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RESUMO

Ayahuasca ¢ uma bebida psicoativa feita da mistura das plantas Banisteripsis caapi, rica em [3-
carbolinas e Psycotria viridis, que contém o alcaldide inddlico, o N,N-dimetiltriptamina (DMT),
estruturalmente semelhante a serotonina. E tradicionalmente utilizado por populagdes indigenas
da Amazonia, ¢ desde a década de 30 em rituais de religides ayahuasqueiras no Brasil (Santo
Daime, Barquinha, UDV), onde o uso ritualistico ¢ legalizado. Nas tultimas décadas, o
crescimento do uso nao ritualistico da infusdo, levou a uma série de acidentes de intoxicacao
com a ayahuasca. Este estudo avaliou a toxicidade do chéd a partir da avaliagdo histologica
visceral (bago, figado e rins) e do encéfalo de ratas Wistar por via oral em dose unica e repetida.
A avaliacdo histologica do bago, figado e rins foi estudada em ratas Wistar ap6s exposicao Unica
de 30X e 50X a dose ritualistica da UDV (6 animais/dose; protocolo OECD 423/2001) e apos
exposi¢do didria durante o 6° ao 20° dia de gestagdo nas doses 1X, 2X, 4X e 8X (25
animais/dose; protocolo OECD 414/2001). Adicionalmente, a neurotoxicidade do cha em ratas
prenhes tratadas foi avaliada utilizando a colora¢do de Nissl, que serve como indicador da
viabilidade neuronal. A dose letal aguda (DLs,) de ayahuasca em ratas Wistar foi superior a 50X
a dose ritual. Vinte e quatro fémeas prenhas dos grupos 4X e 8X foram a 6bito durante o estudo,
apos sinais clinicos de toxicidade como tremores, cromodacriorréia, piloerecao, lordose, cianose
e convulsdo. Alteracdes macroscopicas significativas foram encontradas no estdbmago e intestino
dos animais de todos os grupos do estudo (dose unica ou repetida). Os resultados na andlise
histoldgica no tratamento agudo ndo evidenciaram alteracdes significativas comparadas ao grupo
controle. A analise histologica no tratamento cronico evidenciou algumas alteracdes
estatisticamente significativas nos rins (p=0,008) de animais tratados nas maiores doses. Foi
observado perda neuronal estatisticamente significativa nas areas de CA1l, CA2, CA3 e nucleos
da Rafe do cérebro de animais tratados nas doses maiores doses, numa relagdo dose dependente.
Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o cha ayahuasca tem baixa toxicidade
aguda em ratas fémeas e que a dose ritualistica, mesmo consumida em doses didrias ¢ segura.
Porém, fica claro que o uso crénico em doses iguais ou superiores a 4X a dose ritual pode levar a
danos no sistema renal e ao SNC, indicando que o uso recreacional do cha pode representar um

risco para a saide humana.

Palavras-Chave: Ayahuasca, toxicidade, neurotoxicidade, histologia.
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ABSTRACT

Avyahuasca is a psychoactive concoction of two plants: Banisteripsis Caapi, rich in B-carbolines;
and Psycotria viridis, containing an indole alkaloid- N, N-dimethyltryptamine (DMT), which is
structurally similar to serotonin. It is traditionally used by indigenous Amazonian populations,
and since the 1930s, in the rituals of ayahuasca religious in Brazil (Santo Daime, Barquinha,
UDYV) where ritualistic use is considered legal. Over the last decade, the non-ritualistic use of
ayahuasca has led to a series poisoning incidents. This study evaluated the toxicity of the
ayahuasca by visceral and brain histology of Wistar female rats treated orally with single and
repeated doses. Spleen, liver and kidney histological samples were analyzed following acute
treatment at 30X and 50X the UDV ritual dose (6 animals/dose; OECD 423/2001 protocol), and
chronic treatment from the 6th to 20" gestational days at doses of 1X, 2X, 4X and 8X (25
animals/dose; OECD 414/2001 protocol). Additionally, the neurotoxicity of pregnant ayahuasca
treated rats was evaluated by Nissl staining, an indicator of neuronal viability. The ayahuasca
letal dose (DLsg) was estimated to be over 50X the ritual dose. Twenty four pregnant rats from
the 4X and 8X groups died during the experiment after showing clinical signs of toxicity,
including tremors, piloerection, hind limb abduction, cyanoses and convulsion. Significant
macroscopic changes were observed in the stomach and intestine of the surviving animals from
all study groups, after single or repeated dosing. Histological analysis of acute treatment showed
no significant changes compared to the control group. However, histological analysis following
chronic treatment showed statistically significant changes in the kidneys of animals treated at the
two highest doses. Neuronal quantification also revealed statistically significant loss in CAl,
CA2, CA3 and raphe nuclei areas, compared to the control group, mainly in the highest doses,
with a direct correlation between neural loss and dose. Our results indicate that the ayahuasca
has a low acute toxicity to female rats, and that daily exposure at the ritualistic dose is safe.
However, it is clear that chronic use at doses equal or higher than 4X the ritual dose can harm the
kidneys and lead to CNS damage, an indication that the recreacional use of ayahuasca may

represent a health risk to humans.

Key-words: Ayahuasca, toxicity, neurotoxicity, histology.
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1- INTRODUCAO

A ayahuasca ¢ uma infusao feita pela coc¢do de duas plantas consideradas sagradas para
tribos indigenas da Amazonia Andina (NARANIJO, 1986). Na cultura indigena, o cha tomado
pelos xamds ¢ instrumento de purificagdo, cura e conexdo com o cosmo. As religides
ayahuasqueiras surgiram a partir da década de 30 no Brasil (GOULART, 2004), ¢ misturam
cristianismo, elementos afro-religiosos e espiritismo, além de ter como pilar central o consumo
do chd, ferramenta essencial para conexdo com o Divino, a espiritualidade e conhecimento
interior. O consumo ritualistico da ayahuasca ¢ legal no Brasil e outros paises, inclusive por
criancas a mulheres gravidas (Resolugao 05/04 CONAD). O uso terap€utico do chd tem sido
investigado por varios autores, inclusive para tratamento de dependentes quimicos e
parkinsonianos (SCHWARZ et al., 2003; SAMOYLENKO et al., 2010; WANG et al., 2010).
Atualmente, a expansdo do consumo da bebida levou ao seu uso ndo ritualistico, recreativo e
muitas vezes abusivo. As midias brasileira e estrangeira relataram nas ultimas décadas acidentes
de intoxicacao onde a associacdo de mortes com a ayahuasca suscitou questionamentos da
populagdo em geral com relagdo a seguranca do uso desta infusdo. Neste contexto, a
determinagdo do potencial toxicologico do cha € essencial para investigar os riscos reais quando
o mesmo ¢ usando no contexto nao religioso e avaliar as doses seguras para a realizacdo de

estudos clinicos em humanos para avaliar seu potencial terapéutico.

Este estudo se insere num projeto mais amplo, cujo objetivo ¢ determinar em ratas Wistar
a toxicidade aguda do chd e sua toxicidade reprodutiva feminina apds exposi¢cdo durante a
gestacdo (PIC-TAYLOR et al., 2014; Anexo 2) (MOTTA, 2013). Neste contexto, este estudo
avalia a toxicidade do cha a partir da avaliacao histologica visceral e do encéfalo de animais

tratados, visando investigar os efeitos desta infusdo em sistemas biologicos.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Ayahuasca

Ayahuasca ¢ uma infusdo vegetal psicoativa utilizada desde tempos pré-histdricos por
diversas tribos indigenas da regido amazoénica, incluindo os Kaxinawd, Yaminawd, Sharanawa,
Asshaninka, Airo-pai e Baranara (NARANJO, 1986; LUNA, 1986; COSTA et al, 2005). A
bebida ¢ utilizada como uma ferramenta para diagndstico e cura no contexto cerimonial, onde o
curador (xamad) promove a conexdao com espiritos (TUPPER, 2008). Durante o ritual, o xama
procura atingir um estado ampliado de consciéncia, e alega ser possivel uma comunhdo e
integragdo intensa com o Cosmos, com a Natureza e com o Criador.

O termo ayahuasca ¢ de origem quéchua, lingua indigena dos Andes Peruanos, falada
pelos Incas (aya — pessoa, alma, espirito morto; waska — corda, cipd, liana), e pode ser traduzido
por “trepadeira das almas” ou “corda dos mortos” (LUNA, 1986). Esta denominagdo refere-se
ndo somente a mistura, mas também as diversas espécies de cipd utilizadas no feitio dessa
infusdo, assim como a “forca espiritual” presente na bebida (SANTOS et al., 2006). A infusao
também ¢ conhecida por outros nomes, como daime, caapi, yajé, natema, vegetal e hoasca
(LABATE & ARAUJO, 2004).

Tradicionalmente, a ayahuasca ¢ preparada a partir do cipd Banisteriopsis caapi
(Malpighiaceae), conhecido como mariri, nativo da Amazonia ¢ dos Andes, e das folhas do
arbusto Psycotria viridis (Rubiaceae), a chacrona (GROISMAN, 2000). Algumas tribos utilizam
outras espécies do género Psycotria, como a P. batiskawa, P.carthaginensis, P. leiocarpa, P.
naikawa, P. pishikawa, P. psychotraefolia e P. retifolia (OTT, 1994; MCKENNA ef al, 1998).

A partir do contato dos indios com a cultura ocidental nasceram diversas formas de uso
da ayahuasca, muitas delas j& consideradas tradicionais. Uma delas, comum nos outros paises da
Amazodnia, como Peru, Colémbia e Equador, ¢ o vegetalismo. Os vegetalistas sdo habitantes
ribeirinhos que fazem uso da ayahuasca e outras plantas, onde “encontram” poder e
conhecimento para efetuar a cura. Segundo Luna (2005), essa tradicdo nasceu do contato dos
seringueiros vindos do Peru e de outros paises com a populacdo indigena e ribeirinha ja
intensamente influenciada pelas missdes cristds, tendo fortes influéncias indigenas, andinas e
cristas.

No Brasil, as religides ayahuasqueiras surgiram no inicio do século XX, influenciadas

pelo espiritismo, catolicismo popular, cultos e magias, e introduziram o chd em seus rituais e



sacramentos caracterizando uma nova maneira de utilizagdo da substancia (GOULART, 1996).
Dentre as religides ayahuasqueiras mais antigas cita-se o Santo Daime, a Barquinha e a Unido do
Vegetal (GOULART, 2005).

A doutrina do Santo Daime, a mais antiga, iniciou-se entre as décadas de 1920 e 1930 por
um “curador” de nome Raimundo Irineu Serra (Mestre Irineu), em Rio Branco, Acre
(GOULART, 2004; PIRES et al., 2010;). A palavra Daime, deriva do rogativo "Dai-me Amor",
"Dai-me Firmeza". Hoje a doutrina segue duas vertentes: a do Centro de Iluminagao Crista Luz
Universal (CICLU) dirigido pela viva do mestre Irineu, Peregrina Gomes Serra, ¢ a do Centro
Eclético de Fluente Luz Universal Raimundo Irineu Serra (CEFLURIS), fundado por seu
seguidor Sebastido Mota de Melo.

A Casa de Jesus - Fonte de Luz, ou Barquinha, foi fundada pelo ex-escravo Daniel
Pereira de Matos (Frei Daniel), apos ser introduzido ao Daime pelo Mestre Irineu. Seus
seguidores mais antigos vém da mesma regido do Acre e do mesmo grupo social, e se
consideram também parte da doutrina Daimista (MERCANTE, 2006). Assim como no Santo
Daime, possui elementos do catolicismo popular, xamanismo indigena, afros brasileiros, € como
diferencial, tem grande influéncia da umbanda (MERCANTE, 2003). E considerada a
comunidade mais restrita € com maiores estudos relacionados a antropologia (LABATE et al.,
2004). E fiel as origens xamAnicas, com atividades dirigidas a cura de doengas fisicas e
psicossociais, como o alcoolismo, com forte énfase na remocao de espiritos malignos e combate
a feiticaria (MACRAE, 2004).

A Unido do Vegetal (UDV) foi fundada em 1961 pelo seringueiro José Gabriel da Costa,
Mestre Gabriel. E uma instituicdo estruturada e hierarquizada, ¢ com o maior numero de
associados dentre as trés religides ayahuasqueiras, além de ser a mais criteriosa na triagem de
novos adeptos (GOULART, 2004; LABATE 2004; MACRAE, 2004; LABATE et al., 2008). A
UDV esta estruturada em nucleos, num total de 205 atualmente, espalhados em todos os estados
brasileiros, mas também nos Estados Unidos, Espanha, Suica, Reino Unido, Australia, Holanda e
Portugal. A sede desta estrutura (Sede Geral) est4 localizada em Brasilia, e o grupo possui hoje
mais de 15.000 associados (site UDV).

Nao ha uma padronizacdo dos rituais realizados pelas religides ayahuasqueiras
(ANDERSON et al., 2012), mas em geral sdo realizados quinzenalmente no periodo noturno.
Oragdes, cantorias e dancas sdo comuns, € os lideres servem aos outros membros um copo com o
cha (LUNA, 1986; SHANNON, 2002; LUNA, 2011). A duragdo do culto religioso ¢ de
aproximadamente 4 horas, onde se vivencia os efeitos psicoativos do cha, conhecido na UDV

como borracheira. Um elemento importante do ritual em todas as comunidades ¢ a peia, que se
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expressa principalmente por vomitos e diarreias. A peia ¢ considerada benéfica, como uma
purificacdo fisica, moral e espiritual (SILVA, 2004).

A partir da década de 70, as religides ayahuasqueiras passaram a ser frequentadas por
“hippies” e curiosos a procura de cura e novas experiéncias (LABATE et al., 2008). Varias
comunidades ayahuasqueiras foram instituidas, amplificando a utilizacdo do cha tanto no Brasil
como no mundo (LUNA, 1986; SHANNON 2002; LABATE & ARAUIJO, 2002; TUPPER,
2008; LUNA, 2011). Apesar desta expansdao, o fendmeno religioso institucionalizado ¢
caracteristicamente brasileiro (SANTOS, 2011).

Em territério brasileiro, a utilizacdo de ayahuasca num contexto religioso ¢ liberada desde
a década de 80 pelo COFEN (Resolugdo n° 06/1986), cabendo as gestantes a responsabilidade
pelo uso e pela preservacao do desenvolvimento fetal. Criangas podem receber o cha desde que
com autorizagdo dos pais (Resolugdo 05/04 CONAD). Em 26 de janeiro de 2010, o governo
brasileiro reafirmou a regulamentaciao do uso para fins religiosos, tendo nessa mesma resolugdo
o veto a comercializacdo e propaganda, além de coibir seu uso em conjunto com outras drogas e
em eventos de turismo (Resolugdao N° 1 CONAD, de 25 de janeiro de 2010).

Porém, a expansao do uso da ayahuasca e seu efeito alucindgeno levaram a um aumento
da procura para uso recreativo por pessoas que buscam experiéncias novas, aumentando assim a
sua utilizagdo em situagdes ndo ritualisticas. O turismo da ayahuasca atrai principalmente jovens,
do mundo inteiro, que &vidos por novas experiéncias compram pacotes que os levam a adentrar a
selva Amazonica onde sdao convidados a experimentar a bebida (MCKENNA, 2004).

A modalidade mais recente do uso nao ritualistico da ayahuasca surgiu na ultima década,
com o fendmeno de “turismo xamanico”, onde moradores de centros urbanos procuram “centros
de terapias”, cuja principal atividade € o consumo da bebida para a cura de problemas que vao
desde a depressao até a dependéncia quimica. Em sua grande maioria, os centros sdo dirigidos
por psicologos, terapeutas ou psiquiatras com formagdo académica, que se unem a indigenas,
ribeirinhos ou “mestres do cipd” (os xamas), constituindo um sistema terapéutico contemporaneo
que mistura livremente ciéncia, religiosidade e conhecimentos tradicionais amazonicos
(COUTINHO, 2013). O Brasil e o Peru sdo os paises que contam com o maior numero desses
centros, que chegam a mais de 50 atualmente. Existem também cerimonias por encomenda, onde
os ‘“new-age xamas” realizam os rituais, mantendo ou ndo as caracteristicas ritualisticas das

cerimonias (COUTINHO, 2013).

Em 2008, foi entregue ao entdo ministro da Cultura Gilberto Gil documento solicitando o

reconhecimento do uso da ayahuasca em rituais religiosos como Patrimdnio Imaterial da Cultura



Brasileira. A justificativa expressa na peticdo ¢ de que sua utilizagdo ritual em doutrinas
religiosas preenche os quesitos que a caracterizam como patrimonio imaterial, considerado como
“praticas, representacdes, expressoes, conhecimentos e técnicas que comunidades ou grupos
reconhecem como parte integrante do seu patrimonio cultural”. O documento contou com a
participagdo dos trés troncos fundadores das doutrinas ayahuasqueiras tradicionais: CICLU Alto

Santo, Barquinha e Unido do Vegetal (NEVES & SOUZA, 2010).

2.2 — Os componentes da ayahuasca

2.2.1 Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae): o mariri

O cip6 Banisteriopsis caapi (Figura 1) conhecido como mariri, € o principal ingrediente

usado na preparacdo da ayahuasca. Pertence a familia Malpighiaceae, é nativo da Amazonia e

dos Andes, e esta distribuido por quase toda a América do Sul.

Figura 1: Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae), o mariri; Foto tirada no Nucleo Luz do Oriente

(UDV) em Brazlandia-DF.

O mariri contém os alcaldides B-carbolinas harmina (HRM), harmalina (HRL) e tetra-
hidro-harmalina (THH) (Figura 2), inibidores de monoamina oxidase (MAO), enzima

mitocondrial de suma importancia metabdlica (BALDESSARINI, 1996). A MAO funciona



como uma espécie de valvula de seguranca responsavel pela degradacdo de wvarios
neurotransmissores, como noradrenalina, dopamina e serotonina (HARVEY & CHAMPE, 1998;
MCKENNA et al., 1998), podendo ocorrer em dois subtipos, a MAO-A ¢ a MAO-B. A inibi¢ao
da MAO-A ¢ especificamente responsavel pela elevacdo dos niveis da serotonina (GARERI,
1998). A concentragdo desses alcaldides no cha de ayahuasca varia de 0,05% a 1,95% de peso

seco (MCKENNA et al., 1984; MCKENNA, 2004).
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Figura 2: Estrutura molecular dos principais alcaloides presentes no chd de ayahuasca e do
neurotransmissor serotonina. Presentes no cipd (Banisteriopsis caapi) estdo: as P-carbolinas
harmina, harmalina e tetrahidroharmina, enquanto o dimetiltriptamina (DMT) estd contido nas

folhas da chacrona (Psychotria viridis). Fonte: http://adroga.casadia.org/news/usoritual.htm

Além de inibir a MAO, a THH tem a capacidade de inibir a recapta¢do de serotonina
(MORENQO et al., 1999; SANTOS, 2011). A acdo conjunta destes mecanismos eleva os niveis de
noradrenalina, serotonina e de dopamina na fenda sinaptica (MCKENNA et al., 1998;
CALLAWAY et al., 1999; CAZENAVE, 2000; LUNA, 2005). As quantidades de B-carbolinas
presentes em uma dose usual de ayahuasca estdo abaixo do limiar de sua atividade alucindgena
(300 a 500 mg para HRL e THH e 100 mg para HRM), mas acima do limiar para atividade como
inibidora da MAO (BRITO, 2004).



2.2.2 - Psycotria viridis (Rubiaceae): a chacrona.

Inicialmente descrita por Ruiz & Pavon (1798) o arbusto Psycotria viridis (Figura 3) da
familia Rubiaceae (possui cerca de 1.400 espécies), ¢ conhecida como chacrona. Em sua
composi¢ao existe um alcaldide inddlico, o N,N-dimetiltriptamina (DMT), substancia de
estrutura molecular semelhante ao neurotransmissor serotonina, ou S-hidroxitriptamina (5-HT;
Figura 2). O DMT apresenta acdo agonista sobre os receptores de serotonina, principalmente do
subtipo 5-HT2, e ¢ um potente alucindgeno (GRELLA, et al., 2003; SMITH, et al., 1998). Sua
concentragdo no cha de ayahuasca varia de 0,1 a 0,66% de peso seco (MCKENNA et al., 1984;
MCKENNA, 2004). No seu estado puro, o DMT ¢ uma substincia controlada e classificada nos

termos da Convencao sobre Substancias Psicotropicas de 1971 (UN, 1971).

Figura 3: Psycotria viridis (Rubiaceae): a chacrona; Fonte: www.ayahuascaassociation.org

2.3 — Mecanismos de acio da ayahuasca

A serotonina estimula uma ampla variedade de func¢des do sistema nervoso central
(SNC) (MAYER, 1996), além de contribuir para a sua plasticidade (CHOPIN et al., 1994). E
produzida por descarboxilagdo e hidroxilacdo do aminoacido triptofano. Mais de 90% da 5-HT
do organismo s3o encontradas nas células enterocromafins do trato gastrintestinal (TGI). Os

neurdnios serotoninérgicos do SNC localizam-se, predominantemente, nos niicleos medianos da
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Rafe, desde o tronco cerebral até a medula, que sintetizam, armazenam e liberam a serotonina
como neurotransmissor (KATZUNG, 1998).

Nos ultimos 16 anos, sete familias distintas de receptores de 5-HT foram identificadas (5-
HT1 a 5-HT7), e pelo menos 15 subpopulagdes destes receptores ja foram clonados. Por ser
mediadora de ampla variedade de fungdes fisioldgicas e interagir com multiplos receptores, a
serotonina desempenha papel importante em condigdes patoldogicas e psicopatologicas
(GLENNON et al., 2000). No SNC, a serotonina participa nos mecanismos de humor, sono,
vigilia, termorregulacdao, vomito, percep¢ao da dor, regulagdo da pressdo arterial, entre outros.
Em nivel periférico, esta relacionada com o tonus muscular, vasodilatagdo, agrega¢ao placentaria
e inflamagdo. Pode estar envolvida, ainda, em condi¢des patoldgicas, tais como depressao,
ansiedade, panico e enxaqueca (KATZUNG, 1998).

Por ser estruturalmente semelhante a serotonina (Figura 2), o DMT compete com a
serotonina e se liga a receptores 5-HT1a, 5-HT1b, 5-HT2a e 5-HT2c no SNC (YRITIA et al,.
2002), levando ao efeito alucindgeno encontrado no cha. A intensidade e rapidez dos efeitos do
DMT dependem da via de administragdo e da concentragdo. Por via pulmonar (fumado), o DMT
¢ capaz de produzir efeitos alucindgenos imediatos (PIRES et al., 2010), e por via parenteral em
doses a partir de 25 mg, seus efeitos psicotropicos sdo evidentes (STRASSMANS et al., 1994).
Quando administrado por via intravenosa em humanos, provoca grandes modificagdes na
percepcao da realidade, ainda que seus efeitos sejam de curta duragdo (STRASSMAN, 2001). O
DMT causa acentuadas alteragdes sensitivas, como bem estar, pensamentos complexos,
alteracdes visuais das cores, movimentos e forma de objetos, alteragdo do tato e percepgdes mais
claras e distintas. Os efeitos tém inicio de 35 a 40 minutos apos a administragdo oral, com picos
de intensidade entre 90 e 120 minutos, ¢ perduram por até 4 horas (GROB ef al,. 1996; RIBA et
al.,2001; RIBA et al, 2003).

Quando ingerido, o DMT sofre a¢do da enzima MAO intestinal e hepatica, sendo
desaminado e, consequentemente, inativado. Porém, quando ingerido juntamente com as -
carbolinas, combinagdo existente na ayahuasca, ele ndo sofre inativacao pela MAO intestinal, o
que possibilita sua chegada ao SNC (MACKENA et al., 1984; CALLAWAY et al., 1999,
CAZENAVE, 2000). As B-carbolinas, além de impedir a inativagdo do DMT, apresentam, por si
s0, efeito alucinégeno (CAZENAVE, 1996), uma vez que provocam aumento dos niveis de
serotonina (LUNA, 2005). A a¢do do ché ayahuasca deve-se entdo a interacdo sinérgica do DMT
e das B-carbolinas presentes na mistura, cujo resultado ¢ uma cascata de efeitos neuroquimicos
que irdo alterar os padrdes normais da percepcao, sobre aquilo que comumente ¢ compreendido

como sendo “realidade” (DE SOUZA, 2011).



2.4 — Efeitos bioldgicos

Os efeitos neuroquimicos e psiquicos relatados pela ingestdo da ayahuasca sdo tonturas,
vertigens, disturbios visuais, ilusdes de mudangas rapidas de forma e tamanho de pessoas ou
objetos, em alguns casos perda de memoria, confusdo mental e desorientagdo
(SCHVARTSMAN, 1992; SANTOS, 2004). Também foram relatadas alteragdes na percepg¢ao
da passagem do tempo, perda de contato com a realidade, alteragdes na expressao emocional
variando do éxtase ao desespero, mudangas na percepcao corporal, sensagdes de estar suspensas
no espaco, alucinacdes, visdes de varios animais e de anjos e paraiso, sinestesias, “insights”,
hipersugestabilidade, medo, insonia e sensacdo de morte eminente (SCHHVARTSMAN, 1992;
CAZENAVE, 1996; CALLAWAY & GROB, 1998; RIBA et al, 2003; SHANNO, 2003;
SANTOS, 2011). Vale ressaltar, que independentemente dos efeitos comportamentais e
cognititvos provocados pela ayahuasca, os usudrios do chéd no contexto ritualistico permanecem
totalmente conscientes e capazes de se comunicar de forma logica (RIBA et al., 2001).

As reacgOes fisicas comumente observadas incluem aumento do didmetro pupilar
(PINTO, 2010), hipertensao, perda de coordenagcdo motora, agitagdo passageira, taquicardia,
tremores, sudorese, prostragdo, sonoléncia, nduseas, vomitos e diarreia, o que pode provocar a
desidratacdo e descompensagdo eletrolitica, elevacdo nos niveis de cortisol, do hormoénio do
crescimento e da prolactina (GROB et al., 1996; CALLAWAY et al., 1999; HALPERN et al.,
2008; ANDERSON et al., 2012).

2.5 - Potencial terapéutico

A utilizacdo de plantas medicinais ou extratos de plantas no tratamento e cura de
enfermidades € um recurso terapéutico muito antigo adotado em muitas comunidades e grupos
étnicos. O uso de plantas psicoativas e a descoberta de seus mecanismos de acdo tém fornecido
subsidios para compreender a neuroquimica de muitas doencas do sistema nervoso central, bem
como a quimica da consciéncia (O’CONNOR & ROTH, 2005). O uso terapéutico do cha de
ayahuasca e sua seguranga embasam-se principalmente no historico de uso ancestral por tribos
indigenas na cura de inimeras doencas, incluindo doengas parasitarias e gastrointestinais comuns
nos tropicos (DESMARCHELIER et al., 1996; POMILIO et al., 1999).

Propriedades antioxidantes, antimutagénica, antitumorais, mas principalmente efeitos

psicoterapéuticos que atenuam problemas relativos ao abuso de drogas, humor e ansiedade tem



sido o foco de varios estudos (MCLLHENNY et al., 2011; HALPERN, 2004; LABATE et al.,
2006; STUCKEY et al., 2005; SCHENBERG, 2013).

Estudos mostraram que a administracdo da ayahuasca liofilizada em doses terapéutica ¢
segura (RIBA et al., 2001), ndo produz dependéncia, ou mudangas cronicas no organismo aptas a
tolerancia (SHANON, 2002; LUNA, 1986; MCKENNA, 2004; GROB et al., 1996). Dados do
Projeto Hoasca (Hoasca Project) mostram a inexisténcia de distarbios psiquitricos entre os
afiliados da UDV, maior poder de concentragdo e melhor resposta de memoria auditiva quando
comparados ao controle (GROB et al., 1996; CALLAWAY et al., 1999; CALLAWAY, 2004;
GROB et al., 2004.; MACKENNA, 2004). Outros estudos indicam o potencial uso da ayahuasca
no tratamento do alcoolismo e com relagdo a comportamento violento e suicida (MCKENA,
2004; GROB et al, 1996; SANTOS et al., 2006). Consumidores de ayahuasca abandonaram a
nicotina, cocaina e anfetamina quando adeptos da bebida regularmente (MCKENNA, 2004).
Além do mais, Fabregas e colaboradores (2010) mostraram que a utilizagdo frequente de

ayahuasca nao esta associada com problemas psiquicos que as drogas de abuso provocam.

2.6 — Potencial toxicologico

As substancias psicoativas sdo aquelas que alteram o funcionamento cerebral, causando e
proporcionando modificacdes no SNC. Estas substincias t€ém a propriedade de imitar os efeitos
de neurotransmissores naturais ou enddgenos, interferir com a fung¢ao normal do cérebro
bloqueando uma funcdo, ou alterando os processos normais de acumulacdo, liberagdo e
eliminagdo de neurotransmissores (WHO, 1998). Existem no bioma do planeta, cerca de 450
espécies de plantas e cogumelos que podem ser classificadas como psicoativas, das quais
aproximadamente 120 possuem propriedades alucinogenas (CUNNINGHAM, 2008).

Apesar da longa histéria e tradigdo do uso indigena e da incorporacdo do uso da
ayahuasca em grupos religiosos, houve nas tltimas décadas um aumento importante de adeptos
ao cha de ayahuasca (ndo ritualistico) o que motivou a comunidade cientifica e at¢ mesmo o
publico em geral a questionar a seguranga do uso desta infusdo (PIRES, 2010). O fato de haver
poucas informagdes pré-clinicas (dados toxicologicos) e clinicas, somadas a eventos de
intoxicacdes e morte apds consumo da bebida descrito na midia (KOURA & BETTI, 2014),
suscitam especulacdes e controvérsias sobre os possiveis efeitos toxicos indesejaveis da
exposicao aos componentes da bebida.

Embora ndo se tenha relatos de mortes por intoxicagdo de [-carbolinas, Callaway et al.

(1996) destacam que, como sdo potentes inibidores da MAO, essas substancias podem causar
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reacdes adversas quando combinadas com medicamentos, que possuem tempo de meia-vida
longo, incluindo os inibidores seletivos de recaptacao de serotonina (SSRIs). O bloqueio da
MAO juntamente com o decréscimo de recaptagao de serotonina pelos SSRIs pode levar a
sindrome serotoninérgica, ocasionada por elevadas concentragdes de serotonina circulante. Esses
efeitos vao desde a modificacdo de inumeras fungdes fisiologicas (apetite, sono, temperatura,
comportamento, movimentagdo e atividade sexual) a patologias associadas, como a depressao,
ansiedade, agressividade, insonia, esquizofrenia e disfungcdo sexual (GROB et al., 1996;
MOSSNER E LESCH, 1998). Portanto, com o aumento do uso de medicamentos SSRIs e o
crescente interesse no cha de ayahuasca, o risco de toxicidade aumentou nos ltimos anos.

A avaliacdo da toxicidade ¢ realizada com o objetivo de determinar o potencial toxico de
novas substancias a saide humana, independente da via de exposicdo (CAZARIN et.al., 2004).
A analise de dados toxicologicos de uma substiancia quimica permite sua classificagdo em
categorias toxicologicas estabelecidas, seu potencial de letalidade ou toxicidade, além de
fornecer também informacdes a respeito da forma correta e segura de uso, medidas de preveng¢ao
e tratamento em caso de intoxicac¢do. Testes de toxicidade aguda avaliam além da letalidade, o
potencial toxico em 6rgaos especificos, toxicocinética e a relacao-dose resposta (VALADARES,
2006).

O teste da dose letal aguda (DLs() introduzido por Trevan em 1927 foi amplamente usado
com o objetivo de encontrar a dose letal de uma substancia para metade dos animais do grupo
teste. A partir da década de 70, passou a ser empregado amplamente como base de comparagao e
classificagdo da toxicidade de substincias por varias agéncias reguladoras, como a americana
Food and Drugs Administration (FDA), responsaveis pela a aprovagdo de novos farmacos,
aditivos alimentares, ingredientes cosméticos, produtos domésticos e quimicos industriais.

Para a realizac¢do do teste da DLs, para cada substancia testada eram empregados mais de
100 animais para cada espécie estudada (normalmente ratos e camundongos) (KRYSIAK &
RYDZYNSKI, 1997; GUBBELS-VAN HAL et al., 2005). Hoje em dia, novos protocolos sdo
utilizados, onde um niimero minimo de animais ¢ suficiente para caracterizar a substancia de
acordo com seu potencial letal, sem especificamente determinar a DLsy (Toxicidade aguda de
classe). O protocolo OECD-423 ¢ um procedimento gradual com a utilizacao de trés fémeas por
etapa com administracdo de uma unica dose oral (OECD — 423). Dependendo da mortalidade
e/ou o estado moribundo dos animais, em média, 2-4 etapas podem ser necessarias para permitir
a classificacdo de uma substancia quando ao seu potencial de letalidade.

Estudos para determinar a toxicidade letal do chd da ayahuasca e seus componentes

bioativos sdo insuficientes na literatura ¢ nenhum estudo determinou diretamente a dose letal
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aguda da infusdo. Gable (2007) estimou, a partir de estudos com outras vias de administracao,
que a DLsporal do DMT em camundongo ¢ cerca de 8.0 mg/kg, estimando que a dose letal aguda
da ayahuasca em humanos seria de aproximadamente 20X a dose usada durante a cerimodnia
religiosa. A DLsg via subcutanea da harmina e harmalina em ratos foram determinadas como 120
e 200 mg/kg de peso corporeo e pela via intravenosa a harmina em camundongos foi definida
como 38 mg/kg de peso corpéreo (MAHMOUDIAN et al., 2002).

Um estudo realizado no nosso grupo de pesquisa utilizando o protocolo OECD 423
determinou que a DLs, oral de ayahuasca em ratas wistar era superior a 50X a dose ritual
empregada no contexto religioso da UDV (PIC TAYLOR et al., 2014; Anexo 2).

Estudos de multiplas doses se assemelham ao uso ritualistico do cha e sdo importantes
para determinar efeitos cronicos. Em estudo conduzido por Santos ef al, 2013, mostrou que
apesar de haver alteragdes sugestivas, ndo foram observadas diferengas relevantes em analises
histologicas nos tecidos do miocardio, renal e hepatico de ratos Wistar hipertensos quando
comparados grupos tratados e ndo-tratados com o chd de ayahuasca em ingestdo cronica, com
um grupo que recebeu a dose ritual uma vez por semana, e outro grupo com dose ritual
diariamente por 60 dias (adotando 100mL/kg pc).

Oliveira et al (2010) conduziram um estudo a qual foram empregados trés doses do cha
de ayahuasca em ratas prenhes de linhagem Wistar, para avaliar a toxicidade materna e
teratogenicidade. Nesse estudo ndo foram observados sinais de toxicidade materna e ndo houve
relatos de morte dos animais. Porém, foi constatado embriotoxicidade o que sugere que os
alcaloéides presentes na ayahuasca podem atravessar a barreira placentaria. Motta (2013) mostrou
que a administragdo de ayahuasca durante quinze dias em ratas Wistar prenhes, em doses mais
elevadas que as utilizadas por Oliveira ef al., (2010), causam toxicidade materna com Obitos de
animais, um potencial efeito embriofetotoxico, além de embrioletalidade. Foram também
relatadas malformagdes viscerais e esqueléticas nos fetos analisados nas maiores doses de
tratamento, indicando que o tratamento com o chd de ayahuasca induz a toxicidade fetal.
Avaliacdes histolégicas ndo foram realizadas por Pic-Taylor et al. (2014) e Motta (2013) sdo

objeto do presente estudo.

2.7 - Estudos da toxicidade por analise histologica

As técnicas histologicas permitem o estudo dos tecidos biologicos, podendo assim
correlacionar estrutura, formagdo e fung¢do. O método mais comum para estudar os tecidos

animais ¢ por meio de andlise histologica dos 6rgdos. O estudo de 6rgaos especificos envolvidos
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no metabolismo geral ¢ uma maneira robusta para complementar o estudo de toxicidade,
contribuindo com informagdes sobre a integridade estrutural, o tipo e grau de injuria e a resposta
do organismo a injaria causada pela substancia estudada.

O baco ¢ um importante 6rgao de defesa contra microrganismos, respondendo com
rapidez aos antigenos que invadem o sangue, sendo um importante filtro fagocitario e
imunoldgico para o sangue e grande produtor de anticorpos (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008). O bago age também como reservatdrio sanguineo, e esta diretamente envolvido com os
mecanismos de defesa do corpo e producdao de anticorpos (RICHARD & SHERIND, 1998;
SLATTER, 1998). Apresenta também funcdo hematopoiética em recém-nascido e individuos
adultos. Apesar de exercer varias e importantes fungdes, o baco ndo ¢ essencial para a vida,
podendo ser retirado (esplenectomia), e sua fungdo ¢ parcialmente restabelecida pelo figado,
porém a auséncia deste 6rgdo acarreta uma maior susceptibilidade as infecgdes. E constituido por
uma trabécula, que conduz vasos e nervos, e pelo estroma que sustenta a polpa esplénica (polpa
vermelha e branca) (STITES et al., 1997). A polpa vermelha, que consiste a maior parte do
orgdo, possui sinusoéides separados por fibroblastos, macrofagos, eritrocitos e outras células de
defesa (POPE & ROCHAT, 1996). A polpa branca apresenta um centro germinativo com varias
células linfoides (FREITAS, et al., 2009).

O figado, segundo maior 6rgao e a maior glandula do corpo, corresponde a cerca de 1,8 a
3,1% do peso corporeo de humanos adultos e aproximadamente a 4% do peso corporal de ratos
(FILHO, 2006). E o érgio no qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e
armazenados para utilizagdo por outros Orgdos, possuindo intimeras fungdes vitais do
metabolismo basico dos vertebrados, incluindo de xenobioticos (ARIAS et al., 1998;
GINGERICH e DALICH, 1982; JUNQUEIRA & CARNEIRO; 2008). E provido de um sistema
vascular, e a distribuicdo de produtos toéxicos para outros 6rgaos vai depender de seu potencial de
acumulagdo, biotransformagdo e excrecdo no organismo (MEYERS e HENDRICKS, 1985;
MEEKS et al., 2000). O hepatocito € o componente estrutural basico do figado, e ¢ considerado
o primeiro alvo da toxicidade de uma substancia (ZELIKOFF, 1998). Considerado a célula mais
versatil do organismo, o hepatocito acumula e transportam inumeras substancias além de possuir
funcdes endocrinas e exocrinas (GARTNER & HIATT, 1997).

O rim ¢ o principal 6rgdo do sistema urinario, sendo responsavel pela regulacdo da
concentragcdo da maioria dos ions presentes nos liquidos organicos e pela filtragdo do sangue e
excrecao de substancias indesejaveis (GUYTON, 2008). A unidade funcional do rim ¢ o néfron,
constituido pelo corpusculo renal, tibulo contorcido proximal, tubulo contorcido distal, tubulo

coletor e alca de Henle. Cada rim apresenta milhdes de néfrons, que sdo responsaveis pela
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excrecdo de muitos residuos metabodlicos toxicos e osmorregulagdo pela filtragdo, reabsorgdo e
secrecdo (BURKITT et al., 1994). Xenobidticos que circulam pela corrente sanguinea passam
pelos rins em quantidades consideradas elevadas, podendo comprometer o metabolismo e gerar
patologias relacionadas a sobrecarga do 6rgao (SCHNELLMANN, 1996).

Por defini¢do, uma substincia neurotoxica ¢ aquela que altera a atividade normal do
sistema nervoso de tal forma que causa danos ao tecido nervoso. Lesdes no SNC causam varios
impactos no organismo, ¢ podem levar a sequelas que surgem em decorréncia da morte neuronal,
como déficits motores, cognitivos ou de memoria, dependendo do tamanho da lesdo e do local
que foi atingido (PULSINELLI, 1992). Analises histologicas podem evidenciar alteragdes
significativas na morfologia do cérebro e na redu¢do de neurdnios. A histologia do cérebro e
principalmente das regides que compde o circuito serotoninérgico pode ser de grande valia no
entendimento da neurotoxicidade da infusdo, tendo em vista que o DMT age como um agonista

deste neurotransmissor.

2.8 - Estudos de neurotoxicidade

O DMT, constituinte da ayahuasca, ¢ considerado neurotoxico e estd incluido na lista de
nivel I da Convengao das Nacdes Unidas para Substancias Psicotropicas (CONVENTION OS
PSYCHOTROPIC SUBSTANCE, 1971). Existem poucos estudos que avaliem ou determinem o
risco toxicoldgico do cha de ayahuasca in natura no sistema nervoso central de animais de
experimentacdo. Alguns estudos disponiveis foram conduzidos com os principios ativos
isolados.

Os efeitos alucindgenos do DMT foram descritos pela primeira vez em 1957 por Szara.
Quase uma década mais tarde, Franzen e Gross (1965), reportaram a presenca de DMT no
sangue e urina humana sugerindo que este composto ¢ produzido de maneira endogena. Nas
décadas que seguiram, apesar de poucas evidéncias moleculares, varios estudos vincularam
DMT a psicoses e esquizofrenias, devido a sua alta concentragdo na urina de pessoas
esquizofrénicas (JACOB & PRESTI, 2005). Ciprian-Ollivier & Cetkovich-Bakmas (1997),
fizeram uma revisdo destes estudos e encontraram correlagdo significativa entre a excregdo
urinaria de DMT e a severidade de sintomas psicOticos, porém sugeriram uma grande
complexidade na etiologia da esquizofrenia e o envolvimento de outras aminas incluindo
serotonina, dopamina, € as triptaminas N-metiladas.

Alguns autores relatam neurotoxicidade dos componentes [-carbolinicos em

camundongos, e vinculam este fato a danos mitocondriais (CHEN et al., 2005). Miwa et al.
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(2006) demonstraram que a harmina causa morte celular em neurdénios (MIWA et al 2006)
através da indugdo de processos apotdticos mediados pela ativagdo da caspase-3 (ISERI et al.,
2011). Estes animais apresentavam entre outros sintomas tremores € contragdes musculares apos
a exposicao as carbolinas.

Estudo conduzido por Brito ef al. (1994) concluiu que uma dose de 500 mg/kg pc de cha
de ayahuasca administrado em ratos ndo produz dano neurologico, e que os efeitos observados
nos animais foram similares aqueles produzidos por drogas que elevam os niveis de serotonina
no sistema nervoso central. Oliveira et al. (2011) demonstraram que a administragdo oral do cha
de ayahuasca na dose de 1X (admitindo que uma pessoa de 70 kg ingere 100 ml de cha) durante
a gestacdo e lactacdo produziu diminuicdo da ansiedade e da motivagdo social na prole das maes
exposta ao cha de ayahuasca.

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 urindria, podendo ser um
indicativo de dano renal nos animais tratados. O autor observou também em cortes histologicos
de cérebro da regiao hipocampal uma diferenca significativa de células apoptdticas por ensaio
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), indicador de dano ao
DNA, quando comparado com controle sugerindo apoptose neural; porém estes dados ndo foram
confirmados pela imunoreatividade da Caspase 3, que mostrou nao ser significativo quando
comparado ao controle.

Pic-Taylor et al. (2014; Anexo 2) observaram efeitos neurotéxicos em animais tratados
com doses Unicas aguda de 30 e 50 vezes a dose ritual (150 mL/70 kg pc). Foi observado
tremores e piloerecdo em todos os animais durante as primeiras 24 apds o tratamento,
caracteristicas estas que corroboram com efeitos da estimulagcdo serotoninérgica. Também foi
observado diminui¢do da locomogao e diminui¢do do interesse exploratério em testes de campo
aberto e labirinto em cruz elevada, e aumento do tempo de nado no teste de natacdo forcada, o
que prediz uma agdo antidepressiva do cha. Neste mesmo trabalho, foi realizada analise
imunohistoquimica pela marcacdo do proto-oncogene c-fos em regides cerebrais ricas em
receptores de serotonina. Foi observada forte ativacao neural especifica nas areas do nucleo da
Rafe, amidala e hipocampo em animais tratados com 30X a dose usual. A hiperativa¢gao neuronal
pode causar lesdes nestas células (DA SILVA & CAVALHEIRO, 2004). Entretanto a utilizagao
da coloragdao de Nissl, para quantificacdo da densidade neuronal (nimero de neurdénios numa
area de 1 micrometro quadrado) mostrou que apesar da ativacdo detectada por expressao de c-

fos, ndo houve morte neuronal que resultasse em lesdes definitivas nestas regiodes.
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A coloracdo de Nissl, principalmente com violeta de cresila, ¢ uma das técnicas mais
utilizadas em laboratério na investigacdo do sistema nervoso. A substancia de Nissl é um
material granular constituido por RNA ribossomal presente no nucleo (predominantemente no
nucléolo) das células nervosas (XAVIER, 1999). Esta técnica serve como indicador da
viabilidade neuronal, pois evidencia os neurdnios viaveis com fécil visualizacdo. Desse modo,
essa coloragdo simples serve como indicador da viabilidade neuronal, uma vez que quando ha

eventos de lesdo neuronal, os corpusculos de Nissl geralmente desaparecem (cromatolise).

2.8.1 - Nucleos da Rafe (Nr)

Os neurdnios serotoninérgicos estao localizados nos nucleos da Rafe e consistem em
numerosos ¢ distintos grupos de neuronios do tronco cerebral que estdo organizados ao longo da
linha média originando proje¢des ascendentes e descendentes (ZIGMOND et al, 1999).

Anatomicamente, os nucleos da Rafe sdo divididos em grupos rostrais (B7, B8 e B9) que
correspondem aos nucleos dorsalis (NRD), medianus (NRM) e centralis superior,
respectivamente, € o grupamento caudal (B1 a B6). Os neurdnios da Rafe inervam praticamente
todas as regides do encéfalo, enviando axdnios colaterais a areas do cérebro com fungdes
relacionadas (AZMITIA, 1999). O nucleo B7, que compde o NRD, ¢ visto como a principal
fonte de inervagdo serotoninérgica, pois possui a maior concentragdo de neurdnios
serotoninérgicos, cujos axonios se projetam para a regido dorsal do mesencéfalo, onde se localiza
o coliculo superior (BEITZ et al., 1986; HARING, 1991; VERTES; CRANE, 1997). Esse ntcleo
também projeta seus neurdnios para a formagao reticular talamo, amigdala e hipocampo, dentre
outros, e esta diretamente implicado na regulagado fisiologica do fluxo sanguineo cerebral, sono,
enxaqueca, tolerancia ao stress, inibi¢do comportamental e impulsividade (AZMITH & SEGAL,
1978). A destruicao dos nucleos da Rafe pode reduzir a tendéncia exploratéria e diminuir a
atencdo para estimulos externos, além de participar na regulagdo do comportamento alimentar,

variagdo de humor e comportamento sexual (ADELL, et al., 2002).

2.8.2 - Complexo amigdaloide (Ca)

Outra regido importante para o estudo histologico da ativagdo neuronal serotoninérgica ¢
o complexo amigdaloide (Ca). Diversos estudos mostram que essa regido neural ¢ um local
critico para as manifestacdes autonomicas e comportamentais que ocorrem com o medo (LENT,

2008). O Ca recebe informagdes do bulbo olfatério, e projeta diretamente para o hipocampo,
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influenciando processos mneménicos e cognitivos. E dividido em quatro regides principais: 1)
amigdala expandida, que possui os limites anatdmicos mediais e centrais da amigdala; 2)
amigdala com caracteristicas corticais, que sdo por¢des que se ligam as vias olfatérias e
vomeronasal; 3) areas de transi¢ao entre a por¢do ventral dos nucleos e da base e a amigdala
expandida; e 4) nucleos ainda nao classificados, que sdo um grupo de células dispersas na
substancia branca (DALL'OGLIO, 2007). A amigdala expandida é composta por células
justapostas a por¢ado lateral do trato Optico e que possui rede de conexdes neurais entre seus
subnucleos, nucleos do complexo amigdaloide, e nucleos fora do complexo (DONG et al.,
2001), como a formagao hipocampal e os nucleos da Rafe (CANTERAS et al., 1995).

Em seres humanos a estimulagdo do Ca produz ansiedade e sentimento de medo, sendo
uma interface entre a cognicdo € a emogdo, reagdes que incluem mudancas autondmicas,
enddcrinas ¢ somaticas, bem como alteragdes neuromodulatérias da fungdo cerebral, além da

participa¢do no comportamento social (LENT, 2008).

2.8.3 - Formacao hipocampal (FH)

A formacao hipocampal (FH) ¢ um dos sistemas neuronais mais estudados no cérebro,
estando envolvida na resposta ao estresse € no controle de respostas neuroendocrinas (LHATE,
2001). Estd posicionado medialmente a fissura rinal na regido temporal, atrds do complexo
amigdaloide, ocupando as paredes ventroposteriores e ventrolaterias do cortex cerebral (LENT,
2008; BAYER, 1985). Participa do processamento de informagdes sobre eventos ameacadores
(GRAY, 2000), além de se tornar alvo para os efeitos deletérios do estresse. Muitas evidéncias
experimentais mostram que o hipocampo ¢ alterado pela exposicao a estresses, e parece ter um
papel consideravel na mediagdo dos efeitos terapéuticos da cura contra a depressao (JOCA et al.,
2003). Tradicionalmente esta relacionado a processos cognitivos como aprendizado e memoria
(RIEDEL & MICHEAU, 2001).

Estudos de neuroimagem mostram a relagcdo direta da FH com a doenga de Alzheimer,
epilepsia do lobo temporal, envelhecimento cognitivo, amnésia, esquizofrenia e transtornos
depressivos e de ansiedade (SMALL et al., 2011) evidenciando sua importancia na consolidacao
de informagdes de memoria de curto prazo a memoria de longo prazo, aprendizagem e
orientagdo espacial (HOU, et al., 2013). Lesdes hipocampais produzem déficits em relagdo ao
aprendizado dos animais. Em humanos, algumas populacdes seletivas de neurénios da FH se

degeneram na doenc¢a de Alzheimer e em certos tipos de amnésia (LENT, 2008). Segundo DE
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LIMA (1998), lesdes no hipocampo desencadeiam um quadro de desinibi¢do do comportamento
locomotor e exploratorio.

De acordo com Seindenbecher et al., (2003) a comunicacdo amigdala-hipocampo ¢é
importante para a evocacao e a expressao de memorias relacionadas ao medo. Foi demonstrado
que durante a evocagdo de uma resposta condicionada de medo, células de ambas as estruturas
disparam de forma sincronizada com uma frequéncia (ritmo teta) antecedente a aquisi¢do de
memoria aversiva e a resposta do hipocampo. Shumake et al. (2002) demonstraram que animais
geneticamente selecionados com maior sensibilidade a modelos de depressao apresentam
atividade hipocampal aumentada, o que também foi observado em pacientes deprimidos que ndo
respondem a antidepressivos (MALBERG et al., 2000).

A FH ¢ formada por quatro regides corticais: o0 complexo subicular, o cortéx entorrinal, o
giro denteado e o hipocampo propriamente dito. As duas ultimas regides possuem uma grande
variedade de receptores, incluindo os colinérgicos nicotinicos e receptores de serotonina,
principalmente as do subtipo 5-HT;s € SH-T4. O giro denteado (GD) € constituido por células
granulares, e tem a capacidade de formar novos neurdnios nos mamiferos (HOU et al., 2013). E
dividido em trés camadas: camada molecular, camada de células granulares e o hilo (camada
polimérfica). O hipocampo propriamente dito é dividido em trés subcampos. O Corno de Amon
1 (CAl), sitio de predilecdo a lesdo isquémica, possui células piramidais menores e mais
agrupadas. O Corno de Amon 2 (CA2) possui células piramidais maiores, ¢ 0 corno de Amon 3
(CA3), que da mesma forma que CA2, ¢ composto por células maiores € menos agrupadas. Do
ponto de vista estrutural, a FH ¢ a regido cerebral mais propicia aos efeitos neuropatologicos

(MELLO & CAVALHEIRO, 1993; CAVALHEIRO, 1995).
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral:
O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda e cronica e a

neurotoxicidade cronica do chéa de ayahuasca em ratas Wistar por meio de técnicas histologicas

3.2 - Objetivos Especificos:

e Investigar a ocorréncia de alteragdes histologicas no bago, figado e rins de ratas tratadas
com ayahuasca em doses unicas de 30 e 50 vezes a dose usual;

e Investigar a ocorréncia de alteragdes histologicas no bago, figado e rins de ratas prenhas
tratadas com ayahuasca durante 15 dias com doses 1, 2, 4 e 8 vezes a dose usual;

e Avaliar o potencial neurotoxicoldgico por contagem de neuronios viaveis do ntcleo da
Rafe, formacdo hipocampal e complexo amigdaldide de ratas prenhas tratadas com

ayahuasca durante 15 dias com doses 1, 2, 4 e 8 vezes a dose usual.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Material biologico e preparo do cha ayahuasca

O ché ayahuasca utilizado neste estudo foi cedido pelo Nucleo Luz do Oriente da Unido
do Vegetal, com sede em Planaltina-DF. O ché foi preparado em maio de 2011 a partir da cocgao
do cip6 mariri (Banisteriopsis caapi) proveniente de uma chacara localizada em Aguas Lindas de
Goias (15°46° 17 “S, 48° 14’ 56” W) e da folha do arbusto chacrona (Psychotria viridis), colhida
em Sobradinho, Distrito Federal (15° 75 23 “S, 47° 72’ 92 W). Amostras das plantas usadas na
preparagdo do cha foram identificadas e depositadas como exsicatas no Herbarium da UnB com
os numeros de referéncia Azevedo EP 149880 Brahms e Trieto B 149.879 BRAHMS,

respectivamente.

O cha foi preparado sob a coordenagdo do Mestre do Nucleo, seguindo o ritual de feitio
estabelecido, com participacdo dos outros membros do grupo. O material foi colocado em
grandes recipientes, dispostos em camadas alternadas de cip6 e chacrona e recoberto por dgua. O
material foi fervido (Figura 4) por um periodo de 5 horas até atingir uma coloracdo marrom,
coado em peneira e armazenado em recipientes plasticos de 1 L esterilizados. A equipe
envolvida neste estudo participou de todo o processo de preparacdo da ayahuasca, desde a

colheita das espécies, preparo do cha e engarrafamento.

Figura 4: Preparo do ch4 de Ayahuasca pelo Nucleo Luz do Oriente, Unido do Vegetal (UDV)

com sede em Brazlandia-DF.
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Diferencas na composi¢do quimica do chd de ayahuasca sdo esperadas, devido a fatores
ambientais ¢ de cultivo das plantas utilizadas, e da preparagdo da bebida. Cada mestre
ayahuasqueiro tem sua maneira propria de preparo, com diferentes proporg¢des entre mariri
(Banisteriopsis caapi) ¢ a chacrona (Psychotria viridis), tempo de cozimento e diluicdo da

bebida.

Um volume de 30 litros de cha preparado durante o ritual foi cedido para esta pesquisa. O
chd foi armazenado no Laboratério de Toxicologia da UnB em freezer -20°C e posteriormente,
cerca de 10L foram liofilizados (Liotop L101) para a utilizacdo no projeto. Para a determinagao
da densidade do cha, 10 amostras de 10 mL foram liofilizadas separadamente, pesadas e uma

média aritmética foi calculada. A densidade do ché foi estimada em 0,1615 g /mL.
4.2 - Caracterizacio quimica

Padrdes de harmalina (99.2% pureza) e harmina (98% pureza) foram obtidos da Sigma
Aldrich. Por ser uma substancia proscrita no Brasil e em diversos paises no mundo, ndo foi
possivel a aquisi¢do comercial do DMT, que foi sintetizado pela Prof. Maria Lucilia Santos, do
Instituto de Quimica da UnB, seguindo os procedimentos de QU et al. (2011). A identidade e
pureza deste padrao foram determinadas por LC-MS/MS (Shimadzu LC sistema acoplado com
um espectrometro de massas 4000 QTRAP, Applied Biosystem), 'H and *C-NMR (Varian
Mercury Plus spectrometer 7.05 T operating at 300 MHz for 'H and at 75.46 MHz for °C) e LC-
MSD TOF (Agilent 1100 Series).

Os niveis de DMT, harmina e harmalina presentes no cha de ayahuasca obtido da Uniao
do Vegetal foram determinados por CG-MS/MS (Trace Ultra coupled with a TSQ Quantum XLS
Triple Quadrupole; Thermo Scientific). A andlise quantitativa do chd ayahuasca indicou a

presenca de 0.146 mg/mL de DMT, 1,56 mg/mL de harmina e¢ 0,12 mg/mL de harmalina.

4.3 — Animais

Para os estudos foram utilizados um total de 169 ratos Wistar com idade entre 9 e 12
semanas provenientes da Granja R.G. com sede em Sao Paulo, dos quais 19 fémeas para os testes
agudos e 150 animais para o estudo cronico (125 fémeas e 25 machos). As fémeas eram
nuliparas, com variagdo maxima de peso de até 15% (260+£13,3). Os animais foram alojados em
estante Alesco (Harimetro 1550584) no biotério na Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB, em

caixas de polipropileno com tampa de arame zincado e cama de maravalha de pinho branco
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esterilizada em autoclave. Os machos foram mantidos em caixas individuais, e as fémeas em
grupos de trés animais por caixa. Antes do inicio de cada estudo, os animais foram aclimatados
por um periodo de 15 dias. Os animais foram mantidos em condigdes controladas de
luminosidade (12h/12h, claro/escuro), temperatura (23+2 °C), umidade relativa (60 +10%) e
receberam agua potavel e ragdo comercial Purina® ad libitum. O manejo e cuidado com os
animais seguiram os principios éticos da experimentacdo animal segundo critérios estabelecidos
pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB. O

protocolo experimental adotado foi previamente aprovado pelo CEUA (protocolo n.

107766/2010; Anexo 1).

4.4- Estabelecimento das doses

Em todos os estudos, o tratamento dos animais com cha ayahuasca foi feito por gavage,
com auxilio de sonda uretral flexivel (numero 6) (Figura 5). As doses administradas basearam-se
no consumo ritualistico da Unido do Vegetal, de 150 ml para uma pessoa de 70 kg. Doravante,
esta dose ritualistica sera denominada dose 1X, e as doses utilizadas nos estudos serdo
proporcionais a esta dose (1X, 2X, 4X, 8X, 30X ou 50X). As doses dos grupos tratados foram
preparadas a partir do material liofilizado, ajustado para o peso do animal, e ressuspendidas para

2 ou 3 mL com agua filtrada.

Figura 5: Procedimento de gavage com administra¢ao do cha de ayahuasca em ratas Wistar.
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4.5 - Toxicidade aguda

A avaliacdo da toxicidade aguda do ché da ayahuasca utilizando técnicas histoldgicas foi
realizada no ambito do estudo de Pic-Taylor et al. (2014; Anexo 2) utilizando o protocolo
OECD-423 (OECD, 2001). Nesse protocolo, trés animais fémeas sao expostas a uma dose inicial
selecionada, o teste repetido, e dependendo do numero de animais que foram a Obito, uma
segunda dose ¢ testada. No presente estudo, a dose inicial foi de 30X, e a dose subsequente de
50X, que foi a maior dose que pode ser diluida em 3 mL para gavagem. Foi também incluido no
estudo um grupo controle. O protocolo do estudo estd mostrado na Figura 6. Todos os animais
do grupo de estudo ficaram em jejum por um periodo de 12 horas antes do tratamento. Os
animais do grupo controle receberam agua filtrada e em todos os grupos o volume administrado
foi de 3 mL em todos os grupos. Apos a administragdo, os animais foram observados por quatro
horas, quando a racao foi re-introduzida. Os animais foram avaliados diariamente quanto a sinais
de toxicidade e no 14° dia foram submetidos a eutandsia por exposi¢ao a CO,. Os 0Orgaos
(cérebro, coragdo, bago, estdbmago, intestino, figado e rins) foram retirados para avaliagdo
macroscopica quanto ao aspecto, peso, coloracdo, tamanho e consisténcia. Bago, figado e rins

foram preparados para avaliacdo histologica.

7-Grupo controle
(3mL 3gua fitrada)

Peso dos 6rgaos,
avaliacao
macroscopica e
avaliacao
histologica do baco,
figado e rins.

) 4 6-Ayahuasca 30

(3mL)
e [
0 -Ayahuasca 50X

(3mL)

Figura 6: Delineamento experimental de ensaio toxicologico agudo com o cha de ayahuasca em

ratas Wistar.
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4.5.1 — Processamento histolégico

As amostras de figado e bago dos animais foram seccionados em fragmentos de até 0,5
cm e os rins inteiros foram mergulhados em solucdo formalina 4% tamponada (pH 7,4) e
mantidos em geladeira por 24 horas. Os fragmentos e os rins foram desidratados em série
etandlica crescente de 70, 80, 90%, durante uma hora cada, sendo entdo mergulhados em trés
solugdes de alcool absoluto durante 1 hora. A diafanizagdo foi feita durante 45 minutos em
alcool e xilol (1:1), seguido por trés banhos de uma hora de xilol 100%. Na etapa da inclusao, o
material foi submetido a trés banhos de 1 hora a 60°C em estufa com parafina purificada. O
material foi incluido em blocos de parafina moldados em metal formato L e os blocos
seccionados com 5 um de espessura utilizando micrétomo de marca LEICA. As sec¢des foram
colhidas em laminas de vidro e mantidas em estufa a 39° C por pelo menos um dia, para sua
aderéncia as laminas. As laminas foram retiradas da parafina utilizando-se trés banhos de xilol,
dois banhos de alcool absoluto € em série etandlica decrescente de 90, 80 e 70%. Os cortes foram
corados com hematoxilina durante 25 segundos, lavados em agua corrente e submersos em

eosina por 2 minutos.

Depois de corado, o material foi desidratado em solugdo crescente de alcool com
concentragao 70%, 80%, 90% e duas vezes no alcool absoluto (banhos de 1,5 minutos cada), e
diafanizados em xilol (xilol 1: 1 minuto; xilol 2: 2 minutos e xilol 3: 3 minutos). Apds o ultimo
banho de xilol, as mesmas foram montadas com Entellan (Merck), recobertas com laminulas e
posteriormente colocadas para secagem em caixas de plastico, por no minimo 48 horas até sua
limpeza e codificacdo. As laminas foram analisadas e fotografadas em Apério Scanscope com
auxilio de microscopia Optica comum (Olympus BX41). Foram obtidas de quinze a vinte ldminas
de cada orgdo, e trés laminas com cortes escalonados (pulando no minimo cinco cortes) foram
selecionadas para analise microscopica. Cada lamina confeccionada representa no minimo dois
cortes de o6rgdo. As laminas foram codificadas aleatoriamente, sem conhecimento do avaliador a

que animal/grupo pertencia.

4.5.2 — Analise histologica qualitativa

Na leitura das laminas, considerou-se padrdo de normalidade para o figado: bom estado
de conservagdo, homogeneidade de aspecto, identificagdo de l6bulos hepaticos integros, espaco-

porta integro e veias hepaticas bem definidas; corddes sinusdides presentes,
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integros, confluindo para veia centro-lobular. Nos capilares sinus6ides entendeu-se como normal
a presenca de algumas hemacias. Nas células hepaticas, consideraram-se normais aquelas com
um ou mais nucleos integros, em geral centralizados, e nucléolos bem evidentes. No citoplasma,
foi considerado padrao de normalidade encontrar areas basofilas e eosinoéfilas.

Nos rins, a normalidade obedeceu aos quesitos: bem conservados, apresentando
corpusculos renais e tibulos contorcidos proximais e distais integros; os glomérulos formados
por capilares, células endoteliais e mesangiais sem alteracdes histoldgicas. Outros itens
avaliados: capsula de Bowman integra, presenca de células cubicas ou poliédricas, apresentando
citoplasma eosinofilo e nucleo arredondado. Na regido medular, analisaram-se as al¢as de Henle
junto aos capilares e tibulos coletores, estes com citoplasma bem delimitado e nucleo esférico,
quando dentro da normalidade.

Para o bago foi considerado para avaliagdo de normalidade a integridade do tecido,
polpas evidentes e organizadas, nticleos e citoplasma integros, auséncia de necrose.

Para avaliar as alteracdes dos respectivos 6rgdos foram considerados: coloracdo padrio ja
bem estabelecida para as estruturas, alteracdo na morfologia de nucleos, rompimento de limites
de alguma organela citoplasmatica, presenga de congestdo vascular, areas com infiltrado
inflamatorio, congestdo de vasos e capilares, niicleos com cromatina extremamente condensada,
edema, esteatose e areas de degeneragdes reversiveis (hidropica e gordurosa) e irreversiveis
(necrose e apoptose).

Foram avaliadas trés laminas de cada 6rgao, e cada lamina analisada foi classificada com
um valor numérico conforme: (1) alteracdo histoldgica presente, (2) alteracdo histologica

ausente. Ao final, foram calculadas as médias desses valores para cada amostra.

4.6 — Toxicidade cronica durante a gestacio

A avaliacdo da toxicidade cronica do chd da ayahuasca durante a gestacdo utilizando
técnicas histoldgicas foi realizada no ambito do estudo de Motta (2013) para avaliar a toxicidade
reprodutiva e embriotoxicidade utilizando o protocolo OECD-414 (OECD, 2001). Para o
acasalamento, trés ratas foram transferidas para a caixa de um macho durante as trés ultimas
horas do periodo escuro (6 as 9 da manhd). Apos este periodo, as fémeas foram retiradas das
caixas, realizou-se o lavado vaginal com solucao fisioldgica e coletado o esfregago vaginal, que
foi analisado em microscépio optico (Olympus BX41) com aumento de dez vezes. O inicio da

gestacdo (dia zero da prenhez = DO0) foi confirmado apds a verificagdo da presenga de células
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corneificadas e espermatozoides no esfregaco vaginal. As fémeas que apresentavam esfregaco
vaginal negativo eram novamente colocadas para acasalamento trés dias depois.

Nesse estudo, 125 fémeas prenhes foram divididas de forma aleatoria em cinco grupos
(N=25 cada), sendo um grupo controle e 4 grupos tratados nas doses de 1X, 2X, 4X e 8X. O
grupo controle recebeu agua filtrada. Em todos os grupos, o volume final de administragdo foi de
2 mL. As fémeas foram tratadas diariamente do 6° ao 20° dia de gestag¢do, que corresponde ao
periodo de implantagdo, organogénese e o desenvolvimento fetal. No 21° dia, os animais foram

eutanasiados com CO; e feita a laparotomia.

125 rat
fémeasﬁ:v{izsstar 15 dias de N°diade EUNELEL] Avaliacdo

orenhas tratamento gestacio:  ftl histopatologica
(2mL) Eutandsia (bago, figado e
(C02)e rins)
\ 25: grupo controle gz::m 4 grupo controle 23 grupo controle
v, 23:ayahuasea 1X gestos: 4 ayahuasea IX 2 ayahuasca 1X
> » 25: ayahuasca 2X 00 4 qyahuasea JX 25 ayahuasea 2X
00fagao,

15: ayahuasca 4X. yo geago 4 yaluascadX 2 ayahuasca 4X
ik 23:ayahuasea §X  estémazoe 4 ayahuasea $X 29 ayahuasea $X

fins.

Figura 7: Delineamento experimental da toxicidade materna, reprodutiva e fetal com o ché de

ayahuasca em ratas Wistar prenhas.

4.6.1 - Toxicidade materna

Confirmada a gestacdo, a massa corporal ¢ a ragdo foram mensuradas no dia zero, no 6°
dia e, entdo a cada trés dias até o 21° dia (eutanasia). Os animais foram observados apos a
primeira hora de tratamento e subsequentemente diariamente quanto a sinais clinicos de
toxicidade incluindo sangramento vaginal e narinas, estresse, salivagdo, lacrimejamento, letargia,
cianose, diarreia, piloerecdo, perda de coordenacdo motora, tremores, vocalizagdo, contorgoes,

convulsdes, e obito.

26



4.6.1.1 — Eutanasia e laparotomia

Os animais que sobreviveram aos tratamentos foram eutandsiados no 21° dia de gestagao
por exposicao ao CO, e procedeu-se a laparotomia. Foram retirados o coracao, baco, figado,
estomago e rins, que foram avaliados macroscopicamente quanto ao aspecto, coloragdo, tamanho
e consisténcia. Os orgdos foram rapidamente lavados em solucao salina (0,9% NaCl) e pesados.
O bago, figado e rins dos animais foram fixados em solucdo de formalina 4%, e processados para

analise histoldgica como descrito no item 3.5.1..

4.6.1.2 — Coleta do cérebro

O cérebro de quatro animais de cada grupo foi retirado para avaliagao histologica. Para
retirada do cérebro da caixa craniana, a cabeca foi separada do resto do corpo do animal por um
corte transversal na altura do pescogo. A pele que reveste o cranio foi retirada por meio de corte
até a altura dos olhos do animal, os musculos removidos e o cranio exposto. Com uma tesoura de
ponta fina, fez-se um pequeno corte na regido de inser¢ao da coluna vertebral em direcao a
sutura dos 0ssos na parte superior do cranio, tomando cuidado para que nenhuma das pontas da
tesoura se aprofundasse, para ndo lesar o cérebro. A dura-mater foi removida com cuidado com o
auxilio de uma tesoura de ponta fina, rompeu-se os nervos e ligamentos com uma espatula, e o
encéfalo foi colocado em placa de Petri limpa e esterilizada. O encéfalo foi pesado e
imediatamente colocado em substancia de fixacdo (formalina 4% tamponada) durante 24 horas
para subsequente armazenamento em solu¢do de sacarose 30% em geladeira por no minimo 72

horas antes do processamento para avaliagdo da perda neural.

4.6.1.3 - Avaliaciao de perda neuronal

Foram selecionadas para estudo as seguintes regides do cérebro: niicleo dorsal da Rafe,
amigdala (ntcleo basolateral posterior: BLP) e formacao do hipocampo (giro denteado: GD, e
areas do Cornu Ammonis CA1l, CA2, CA3) (Figura 8). Estas areas correspondem a regides ricas
em receptores de serotonina no cérebro, e foram identificadas baseadas no livro Rat Brain Atlas
(PAXINOS and WATSON, 2009).

De cada regido, foram cortados fatias de 50 um de espessura utilizando um micré6tomo
vibracional (KD 400). As fatias foram mantidas durante um minimo de 48 horas em solucdo

aquosa anti-congelante 0,2M (fosfato de sédio monobasico (6,25 g/L) e fosfato de sodio
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dibasico (41,5 g/L) Apds esse periodo, os cortes foram recolhidos diretamente sobre ldminas
gelatinizadas. Ao menos uma lamina com duas fatias de cada uma das regides do cérebro foram

confeccionadas, coradas e analisadas (RASCore) para cada animal.
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Figura 8: Representacdo esquemadtica do encéfalo demonstrando suas sub-regides. A:
hipocampo direito e esquerdo; B: nucleos da Rafe e C: complexo amigdaloide direito e
esquerdo. Figura com adaptacdes, disponivel em:
http://www.wesapiens.org/hosted file/agtuY XR1emFzY29wZXITCxIKSG9zdGVkRmlsZRi140s
8BDA/

Foi realizada a coloragdo Nissl para a detec¢do de perda neuronal. Apds a montagem dos
cortes em laminas gelatinizadas, esperou-se 20 minutos para aderéncia das mesmas, e procedeu-
se ao processo de diafanizacdo, que consiste em dois banhos de xilol (Vetec) com duracao de 2
minutos cada. Para a hidrata¢do do espécimen foi realizado banhos em alcool em concentragdes
decrescentes com duragdo de dois minutos cada: dois banhos de alcool 100%, dois banhos de
alcool 95%, um banho de alcool 70% e um banho de alcool 50%. Para finalizar a hidratacao, foi
efetuado um banho de 4gua destilada por 2 minutos. As ldminas foram coradas em solucdo de
cresil violeta por 7 minutos e o excesso do corante foi retirado por mergulhos em dgua destilada.

A desidratagdo dos cortes consistiu em 5 mergulhos das laminas em alcool 50% seguidos
de 5 mergulhos em alcool 70%. Para melhor fixacdo da coloragdo, foi realizada uma imersao
rapida em solugdao de acido acético:alcool (1:100). O espécimen foi submetido a sucessivos
banhos de alcool em concentracao crescente: um banho em alcool 70%, trés banhos em alcool

96% seguidos de trés banhos de alcool 100% com duragdo um minuto cada. O espécimen foi
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entdo diafanizado novamente, com dois banhos de xilol (2 minutos). Colocou-se finalmente uma
gota de Enthelan (Merck) sobre o espécimen e fechou-se a 1amina com laminula.

Foram utilizados dois cortes seriados de cada regido do cérebro para cada animal com
distancia de 50 um entre eles. A avaliagdo do grau de perda neuronal foi feita com a utilizagao
de um microscopio de marca LEICA DM 2000, com aumento 10x, 20x e 40x. O software de
andlise utilizado acoplado junto ao microscopio foi o Leica Aplication Suite (LAS) V4.1 Core.
Foi atribuido um escore para cada uma das regidoes, de cada hemisfério do hipocampo e
amigdalas, e da regido central dos ntcleos da Rafe, de acordo com a Tabela 1.

Os achados referentes aos animais do grupo controle foram utilizados para a
caracterizacdo do padrdo de 100% de neurdnios viaveis e saudaveis (escore 0; Tabela 1). A
contagem de neuronios viaveis das mesmas areas avaliadas previamente serviu para uma analise
quantitativa dos cortes. Todas as imagens capturadas para posterior analise foram codificadas, e

a correspondéncia com o grupo experimental ndo era de conhecimento do avaliador.

Tabela 1. Escores utilizados na avaliagdao do grau de lesdo neuronal.

Escore Percentual de neuronios saudaveis

(nucleo e nucléolo evidentes)

0 100%

1 >75% e <100 %
2 >50%a75 %
3 >25%a50%
4 4<25%

A contagem de neurdnios do hipocampo direito e esquerdo foi feita num perimetro 500
um para a area da ponta do giro denteado, 1.000 um para a drea de CA1l e CA3 e 900 um para a

area de CA2, como mostrado na Figura 9.
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Figura 9: Representacdo esquematica do hipocampo (A) e suas sub-regioes CAl, CA2, CA3 e

GD (B), onde foi realizada a quantificagdo neuronal pela técnica de Nissl, aumento de 40x.

Para as amigdalas e nucleos da Rafe, o perimetro para avaliagdo neuronal foi de 1.000
um (Figuras 10 e 11). Foram contados todos os neuronios no interior da area delimitada e
aqueles em contato com a linha de limitacdo. Todas as contagens foram avaliadas no aumento de
200x. O resultado final foi a média dos trés cortes que correspondeu ao numero total de
neurdnios mostrados em cada uma das regides: hipocampo ¢ amigdalas (direito e esquerdo) e

area central dos nucleos da Rafe.
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Figura 10: Representacdo esquemadtica do complexo amigdaldide (A) onde foi realizada a
quantificagdo neuronal (B) pela técnica de Nissl em 1.000 pm?. Os neurénios em contato com a

area de delimitacdo foram incluidos na contagem. Aumento de 200x.
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Figura 11: Representacdo esquematica da regido dos nucleos dorsais da Rafe (A) onde foi
realizada a quantificagdo neuronal (B) pela técnica de Nissl em 1.000 umz. Os neurdnios em

contato com a area de delimita¢do foram incluidos na contagem, aumento de 100x.

4.7 - Analise estatistica

Para o ganho de peso materno e consumo de ra¢do a analise estatistica dos dados foi
realizada pela analise da variancia de uma via (ANOVA), Tukey (peso materno), teste Kruskal-
Wallis seguido de U Mann- Whitney (ganho de peso materno e consumo de ra¢do). Para a analise
de perda neuronal foi utilizado ANOVA seguido de Tukey, e para a histologia dos 6rgdos da
cavidade corporal (bago, figado e rins) foi utilizado o teste Qui-quadrado para determinacao de
associagdo entre dose e lesdo; quando houve significancia, foi empregado o Teste Exato de
Fisher, entre o grupo controle e cada grupo tratado. Em todos os casos a diferenca foi
considerada estatisticamente significante quando p < 0,05. Os cdlculos estatisticos foram

realizados com o programa IBM SPSS Statistics 20 ou Prisma.
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5 - RESULTADOS
5.1 - Toxicidade aguda

Durante o teste de toxicidade aguda segundo o protocolo OECD 423, foi observado um
obito entre os seis animais tratados com a dose inicial de 30X, que ocorreu duas horas apos a
gavage. Segundo o protocolo, quando o numero de Obitos € inferior a 2 por cada grupo de 3
animais, o teste deve ser repetido com uma dose maior, que nesse experimento foi de dose para
50X a dose ritual, dose maxima possivel devido a dificuldade para solubilizar o cha liofilizado
em 3 mL. Nesse grupo de seis animais ocorreu também um 6bito, cinco horas e 40 minutos apos
a gavage. Esses obitos foram precedidos de piloerecdo e tremores seguidos de convulsdes. Dessa

maneira, a LD50 do cha ¢ maior que 50X a dose usual, indicando baixa toxicidade aguda.
5.1.1 - Peso dos orgaos

Nao houve diferenga significativa no peso do cérebro, bago, coragdo, figado e rins dos
animais tratados com ayahuasca em comparacdo ao grupo controle (Figura 12). Porém, houve
um aumento significativo no peso do estdbmago dos animais dos grupos tratados em comparagao

ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 12: Peso dos 6rgdos de ratas Wistar tratadas com 30 e 50X a dose usual. Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo. Em todos os casos, a diferenga foi considerada
estatisticamente diferente quando p<0,05, sendo representado por letras diferentes. Os resultados

foram analisados por Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.
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Figura 13: Peso do estobmago dos animais controle e tratados com a ayahuasca nas doses 30X e
50X a dose usual. Os valores estdo expressos em média £ erro padrdo. Em todos os casos, a
diferenca foi considerada estatisticamente diferente quando p<0,05, sendo representado por *. Os

resultados foram analisados por Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.
5.1.2 - Avaliacao macroscopica dos orgaos

Nao foi observada nenhuma alteragdo macroscopica no cérebro, figado, rins, bago e
coracdo. Porém o estomago de todos os animais tratados com ayahuasca estavam dilatados no
momento da necropsia 14 dias ap6s o tratamento, com um aumento significativo no tamanho e

alteracdo da coloragdo em comparagao com ao grupo controle (Figura 14).

A | B

Figura 14: Diferenca morfolégica (tamanho e aspecto) do estdmago dos animais do estudo. A:

grupo controle, B: ayahuasca 30X e C: ayahuasca 50X.
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5.1.3 — Analise histologica do baco, figado e rins

Nao foram realizadas analises histologicas dos orgdos dos animais que foram a 6bito
durante o experimento. Para os animais que finalizaram o experimento, a eutanasia seguida de
necropsia foi efetuada no 14° dia apods o tratamento com cha de ayahuasca. Os rins e fragmentos
de bago e figado foram retirados e submetidos ao processamento histologico com a finalidade de
examinar provaveis alteragdes morfoldgicas microscopicas nos respectivos 6rgaos sobre o efeito
do tratamento. Os cortes foram corados com HE (hematoxilina e eosina) para a observagdo das

caracteristicas gerais, ¢ analisadas em microscopia otica.

Todas as alteracdes histologicas observadas no figado, bago e rins dos animais tratados
foram de intensidade leve, ou seja, representam menos de 25% do campo analisado, e ndo foram
consideradas relevantes. No bago a organizagdo do tecido foi semelhante em todos os grupos,
com a polpa branca/nddulo linfatico bem delimitado (seta), e polpa vermelha bem evidente
(cabeca de seta) (Figura 15). O figado apresentou-se com corddes de hepatdcitos bem
organizados e semelhantes tanto no grupo controle quanto nos grupos tratados (Figura 16). A
histologia dos rins mostra a organizacao medular (Figura 17 A, C e E) dos grupos ayahuasca
30X e 50X, similar ao grupo controle. Os glomérulos renais se apresentaram com parametros de

normalidade em todos os grupos do estudo (Figura 17 B, D e F).
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Figura 15: Fotomicrografia mostrando cortes histoldgicos de bago de ratas pertencentes aos trés grupos de

estudo. A a C - grupo controle ; D a F - ayahuasca 30X; G al - ayahuasca 50X. Polpa branca/nédulo

linfatico bem delimitado (seta) e polpa vermelha bem evidente (cabega de seta). Aumentos 40x, 80:))’(66 400x,

respectivamente. Coloracdo HE.
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Flgura 16: Fotomicrografia mostrando cortes histologicos do figado de ratas pertencentes aos trés grupos

de estudo. A e B: grupo controle, C e D: ayahuasca 30X, E e F: ayahuasca 50X. Aumento de 200x e 400x
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respectivamente. Coloragdo HE.
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Figura 17: Fotomicrografia mostrando cortes histologicos da regido medular e dos glomérulos renais dos

rins de ratas pertencentes aos trés grupos de estudo. A e B: grupo controle, C e D: ayahuasca 30X, E e F:

ayahuasca 50X. Aumento de 100x e 400X, respectivamente. Coloragao HE. 38



5.2 — Toxicidade Cronica

Para toxicidade cronica, foi utilizado o protocolo da OECD 414, com 4 grupos tratados
(ayahuasca 1X, 2X, 4X e 8X) durante 15 dias do periodo gestacional (6° ao 20° dia). Os animais
foram observados diariamente quanto a sinais clinicos, € peso corporal e consumo de racao
foram mensurados a cada trés dias. Durante o periodo de estudo, ocorreram 11 6bitos no grupo
ayahuasca 4X e 13 obitos no grupo de ayahuasca 8X. As mortes foram precedidas de sinais
clinicos de toxicidade como tremores, cromodacriorréia, piloerecdo, lordose, cianose e
convulsdo, apds a intoxicacao pelo chd de ayahuasca (Figura 18). O inicio dos sinais clinicos
descritos aconteceu aproximadamente 10 minutos apos a gavage. Nao foi feito necropsia nestes

animais.

Figura 18: Sinais clinicos observados em ratas Wistar durante o tratamento com o chad de
Ayahuasca nas doses 4X e 8X. A: Cromodacriorréia (setas), B: cianose (setas), C: lordose e

piloerecdo (seta) em uma rata no momento da convulsdo.
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Nao foram realizadas necropsia nos animais que foram a dbito, principalmente por que
muitos foram a 6bito durante a noite, sem a presenca do pesquisador. Nesse caso, assumiu-se que
0 Obito ocorreu 12 horas apds a administracdo. Foi observado que os 0bitos no grupo ayahuasca
4X tiveram inicio 96 horas apds o inicio do tratamento, enquanto que no grupo ayahuasca 8X os
obitos iniciaram-se 48 horas apos o inicio do tratamento. A Figura 19 contabiliza o tempo de
vida em horas dos animais dos grupos 4X e 8X que chegaram a 6bito. Observa-se que os animais
do grupo de 4X tiveram o tempo de vida maior do que aqueles do grupo de ayahuasca 8X, porém

esta diferenga nao foi estatisticamente significativa.

200 -
180 -
160 -
140 -

Média do Tempo de vida em horas

X (N=11) 8 (N=13)

Figura 19: Tempo de vida em horas das fémeas dos grupos ayahuasca 4X e 8X que foram a
obito. Os valores estdo expressos em média e erro padrdo. Os resultados foram analisados pelo

teste de U Mann-Whitney.
5.2.1 - Avaliaciao do consumo de racio e do ganho de peso corporeo

Os resultados do consumo de ragdo e ganho de peso (GP) corporeo das ratas tratadas com
ayahuasca e controles estdo apresentados nas Figuras 20 a 22. Foi observada que os animais do
grupo controle consumiram significativamente mais ragdo ao longo dos 15 dias quando
comparados com os animais dos grupos de 1X, 4X e 8X. Porém ndo houve diferenca
significativa entre o consumo de racdo do grupo controle e o grupo ayahuasca 2X ao longo do
experimento (Figura 20). Além do mais, nao houve diferenga significativa no consumo de ragao

entre o grupo controle e os grupos tratados com ayahuasca no fim do estudo (Figura 21).
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Figura 20: Consumo de racdo em gramas dos grupos experimentais. Os valores estdo expressos

em média e erro padrdo. Em todos os casos, a diferenca foi considerada estatisticamente

significativa quando p<0,05, sendo representado por *. Os resultados foram analisados por

Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney
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Figura 21: Média do consumo total de ragcdo em gramas dos grupos experimentais. Os valores

estdo expressos em média e erro padrao. Os resultados foram analisados por Kruskal-Wallis

seguido de U Mann-Whitney
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O grupo ayahuasca 2X evidenciou um ganho de peso significativo quando comparado ao
grupo controle no intervalo de tempo do primeiro ao nono dia de gestacdo, neste periodo os
animais receberam trés doses de tratamento (do 6° ao 9° dia). Porém apds este periodo nio
houve ganho significativo. Com relacdo ao grupo ayahuasca 4X, foi observada uma
desaceleragdo no ganho de peso no periodo do 12° a015° dia de gestagdo, porém ap0s esta fase, o
ganho de peso foi similar aos outros grupos. No que diz respeito ao grupo ayahuasca 8X foi
observado dois picos de aumento de massa corporal um até o sexto dia gestacional e um do 12°
ao 15° dia gestacional. Apesar destas flutuagdes no ganho de peso em grupos tratados, o peso

final (dia 21) ndo foi alterado significativamente.
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Figura 22: Ganho de peso corporeo em gramas dos grupos experimentais. Os valores estdo
expressos em média e erro padrio. Em todos os casos, a diferenga foi considerada
estatisticamente significativa quando p=<0,05, sendo representado por *. Os resultados foram

analisados por Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.

42



5.2.2 - Peso dos orgaos

O peso dos 6rgdos estd relacionado de modo direto com a atividade metabodlica, bem
como o0 proprio peso corporeo do animal. Os resultados obtidos do peso dos 6rgdos dos grupos

experimentais estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Peso dos orgdos de ratas Wistar controles e tratadas com cha de ayahuasca durante ao

periodo gestacional (6° ao 20° dia).

Controle 1X 2X 4X 8X
N=25 N=25 N=14 N=12
Bago 0,86+0,03 0,81+0,03 0,86+0,03  0,79+0,04  0,90+0,05
Cérebro 2,07+0,04 1,99+0,03 2,00£0,02  1,97+0,03  2,08+0,03
Coragio 0,98+0,02* 0,94+0,02*  1,01+0,03"  0,89+0,02*  1,05+0,06"
Estdmago 4,33+0,34 6,82+0,63"  6,58+0,48"  4,19+044  6,88+1,15"
Figado 13,86+0,43 13,50£0,36  13,6240,27  13,09+0,44  13,71+0,44
Rim direito 1,010,02 0,98+0,02 1,00£0,02  0,96+0,03  1,03+0,03
Rim esquerdo  0,96:0,02 0,93+0,02 0,95+0,02  0,90+0,02  1,00+0,03

Os valores estdo expressos em média + erro padrao. Em todos os casos, a diferenca foi considerada
estatisticamente diferente quando p<0,05, sendo representado por letras diferentes. Os resultados foram

analisados por Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.

Nao foi encontrado variagdes significativas no peso do bago, cérebro, figado e rins dos
animais dos cinco grupos experimentais. Foi observado aumento significativo do peso do
coragdo nos animais do grupo ayahuasca 2X com relagdo a todos os outros grupos. O peso do
estbmago foi significativamente maior nos grupos de tratamento 1X, 2X e 8X quando

comparado ao grupo controle, porém este aumento ndo foi observado no grupo 4X.

5.2.3- Analise macroscopica dos orgaos

Na avaliagdo macroscopica, alguns oOrgdos apresentaram alteragdes relevantes, como

mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3: Alteracdo macroscopica dos 6rgdos de ratas Wistar controles e tratadas com cha de

ayahuasca durante ao periodo gestacional (6° ao 20° dia).

Controle 1X 2X 4X 8X

N=25 N=25 N=25 N=14 N=12

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Bago ¢/ forma irregular 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(8,3)
Estomago dilatado 1(4) 10 (40)* 4 (16) 1(7,1) 6 (50)*
Figado amarelado 0(0) 0(0) 0 (0) 1(7,1) 1(8,3)
Figado ¢/ necrose gordurosa enzimatica 0(0) 0(0) 0(0) 1(7,1) 2 (16,7)
Intestino dilatado 6 (24) 9 (36) 8(32) 3(21,4) 10 (83,3)*

Os valores estdo expressos em numero de casos (N) e porcentagens. Em todos os casos, a diferenga foi
considerada estatisticamente diferente quando p<0,05, sendo representado por *. Os resultados foram

analisados por Qui-quadrado seguido de Teste Exato de Fisher.

Algumas dessas alteragdoes, como estomago (Figura 23) e intestino dilatados foram
constatadas em todos os grupos de experimento. Formas irregulares foram identificadas no bago
de um animal do grupo ayahuasca 8X (Figura 24), porém sem associa¢do significativa entre dose
e alteragdo macroscopica. Foi observado estdmago dilatado em todos os grupos estudados,
porém esta diferenca s6 foi estatisticamente significativa em relagdo ao controle nos grupos de
1X e 8X, portanto sem correlagdo com a dose. O figado um animal do grupo ayahuasca 4X e
dois do grupo ayahuasca 8X apresentaram-se amarelados, edemaciados e com necrose gordurosa
enzimatica (Figura 25). Para a alteragao “intestino dilatado” houve diferenga significativa para o
grupo de tratamento ayahuasca 8X comparado ao grupo controle. Nao foram encontradas

alteragdes macroscoOpicas no cérebro, coracdo e rins das ratas tratadas com ayahuasca.
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Figura 23: Alteracdes macroscopicas no estdmago de ratas Wistar tratadas com ayahuasca. A:

grupo controle; B: ayahuasca 1X; C: ayahuasca 2X; D: ayahuasca 4X e E: ayahuasca 8X.

Figura 24: Alteragdes macroscopicas no baco de ratas Wistar tratadas com ayahuasca. A:
baco de um animal do grupo controle, B: bago de um animal do grupo ayahuasca 8X, notar

formas irregulares (setas).
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Figura 25: Alteragdes macroscopicas no figado de ratas Wistar. A: figado de um animal do
Grupo Controle. B: figado de um animal do grupo ayahuasca 4X. C e D: figado de animais do

grupo ayahuasca 8X. Notar a formagao necrose gordurosa enzimatica (setas).

5.2.4 - Analise histologica do baco, figado e rins pela microscopia optica

Para o estudo cronico, ndo foi efetuado estudo histologico dos 6rgaos dos animais que
foram a oObito antes do fim do experimento (grupos 4X e 8X). Os rins e fragmentos de bago e
figado dos animais que foram eutanasiados no 21° dia de gestagdo foram retirados durante a
necropsia e submetidos ao processamento histologico com a finalidade de examinar alteragdes
morfoldgicas detectaveis devido ao tratamento. Os cortes foram corados com HE (hematoxilina e
eosina) para a observacao das caracteristicas gerais. Todas as alteragcdes histologicas observadas
nos o6rgaos dos animais do teste cronico, foram de intensidade leve, ou seja representam menos

de 25% do campo analisado
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5.2.4.1 - Analise histolégica do Baco

Nos animais tratados e do grupo controle, foi observado a preservacao da capsula e das
trabéculas, com a polpa branca bem evidenciada e sem alteracdes, com nddulos linfaticos
preservados e a polpa vermelha com formagdes das trabéculas sem alteracdes histologicas
(Figuras 26).

Figura 26: Fotomicrografia mostrando cortes histologicos de bagos de ratas pertencentes
aos varios grupos de estudo. A: grupo controle, B: ayahuasca 1X, C: ayahuasca 2X, D:
ayahuasca 4X e E: ayahuasca 8X. Notar capsula (seta fina), polpa branca bem delimitada

47
(cabeca de seta) e polpa vermelha bem evidente (seta). Aumento de 100x. Coloracao HE.



A Tabela 4 resume as alteragcdes observadas no baco nos animais tratados e no grupo
controle. Apesar do niimero de animais com alteragcdes ser maior nos grupos tratados, as
diferencas ndo foram significativas. A congestdo ¢ hemorragia sdo caracterizadas por uma
coloragdo vermelha escura e degeneragdao das células (Figura 27 C) (ROBINS & COTRAN,
2005). Focos isolados de alteracdes severas como a necrose (Figura 27 C e D) foram encontrados
em animais dos grupos tratados com as maiores doses (ayahuasca 4X e 8X). A necrose ¢ um tipo
de lesao irreversivel que envolve grande edema celular, desnaturagdo e coagulagao das proteinas

(ROBBINS & COTRAN, 2005; BOGLIOLO, 2011).

Tabela 4: Alteracdes histologicas encontradas no bago de ratas do grupo controle e dos varios

grupos de tratamento com o ché de ayahuasca em suas respectivas doses.

Controle 1X 2X 4X 8X
N=25 N=25 N=25 N=14 N=12
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Congestao 1(4) 2(8) 2(8) 2(14,3) 3(25)
Hemorragia 1(4) 2(8) 14) 2(14,3) 3 (25)
Necrose 0(0) 0(0) 0(0) 1(7,1) 1(8,3)

Os valores estdo expressos em numero de casos (n) e porcentagens. Em todos os casos, a diferenca foi
considerada estatisticamente diferente quando p<0,05, sendo representado por *. Os resultados foram

analisados por Qui-quadrado seguido de Teste Exato de Fisher.
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Figura 27: Fotomicrografia mostrando cortes histologicos de bagos de ratas pertencentes aos grupos
A: grupo controle, a polpa branca aparece bem delimitada (circulo), aumento de 100x B: Regido
mostrada em A com aumento de 200x. C: ayahuasca 4X, congestdo (cabeca de seta), hemorragia
(seta) e nodulo linfatico em processo necrotico (circulo), aumento de 100x. D: ayahuasca 8x, necrose

na polpa branca, aumento de 200x. Coloracao HE.

49



5.2.4.2 — Analise histologica do Figado
O figado ¢ o segundo maior 6rgao do corpo (BOGLIOLO, 2006), sendo responsavel pelo
processamento e armazenamento dos nutrientes absorvidos no trato digestivo. Este 6rgao ¢

vulnerdvel a uma ampla variedade de agressdes metabolicas, toxicas, microbianas, circulatorias e

neoplasicas (ROBINS & COTRAN, 2005).

A Tabela 5 sumariza os achados histoldgicos do figado de animais do grupo controle e

demais grupos de tratamento.

Tabela 5: Alteragdes histologicas encontradas no figado de ratas do grupo controle e dos varios

grupos de tratamento com o ché de ayahuasca em suas respectivas doses.

Controle 1X 2X 4X 8X

N=25 N=25 N=25 N=14 N=12

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Congestao 1(4) 2(8) 3(12) 2(14,3) 3 (25)
Corpusculo hialino 0(0) 0(0) 1(4) 0(0) 1(8,3)
Degeneragao hidropica 3 (12) 3(12) 3(12) 4 (28,6) 4 (33,3)
Esteatose 1(4) 2(8) 4 (16) 4 (28,6) 3 (25)
Infiltrado inflamatorio 0(0) 0(0) 1(14) 2 (14,3) 2 (16,7)
Necrose 0(0) 0(0) 1(4) 2(14,3) 2 (16,7)

Os valores estdo expressos em numero de casos e porcentagens. Em todos os casos, a diferenca foi
considerada estatisticamente diferente quando p<0,05, sendo representado por *. Os resultados foram

analisados por Qui-quadrado seguido de Teste Exato de Fisher.

Para as lesdes do tipo congestdo, corpusculo hialino, degeneracdao hidrdpica e esteatose
nao foram observados uma associacao entre dose e incidéncia da lesdo. Porém, tanto para a lesao
do tipo infiltrado inflamatorio e necrose, foi observado uma associagdo entre dose e incidéncia
da lesdao (p=0.029), porém quando foi efetuada a comparacdo de cada grupo tratado relativo ao

controle, ndo houve diferenga significativa.

Na figura 28 A, pode-se observar a arquitetura hepatica com parametros morfoldgicos de
normalidade de um animal do grupo controle, com o parénquima formando uma massa continua,
com corddes de hepatdcitos, células de Kuppfer, ducto biliar, veia porta e artérias hepaticas
intactas e bem delineadas. Alteracdes morfoldgicas presentes em todos os grupos foram

congestdo vascular, focos de degeneragdo hidropica, que ¢ uma lesdo reversivel caracterizada
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pelo acumulo de 4gua e eletrolitos no interior da célula, tornando-a tumefeita, aumentada de
volume, com uma tonalidade palida e presenca de granulos eosinofilos e esteatose. A
esteatose/degeneracao gordurosa (Figura 28 B e C) ¢ definida como uma lesao reversivel quando

ndo estd em excesso, e ¢ vista como pequenos vacuolos no citoplasma.

Foram evidenciadas algumas alteragdes severas, que podem prejudicar o bom
funcionamento do 6rgdo, apenas nos grupos tratados com ayahuasca em maiores doses (2X, 4X e
8X), como o infiltrado inflamatério (Figura 28 D). Uma alteragdo que esteve presente apenas nos
grupos tratados com ayahuasca nas doses de 2X e 8X foi o corpusculo hialino/degeneragao
hialina de Mallory (Figura 28 E), que ¢ uma alteracdo caracterizada pela formagao de granulos

grandes semelhantes a vidro e que podem levar a necrose.

A necrose hepatica (Figuras 28 F), caracterizada por ser mais eosinofilica (rosa) que as
células normais, ¢ uma lesdo grave nao reversivel. Nos animais tratados ayahuasca 8X as areas

de necrose foram acompanhadas por focos de esteatose (ROBINS & COTRAN, 2005).
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Figura 28: Fotomicrografia mostrando cortes histologicos de figado de ratas pertencentes aos diferentes

grupos de estudo. A: grupo controle, células de Kuppfer (setas), B e C: focos de esteatose/degeneragao
gordurosa (cabega de setas) nos grupos ayahuasca 4X e 8X, respectivamente; D: infiltrado inflamatério
(circulo) em um animal do grupo ayahuasca 8X; E: corptsculo hialino/degeneragdo hialina de Mallory
(seta) presente em um animal do grupo ayahuasca 8X; F: necrose hepatica em um animal do grupo
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5.2.4.3 — Analise histolégica dos Rins

As alteragdes renais ndo foram abundantes e estavam pouco distribuidas pelo 6rgdo. A
morfologia dos rins das ratas tratadas com ayahuasca mostrou-se muito semelhante ao do grupo

controle. A Figura 29 apresenta o aspecto geral do rim, mostrando as regides, cortical e medular.

Figura 29: Aspecto geral do rim mostrando a regido cortical (setas) e medular (cabeca de seta).

Coloracao HE.

Foi observado nos rins da maioria dos animais (de todos os grupos de estudo) que as
regides medular e cortical estavam bem conservadas dentro do padrao de normalidade. Estas
regides ndo apresentaram alteracdes morfologicas de destaque e a distingcdo entre as zonas
medular e cortical estava nitida, com poucas alteragdes celulares e morfologia com parametros

adequados.
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O rim quando observado em microscopio de luz, apresenta-se em geral com uma
abundancia de tubulos e uma quantidade razodvel de glomérulos que sdo desenvolvidos e
ricamente vascularizados.

A Tabela 6 apresenta os resultados da analise histologica dos rins direito e esquerdo de

ratas controles e tratadas com cha de ayahuasca por um periodo de 15 dias, coradas com HE.

Tabela 6: Alteracdes histologicas encontradas nos rins (direito e esquerdo) de ratas do grupo

controle e dos varios grupos de tratamento com o cha de ayahuasca em suas respectivas doses.

Controle 1X 2X 4X 8X

N=25 N=25 N=25 N=14 N=12

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Cilindro hialino 0(0) 0(0) 1(4) 1(7,1) 1(8,3)
Congestao 2(8) 2(8) 2(8) 3(21,4) 1(8,3)
Degeneracgao hidrépica 2 (8) 3(12) 4 (16) 6 (42,9)* 6 (50)*
Esteatose 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 1(8,3)
Infiltrado inflamatdrio 0(0) 0(0) 0(0) 1(7,1) 2 (16,7)
Necrose 0(0) 0(0) 0(0) 1(7,1) 1(8,3)

Os valores estdo expressos em numero de casos e porcentagens. Em todos os casos, a diferenca foi
considerada estatisticamente diferente quando p<0,05, sendo representado por *. Os resultados foram

analisados por Qui-quadrado seguido de Teste Exato de Fisher.

A lesdo predominante no tecido renal foi a degeneragdo hidropica (Figura 30 B). Esta
degeneracao foi encontrada nos grupos tratados e no grupo controle (8% dos animais). Para esta
lesdo, foi observada uma associagdo entre dose e incidéncia da lesao (p=0,08). Além do mais, a
comparagdo dos grupos de tratamento ayahuasca 4X e 8X relativo ao controle se mostrou
significativamente diferente. Esta ¢ uma alteracdo reversivel. Para todas as outras lesdes nao
houve associagdo significativa entre dose e lesao.

Focos de esteatose/degeneracao gordurosa (Figura 30 D) foram encontrados apenas em
um animal do grupo ayahuasca 8 X (8,3 %). Esta ¢ uma lesdo reversivel quando ndo estd em
excesso. As alteragdes no glomérulo podem ser o resultado de material toxico no filtrado do
glomérulo (MEYERS, HENDRICKS, 1985).

Outras alteracdes renais também foram observadas, como o infiltrado inflamatorio
(Figuras 3 C). A degeneracao hialina/cilindro hialino, que esteve presente apenas nos grupos

tratados (ayahuasca 2X, 4X e 8X) (Figura 30 E), ¢ uma alteracdo caracterizada pela formacgao
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de granulos grandes, que pode levar a necrose (MEYERS, HENDRICKS, 1985). A necrose
esteve presente em 7,1% do grupo 4X e em 8,3% do grupo 8X (Figura 30 F).

Figura 30: Fotomicrografia de cortes histologicos de rins de glomérulos de ratas pertencentes a varios

grupos de tratamento. A: glomérulo de um animal representativo do grupo controle; B: degeneragao
hidropica; C: infiltrado inflamatorio; D: esteatose/degeneragdo gordurosa; E: degeneracio
hialina/cilindro hialino; F: glomérulo necroético. As figuras B a F pertencem a animais do grupo
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5.2.5 - Analise histologica do cérebro pela microscopia optica
5.2.5.1- Contagem de neuronios viaveis pela coloraciao de Nissl

O método de contagem de neurdnios viaveis foi utilizado para medir o volume das
seguintes regides: formacgdo hipocampal (CAl, CA2, CA3 e Giro Denteado), complexo
amigdaloide e nucleos da Rafe. Os hemisférios direito e esquerdo foram analisados
separadamente para verificar se a perda neuronal ocorreu em ambos os lados. Na andlise, nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os hemisférios direito e esquerdo, assim, os

dados foram agregados.

Nos cortes histolégicos dos cérebros das ratas pertencentes aos grupos controle e
ayahuasca 1X submetida a coloragdo de Nissl foi notado a conservacdo das camadas celulares
em todas as regidoes mencionadas no estudo. Nos grupos de tratamento de maiores doses,
principalmente as de 4X e 8X, foi observada uma acentuada morte neuronal predominante na
area de CAl. Vale ressaltar que os achados referentes aos animais do grupo ayahuasca foram
caracterizados no padrdo de escore 1 e 2 da classificacdo de neurdnios, correspondendo entre <

100 % e > 50 % de neurdnios viaveis e saudaveis comparados ao grupo controle.

5.2.5.2 - Densidade neuronal na regido de CA1

Foi observado diminui¢do no nimero de neuronios vidveis nos grupos de maiores doses
de tratamento (ayahuasca 2X, 4X e 8X) quando comparado ao grupo controle (Tabela 7). Foi
utilizada como controle a quantificacdo das células da regido CAl dos animais do grupo
controle, onde foram encontradas (0,0056+0,0004) células/um? (Figura 31), que foi considerado

como 100% de celularidade e score O .

Tabela 7: Densidade celular (células/um?) de neurdnios na area de CAl dos animais do grupo

controle e de grupos tratados com o cha de ayahuasca

Controle 1X 2X 4X 8X
Densidade celular, 0,0056 0,0048 0,004 0,0037 0,0033
células/pm2 +0,0004 =+ 0,0004 + 0,0002%* +0,0002%*  +0,0003***#

Os valores estdo expressos em média e erro padrdo. Em todos os casos, a diferenga foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05 (*), p<0,03 (**), p<0,01 (***), quando comparados ao grupo
controle (GC), e diferenga de p<0,05 quanto ao grupo de 1X representado por #. Os resultados foram

analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Nos animais que receberam os tratamentos em doses mais elevadas, foi observada uma
perda neuronal significativa (Figura 31), com perda de pelo menos 30% da densidade celular em

relacdo ao grupo controle.
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Figura 31: Densidade celular (%) em relacdo ao grupo controle (100%) na area de CA1 de ratas
Wistar nas diferentes doses de tratamento com ayahuasca. Scores: barra preenchida = 0; barra

com linhas horizontais = 1 (> 75 % e < 100 %), barra com linhas verticais =2 (> 50 % a 75 %).

A camada de CA1 dos animais submetidos a dose ritualistica de ayahuasca (1X) mostrou-
se com células nervosas de aspecto semelhante as presentes nos animais do grupo controle
(Figura 32 A e B). A densa distribui¢do dos neurdnios detectada nos animais controles foi
substituida nos animais tratados com doses 2X, 4X e 8X por uma frouxa camada de células com
muitos espacamentos entre si, consequéncia da morte neuronal, evidenciada pela diminuigdo da

espessura desta estrutura (Figura 32 C-E).
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Figura 32: Fotomicrografia da regido de CA1l (setas) de animais representativo dos varios
grupos de estudo. A: grupo controle, B: ayahuasca 1X, C: ayahuasca 2X, D: ayahuasca 4X ¢ E:
ayahuasca 8X. Aumento de 40x. Coloragdo de Nissl.
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5.2.5.3 - Densidade neuronal na regido de CA2

Com relagdo a regido CA2, o estudo histologico evidenciou um efeito estatisticamente
significativo no grupo de maior dose (ayahuasca 8X), onde houve uma consideravel diminui¢ao
de neurdnios quando comparados ao grupo controle. Na area de CA2 a quantificagao das células
dos animais do grupo controle, foi de (0,0108+0,0011) células/um?, o que foi considerado como
100% de celularidade. Porém pode-se verificar que ha uma consideravel perda neuronal dos
animais do grupo ayahuasca 8X (0,0070+0,0013, *p<0,05) células/ um2 (Tabela 8), o que
equivale a apenas 65% de neur6nios quando comparado ao grupo controle (Figura 33). Assim
como, observa-se que ocorreu uma desestruturacao da arquitetura das camadas dos neurdnios dos

animais deste grupo quando comparado ao grupo controle (Figura 34).

Tabela 8: Densidade celular (células/um?®) de neurdnios na area de CA2 dos animais do grupo

controle e de grupos tratados com o cha de ayahuasca

Controle 1X 2X 4X 8X
Densidade celular, 0.0109 0.0094 0,0076 0,0072 0,0071
células/ umz +0,0011  +0,0007 +0,0003 +0,0006 +0,0013*

Os valores estdo expressos em média e erro padrio. Em todos os casos, a diferenca foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05 (*), p<0,03 (**), p<0,01 (***), quando comparados ao grupo
controle (GC), e diferenga de p<0,05 quanto ao grupo de 1X representado por #. Os resultados foram

analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 33: Densidade celular (%) em relagdo ao grupo controle (100%) na area de CA2 de ratas
Wistar nas diferentes doses de tratamento com ayahuasca. Scores: barra preenchida = 0; barra

com linhas horizontais = 1 (> 75 % e < 100 %), barra com linhas verticais =2 (> 50 % a 75 %).

Figura 34: Fotomicrografia da divisdo das regides CAl e CA2. A: grupo controle ¢ B:
ayahuasca 8X. Aumento de 100x. Coloragao de Nissl.
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5.2.5.4 - Densidade neuronal na regiao de CA3

Na area de CA3 da formagdo hipocampal, foi observado diminui¢do significativa de
neurdnios no grupo ayahuasca 8X quando comparado com o grupo controle (Tabela 9). Esses
resultados sdo similares a area de CA2. A quantificagdo de 100% de celularidade dos animais do
grupo controle foi de 0,0071+0,0005 células/um? e nos animais do grupo ayahuasca 8X, houve
uma intensa perda neuronal na area de CA3 (Figuras 35 e 36 B) representando apenas 69% de

células viaveis quando comparado ao grupo controle (0,0049+0,0003, *p<0,05) células/pum®.

Tabela 9: Densidade celular (células/um?) de neurdnios na 4rea de CA3 dos animais do grupo

controle e de grupos tratados com o cha de ayahuasca

Controle 1X 2X 4X 8X
Densidade celular, 0,0071 0,0070 0,0055 0,0053 0,0050
células/ um2 +0,0005 +0,0006 +0,0003 +0,0005 +0,0003*

Os valores estdo expressos em média e erro padrdo. Em todos os casos, a diferenga foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05 (*), p<0,03 (**), p<0,01 (***), quando comparados ao grupo
controle (GC), e diferenca de p<0,05 quanto ao grupo de 1X representado por #. Os resultados foram

analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 35: Densidade celular (%) em relagdo ao grupo controle (100%) na area de CA3 de ratas
Wistar nas diferentes doses de tratamento com ayahuasca. Scores: barra preenchida = 0; barra

com linhas horizontais = 1 (> 75 % e < 100 %), barra com linhas verticais =2 (> 50 % a 75 %).
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Figura 36: Fotomicografia do final da 4rea de CA3. A: grupo controle e B: ayahuasca 8X.

Aumento de 40x. Coloragao de Nissl.
5.2.5.5 - Densidade neuronal na regiao do GD

Em contraste com as areas de CA1 e CA3 que sdo mais sensiveis, as células granulares
do GD possuem maior resisténcia natural (SCHIMIDT-KASTNER & FREUND, 1991) e
também a acdo do chd. Quando comparado as outras regides, observa-se que o GD representa a
estrutura que sofreu menor impacto com as diversas doses de tratamento. A densidade celular
média encontrada no grupo controle foi de 0,0177+0,0016, ¢ o grupo mais afetado, ayahuasca
8X, a perda neuronal equivaleu a 88% do controle, sem diferenca significativa (Tabela 10). Nos
animais do grupo ayahuasca 8X, observou-se uma pequena diminui¢do em niimero de neurénios
na area do GD, mas ndo estatisticamente significativa (Figura 37). A ponta do giro denteado dos
animais dos grupos de estudo mostrou-se em grande maioria, organizacao lamelar e espessura

normal (Figura 38), assim como os animais dos diferentes grupos de tratamento com ayahuasca.

Tabela 10: Densidade celular (células/um?) de neurdnios na 4rea de GD dos animais do grupo

controle e de grupos tratados com o cha de ayahuasca

Controle 1X 2X 4X 8X
Densidade celular, 0,0178 0,0167 0,0164 0,0161 0,0160
células/ me +0,0016  £0,0011 +0,0008 +0,001 +0,0009

Os valores estdo expressos em média e erro padrio. Em todos os casos, a diferenca foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05 (*), p<0,03 (**), p<0,01 (***), quando comparados ao grupo
controle (GC), e diferenca de p<0,05 quanto ao grupo de 1X representado por #. Os resultados foram
analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey
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Figura 37: Densidade celular (%) em relacdo ao grupo controle (100%) na area do giro denteado
(GD) de ratas Wistar nas diferentes doses de tratamento com ayahuasca. Scores: barra
preenchida = 0; barra com linhas horizontais = 1 (> 75 % e < 100 %), barra com linhas verticais

=2 (>50%a75%).

Figura 38: Fotomicrografia da regido do giro denteado (GD). A: grupo controle, B: ayahuasca

8X. Aumento de 100x. Coloragao de Nissl.
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5.2.5.6 - Densidade neuronal na regiio do Complexo Amigdaléide (Ca)

A quantificagdo de 100% das células da regido do Ca dos animais do grupo controle foi
(0,0056+0,0004) células/um?. Para os animais dos grupos ayahuasca 4X e 8X a quantificacio
celular foi de 0,0047+0,0001 e 0,0046+0,0001 células/ pmz, respectivamente, ambos com p>0,05
(Tabela 11) correspondendo a 83% e 81% (Figura 39). .A anélise do nimero de neur6nios por
um? revelou que ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle e os respectivos grupos

de tratamento para o Ca.

Tabela 11: Densidade celular (células/um?) de neurdnios na area de Ca dos animais do grupo

controle e de grupos tratados com o cha de ayahuasca

Controle 1X 2X 4X 8X
Densidade celular, 0,0056 0,0054 0,0053 0,0047 0,0046
células/ umz +0,0004  +0,0003 +0,0004 +0,0001 +0,0001

Os valores estdo expressos em média e erro padrdo. Em todos os casos, a diferenga foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05 (*), p<0,03 (**), p<0,01 (***), quando comparados ao grupo
controle (GC), e diferenca de p<0,05 quanto ao grupo de 1X representado por #. Os resultados foram

analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 39: Densidade celular (%) em relagdo ao grupo controle (100%) na 4rea do complexo

amigdaloide (Ca) de ratas Wistar nas diferentes doses de tratamento com ayahuasca. Scores:
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barra preenchida = 0; barra com linhas horizontais = 1 (> 75 % e < 100 %), barra com linhas
verticais =2 (> 50 % a 75 %).

O complexo amigdaloide manteve-se com sua morfologia basica em todos os grupos do

estudo (Figura 40), ndo sendo, portanto afetada pelo tratamento com o ché de ayahuasca.

Figura 40: Fotomicografia da regido do complexo amigdaloide (Ca). A: grupo controle, B:

ayahuasca 8X. Aumento de 200x. Coloragao de Nissl.

5.2.5.7 - Densidade neuronal na regiao dos nucleos da Rafe (nR)

A densidade neural média dos animais do grupo controle foi de 0,0069+0,0005
células/um” (Tabela 12). Houve uma diminuicdo desta densidade nos animais tratados com
ayahuasca em doses a partir de 2X, porém esta diminuicdo so foi estatisticamente significativa

no grupo de maior dose (8X) quando comparado ao grupo controle, com uma perda neural de
28% (Figura 41).
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Tabela 12: Densidade celular (células/um?) de neurdnios na area dos nR dos animais do grupo

controle e de grupos tratados com o cha de ayahuasca

Controle 1X 2X 4X 8X
Densidade celular, 0,0069 0,0068 0,0059 0,0052 0,0050
células/pm’ 40,0007  +0,0005  +0,0004 +0,0002 40,0002

Os valores estdo expressos em média e erro padrdo. Em todos os casos, a diferenca foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05 (*), p<0,03 (**), p<0,01 (***), quando comparados ao grupo
controle (GC), e diferenca de p<0,05 quanto ao grupo de 1X representado por #. Os resultados foram

analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 41: Densidade celular (%) em relacdo ao grupo controle (100%) na area do complexo
amigdaloide (Ca) de ratas Wistar nas diferentes doses de tratamento com ayahuasca. Scores:
barra preenchida = 0; barra com linhas horizontais = 1 (> 75 % e < 100 %), barra com linhas

verticais =2 (> 50 % a 75 %).

Essa perda neuronal acarretou em diferengas morfoldgicas visiveis como demonstrado na

Figura 42
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Figura 42: Fotomicrografia da regido dos nucleos da Rafe (retangulo). A: grupo controle, B:

ayahuasca 1X e C: ayahuasca 8X. Aumento de 100x. Coloragao de Nissl.
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6 - DISCUSSAO

O cha de ayahuasca ¢ uma infusdo ancestral usada em rituais sagrados por tribos na
regido Amazonica (LUNA, 1986; McKENNA, 2004). Seu uso por populacdes urbanas iniciou-
se na década de 1930, quando as religides ayahuasqueiras, como o Santo Daime e a Unido do
Vegetal (UDV), foram constituidas. Os principais componentes ativos do cha, as B-carbolinas e o
DMT, agem de maneira sinergética no organismo humano resultando num aumento da atividade
serotoninérgica que leva a estados alterados de consciéncia, entre outros efeitos (CAZENAVE,
1996; GRELLA, et al., 2003).Varios estudos evidenciaram que uso do cha no contexto religioso
¢ seguro, porém o aumento do uso ndo ritualistico e recreativo da ayahuasca nos tltimos anos,
inclusive com relatos mididticos de intoxicacdo e Obito, tem levantado questionamentos sobre
seu potencial toxico.

Apesar de estudos toxicoldgicos com as substancias ativas de a ayahuasca serem
relativamente frequentes na literatura (GABLE, 2007; OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS, 2013)
estudos realizados com o ché ainda s@o limitados. Alguns estudos em ratos indicaram que o cha
da ayahuasca apresenta toxicidade materna e embriotoxicidade em doses a partir de 4 vezes a
dose ritualistica da UDV (OLIVEIRA et al., 2010; MOTTA, 2013) e tem potencial neurotoxico
(FIGUEIROA, 2012). O presente estudo visou complementar os estudos prévios realizados pelo
nosso grupo de pesquisa (MOTTA, 2013; PIC-TAYLOR et al., 2014) pela investigacio
histologica de orgdos vitais e do sistema nervoso central de ratas Wistar expostas oralmente a

diferentes doses de ayahuasca.

6.1. Toxicidade aguda do cha da ayahuasca em ratas Wistar

Todas as ratas tratadas com doses tnicas de 30 e 50X a ritualistica da UDV (150 mL para
uma pessoa de 70 kg) (total de 12 animais) apresentaram piloere¢do e tremores durante as
primeiras 24 horas, e um animal de cada grupo foi a 6bito nas primeiras horas apds a ingestao.
Os sintomas observados nesses animais foram caracteristicos da sindrome serotoninérgica, que
culminaram em convulsdo e morte. O fato de apenas um animal ir a 6bito na dose méaxima
testada (50X, n=6) indica que a dose letal de ayahuasca ¢ superior a 50X. Baseado na
composi¢do quimica do cha determinada no estudo, esta dose corresponde a 15,1 mg/kg pc
DMT; 13,1 mg/kg pc harmalina e 167 mg/kg pc de harmina (PIC-TAYLOR et al., 2014; Anexo
2). Doses superiores a 50X ndo foram testadas devido a impossibilidade de diluir o cha

liofilizado no volume méximo administrado por gavagem (3 mL).
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A necropsia dos animais foi realizada no 14° dia ap6s a administragdo e os 6rgdos vitais
coletados para avaliagdo A avaliagdo macroscopica mostrou dilatagdo no estomago e intestino de
todos os animais tratados nas doses 30 e 50X. O peso do estdbmago desses animais foi
significativamente maior que do grupo controle, provavelmente devido ao aumento significativo
no consumo de ra¢do no final do experimento. Nao foi mensurado o peso do intestino neste
experimento. Nao foram observadas alteracdes macroscopicas no cérebro, coracdo, baco, figado
e rins dos animais tratados. Avaliagdo histoldgica do figado, bago e rins ndo mostrou alteracdes

relevantes quando comparados ao controle.

6.2. Toxicidade cronica do cha da ayahuasca em ratas Wistar prenhas

Ratas Wistar prenhas foram expostas a doses 0, 1X, 2X, X e 8X a dose usual de
ayahuasca (25 animais por grupo) durante 15 dias consecutivos (do 6° ao 20° dia de gestacdo).
No total, 24 animais foram a 6bito durante o experimento, 11 no grupo 4X e 13 no grupo 8X.
Estes obitos foram precedidos de tremores, cromodacriorréia, piloerecao, lordose, cianose e
convulsdo. Os oObitos ocorreram a partir de 48 horas do inicio do tratamento nos animais do
grupo de maior dose (8X) e a partir de 96 horas para o grupo 4X. Apesar do tempo de vida destes

animais terem sido inversamente proporcional a dose, esta associagdao nao foi significativa.

Oliveira ef al. (2010) ndo relatou obitos em um estudo utilizando o mesmo protocolo e
nenhum sinal de toxicidade materna durante o tratamento com o cha de ayahuasca em doses de
5X e 10X a dose usual (100 mL/70kg). Esta divergéncia pode ser consequéncia da diferenca da
concentragdo dos principios ativos nos chds utilizados nestes estudos, principalmente do DMT.
No estudo de Oliveira et al., o cha continha 1,37 mg/ml de harmina e 0,62 mg/ml de harmalina
(~ 2 mg/mL total), 15 % superior a encontrada no cha utilizado no presente estudo (~ 1.7 mg/mL
total). No que diz respeito a concentracdo de DMT, observou-se que esta ¢ quase 3 vezes maior
no cha utilizado pelo grupo de Oliveira et al. Diferengas na composi¢do quimica do chéd da
ayahuasca sdo esperadas, devido a fatores intrinsecos das plantas utilizadas na sua preparagao
(que depende de fatores ambientais e de cultivo) e da preparacdo da bebida. Cada mestre
ayahuasqueiro tem sua maneira propria de preparar a bebida, com diferentes proporgdes entre o
mariri e a chacrona, tempo de cozimento e dilui¢do da bebida. Uma bebida com maior proporcao
de chacrona na sua preparagdo tera concentragdes maiores de DMT em relacao as B-carbolinas.
Estudos com as substancias puras e misturas poderao esclarecer melhor a toxicidade reprodutiva

dos componentes da ayahuasca.
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Em concordancia com estudos anteriores (OLIVEIRA et al., 2010, 2011; FIGUEROA,
2012), a administracdo de ayahuasca diariamente do 6° ao 20° dia gestacional ndo afetou no

ganho de peso corpdreo durante os 15 dias de experimento comparado ao grupo controle.

A avaliagdo visceral macroscopica e microscopica pode ser de grande valia em estudos de
toxicologia. Orgdos que participam do metabolismo e excre¢do, assim como o sistema nervoso
central sdo em geral mais susceptiveis a efeitos nocivos de substancias exdgenas. Nao foram
observadas neste estudo diferencas significativas no peso do cérebro, baco, figado e rins dos
animais dos grupos tratados com ayahuasca comparada ao grupo controle, porém houve um
aumento significativo no peso do estdbmago dos animais dos grupos ayahuasca 1X, 2X e 8X; e do
coracdo dos animais do grupo ayahuasca 2X com relacdo ao grupo controle. Observamos
também uma dilatagdo significativa do estdbmago e intestino dos animais dos grupos ayahuasca
8X, como também foi observado no estudo agudo em doses maiores. E provavel que esta
dilatagdo possa estar associada a uma hiperestimulagdo dos receptores de serotonina presentes
em grande numero no trato gastrintestinal (KATSZUNG, 1998; OLIVEIRA, 2013). Pontos de
gordura foram encontrados no figado de animais dos grupos 4X e 8X. Na maior dose, houve uma
associacdo significativa de dose e lesdo, sugerindo uma toxicidade do chd em doses cronicas

altas.

Apenas um estudo relata analise histoldgica de orgdos vitais de animais tratados com
ayahuasca. Santos et al. (2013) ndo observaram alteragdes significativas nos tecidos
cardiovasculares, hepaticos e renais de ratos Wistar machos hipertensos em ingestdo cronica,
com um grupo que recebeu a dose ritual uma vez por semana, e outro grupo com dose ritual
diariamente por 60 dias. Em nosso estudo, observou-se que a administragdo de ayahuasca por um
periodo de 15 dias durante a gestacdo causou algumas alteracdes histoldgicas importantes no
bago, figado e rins, apesar destas estarem presente em menos de 25% do campo analisado, ou
seja, considerada de grau leve. As alteragdes presentes incluem congestao, esteatose/degeneragao
gordurosa no figado e rins; hemorragia no bago; alteracdo hialina, cilindro hialino, infiltrado
inflamatoério, € necrose no baco, figado e rins dos animais tratados com ayahuasca.

Santos et al. (2013), porém, relataram um aumento significativo da atividade plasmatica
de TGO (transaminase glutdmica oxalacética) no grupo tratado com ayahuasca. O aumento de
TGO esta associado a presenca de lesdo cardiaca ou hepatica, possivelmente causado pelo
tratamento cronico com ayahuasca. Figueiroa (2012) relata déficit de vitamina E hepatica dos
ratos machos de linhagem Wistar tratados com o ché de ayahuasca por um periodo de 21 dias em

comparagdo ao grupo controle com dose ritual diluida (50% a dose usual). Deficiéncia de
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vitamina E predispde o hepatdcito a peroxidagao lipidica (DICHI e BURINI, 1996), o que pode
levar a lesdo. Em nosso estudo, foram evidenciadas algumas lesdes importantes no figado de
animais tratados com ayahuasca como o corpusculo hialino, esteatose/degeneracao gordurosa,
infiltrado inflamatério e necrose. Para as duas ultimas lesdes, houve associagdo significativa
entre dose e incidéncia da lesdo para o grupo 4X. Em conjunto, estas evidencias enfatizam uma
susceptibilidade hepatica a doses cronicas de ayahuasca, apesar alto poder de regeneracdo deste

orgao.

A andlise histologica renal aponta diferenca significativa no parametro degeneracgdo
hidrdépica nas doses 4X e 8X em relacdo ao grupo controle. Santos et al. (2013) observaram
alteracdes renais sugestivas, porém sem significAncia estatistica entre os grupos. Figueiroa
(2012) observou uma elevagdo estatisticamente significativa na concentragdo de ureia urinaria
nos animais tratados com ayahuasca quando comparados ao controle com dose ritual diluida
(50% a dose usual). Os valores de creatinina urindria estavam mais elevados nos animais
tratados, apesar dessa alteracdo nao ter sido estatisticamente significante. Esses dados
corroboram os resultados histologicos encontrados nesse estudo, sugerindo que doses cronicas
elevadas do cha ayahuasca podem acarretar danos renais.

Alguns estudos basearam-se em analises comportamentais para avaliar o efeito da
ayahuasca no sistema nervoso central. Pic-Taylor ef al. (2014) em estudo de dose aguda unica,
mostraram que animais tratados com 15 e 30X de ayahuasca se locomoviam e exploravam
significativamente menos que o grupo controle no campo aberto e labirinto de cruz elevada,
respectivamente. Animais tratados nadavam significativamente mais tempo que o controle e que
animais tratados com fluoxetina. Os principios ativos da ayahuasca podem atravessar a barreira
placentdria e serem excretados no leite. Oliveira et al. (2011) mostraram que a prole de maes
tratadas durante a gravidez e lactacdo apresentaram redu¢@o da ansiedade geral e da motivacdo
social e um aumento da sensibilidade da iniciagdo e propagacao da atividade convulsiva. Estes
achados sugerem ativagdes de vias serotoninérgicas em regioes especificas do cérebro. Estudo
anterior através de imunohistoquimica com a proteina c-fos realizado pelo nosso grupo (PIC-
TAYLOR et al., 2014), mostrou que o cha ativa significativamente os neuronios da regido CAl,
CA2, CA3 da formagdao hipocampal, o complexo amidaloide, e nucleo da Rafe, regides
responsaveis pela liberagdo controlada de serotonina para o resto do cérebro. O ntcleo dorsal da
Rafe, por meio da liberacdo da serotonina, tem um papel importante na facilitacdo de respostas e
comportamento relacionados a ansiedade e estimulo de aversdo e tem projecdes eferentes para o

complexo amidaloide e hipocampo (PEYRON et al., 1998). As regidoes do nucleo dorsal da Rafe
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e do complexo amidaloide mostraram, no mesmo estudo marcagdo positiva para Fluoro-jade B,
sugerindo que esta hiperativagdo pode levar lesdo celular. Estes resultados corroboram dados de
Figueiroa (2012), que, utilizando o ensaio TUNEL, afirma que células da regidao hipocampal
ativam processo apoptotico apOs exposicdo a doses cronicas de ayahuasca, sugerindo um
processo neurotoxico relacionado ao uso do cha de ayahuasca em ratos Wistar. Porém o mesmo
autor, ndo obteve resultados significativamente relevantes quando o teste de caspase-3 foi

efetuado.

No presente estudo, a integridade das células das regides envolvidas com a
neurotransmissao serotoninérgica foi investigada através da coloracao de Nissl, que revela perda
neural permanente. Foi observado uma intensa diminui¢do do niimero de neur6nio das regides
CAl, CA2 e CA3 do hipocampo e do ntcleo dorsal da Rafe em animais tratados com a
ayahuasca por 15 dias. Em associagdo com estudos prévios podemos sugerir que a hiperativagao
leva a lesao de neuronios especificos (PIC-TAYLOR et al., 2014) das regioes CA1, CA2, CA3 e
nucleo dorsal da Rafe. A exposi¢do por 15 dias, até mesmo quando a dose ¢ apenas o dobro da
dose ritualistica, leva a uma lesdo significativa e irreversivel em regides do cérebro controladas
por impulsos serotoninérgicos (CAl). Em conjunto com resultados apresentados acima, estes
dados sugerem um forte potencial neurotdxico da ayahuasca quando utilizada cronicamente em

doses altas.

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser mencionadas. Primeiramente,
ndo foi possivel determinar a LDs, exata do ché devido a dificuldade de dissolver o liofilizado
em 3 mL. Testes preliminares utilizando volumes de gavagem maiores (5 mL) mostrou ndo ser
adequado pois levou a compressao do diafragma do animal, e ao 6bito por sufocamento. Neste
estudo nao avaliamos histologicamente o estobmago e intestino dos animais, que demandam um
processamento histologico diferenciado. Adicionalmente, ndo foram realizadas necropsia nos
animais que foram a obito, principalmente por que muitos foram a 6bito durante a noite, sem a

presenca do pesquisador.
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7- CONCLUSAO
Com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

e A dose letal aguda (DLsg) de ayahuasca em ratas Wistar ¢ superior a 50X a dose utilizada
nos rituais da Unido do Vegetal, sugerindo baixa toxicidade oral da infusao vegetal.

e A administra¢do oral de ayahuasca em ratas prenhes Wistar do 6° ao 20° dia de gestagao
em doses (1X, 2X 4X e 8X) levou a 6bito 24 animais dos grupos de maiores doses,
caracterizando toxicidade materna. Os Obitos foram precedidos de sinais clinicos de
toxicidade como tremores, cromodacriorréia, piloerecao, lordose, cianose e convulsao.

e A administragdo de ayahuasca durante a gestacdo causou alteracdes histologicas
significativas nos rins dos animais tratados com as maiores doses apesar destas estarem
presente em menos de 25% do campo analisado e serem consideradas leves.

e Alteragdes macroscopicas significativas foram encontradas no estdmago e intestinos dos
animais de todos os grupos do estudo (dose unica ou repetida).

e A andlise pela coloragdo de Nissl mostrou perda neuronal estatisticamente significativa
nas areas de CA1, CA2, CA3 e ntcleos da Rafe do cérebro de animais tratados com o cha
de ayahuasca, principalmente nas maiores doses, sugerindo neurotoxicidade da
substancia em ratas Wistar tratadas com ché de ayahuasca durante a gestacao.

e Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o chd ayahuasca tem baixa
toxicidade aguda em ratas fémeas e que a dose ritualistica, mesmo consumida em doses
diérias ¢ segura. Porém, fica claro que o uso cronico em doses iguais ou superiores a 4X a
dose ritual pode levar a danos no sistema renal e ao SNC, indicando que o uso

recreacional do cha pode representar um risco para a saide humana.
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Ayahuasca, a psychoactive beverage used by indigenous and religious groups, is
generally prepared by the coction of Psychotria viridis and Banisteriopsis caapi, plants
containing N,N-dimethyltryptamine (DMT) and B-carboline alkaloids, respectively. To
investigate the acute toxicity of ayahuasca, the infusion was administered by gavage to
female Wistar rats at doses of 30 (30X) and 50 times (50X) the usual dose taken
during a Unido do Vegetal ritual, and the animals observed for 14 days. Behavioural
functions were investigated one hour after dosing at 15X and 30X using the open field,
elevated plus maze, and forced swimming tests, which also included a fluoxetine group
(20 mg/kg bw i.p). Neuronal activation (c-fos marked neurons) and toxicity (Fluoro-
Jade B and Nissl/cresyl staining) were investigated in the dorsal raphe nuclei (DRN),
amygdaloid nucleus, and hippocampal formation brain areas of rats treated with a 30X
ayahuasca dose. The lethal oral dose was determined to be higher than the 50X dose
(15.1 mg/kg bw DMT), indicating a large margin of safety for humans within the
religious context. The ayahuasca and fluoxetine treated groups showed a significant
decrease in locomotion in the open field and elevated plus-maze tests compared to
controls. In the forced swimming test, ayahuasca treated animals swam more than
controls, a behaviour that was not significant in the fluoxetine group. Treated animals
showed higher neuronal activation in all brain areas involved in serotoninergic
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neurotransmission. Although this led to some brain injury, no permanent damage was
detected. These results suggest that ayahuasca has antidepressant properties in
Wistar female at high doses, an effect that should be further investigated at doses

closer to the ritualistic doses.
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Abstract

Ayahuasca, a psychoactive beverage used by indigenous and religious groups, is
generally prepared by the coction of Psychotria viridis and Banisteriopsis caapi, plants
containing N,N-dimethyltryptamine (DMT) and B-carboline alkaloids, respectively. To
investigate the acute toxicity of ayahuasca, the infusion was administered by gavage to
female Wistar rats at doses of 30 (30X) and 50 times (50X) the usual dose taken during
a Unido do Vegetal ritual, and the animals observed for 14 days. Behavioural functions
were investigated one hour after dosing at 15X and 30X using the open field, elevated
plus maze, and forced swimming tests, which also included a fluoxetine group (20
mg/kg bw i.p). Neuronal activation (c-fos marked neurons) and toxicity (Fluoro-Jade B
and Nissl/cresyl staining) were investigated in the dorsal raphe nuclei (DRN),
amygdaloid nucleus, and hippocampal formation brain areas of rats treated with a 30X
ayahuasca dose. The lethal oral dose was determined to be higher than the 50X dose
(15.1 mg/kg bw DMT), indicating a large margin of safety for humans within the
religious context. The ayahuasca and fluoxetine treated groups showed a significant
decrease in locomotion in the open field and elevated plus-maze tests compared to
controls. In the forced swimming test, ayahuasca treated animals swam more than
controls, a behaviour that was not significant in the fluoxetine group. Treated animals
showed higher neuronal activation in all brain areas involved in serotoninergic
neurotransmission. Although this led to some brain injury, no permanent damage was
detected. These results suggest that ayahuasca has antidepressant properties in Wistar
female at high doses, an effect that should be further investigated at doses closer to the

ritualistic doses.
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Introduction

Ayahuasca (or hoasca) is a psychoactive beverage traditionally used in
shamanic rituals by various indigenous populations of the Amazon (McKeena, 2004). It
was introduced to non-indigenous Brazilians in the 1930s, and its use by religious
groups, including Santo Daime and Unido do Vegetal, spread beyond the Amazon
borders in the 1970s (UDV) (McRae, 2004). Religious use of ayahuasca has been
regulated in Brazil since 1986 in response to concerns raised by society and health
authorities regarding its inadequate use, while ensuring the freedom of religious
practices (CONAD, 2010). Its use has also been regulated in other countries, including
the USA, Belgium and the Netherlands (Labate and Feeney, 2012; Blainey, 2014).
However, ayahuasca consumption has extended beyond religious practices, and may
occur in recreational contexts by people seeking the psychedelic effects of the infusion.

The psychoactive properties of ayahuasca are produced by the substances
present in the plants normally used to prepare the infusion: N,N-dimethyltryptamine
(DMT) present in the leaves of Psychotria viridis, and B-carboline alkaloids such as
harmine, harmaline and tetrahydroharmine, present in the Banisteriopsis caapi vine
(MacRae, 2004) (Fig. 1). DMT, a non-selective serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT;
Fig. 1) receptor agonist, elicits its effect through stimulation of the 5-HT;a serotonin
receptor (Smith et al., 1998), an action that may be attenuated by its interaction with 5-
HT, s receptors (Halberstadt and Geyer, 2011). However, unlike other hallucinogens,
DMT is inactive when administered orally, as it is readily metabolized by monoamine
oxidases (MAO) (Suzuki et al., 1981). B-carbolines, mainly harmine and harmaline,
inhibit MAO activity (Wang et al., 2010), and therefore block the metabolic breakdown
of DMT in the liver and gut. Thus, when DMT is absorbed in the gastrointestinal tract,
the psychoactive properties of the ayahuasca infusion can occur (Ott, 1999; Riba et al.,
2003). Furthermore, as MAO inhibitors, B-carbolines can increase the level of serotonin
in the brain (McKeena et al., 1984), and are capable of inducing direct psychoactive
effects (Freedland and Mansbach, 1999; Brierley and Davidson, 2012). Brierley and
Davidson (2013) also suggested that harmine augments dopamine efflux via a novel
shell-specific, presynaptic 5-HT,a receptor-dependent mechanism, independent of
MAQO inhibitory activity.

The effects and pharmacokinetics of ayahuasca in healthy volunteers after a
single or two-repeated ritual doses (about 0.5 - 1 mg/kg bw of DMT) have been
thoroughly described in the literature (Callaway et al., 1999; Riba et al., 2003; Barbanoj
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et al., 2008; Bouso et al., 2012; Santos et al., 2012; Riba et al., 2012). Other studies
have investigated the therapeutic properties of ayahuasca, primarily to treat drug
addiction (Brierley and Davidson, 2012; Thomas et al., 2013).

Although the ritualistic use of ayahuasca is considered to be safe,
indiscriminate use in large doses may have serious mental and physical health
consequences (Santos, 2013). However, experimental data from studies with animals
exposed to high doses of the infusion remain scarce in the literature. The present study
aimed at investigating the lethal dose, the impact on behaviour, and the neurotoxic
potential in female Wistar rats after acute exposure at high-dose levels of an ayahuasca

infusion.

Methods
Subjects

The study was conducted with healthy nulliparous female Wistar rats aged
between 9 and 12 weeks. The animals were acquired from Granja RG (Sao Paulo,
Brazil) and allowed to acclimatize for a 15-day period in the Faculty of Health Sciences
of the University of Brasilia (UnB) animal house prior to study initiation. Subjects were
kept individually in polypropylene cages under controlled conditions: 12h/12h,
light/dark; 22-25° C; 45-60% humidity, and received water and the commercial feed
Purina® ad libitum. Animals were fasted for 12 hours prior to gavage, and free access to
water and food was re-introduced 4 hours after dosing. The experimental protocol was
approved by the Ethics Committee on Animal Use of the UnB Institute of Biological
Sciences (No. 107766/2010).

Ayahuasca infusion

The ayahuasca infusion was provided by an Unido do Vegetal (UDV) group in
the Federal District, Brazil. Plants were collected and the infusion prepared in April
2011. The mariri vine (Banisteriopsis caapi) was collected in Aguas Lindas de Goids
(15° 46' 17"S; 48° 14' 56"W) and the chacrona leaves and shrubs (Psychotria viridis)
were collected in Sobradinho, Federal District (15°75’ 23"S; 47° 72" 92"W). Specimens
of the mariri vine and chacrona leaves used to prepare the infusion were deposited in the
University of Brasilia (UnB) Herbarium under the reference numbers Azevedo EP

149880 BRAHMS and Trieto B 149879 BRAHMS, respectively. The ayahuasca
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infusion prepared by the UDV was kept at -20°C until lyophilisation (Liotop L101) to
be used throughout the experiment. Dry matter corresponded to 16% (w/v) of the
infusion. The doses selected for this study were based on the usual dose consumed
during a UDV ritual, which corresponds to 150 mL for a 70 kg person (1X).
Appropriate weighed lyophilized materials were subsequently re-suspended in 3 mL of

filtered water prior to treatment, and administered by oral gavage to the rats.

Chemical characterization of the ayahuasca infusion

Harmaline (99.2% purity) and harmine (98% purity) standards were obtained
from Sigma Aldrich. DMT was synthesized according to Qu et al. (2011), and its
identity and purity confirmed by GC-MS/MS (Trace GC Ultra coupled with a TSQ
Quantum XLS Triple Quadrupole; Thermo Scientific), 'H and “C-NMR (Varian
Mercury Plus spectrometer 7.05 T operating at 300 MHz for 'H and at 75.46 MHz for
13(), and LC-MSD TOF (Agilent 1100 Series) for exact mass determination.

A 100 pL aliquot of the infusion was dissolved in 10 mL acetonitrile, 1 mL
filtered in Millex LCR PTFE 0.45 pum membrane, and 1 pL injected in the GC-MS/MS
for quantification against standard curves of harmaline, harmine and DMT prepared in
acetonitrile. For DMT (MW of 187.3), the quantification and confirmation ions were
m/z of 77 and 58 (B-cleavage), respectively. The results were confirmed by LC/MS/MS
(LC Shimadzu coupled to a triple quadrupole mass spectrometer 4000QTRAP, Applied
Biosystem/MDS Sciex). The analysis showed that the ayahuasca infusion contained
1.56 mg/mL harmine, 0.122 mg/mL harmaline and 0.141 mg/mL DMT. A ritual dose of
this infusion (150 mL) contained 234 mg harmine, 18.3 mg harmaline and 21.2 mg
DMT.

Acute oral toxicity test

The acute oral toxicity of the ayahuasca was determined based on the OECD
Guide protocol 423/2001 (Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method), which is a
stepwise procedure using three animals of a single sex per step/dose. Depending on the
mortality and/or moribund status of the animals, the experiment is repeated at a lower
dose (at least 2 moribund or dead animals), or a higher dose (a maximum of one
moribund or dead animal). Each dose was tested in duplicate to determine the
classification in a toxicological ranking. The test started out at an empirical dose of 30

times (=30X) the usual ayahuasca ritual dose (3 mL total volume).
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Animals were weighed prior to administration (276.4 + 9.0 g), and at three-day
intervals following administration. Daily observations were made for clinical effects,
including posture, tremor, piloerection, vocalization and convulsion. On day 14, all
animals were euthanized by CO, exposure, and the liver, spleen, heart, brain and
kidneys were macroscopically analyzed and weighed. Organ fragments were fixed in
4% formalin for 24 h and embedded in paraffin; 5—6 pm sections were obtained using a
microtome (Leica), and stained with haematoxylin and eosin (H&E). Alterations from
the normal structure were investigated under a light microscope (Olympus BX41 with a

SCANSCOPE).

Behaviour tests

Female rats (223+16 g) treated with 15X and 30X doses (n=10 at each dose) of
ayahuasca were used to investigate motor and sensory behavioural functions one hour
after dosing using the open field (Hall, 1934), elevated plus maze (Pellow et al., 1985),
and forced swimming tests (Porlsot et al., 1978; Detke et al., 1995; Slatery and Cryan,
2012). The forced swimming test protocol (Detke et al., 1995; Slatery and Cryan, 2012)
requires the inclusion of a fluoxetine positive control group (n=10) at a dose of 20
mg/kg bw (intra peritoneal, ip). This protocol also requires that the rats go over an
adaptation phase 24 hours before the test starts, when they are left to swim for 15 min.
Each test was performed by a single, trained person, blind to the treatment doses.
Fluoxetine was a gift from Farmacotécnica, Brazil.

The open field equipment consisted of a 96 cm diameter circular white wooden
arena, with a 34 cm wall. The floor was divided into 18 squares and a central area. One
hour after ayahuasca administration, the animals were placed in the central area and
their behaviour observed for 5 minutes for locomotion (number of quadrants crossed),
number of entries in the central square, and number of rearing, grooming, defecation
(number of faecal boli), and urination.

Immediately after the open field test, the animal was placed in the central
platform of the elevated plus-maze, facing a closed arm. The equipment consisted of a
plus-shaped wooden apparatus painted black with two open and two closed arms (each
50 cm long), with an open roof, and elevated 38 cm from the floor with a central
platform (10 x 10 cm). The closed arms had 43-cm-high walls. Animal behaviour was
observed for 5 minutes for number of entries in the open and closed arms, time spent in

the open and closed arms and in the central area, and number of rearing, grooming,
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defecation and urination.

Following the elevated plus maze test, each rodent was submitted to the forced
swimming test in a transparent glass tank, 50.5 cm tall by 39 cm in diameter, filled with
water (approximately 25°C) to a depth of 30 cm. Fluoxetine, a selective serotonin
reuptake inhibitor (SSRI) antidepressant, was administered 23, 5 and 1 h prior to the
test. The test was scored every 5 sec for 5 min for immobility, swimming and climbing

(Detke et al., 1995).

Neurotoxicity tests

Animals treated at 30X and controls (n=6 for each group) were placed in an open
field arena for a 2-hour period prior to euthanasia via intra-peritoneal thiopental
overdose (240 mg/kg bw). Using a peristaltic pump (AVS Projects), transcardial
perfusion was conducted in each animal with a 0.9% saline solution (at 8mL/min for 5
minutes), followed by a 4% formalin solution (10mL/min for 15 minutes). The brain
was removed, fixed in 4% formalin solution for 48 hours, and stored in 30% sucrose
solution. Each brain was sliced (coronal 50 pm thick) using a KD-400 Vibrating
Microtome and the slices kept in an anti-freezing solution at 4°C for a minimum of 48
hours. Slices from the following regions were selected for investigation: dorsal raphe
nuclei (dorsal part; DRN), amygdaloid nucleus (basolateral posterior nucleus: BLP),
and hippocampal formation (dentate gyrus, GD, and the Cornu Ammonis areas CAl,
CA2, CA3). The regions were identified based on the Rat Brain Atlas (Paxinos and
Watson, 2006).

For the immunehistochemical analysis, three slices of each selected brain region
from each animal were pre-treated with 40 mL H»O;:methanol (3%) solution (9:1),
followed by two washes with 0.3% Triton X-100 in PBS solution. Non-specific binding
was blocked by incubation of the brain slices at room temperature for 30 min in 3%
goat serum in PBS. Following the non-specific blockage, the primary polyclonal rabbit
anti-c-fos antibody (Sigma-Aldrich), diluted 1:1000 with PBS, was added and incubated
at 4°C for 48 hours. The slices were washed in PBS and incubated with goat anti-rabbit
IgG-biotinylated secondary antibody (Sinapse Biotecnologia) in a 1:100 PBS dilution
for 2 hours. Sections were treated with ABC reagent (Thermo Scientific) for 30
minutes. Immunoreactions were visualized by exposing the slices to a 0.06% 3.3’-
diaminobenzidine solution containing 10uL of 30% H»O; for 8-10 minutes. Lastly, the

slices were washed in PBS, placed on gelatinized slides, dehydrated in graded alcohol,

7
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cleaned in xylene and covered by entellan (Merck). The number of fos-positive neurons
was counted using the Leica Application Suite (LAS 4.1.0). The full areas were
counted in the dorsal raphe nuclei, and hippocampal formations and selected areas were
counted for BLP.

To evaluate neuron injury, three slices of each brain region were stained with
Fluoro-jade B using the protocols described by Schmued and Hopkins (2000). The
analysis of this staining was performed according to the following classification: (0) not
marked, (+) weakly marked, (++) mildly marked, and (+++) strongly marked. Neuron
death and loss were evaluated after Nissl/Cresyl violet staining. Three slices of each

selected brain region from each animal were stained and analysed.

Statistical analysis

Statistical analyses of the behavioural test data were performed using IBM® SPSS®
Statistics version 20, using one-way ANOVA, followed by Tukey (homogeneous
variance) or Dunnett T3 (non-homogenous variance). Statistical analyses of the
neurotoxicity assay data were performed with the GraphPad Prism Software version 6.0
for Windows (GraphPad Software, San Diego, USA), using the Student's t test. In all

cases, p<0.05 was considered statistically significant.

Results

Acute toxicity

None of the first three animals treated with 30X the usual dose died or had any
morbidity signs over the 14-day study. When this test was repeated, one animal died in
the first 2 hours after oral gavage. Following the OECD 423/2001 protocol, the
experiment was repeated at a higher dose, which in this study was the highest possible
dose that could be given to the rat by gavage, 50X the usual dose. This limitation was
due to the difficulty of dissolving the lyophilized material in water using a maximum of
3 mL dose volume. One animal died of the six 50X tested animals (5 hours and 40
minutes after gavage). These results indicate that the lethal oral dose of ayahuasca
infusion for female Wistar rats was higher than 50X the usual dose. Piloerection and
tremors were observed during the first 24 hours in all dosed animals, and both animals
that died showed flat body posture, reciprocal forepaw treading, hindlimb abduction,

and lateral head weaving, characteristic symptoms of 5-HT behavioral syndrome
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(Halberstadt and Geyer, 2011).

Table 1 shows the food consumption and organ weights of the control and
treated animals over the 14 days after a single oral dose of ayahuasca. A significant
decrease in food consumption was observed in the first 3 days after treatment in the 50X
treated group compared to the lower dose and the control groups. An increase in food
consumption was observed in both the tested doses at the end of the experiment
compared to the control. Rats from the control group consumed significantly less food
between 10-14 days compared to 0-3 days, while the 50X group increased food
consumption during the same period. The changes in food consumption did not impact
animal body weights among the groups, nor over the experimental period (data not
shown). Analysis of relative organ weights produced the same results (data not shown).
The increase in food consumption observed in both treated groups was probably
responsible for the increased stomach weight and size observed in treated animals
during the last three days of the experiment.

All treated animal stomachs were dilated at the time of necropsy 14 days after
treatment, with a significant increase in weight compared with the controls (Table 1).
No other macroscopic alterations were observed in the animal organs, and no
histological alterations were observed in liver, spleen, heart, brain and kidneys at any

dose level.

Behaviour tests

In the open field test, there was a significant decrease in locomotion and rearing
performed by animals from the fluoxetine and ayahuasca treated groups compared with
the controls (Fig. 2). There was also a significant decrease in grooming in the ayahuasca
treated groups compared with the control and fluoxetine groups. Rats from the treated
groups entered the central area less than the control, but this decrease was not
significant.

Ayahuasca and fluoxetine treated rats had statistically fewer entries in the closed
arms than the controls in the elevated plus-maze test, and those from the 30X dose
group also entered less in the open arms than the controls (Fig. 2). Treated animals
spent less time in the open arms than the controls, however this decrease was not
significant. Ayahuasca-treated rats spent significantly less time in the centre of the
platform than the controls. Treated rats had a significant decrease in the number of

rearing than the controls, but grooming was only significantly lower for the 30X group.
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Ayahuasca-treated rats from both groups showed more swimming activity and
less immobility than the control and fluoxetine groups (Fig. 3). Although the fluoxetine
group also showed more activity and less immobility than controls, the difference was
not significant. All treated groups showed higher climbing activity than controls, but not
significantly. No statistical differences were found between treated groups and the

control for urination and/or defecation in all tests performed (data not shown).

Neurotoxicity

Figure 4A shows the area selected for c-fos reactive neuron counting of the
dorsal part of the dorsal raphe nuclei (DRN), with strongly marked neurons considered
positive (Fig. 4B). The same marking method was used to quantify c-fos reactive
neurons in the other brain areas. A significant increase in marked neuron counting of the
dorsal raphe nuclei was observed in comparison with the control (Fig. 4C). This
increase was also identified in the basolateral posterior amygdaloid nucleus (Fig. 5A)
and in all hippocampal formation regions investigated (Fig. 5B).

In the Fluoro-Jade B analysis, the control rats did not show any evidence of
marked neurons, whereas the treated rats showed marked neurons in all areas analysed.
The dorsal raphe nuclei region (DRN) was strongly marked (+++), probably as a
consequence of the strong activation of the c-fos reactive neurons, shown in Fig. 4C.
Dentate gyrus (Fig. 6) and amygdaloid nucleus showed to be mildly marked (++), and
the CA1 region of hippocampal formation was weakly marked (+). No marks were
observed in the CA2 or CA3 neurons, probably because the experiment was conducted
only 2 hours after exposure, and changes in this region are expected to be seen later.
Control animals showed no marked neurons in any region investigated (Fig. 6). Nissl
substance staining did not show any significant difference between control and treated

animals in viable neurons and composition of hippocampal formation layers. .

Discussion

Ayahuasca alkaloid profiles vary considerably, mainly due to the proportion of
the plants and the method used to prepare the infusion, as well as the plant cultivars
(McKeena et al., 1984; McKeena, 2004). The level of harmine present in the material
used in this study (1.56 mg/mL) was similar to that reported by Callaway et al. (1999;
1.7 mg/mL) in a human pharmacokinetic study, and by Oliveira et al. (2010; 1.37

10
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mg/mL) in toxicological studies. However, our infusion contained less DMT (0.141
mg/mL) than the material used by other authors (0.23-0.42 mg/mL).

The acute oral toxicity test OECD 423/2001 protocol is not intended to calculate
a precise LDso of a substance, but rather to classify the substance according to toxicity
classes defined by fixed LDs cut-off values. When lethality (2-3 rats) does not occur at
2000 mg/kg bw, the substance is classified as of relatively low acute toxicity hazard
(LDsp> 2000 mg/kg bw). Ayahuasca is a mixture of active substances, so the tested
doses corresponded to the dose used by a 70 kg person in a UDV ritual. The lethal dose
of the ayahuasca infusion in female Wistar rats was found to be greater than 50X the
usual dose, which was the highest dose tested due to the limited water solubility of the
ayahuasca lyophilized material. This dose corresponds to 15.1 mg/kg bw DMT, 13.1
mg/kg bw harmaline, and 167 mg/kg bw harmine. To the best of our knowledge, oral
LDs values for these substances have not been directly determined. Based on an
intravenous LDsy of 32 mg/kg bw and an intravenous-to-oral conversion factor of 1:5,
Gable (2007) estimated the oral LDsg of 160 mg/kg bw for DMT in mice, which is over
ten times the highest dose that could be investigated in our study. Using a safety factor
of 20 (accounting for interspecies variability, assuming humans to be more sensitive),
the authors estimated a LDsy for DMT in humans as 8 mg/kg bw, which is at least 20
times higher than the usual dose taken by a 70 kg person of an ayahuasca infusion
containing 27 mg DMT.

The serotoninergic syndrome observed in the rats that died at the 30 or 50X dose
in this study may also occur in humans after ayahuasca consumption, especially if pro-
serotonergic drugs, such as SSRI, are concomitantly ingested (Callaway and Grob,
1998). Sklerov et al. (2005) reported a fatal case involving the recreational use of an
ayahuasca-like preparation followed by the ingestion of 5-MeO-DMT (Fig. 1), an
indoleamine present in Virola sp and other plants (Ott, 2001). Although DMT, harmine,
harmaline and 5-MeO-DMT were found in the gastric content, hallucinogenic amine
mtoxication was ruled out as the cause of death, which could not be determined. The
media have reported fatalities involving the consumption of ayahuasca in Brazil and
other South American countries in the last decade. However, no direct implication with
the infusion could be made due to lack of forensic analyses, and information on the
actual dose taken and the previous health conditions of the individual (Santos, 2013).

The behavioural effects of ayahuasca infusion by female Wistar rats after acute

exposure were evaluated in this study using the open field, elevated plus-maze, and
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forced swimming tests. The open field test is a common measure of exploratory
behaviour and general activity in rodents, and was originally used to investigate the
emotionality of rats (fear), indicated by increased defecation and urination (Hall, 1934).
In this study, no significant differences were found in these parameters between the
control and treated animals. In addition, the open field model is based on rodent
aversion to open space and a tendency to walk close to walls, a behaviour known as
thigmotaxis (Lamprea et al., 2008), allowing the assessment of the potential stimulant,
depressant or anxiolytic effects of a given compound (Prut and Belzung, 2003).
Parenteral administration of SHT 4 agonists generally induces anxiolytic-like effects in
rats subject to the open field tests, although non-specific 5-HT agonists (such as DMT)
were anxiogenic or had no effect in most studies (Prut and Belzung, 2003). In our study,
fluoxetine and ayahuasca-treated rats clearly showed a decrease in locomotion activity,
and less exploring behaviour than controls, shown by decreasing rearing and grooming
(only ayahuasca groups). Fluoxetine is one of the most widely prescribed antidepressant
drugs worldwide, and is also approved for other mood disorders, including generalized
anxiety (Zou et al., 2013).

The elevated plus-maze test is based on spontaneous exploratory behaviour of
rodents, and their natural aversion to the open arms caused by fear and anxiety (Pellow
et al., 1985; Walf and Frye, 2007). Thus, an increase in the number of entries added to
the lengthy time spent in the open arm apparatus indicates a lower level of anxiety
(Pellow et al., 1985; Hogg, 1996). Animals treated with fluoxetine or ayahuasca entered
the closed arms significantly less than the controls, the 30X treated group entered less
the open arms, and both ayahuasca groups entered less the central area, meaning that the
animals moved less through the apparatus. These results confirm the open field test
findings of a decreased mobility effect on rats exposed to fluoxetine and ayahuasca at
the doses tested. Furthermore, as in the open field, the treated animals showed
significantly less rearing than the control group, reflecting less intention to explore.

These results confirm previous studies showing that serotonergic hallucinogens
produce significant effects on mobility and exploratory behaviours in rodents. In mice,
moderate doses of phenyl alkylamines (such as mescaline and 2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine) were shown to increase locomotion activity which are mediated by
the 5-HT,s receptor. However, indoleamines, such as psilocin and 5-MeO-DMT,
decrease locomotor activity which is mediated by the 5-HT; receptor (Halberstadt et al.,

2009; Halberstadt and Geyer, 2011). In addition, rats exposed to 5-MeO-DMT
12
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(indoleamine with a longer acting profile when compared to DMT) at 0.1 mg/kg bw
showed decreased locomotor activity in the behavioural pattern when combined with a
MADO inhibitor (Halberstadt et al., 2008).

The forced swimming test (also known as behavioural despair or Porsolt test) is
one of the most widely used tools for the screening of antidepressants in rodent models.
Rats when forced to swim in a cylinder from which they cannot escape will, after an
initial period of vigorous activity, adopt a characteristic immobile posture. Immobility is
reduced by various clinically effective antidepressant drugs at doses which would
otherwise decrease spontaneous motor activity in an open field (Porsolt et al., 1978).
The antidepressant effect of MAO inhibitors in this model was first described by
Loomer et al. (1957). In our study, animals treated with ayahuasca showed significantly
higher swimming behaviour and less immobility than the controls. Although fluoxetine
(20 mg/kg bw ip) showed the same tendency, the difference in relation to the controls
was not significant, contrary to what has been found in other studies (Dekte et al., 1995;
subcutaneous infection, 5-20 mg/kg bw; Refaey et al., 2012, 10 mg/kg bw ip). Taken
together, the forced swimming test results strongly suggest that the ayahuasca infusion
has an antidepressant effect. Indeed, harmine, the most concentrated -carboline found
in ayahuasca, has been shown to have an antidepressant-like effect in rodents submitted
to the forced swimming tests (Fortunato et al., 2009, 2010). The animal studies seem to
corroborate the results in humans, as reported by Santos et al. (2007), who showed that
regular ayahuasca users scored lower on the scales for panic and hopelessness, which
are indicators of a depression state.

It is well known that the psychoactive properties of ayahuasca is a result of a
high serotonin concentration in the central nervous system, mediated mainly by DMT
and P-carbolines present in the infusion (McKeena et al, 1984; Freedland and
Mansbach, 1999; Ott, 1999; Riba et al., 2003; Wang et al.,, 2010; Brierley and
Davidson, 2012). Indeed, neuroimaging of regular ayahuasca users shows activation of
brain structures involved in emotional arousal (amygdala/para hippocampal gyrus)
(Riba et al., 2006). Furthermore, Castro-Neto et al. (2013) showed that ayahuasca
treated rats (at 5-16X dose) had a higher level of SHT in the hippocampus and amygdala
regions. However, alterations in brain activity induced by ayahuasca have not yet been
demonstrated in animal models.

In this study, neuronal activation was investigated in the dorsal part of the dorsal

raphe nuclei (DRN), amygdaloid nucleus and hippocampal formation brain regions.
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The raphe nuclei are a cluster of nuclei found in the brain stem whose main function is
to release serotonin to correlated areas of the brain. The DRN plays an important role in
facilitating anxiety-related physiological or behavioural responses to drugs or
uncontrollable aversive stimuli, and has efferent projections on the amygdaloid
complex, hippocampal formation and locus coeruleus (Peyron et al., 1998; Lowry et al.,
2008). Indeed, we found that animals treated with a 30X dose of ayahuasca had higher
neuronal activation, indicated by c-fos marked neurons, in all brain areas investigated in
comparison with the controls. Although this led to some brain injury, no permanent
damage that could lead to alterations in the brain morphology and number of cells was
detected. Figueroa (2012) showed neuron apoptosis in rats exposed to a 5X dose for 21
days through the TUNEL test (Terminal deoxy nucleotidyl transferased UTP nick end
labeling), which could support the hypothesis that apoptosis occurs after neuron injury,

as was detected in our study.

Conclusion

This study showed that the ayahuasca infusion had a low oral acute toxicity in
Wistar female rats, indicating a large safety margin compared to the usual ritualistic
dose. Rats exposed to 15 and 30X the usual ayahuasca dose presented decreased
locomotor and exploratory activities in the open field and elevated plus-maze tests,
similar to fluoxetine, a known antidepressant drug. Behaviour of treated rats in the
forced swimming test indicated a more pronounced antidepressant effect than what was
observed for fluoxetine. Furthermore, C-fos expression activation observed in brain
areas involved in serotoninergic neurotransmission confirmed the role of ayahuasca
components in interoception and emotional processing modulated by serotonergic
pathways. Further studies conducted at lower and multiple doses are necessary to
confirm the antidepressant effects of the ayahuasca infusion, and its potential

therapeutic use.
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Fig. 1
Chemical structures of the main components of ayahuasca infusion (DMT, harmine and

harmaline), serotonine and 5-MeO-DMT.

Fig. 2

Results of the open field and elevated plus maze tests for female Wistar rats exposed to
fluoxetine or ayahuasca (15X or 30X dose). Mean + SEM; means with different letters
are significantly different (p<0.05); N= 10 for each group. Values for locomotion and

time spent in closed arms results are divided by 10 to fit the graphic scales.

Fig. 3
Results of the forced swimming test for female Wistar rats exposed to fluoxetine or

ayahuasca (15X or 30X dose). Mean = SEM. N= 10 for each group. Means with
different letters are significantly different (p<0.05).

Fig. 4

C-fos reactive neurons from dorsal raphe nuclei region of female Wistar rats exposed to
30X dose of ayahuasca. A: coronal section from midbrain region, showing the dorsal
raphe nuclei inside the traced marked area; B: c-fos reactive neurons in the dorsal part
(arrow heads) of a 30x treated rat (20x); C: number of c—f?)s reactive neurons for control

and treated rats. * p< 0.05, N=6 in each group.

Fig. 5
Number of c-fos reactive neurons from basolateral posterior amygdaloid nucleus (A)
and hippocampal formation (B) regions of female Wistar rats treated with 30X dose of

ayahuasca and control. * p<0.05; *** p <0.001.

Fig. 6

Fluoro-Jade images of the dentate gyrus area from the control (left) and ayahuasca

treated group (30X dose), showing the fluorescent marked neurons
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Covering Letter

Brasilia, May 13 2014

Dr. Viviana Trezza
Assistant Editor
Behavioural Pharmacology

Dear editor,

Ayahuasca is a psychoactive beverage traditionally used by Amazonian indigenous
populations and by Brazilian religious groups. The ritualistic use is considered to be safe,
however, the recreational use of this beverage has increased in the last decade, stimulating
the so called “ayahuasca tourism” in Latin American. Although many studies have been
conducted to investigate the effects on humans exposed to ritualistic doses of the infusion,
very few work has been done with animal models to investigate the potential effects when
high doses are used. This work is the first attempt to directly determine the oral acute
toxicity of this broadly used beverage. Behavioural functions were evaluated using the open
field, elevated plus maze and forced swimming tests, and neuronal activation and toxicity

were investigated in brain regions involved in serotonin activity.

Sincerely yours,
Prof. Eloisa Dutra Caldas
Department of Pharmaceutical Sciences,

University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil
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Fig. 2

25

20

15

10

60

50

40

30

20

10

20
18
16
14
12
10

o N B OO

Open field

a
J‘j§
b
R

Locomotion, n/10 Entries central area, n Rearing, n Grooming, n

Elevated plus-maze

a,b
b 4 b

b
a b
_Eﬁrﬁb iﬁt’?ﬁﬂﬁ %’l‘

Openarms,n Closedarms,n Openarms,sec  Closed arms, Central area, sec

sec/10
a
_[
Elevated plus-maze
b
T b
[
e b
/ 1
% SO ;
1 M
Rearing, n Grooming, n

W Control O Fluoxetine 15X [O30X



Fig. 3
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Table 1. Food consumption and organ weight of the control group and ayahuasca

treated rats. Data are the mean + standard error

Control 30X 50X
(n=7) (n=5) (n=5)

Food consumption, g
Day 0-3 62.5+ 1.5 72.6 + 12.4° 27.6 +10.5
Day 3-7 45.4 + 2.6} 59.6 +10.7 65.6 + 8.6%
Day 7-10 65.2+3.5" 58.9+4.3 66.4 + 11.0*
Day 10-14 37.4+2.6% 49.5+ 1.3 51.7+5.3%
Organ weight, g
Liver 11.3+0.56 10.9 +£0.77 11.2+0.72
Spleen 0.94 +0.05 0.80 +0.03 0.78 £ 0.07
Left kidney 0.91 £ 0.08 1.0 +0.05 1.1+ 0.06
Right kidney 0.99 + 0.04 1.1+0.05 1.1+0.07
Stomach 2.8 +0.20° 4.3 +0.40° 3.840.23"
Heart 0.94 + 0.05 0.90 + 0.05 1.0 +0.06
Brain 2.0+0.16 2.0 +0.03 2.1+0.14

Letters: comparison among groups at the same day; symbols: comparison within the

same group during the study period. Significant differences were found for means

with different letters or symbols (p<0.05)



