salina, contendo 0,1% de dimetil sulfoxido
(DMSO) e 0,1% Tween-80 e administrada em volume de 0,1ml/10g de peso de animal (SILVA et
al., 2013; ZHAO et al., 2008; MEDEIROS 2019).

4.2.2 Desenho Experimental

O protocolo experimental do modelo de estresse induzido por administragdo de
corticosterona, foi baseado em um estudo anteriormente publicado que simula a etiologia da
depressdo em humanos baseado na hipersecre¢do de corticosterona e desregulagdo do eixo HHA
(SILVA et al., 2013; ZHAO et al., 2008, MEDEIROS 2019).

Nesse sentido, o estudo investigou inicialmente, os efeitos da administragdo da Ayahuasca
no modelo de estresse induzido pela administracdo de CORT por meio de testes para avaliar
diferentes fendtipos de comportamento-tipo depressivo. Para tanto, os 112 animais foram
randomicamente distribuidos em 8 grupos experimentais, como segue na Tabela 1. Brevemente,
os animais foram tratados durante 21 dias com costicosterona ou veiculo (grupo controle), no 14°
foi realizado uma sensibilizacdo com o AYA (a mesma dose utilizada no dia do tratamento) ou
veiculo (grupo controle) por via oral (VO) e no 21° dia receberam a administragdo da Ayahuasca,
cetamina ou veiculo. Como controle positivo, grupos adicionais de animais receberam uma inje¢ao
intraperitoneal de cetamina diluida em salina na dose de 10 mg/kg de peso animal (figura 1).
Devido os tratamentos estudados possuirem diferentes vias de administragdo e visando controlar
o estresse induzido tipico de cada via de administragdo, todos os grupos, experimentais e controles,
serdo submetidos a administragao oral (Ayahuasca ou veiculo), seguida por inje¢ao intraperitoneal
(cetamina ou veiculo). O comportamento dos animais foi analisado 3 horas apds a tultima
administracdo das drogas por dois avaliadores treinados e cegados da distribuicdo dos grupos.
Seguindo as determinag¢des comportamentais, os camundongos foram rapidamente eutanasiados
por decapitagdo em guilhotina e o cérebro, sangue e as adrenais foram coletados rapidamente
armazenados em condi¢des adequadas para as analises moleculares (figura 4) (OLIVEIRA-LIMA

etal., 2015).
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Tabela 2. Distribuicdo dos grupos experimentais e controles envolvidos no delineamento
experimental do estudo. Fonte: Elaborado pelo autor.

Controle Exposto a Corticosterona
Controle Controle

AYA (26,4 ml/kg) AYA (26,4 ml/kg)

AYA (13,2 ml/kg) AYA (13,2 ml/kg)
Cetamina (10 mg/kg) Cetamina (10 mg/kg)

Administracdo:
AYA 13,2 mg/kg

AYA 26,4 mg/kg
Cetamina 10mg/kg
Administragdo corticosterona ou veiculo Veiculo
\
r 1
D14 D 21

Sensibiliza¢do da Teste Analises

AYA 13,2 mg/kg comportamental; bioquimicas

AYA 26,4 mg/kg Eutanasia

Figura 4. Delineamento experimental do estudo. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.4 Pesagem

4.2.4.1 Pesagem dos Animais
Os animais foram pesados nos dias 1,7,14 e 21, em uma balanga de precisdo (Bel 0,01g,
2200g S2202H) devidamente calibrada. Foi realizado a diferenga do peso dos animais do dia 01 e

do dia 21.

4.2.4.2 Pesagem das Adrenais
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As adrenais foram tiradas apds a eutanasia dos animais, foi padronizada a retirada da
adrenal direta para ser pesada, elas foram retiradas armazenas em microtubos ¢ pesada por uma
balanga de precisao (Bel 0,01g, 2200g S2202H) devidamente calibrada. Apos a obtengdo do peso
das adrenais foi realizado a razao do peso do animal do dia da eutanasia, peso da adrenal / peso do

animal X 100. Resultado foi expresso em porcentagem.

4.2.5 Testes Comportamentais

4.2.5.1 Teste do Nado Forgado

Apobs os protocolos experimentais, os animais foram colocados individualmente em um
cilindro de acrilico (40 cm de altura, 18 cm de didmetro) contendo 16 cm de 4gua mantida a 22-
24 ° C. Apds 1 minuto de habituacdo, o tempo de imobilidade (em segundos) dos animais foi
avaliado durante 5 minutos, em um tempo total de 6 minutos no interior do cilindro. Imobilidade
foi definida como a auséncia de acdo, fuga orientada e comportamentos tais como: natagao, salto,

cheiro ou mergulho (PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977).

4.2.5.2 Teste de Suspensdo de cauda

O teste de suspensdo da cauda (STERU et al, 1985) ¢ um outro método utilizado para
avaliar o potencial antidepressivo de drogas. Nesse teste, cada camundongo foi suspenso pela
cauda a beira de uma prateleira e colocado a 58 cm acima do topo da mesa. O camundongo foi
fixado no seu lugar por meio de uma fita adesiva, colocada cerca de 1 cm a partir da ponta da
cauda. O tempo durante o qual os animais permaneceram imoveis, ao longo de um periodo de seis
minutos, foi registrado. Cada animal foi submetido a este teste apenas uma vez (STERU et al.,

1985).

4.2.5.3 Teste do Campo Aberto
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Com a finalidade de analisar os efeitos dos tratamentos sobre a atividade locomotora, os
animais foram avaliados no teste do campo aberto. A arena para o teste ¢é feita de acrilico (40 x 60
x 50 cm) com o chdo dividido em nove quadrados iguais. A atividade exploratoria do animal foi
registada durante 5 minutos (ARCHER, 1973). Os parametros avaliados serdo: o nimero de
quadrados atravessados pelo animal, tempo no quadrado central, nimero de groomings
(comportamento estereotipado) e rearings (atividade exploratoria vertical) sem encostar nas
paredes da arena de acrilico. Os experimentos serdo realizados em uma sala de som atenuada, sob

baixa intensidade de luz.

4.2.5.4 Avaliacdo da memoria de trabalho - Teste Labirinto em Y (Y-maze)

Neste teste, avalia-se a memoria operacional ou de trabalho (curto-prazo) visuoespacial,
que tem como principal area envolvida, o coértex pré-frontal (SARTER; STEPHENS, 1988). O
labirinto em Y é composto por 3 bragos de madeira com 16 cm de altura, 5 cm de largura e 40 cm
de comprimento. Neste teste, o animal foi colocado em um dos bragos e foi feita a contagem das
alternagdes espontdneas as entradas nos outros bragos durante 8 (oito) minutos. Os animais
controles apresentam forte tendéncia de alternar a entrada nos diferentes ambientes sem repetigao.

Todas as entradas em cada brago foram sequencialmente anotadas, havendo, assim, o
registro do numero total de entradas em cada bago, bem como a sequéncia de entradas. As
informagdes foram analisadas para determinar o nimero de entradas do brago sem repeti¢ao. Os
dados foram expressos como a porcentagem de alternancia nos bragos sem repeti¢ao.

O sucesso do teste ¢ indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle, indicando
que os animais podem lembrar em qual brago eles entraram por ultimo (LALONDE, 2002). O

resultado € expresso em porcentagem.

4.2.6 Analises Bioquimicas

4.2.6.1 Dosagem de Corticosterona no Sangue

A determinagdo da costicosterona foi baseado na performance do método de fluorescéncia

previamente descrito por (Mattingly 1962; Butte et al. 1978). Previamente, o sangue fresco foi
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centrifugado (1700 xg, 10 mim, 4°C) para separar o soro. Os corticosteroides livres de soro foram
extraidos através da reagdo de diclorometano com uma rotagao suave (33 rpm, 20 minutes, 4°C).
A fase organica foi coletada e incubado com o reagente de fluorescéncia (7 volumes de acido
sulfurico para 3 volumes de alcool etilico purificado) por 13 minutos, protegido da luz e mantendo
a 4 °C. A fluorescéncia foi mensurada no Cytation™ 3 Plate Reader (Biotek, USA) utilizando o
comprimento de onda de 470 um para excitagdo e 540 um para emissdo. A corticosterona foi
expressada em pg /ml de soro utilizando uma curva de corticosterona padrao, variando de 100 a

0.5 pg de corticosterona/ml de plasma.

4.2.6.2 Determinagao dos niveis de BDNF

A determinacdo dos niveis de BDNF nas amostras de tecido cerebral foi realizada através
de ensaios imunoenzimaticos (R&D Duoset-Humano). Aliquotas de 100uL das amostras foram
incubadas com 100uL de anticorpos de deteccdo a temperatura ambiente por 2 horas em placas
Nunc de 96 pocos. Em seguida as placas foram lavadas 4x e subsequentemente adicionado 100 puL.
do conjugado Avidin-HRP por 30 minutos. Novamente as placas foram lavadas 4x e foi adicionado
100uL da solugdo substrato a cada pogo. Deixamos a incubacido em temperatura ambiente por 40
minutos para desenvolver a colorag@o. A leitura foi realizada em um leitor de placas a 405 nm e

os resultados expressos em pg/ml de sobrenadante ou pg/g de tecido.

4.2.7 Analise histolégica

4.2.7.1. Analise histoldgica de adrenais

As glandulas adrenais foram fixadas em formol a 10% por 24 horas. Em seguida, foram
colocados em alcool a 70% por mais 24 h e processados para inclusdo em parafina. Foram
realizados corte seriados de 4 pm de espessura. Os cortes das glandulas adrenais foram corados
com Hematoxilina e Eosina (H&E) para analise histologica qualitativa e quantitativa.

As laminas foram analisadas e fotografadas no microscopio (Leica DM 2000), com
aumento de 400x (as tomadas das fotomicrografias foram com a objetiva de 40x) as fotos sempre

foram em um dos polos mais homogéneo da glandula. Nas glandulas adrenais, foi realizada a
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porcentagem da zona fasciculada em relacdo ao cortex da adrenal valores dados em porcentagem,

Areadazonafasciculada _

Formula:

D - =X 100. A quantificagdo das areas foi obtida através do software
Areadocortexdaadrenal

Image J.

4.2.7 Analise Estatistica

Os dados foram analisados por meio do teste ANOVA de duas vias, seguidos pelo teste de
Bonferroni para os dados paramétricos e teste de Fisher LSD para os dados ndo-paramétricos. O

software utilizado sera o GraphPadPrism 7.0, San Francisco, USA. O critério de significancia foi

p <0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Nao houve diferencas significativa na composicio quimica entre os chas.

A caracterizacdo quimica foi realizada em 5 amostras diferentes de cha. Estes foram
preparados por Mestres e em datas diferentes, arvores da mesma espécie e plantadas no mesmo
local, preparados da mesma forma. Foi observado que ndo houve diferenca significativa (P > 0,99)

quanto a composi¢do entre os chas, mostrando um padrao quimico do cha (Tabela 3).

Tabela 3 — Descri¢do da quantificagdo de alcaldides através do HPLC resultado expresso em mg/ml referente a 1 ml

(HRL= Harmalina, HRM= Harmina, THH= Tetrahidroharmina, DMT= Dimetiltriptamina).

Chi Harmalina Harmina Tetrahidroharmina Dimetiltriptamina
(HRL) (HRM) (THH) (DMT)
Utilizado 0,15 mg/mL 3,11 mg/mL 1,78 mg/mL 0,31 mg/mL
Controle 01 0,13 mg/mL 2,02 mg/mL 2,62 mg/mL 0,49 mg/mL
Controle 02 0,19 mg/mL 1,83 mg/mL 2,93 mg/mL 0,46 mg/mL
Controle 03 0,14 mg/mL 2,05 mg/mL 2,6 mg/mL 0,51 mg/mL
Controle 04 0,12 mg/mL 1,96 mg/mL 1,82 mg/mL 0,31 mg/mL

5.2 Uso prolongado de corticosterona altera peso dos animais e morfologia das adrenais.
Apds a administragdo subcutanea didria durante 21 dias de corticosterona houve uma
reduc@o de peso nos animais tratados com CORT em relag@o aos animais controle (P<0,01). Além
disso foi possivel observar uma reducdo de peso nos grupos tratados apés a administracdo de
CORT (CORT + CET, CORT + AYA 13,2 mg, CORT + AYA 26,4 mg) em relagdo aos grupos
que ndo receberam CORT (SAL + CET, SAL + AYA 13,2 mg, SAL + AYA 26,4 mg),
respectivamente: CET e AYA 13,2 mg P <0,0001; AYA 26,4 mg P <0,01 (Fig. 3)
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Fig. 3. Efeito da AY A sobre o peso corporal dos animais submetidos ao modelo de estresse induzido por administragio
de corticosterona. As barras representam a média = E.P.M (n=9 a 12 animais/grupo). *=P <0,05 quando comparado
com os grupos controles. A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca.

As adrenais foram pesadas apos a eutandsia, sendo observado uma diminui¢ao no peso das
adrenais nos grupos tratados com CORT em relagdo aos animais controle (P<0,001). Ademais foi
possivel observar uma reducao de peso das adrenais nos grupos tratados com AYA e CET apoés a
administragdo de CORT (CORT + CET, CORT + AYA 13,2 mg, CORT + AYA 26,4 mg) em
relacdo aos grupos que nao receberam CORT (SAL + CET, SAL + AYA 13,2 mg, SAL + AYA
26,4 mg), respectivamente: CET ¢ AYA 13,2 mg P <0,01; AYA 26,4 mg P <0,001 (Fig.4).
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Fig. 4. Efeito da AY A sobre o peso das adrenais dos animais submetidos ao modelo de estresse induzido por
administracdo de corticosterona. As barras representam a média + E.P.M (n=7 a 8 animais/grupo). *=P <0,001
quando comparado com os grupos controles. A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AYA=
Ayahuasca.

Os cortes das glandulas adrenais foram corados para analise histologica qualitativa e
quantitativa. Na analise quantitativa foi observado uma reducao da dimensao da zona fasciculada
das adrenais em relacdo a dimensao total do cortex adrenal nos grupos tratados com CORT em

relacdo aos animais do grupo controle (P<0,05). Ademais foi possivel observar uma redugdo da
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zona fasciculada das adrenais nos grupos tratados com AY A e CET apds a administragdo de CORT
(CORT + CET, CORT + AYA 13,2 mg, CORT + AYA 26,4 mg) em relacdo aos grupos que nao
receberam CORT (SAL + CET, SAL + AYA 13,2 mg, SAL + AYA 26,4 mg), P <0,0001 (Fig.5).
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Fig. 5. Efeito da AYA sobre a zona fasciculada das adrenais dos animais submetidos ao modelo de estresse induzido
por administragdo de corticosterona. As barras representam a média + E.P.M (n=4 a 6 cortes/grupo). *=P <0,05
quando comparado com os grupos controles. A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca.

Na a analise histologica qualitativa dos cortes da adrenal foi observada uma reducdo na

zona fasciculada das adrenais nos grupos tratados com CORT (Fig.6)
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Fig. 6. Efeito da AY A sobre a zona fasciculada do cortex das adrenais dos animais submetidos ao modelo de estresse
induzido por administragdo de corticosterona. As barras amarelas representam a area da zona fasciculada no cortex
da adrenal (n=1 corte/grupo). As laminas foram analisadas e fotografadas no microscopio, com aumento de 400x (as

tomadas das fotomicrografias foram com a objetiva de 40x).
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5.3 O tratamento com Ayahuasca modifica o0 comportamento dos animais apos o uso

prolongado de corticosterona

5.3.1 Nado For¢ado

Para avaliar a auséncia de fuga, foi realizado analise do tempo de imobilidade no teste do
nado forgado. Nesse sentido foi possivel perceber que os animais do grupo modelo de estresse
induzido por administragdo de CORT apresentaram um maior tempo de imobilidade em relacao
ao grupo controle (P < 0,0001). O tratamento com a AYA em ambas doses foi capaz de reverter
as alteracdes induzidas pela CORT (P < 0,0001). O tratamento com AY A na maior dose no grupo
controle obteve tempo de imobilidade menor que no grupo salina. Além disso, o tratamento com
AY A obteve tempo de imobilidade menor em relagdo ao grupo controle positivo tratado com CET

(P <0,0001) (fig. 7).
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Fig. 7. Efeito da AYA sobre o tempo de imobilidade avaliado pelo teste do nado for¢ado em animais submetidos ao
modelo de estresse induzido por administrag@o de corticosterona. As barras representam a média + E.P.M (n=8 a 12
animais/grupo). *=P <0,05 quando comparado com o grupo controle (SAL); #= P <0,05 quando comparado com o
grupo modelo (CORT); &= P <0,05 quando comparado com o grupo controle positivo (CORT + CET). A analise dos
resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina;
CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca.

5.3.2 Suspensdo de Cauda

O teste de suspensdo da cauda ¢ um outro método utilizado para avaliar o potencial
antidepressivo de drogas (STERU et al., 1985) através do tempo de imobilidade, foi possivel
observar que os animais do grupo modelo apresentaram um maior tempo de imobilidade em
relacdo ao grupo controle (P <0,001). O tratamento com a CET ¢ AYA em ambas doses foi capaz
de reverter as alteragdes induzidas pela CORT (CET P <0,001; AYA P <0,0001). Além disso, o

tratamento com AY A na maior dose (26,4 mg) obteve tempo de imobilidade menor em relagdo ao
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grupo controle positivo tratado com CET (P < 0,0001) (fig. 8)
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Fig. 8. Efeito da Ayahuasca sobre o tempo de imobilidade avaliado pelo teste de suspensdo de calda em animais
submetidos ao modelo de estresse induzido por administracdo de corticosterona. As barras representam a média +
E.P.M (n=6 a 12 animais/grupo). * = P <0,05 quando comparado com o grupo controle (SAL); # = P <0,05 quando
comparado com o grupo modelo (CORT); & = P <0,05 quando comparado com o grupo controle positivo (CORT +
CET). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni.
Abreviagoes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca.

5.3.4 Campo Aberto

Com a finalidade de analisar os efeitos dos tratamentos sobre a atividade locomotora, os
animais foram avaliados no teste do campo aberto através do nimero de cruzamento. Visto isso,
obtivemos como resultados a diminuic¢ao da atividade locomotora no grupo tratado com AYA 26,4

mg, apds a administracdo de corticosterona em relagao ao grupo controle (P < 0,05) (fig 9).

i @8 SAL
CET

40 0 AYA13,2mg
AYA 26,4 mg

20+

Numero de cruzamentos

(=]
L

Fig. 9. Efeito da AYA sobre o nimero de cruzamentos avaliado pelo teste de campo aberto em animais submetidos
ao modelo de estresse induzido por administragdo de corticosterona. As barras representam a média + E.P.M (n=10
a 12 animais/grupo). # = P <0,05 quando comparado com o grupo modelo (CORT). A analise dos resultados foi feita
através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina; CORT= Corticosterona;
CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca.

Além disso no teste de campo aberto foi avaliado o nimero de rearings (numero de

exploragdo vertical), sendo possivel observar que no grupo modelo houve um aumento de
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exploragdo vertical em relagdo ao grupo controle (P < 0,05). Por outro lado, o tratamento com
AYA em ambas as doses a reversao reverteu o nimero de exploragao vertical (AYA 12,2 mg P <

0,0001; AYA 26,4 mg P < 0,001) (Fig 10).
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Fig. 10. Efeito da AYA sobre o nimero de exploragdo vertical avaliado pelo teste de campo aberto em animais
submetidos ao modelo de estresse induzido por administracdo de corticosterona. As barras representam a média +
E.P.M (n=11 a 12 animais/grupo). * =P <0,05 quando comparado com o grupo controle (SAL); # = P <0,05 quando
comparado com o grupo modelo (CORT). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca.

Em relacdo ao comportamento estereotipado de autolimpeza, gromming e tempo no centro

ndo foi observado nenhuma diferenca significativa entre os grupos (fig 11).
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Fig. 11. Efeito da sobre o nimero de exploragdo vertical avaliado pelo teste de campo aberto em animais submetidos
ao modelo de estresse induzido por administragdo de corticosterona. As barras representam a média = E.P.M (n=7 a
12 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni.
Abreviagoes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca (A) numero de auto limpeza;
(B) Tempo no centro.

5.3.4 Labirinto em Y

Em relacdo a memoria de trabalho avaliada pela porcentagem de alternagdes corretas no
teste de Labirinto em Y (Fig.10), foi possivel observar que no grupo modelo houve uma
diminui¢do da porcentagem de alternancias espontanea em relagdo ao grupo controle (P < 0,01).
O tratamento com AYA na maior dose (26,4 mg) revelou uma reversao na porcentagem de

alternancias espontaneas em relacdo ao grupo modelo (P < 0,05) (Fig 12).
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Fig. 12 . Efeito da AY A sobre o niimero de alternancias espontanea avaliado pelo teste de labirinto em Y em animais
submetidos ao modelo de estresse induzido por administracdo de corticosterona. As barras representam a média +
E.P.M (n=7 a 12 animais/grupo). * = P <0,05 quando comparado com o grupo controle (SAL); # = P <0,05 quando
comparado com o grupo modelo (CORT). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca.

5.4 O tratamento com Ayahuasca reverte as alteracoes bioquimicas decorrente ao uso

prolongado de corticosterona

Foi realizado a dosagem da corticosterona no sangue através do método de fluorescéncia,
sendo possivel verificar que no grupo modelo houve um aumento dos niveis plasmaticos de
corticosterona de em relagdo ao grupo controle (P < 0,001). O tratamento com CET ou AYA em
ambas as doses reduziu os niveis plasmaticos de corticosterona em relagao ao grupo modelo (CET
P <0,05; AYA ambas doses P <0,01) (Fig 13)
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Fig. 13. Efeito da AYA sobre a expressdo da corticosterona através da dosagem de corticosterona no sangue em
animais submetidos ao modelo de estresse induzido por administragdo de corticosterona. As barras representam a
média £ E.P.M (n=5 a 7 animais/grupo). * = P <0,05 quando comparado com o grupo controle (SAL); # =P <0,05
quando comparado com o grupo modelo (CORT). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de uma vias
seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AYA=
Ayahuasca.
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O BDNF tem influéncia marcante na eficacia sinaptica, na conectividade neuronal e na
neuroplasticidade (POST, 2007). Visto isso foi realizada a dosagem do BDNF no hipocampo, onde
foi possivel observar que no grupo modelo houve uma diminui¢ao dos niveis de BDNF em relagdo
ao grupo controle (P < 0,05), apds o tratamento com AYA em ambas as doses, foi observado uma
reducdo dos niveis de BDNF em relagdo ao grupo modelo (AYA 13,2 mg P < 0,001 AYA 26,4).
No entanto, o grupo que foi exposto a CET apresentou um aumento desses niveis em comparagao

com o grupo modelo (P <0,001) (fig 14).
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Fig. 14. Efeito da AY A na expressdo do BDNF através da analise neuroquimica de imunoblot em animais submetidos
ao modelo de estresse induzido por administracao de corticosterona. As barras representam a média = E.P.M (n=4 a
4 animais/grupo). * = P <0,05 quando comparado com o grupo controle (SAL); # = P <0,05 quando comparado com
o grupo modelo (CORT). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni. Abreviagdes: SAL= salina; CORT= Corticosterona; CET = Cetamina; AY A= Ayahuasca.
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6 DISCUSSAO

Em suma, os resultados mostram que o modelo de estresse induzido por administracao
prolongada de corticosterona provocou alteracdes no peso dos animais, na zona fasciculada das
adrenais, no tempo de imobilidade, na memoria de trabalho, no nimero de exploragao vertical, nos
niveis de BDNF no hipocampo e alteragdo nos niveis de corticosterona. Diante disso podemos ver
alguns fenotipos da depressdo, como: alteragdes fisicas como a perca de peso, déficits de memoria,
ideias de suicidio, diminui¢do dos niveis do BDNF no hipocampo e alteragdo do eixo hipofise-

hipotalamo-adrenal (GRAEFF; BRANDAO, 1999; OMS, 2016).

No tratamento agudo com Ayahuasca foi possivel reverter alguns desse fendtipos tipo
depressivo e ansiolitico, como: o aumento da luta pela vida, melhora do déficit de memoria,
diminui¢ao do tempo de imobilidade em animais ndo expostos ao protocolo de estresse induzido
pala CORT, diminui¢do no numero de cruzamentos, reversao do nimero de exploracio vertical,
aumento dos niveis de BDNF e retorno da corticosterona aos niveis basais. Porém em alguns dos
resultados ndo foi possivel observar a reversdo com o tratamento agudo com Ayahuasca, como:

peso dos animais, peso das adrenais e area da zona fasciculada da adrenal.

Trabalhos publicados utilizando o cha Ayahuasca tem os mesmos constituintes majoritarios

Nossos resultados demostram que as 5 amostras diferentes do ché ndo obtiveram diferengas
significativas, tendo todas as amostras como constituintes majoritarios HRM e¢ THH, e em
quantidades menores HRL e DMT. Esses achados foram confirmados em diversos estudos, como
no de Castro-Neto et al. (2013) onde a composi¢ao foi, HRM = 5.09 mg/mL; THH = 0.99 mg/mL;
HRL=0.19 mg/mL ¢ DMT = 0.59 mg/mL. No estudo de Palhano et al., (2018) foi obtido:
HRM=1.86+0.11 mg/mL, THH=1.20+0.05 mg/mL; HRL= 0.24+0.03 mg/mL ¢ DMT= 0.36+0.01
mg/mL. Em 2013, Favaro encontrou HRM=0,56 mg/mL; THH=0,44 mg/mL HRL=0,17 mg/mL ¢
DMT=0,26 mg/mL. No de Silva; (2012) HRM=0,25 mg/mL; THH=0,58 mg/mL; HRL=0,18
mg/mL e DMT= 0,16; mg/mL e no estudo de Colago et al. (2020) HRM=1,19 mg/mL; THH=0,15
mg/mL; HML=0,08 mg/mL e DMT= 0,12 mg/mL.

Desta forma, podemos observar que existe uma diferenca na quantidade isolada de cada
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constituinte, justificado pelos diferentes ambientes (solo e clima) de plantio e colheita das plantas
utilizadas na preparagao do ché e diferentes forma de preparagao, tempo de cozimento e propor¢ao
de cada planta utilizada para o preparo da Ayahuasca nas diversas religides. Contudo, observa-se

um padrdo semelhante de HRM e THH em quantidade superior as de HRL e DMT.

Tratamento da Ayahuasca no estresse induzida por administragio cronica de corticosterona

Através dos nossos resultados vimos que o modelo do uso prolongado da corticosterona
alterou o ganho de peso durante 21 dias. A diminuicdo do peso mostra um possivel fenotipo
depressivo, onde pacientes depressivos tem uma perda de peso importante (STERNER;
KALYNCHUK, 2010; OMS, 2016). Essa perda de peso apos a administragdo cronica de CORT ¢
evidenciada em outros trabalhos que utilizam este modelo. Em 2019, Medeiros obteve uma
diferenga significativa no grupo salina e no grupo exposto ao modelo de indugdo de CORT. Nos
grupos SAL tratados com Ayahuasca e CET ndo foi visto uma alteracdo significativa no peso dos
animais, concordando com o estudo de COLACO, CALDAS ¢ MORTARI (2018) onde a
administracdo de AYA em diversas doses durante 28 dias ndo alterou o peso dos animais
comparado com o controle. Em nosso estudo ap6s o tratamento com CET e AYA, ndo foi
observado recuperacdo do peso nos animais. Possivelmente esse resultado nao foi revertido, pois
o tratamento foi realizado de forma aguda, sendo os animais eutanasiados 4 horas apos o
tratamento.

A morfologia da adrenal foi alterada apos o uso prolongado de CORT e vimos uma
diminui¢do na zona fasciculada, regido onde se encontra as células beta adrenais responsaveis pela
excre¢ao de corticosterona (JURUENA, CLEAREA, PARIANTEA, 2004). O aumento exdgeno
de CORT decorrente da administragdo repetida de CORT durante 21 dias, provoca alteragdo no
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e se tem uma atrofia da regido fasciculada, e peso da adrenal
confirmado com estudo de GREGUS et al., 2005 ¢ JOHNSON et al., 2006, péorem nio houve

nenhuma alterag@o nos grupos tratados com AYA em relagdo ao controle.

Outro resultado importante para validar o protocolo de depressdo através do uso
prolongado de CORT ¢ o aumento do tempo de imobilidade dos animais nos testes de nado forcado

e suspensdo de cauda, visto no presente estudo no grupo SAL x CORT. Nestes testes a avaliagao
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da auséncia de fuga, que ¢ contabilizado através do tempo de imobilidade, ¢ indicativo ouro de
comportamento depressivo-simile ja vistos em diversos trabalhos (LUCKI, 1997; OLIVEIRA et
al., 2017; SILVA et al., 2013).

O aumento do tempo de imobilidade nos animais tratados com CORT como indicativo de
comportamento depressivo, foi revertido apds o tratamento agudo com AY A em ambas as doses
no teste do nado forcado. Os estudos de Lima et al. (2007) e Pic-Taylor et al. (2015), estdo de
acordo com nossos resultados, no de Lima o tratamento com AYA diminuiu o tempo de
imobilidade com uma inversao proporcional a dose, ou seja, quanto maior a dose menor o tempo
de imobilidade no teste de nado for¢cado. No estudo de Pic-Taylor ef al. (2015) foi realizado um
ensaio de toxicidade onde ratas tratadas com AY A em doses 30x e 50x maiores do que € utilizado
em rituais religiosos, mostraram um tempo de imobilidade significativamente menor quando
comparado aos grupos controle e fluoxetina. Porém nos estudos de COLACO, (2018) os resultados
vao ao encontro com o nosso onde ndo foi identificado diferenga no nado for¢ado em animais

tratados com AY A ou fluoxetina.

Corroborando nossos resultados, estudos anteriores que trabalharam com a HRM, um dos
constituintes majoritario isolado do chd AYA também apresentaram diminui¢do no tempo de
imobilidade (Fortunato et al., 2010; LIU et al.,2017). No estudo de Fortunato et al. (2010), em
animais com depressdo simile tratados com a administragdo intraperitoneal por 14 dias de
imipramine (10 - 30 mg/kg) e HRM (5- 15 mg/kg) reduziram de maneira significativa o tempo de
imobilidade. De forma semelhante, no estudo de LIU et al., (2017), onde os animais foram exposto
ao estrese cronico imprevisivel (modelo de inducdo da depressao simile em animais) o tratamento
com a HRM (15 mg/kg), teve como resultado a diminui¢do do tempo de imobilidade no teste do
nado focado e suspensao de cauda. Ademais no estudo foi utilizado o L- Alpha- Aminoadipic Acid
(L-AAA) um inibidor especifico de fung¢des do astrocitos, em um grupo tratado junto com a HRM,
teve como resultado o aumento do tempo de imobilidade em ambos os testes, demostrando uma

possivel reversdo dos efeitos da Harmina.

No teste de campo aberto os nossos resultados mostraram que os animais tratados com
AYA na dose de 26,4 mg, apresentaram uma reducao da atividade locomotora. Em concordancia
com nossos dados, o estudo anterior realizado por Lima et al. (2007) também demostrou que o

tratamento com AY A obteve uma diminui¢do na locomog¢ao dos animais. Porém, esse resultado
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vai de encontro com outros estudos de¢ CORREA-NETTO (2017) que utilizou uma dose de 1.5
mL/kg, avaliou a ingestdo do ché na infancia, adolescéncia e na fase adulta dos camundongos ndo
encontrando nenhuma diferenga na locomogao dos animais. Nos estudos de Colago et al. (2020) e

NOLLI, (2017) nao foi encontrada diferenca no nimero de cruzamentos.

Para avaliar a atividade exploratdria foi registrado o numero de levantamentos, quando os
animais erguiam o corpo ¢ permaneciam sustentados pelas duas patas traseiras, com as duas patas
dianteiras levantadas (rearings ou exploracdo vertical) (ZAMARRENHO, 2014), na avaliagdo
mostramos que em animais tratados com a CORT (depressao simile) tem o aumento da exploragao
vertical, foi revertido apds o tratamento agudo com AYA (ambas doses) apresentando retorno a
normalidade. Em 2007, Lima ef al. obteve em seus resultados a diminui¢do da exploragdo vertical
em animais saudaveis tratados com AYA. No entanto, o estudo de Colago et al. (2020) ao avaliar
animais apds a administragdo de AYA durante 28 dias, ndo encontrou diferenca significativa

quando ao numero de exploragao vertical.

Na avaliagao do tempo de permanéncia no centro, onde avalia uma possivel ansiedade no
animal ndo encontramos nenhuma diferenca significativa entre os grupos, divergindo com o estudo
de Colaco et al. (2020) em que o grupo tratado com AYA durante 28 dias obteve um tempo no

centro menor do que o controle.

Na fisiopatologia da depressao o BDNF tem influéncia marcante onde regula fungdes
cerebrais complexas, como a memoria declarativa e a emoc¢do, na eficacia sinaptica, na
conectividade neuronal e na neuroplasticidade (POST, 2007; GRANDE et al., 2010). Em
concordancia com a fisiopatologia da depressdo nossos dados revelam que os animais tratados com
CORT, grupo modelo apresentam uma redu¢do dos niveis de BDNF, indicando efetividade no
modelo de estresse induzido por administragdo repetida de CORT. Em relacdo aos animais,
obtivemos em nossos resultados o aumento do BDNF no hipocampo do grupo SAL + CET, uma
diminui¢ao no grupo SAL + CORT, A CET em 2019 foi aprovada pela FDA como a nova droga
para tratar depressao resistente, tendo um efeito antidepressivo rapido (KIM et al.,2019). Ademais
o tratamento com AYA reverteu a diminui¢ao nos niveis de BDNF apoés a indugdo da depressao
simile com a administragdo de CORT, concordando com Colago et al. (2020) onde em seus
resultados em animais saudaveis ap6s a administracdo de AY A nao foi observado o aumento dos

niveis de BDNF no hipocampo, sendo observado um aumento apenas no grupo feminino na maior
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dose dos niveis do BDNF (COLACO et al., 2020). Em voluntarios humanos com depressao
resistente tratados com AY A obtiveram os niveis de BDNF mais elevado dos que foram tratados

com placebo concordando com o presente estudo (ALMEIDA et al., 2019).

Ao utilizar apenas HRM para o tratamento dos animais, Fortunato et al. (2010) demostrou
que na dose maior de HRM foi visto um aumento dos niveis de BDNF no hipocampo. Liu et al.
(2017) observou um aumento dos niveis de BDNF no hipocampo em animais saudaveis, porém o
resultado em animais com depressdo simile vai de acordo com o nosso, pois houve o aumento dos
niveis de BDNF no hipocampo. Além disso Liu et al. (2017) realizou um grupo tratado com HRM
e com L-AAA nesse grupo nao houve o aumento dos niveis do BDNF nem em animais saudaveis
e com depressdo simile, ademais Liu et al. (2017) realiza a fluorescéncia e o western blot do
marcador da expressao de astrocito (GFAP) obtendo como resultado o aumento da expressao do
GFAP em animais tratados com HRM, e no grupo tratado com HRM e L-AAA nao foi evidenciado

essa expressdo, mostrando a regido dos astrocitos um possivel mecanismo de acdo da HRM.

Acredita-se que niveis cronicos elevados de glicocorticdides podem levar a dano de
neurdnios hipocampais, mais especificamente na regido CA3 (SCHMIDT et al., 2004; MCEWEN,
2007).

Estudos clinicos identificam pequenos aumentos nas concentragdes séricas de
glicocorticoides na depressao, despertando interesse significativo no papel de um eixo HHA
disfuncional na fisiopatologia da depressdao (BRUNEI, 1987; GOURLEY et al, 2008). De forma
semelhante, nossos achados demonstraram aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona
aumentaram em animais depressivos e houve uma reversao apds o tratamento com CET e AYA.
Entretanto esse achado ¢ bastante conflitante na psiquiatria, pois um significativo percentual de
pacientes com depressao maior apresenta: concentragcdes aumentadas de cortisol (glicocorticdide
enddégeno em humanos) no plasma, urina e liquido cefalorraquidiano, sendo considerado um
endofénotipo da depressdo. Nos ultimos anos, muitos estudos sobre o eixo HPA em pacientes
deprimidos foram publicados e hd uma nova perspectiva para os antigos achados que relacionavam
hipercortisolemia a depressdo levando a crer que esta ligada a alguns casos especificos de

depressdo (GREGUS et al., 2005 JOHNSON et al., 2006)
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O estudo de Silva et al. (2018) mostra que os animais depressivos com o modelo de
isolamento social, tiveram uma diminui¢ao nos niveis de corticosterona, a qual foi revertida apds
o tratamento com AYA. No estudo de Galvao et al. (2018) obteve como resultado a diminui¢ao
do cortisol em humanos depressivos, esse achado foi revertido ap6s um tratamento agudo com

AYA, indo de encontro com o presente estudo.
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7 CONCLUSAO

Concluimos neste estudo que a AYA em diferentes doses conseguiu reverter de forma
aguda o fenotipo depressivo ocasionado pela administragdo prolongada de corticosterona, sendo
revertido a diminui¢do do tempo de imobilidade nos testes de suspensao de cauda e nado forg¢ado,
os niveis de corticosterona no sangue de forma parecida como a CET, a AYA em ambas as doses
conseguiu reverter o numero de exploracao vertical, os niveis de BDNF, e apenas na maior dose

reverteu a diminuicdo das alternancias espontaneas no Y-maze.
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