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RESUMO

O céncer € a principal causa de morte e uma importante barreira para 0 aumento da
expectativa de vida em todos os paises do mundo. Os tratamentos convencionais
apresentam efeitos adversos consideraveis, sendo necessarias pesquisas para 0
desenvolvimento de novas terapias, e, nesse panorama, 0 chd de ayahuasca tem se
destacado. A ayahuasca é uma infusdo vegetal psicoativa da Amazénia que desde tempos
remotos € preparado e tomado pelos indios como instrumento espiritual e ritual, de
protecdo e cura em diversas regifes do mundo. O cha de ayahuasca consiste, em geral, na
combinacdo de duas plantas, feito por meio da decoccéo e infusdo do cipd Banisteriopsis
caapi (“mariri”’) e das folhas da Psychotria viridis (“chacrona”). Sua composi¢ao quimica
fundamental contém as p-carbolinas harmina (HRM), harmalina (HRL) e
tetrahidroharmina (THH) presentes no mariri, enquanto a chacrona contém o alcaléide
principal, o N, N-Dimetiltriptamina (DMT), substancia molecular semelhante ao
neurotransmissor serotonina (5-HT), com propriedades alucindgenas. Sendo assim, esse
trabalho teve por objetivo investigar os efeitos da exposicdo ao chd ayahuasca em
linhagens tumorais in vitro e em modelo experimental de tumor in vivo. O cha de
ayahuasca, cedido pela UDV, foi quantificado por GC-MS/MS e utilizado nos ensaios in
vitro e in vivo. Para 0s ensaios in vitro foram utilizadas as linhagens celulares: B16F10,
U87MG, MCF7 e NIH3T3, que foram incubadas, plaqueadas e tratadas com diferentes
doses de chd de ayahuasca ou tratadas com controle positivo ou controle negativo. Os
ensaios de viabilidade celular e integridade da membrana celular foram realizados pelas
técnicas: MTT e coloragdo com azul de tripan. Para avaliar a fragmentacdo do DNA, ciclo
celular, viabilidade das células e perfil de morte celular foram realizados ensaios por
citometria de fluxo (FACS) com protocolos bem definidos na literatura que envolvem o
uso de iodeto de propideo, RNAse e anexina V. Os ensaios in vivo foram realizados com
camundongos C57BL6, que foram inoculados com células de melanoma, e tratados com
ayahuasca ou controle positivo ou negativo por 10 dias consecutivos. 48 horas ap0s o
ultimo tratamento os animais foram eutanasiados com dose letal de anestésicos, 0 sangue
foi retirado para analises hematoldgicas e bioquimicas, os 6rgdos de tumores foram
coletados para analises macroscépicas e histoldgicas. Nos testes in vitro, os resultados de
viabilidade celular ap6s incubacgéo por 24 horas com cha de ayahuasca em diferentes doses,
promoveu para a linhagem tumoral B16F10 reducdo da viabilidade celular correlacionada
ao aumento da dose de tratamento que se tornou significativa a partir de 1 mg/mL a 5
mg/mL, esse grupo celular se mostrou mais sensivel ao tratamento, ja que, na maior dose
apresentou menor viabilidade e, a partir desse resultado, seguimos para 0S ensaios em
animais com esse tipo celular. A linhagem tumoral U87MG apresentou tendéncia de
reducdo da viabilidade nas menores doses de tratamento, que foi significativa nas doses de
0,5; 1; 2,5 e 3,5 mg/mL. Curiosamente com 0 aumento da dose de tratamento para 4
mg/mL houve aumento significativo da viabilidade celular. A linhagem tumoral MCF7
houve reducdo significativa da viabilidade celular nas doses de 1; 3,5 e 5 mg/mL. O
tratamento com o cha de ayahuasca para a linhagem ndo-tumoral NIH3T3, promoveu
aumento na viabilidade celular quando as células foram tratadas com as menores doses,
que foi revertida, a partir da dose de 1 mg/mL e iniciou-se uma acentuada reducdo na
viabilidade celular. O grupo controle positivo, no geral, apresentou reducao significativa da
viabilidade celular nas maiores doses de tratamento. A partir dos resultados dos testes de
viabilidade celular foi calculado o 1Csy de cada linhagem celular: B16F10 ICsy € 1 mg/mL;
U87MG 0 ICso € 1,5 mg/mL; NIH3T3 e MCF7 o ICs € 2,5 mg/mL. Nos testes de
integridade da membrana celular o 1Csy do cha de ayahuasca promoveu tendéncia de
comprometimento das membranas celulares em todas as linhagens testadas. Os resultados
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para 0s ensaios de citometria de fluxo o ICso do cha de ayahuasca promoveu fragmentacao
do DNA em todas as linhagens celulares testadas, sendo o cancer de mama a linhagem
mais sensivel a esse tratamento. No ensaio de fases do ciclo celular a linhagem tumoral
B16F10 promoveu parada do ciclo celular em G2. Nos ensaios que avaliaram perfil de
morte celular, as células em necrose estavam aumentadas nos tratamentos com cisplatina e
ICso ,quando comparadas com o grupo controle, nas diferentes linhagens celulares, a
excecdo do cancer de mama. Ja& as mortes das células em apoptose tardia/necrose e
apoptose precoce se mostraram amentadas em todas as linhagens testadas nos tratamentos
com cisplatina e ICsy quando comparadas com o grupo controle. Em contrapartida as
células viaveis estavam diminuidas. Nos testes in vivo, ap6s a inoculacdo e crescimento do
tumor de melanoma, os animais receberam oralmente as doses de 1X, 2X e 5X, uma vez ao
dia, por 10 dias consecutivos. A partir do 13° dia de experimento, houve reducgéo
significativa do peso animal quando comparamos 0s grupos controles e o grupo de maior
dose de tratamento, no 19° dia de experimento essa reducdo significativa da média dos
pesos atingiu todos os grupos tratados com ayahuasca. Ainda que ndo significativo existe
uma tendéncia de reducdo do volume tumoral nos animais tratados com o cha de
ayahuasca. As andlises do hemograma e bioquimica revelaram uma tendéncia de
inflamacdo cronica, disfuncdo hepética e renal. O peso dos 6rgdos: pulmao, estbmago,
intestino e o tumor ndo apresentaram diferengas significantes entre 0s grupos
experimentais. Os demais 6rgdos como cérebro, coracdo e figado observou-se uma
tendéncia de aumento do peso relativo dos animais tratados com ayahuasca, em
contrapartida, houve uma tendéncia de diminuicdo do peso relativo do timo e peso absoluto
do rim direito dos animais tratados com ayahuasca. O 6rgdo que apresentou maior variacéo
significativa dos resultados para peso foi o baco. Nas andlises histoldgicas os achados mais
relevantes foram relacionados & necrose tumoral que foram diminuidas com significancia
nos grupos tratados com ayahuasca com dose 2X e tratados com cisplatina quando
comparados ao grupo controle. A morte neuronal foi maior nos grupos tratados com ché de
ayahuasca e cisplatina do que no grupo controle. Ainda que os resultados in vitro para a
linhagem tumoral de B16F10 tenham sido promissores ndo se refletiram em cura animal,
porém alguns resultados direcionam a uma possivel tendéncia terapéutica. Sendo assim,
mais estudos sdo necessarios para a complementacao dos dados apresentados em busca de
doses que possam efetivamente apresentar efeito terapéutico in vivo.

Palavras-chave: Ayahuasca, cancer, melanoma, camundongos, C57BL6, efeito
antitumoral, terapéutica do cancer, tratamento do cancer, B16F10, MCF7, U87MG,
NIH3T3.
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ABSTRACT
Cancer is the leading cause of death and a major barrier to increasing life expectancy in
every country in the world. Conventional treatments have considerable adverse effects, so
research is needed to develop new therapies, and in this context ayahuasca tea has stood
out. Ayahuasca is a psychoactive plant infusion from the Amazon that has been prepared
and taken by Indians since ancient times as a spiritual and ritual tool for protection and
healing in various regions of the world. Ayahuasca tea generally consists of a combination
of two plants, made by decocting and infusing Banisteriopsis caapi (“mariri”’) and
Psychotria viridis (“chacrona”) leaves. Its fundamental chemical composition contains the
B-carbolines harmine (HRM), harmaline (HRL) and tetrahydroharmine (THH) present in
mariri, while chacrona contains the main alkaloid, N,N-Dimethyltryptamine (DMT), a
molecular substance similar to the neurotransmitter serotonin (5-HT), with hallucinogenic
properties. Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of exposure to
ayahuasca tea on tumor cell lines in vitro and in an experimental tumor model in vivo.
Ayahuasca tea, provided by UDV, was quantified by GC-MS/MS and used in the in vitro
and in vivo tests. For the in vitro tests, the following cell lines were used: B16F10,
U87MG, MCF7 and NIH3T3, which were incubated, plated and treated with different
doses of ayahuasca tea or treated with a positive control or negative control. Cell viability
and cell membrane integrity tests were carried out using the MTT and trypan blue staining
techniques. To assess DNA fragmentation, cell cycle, cell viability and cell death profile,
flow cytometry (FACS) tests were carried out using well-defined protocols in the literature
involving the use of propidium iodide, RNAse and annexin V. The in vivo tests were
carried out on C57BL6 mice, which were inoculated with melanoma cells and treated with
ayahuasca or a positive or negative control for 10 consecutive days. 48 hours after the last
treatment, the animals were euthanized with a lethal dose of anesthetics, blood was drawn
for hematological and biochemical analyses, and tumor organs were collected for
macroscopic and histological analyses. In the in vitro tests, the results of cell viability after
incubation for 24 hours with ayahuasca tea at different doses promoted a reduction in cell
viability for the B16F10 tumor line correlated with the increase in treatment dose, which
became significant from 1 mg/mL to 5 mg/mL. This cell group proved to be more sensitive
to treatment, since at the highest dose it showed lower viability and, based on this result,
we moved on to animal tests with this cell type. The U87MG tumor line showed a trend
towards reduced viability at the lowest treatment doses, which was significant at 0,5; 1; 2,5
and 3,5 mg/mL. Interestingly, when the treatment dose was increased to 4 mg/mL, there
was a significant increase in cell viability. The MCF7 tumor line showed a significant
reduction in cell viability at doses of 1; 3,5 and 5 mg/mL. Treatment with ayahuasca tea for
the NIH3T3 non-tumor cell line promoted an increase in cell viability when the cells were
treated with the lowest doses, which was reversed from the 1 mg/mL dose onwards and a
marked reduction in cell viability began. In general, the positive control group showed a
significant reduction in cell viability at the higher treatment doses. The ICso of each cell
line was calculated from the results of the cell viability tests: B16F10 ICsq is 1 mg/mL;
U8B7MG ICsp is 1,5 mg/mL; NIH3T3 and MCF7 ICs is 2,5 mg/mL. In the cell membrane
integrity tests, the 1Cso of ayahuasca tea led to a tendency for cell membranes to be
compromised in all the strains tested. The results for the flow cytometry assays showed
that the 1Cs of ayahuasca tea promoted DNA fragmentation in all the cell lines tested, with
breast cancer being the most sensitive lineage to this treatment. In the cell cycle phase test,
the B16F10 tumor line promoted cell cycle arrest in G2. In the tests that evaluated cell
death profiles, necrotic cells were increased in the treatments with cisplatin and 1Csy, when
compared to the control group, in the different cell lines, with the exception of breast
cancer. On the other hand, cell death in late apoptosis/necrosis and early apoptosis was
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increased in all the cell lines tested in the treatments with cisplatin and ICsy when
compared to the control group. On the other hand, viable cells were reduced. In the in vivo
tests, after inoculation and growth of the melanoma tumor, the animals received oral doses
of 1X, 2X and 5X once a day for 10 consecutive days. From the 13" day of the experiment,
there was a significant reduction in animal weight when comparing the control groups and
the group with the highest dose of treatment. On the 19™ day of the experiment, this
significant reduction in average weight affected all the groups treated with ayahuasca.
Although not significant, there was a trend towards a reduction in tumor volume in the
animals treated with ayahuasca tea. The blood count and biochemical analyses revealed a
trend towards chronic inflammation, liver and kidney dysfunction. The weight of the
organs: lung, stomach, intestine and tumor showed no significant differences between the
experimental groups. For the other organs, such as the brain, heart and liver, there was a
tendency for the relative weight of the animals treated with ayahuasca to increase; on the
other hand, there was a tendency for the relative weight of the thymus and the absolute
weight of the right kidney of the animals treated with ayahuasca to decrease. The organ
that showed the greatest significant variation in weight was the spleen. In the histological
analyses, the most relevant findings were related to tumor necrosis, which was
significantly reduced in the groups treated with ayahuasca at a dose of 2X and treated with
cisplatin when compared to the control group. Neuronal death was greater in the groups
treated with ayahuasca tea and cisplatin than in the control group. Although the in vitro
results for the B16F10 tumor line were promising, they were not reflected in an animal
cure, but some results point to a possible therapeutic trend. Therefore, further studies are
needed to complement the data presented in order to find doses that can effectively have a
therapeutic effect in vivo.

Keywords: Ayahuasca, cancer, melanoma, mouse, C56BL6, antitumor effect, cancer
therapeutics, cancer treatment, B16F10, MCF7, US7MG, NIH3T3.
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1- CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA ABORDADO

A histdria dos psicoativos como instrumento de cura de diversas culturas remonta
as civilizagdes antigas, quando plantas e substancias psicotrépicas eram utilizadas em
rituais xamanicos e religiosos para tratar doencas do corpo e da mente. Evidéncias
arqueoldgicas e etnograficas sugerem que essas substancias foram empregadas em
contextos rituais, medicinais e espirituais ha milhares de anos (SAMORINI, 1992).

As primeiras evidéncias que sugerem o0 uso dos psicoativos, 0s cogumelos
psilocibinicos, datam de pelo menos 9.000 anos a.C., na Africa, quando as pinturas
rupestres tinham imagens antropomorficas semelhantes a cogumelos emergindo de suas
cabecas, sugerindo estado alterado de consciéncia (SAMORINI, 1992). O cacto peyote
na América do Norte era consumido por povos indigenas no Texas para fins espirituais
e terapéuticos ha 5.700 anos a.C. (EL-SEEDI et al., 2005). Os sumérios chamavam a
papoula de 6pio de “planta da alegria” e foi utilizada para fins medicinais e recreativos
had 3.700 anos a.C. (COURTWRIGHT, 2001). No atual Equador, em um ritual
xamanico, foi encontrado um recipiente de couro, datado por arquedlogos de
aproximadamente 1.000 anos atras, contendo tracos de DMT e harmalina, os principais
componentes da ayahuasca (MILLER et al., 2019). Em sua origem a ayahuasca foi
utilizada com finalidade espiritual, medicinal, para a expansdo de consciéncia e
conhecimento (SCHULTES & HOFMANN, 1979).

O uso de terapias alternativas e/ou complementares para o tratamento de inUmeras
doencas incluindo o cancer tem atraido a atencdo da comunidade cientifica. O cancer é
uma das principais causas de morte em todo o mundo (SUNG et al., 2021), afetando
milhdes de pessoas a cada ano. No Brasil, as mulheres sofrem com a maior incidéncia
de cancer de mama e os homens de cancer de prostata (SANTOS et al. 2023). Em
relacdo a mortalidade, o cancer de pulm&o ocupa primeiro lugar em causa de morte,
seguindo de mama e prostata. Em nimeros de prevaléncia nos ultimos 5 anos, temos
1.500.000 de pessoas vivendo com cancer no nosso pais (SUNG et al., 2021).

Seu tratamento, embora tenha avancado consideravelmente nas Ultimas décadas,
ainda enfrenta diversas limitacbes como a resisténcia (HOLOHAN et al., 2013), efeitos
colaterais e toxicidade (WAMPLER & PIEKARZ, 2014). Sendo assim, novas
abordagens terapéuticas, multialvo, sdo fundamentais para superar essas barreiras e
melhorar os resultados para 0s pacientes.

A ayahuasca é composta principalmente por dois ingredientes: o cipd mariri,
Banisteriopsis caapi, e a folha do arbusto chacrona, Psychotria viridis, juntas contém
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respectivamente os alcal6ides S-carbolinas (inibidores da monoamino- oxidase) e DMT
(estrutura molecular semelhante ao neurotransmissor serotonina) que alteram a
consciéncia e surgem como alternativa para o tratamento de inimeras doengas.
Resultados robustos relatam a melhora/cura da depressdo e ansiedade (OSORIO et
al., 2015; SANCHES et al. ,2016; PALHANO-FONTES et al., 2017 e 2019) e no uso
abusivo do alcool (HALPERN et al, 2008; OLIVEIRA-LIMA et al., 2015;
BERLOWITZ et al., 2019; ALMEIDA et al., 2022). Novas, escassas e preliminares
pesquisas incluem a ayahuasca no tratamento do cancer (BOUSO et al., 2015; SCHMID
et al., 2010; SCHENBERG, 2013), porém inameros relatos de membros de religides
ayahuasqueiras enfatizam o poder terapéutico da ayahuasca no cancer e optam por
utiliza-la como terapia principal ou associada no tratamento de diversos tipos de cancer.
Neste sentido, o presente estudo busca investigar o potencial efeito terapéutico da
ayahuasca no tratamento oncologico. O objetivo €é distinguir os efeitos atribuidos ao
‘acreditar' e ao potencial curador espiritual da ayahuasca do impacto bioldgico das
substancias presentes na coccdo. Para tal optamos por experimentos in vitro e in vivo

com modelos tumorigénicos.

2- INTRODUCAO E LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2.1 - Origem e uso do cha de ayahuasca no contexto religioso

A palavra ayahuasca ¢ origindria da lingua quéchua cuja etimologia é: “Aya’:
“pessoa morta, espirito” e “Waska™: “corda, liana, cip6”. Numa tradugdo literal, a
palavra significa “corda dos mortos” ou “trepadeira das almas” uma referéncia ao cipo
utilizado na preparacdo da bebida (LUNA, 1986; TUPPER, 2002). Também chamado
de “Yagé” ou “Hoasca” pelos nativos da Amaz6nia e América do Sul (NICHOLS,
2004).

A ayahuasca é uma infusdo vegetal psicoativa da Amazodnia que desde tempos
imemoraveis € preparado e tomado pelos povos originarios como instrumento espiritual
e ritual, com extrema religiosidade. A origem do uso da ayahuasca ndo € bem
conhecida, mas segundo NARANJO (1986) descobertas arqueoldgicas indicam que o
uso da bebida data da pré-histéria.

Na década de 30, a incorporacdo da ayahuasca a rituais sincréticos como bebida
sagrada serviu como base para surgimento de novas comunidades religiosas, sendo
entdo disseminada pelo Brasil. Esses movimentos religiosos incorporaram elementos do

espiritismo africano, liturgia cristd e tradigdes indigenas em praticas que se expandiram
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nos grandes centros urbanos (LABATE, MACRAE et al., 2010). No contexto
internacional, o uso do cha de ayahuasca ¢ difundido em vérios paises da América do
Sul e nos ultimos anos existem adeptos nos Estados Unidos e em paises europeus como
Alemanha, Espanha, Franca e Inglaterra (TUPPER, 2006). No Brasil, trés comunidades
religiosas se destacam pelo uso da ayahuasca: o Santo Daime, a Barquinha e a Unido do
Vegetal (UDV) (CAZENAVE, 1996; COSTA et al., 2005; MARTINEZ et al., 2009).

Ayahuasca em sua forma original é formada pela mistura de dois ingredientes
principais: o cip6 mariri, Banisteriopsis caapi, e a folha do arbusto chacrona, Psychotria
viridis (Figura 1), que sdo fervidos em agua. O preparo do cha varia entre 0s grupos
religiosos, principalmente com relacdo ao tempo de cozimento e quantidade de mariri e
chacrona utilizado. O cha tem sabor amargo, ndo € agradavel de beber, coloracdo
castanha e aspecto oleoso. Contudo, ao longo dos anos, variaces dessa decoc¢do foram
desenvolvidas com mais de cem plantas diferentes utilizadas na preparacdo da
ayahuasca (GONCALVES et al., 2021).

Figura 1: Vegetais do preparo do cha de ayahuasca.

Figura 1: Folhas: chacrona - Psychotria viridis e o cipd: mariri - Banisteriopsis caapi.
Fonte: Luciana Gueiros, maio de 2011.

O Santo Daime foi fundado no Brasil em Rio Branco — Acre, no ano de 1930, pelo
maranhense e ex-seringueiro Raimundo Irineu Serra conhecido como curador. A
palavra Daime vem do verbo “dar” mais o pronome “me”, como um pedido: — “Dai-me
forca, dai-me luz” (LABETE & ARAUJO, 2002). Nessa comunidade a ayahuasca é
conhecida como cha do Santo Daime e, é considerada como sacramento, mas pode ser

3



usado também como um tratamento para uma variedade de doencas. Os membros do
Santo Daime podem inclusive fazer uso da ayahuasca durante a gravidez e parto, bem
como em fase terminal de doencas, sendo utilizado como parte dos cuidados paliativos
(TUPPER, 2009).

O ritual de preparo do cha é realizado na ultima lua nova do més, a infusdo é
preparada e em seguida ingerida junto aos cénticos dos hinos. A musica cantada e
tocada durante a ceriménia ajuda a harmonizar o grupo. Os instrumentos de percusséo
com batidas forte sdo usados para trazer os estados alterados de consciéncia e invocagao
dos espiritos, além de ajudar na interpretacdo das miragens (MACRAE, 2004).

A Barquinha foi fundada também em Rio Branco -Acre- em 1940 por Daniel
Pereira de Mattos um ex-escravo. Essa religido ayahuasqueira também é formada por
elementos do catolicismo popular, xamanismo indigena, cristdos, afro-brasileiros e com
grande influéncia da umbanda (PIRES et al., 2010), e por isso, é considerada por alguns
autores como a mais eclética e mais rica em termos de imagens e ritual das trés religides
(LABETE, 2004). O principal elemento é o Daime onde os praticantes da religido
adquirem uma percepcdo diferenciada da realidade entrando em estado alterado de
consciéncia (LABETE & ARAUJO, 2002). E fiel as origens xamanicas e muitas das
atividades estdo dirigidas a cura de doengas fisicas e psicossociais como o alcoolismo e
0 desemprego (MACRAE, 2004).

A Unido do Vegetal (UDV) é a mais nova das religibes ayahuasqueiras, a com o
maior numero de associados e a mais institucionalmente organizada (MACRAE, 2004).
Seu fundador foi o baiano José Gabriel da Costa em Porto Velho - Rondénia em 1961.
Com sede em Planaltina (Goias) seus ensinamentos sdo baseados em uma doutrina
cristd-reencarnacionista, permeada por elementos do espiritismo kardecista e de outras
manifestacdes religiosas urbanas, além disso, possui um carater mais sobrio e menos
festivo, ndo sendo permitido a seus membros o uso de bebidas alcodlicas, tabaco, outras
drogas, delitos, bem como dancar ou assistir as ceriménias de outras religides
ayahuasqueiras (PIRES et al., 2010; COSTA et al., 2005).

Os frequentadores da UDV ingerem o cha em sessdes quinzenais regulares que
duram aproximadamente quatro horas, em datas comemorativas e nos fins de semana de
preparo do cha. O culto é iniciado com consumo do cha pelos membros que é visto
como uma forma de atingir um estado de lucidez espiritual. Durante as horas seguintes
ocorrem varios periodos de siléncio, interrompidos por chamadas ou cangdes que

evocariam 0s espiritos protetores e perguntas sdo levantadas pelos integrantes aos
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mestres, que conduzem a sessdo. Esta doutrina mostra-se extremamente cuidadosa,
organizada e fundamentada em seus conceitos e valores morais e religiosos.

O nome dado ao efeito psicoativo do ché pelos membros da religido é burracheira e
significa “forca estranha” ou “presenca de for¢a e luz”. Para os frequentadores a
burracheira nem sempre é uma experiéncia facil, embora sempre benéfica, purificadora
e esclarecedora. E consenso entre os integrantes das religides ayahuasqueiras que apos a
ingestdo do ché de ayahuasca os individuos conseguem alcancar um estado alterado de
consciéncia que permite uma reflexdo profunda.

H4a mais de 20 anos a UDV criou o “Hoasca Project” com a inten¢do de entender
melhor como a ayahuasca age sobre o corpo e o cérebro. Esse projeto apoia estudos
cientificos em parceria com universidades brasileiras e estrangeiras.

Com a globalizacdo do cha de ayahuasca existiram pressdes da sociedade acerca da
legalizacdo do consumo desta substancia, isso porque, as religides ayahuasqueiras nao
se enquadram no padréo tradicional de culto espiritual, principalmente por conter um
alucinégeno. O N,N-dimetilpriptamina (DMT) componente da ayahuasca, € uma
substancia controlada no Brasil (Portaria 1998) e internacionalmente sob a Convencéo
das NacOes Unidas sobre Substancias Psicotropicas (Convention on Psychotropic
Substance, 1971), 0 que significa que é ilegal fabrica-la, compra-la, possui-la ou
distribui-la. No entanto, a propria decoccdo da ayahuasca ndo se encontra sob controle
internacional segundo Junta Internacional de Fiscalizacdo de Entorpecentes (JIFE).

O processo de legalizacdo da ayahuasca iniciou-se em 1986 pelo Conselho Federal
de Entorpecentes (CONFEN), que retirou a bebida da lista de substancias proscritas da
Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de Medicamentos (DIMED) o que viabilizou
seu uso ritualistico. O processo de legalizacdo teve continuidade com a Resolucdo N° 4
do Conselho Nacional Anti-Drogas (CONAD) de 4 de novembro de 2004 que
reconheceu o direito ao uso do cha em contextos religiosos, inclusive por menores de
idade e gravidas, decisdo essa que foi reiterada pela Resolu¢do n° 1/2010. Segundo a
resolucéo, o uso da ayahuasca por menores de 18 (dezoito) anos deve permanecer como
objeto de deliberacdo dos pais ou responsaveis, e cabem as gravidas a responsabilidade
do uso, atendendo, permanentemente, a preservacdo do desenvolvimento e da
estruturacdo da personalidade do menor e do nascituro (CONAD, 2004). Essa ultima
resolucdo, ndo sé legitima o uso religioso da ayahuasca, como proibe sua
comercializacdo, aborda a definicdo do que vem a ser seu possivel uso terapéutico e

reforca a necessidade de estudos cientificos. Também propds a elaboracdo de um
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Cadastro Nacional de Entidades usuérias da Ayahuasca (CNEA), de caréater facultativo.
Até 2010, o CNEA contava com quase uma centena de entidades ayahuasqueiras
cadastradas.

Adicionalmente, em alguns paises como o Brasil e Peru a ayahuasca foi
reconhecida em 2008 como patrimdnio cultural de utilidade pablica e como patriménio
historico, em outros, como RUssia e Franca a ayahuasca continua proibida.

Atualmente, a expansdo do uso da ayahuasca extrapola os limites de seu uso com
fins religiosos ocorrendo mais significativamente na Europa e Américas (CALLAWAY
& GROB, 1998) Asia e Africa (GONCALVES et al., 2023). Tal fato parece estar
relacionado, ao menos em parte, com a facilidade de aquisicdo de pacotes turisticos por
clientela que, avida por experiéncias novas, se aventuram em expedicOes em florestas,
onde sdo convidados a experimentar a bebida em rituais (MCKENNA, 2004). O uso do
cha também cresce em situacfes ndo-ritualisticas, como por exemplo, a titulo de
experiéncias terapéuticas e o uso ilicito, onde se encontra um comércio intenso e
lucrativo com ofertas na internet e jornais. Definitivamente, nos tempos atuais, a
ayahuasca ainda € utilizada na sua forma tradicional, porém também ¢ utilizada em sua
versdo terapéutica moderna e recreativa (GONCALVES et al., 2023). Essa tendéncia de
aumento do consumo do chd de ayahuasca levanta preocupacBes a comunidade
cientifica com o objetivo de garantir que seu consumo nao leve a problemas médicos e
psicossociais tipicamente associados a drogas de abuso.

Segundo COSTA et al. (2005) a liberacdo da ayahuasca para uso em rituais
religiosos no Brasil representou liberdade de culto e um aumento significativo do
namero de adeptos do cha. No entanto, o uso da ayahuasca ultrapassa praticas religiosas
e tem sido usado para fins recreativos por pessoas que procuram apenas 0s efeitos
psicodeélicos da infusdo. Porém, nota-se que, a utilizacdo do cha pelas trés religiGes
ayahuasqueiras citadas é exclusivamente religiosa, ndo caracterizando abuso ou fins
ilicitos, apesar de ndo se levar em consideracdo 0s possiveis efeitos toxicos das
substancias presentes no cha por esses usuarios, que apenas levam em consideragdo seus
possiveis efeitos terapéuticos e beneficios.

SANCHEZ & BOUSO (2015) publicaram em sua revisio a existéncia de casos de
pessoas que apds a ingestdo do cha de ayahuasca tiveram transtornos psicoticos, que
exigiram medicacdo ou mesmo tratamento continuado, em alguns destes casos havia
uma condicdo psiquiatrica preexistente ou um histérico familiar, mas em outros foram

pessoas sem historia conhecida de transtornos psicoldgicos.



E provavel que o consumo do chéa de ayahuasca, assim como de outros psicodélicos
naturais, aumente nos proximos anos. Por isso, é essencial que os 6rgdos reguladores se
preparem para um uso mais amplo desses psicodélicos, adotando medidas que garantam
sua utilizacdo de forma segura e responsavel. Para acompanhar esse aumento de
consumo, estamos presenciando a expansdo da ciéncia emergente dos psicodélicos
(BELOUIN et al. 2022) com a intencdo de desvendar seus efeitos terapéuticos e garantir
um uso seguro dessas substancias. Espera-se que o trabalho apresentado aqui

acrescentara conhecimentos nesse aspecto.

2.2 - Ayahuasca: extrato natural e composi¢do quimica

N&o ha uniformidade nos rituais de preparo e uso da ayahuasca dentre as diversas
comunidades ayahuasqueiras. O ponto comum no preparo é a coccdo da Banisteriopsis
caapi e da Psychotria viridis misturadas em quantidades estabelecidas pelo xama
(mestre) durante cerimonia de preparo.

O cipd Banisteriopsis caapi, da familia Malpighiaceae, conhecido como mariri,
nativo da Amazoénia e dos Andes contém os alcaldides B-carbolinas harmina (HRM),
harmalina (HRL) e tetrahidro-harmalina (THH). A harmina e a harmalina possuem a
capacidade de inibir reversivelmente a enzima monoamino oxidase (MAO), que
desamina preferencialmente, a noradrenalina e a serotonina, mas também a dopamina.
Ja a tetrahidroharmalina, presente em gquantidade menores, tem a capacidade de inibir a
recaptacdo de serotonina, além de inibir a MAO. As MAQOs endogenas, encontram-se na
membrana externa das mitocondrias, localizacdo que protegem as monoaminas
enddgenas contra sua acdo oxidativa, mantendo os respectivos teores teciduais de
neurotransmissores dentro dos limites fisioldgicos. Por esta razdo, a administracdo de
inibidores de MAO (IMAO) acarreta aumento de depdsito de aminas no cérebro,
principalmente serotonina, dopamina e noradrenalina.

A folha Psycotria viridis, da familia Rubiaceae, conhecida como chacrona ou
rainha, contém o alcal6ide ind6lico N, N-dimetiltriptamina (DMT), substancia de
estrutura molecular semelhante ao neurotransmissor serotonina (5-HT). O DMT é um
composto endogeno amplamente encontrado na natureza e estudado ha mais de 50 anos.
No entanto, as pesquisas realizadas até 0 momento tém se mostrado insuficientes para
fornecer uma descricdo neurobioldgica clara e abrangente sobre o papel deste e outros
alucinégenos enddgenos. Sabemos que ele é metabolizado pela MAO, apresentando



acao agonista sobre os receptores de serotonina, principalmente do subtipo 5-HT,,
(SMITH et al., 1998; GRELLA et al., 2003).

O DMT, em seu estado purificado, € uma substancia de uso proscrito e classificada
nos termos da Convencéo sobre Substancias Psicotropicas de 1971 (UN, 1971). Quando
administrado por via oral, sofre acdo da enzima MAO intestinal e hepatica, sendo
desaminado e degradado em metabolitos inativos, consequentemente, inativado,
impossibilitando seu acesso ao sistema circulatéorio (HOLMSTED & LINDGREN,
1967; MCKENNA & TOWERS, 1984). Porém, quando ingerido juntamente com as [3-
carbolinas, combinacdo existente na ayahuasca, 0 DMT ndo sofre inativacdo pela MAO,
consequentemente permitindo o acesso do DMT ao sistema circulatorio, atravessando a
barreira hematoencefalica (NIZNANSKY et al., 2022) e exercendo seus efeitos no
sistema nervoso central com sua chegada aos receptores serotoninérgicos
(CALLAWAY et al., 1999). O resultado é uma cascata de efeitos neuroquimicos que
alteraram o0s padrbes normais de percepgdo, sobre aquilo que comumente
compreendemos como sendo “realidade” (DE SOUZA, 2011). Apds o consumo da
ayahuasca, 0 DMT e as B-carbolinas, sdo lentamente metabolizados e excretados na
urina.

Os efeitos neuroquimicos observados por usuérios do cha de ayahuasca incluem
palidez, sudorese, midriase, salivacdo, nauseas, vomitos, diarréia, hipertensao,
palpitacdo, taquicardia, tremores, excitacdo e alteracdo na temperatura corporea
(SHANON, 2003, RIBA et al.; 2001). Também sdo relatados ansiedade, delirios
parecidos com sonhos, exacerbacdo emocional, sensacdo de vigilancia e estimulagéo,
alteracbes no processo de pensamento, concentracdo, atencdo, memoria e julgamento,
humor, alteracdo da percepcao da passagem do tempo, mudangas na percepgao corporal,
alteracOes na expressao emocional, mudancas no significado de experiéncias anteriores
(“insights™), sentimentos de rejuvenescimento, sensagdo da “alma se desprendendo do
corpo®, sensagdo do contato com locais e seres sobrenaturais e alteragcdes perceptuais
atingindo vérios sentidos, onde alucinagfes e sinestesias sdo comuns, em alguns casos
perda de memoria, confusdo mental e desorientacdo (SCHULTES & HOFMANN,
1992; SCHVARTSMAN, 1992; CAZENAVE, 1996; CALLAWAY, 1999; RIBA et al.;
2001; SHANON, 2003; SANTOS, 2004; COSTA et al., 2005; VINHA, 2005; PIRES et
al., 2010; DE SOUZA, 2010).

Os efeitos somaticos do cha de ayahuasca aparecem entre 15 e 30 minutos, 0s
psicologicos entre 30 e 60 minutos, ambos atingindo o pico entre 60 e 120 minutos e
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com duracédo de 4 a 6 horas, ap0s a ingestdo, (RIBA et al.; 2001, 2003). Vale destacar
que os efeitos somaticos e psiquicos estdo diretamente relacionados a pré-disposicéo
fisiologica do individuo, dosagem e composicdo do cha (alcaldides e DMT). Segundo
DE SOUZA (2011), o nivel de estruturacdo socio-familiar, o contexto no qual este
individuo teve a experiéncia, a histéria pessoal e o grau de vulnerabilidade fisica e
emocional de cada individuo sdo elementos importantes durante as alteracdes de
consciéncia causadas pelas substancias psicoativas.

Torna-se claro que os alucindgenos naturais ou sintéticos, possuem capacidade
Unica e poderosa de alterar a mente humana e que estudos controlados, pré-clinicos e
clinicos sdo necessarios para compreender a acdo e utilizacdo destas substancias na
sociedade moderna, principalmente no que diz respeito a seu potencial efeito

terapéutico.

2.3 - Mecanismos de acdo das substancias presentes no cha de ayahuasca

O cip6 Banisteriopsis caapi, da familia Malpighiaceae, conhecido como mariri,
nativo da Amazonia e dos Andes contém os alcaldides S-carbolinas harmina (HRM),
harmalina (HRL) e tetrahidro-harmalina (THH) (Figura 2).

Figura 2: Estruturas quimicas.
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Figura 2: Estruturas quimicas: harmina, harmalina, tetrahidroharmalina, DMT e serotonina.
Fonte: Adaptada do livro: ciéncias da vida, 2022.

A harmina e a harmalina possuem a capacidade de inibir reversivelmente a
flavoenzima monoamino oxidase (MAO) que possue 2 isoformas MAO-A e MAO-B, e
desamina preferencialmente, a noradrenalina e a serotonina, mas também a dopamina. A
tetrahidro-harmalina tem a capacidade de inibir a recaptacdo de serotonina, além de
inibir a MAO. A concentracdo desses alcaldides no ché de ayahuasca varia de 0,05% a
1,95% de peso seco (MCKENNA et al., 1984; MCKENNA, 2004).

A acdo conjunta destes mecanismos eleva 0s niveis de noradrenalina, serotonina e
de dopamina na fenda sinaptica (CAZENAVE, 2000; CALLAWAY et al., 1999,
MCKENNA et al., 1998; LUNA, 2005). Segundo BRITO (2004), as quantidades de p-
carbolinas presentes em uma dose usual de ayahuasca estdo abaixo do limiar de sua
atividade alucindgena, que sdo de 300 a 500 mg para HRL e THH e de 100 mg para
HRM, e por outro lado, estdo acima do limiar para atividade como inibidora da MAO.

A planta Psycotria viridis, da familia Rubiaceae, conhecida como chacrona, contém
o alcal6ide inddlico N, N-dimetiltriptamina (DMT) (Figura 2), substancia de estrutura
molecular semelhante ao neurotransmissor serotonina (5-HT) (Figura 2). O DMT é um
composto enddgeno também metabolizado pelo MAO, potente alucinégeno,
apresentando acdo agonista sobre os receptores de serotonina, principalmente do subtipo
5-HT, (GRELLA et al., 2003; SMITH et al., 1998), além de atuar sobre receptores
sigma-1 (FONTANILLA et al., 2009). A ingestdo de DMT, também metabolizado pela
MAO, geralmente altera a percepcdo da realidade com novas imagens mentais
complexas (HOLMSTED & LINDGREN, 1967; MCKENNA & TOWERS, 1984;
MCKENNA et al., 1984, 1990; DELIGANIS et al., 1991; STRASSMAN et al., 1994).
A concentracdo desse alcaldide no cha de ayahuasca varia de 0,1% a 0,66% de peso
seco (MCKENNA et al., 1984; MCKENNA, 2004).
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O DMT, quando administrado pela via pulmonar (fumada) ou pela via intravenosa
em humanos, foi capaz de produzir efeitos alucindgenos, quase imediatos (OLIVEIRA
et al., 2010). Quando administrado por via oral, o DMT sofre acdo da enzima MAO
intestinal e hepética, sendo desaminado e degradado em metabolitos inativos,
consequentemente, inativado, impossibilitando seu acesso ao sistema circulatorio. Na
ayahuasca, 0o DMT néo sofre inativacdo pela MAO, pois esta sendo ingerido juntamente
com as B-carbolinas, que inibem a ac¢do da enzima MAO. O acesso do DMT ao sistema
circulatério e ao sistema nervoso central é entdo permitido o que leva a sua chegada aos
receptores serotoninérgicos (CALLAWAY et al., 1999). O resultado é uma cascata de
efeitos neuroquimicos que irdo alterar os padrées normais da percepcao, sobre aquilo
que comumente é compreendido como sendo “realidade” (DE SOUZA, 2011).

Portanto, torna-se claro que a interacdo sinérgica do DMT e B-carbolinas presentes
no cha de ayahuasca permitem que as propriedades psicoativas da infusdo se
manifestem, assim como, sua efetiva acdo farmacol6gica, visto que, a bebida
proporciona um aumento nas concentracfes de serotonina e torna 0 DMT disponivel por
via oral (CALLAWAY & GROB, 1998). Foi demonstrado que os componentes da
ayahuasca interferem nos niveis cerebrais monoaminérgicos e aminoacidérgicos,
neurotransmissores, incluindo GABA. Como alguns inibidores seletivos de recaptacado
de serotonina, antipsicéticos e outros psicotrépicos sdo metabolizados pelo CYP2D6
que também metaboliza harmina e harmalina, o uso concomitante dessas substancias
pode ser nocivo e deve ser evitado (CALLAWAY et al., 1999).

Embora ndo se tenha relatos de mortes por intoxicacdo de p-carbolinas
CALLAWAY et al., (1996) destaca que, como sdo potentes inibidores da MAO, podem
causar reagOes adversas quando combinados com medicamentos, que possuem tempo de
meia-vida longo, incluindo os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS).
O blogueio da MAO juntamente com o decréscimo de recaptacdo pelos ISRS pode levar
a sindrome serotoninérgica. Sendo assim, com o aumento do uso de medicamentos
ISRS e o crescente interesse no cha de ayahuasca o risco de toxicidade aumentou nos
ultimos anos.

SANCHEZ & BOUSO (2015) publicaram em sua revisdo abordando critérios de
seguranga no consumo da ayahuasca, incluindo contraindicacdes em casos de problemas
cardiovasculares graves, glaucoma, descolamento da retina, hipertensao grave, fraturas,
cirurgias recentes, doencas infeciosas agudas, tuberculose, epilepsia, convulsoes,

acidentes cerebrovasculares, doencas graves do figado, vesicula biliar, rins ou pancreas,
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pessoas que possuem dificuldade em vomitar, que sofrem de ataques de panico,
perturbacdes psiquiatricas graves, tais como bipolaridade, esquizofrenia, personalidade
borderline, depressdo grave, tentativas de suicidio ou automutilacdo. Na revisdo,

também ndo se recomenda o uso para mulheres gravidas ou lactantes.

2.4 - Serotonina

A serotonina foi identificada pela primeira vez em 1935 pelo italiano Vittorio
Erspamer (VEDOVATO et al., 2014). Mas foi apenas em 1948, que um grupo de
cientistas estadunidenses isolaram a substancia primeira vez (VEDOVATO et al.,
2014). Em 1950 pesquisadores encontraram serotonina no cérebro de animais de
laboratério. Foi notado que os medicamentos e cirurgias que modificavam as aéreas de
presenca da serotonina no cérebro de animais alteravam profundamente o
comportamento sexual e agressivo, como também o sono, o estado de alerta e diversas
funcdes bioldgicas basicas. A presenca e fungdo da serotonina nos cérebros e nos
comportamentos dos animais consagraram 0 papel da serotonina como 0 primeiro
neurotransmissor conhecido (STRASSAM, 2019).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é o principal neurotransmissor
envolvido com o mecanismo de acio da ayahuasca. E um neurotransmissor sintetizado a
partir do aminoécido L-triptofano (obtido na dieta) pela acdo da enzima triptofano-5-
hidroxilase é convertido em 5-hidroxi-triptofano (5-HTP). O 5-HTP € convertido pela

enzima L-aminoacido aromatico descarboxilase em serotonina (figura 3).

Figura 3: Biossintese da serotonina.
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Figura 3: Biossintese da serotonina.
Fonte: SETHI & CHATURVEDI, 2016
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Ela pode ser encontrada em varios alimentos, incluindo queijos, carnes, frutas e
legumes. Apesar de estar presente nesses alimentos, a serotonina ndo é facilmente
acessivel ao sistema nervoso central, por sua caracteristica hidrofilica, ndo é capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). No entanto, o triptofano, bem como a
vitamina B6 (importante na sintese de 5-HT), atravessa a BHE para ser utilizado na
sintese deste neurotransmissor (FRIEDMAN & CUQ, 1988; HULSKEN et al., 2013;
SHABBIR et al., 2013).

A disponibilidade de triptofano € fator limitante da velocidade na sintese. O
triptofano é transportado do sangue para o cérebro por um sistema carreador, recolhido
pelos terminais dos nervos serotoninérgicos e convertido pela triptofano-hidroxilase a 5-
hidroxitriptofano (5-HTP), um intermediario de vida curta. 5-HTP é entdo rapidamente
convertido em 5-HT por acdo da descarboxilase acida L-aromatico relativamente
inespecifica (OWENS & NEMEROFF, 1994) (figura 3). O triptofano-hidroxilase é
ativado por fosforilagdo e catalisado por uma proteina quinase, que ¢ ativada por calcio.
O influxo de célcio durante o disparo neuronal garante que a sintese de serotonina seja
disponivel para a atividade neuronal (TRICKLEBANK & DALY, 2019).

Mais de 90% da serotonina do organismo é encontrada nas células enterocromafins
do trato gastrintestinal (TGI). Os neur6nios serotoninérgicos do sistema nervoso central
localizam-se predominantemente nos nicleos medianos da rafe, desde o tronco cerebral
até a medula, sdo esses que sintetizam, armazenam e liberam a serotonina como
neurotransmissor (KATZUNG, 1998).

O neurotransmissor serotonina € um mediador de uma ampla variedade de fungdes
fisiologicas e interage com multiplos receptores. Estes receptores desempenham um
importante papel em condigdes patoldgicas e psicopatologicas (GLENNON et al.,
2000). Nos ultimos 16 anos, sete familias distintas de receptores de 5-HT foram
identificadas (5- HTy, 5- HT,, 5- HT3, 5- HT4, 5- HTs 5- HTg e 5-HT7), com pelo menos
15 subpopulacgdes destes receptores que ja foram clonadas. Com excecao do receptor 5-
HT; que pertencente a familia de receptores acoplados a canais idnicos seletivamente
permeaveis a sodio (Na*), potassio (K*) e célcio (Ca’™), os demais receptores estdo
incluidos na superfamilia de receptores acoplados a proteina G (metabotrépicos). Sua
estimulacdo afeta varias enzimas efetoras incluindo adenilil-ciclase, fosfolipase A e C e
canais de cations, especialmente canais K* e Ca™", através da ativacdo de proteinas G

especificas. Acredita-se que os receptores 5HT-,o € 5HT-;4 estdo envolvidos com a
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acao central da ayahuasca (MCKENNA et al., 1990; CARLINI, 2003; FANTEGROSSI
et al., 2008).

A 5-HT exerce efeito modulador geral da atividade psiquica, influenciando quase
todas as funcdes cerebrais inibindo ou estimulando o sistema GABA. E desta forma que
a serotonina regula o sono, humor, vomito, vigilia, atividade sexual, apetite, ritmo
circadiano, temperatura corporal, sensibilidade & dor, regulacdo da pressdo arterial,
atividade motora, cognicdo entre outros (HULSKEN et al., 2013; SHABBIR et al.,
2013). A nivel periférico esta relacionada com o ténus muscular, vasodilatagéo,
agregacdo placentaria e inflamacdo. Pode estar envolvida ainda, com condicdes

patoldgicas, tais como depressdo, ansiedade, panico e enxaqueca (KATZUNG, 1998).

Os psicodélicos classicos compreendem trés classes quimicas principais: (1)
triptaminas de origem vegetal ou animal; (2) derivados da ergolina e (3) fenetilaminas
como mescalina. Todos os psicodélicos tém afinidade com os receptores 5-HT,, mas
também interagem de varias formas com os receptores 5-HTy, HT4, HTs, HTs € HT>,
portanto, € dificil destacar um subtipo especifico responsavel por todos os efeitos

psicodélicos.

Devido a similaridade estrutural do DMT com o neurotransmissor enddgeno
serotonina ocorre uma interagdo na neurotransmissdo serotoninérgica. O DMT mostra
atividade agonista nos locais dos receptores 5-HT,a, 5-HT; e 5-HT, (GONZALEZ-
MAESO & SEALFON, 2009). A interacdo entre psicodélicos e o receptor 5-HT,
aumenta o disparo neural através de potenciais e correntes pos-sinapticos excitatorios. A
estimulacdo do 5-HT, pode ter implicagbes mais duradouras, além das alteracdes
eletrofisiologicas mais imediatas, baseado em estudo de bloqueio esse seria o candidato
mais forte pra os efeitos psicodélico (TRICKLEBANK & DALY, 2019). Vérios estudos
demonstraram que os psicodélicos antagonistas do 5-HT, estimulam a expressdo de
genes especificos (GONZALEZ-MAESO et al., 2007; DOMINGUEZ-CLAVE et al.,
2016). Esses genes codificam fatores de transcricdo, como c-fos e também aumentam a
expressdo do fator neurotréfico derivado do cérebro. Esses fatores de transcrigdo estéo
envolvidos na plasticidade sinéptica e foram associados a varios aspectos da cognicao,
como memoria e atencio (DOMINGUEZ-CLAVE et al., 2016).

A diminuicdo de serotonina esta associada a uma variedade de distarbios

funcionais, comportamentais e doencas neurodegenerativas, variando do alcoolismo a
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depressdo, autismo, esquizofrenia, déficit de atencdo, hiperatividade e doencas senis
(YOUNG & LEYTON, 2002; BERGER et al. 2009; COWEN & SHERWOOD, 2013).
O uso regular e em longo prazo do chd de ayahuasca resulta na modulacdo da
serotonina. Os transportadores de 5-HT séo significativamente elevados nesses usuarios,
sendo assim, existe a especulacdo que o uso da infusdo possa reverter os déficits de
serotonina e assim controlar essas doencas além de promover positivas mudancas
comportamentais (MCKENNA, 2004).

A hipotese que a reducdo dos niveis serotoninérgicos esta diretamente envolvida na
depressdo tem mais de 50 anos. A ideia foi parcialmente baseada na descoberta de que
os antidepressivos triciclicos inibiam recaptacdo de 5-HT e noradrenalina e, portanto,
aumentado a atividade em individuos deprimidos. A chegada dos inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (ISRS) enfatizou ainda mais que a funcdo serotoninérgica
aumentada possa ser suficiente para melhorar os sintomas depressivos nesses individuos
afetados (TRICKLEBANK & DALY, 2019).

A melhor evidéncia de que a serotonina desempenha um papel na depressao vem de
estudos de deplecdo de triptofano, onde uma dieta com restricdo de triptofano leva a
uma diminuicdo do plasma e do cérebro de triptofano e, portanto, uma diminuicdo da
funcdo serotoninérgica. Assim, foi demonstrado que a deplecdo do triptofano em
voluntérios saudaveis ndo induziu mudancas clinicamente significativas no humor. Em
pacientes deprimidos recuperados (livres de medicacdo), a deplecdo do triptofano
produziu um retorno significativo da sintomatologia depressiva, assim, em algumas
circunstancias, atividade serotoninérgica reduzida pode resultar em depressdo
(TRICKLEBANK & DALY, 2019).

As investigacbes sobre serotonina percorreram um longo caminho desde sua
identificacdo, no intestino de mamiferos, até pesquisas intrigantes que envolvem a
serotonina neuronal e plaguetariass. Sem ainda ser capaz de identificar os mecanismos
exatos, € claramente um neurotransmissor com profundas implicagdes para a saude

mental e bem-estar.

2.5 — Psicoativos naturais - em especial o dimetiltriptamina (DMT)
A histdria do uso de plantas, cogumelos e animais pelos seres humanos em razdo de

seus efeitos psicodélicos, espirituais e medicinais € bem mais antiga do que a historia
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escrita e é provavelmente anterior ao surgimento da espécie humana moderna. As
culturas indigenas fazem uso dos psicoativos ha milénios (DA COSTA et al., 2020).

Os povos originarios do Novo Mundo utilizaram e continuam a utilizar um amplo
conjunto de plantas e cogumelos alteradores da consciéncia. A maioria dos
conhecimentos que temos hoje a respeito dos psicodélicos € resultado de pesquisas
sobre compostos quimicos encontrados primeiramente em materiais do hemisfério
ocidental: o0 DMT, a psilocibina, a mescalina e diversos compostos proximos do LSD,
(STRASSAM, 2019). A profundidade e a amplitude da utilizacdo de plantas
psicodélicas pelos habitantes do Novo Mundo surpreenderam e alarmaram o0s
colonizadores europeus, esta reacdo pode ter sido consequéncia da relativa auséncia de
plantas e cogumelos psicodélicos na Europa.

Os psicodélicos foram classificados pelas agéncias reguladoras, por muito tempo,
como drogas perigosas, porém, frequentemente, ndo possuem efeitos toxicos graves, a
psicoatividade, em mamiferos, geralmente ocorre em doses baixas que sdo insuficientes
para produzir toxicidade (NICHOLS, 2004). Além disso, ndo geram dependéncia e ndo
sdo consideradas substancias reforcadoras, em contraste com as drogas de abuso
(NICHOLS, 2004; NIZNANSKY et al., 2022).

O DMT ¢é um composto natural encontrado em vérias espécies de plantas e
preparacfes botanicas, € um alcaloide inddlico simples da classe quimica das
triptaminas com estrutura muito proxima a serontonina (MCKENNA et al., 1984,
STRASSMAN, 2001; CALLAWAY, 2005; NICHOLS, 2016).

O DMT foi sintetizado em 1931 por Manske, mas ndo foi avaliado quanto aos
efeitos farmacologicos humanos. Em 1946 o brasileiro, Oswaldo Goncalves de Lima,
isolou DMT das raizes da Mimosa tenuiflora, porém sem conhecimento, 0 nomeou de
nigerina (DOMINGUEZ-CHAVE et al., 2016). Seu efeito alucindgeno foi comprovado
em 1956 por Stephen Szara, que extraiu DMT da planta Mimosa hostilis e administrou o
extrato a si mesmo por via intramuscular e descobriu poderosos efeitos visionarios.
Continuou administrando DMT em humanos, via parenteral, e com 30 mg descobriu
que os efeitos fisiologicos eram diversos além de ilusbes visuais (DOMINGUEZ-
CHAVE et al., 2016). O DMT foi o primeiro psicodélico endégeno humano descoberto
(METZNER, 2006) com diferentes papéis fisiologicos, incluindo sinalizagdo neural e
acOes imunoldgicas cerebrais/periféricas (MORALES-GARCIA et al., 2020).

Estruturalmente, o aspecto mais marcante do DMT é sua simplicidade, é pequeno
(peso molecular da base livre = 188,27 g/mol) e hidrofoébico (log P = 2,573)
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caracteristicas que permitem que ele atravesse facilmente a barreira hematoencefalica. E
produzido em quantidades muito pequenas no corpo humano o sugere que pode ter um
importante papel bioldgico conservado ao longo da evolugdo, ou que € um
remanescente de uma funcéo bioldgica que caiu em desuso (RODRIGUES et al., 2019).

Em 1955, BUMPUS & PAGE examinaram amostras de urina de humanos onde
foram encontradas substancias com propriedades farmacoldgicas semelhantes a
serotonina, 5-hidro-N.N-DMT (HDMT, bufotenina). Na sequéncia Axelrold, em 1961
relatou a presenca de uma enzima capaz de N-metilar indol-etilaminas e assim produzir
DMT. Apds esses relatos, houve uma concentracdo em estudos que indicassem a
possibilidade de formacdo enddgena de psicodélicos indol-etilaminicos. Durante 0s
préximos 50 anos muitos estudos relataram encontrar DMT, HDMT, MDMT em urina
e/ou sangue humanos (BARKER, 2011). Muitos desses estudos buscavam estabelecer
uma relacdo entre os niveis dessas substancias e doencas mentais, porém sem consenso.

A esquizofrenia € um bom exemplo, pois, em sua concepg¢do original era causada
pela existéncia de uma esquizotoxina psicodélica endégena que estava presente em
pacientes e ausentes em individuos “normais”, no entanto, varios estudos subsequentes
relataram encontrar esses compostos (DMT) em individuos sem a patologia. Apesar de
muitos estudos nesse sentido, ainda ndo existe uma resposta definitiva sobre a existéncia
ou ndo de relacdo entre niveis desses compostos na urina ou sangue com qualquer
diagnostico psiquiatrico (BARKER, 2011).

O DMT, enddgeno ou sintético, € um agonista da serotonina, simulando o efeito
desse neurotransmissor. Os receptores de serotonina nos subtipos 5-HT; e 5-HT, séo
acoplados a proteina G, pertencentes a familia de receptores serotoninérgicos, e
envolvidos em inimeras cascatas de sinalizacGes intracelulares, com alta expressao em
varias regides do SNC (MORALES-GARCIA et al.,, 2020). Alguns estudos
demonstraram que o DMT também se liga com baixa afinidade a receptores néo
serotoninérgicos, como o receptor sigma-1.

O receptor sigma-1, inicialmente considerado um subtipo de receptor opioide, é
agora classificado como uma proteina transmembrana altamente conservada e
localizado principalmente na membrana do reticulo endoplasmatico. Sdo receptores
intracelulares que atuam como proteinas chaperonas e modulam a sinalizagdo de Ca**
através do receptor IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato).

O DMT liga-se aos receptores sigma-1 e pode exercer dois tipos de efeitos: em
baixas concentragdes, regula o fluxo de célcio do reticulo endoplasmético para as
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mitocondrias, enquanto que em concentragdes mais altas exerce diversos efeitos na
regido da membrana plasmatica. O efeito no influxo de célcio nas mitocondrias pode ser
extremamente importante para o tratamento do cancer, uma vez que um desequilibrio
energético entre a glicdlise aerobica citosolica (excessiva) e a fosforilacdo oxidativa
mitocondrial (reduzida), conhecido como efeito Warburg, foi recentemente sugerido
como marca do cancer (SCHENBERG, 2013).

Este receptor tem sido associado a varias fungdes celulares, amplamente difundido
no SNC (principalmente no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado), transporte de
lipidios, regulacdo do metabolismo, apoptose, diferenciacdo celular, sinalizacdo (em
resposta ao estresse), protecdo celular contra agentes oxidantes, mielinizagdo e, mais
recentemente, neurogénese (RODRIGUES et al., 2019). SZABO (2015) estabeleceu
que o receptor sigma-1 também é expresso em células imunes, isso porque se ligam aos
esterdides, entdo, é possivel, que sirva como uma ligacdo entre os sistemas endocrino,
nervoso e imunologico. Também sdo Uteis em varios campos terapéuticos, por exemplo,
depressdo e ansiedade, processos de aprendizagem e memoria, no tratamento de
comprometimento cognitivo na esquizofrenia e depressdo psicética (NIITSU et al.,
2012). SZABO (2015) identificou mecanismos pelos quais psicodélicos classicos, como
o DMT, podem exercer efeitos anticancer e anti-inflamatérios por meio da modulacéo
de processos imunoldgicos inatos e adaptativos.

O DMT ¢ sintetizado por descarboxilacdo dos componentes essenciais do
aminoacido triptofano processo catalisado pela enzima aminoacido aromatico
descarboxilase (AADC) formando a triptamina (figura 4). A triptamina é entdo
monometilada pela enzima indoletilamina-N-metiltransferase (INMT), que catalisa a
adicdo do grupo metil proveniente de S-adenosil-metionina (SAM), essa reacdo se
repete e outro grupo metil € introduzido a N-metiltriptamina (NMT) gerando o DMT. A
enzima INMT é amplamente expressa no corpo, principalmente nos érgéos perifericos,
tecidos como pulmdes, tiredide e glandula adrenal, também esta localizada na retina,
coragdo, musculo esquelético, intestino delgado, estdbmago, péncreas, linfonodos e
placenta. No do cérebro humano, a maior atividade desta enzima foi encontrada em
uncus, medula, amigdala, cortex frontal, fronto-parietais e lobos temporais. Destaca-se
que existem outros substratos para INMT, sendo assim, sua expressdo nao reflete
necessariamente o local de sintese de DMT (RODRIGUES et al., 2019).
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Figura 4: Biossintese do DMT.
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Figura 4: Processo da biossintese do DMT a partir do aminoécido triptofano.
Fonte: JACOB & PREST]I, 2005.

Atualmente ndo ha consenso no meio cientifico sobre a atuacdo do DMT enddgeno
no organismo humano, bem como nd&o se sabe ao certo onde seja produzido.
STRASSMAN (2001) propos que o DMT seja sintetizado pela glandula pineal,
produzido em maiores quantidades, em momentos especificos da cronologia evolutiva

humana.

2.6 — Alcaldides p-carbolinicos

Os alcalbides sdo compostos de grande interesse para a comunidade cientifica
devido a seus efeitos tdxicos, farmacologicos e medicinais. Sd8o encontrados em
representantes de todos 0s grupos vegetais. S80 produtos de detoxificacdo de
substancias nocivas geradas pelo metabolismo primério vegetal e fonte de reserva de
nitrogénio (CALLAWAY & BRITO, 2005; CAIl & XING, 1998). Acredita-se que estes
compostos possuam a funcdo de hormoénios reguladores do crescimento e que,
provavelmente, sejam 0s responsaveis pela defesa da planta contra microrganismos
(CALLAWAY & BRITO, 2005; CAl & XING, 1998).

PELLETIER (1984) resumiu as propriedades de um alcal6ide como: "Composto
aliciclico contendo nitrogénio em um estado de oxidacdo negativo com distribuicdo
limitada entre organismos vivos”. Os alcaldides sao ricos em informagdes
farmacologicas, aproximadamente 25% dos medicamentos usados hoje sdo alcaloides
de origem vegetal, e sdo administrados puros ou como extratos (CORDELL, 2000;
NEWMAN & CRAGG, 2016).

Os alcaloides sdo formados, na sua grande maioria, a partir de aminoacidos em
especial: acido a-aspartatico (piridinas e isoquinoleinas), a-lisina (piperidinas e
quinolizidinas), a-tirosina (isoquinolinas, benzilsoquinolinas e betalainas) a-triptofano
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(derivados da triptamina, B-carbolinas, indois complexos), a-histidina (imidazois) além
de outros precursores da biossintese como: acido mevalbnico, acido antranilico,
terpenos e esterdides (MOURA, 2006).

As B-carbolinas sdo alcaldides indodlicos que apresentam um ndcleo indélico, um
anel piridinico hidrogenado e seis membros (figura 5). Com diferentes graus de
aromaticidade sdo encontrados principalmente em plantas das familias Malphighiaceae
(presentes no cha de ayahuasca), Zygophyllaceae, Passifloraceae, Leguminosae,
Myrusticaceae e Eleganaceae (MOURA, 2006), criaturas marinhas, insetos, mamiferos,

bem como tecidos humanos e fluidos corporais (CAO et al., 2004).

Figura 5: Estruturas presentes nos alcalbides p-carbolinicos.
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Figura 5: Estruturas presentes nos alcaldides p-carbolinicos. A- anel piridinico, B- estrutura do
ndcleo inddlico. Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2017.

Esses alcal6ides sdo conhecidos como alcaldides do harmala, pois os primeiros a
serem descobertos foram a harmina ou metoxiharmano e a harmalina ou tetra-hidro-
harmina a partir das sementes de Peganum harmala, (ALLEN & HOLMSTEDT, 1980).
A Peganum harmala é nativa do Norte da Africa e do Oriente Médio, muito resistente &
seca, com flores brancas, folhas pontiagudas e sementes que exibem fluorescéncia
amarela na agua.

A via metabolica que leva a formagao endogena das [-carbolinas em mamiferos é a
Pictet-Spengler. Nesta reagdo um componente carbonil (formaldeido ou acetaldeido) é
condensado com uma indolamina (triptamina, 5-hidrotriptamina, 5-metoxitriptamina,
N-metiltriptamina, etc.), a partir desta condensacdo forma-se o 1-metila-1carboxi-
tetraidro-p-carbolina que é metabolizado por meio do anel hidroxilado, descarboxilado,
metilado e desidorgenado formando os compostos da familia B-carbolinas (ALLEN &
HOLMSTEDT, 1980). B-carbolinas estruturalmente relacionadas a alcal6ides harmala
também foram encontrados endogenamente nos tecidos de mamiferos, incluindo o

sistema nervoso central, figado, plaquetas, no plasma e na urina.
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As B-carbolinas sdo compostos de grande interesse devido ao seu amplo espectro de
acOes farmacoldgicas e bioldgicas. Elas atuam como intercalantes de DNA, modulam o
sistema nervoso central por meio da inibi¢do da enzima MAO e interagem com diversos
receptores, incluindo 5-HT e receptores de benzodiazepinas. Esses compostos exibem
atividades convulsivas ou anticonvulsivas, propriedades ansioliticas, efeitos antivirais,
antiparasitarios e antimicrobianos, além de inibirem cinases dependentes de ciclina e
topoisomerases (TSE et al., 1991; CAO et al., 2004)."Estudos incluem Peganum
harmala como antiespasmaddico, antipirético, anticancerigeno, inibidor da agregacao
plaquetaria, imunomoduladores, hipotensores e redutores sistémico da pressdo arterial
(BERROUGUI et al. 2006).

2.7- Cancer

2.7.1- O cancer ao longo do tempo

A palavra cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo, e foi utilizada
pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina, que viveu entre 460 e 377 a.C.
(INCA, 2011). Ele descreveu um tumor com vasos sanguineos inchados a sua volta, que
fez 0 médico lembrar-se de um caranguejo enterrado na areia, com as patas abertas.

Antes do século XX existiam muitas doencas que matavam a populacdo, como
tuberculose, célera, pneumonia, sendo assim, 0 cancer nao era uma preocupacdo da
época. O cancer de pulméo, doenca rara no inicio do século XX, tornou-se a neoplasia
mais letal em todo o mundo. Essa mudanca se iniciou na segunda década do século,
quando se observou que os nimeros de casos vinham aumentando em todo o mundo.

O cirurgido inglés Percivall Pott reconheceu em 1775 uma relacdo causal entre a
exposicdo de substancias do ambiente e o desenvolvimento de cancer, ele descreveu a
ocorréncia de cancer na pele do escroto de limpadores de chaminés em Londres que
foram relacionadas ao contato continuo com a fuligem (OLIVEIRA et al., 2007). Ainda
no século XVIII Jonh Hill estabeleceu uma relagdo entre os canceres de mucosa nasal
de seus pacientes com a fumaca do tabaco. Em 1890, na Europa, houve uma alta
incidéncia de cancer nos trabalhadores da industria quimica de borracha (OLIVEIRA et
al., 2007).

No final do século XIX ficou extremamente claro que a exposicao a certos produtos
quimicos teria efeitos cancerigenos, sendo assim, seria necessario reproduzir esse
ambiente em laboratdrio e o primeiro trabalho experimental sobre carcinogénese foi em

1915 pelos patologistas Katsusaburo Yamagiwa e Koichi Ichikawa que expuseram as
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orelhas de coelhos ao carvdo e observaram o aparecimento de carcinomas. Outros
pesquisadores iniciaram estudos em outros érgdos (bexiga, pulmao, figado, pancreas,
ruins) em animais de laboratério e os resultados impulsionaram o uso experimental de
animais e o desenvolvimento de cancer (OLIVEIRA et al., 2007).

O ano de 1971 ficou conhecido como o0 da “declaragdo da guerra contra o cancer”.
Em cada grupo de 100 mil pessoas nos Estados Unidos, 163 morriam de cancer. Depois
de mais de 30 anos de “guerra”, a taxa ao invés de cair, subiu (GUIMARAES e ROSA,
2008).

O cancer é a principal causa de morte e uma importante barreira para o aumento da
expectativa de vida em todos os paises do mundo, esta entre as quatro principais causas
de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos paises (SUNG et al.,
2021). As razbes para o desenvolvimento da doenca sdo complexas, incluem o
envelhecimento e crescimento populacional, mudancas na prevaléncia e distribui¢do dos
principais fatores de risco, muitos dos quais estdo associados ao desenvolvimento
socioeconémico e declinios acentuados nas taxas de mortalidade por acidente vascular
cerebral e doenca coronariana em muitos paises (BRAY et al., 2018).

De acordo com relatorio sobre cancer da World Health Organization (WHO)
publicado em 2020 quando comparamos o0s paises de acordo com indice de
Desenvolvimento Humano (IDH), nota-se uma desigualdade em relacdo a letalidade e
incidéncia de cancer. Paises em que o IDH é baixo, as taxas de incidéncia séo
geralmente de 2 a 3 vezes maior do que em paises com IDH mais altos. Também se
observa uma maior letalidade, associado, em parte, a dificuldades no acesso ao
tratamento precoce (diagndsticos em estagios avancados) ou até falta de tratamento. Em
paises com alto IDH notou-se a reducdo de mortes prematuras de cancer (redugdo de
20% de 2000 a 2015) (WHO, 2020).

Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) que é a agéncia especializada
em cancer da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), publicou em fevereiro de 2020
um relatério com a estimativa de incidéncia e mortalidade por cancer em todo mundo e
as projecdes para 2040, que foi intitulada como GLOBOCAN.

Estima-se que, globalmente, 1 em cada 5 pessoas desenvolverdo cancer durante a
vida e 1 em cada 8 homens e 1 em 11 mulheres morrerdo da doenca. O cancer de mama
feminino ultrapassou o cancer de pulmd@ como o0 mais comumente diagnosticado
(11,7% do total de casos), seguido por cancer de pulméo (11,4%), colorretal (10%),

préstata (7,3%) e estbmago (5,6%). A principal causa de morte por cancer continuou
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sendo o cancer de pulméo (18% do total de mortes por cancer), seguido pelo cancer
colorretal (9,4%), figado (8,3%), estdbmago (8,3%) e cancer de mama feminino (6,9%)
(GLOBOCAN 2020: https://gco.iarc.fr/todat/home e https://www.iarc.who.int/research-
home).

Por sexo, 0 cancer de pulméo é o cancer mais frequente e a principal causa de
morte por cancer em homens, seguido por cancer de prostata e colorretal para incidéncia
e cancer de figado e estbmago para mortalidade. Em relacdo a frequéncia de diagnéstico
para 0s homens: o cancer de préstata seguido pelo cancer de pulméo, colorretal e figado.

Entre as mulheres, o cancer mais comumente diagnosticado é o cancer de mama e o
cancer de cervical que também sdo as principais causas de morte seguidas de cancer de
pulm&o. Em relacdo a mortalidade o cancer de mama representa 1 em cada 4 casos de
cancer e 1 em cada 6 mortes por cancer, ocupando o primeiro lugar em incidéncia na
grande maioria dos paises (159 de 185 paises) e mortalidade em 110 paises.

No Brasil, SANTOS et al. (2023), realizaram estudo com metodologia anéloga a
aquela utilizada pela GLOBOCAN em que estimaram o grau de intensidade e
distribuicdo dos principais tipos de cancer que ocorrerdo no Brasil de 2023 a 2025.
Segundo esse estudo, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, a maior incidéncia de
novos casos sera em mulheres com 50,5% e homens com 49,5%. Por regido o Sudeste
concentra a maior parte dos casos seguidos por Nordeste, Regido Sul, Centro-Oeste e
Norte. Para as mulheres brasileiras o cancer de mama é o mais incidente seguido de
cancer colorretal, colo de Utero, traqueia, bronquio e pulméo e tireoide. Para os homens
brasileiros 0 mais frequente cancer é o de prostata, seguido por colorretal, traqueia,
brénquio e pulméo, estdbmago e cavidade oral. Em relacdo a mortalidade, o cancer de
pulméo ocupara primeiro lugar em causa de morte, seguindo de mama e prostata. Em
nameros de prevaléncia nos Gltimos 5 anos, temos 1.500.000 de pessoas vivendo com
cancer no Brasil (SUNG et al., 2021).

Como projecdo para 2040, em todo o mundo, estima-se que 28,4 milhdes de novos
casos de cancer ocorram, um aumento de aproximadamente 45% em relagdo a 2020,
assumindo que as taxas nacionais estimadas em 2020 permanecam constantes. A
magnitude relativa do aumento é mais notavel nos paises com IDH baixo (95%) e
médio (64%). Em termos de carga absoluta, os paises com IDH elevado deverdo registar
0 maior aumento na incidéncia, com mais 4,1 milhGes de novos casos em 2040 em
comparacdo com 2020. Esta projecdo deve-se ao crescimento e envelhecimento da

populagdo, a mudanga de comportamento e do ambiente, incluindo mudangas

23



estruturais, que tém impacto na mobilidade, na recreacdo, na dieta e na exposicdo a
poluentes ambientais, que pode ser ainda mais exacerbada por uma prevaléncia
crescente de fatores de risco em muitas partes do mundo (SUNG et al., 2021).

Levando em consideracdo essas projecOes, o cancer deve ser encarado como um
problema de sadde pulblica. E preciso se preparar para 0 impacto desta doenca nos
diversos sistemas de salde, com a implementacdo de politicas publicas fazendo
investimentos estratégicos que priorizem areas mais vulneraveis em relagdo a prevencédo
e tratamento da doenca. E necessario um esforco mundial com adocdo de medidas de
prevencdo, diagndstico precoce e alocacdo de recurso para tratamento adequado, que
ano apds ano, assume maior complexidade e custo. E também responsabilidade global
equalizar as diferencas que existem no acesso a saude e nos desfechos desta doenca

entre as diversas regides do mundo.

2.7.2- Crescimento celular e formacéo do cancer

O ciclo celular consiste, basicamente, na vida celular. Seu inicio se da a partir da
origem da célula e se finda quando esta célula se divide em células-filhas, englobando o
processo de crescimento e desenvolvimento celular. Esse processo ocorre de maneira
constante e natural. A maioria das células normais cresce, multiplica-se e morre de
maneira ordenada, porém, as células cancerosas ou as neoplasias, em vez de morrerem,
seu crescimento foge parcial ou totalmente ao controle do organismo, formando outras
novas células anormais que tendem a autonomia e a perpetuacdo, com efeitos
agressivos, sendo assim, a desregulacdo do ciclo celular é o inicio da proliferacdo
celular aberrante, que levara a progressao do tumor (AHMAD et al., 2020).

Entre os cerca de 25 mil genes existentes no genoma humano, apenas uma pequena
quantidade é expressa em cada célula. Pressdes ambientais causam o recrutamento de
genes apropriados para lidar com cada situagdo: genes capazes de conduzir a célula a
divisdo celular ou genes capazes de conduzir a célula a morte. O equilibrio
divisdo/morte celular depende da integridade de uma série de processos celulares, tais
como: a transcricdo de genes tecido-especificos, os mecanismos de reparo do DNA, a
traducdo de proteinas sem alteracfes estruturais graves e a relacdo da célula com um
ambiente n&o-inospito. O desequilibrio entre proliferacdo e morte celular é o principal
evento da carcinogénese. A vantagem proliferativa das células cancerosas €, na verdade,

uma ruptura desse equilibrio, um incremento da proliferacdo e uma redugdo da morte
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celular, resultando em uma expans&o enorme do nimero de células, (GUIMARAES &
ROSA, 2008).

Atualmente, cancer ou neoplasia é o nome geral dado a um conjunto de mais de 200
doencas que sdo caracterizadas por uma sequéncia de eventos anormais na fisiologia
celular que levam principalmente a proliferacdo descontrolada e a imortalidade das
células. O comportamento proliferativo de células cancerigenas é aberrante, no entanto,
essas células criam maneiras de programar seu crescimento e divisdo — o circuito-
controle- quase idénticos ao das células normais (WEINBERG, 2008). Células
cancerigenas descobrem formas de efetuar modificacGes relativamente minoritarias na
maquinaria de controle que opera dentro das células.

Uma elaborada maquinaria de reparo celular dentro de cada célula continuamente
monitora o genoma da célula, remove e elimina sequéncias mutantes, substituindo-as
por sequéncias adequadas. Contudo, nenhum sistema de deteccdo de danos e reparos é
infalivel. Alguns erros na sequéncia genética escapam, estes se fixam no genoma da
celula, sdo copiados em novas moléculas de DNA e transmitidos (WEINBERG, 2008).

O céancer surge a partir de uma mutacao genética, ou seja, de uma alteracdo no
DNA da célula, que passa a receber instrucGes erradas para as suas atividades. As
celulas cancerosas frequentemente apresentam cromossomos com estruturas aberrantes
de vérios tipos: perda de cromossomos inteiros, presenca de cOpias extra de outros
cromossomos e fusdo de um cromossomo com parte de outro. Essas mudangas na
configuracdo cromossémica, em geral, ampliam nossa concepg¢do de como as mutacdes
podem afetar o0 genoma (WEINBERG, 2008). O processo de formacdo do cancer é
chamado de carcinogénese ou oncogénese, e, em geral, acontece lentamente, podendo
levar varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor

visivel.

As mutacgdes alteram o contetdo da informacdo dos genes, os alelos mutantes de
um gene podem ser passados do progenitor a descendéncia. Diz-se que essa transmisséo
de uma geracéo a seguinte, € possivel gracas as células germinativas. A transmisséo de
um alelo mutante recentemente criado em um organismo a sua descendéncia pode
ocorrer somente se uma pré-condicdo for estabelecida: a mutacdo correspondente deve
afetar um gene carregado no genoma de um espermatozoide ou ovécito ou no genoma
de um dos tipos celulares que sdo precursores imediatos destas células. As mutacdes

que afetam os genomas de células em todas as outras partes do corpo — mutagdes
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somaticas — podem muito bem afetar as células especificas nas quais tais mutacdes
ocorrem, mas ndo terdo qualquer chance de transmisséo a descendéncia dos organismos.
As mutagdes somaéticas sdo de importancia vital para o processo de formagdo do cancer,
ja que, pode afetar o comportamento da célula em que ocorre e pode, por meio de
repetidos ciclos de multiplicacdo e divisdo celular, ser passada a todas as células

descendentes dentro do tecido.

A descoberta de proto-oncogenes e oncogenes proporcionou uma explicacdo
simples e poderosa de como a proliferacdo de células é dirigida. As alteracbes podem
ocorrer em genes especiais, denominados proto-oncogenes (genes envolvidos no
controle da proliferacdo celular), que a principio séo inativos em células normais. As
proteinas codificadas por proto-oncogenes participam de varias maneiras do
recebimento e processamento de sinais estimuladores de crescimento que surgem no
ambiente extracelular. Quando esses genes sofrem mutacbes, o fluxo de sinais
promotores de crescimento liberados por essas proteinas torna-se desregulado. Em vez
de emiti-lo em quantidades cuidadosamente controladas, as onco-proteinas liberam uma
corrente de sinais estimuladores de crescimento, resultando na incessante proliferacdo
associada as células cancerosas (WEINBERG, 2008). Os proto-oncogenes quando
ativados tornam-se oncogenes, responsaveis por transformar as células normais em
celulas cancerosas. As celulas cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas
suas funcGes que as suas correspondentes normais. Conforme as células cancerosas vao

substituindo as normais, os tecidos invadidos védo perdendo suas funcgdes.

Os mecanismos moleculares que resultam na ativacdo dos oncogenes nas neoplasias
humanas sd&o mudancas de origem multifatorial que podem envolver: mutagéo,
amplificagio génica, rearranjos cromossdmicos (GUIMARAES & ROSA, 2008),
agentes ambientais (cancerigenos ou infec¢des), alteracBes no desenvolvimento das
vias, erros casuais na replicacdo do DNA, deficiéncias no sistema imunoldgico e outros
fatores (WHO 2020).

Os oncogenes foram identificados incialmente em virus capazes de induzir tumores
em animais ou de transformar células cultivadas in vitro. Estima-se que 0s virus
contribuam para o surgimento de aproximadamente 20% de todos 0s canceres humanos,
sendo que, em alguns tumores, como o cancer de cérvice uterina e hepatocarcinoma,
eles sdo o principal agente causal (GUIMARAES & ROSA, 2008).
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O cancer ndo invasivo ou carcinoma in situ € o primeiro estagio em que o cancer
pode ser classificado (essa classificagdo ndo se aplica aos canceres do sistema
sanguineo). Nesse estagio (in situ), as células cancerosas estdo somente na camada de
tecido na qual se desenvolveram e ainda ndo se espalharam para outras camadas do
orgdo de origem. No cancer invasivo, as células cancerosas invadem outras camadas
celulares do 6rgdo, ganham a corrente sanguinea ou linfatica e tém a capacidade de se
disseminar para outras partes do corpo. Essa capacidade de invaséo e disseminagéo que
0s tumores malignos apresentam de produzir outros tumores, em outras partes do corpo,
a partir de um ja existente, é a principal caracteristica do cancer. Esses novos focos de

doenca sdo chamados de metéstases (INCA, 2024).

A metéstase é um processo complexo, e depende da habilidade das células
cancerosas de invadirem tecidos adjacentes, entrarem para o Sistema sanguineo e para
os vasos linfaticos, migrarem por tais vasos para locais anatomicamente distantes,
deixarem os vasos e invadirem o tecido subjacente e encontrarem uma nova colonia de
celulas tumorais em um local distante (WEINBERG, 2008).

A carcinogénese é dividida em 3 estagios: iniciacdo, promocdo e progressao,

ilustrado na figura 6.

Figura 6: Estagios da carcinogénese.
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Figura 6: Estagios da carcinogénese.

Fonte: OLIVEIRA, et al., 2007.

Resumidamente, o primeiro estagio (iniciacdo) € causado por mudancas genéticas

irreversiveis que predispdem células normais suscetiveis a evolugdo maligna. A célula
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nesse estagio ndo € neoplasica, mas deu seu primeiro passo em direcdo a esse estado,
apo6s muitas mudangas genotipicas e fenotipicas. Esse processo de iniciacdo garante que
a divisdo celular permaneca simetrica criando 2 novas células iniciadas. A expansao
clonal de células iniciadas resulta de um processo mitogénico causado por aumento no
numero de células e inibicdo da apoptose, 0 que impede que as células iniciadas
morram. A iniciacdo é um fendmeno répido, irreversivel e transmitido para as celulas
filhas. A proliferacdo celular é essencial nesse estagio se a divisdo celular ocorrer antes

que os sistemas de reparo de DNA possam agir, a lesdo se torna permanente.

Durante o segundo estagio os agentes promotores aumentam a proliferacdo celular
em tecidos suscetiveis, contribuem para a fixacdo de mutagdes, aumentam as alteracdes
na expressdo genética e causam mudancas no controle do crescimento celular
(OLIVEIRA et al., 2007). A atividade mais importante dos promotores € a mitogénese.
A promocdo é um estagio reversivel, apds o desaparecimento de um promotor pode
ocorrer regressdo na proliferacéo celular, provavelmente por apoptose. E um estagio que
pode ser moldado por fatores fisiolégicos e, portanto, limita a extensdo da

carcinogénese.

A progressdo € caracterizada por irreversibilidade, instabilidade genética,
crescimento mais rapido, invasdo, metastase e mudangas nas caracteristicas
bioguimicas, metabdlicas e morfolégicas das células. Durante a progressdao, a
proliferacdo celular é independente da presenca de estimulo (OLIVEIRA et al., 2007).

O tratamento do cancer pode ser feito das seguintes maneiras: cirurgia (retirada do
tumor), quimioterapia (medicamentos para destruicdo de células tumorais), radioterapia
(incidéncia de feixes de radiacdo ionizantes, eletromagnéticas ou corpusculares com o
objetivo de reduzir ou destruir os tumores), hormonioterapia (cancer de mama, prostata
ou endométrio combinado com outras modalidades) e imunoterapia (estimula o sistema

imunoldgico para combater as células cancerigenas) (INCA, 2023).

A guimioterapia € a forma de tratamento mais tradicional na maioria dos canceres e
apesar dos medicamentos apresentarem diferentes mecanismos de agdo, nem sempre
apresentam resultados eficientes, e na maioria das vezes possuem toxicidade
significativa sobre os tecidos normais. Esse impasse torna evidente a busca por novos
agentes antitumorais, e nesse sentido, as pesquisas com 0s psicoativos aparecem como

possibilidade de tratamento mais eficientes, seletivos e menos toxico.
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Os medicamentos anticancer mais empregados sdo: agentes de direcionamento
molecular, antimetabdlicos, agentes antitubulina e interativos com DNA, anticorpos
monoclonais, hormonios, alquilantes, polifuncionais e antibidticos antitumorais
(KUMAR et al., 2017). Os agentes antitumorais sdo classificados em 2 grandes grupos
conforme o sitio de acdo em: farmacos ciclo-celular especifico (acdo direta nas fases do
ciclo-celular) e os farmacos ciclo-celular ndo especificos (agem sobre varios momentos
das células independentemente de estarem em fase do ciclo ou em repouso) (PORTO,
2012).

A prevencdo do cancer compreende um amplo espectro de intervencbes e
integracdo de estratégias publicas efetivas a sociedade. O cddigo Europeu contra o

cancer descreve 12 maneiras de reduzir o risco de cancer (SCHUZ et al., 2015)

representado na figura 7.

Figura 7: Reducdo de risco de cancer.
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E unanime nos especialistas em cancer que o melhor a ser feito é a prevencéo da
doenca, exames regulares para tratamento precoce, acesso a diagndstico precoce e
tratamento de qualidade irdo garantir o sucesso no tratamento.

Embora muito progresso tenha sido feito desde a identificacdo até o tratamento do
cancer, ele continua sendo um desafio medicinal, fatores como baixa adesédo do
paciente, resisténcia aos medicamentos e toxicidades induzidas por medicamentos
fornecem estimulos para a descoberta e desenvolvimento de novos quimioterapicos
contra o cancer. Além disso, a complexidade das vias fisiopatoldgicas por tras do cancer
aumenta a necessidade de novos agentes multialvo, possuindo menos efeitos colaterais e
mais eficacia especifica, nesse sentido, as terapias baseadas em alcal6ides (AHMAD et
al., 2020) estdo tomando local de destaque.

2.7.3- Cancer de pele

No Brasil o cancer de pele é o cancer mais comum com aproximadamente 30% de
todos os tumores malignos registrados (CAMARCO et al., 2024). O melanoma origina-
se dos melandcitos, células especializadas, responsaveis pela pigmentacdo da pele,
derivados de células da crista neural (MENDES, 2011). Durante a embriogénese,
algumas células da crista neural migram para a pele e demais Orgdos onde se
diferenciam em melanoblastos que sdo o0s precursores dos melandcitos. Os
melanoblastos se deslocam para a epiderme e continuam a se diferenciar até se tornarem
melandcitos funcionais. Uma vez nos tecidos-alvo, os melandcitos comecam a produzir
melanossoma que armazena melanina. A melanina é transferida para os queratinécitos,
determinando a cor da pele, e funciona como um fator protetor do DNA contra efeitos
deletérios causados pela radiacdo ultravioleta (MENDES, 2011). Qualquer desbalango
nesses processos de proliferacdo e/ou diferenciacdo pode resultar em cancer de pele.

O cancer de pele pode ser classificado como ndo-melanoma (0 mais prevalente e
com menor taxa de mortalidade) e melanoma maligno (com maior indice de mortalidade
e disseminagdo metastatica). O principal fator de risco para ambos os tipos de cancer de
pele € a exposicdo excessiva a radiacdo solar ultravioleta (UV). De acordo com a
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), 80% dos melanomas sdo
causados pela exposicao ao sol. As radiacbes UVB e UVA produzem radicais livres nas
células da pele que causam danos ao DNA, levando a mutagdes génicas e proliferacdo
anormal das células. Outros fatores de risco incluem o histérico familiar, a cor da pele,
olhos e cabelos, sistema imune debilitado (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017), a
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pré-existéncia de doencas congénitas como nevo congénito, nevo displasico e o
xerodema pigmentoso (GUZOVSKY, 2011).

O cancer de pele ndo-melanoma se apresenta como uma pequena leséo que pode ter
vasos sanguineos visiveis, com superficie aspera, pode parecer com uma verruga ou
ferida que ndo cicatriza e € comum em areas expostas ao sol. Ja 0 melanoma maligno se
apresenta como uma pinta vermelha ou um sinal na pele de tom acastanhado,
assimétrico, que muda de cor, formato ou tamanho, esse tumor desenvolve-se em
qualquer area da pele e, excepcionalmente, pode atingir mucosas, leptomeninges e
globo ocular (JUNIOR, 2005). O melanoma maligno tem a capacidade de metastizar,
frequentemente a nivel pulmonar, por invasdo direta ou para os ganglios linfaticos regionais
(FONTOURA, 2019).

O tratamento, independente da abordagem utilizada, tem por objetivo a ressecc¢ao
total do tumor, a preservacdo da maior quantidade de tecido normal ao redor da lesédo, e,
consequentemente, a alta taxa de cura.

Definitivamente a prevencdo primaria (protecdo dos raios ultravioletas) e assim
reducdo do principal fator de risco, secundaria (diagndstico precoce e rastreamento),
terciaria (tratamento) acompanhados de educacdo e conscientizagdo (politicas de salde
publica), sdo fundamentais na reducdo de sua morbidade e mortalidade do melanoma.

De acordo com o perfil epidemioldgico do cancer de pele no Brasil (CAMARCO et
al., 2024) sua incidéncia vem aumentando e atinge em maior nimero mulheres da
regido Sudeste sendo a faixa etaria mais vulneravel acima de 60 anos.

Por ser uma lesdo com incidéncia crescente, com resisténcia a multidrogas e assim,
com resultados insatisfatorios com as tradicionais modalidades terapéuticas (MENDES,
2011; JOHNSON et al., 2015; CHANG et al., 2023) tém estimulado a realizacdo de
estudos experimentais com linhagens celulares in vitro e em modelos murinos e, assim,
permitir um melhor entendimento do fenémeno neoplasico.

Existem diversos modelos experimentais de melanoma envolvendo variadas
linhagens celulares com diferentes animais de experimentacdo, e, portanto,
apresentando desfechos biolégicos variados. A linhagem celular escolhida B16,
amplamente utilizada em estudos sobre melanoma, ja que foi derivada de um melanoma
espontaneo em camundongo da linhagem C57BL/6 e, assim, possui 0 mesmo MHC
(Major Histocompatibility Complex) (GUZOVSKY, 2011), é facilmente visto na pele e
Orgdos pela presenca de melanina e estas células podem ser cultivadas in vitro e

injetadas por diferentes vias em modelo animal.
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Fidler em 1973 foi o responsavel pelo isolamento das células B16 e pela sua injecao
intravenosa na corrente sanguinea de camundongos C57BL/6 permitindo que
circulassem e formassem metéastases espontaneamente. Esses camundongos eram
eutanasiados, seus pulmdes analisados, e as células tumorais que formavam colénias
metastaticas eram extraidas e cultivadas em laboratorio e entdo reintroduzidas em novos
camundongos. Esse processo foi repetido vérias vezes e a cada ciclo as células tumorais
se tornavam mais eficientes na formacdo de metéstases e, assim, formaram as
subpopulaces altamente metastaticas B16F10 e as menos metastaticas B16F1
(FIDLER, 1978).

3- Potencial terapéutico da ayahuasca e seus componentes bioativos

A investigacdo de plantas psicoativas e seus mecanismos de acdo tém fornecido
insights sobre a neuroquimica de muitas doencas do sistema nervoso central, bem como
a quimica da consciéncia (O’CONNOR & ROTH, 2005). As pesquisas com
psicodélicos ganhou fdlego renovado nos Ultimos anos, com diversos centros
espalhados pelo mundo investigando como essas substancias interagem com o cérebro
levando em consideracdo o0 seu potencial no tratamento de transtornos mentais
(TUPPER et al., 2015) e incluindo a utilizagdo em pacientes que ndo respondem as
abordagens convencionais (GONCALVES et al., 2023).

Vérias plantas com potencial alucin6geno sdo usadas milenarmente por grupos
Xamanicos em inumeras regiées do mundo. Por exemplo, o peiote, cactos (Lophophora
Williamsii) a partir do qual se extrai a mescalina, é utilizado por grupos tribais nos
Estados Unidos e México. Da mesma forma, a psilocina e psilocibina, extraidas do
cogumelo do género Psilocybe, também tem seus efeitos psicoativos estudados com
intuito de serem aproveitados em terapia (NICHOLS, 2016; CARHART-HARRIS &
GOODWIN, 2017).

As tribos indigenas usuarias do cha de ayahuasca, a um periodo bastante longo de
tempo, utilizam o chd como elemento de protecdo e cura de inUmeras doencas, 0 que
levantou questionamentos dos cientistas a cerca desta nova fungdo das substancias
ativas presentes na infusdo (DESMARCHELIER et al.; 1996).

A fim de garantir uma visdo geral e atualizada dos efeitos terapéuticos do cha de
ayahuasca foi feito um extenso levantamento bibliografico de estudos clinicos em

humanos e pré-clinicos (animais e in vitro) que serdo descritos abaixo.
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3.1- Transtornos neurodegenerativos

Os primeiros estudos sobre as propriedades terapéuticas dos componentes da
ayahuasca, especificamente a harmina, foi realizado em 1928 (FOLEY, 2003) em uma
parceria da empresa farmacéutica Merck com o médico Louis Lewin que administrou
injecBes subcutaneas em pacientes com diversas doencas neuroldgicas e observou que
B. caapi poderia facilitar os movimentos e como estava proximo de sua aposentadoria
sugeriu que Karl Wilmans e o neurologista Kurt Beringer continuassem seus
experimentos empiricos. Kurt Bheringer testou o0 extrato do cipd mariri,
especificamente no tratamento da doenca de Parkinson e concluiu que o tratamento
tinha o potencial de aliviar os sintomas e as pesquisas nesse sentido continuam até hoje.

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa progressiva causada
pela perda de neurbnios, que uma vez danificados param de produzir
neurotransmissores (dopamina na substancia negra) e comprometem a capacidade do
cérebro de controlar os movimentos. Ainda ndo se sabe ao certo o que danifica certos
neurdnios em pacientes com Parkinson, mais sabe-se que os radicais livres podem
contribuir para esse dano (SAMOYLENKO et al., 2010).

O primeiro ensaio duplo-cego, randomizado e controlado por placebo foi conduzido
por SERRANO-DUENAS et al. (2001) que utilizou o extrato de Banisteriopsis caapi
em 30 pacientes com doenga de Parkinson. Os pacientes foram divididos em dois
grupos, 15 receberam placebo e 15 receberam uma dose de ayahuasca e foram avaliados
pela escala de avaliacdo unificada da doenca de Parkinson, 12 horas antes da ingestdo, e
60, 120 e 240 minutos apo6s a ingestdo. Obteve-se melhora significativa na funcédo
motora dos pacientes tratados com o chad de ayahuasca ap6s 1 hora da ingestdo que
durou até 4 horas. Porém, os pacientes que receberam ayahuasca, apresentaram piora
dos tremores (caracteristico da doenca), nduseas ou vomitos (caracteristicos da ingestdo
do cha).

SCHWARZ et al. (2003) realizaram teste com homogeneizado de figado de ratos
que foram tratados com os extratos vegetais de B. caapi, harmina, clorgilina e selegilina
e investigados em relacdo a atividade de MAO-A e MAO-B. Os resultados mostraram
que o extrato B. caapi e harmina produziram inibicdo relacionada a concentracdo da
atividade de MAO-A com ICsy 1,24.10° g/mL e 4,54.10° M respectivamente e
apresentaram pouca atividade de MAO-B. Os extratos de B. caapi, harmina e harmalina

produziram aumento de dopamina o que é promissor para a doenca de Parkinson.
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FROST et al. (2011) investigaram, em culturas de células da linhagem neuroglioma
H4, a capacidade das B-carbolinas inibirem a fosforilagdo da proteina tau dependente de
DYRK1A (proteinas quinases de especificidade dual reguladas via fosforilagdo de
tirosina). O gene da DYRKIA estd localizado no cromossomo humano 21,
precisamente, na regido critica da Sindrome de Down (SD). Estudos indicam que a
participacdo desta enzina no desenvolvimento anormal do cérebro leva a deficiéncia
intelectual na SD e desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, taupias como
doenca de Alzheimer, deméncia com corpos de Lewy e doenca de Parkinson (FERRER
et al., 2005; GOCKLER et al., 2009). Harmina, como inibidor de quinases, ira intervir
na via do DYRK1A (GOCKLER et al.,, 2009; LEAL, 2016) o que teoricamente
atenuaria a progressdo da neurodegeneragéo.

DYRKI1A esté envolvido na fosforilagdo da proteina tau em locais hiperfosforilados
para doenca de Alzheimer, FROST et al. (2011) identificaram que a fosforilacdo da tau
dependente de DYRK1A acontece na treonina 231 e serina 396 e também concluiram
que o silenciamento de DYRKI1A, ocasionado pelas harminas, reduz varias taus
fosforiladas o que seria promissor para as taupias.

Estudo in vitro (DAKIC et al., 2016) investigou os efeitos das harminas em células
neurais humanas (hNPCs). O tratamento contou com harminas nas concentragoes de 0,1
a 22,5 uM por 96 horas e o ligante benzotiazdlico (INDY), inibidor de DYRK1A. A
concentracdo de 7,5 uM de harmina foi a mais eficiente na proliferacdo das células
neurais sem evidéncia de morte celular ou dano ao DNA. Esse estudo também revelou
que a harmina é potente inibidor de DYRKZ1A sugerindo que a harmina aumenta a
proliferacdo neural tendo como mecanismo a inibi¢cdo de DYRK1A.

Além da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra, a
presenca de agregados proteicos intracelulares chamados corpos de Lewy também sdo
marcadores patologicos da DP. O principal componente dos corpos de Lewy é a
proteina a-sinucleina que pode ser degradada tanto por autofagia quanto pelo sistema
ubiquitina-proteasoma (UPS). A disfuncdo do sistema UPS esta associado ha uma série
de doencgas neurodegenerativas e o acimulo de a-sinucleina pode levar a inibicdo do
sistema, sendo assim, um estudo conduzido por CUI-ZAN et al. (2019) confirmou a
hipotese que as harminas intensificam a atividade do proteassoma em celulas neurais e
promovem a depura¢do da proteina a-sinucleina, sendo um potencial agente terapéutico

para as doencas neurodegenerativas.
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KATCHOBORIAN-NETO et al. (2020) realizaram experimento, para avaliar a
viabilidade e o potencial neuroprotetor da ayahuasca. Para isso, as células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y), um modelo de doencga de Parkinson in vitro, foram
tratadas com ayahuasca, seus alcaldides isolados e DMT. Foi realizado o ensaio de
MTT em 2 tempos (48H e 72H) e para avaliar o efeito neuroprotetor as células foram
tratadas com a neurotoxina 6-hidroxidopamina. Os resultados revelaram que ayahuasca
e seus componentes estimularam intensamente a proliferagcdo celular, provocaram
atividade neuroprotetora contra a toxina 6-hidroxidopamina e ndo houve citotoxicidade
para 0 grupo celular estudado, um resultado promissor para a doenca de Parkinson e
outras doengas neurodegenerativas.

MORALES-GARCIA et al. (2020) avaliaram o efeito neurogénico do DMT in
vitro (NSCs) e in vivo (24 camundongos). Os resultados in vitro sugerem que o DMT (7
dias de tratamento) através dos receptores sigma-1: promovem uma perda de
“stemness” ou um estado indiferenciado das neuroesferas; aumento do nUumero e
tamanho das neuroesferas promovendo assim a proliferacdo de progenitores neurais
derivados do hipocampo adulto; estimula a diferenciacdo de progenitores neurais. In
vivo 0 ensaio foi realizado em 2 momentos: no ensaio de curto prazo 0s animais
receberam injecdo i.p. de DMT (2mg/kg) por 4 dias consecutivos e no ensaio de longo
prazo 0s animais receberam injecéo i.p. de DMT (2mg/kg) em dias alternados por 21
dias. Nos resultados do ensaio de curto prazo, a analise dos cortes seriados do cérebro
contendo a zona subgranular do hipocampo (SGZ), demostrou que o tratamento com
DMT estimula a neurogénese (mediada por receptor sigma-1) e aumenta a proliferacdo
e migragdo de precursores na SGZ sugerindo efeito modulador na neurogénese
hipocampal. No ensaio de longo prazo houve a confirmacdo da acdo mediada pelo
receptor sigma-1 indicando que o DMT aumenta 0 numero de novos neurbnios
originados no hipocampo. No teste de memdria, 0s animais tratados possuem melhor
desempenho podendo ser correlacionado com a nova producdo de neurdnios induzido
por DMT no hipocampo, o0 que confirmou os resultados in vitro.

SANTOS et al. (2022) avaliou a atividade bioldgica do extrato de B.caapi, B-
carbolinicos (harmina, harmalina e tetrahidroharmalina) em células microglias BV-2.
As microglias sdo células imunoldgicas do sistema nervoso e quando ativadas
excessivamente liberam citocinas comuns em doencas neurodegenerativas. O
tratamento de 24 horas com B.caapi (21,4 a 2738 uM) e de 2 horas com harmina (75,5-
302 puM) diminuiu a proporgdo de células viaveis, aumentou a proporcdo de células
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necroticas e aumentou producdo de ROS. A maioria dos tratamentos apresentou padrao
anti-inflamatorio com reducéo de citocinas pré-inflamatorias: interleucinas (IL-6; IL-7),
fator de necrose tumoral (TNF) e ou interferon gama (IFN-y) e aumento de anti-
inflamatdrias: interleucinas (IL-4; IL-10). Sendo assim, as B-carbolinas presentes no
extrato de B.caapi mostraram um efeito citotoxico em altas concentragcdes e um efeito
anti-inflamatorio em baixas concentra¢fes sendo um potencial efeito terapéutico do cha
de ayahuasca em doencas do sistema nervoso.

Em geral, os estudos sugerem um potencial terapéutico do cha de ayahuasca e de
seus componentes isolados, quando se trata da doenca de Parkinson e outras doencas
neurodegenerativas, devido a atividade neuroprotetora, proliferacdo de células
neuronais, potente atividade inibitéria e antioxidante de monoaminas oxidases. Sendo
assim, antioxidantes, agonistas de dopamina ou inibidores da MAO podem atuar
fornecendo protecdo contra a neurodegeneracdo tendo importante papel no tratamento

destas doencas.

3.2- Transtornos psicologicos/psiquiatricos

Atualmente os transtornos psicoldgicos/psiquiatricos sdo uma preocupacdo mundial
de Saude Publica. Segundo o relatério mundial de satide mental (OMS, 2022) em 2019
quase um bilhdo de pessoas viviam com algum transtorno (depresséo, esquizofrenia,
deméncia, bipolaridade, deficiéncia intelectual, transtornos do desenvolvimento,
transtornos cognitivos entre outros) que é a principal causa de incapacidade dos
individuos. Em geral, o tratamento de primeira linha para a maioria desses transtornos
inclui psicoterapia e farmacoterapia. LEICHESEN et al., 2022 realizaram uma revisao
de meta-anéalise com ensaios clinicos randomizados de pacientes adultos que trataram os
transtornos mentais com psico e farmacoterapia e concluiram que ha um pequeno
beneficio dos tratamentos em relacéo ao placebo.

Na ultima decada ressurgiu o interesse de estudos com psicoativos para o
tratamento de inimeras doengas incluindo os transtornos mentais (HALBERSTADT,
2015). Os psicoativos surgem como uma alternativa, uma nova abordagem, ja que 0s
tratamentos de primeira linha possuem sucesso limitado (SOLIMAN et al., 2024).

Promissores resultados preliminares estimularam o interesse no papel terapéutico
do ché de ayahuasca no tratamento de transtornos psicoldgicos/psiquiatricos em que a
depressdo se destaca positivamente (DON et al., 1998; PALHANO-FONTES et al.,
2015; OSORIO et al., 2015).
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A depressdo € uma condicdo clinica debilitante e amplamente distribuida na
populacdo, classificada pela Organizacdo Mundial de Saide como uma das doengas
mais onerosas da sociedade. E caracterizada como uma doenca afetiva que causa
alteracdo do humor com grande importancia para a saude publica, em termos de
prevaléncia, sofrimento, morbidade e sobrecarga econdmica (MANJI et al., 2001).
Estudos epidemiol6gicos mostram que aproximadamente 40% a 50% do risco de
depressdo sdo genéticos e hereditario (NGUYEN et al., 2023). Fatores ndo genéticos
tdo diversos quanto estresse e trauma emocional, infec¢bes virais e até processos
estocasticos (ou aleatorios) durante o desenvolvimento do cérebro tém sido implicados
na etiologia da depressédo (NESTLER et al., 2002).

Existe uma hipotese bem aceita pela comunidade cientifica que a depressdo é
causada por um déficit funcional das monoaminas transmissoras (noradrenalina,
serotonina e dopamina) em certos locais do cérebro e esses estdo envolvidos direta ou
indiretamente na bioquimica da doenca, uma vez que todos os antidepressivos utilizados
clinicamente agem nas monoaminas através de diversos mecanismos. Acredita-se que o
estresse e a depressdo sejam fendmenos inter-relacionados. Segundo ANDREWS et al.
(2011), os niveis de noradrenalina, serotonina e dopamina estdo diminuidos no cérebro
de pacientes deprimidos e entdo se houver um controle homeostatico, o estresse de
alguma forma perturba o controle e altera a quantidade dessas aminas causando a
depressao.

A serotonina desempenha um importante papel no tratamento dos distarbios
psiquiatricos incluindo a depressdo, o que esta relacionado ao grande numero de
farmacos inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina prescritos para o tratamento
deste distarbio psiquico, j& que blogueiam a recaptagdo de serotonina nos terminais
sinapticos resultando em uma elevada concentracdo extracelular de serotonina (CRYAN
& LUCKI, 2000).

O primeiro relatorio descrevendo o uso do cha de ayahuasca em rituais religiosos
relacionado com problemas psiquiatricos foi realizado por BARBOSA et al. (2005) em
Sdo Paulo. Os individuos foram avaliados dias antes e depois de suas primeiras
experiéncias rituais com o cha de ayahuasca. 28 (vinte e oito) individuos foram
divididos em dois grupos, 19 (dezenove) participaram do ritual do Santo Daime e 9
(nove) tiveram experiéncia ritual na Unido do Vegetal. Foram realizadas entrevistas e
escalas psiquidtricas foram analisadas e houve reducdo significativa de sintomas

psiquiatricos no grupo dos individuos do Santo Daime ap6s a experiéncia com o
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alucinégeno. Foi notado que o uso religioso da ayahuasca nas grandes cidades do
sudoeste brasileiro parece ser predominante da classe média com nivel de escolaridade
elevado. Ambos 0s grupos relataram mudancas comportamentais em dire¢do a
assertividade, serenidade e alegria.

DA SILVEIRA et al. (2005) realizaram estudo com 40 (quarenta) adolescentes
frequentadores da UDV por pelo menos 2 (dois) anos, comparados com 40 (quarenta)
adolescentes que nunca beberam o chd de ayahuasca. Os adolescentes selecionados
eram de ambos 0s sexos, idades entre 15 e 19 anos, viviam na mesma comunidade e
compartilhavam as mesmas influéncias ambientais. Todos foram avaliados por escalas
de triagem psiquiatrica, realizada por psiquiatra treinado, e os resultados foram
positivos para os adolescentes frequentadores da UDV ja que houve reducéo, ainda que
ndo significativa, da ansiedade, dismorfia corporal e déficit de atencdo. Ainda néo ficou
claro se as alteracdes relatadas podem ser atribuidas ao efeito do cha de ayahuasca ou ao
processo de filiagdo religiosa.

Um estudo conduzido por SANTOS et al. (2007) investigou o papel cha de
ayahuasca no estado de ansiedade e panico, 9 (nove) voluntarios saudaveis
frequentadores da comunidade do Santo Daime por no minimo de 10 (dez) anos, foram
submetidos a um protocolo duplo-cego com escalas para avaliar: ansiedade atual
(ansiedade-estado), ansiedade persistente (ansiedade-traco) e panico. Todos o0s
participantes relataram melhora na saude fisica e mental além das relagdes interpessoais
no trabalho e na familia. Os resultados da ingestdo do cha de ayahuasca atenuaram
significativamente os parametros de desesperanca e panico e ndo afetaram a ansiedade -
estado (experiéncia temporéria) e traco (tendéncia mais duradoura e estavel). Vale
destacar que muitos medicamentos prescritos, eficazes ansioliticos, importantes no
tratamento antidepressivo e antipanico atuam exatamente inibindo a recaptacdo de
serotonina, mesmo mecanismo do cha de ayahuasca. Estudos de clonagem de genes
transportadores de monoamina em camundongos knockout tem sido importantes para
investigar o papel de transportadores na regulacdo das func¢des neurotransmissoras e
suas ligagdes com disturbios neurobioldgicos e comportamentais (MCKENNA, 2004).

Durante a conferéncia “Ciéncia Psicodélica no Século 21 que ocorreu em 2010 e
foi patrocinada pela Associagdo Multidisciplinar de Estudos Psicodélicos (MAPS)
foram apresentados trabalhos em que a ayahuasca ganhou destaque (LABETE &
CAVNAR 2011). Grande parte dos trabalhos apareceram como auto-reflexdo e

documentarios foram apresentados por cineastas como “A videira da alma: encontros
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com a ayahuasca” ¢ “The Holy Give Me”. O trabalho de FABREGAS et al. (2010)
mostrou-se de natureza académica: grupos de usudrios do chd de ayahuasca e ndo
usuarios foram acompanhados por 1 (um) ano e avaliados usando o indice de Gravidade
de Dependéncia (ASI). Esse estudo contou com a participacdo de 56 (cinquenta e seis)
voluntarios usuarios de ayahuasca de uma importante Igreja do Santo Daime do
Amazonas que foram comparados com 56 (cinquenta e seis) ndo usuarios do Acre de
uma pequena cidade amazonica. No ambito urbano houve a participagdo de 71 (setenta
e um) voluntarios usuarios de ayahuasca da Barquinha na cidade do Rio Branco que
foram comparados com 59 (cinquenta e nove) ndo usuarios do Rio Branco. Como
resultado quando comparados com 0s grupos controles os usuarios do cha de ayahuasca
apresentaram pontuagdes significativamente mais baixas para uso de alcool e problemas
psiquiatricos quando comparados com seus respectivos controles. Abstinéncia do uso de
drogas ilicitas foi mantida em ambos os grupos, exceto para cannabis no grupo rural.
Houve piora tempo dependente na escala de relacionamentos familiares/sociais no
grupo rural.

Estudo prospectivo longitudinal realizado por BOUSO et al. (2012) comparou
usuarios do cha de ayahuasca, por no minimo 15 (quinze) anos, com individuos
controles que participavam ativamente de alguma religido ndo ayahuasqueiras. A
populacdo rural desse estudo contou com 56 usuarios do cha de ayahuasca do Santo
Daime, do Amazonas, que foram comparados com o grupo controle, formado por 56
individuos da comunidade localizada no coracdo da floresta Amazdnica. A populacéo
urbana contou com 17 usuérios do cha de ayahuasca da Barquinha, de Rio Branco, € o
grupo controle formado por 59 individuos também de Rio Branco. Os resultados
relatam ndo haver evidéncias de alteracBes patologicas dos usuérios do chd de
ayahuasca e esses mostraram diminuicdo da presenca de sintomas psicopatoldgicos
quando comparados aos controles além de apresentarem melhor desempenho nos testes
neuropsicoldgicos e pontuarem mais alto em espiritualidade (nos testes de proposito na
vida e no teste de bem-estar psicossocial).

Estudo realizado por OSORIO et al. (2015) utilizou a Escala de Avaliacio de
Depressdo de Hamilton (HAM-D) e a Escala de Rating de Depressdo de Montgomery-
Asberg (MADRS) para avaliar 6 (seis) participantes com depressdo que ingeriram dose
unica de 2,2 mL/kg de ayahuasca por quilo corporal. Os scores para essas escalas foram
diminuidos significativamente no dia 1 e dia 7 ap6s a administracdo, o que resulta em

uma acdo antidepressiva extremamente rapida quando comparamos o0s antidepressivos
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no mercado que em meédia iniciam seus efeitos apds 2 (duas) semanas de uso. Embora
promissor esse estudo possui uma limitagdo importante, j& que, ndo h4 uma comparacao
com um grupo placebo, que chega a beneficiar até 40% dos pacientes em ensaios
clinicos para depressao quando submetidos a tratamentos com substancia placebo.

SANCHES et al. (2016) conduziram um estudo aberto em uma unidade psiquiatrica
de internacdo, em que 17 pacientes mulheres de idade média 42 anos, com depresséo
recorrente foram internadas. Essas pacientes ndo respondiam a terapéutica dos seus
tratamentos com medicamentos antidepressivos e estavam trocando de medicacgéo e,
entdo, receberam dose Unica de ayahuasca de 120 a 200 mL (2,2 mL/Kg). Os efeitos da
administracdo foram avaliados pelas escalas Escala Avaliacdo de Depressdo de
Hamilton (HAM-D), Escala de Rating de Depressdo de Montgomery-Asberg
(MADRS), Escala de Mania de Yong (YMRS), Escala Breve de Avaliacdo Psiquiatrica
(BPRS) e Escala de Estados Dissociativos (CADSS), 40, 80, 140 e 180 minutos apos a
ingestdo. As Escalas MADRS e BPRS também foram preenchidas nos dias 1, 7, 14 e 21
apos a ingestdo da ayahuasca. Os efeitos da ayahuasca no fluxo sanguineo cerebral
foram avaliados por tomografia por emissdo de foton Unico (SPECT) e foi realizado
antes e 8 horas apés a administracdo. Os resultados sugerem um efeito rapido
antidepressivo com reduc@es significativas nas pontuacdes das escalas relacionadas a
depressdo, aumento da psicoatividade e da perfusdo sanguinea no nucleo accumbens
esquerdo, insula direita e area subgenual esquerda, regides cerebrais relacionadas com
regulacdo do humor e emocdes. Como conclusdo esse estudo sugere a mais estudos que
sejam randomizados, duplo-cegos controlados por placebo para a confirmacdo do
resultado antidepressivo de acao rapida da ayahuasca.

PALHANO-FONTES e colaboradores (2017 e 2019) realizaram estudos, os mais
robustos até 0 momento, randomizado, duplo-cego, placebo-controlado em que existiam
dois grupos experimentais: 50 voluntarios saudaveis (grupo controle) e 35 pacientes
com depressdo resistente a tratamento. Cada voluntario recebeu 1mL/kg de placebo ou
ayahuasca, ajustados de modo a conter 0,36 mg/kg de DMT. Os efeitos antidepressivos
foram avaliados pelas escalas HAM-D e MADRS, antes, logo apds e, més a més,
durante 6 (seis) meses ap0Os a sessdo de tratamento. Em todos os instantes de tempo
avaliados foram observados efeitos antidepressivos da ayahuasca quando comparados
ao placebo. Dois pontos que merecem destaque € a rapidez dos efeitos antidepressivos

que foram encontrados nesse estudo, ja que o efeito significativo ja ocorre um dia ap6s a
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intervencdo e melhorias nos niveis de biomarcadores relacionados a depressao,

incluindo reducéo da proteina C reativa (maior fator neurotrofico derivado do cérebro).

ZEIFMAN et al. (2019) realizaram estudo de andlise secundaria (PALHANO-
FONTE et al.; 2019) em que os voluntarios foram avaliados por profissionais
capacitados e a escala de Avaliagdo de Depressdo de Montgomery-Asberg foi aplicada.
Essa escala varia de classificacdo de nivel 0 a 6, sendo os niveis 4 (provavelmente seria
melhor morto, o suicidio é considerado uma solugdo possivel) e 6 (explicitos para
suicidio e preparacfes ativas para suicidio) foram selecionados para o estudo. Os
resultados sugerem que a ayahuasca pode ter potencial terapéutico para a suicidio, ainda
que os resultados ndo foram significantes, ha uma tendéncia a reducdo dos sintomas
logo ap6s a intervencdo com a ayahuasca, 0 que significa uma possivel acdo rapida, o
que no suicidio € muito importante ja que o tempo entre surgimento dos pensamentos
suicidas e o suicidio é muito curto. Curiosamente, sete dias ap6s a intervencdo, 0s
efeitos positivos entre, e dentro do grupo, para diminuigdo nos sintomas depressivos,
ndo relacionados ao suicidio foram maiores do que os encontrados para o suicidio, o que
pode sugerir que a ayahuasca tem um impacto maior nos sintomas depressivos nao
relacionados ao suicidio do que o suicidio. Pesquisas existentes sugerem que 0
comportamento de suicidio pode ocorrer independentemente dos sintomas depressivos,
e ainda que, ocorra a diminuicdo dos sintomas depressivos, nem sempre, estdo
associados a reducbes no suicidio. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (2014)
revelam que o suicidio é uma questdo de salde publica, ja que é uma das principais
causas de morte prematura, sendo responsavel por quase um milhdo de mortes
anualmente.

GALVAO-COELHO e colaboradores (2020) conduziram um estudo duplo-cego
controlado por placebo em pacientes com transtorno de depressédo maior resistentes ao
tratamento. Alguns pacientes depressivos apresentam niveis sanguineos mais elevados
de biomarcadores pro-inflamatorios, como interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) e proteina C-reativa (PCR) (GALVAO-COELHO et al., 2020). O
ensaio contou com 73 voluntarios, 45 individuos saudaveis (20 homens e 25 mulheres),
28 pacientes com depressdao maior (21 mulheres e 7 homens) que foram avaliados
através de amostras de sangue (biomarcadores inflamatorios: proteina C-reativa,
interleucina 6, cortisol, fator neurotrofico, transaminase glutamico oxalacética e

transaminase glutdmico piravica) coletadas antes do tratamento e 48 horas apos a
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ingestdo de ayahuasca (1 mL/kg) ou placebo. Nos resultados apresentados 0s pacientes
depressivos resistentes ao tratamento, antes do inicio do tratamento com ayahuasca,
tinham niveis de PCR mais altos do que os controles saudaveis e apresentavam uma
correlacdo negativa entre a proteina C-reativa e 0s niveis de cortisol. Apos 48 horas do
tratamento, tanto os pacientes depressivos como 0s controles, apresentaram reducgédo dos
niveis de PCR, o que ndo ocorreu com os individuos que receberam placebo. Os
pacientes que foram tratados com ayahuasca apresentaram correlacdo entre a reducéo de
PCR e melhora dos sintomas depressivos.

Em animais, FORTUNATO et al. (2009) realizaram estudo administrando harmina
nas doses (5, 10 e 15 mg/kg) e imipramina, antidepressivo conhecido, nas doses (10, 20
e 30 mg/kg). Os ratos foram submetidos a testes comportamentais (campo aberto e
natacdo forcada) e os niveis de BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro), que esta
envolvido com a depressdo, foram quantificados. Os tratamentos com harmina e
imipramina nas doses mais altas diminuiram o tempo de imobilidade e aumentaram o
tempo de natacdo, no teste de campo aberto ndo afetaram a atividade locomotora. O
tratamento com a maior dose de harmina mostrou aumento dos niveis de BDNF no
hipocampo e foi relacionado com seu potencial antidepressivo.

Nosso grupo de estudo (PIC-TAYLOR et al., 2015) realizou trabalho com ratas
wistar, seguindo o protocolo da OECD para avaliar os possiveis efeitos de toxicidade
agudo do cha de ayahuasca. Para esse teste administrou-se, via gavagem, dose de 30X a
dose usual ritual (caracterizada como 150 mL da infusdo para individuos de 70 Kkg).
Foram realizados testes comportamentais (labirinto de cruz elevada, campo aberto e
natacdo forcada) apds 1 hora da administracdo das doses Unicas de 15X ou 30X. Para a
avaliacdo da atividade neuronal e neurotoxicidade, os cérebros foram removidos e fatias
das regides (nucleos dorsais do rafe, nacleo amigdaloide, e formagdo hipocampal)
foram selecionadas e marcadas com c-fos, posteriormente contadas. A avaliacdo da
degeneracdo neuronal foi feita apds a analise de coloracdo com violeta Nissl/Cresyl. Os
resultados para toxicidade aguda de ratas wistar indicam que a dose letal oral da infusdo
de ayahuasca é maior que 50X. Os animais expostos a doses 15X ou 30X apresentaram
diminuicdo das atividades locomotoras e exploratdrias nos testes de labirinto de cruz
elevada e campo aberto. Os resultados do teste de natacdo forcada indicam efeito
antidepressivo mais pronunciado do que os resultados do grupo controle positivo. A
ativacdo da expressdo da c-fos foi observada em é&reas cerebrais envolvidas na

neurotransmissao serotoninérgica.
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Como a ayahuasca € usada por diferentes faixas etarias, no contexto religioso, um
estudo conduzido por CORREA-NETTO et al. (2017) avaliou os efeitos da exposicao a
ayahuasca em 120 camundongos, de diferentes idades em relagdo a memdria e
ansiedade. Os animais receberam oralmente a dose de ayahuasca de 1,5 mL/kg duas
vezes por semana e o0s testes de labirinto em cruz elevada, campo aberto e labirinto
aquatico de Morris foram realizados. Os resultados demonstraram que a ayahuasca
causou ansiedade e comprometimento da memoria na infancia e adolescéncia, no
entanto, essas alteracdes ndo foram duradouras, pois na fase adulta ndo foram mais
observadas.

SILVA et al. (2022) conduziram um estudo em que a neuroinflamacgéo foi induzida
em 80 ratos pela aplicacdo de inje¢do (i.p.) de lipopolissacarideo (LPS) na dose de 0,63
mg/kg/mL e avaliado o potencial ansiolitico e antidepressivo do cha de ayahuasca. A
administracdo do cha de ayahuasca foi feita oralmente na dose de 4 mL/kg e os testes de
campo aberto e natacdo forcada foram realizados. Ao analisar os resultados houve
reducdo dos comportamentos de ansiedade e depressdo nesse modelo animal de
neuroinflamacao.

Um estudo de revisdo feita por MAIA et al. (2023) concluiu que a depressdo é a
doenca com mais evidéncias quando o assunto é terapéutica do cha de ayahuasca ja que
encontramos estudos controlados com placebo, duplo-cego e randomizados, o0 que
geralmente ndo encontramos quando a ayahuasca € utilizada no possivel tratamento de
outras doencas.

Doencas mais complexas como a esquizofrenia também j& foram alvo do estudo
com o cha de ayahuasca. A esquizofrenia é um dos transtornos metais de maior
complexidade por sua agdo multifatorial envolvendo fatores genéticos e ambientais. A
doenga se caracteriza por uma ampla desordem mental e quando causada por
perturbacdes enzimaticas ocorre uma alta producdo de alcaldides inddlicos aminas
(IAA) como 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina (5-MeO-DMT) e DMT. Segundo o estudo
de POMILIO et al. (1999) essas substancias foram encontradas em exame de urina de
pacientes com problemas psiquiatricos, incluindo a esquizofrenia aguda e usuarios
habituais de ayahuasca. Muitos relatos sdo conhecidos relacionando a diminuigdo da
MAO na esquizofrenia, pois assim, ocorre 0 acimulo de IAA que agem no sistema
nervoso provocando as alucinagdes caracteristicas da doenca.

Estudo observacional com a participagdo de 45 individuos realizado por
DOMINGUEZ-CLAVE e colaboradores (2018) em comunidades ayahuasqueiras de
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Barcelona avaliou os individuos com transtorno de personalidade borderline que é
caracterizado por instabilidade emocional e déficits de atencdo. Seus participantes
foram divididos em 2 grupos: 12 individuos diagnosticados com transtorno de
personalidade borderline e 33 individuos que ndo apresentaram scores nas escalas, e
portanto, ndo diagnosticados com transtorno de personalidade borderline. Os resultados
indicaram efeitos positivos da ayahuasca na regulacdo emocional dos individuos com
transtorno e os individuos que ndo foram incluidos como portadores do transtorno
apresentaram melhora na regulacdo emocional e na atencéo plena.

GONZALEZ e colaboradores (2019) realizaram o primeiro estudo observacional de
longo prazo, 1 (um) ano, em que individuos que estavam enfrentando o luto pela perda
de ente querido frequentaram se¢des regulares com a ingestdo do cha de ayahuasca e
obtiveram reducdo significativa da gravidade do luto.

O transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT), uma sindrome incapacitante em
resposta a um evento traumatico correlacionado a comorbidades psicolégicas e
fisiologicas que estdo associados ao estresse oxidativo elevado e a inflamacéo, teve seu
tratamento avaliado com ayahuasca por NIELSON & MEGLER (2014) em que 3
veteranos de guerra participaram de cerimbnias com ayahuasca em um centro de cura
no Peru e se referiram a ayahuasca como um remédio que atuou positivamente no
tratamento do transtorno.

INSERRA (2018) com o objetivo de avaliar como a ayahuasca atua no TEPT,
hipotetizou que por meio da hiperativacdo dos centros relacionados ao trauma e a
memoria emocional, a ayahuasca facilita a recuperacdo de memorias traumaticas, ja que
ocorre ativacao dos receptores sigma-1 (mediado por DMT) concomitantes com IMAOs
modulando as vias antiamnésicas.

KELLEY et al. (2022) realizaram estudo em um modelo animal de transtorno de
estresse pos-traumatico (TEPT). O tratamento animal foi feito com injecdo i.p. de DMT
a 2 mg/kg, harmalina a 1,5 mg/kg e combinacdo de DMT e harmalina (pharmahuasca)
em dias alternados, por 5 dias, apds um regime de modelo de estresse que durou 30 dias.
Os resultados mostraram que DMT e pharmahuasca reduziram a producdo de ROS
(espécies reativas de oxigénio) no hipocampo e cortex pré-frontal. Os tratamentos
normalizaram os genes diferencialmente expressos sobrepostos do TEPT e foram
relacionados com producédo de ROS, inflamac&o, neurotransmissao e neuroplasticidade.

Estudos pré-clinicos em modelos biol6gicos animais e clinicos, com grupos

controles, e nimero de amostra estatisticamente confidveis sdo necessarios para
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minimizar fatores de confundimento presentes no potencial uso terapéutico do cha de
ayahuasca em transtornos mentais. A depressdo, até o momento, é o transtorno com

mais evidéncias terapéuticas relacionadas ao uso do cha de ayahuasca.

3.3-Transtornos por uso abusivo de substancias

De acordo com a OMS, em todo o mundo, 3 (trés) milhdes de mortes por ano
resultam do uso abusivo de alcool, seu uso nocivo é um fator causal para mais de 200
doencas e lesdes. O Centro de Informacgdes sobre Sadde do Alcool no Brasil divulgou
em julho de 2023 um panorama que constatou que boa parte dos brasileiros abusam de
bebidas alcodlicas, mas ndo percebem seu padrdo de consumo como problematico. Os
dados do levantamento mostram que 27% dos brasileiros tém consumo moderado de
alcool e 17% abusivos. O brasileiro que consome alcool tanto de forma moderada
quanto abusiva possui maior escolaridade e maior renda. De acordo com o relatério
global sobre alcool e saude (WHO, 2018) 54,1% de usuérios de alcool estdo nas
Américas e 59,9% na Europa, portanto, o abuso do alcool € prevalente nessas regides
sendo 4,1% nas Américas e 3,7% na Europa.

Tratamentos convencionais para dependéncias de substancias tém mostrado sucesso
limitado (LOIZAGA-VELDER et al., 2023). A busca por novas e mais eficazes
estratégias tem levado a exploracdo dos psicoativos como medicina complementar no
tratamento das dependéncias. O uso da ayahuasca no tratamento da dependéncia
guimica tem se mostrado promissor, principalmente em relacdo ao consumo de alcool.
O primeiro estudo com uma perspectiva biomédica aconteceu em 1996 quando GROB e
colaboradores selecionaram 15 homens moradores de Manaus e frequentadores da UDV
e 15 homens como controle que nunca haviam consumido o chd de ayahuasca.
Entrevistas psiquiatricas foram conduzidas, e os resultados, ainda que preliminares e
provisorios, indicaram que 11 (onze) individuos frequentadores da UDV que tiveram
em longo prazo transtornos com alcool alcangaram abstinéncia completa.

DOERING-SILVEIRA et al. (2005) avaliaram o uso da ayahuasca no contexto
religioso por 84 adolescentes de 15 a 19 anos. Desses adolescentes 41 eram
frequentadores da UDV e 43 nunca haviam usado ayahuasca. As entrevistas foram
avaliadas por psiquiatra e indicaram que ao longo da vida, existe uma propor¢do maior
de usuérios de cocaina (10,3%) e tabaco (52,5%) entre os adolescentes frequentadores
da UDV do que o grupo de adolescentes controle (2,4% e 34,9%) respectivamente.

Durante o ultimo ano, 0 ano anterior a avaliagdo, existiu uma propor¢do maior de
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usuarios de alcool (74,4%) no grupo controle quando comparados aos frequentadores da
UDV (46,3%). No més anterior a avaliagdo, os adolescentes do grupo controle (65,1%)
relataram uso de alcool enquanto (32,5%) dos adolescentes membros da UDV o
fizeram. Os autores chegaram a conclusdo que a adesdo a uma religido, como a UDV,
que possui um conjunto de principios, normas e valores direcionam positivamente 0s
adolescentes a comportamentos mais responsaveis e seguros como 0 ndo abuso de
substancias.

SANTOS et al. (2006) descrevem um caso em que a mulher estudada relata
abandono de uso de cocaina e alcool e uma profunda mudanca de vida ap0s a entrada no
ambiente religioso com uso do cha de ayahuasca.

O primeiro estudo que avaliou o estado de salde cognitiva e dependéncia alcodlica
dos Americanos membros do Santo Daime, de Oregon nos Estados Unidos, foi
realizado por HALPERN e colaboradores (2008). Dos 40 membros, 32 participaram das
entrevistas estruturadas psiquiatricas e as escalas de avaliagBes foram preenchidas.
Relatos de melhora na salde e nos relacionamentos foram descritos, assim como,
recuperacdo e abstinéncia da dependéncia de alcool através da participacdo nas
cerimdnias religiosas do Santo Daime.

THOMAS et al. (2013) realizaram estudos com 12 participantes rurais do Canada,
em retiros, com acompanhamento especializado, que receberam terapia assistida com
ayahuasca. As escalas demostraram melhora significativa para esperanca,
emponderamento e qualidade de vida. Houve reducdo do uso de alcool e tabaco e
reducdo significativa para o uso de cocaina embora 0 uso de cannabis e opidides ndo
tenham diminuido.

Nessa linha de investigacdo LOIZAGA-VELDER & VENES (2014) entrevistaram
13 terapeutas que utilizavam ayahuasca em seus pacientes dependentes de substancias,
revisaram 7 projetos terapéuticos na America do Sul, entrevistaram 2 pesquisadores
especialistas no tema e 14 individuos que estavam sobre tratamento com ayahuasca.
Chegaram a conclusdo que a ayahuasca pode ser uma ferramenta nesse tratamento desde
gue em um contexto apropriado correlacionando as experiéncias psicoldgicas e
espirituais.

OLIVEIRA-LIMA et al. (2015) realizaram estudo com administragéo
intraperitoneal de ayahuasca em ratos na dose de 10 mL/kg de peso corporal e etanol na
dose de 1,8 mg/kg, os resultados indicam que a ayahuasca é eficiente na prevencao do

desenvolvimento de sensibilizagdo comportamental induzida por etanol sem modificar a
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atividade locomotora espontdnea. Nesta mesma linha de pesquisa dois trabalhos
merecem destaque NOLLI et al. (2020) que expuseram 60 ratos a solugéo de etanol
20% por 8 semanas e trataram com ayahuasca nas doses (0,5X, 1X e 2X)
correspondentes as doses rituais da Unido do Vegetal (1X = 200 mL para pessoa de 70
Kg) por 5 dias. O tratamento ndo alterou a ingestdo de etanol, no entanto, diminuiu a
expressdo de c-fos no cdrtex orbital medial. GIANFRATTI et al. (2022) administraram
ayahuasca via oral (500 mg/kg) antes do etanol (1,8 g/kg) e realizaram o teste de
preferéncia de lugar condicionado (CPP) e a ayahuasca inibiu o condicionamento
causado pelo etanol, podendo assim contribuir para o tratamento do abuso e
dependéncia do alcool. ALMEIDA et al., (2022) realizou experimento com 72
camundongos machos que receberam 2,2 g/kg de etanol durante 9 dias (em dias
alternados) e tratados diariamente com ayahuasca (1,76 mg de DMT/kg de animal) via
gavagem por 8 dias. Os resultados indicam eficacia para atenuar a expressao de
sensibilizacdo comportamental induzida por etanol, efeito ansiolitico durante a
abstinéncia por etanol e preveniu as altera¢cBes induzidas por etanol nos niveis de
receptor 5-HT1a e prodinorfina no hipocampo e reduziu os efeitos do etanol na
dinorfina/prodinorfina no estriado.

BARBOSA et al. (2018) compararam os niveis de transtorno por uso de alcool e
tabaco entre 1.947 frequentadores da UDV de diferencas estados brasileiros (Amazonas,
Para, Santa Catarina, Sdo Paulo, Bahia, Cear4, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias e Distrito Federal) que foram comparados com uma amostra
normativa nacional de 7.939 individuos. Os frequentadores da UDV foram avaliados e
os resultados mostraram que o uso de alcool e tabaco, ao longo da vida, dos individuos
controle na faixa etaria de 18 a 24 anos foi maior do que os frequentadores da UDV, ja
nas faixas etarias de 25 a 34 anos e mais de 34 anos o uso de alcool e tabaco foi maior
nos frequentadores da UDV. Os resultados sdo diferentes nos 12 meses anteriores ao
estudo e indicou que os frequentadores da UDV apresentaram transtorno de abuso de
alcool e tabaco menor do que a amostra controle revelando o impacto das cerimonias e
filiagdo com a ayahuasca.

CRUZ & NAPPO (2018) realizaram um estudo com 40 usuarios ou ex-usuarios de
crack (38 homens e 2 mulheres) de idade média 35 anos e classe socioeconémica mais
altas assim como a escolaridade. A grande maioria dos participantes ja havia fracassado
com tratamentos tradicionais o que resultou em falta de confianca na eficacia desses, e

assim em busca de alternativa, como o uso da ayahuasca, que a principio atraiu o
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publico por curiosidade e busca de prazer e depois os surpreendeu com a religiosidade
envolvida. O tratamento consistia no servigo religioso oferecido pelo Santo Daime,
consumo do cha de ayahuasca e a participacdo na comunidade do Santo Daime com a
troca de experiéncia e apoio. Durante o tratamento, 36 eram usuarios de crack, 4
estavam em abstinéncia e procuravam manter esse status com o cha de ayahuasca. A
maioria dos individuos (32) relataram que o desejo pela droga desapareceu, foi
substituido por sentimentos de culpa, gratiddo e arrependimento. J& os 8 (oito)
individuos que voltaram ao uso do crack, depois de terem alcancado a abstinéncia com
ajuda da ayahuasca, relataram que os motivos da recaida estavam relacionados com a
saida da comunidade do Santo Daime e consequentemente da participagdo dos rituais
religiosos, falta de carinho e de receptividade.

BERLOWITZ et al. (2019) avaliaram o efeito terapéutico da ayahuasca em 36
homens, com idade média de 31 anos que chegaram até o final do tratamento (poderia
variar de 3 a 12 meses de acordo com a necessidade individual) e os resultados
mostraram uma diminuicdo significativa para o uso de drogas, uso de alcool e estado
psiquiatrico.

A maioria dos estudos revisados demonstraram associacdo significativa com a
melhora nas condicdes investigadas. Contudo, é dificil tirar conclus@es definitivas, pois
a maioria dos estudos sofre com amostras pequenas, medidas inconsistentes, desenho
experimental inadequado e envolvimento religioso, o que gera um fator de
confundimento. Para avaliar adequadamente os riscos e beneficios potenciais do cha de
ayahuasca no tratamento ao uso abusivo de substancias, sdo necessarios mais estudos
padronizados e bem projetados que demonstrem o impacto real da substancia-teste nas

na melhora no quadro clinico.

3.4- Outras aplicagdes terapéuticas

3.4.1- Genotoxicidade

Em relacdo & genotoxicidade apenas dois estudos foram encontrados até o
momento, um realizado por JUNIOR (2014) e o outro realizado por KUMMROW et al.
(2019). Em seu estudo (JUNIOR, 2014) tratou com Unica dose ratos wistar, via
gavagem, com doses de 1X (dose utilizada nos rituais), 5X e 15X. O grupo controle
recebeu injecdo intraperitoneal de cloridrato de doxorrubicina (¢ uma antraciclina
utilizada no tratamento de cancer, possui um efeito citotoxico e € intercalante do DNA,
sendo amplamente utilizada como controle positivo em testes de genotoxicidade). Apds
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30 horas do tratamento os animais foram eutanasiados e as células brancas foram
coletadas para a realizacdo do ensaio cometa e os eritrécitos da medula 6ssea para o
teste de micronucleo. Os resultados mostraram que os animais tratados nas doses 1X e
5X ndo apresentaram efeito genotdxico, entretanto na dose 15X observou-se danos
citogenéticos pelo aumento da incidéncia de micronucleos.

Geralmente a primeira linha de avaliacdo de mutagenicidade dos produtos
destinados ao uso terapéutico é o ensaio de Salmonella/microssoma, que foi realizado
por KUMMROW et al. (2019). Neste trabalho, a mutagenicidade da ayahuasca e de
seus constituintes separadamente (harmina, harmalina, P. viridis e B. caapi) foram
testados no ensaio de Salmonella/microssoma com TA98 e TA100. Para avaliar a
toxicidade, apds um periodo de 66 horas de incubacdo, as colénias foram analisadas por
inspecdo no fundo das placas usando um estereomicroscopio. As amostras de ayahuasca
foram mutagénicas para ambas as estirpes, TA98 e TA100, com e sem metabolismo de
ativacdo, portanto, capaz de causar deslocamento de quadro e mutagdes de substituicoes
de pares de bases. A amostra com P. viridis ndo foi mutagénica, ja a amostra com B.
caapi foi mutagénica para TA98, harmina ndo foi mutagénica e harmalina foi
mutagénica para TA98. Esses resultados sugerem que a atividade mutagénica detectada
pela TA98 em ambas as amostras de ayahuasca pode ser originario de compostos
presentes na B. caapi., no entanto, a mutagenicidade detectada pela TA100 pode ser
originada da interacdo entre diferentes compostos de ambas as plantas, outros
compostos formados durante a bebida, efeitos da preparacdo ou co-mutagenicidade de
harmina e harmalina (KUMMROW et al., 2019).

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

uma acdo genotoxica.

3.4.2- Interacdo farmacoldgica

Com o objetivo de avaliar as possiveis interagdes farmacologicas entre a ayahuasca
e farmacos utilizados em anestesias gerais, ja que é procedimento comum entre 0s
usudrios beber um copo de ayahuasca antes de uma cirurgia para reduzir a ansiedade e

promover calma PIRES et al. (2018) realizaram estudo em camundongos que foram
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pré-tratados com doses de ayahuasca 12, 120 e 1200 mg / kg (0,1 a 10 vezes a dose
média consumida pelos seres humanos em rituais religiosos) e tratados com morfina e
propofol. Os resultados sugeriram que nas doses maiores ha interacdo entre a ayahuasca
e a morfina e o propofol, verificados pelas modificacdes dos efeitos isolados desses
medicamentos. A ayahuasca aumentou e ampliou o efeito da morfina na placa quente,
sugerindo assim que a ayahuasca pode reduzir seu metabolismo. Os resultados obtidos
da interacdo entre ayahuasca e propofol parecem contraditorio, ja que ocorreu um
aumento da incordenacdo e uma diminuicdo do tempo de sono, porém 0S USUarios

relatam que o cha promove um relaxamento corporal e falta de sono.

3.4.3- Disturbios alimentares

Estudo exploratério com entrevistas, realizado por LAFRANCE et al. (2017)
avaliou o tratamento de distirbios alimentares com a participacdo em cerimonias
religiosas com utilizacdo da ayahuasca. 16 individuos (14 mulheres e 2 homens) com
idade média de 33 anos, residentes da América do Norte, que participaram em média de
11 rituais religiosos com o cha de ayahuasca foram avaliados. Destes pacientes, 10
tinham diagnostico de anorexia nervosa e 6 de bulimia nervosa e ja haviam tentado
varios tratamentos tradicionais. Para a grande maioria dos pacientes houve melhora nos
disturbios alimentares em relacao ao tratamento e até remissdo. Os pacientes relataram
maior atencdo, amor-préprio e capacidade de gerenciar suas emocdes dolorosas,

destacando o componente espiritual de cura e recuperacao.

3.4.4- Sono

BARBANOJ et al. (2008) realizaram estudo randomizado duplo cego controlado
por placebo para investigar os efeitos do consumo diurno da ayahuasca nos parametros
de sono. O estudo iniciou com 22 voluntarios saudaveis do sexo masculino e amostra
final continha 18 voluntarios. Os voluntarios foram divididos em grupos: placebo,
ayahuasca (1mg DMT/kg de peso corporal) e controle positivo (20 mg d-anfetamina). O
experimento foi realizado em 3 sesses em que 0s voluntarios chegavam as 7 horas da
manhd e permaneciam até as 12 horas do dia seguinte. O sono era analisado (espectral
do sono, polissonografia e qualidade de sono) das 23 horas as 7 horas da manha. Os
resultados mostraram que a ayahuasca, em contraste com o grupo controle positivo, ndo
induziu deterioracdo da qualidade de sono ou interrupcdo de inicio e manutengdo do

sono, assim como também, aumentou a poténcia do sono em ondas lentas no primeiro
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ciclo noturno. Ayahuasca, assim como o grupo controle positivo, inibiu o sono REM,
diminuindo sua duragéo, tanto em valores absolutos quanto em porcentagem do tempo
total de sono mostrando aumento de tendéncia a laténcia de inicio e aumentou poténcia
na faixa alta de frequéncia principalmente no estagio 2.

A privacdo de sono pode comprometer diretamente a qualidade de vida dos
individuos impactando o sistema imunoldgico, causando déficits de atencdo e memoria
(KUMAR et al.,, 2012) desregulando o sistema neuroenddcrino e aumentando a
suscetibilidade de doencas (RUIZ et al., 2012), sendo assim, manter a qualidade do
sono é essencial para uma boa qualidade de vida e satde. ALVARENGA et al. (2014)
investigaram os efeitos do cha de ayahuasca sozinho e em combinag¢do com privacao de
sono sobre a fungdo sexual em ratos e os hormonios envolvidos na fungdo sexual. Os
animais (8 grupos com 10 animais cada) foram treinados para adquirir experiéncia
sexual e foram submetidos a 96 horas de privacdo de sono. A ayahuasca foi
administrada por gavagem com DMT nas concentragdes de 250, 500 e 1.000 ug/mL e
apo6s 30 minutos da ingestdo os animais foram submetidos ao teste de comportamento.
Os resultados mostraram que a ayahuasca quando administrada sozinha diminuiu o
desempenho sexual dos animais em todas as doses usadas, quando a ayahuasca estava
associada a privacdo do sono os resultados foram heterogéneos, na dose mais baixa de
ayahuasca o desempenho sexual aumentou ja nas doses alta e intermediaria o
desempenho sexual foi prejudicado. Os resultados para concentracdo de progesterona
foram semelhantes em todos o0s grupos, exceto os animais na dose mais alta de
ayahuasca privados de sono os niveis foram mais baixos. Ocorreu reducdo na
concentracéo de testosterona no grupo privado de sono, sendo assim, a privacao de sono
prejudica o comportamento sexual e € acompanhado pela diminuicdo da concentragdo

da testosterona.

3.4.5- Atividade antibacteriana/antiparasitaria

ARSHAD et al. (2008), investigaram in vitro, o potencial antimicrobiano de 12
extrados de plantas medicinais em varios patdgenos resistentes a antibioticos e alguns
protozodarios isolados de aves. SO duas plantas, Peganum harmala e Eucalyptus
globulus apresentaram respostas positivas. Esses extratos também foram utilizados
como possivel tratamento a 19 bactérias e em culturas clonais de trés protozoarios
(Histomonas meleagridis, Tetratrichomonas gallinarum e Blastocystis sp.). Apenas
Peganum harmala inibiu o crescimento de todas as bactérias e protozoarios em 0,38-

o1



1,55 mg /mL e 0,63-1,65 mg /mL, respectivamente. Assim, Peganum harmala ou seus
alcal6ides provavelmente poderiam ser usados para o controle de bactérias resistentes a
antibiodticos, bem como para o controle de importantes protozoarios de aves.

Estudo realizado por BUSSMAN et al. (2010) avaliou a propriedade antibacteriana
(contra bactérias Gram-Positivas e Gram-Negativas) de 140 espécies de plantas
tradicionalmente usadas por curandeiros no norte do Peru para tratar
inflamacéo/infecgdo. O extrato de B.caapi foi testado e foi avaliada a concentracdo
inibitéria minima apresentando atividade contra E.coli.

ALOMAR et al. (2013) relatam a atividade microbicida in vitro das p-carbolinas
(harmina, harmalina e norhamalina), j& que exibiram efeitos anti- Toxoplasma
gondii evidenciado pela inibicdo parcial da invasdo e replicagdo do parasita.
Particularmente, a harmina demonstrou ser o medicamento mais ativo. Estudos indicam
atividade antimalarica das B-carbolinas e baixa citotoxicidade para células humanas, de
acordo com o modelo de SHAHINAS et al. (2012), a harmina potencializa o efeito da
cloroquina e da artemisinina (importantes antimalaricos) tanto in vitro como in vivo
(camundongo  Plasmodium berghei). Para Di GIORGIO e colaboradores
(2004), harmina e harmalina demonstraram um efeito moderado nos promastigotas
de Leishmania infantum, principalmente pelo acimulo de parasitas presos nas fases S-
G2 / M do ciclo celular, enquanto a harmalina demonstrou apenas atividade anti-
leishmanial contra amastigotas intracelulares por inibicdo da enzima PKC.

MENEGUETTI, D. & MENEGUETTI, N. (2014) mencionaram varias doencas
parasitarias em que o uso do cha de ayahuasca ou teve acdo direta na doenca, ou na
profilaxia da doenca, atuando positivamente e beneficiando os individuos. Dentre as
doengas mencionadas destaca-se: agdo anti-tripanosomal, contra o Trypanosoma lewisii,
que tem a capacidade de infectar primatas; efeitos contra o Trypanosoma cruzi, 0 agente
etiologico da tripanossomiase, conhecida popularmente como doenca de Chagas;
combate o Plasmodium sp, um dos agentes etiolégico da malaria; acdo contra
Leishmania sp, agente etiolégico da Leishmaniose; efeitos contra Toxoplasma gondii,
agente etiologico da toxoplasmose; acdo profilatica contra amebiase e giardiase; e,
combate e acdo profilatica contra doencas parasitarias helminticas. O uso do cha de
ayahuasca por habitantes de areas de risco das doencas parasitarias tropicais, pode ser

explicado, em parte, por essas agdes anti-parasitarias e profilaticas.
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3.4.6- Atividade anti-inflamatoria/antioxidante

LIU et al. (2017) testaram os efeitos de 7 alcal6ides (harmina, harmalina, harmalol,
harmol, vasicina, vasicionona e desoxivasicina, que foram purificados de P. harmala)
no fator nuclear kappa B (NF-kB), envolvido na transcricdo de diversos genes ligados a
resposta imunoinflamatéria, entre outros genes envolvidos na apoptose e na
transformacdo neoplésica celular (BLANCO & NETO, 2003). O NF-xB pode ser
ativado por uma variedade de estimulos extracelulares, incluindo citocinas pro-
inflamatorias com o TNF-a e a IL-1, fatores ativadores de linfocitos T e B, LPS
bacteriano, proteinas virais, fatores de crescimento e fatores indutores de estresse
(BLANCO & NETO, 2003). Atualmente estad bem relatado na literatura que o NF-xB ¢
um dos reguladores mais importantes da expressdao de genes pré-inflamatérios (LIU et
al., 2017). Dos 7 alcaldides testados harmina e harmol diminuiram a atividade de
transcricdo de NF-kB. Os ensaios comprovaram que harmina é um inibidor de NF-xB
podendo assim exercer um efeito anti-inflamatorio. No teste in vivo, camundongos com
lesdo pulmonar aguda, induzida por LPS, foram tratados com harmina que preveniu as
alteracdes patologicas do pulmdo suprimindo a congestdo pulmonar. Os niveis de
citocinas inflamatdrias estavam reduzidas sugerindo que a harmina pode inibir a
resposta inflamatdria por meio da inibi¢éo da sinalizacdo do NF-«B.

Um estudo conduzido por GONCALVES et al. (2020) investigou as propriedades
antioxidantes (ensaios: teste de branqueamento de B-caroteno e eliminagdo de radicais
livres), anti-inflamatorias (ensaio: desnaturacdo de proteinas) e antimicrobiana (ensaios:
difusdo em disco, método de microtitulacdo de resazurina, anti-quorum e anti-biofilme)
de 4 plantas individuais (P.viridis, B.caapi, M.hostilis e P.harmala), uma mistura
comercial e 4 misturas usadas na preparacédo da ayahuasca (P.viridis e B.caapi; P.viridis
e P.harmala; B.caapi e M.hostilis; M.hostilis e P.harmala). Os resultados mostraram
que de maneira geral as plantas analisadas sdo boa fonte de compostos bioativos com
capacidade de sequestrar radicais livres e inibir a peroxidacéo lipidica caracterizando
assim um bom antioxidante. P.viridis e B.caapi apresentaram menor atividade anti-
inflamatdria. A atividade antimicrobiana foi testada em 4 bactérias Gram-positivas e 4
Gram-negativas (L. monocytogenes, B. cereus, E. faecalis, S. aureus, E. coli, A.
baumannii, P. aeriginosa e S. Typhimurium). No geral as amostras apresentaram
notavel atividade antibacteriana nas cepas testadas, as excecdes: P.viridis e B.caapi ndo
foram capazes de inibir o crescimento e L. monocytogenes, S. typhimurim, E. coli e E.
faecalis. Em relagdo a mistura de P. viridis e P.harmala, houve reducéo da inibi¢do no
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crescimento de L.monocytogenes e auséncia de inibicdo do crescimento de E.faecalis.
P.viridis e B.caapi se destacaram em 3 ensaios com 0S maiores desempenhos
antimicrobianos, apresentando os maiores valores de concentracdo minima inibitoria,
inibindo 0 quorum sensing e apresentando atividade anti-biofilme.

O trabalho escrito por BERROUGUI et al. (2006) descreve a atividade
antioxidante, os mecanismos envolvidos no efeito vasorelaxante da harmina e da
harmalina em ratos. De acordo com os autores esses alcaldides induzem de maneira
dose-dependente o relaxamento na artéria aorta pré-contraida com noradrenalina ou

cloreto de potassio.

3.4.7- Cicatrizagao

O primeiro estudo in vitro (com fibroblastos NHDF) realizado por GONCALVES
et al. (2022) avaliou o potencial cicatrizante de uma mistura comercial, 4 plantas
individuais (P.viridis, B.caapi, M.hostilis e P.harmala) e 4 misturas (P.viridis e B.caapi;
P.viridis e M.hostilis; B.caapi e M.hostilis; M.hostilis e P.harmala). A citotoxicidade
foi avaliada utilizando o ensaio de MTT e P.harmala apresentou alta diminuicdo da
viabilidade celular o que ndo aconteceu com as outras amostras. O potencial de
cicatrizacdo foi avaliado pelo teste de migracdo das células na lesdo e todas as amostras
apresentaram diminuigdo da leséo. A integridade da monocamada celular foi avaliada
pelo ensaio de resisténcia elétrica transendotelial e ap6s a incubacdo a mistura
M.hostilis e P.harmala apresentaram resultado significativos na integridade da
monocamada. A permeabilidade da camada celular foi avaliada pelo ensaio de
permeabilidade do amarelo de Lucifer e os resultados com alteracdes significativas s6

ocorreram quando as células foram incubadas com a amostra de P. viridis e P. harmala.

Os resultados revelaram que as amostras de ayahuasca apresentaram potencial

cicatrizante.

3.4.8- Atividade cerebral

RIBA et al. (2002) avaliaram os efeitos da ayahuasca na atividade cerebral por
meio de eletroencefalograma quantitativo (g-EEG), em ensaio randomizado duplo-cego
controlado por placebo, com 18 voluntéarios que receberam doses de 0,6 e 0,85 mg
DMT/kg, os efeitos subjetivos foram avaliados pela Escala de Avaliacdo de

Alucinégenos (HRS). Os resultados mostraram aumento em todas as sub-escalas do
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HRS e modificacbes da atividade elétrica cerebral, ambos dependentes da dose. A
poténcia absoluta diminuiu em todas as bandas de frequéncia, com destaque para banda
teta. A poténcia relativa diminuiu nas bandas delta e teta e aumentou na banda beta,
com destaque para sub-bandas beta-3 e beta-4. As modificacbes g-EEG comecaram em
15-30 minutos atingiram pico entre 45-120 minutos e diminuiram para niveis basais em
4 a 6 horas ap6s a administracdo, sendo assim, estdo relacionados com os efeitos
subjetivos que sdo relatados pelos usuarios da ayahuasca. Concluiram que os resultados
indicam caracteristicas comuns com o perfil mostrado por drogas pré-dopaminérgicas e
pré-serotonérgicas e apoia o envolvimento do agonismo do receptor serotoninérgico 5-
HT, e dopaminérgico D, nos efeitos centrais da ayahuasca.

Continuando os estudos com a ayahuasca RIBA et al. (2004) avaliaram os efeitos
da ayahuasca na atividade elétrica cerebral por meio de tomografia eletromagnética de
baixa resolucdo (LORETA), em ensaio randomizado duplo-cego controlado por
placebo, com 18 voluntarios que receberam dose de 0,85 mg DMT/kg e os efeitos
subjetivos foram avaliados pela Escala de Avaliacdo de Alucindgenos (HRS). Os
resultados mostraram aumento em todas as sub-escalas do HRS, houve diminuicdo da
densidade de poténcia nas bandas de frequéncia teta (encontrada no cortex temporo-
medial e lateral nas regifes frontomediais), alfa-2, delta e beta-1 (encontradas
predominantemente na juncdo temporo-parieto-occipital). Concluiram que os efeitos
psicolégicos causados pela ayahuasca sdo devidos ao envolvimento do cortex de
associacdo unimodal e heteromodal e das estruturas limbicas.

Os mesmos autores RIBA et al. (2006) investigaram os efeitos da ayahuasca no
fluxo sanguineo cerebral regional, por meio de tomografia por emissdo de foéton Unico
(SPECT), em 15 voluntarios que receberam dose oral Unica de 1,0 mg DMT/kg. O
ensaio randomizado duplo-cego controlado por placebo mostrou que apés 100-110
minutos da administracdo aguda da ayahuasca ocorre aumento da perfusdo sanguinea
bilateralmente na insula anterior, com maior intensidade no hemisfério direito, e no
cortex cingulado anterior/frontomedial do hemisfério direito. Aumentos adicionais
foram observados na amigdala esquerda/giro para-hipocampal. Sugeriram que essas
ativacOes de regides cerebrais estdo associadas a sistemas neurais envolvidos na
interocepcdo e no processamento emocional, desempenhando papel na
neurotransmissao serotoninérgica desses processos.

CASTRO-NETO et al. (2013) avaliaram as alteracbes da ayahuasca na

neurotransmissao, e para isso, 0s niveis de monoaminas post-mortem no hipocampo e
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amigdala foram quantificados em 3 grupos de ratos, com 8 animais cada, tratados com
ayahuasca via gavagem nas doses de 250, 500 e 800 mg/kg. Os resultados revelaram
que o acido gama-aminobutirico (GABA) foi aumentado no hipocampo, independente
da dose, e a serotonina tambem foi aumentada nas doses de 500 e 800 mg/kg. Na
amigdala, nas doses mais baixas, 0 GABA aumenta e nas doses mais altas diminui, ja os
niveis de noradrenalina, serotonina e dopamina foram aumentados em todas as doses
testadas.

Com a intencdo de investigar a funcéo cerebral sob a influéncia da ayahuasca VIOL
et al. (2017) realizaram experimento com 9 mulheres voluntarias experientes, com pelo
menos 5 anos de uso (duas vezes por més), que fizeram a ingestdo aguda de 120-200
mL do ché de ayahuasca com (0,8 mg/mL de DMT e 0,21 mg/mL de harmina). As
voluntarias foram submetidas a ressonancia magnética funcional, que permite uma
investigacdo ndo invasiva da atividade cerebral global (considerando o cérebro inteiro),
que foram realizadas com os cérebros em repouso, estado de vigilia normal ou ap6s 40
minutos de ingestdo do cha de ayahuasca. Como resultado houve aumento do célculo da
entropia de Shannon para distribuicdo de graus das redes complexas ap0s a ingestdo da
ayahuasca. A hipdtese do cérebro entropico tem sido estudada com os psicodélicos e
estudos indicam que esses sdo responsaveis por aumentarem a entropia de conectividade
funcional (TAGLIAZUCCHI et al., 2014). A hipotese do cérebro entrdpico fornece um
indice quantitativo da desordem de um sistema dinamico. No contexto do cérebro, o
aumento da incerteza acompanha aumento da entropia do sistema. De acordo com essa
teoria, 0 cérebro em estado normal de vigilia é caracterizado por uma organizacao
funcional rigida e previsivel, enquanto estados alterados de consciéncia, como aquele
induzido por ayahuasca, ha um aumento na entropia cerebral. Isso se traduz em uma
maior conectividade e interagdo entre regiGes do cérebro que, normalmente, ndo estdo
fortemente conectadas, sendo assim, os resultados com ayahuasca mostraram ser

promissores.

3.4.9- Citotoxicidade

Estudos realizados por SIMAO et al. (2020) avaliaram os efeitos citotdxicos de
compostos presentes na ayahuasca em linhagens celulares de neurdnios dopaminérgicos
(N27). As preparacdes utilizadas foram: amostras individuais (P.viridis, B.caapi,

M.hostilis e P.harmala), 4 misturas (P.viridis e B.caapi; P.viridis e P.harmala; B.caapi
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e M.hostilis; M.hostilis e P.harmala) e 1 mistura comercial. A viabilidade celular foi
avaliada usando o kit counting cell e a quantificacdo de proteina foi realizada pelo kit de
proteina de acido bicinconinico (BCA). Os resultados, no geral, mostraram que em
concentracdes elevadas ocorre diminuicdo da viabilidade celular que foi acompanhada
pela diminuicdo do conteudo proteico celular total, entdo, ocorre uma potencial inducao

de toxicidade neuronal dopaminérgica em células N27.

3.5.0- Funcéo hepatica

MELLO et al. (2018) avaliaram os parametros bioquimicos relacionados a fungéo
hepatica no soro de 22 voluntérios frequentadores da “Luz do Vegetal” que utilizavam a
ayahuasca em seus rituais religiosos. O figado é o principal 6rgdo na metabolizacdo e
desintoxicacdo de drogas via trato gastrointestinal, sendo assim, por ser suscetivel a
lesdo, a investigacdo de alteracdo dos seus parametros durante uso crénico da ayahuasca
se mostrou importante. Os voluntarios fizeram a ingestdo da ayahuasca, duas ou mais
vezes por semana ao longo de 1 ano e ndo houve alteracéo significativa nos seguintes
parametros: alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, bilirrubina,
creatinina, ureia, lactato desidrogenase, fosfatase alcalina e gama glutamil transferase,

ndo afetando a funcdo hepética dos voluntarios.

3.5.1- Biodisponibilidade/bioacessibilidade

GONCALVES et al. (2021) avaliaram a bioacessibilidade (quantidade de um
composto que € libertada de uma matriz, ficando disponivel para ser absorvida, apos
ingestdo e consequente digestdo) e a biodisponibilidade (a fracdo que chega a corrente
sanguinea e que, ap6s metabolizacdo e distribui¢do, produz um efeito) dos principais
componentes da ayahuasca nas células da linhagem Caco-2 (carcinoma do colon
humano). Durante a simulacdo, in vitro, da digestdo, os compostos foram liberados
tornando-se bioacessiveis e foram absorvidos pela monocamada celular tornando
biodisponiveis, em concentragbes menores do que as iniciais. Ja 0os compostos do
extrato que ndo passaram pela digestdo in vitro também tornaram-se bioacessiveis,
entdo, a digestdo ndo € essencial para a absorcao. Foi realizado o teste de citotoxicidade
pelo ensaio de MTT que ndo apresentou diminuicdo da viabilidade celular. A
integridade da monocamada celular foi avaliada pelo ensaio de TEER (resisténcia
elétrica da membrana transendotelial) e ndo houve alteracdo. A permeabilidade da

monocamada celular foi avaliada pelo ensaio de Lucifer Yellow e ndo alterou a
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permeabilidade celular. De modo geral, a caracteristica dos compostos apds a incubacao
com a ayahuasca indicou que os compostos analisados conseguiram atravessar a

monocamada celular.

3.5.2- Potencial antitumorigénico

H& um interesse crescente na descoberta de novos agentes antitumorais a partir de
recursos naturais. Mais de 46% (98/211) dos medicamentos aprovados e candidatos a
novos medicamentos (excluindo produtos bioldgicos) para terapia do cancer pela Food
and Drug Administration eram de origem natural durante o periodo de 1989 a 1995 (QI
CHEN et al., 2005).

Em 2010 foi publicado uma revisdo de SCHMID e colaboradores que investigaram
pessoas que experimentaram a ayahuasca como tratamento para diferentes doencas,
incluindo o cancer. Foram identificados quatro pacientes com cancer (préstata, uterino,
mioma e estdmago). Esse estudo ndo continha muitos detalhes sobre os pacientes, 0s
casos foram classificados: cancer de prostata sem efeito, cancer uterino (tumor maligno)
recuperacdo completa, mioma (tumor benigno) o pior caso e o cancer de estbmago
irreparavel. Importante destacar que todos os pacientes declararam que a ayahuasca
impactou positivamente na vida dos individuos contribuindo para o bem-estar geral.

Existem relatos ndo cientificos e alguns relatos de casos descrevendo acédo
antitumoral da ayahuasca. TOPPING em 1999 iniciou os relatos de caso, descrevendo a
ajuda da ayahuasca no seu cancer em metastase. Professor da Universidade do Havai
Donald Topping que foi diagnosticado com cancer de c6lon aos 58 anos. O professor
recebeu a indicacdo de uma cirurgia imediata, porém, resolveu fazer seu tratamento com
uma abordagem natural (incluindo dieta vegetariana, exercicios fisicos, repouso e
ingestdo de substancias naturais) apds duas semanas desse novo estilo de vida sua
melhora na condicéo fisica surpreendeu os médicos. O professor Topping fez a cirurgia
e foi curado. No entanto, tempos depois, foi detectado cancer de figado, retirou parte do
orgdo e foi indicada a quimioterapia. Topping se negou a fazer e comegou seu
tratamento com sessOes de ayahuasca, fez duas sessdes na Igreja do Santo Daime e duas
sessOes de cura xamanica no Peru. Voltou ao oncologista e 0 cancer metastatico estava
em remissdo. Donald Topping morreu aos 73 anos.

Segundo SCHENBERG, (2013) existem nove relatos de casos de pacientes com
cancer (mama, prostata, coélon, ovario, utero, ovario e cérebro) que usaram o cha de

ayahuasca durante seus tratamentos. Trés desses casos apresentaram melhoras
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comprovadas por exames e 0S outros casos 0S pacientes relataram que sobreviveram
mais do que o previsto por seus médicos.

Os efeitos especificos da ayahuasca nos diferentes tipos de cancer podem também
variar dependendo do subtipo predominante da MAO. Sendo assim, além da inibir a
MAO em diferentes tecidos permitindo a agdo sinérgica B-carbolinas e DMT sobre o
sistema serotoninérgico a inibicdo da MAO pode também interferir em vias apoptéticas
e ter acdo antitumoral. E possivel também que a experiéncia psicodélica por si ajude no
alivio de sintomas psicolégicos como ansiedade e depressédo, e isto resulte entdo em
melhora na qualidade de vida do paciente com cancer (SCHENBERG, 2013).

3.5.3- p-carbolinas como agentes antitumorais

Os principais principios ativos na ayahuasca sdo a [-carbolinas (principalmente
harminas), que além de impedir a degradacdo do DMT pelas monoaminas oxidases
(principalmente MAO-A), permitindo assim que o DMT chegue a circulagdo, harminas
tem mostrado um efeito direto em células tumorais.

Como o cancer é uma preocupacdo de saude mundial, sendo uma doenca cujo
tratamento atual gera efeitos colaterais importantes, além do rapido surgimento de
resisténcia e alto custo dos medicamentos, desenvolver alternativas seguras e eficazes
para o tratamento tem sido o alvo de muitas pesquisas. Nesse sentido, os fitoquimicos
estdo se destacando como futuros possiveis medicamentos anti-cancer multi-alvos
(interferindo em diferentes e/ou vérias etapas do ciclo celular) com maior seguranca,
eficacia, poténcia e menos efeitos colaterais/tolerancia (AHMAD et al., 2020).

ISHIDA et al. (1999) avaliaram 26 B-carbolinas quanto a citotoxicidade in vitro em
um painel de linhagens tumorais. As B-carbolinas demostraram atividade significativa
contra varias linhagens incluindo tumores resistentes a medicamentos tradicionais.
Harmina mostrou potente atividade citotoxica nos tumores: carcinoma epidermoide de
nasofaringe, carcinoma pulmonar, carcinoma renal, cancer de ovario e fibroblasto
pulmonar embrionario.

CAO et al. (2004) com a intencao de entender as B-carbolinas sintetizaram novos
derivados e 37 deles foram examinados quanto a citotoxicidade, utilizando ensaio de
MTT em linhagens tumorais humanas (cancer de pulméo de Lewis e Sarcoma 180). A
maioria desses derivados apresentaram significativas atividades citotdxicas. Para avaliar
a toxicidade aguda os derivados de pB-carbolinas foram administrados via intraperitoneal

em camundongos portadores desses tumores e todos apresentaram efeitos tdxicos
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agudos notaveis. Para avaliar a atividade antitumoral dos derivados de B-carbolinas, 0s
camundongos portadores de cancer de pulméo de Lewis e Sarcoma 180 foram tratados
por 7 dias consecutivos com cada composto (i.p.) na dose de 7,5 mg/kg. Harmina
mostrou efeito antitumoral moderado, com taxa de inibi¢do tumoral de 34% no cancer
de pulmdo de Lewis e 15% no Sarcoma 180, no entanto, todos os derivados de [-
carbolinas 9-substituidos exibiram atividade antitumoral mais potente.

Continuando os estudos nessa mesma linha de pesquisa e colaboradores (2005)
investigaram os efeitos antitumorais e a toxicidade aguda em camundongos de 9 B-
carbolinas. A citotoxicidade in vitro foi avaliada pelo ensaio de MTT e 0s compostos
apresentaram significativas atividades citotoxicas. Os camundongos foram tratados com
cada composto na dose de 7,5 mg/kg por 7 dias consecutivos. Todos 0s compostos
testados mostraram efeitos antitumorais marcantes nos camundongos portadores de
cancer de pulméo de Lewis, Sarcoma 180 ou tumor HepA (carcinoma hepatocelular)
porém com efeitos neurotdxicos marcantes (tremores, espasmos e pulos). A harmina
mostrou efeito antitumoral moderado, mas seus derivados substituidos 5, 6 e 8
apresentaram taxa de inibicdo de mais de 40% nos tumores estudados, destaca-se o
composto 6 substituido com a maior taxa de inibicdo, 49,5% nos tumores de figado. A
analise por citometria de fluxo mostrou acentuados efeitos apoptdticos da harmina e
seus derivados em células tumorais hepaticas com mudangas morfolédgicas observadas
por coloracdo nuclear. Esse estudo mostrou, por citometria de fluxo, que harmina e seus
derivados regulam negativamente o gene Bcl-2 (reguladores de apoptose ao atuarem nas
mitocondrias) e regulam positivamente Fas (moduladores de apoptose).

Com a intencdo de investigar a atividade da harmina na angiogénese HAMSA &
KUTTAN (2010) administraram (i.p.) 10 mg/kg de peso corporal de harmina por 5 dias
consecutivos em camundongos portadores de melanoma. A angiogénese foi avaliada
contanto 0s vasos em microscopio e 0s animais tratados com harmina apresentaram
reducdo significativa do numero de capilares direcionados ao tumor (51,32%). No soro
desses animais foram quantificados fatores pré-angiogénicos e citocinas pro-
infamatorias. Os niveis de interleucinas (IL-1p e IL-6), fator de necrose tumoral (TNF-
a), fator angiogénico (VEGF) e fator estimulante de coldnia de granulécitos (GM-CSF)
diminuiram em animais tratados com harmina, ao mesmo tempo que, interleucina (IL-
2) e inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP) aumentaram, assim concluiram

que a harmina possui efeito relevante na angiogénese e inflamacao.
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A linhagem tumoral B16F-10 (melanoma) foi tratada com harmina em diferentes
doses em estudo de HAMSA & KUTTAN (2011). A harmina induziu a apoptose das
células tumorais que foi confirmada por alteracfes morfolégicas como condensacdo de
cromatina e fragmentacdo de DNA, além de outros ensaios como TUNEL e citometria
de fluxo que obtiveram o mesmo resultado apoptético. A analise RT-PCR mostrou que
a harmina induziu a apoptose em ceélulas de melanoma B16F-10 ao regular
positivamente Bax e ativar Caspase-3, 9 e p53 e regular negativamente Bcl-2. A
harmina também regulou positivamente Caspase-8 e Bid, indicando que a harmina
afetou as vias extrinsecas e intrinsecas da apoptose. Este estudo também mostrou efeitos
inibitorios da harmina em alguns fatores de transcrigdo e citocinas pro-inflamatérias que
protegem as células da apoptose. A harmina inibiu o crescimento celular com parada em
G; e reduziu a transicdo para as fases S e G , /M do ciclo celular, quando a exposi¢édo
das células a harmina foi por 48 horas resultou no acumulo de células na fase sub-
Gy /G, de maneira dependente da dose.

YANG et al. (2011) sintetizaram derivados de p-carbolinas e analisaram a
citotoxicidade e atividade anti-inflamatoria em diferentes células tumorais (pulmao,
préstata e nasofaringe). A maioria dos compostos testados ndo mostraram forte
citotoxicidade e apresentaram potente atividade anti-inflamatoria.

IKEDA et al. (2012) sintetizaram 47 tipos de P-carbolinas e avaliaram suas
atividades antitumorais frente as linhagens celulares Hela S-3, Sarcoma 180 e 293T. O
ensaio de fragmentacdo do DNA sugeriu que esses compostos induziram a morte celular
por apoptose estabelecendo que a via da morte foi por meio da parada do ciclo celular
na fase G2/M. Foi notado que a introdugdo de um anel piridil como substituinte contra
as linhagens tumorais revelou ligeira diminuigéo da atividade antitumoral enquanto que
a introducdo do grupo alquil resultou em aumento da hidrofobicidade que como
consequéncia aumenta a permeabilidade da membrana celular e o potencial antitumoral.

Com a intengdo de investigar o potencial de inibi¢do de B-carbolinas nas cinases
polo semelhantes (PLK-1) HAN et al. (2012) sintetizaram 18 compostos de [-
carbolinas e testaram nas linhagens de osteosarcoma, cancer hepatico, cervical e de
préstata. As PLK-1 atuam em varias etapas do ciclo celular e sdo altamente expressas
em celulas cancerigenas em proliferacdo, portanto, um alvo para terapia antitumoral.
Dos compostos testados, 4 se destacaram apresentando inibicdo significativa do
crescimento celular nas 4 linhagens tumorais testadas, maiores pontuagdes de encaixe

virtual com PLK-1, induziram a formacao de fuso monopolar e aumentaram o nivel de
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proteina Wee 1 (substrato de PLK-1), que sdo caracteristicas de células tratadas com
inibidores de PLK-1. A citometria foi realizada para as células tumorais cervicais que
indicou acimulo de células nas fases S e G2/M. Todos esses resultados juntos sugerem
que essas B-carbolinas sdo novos inibidores de PLK-1 com potencial tratamento anti-
cancer.

Como estratégia para terapia do cancer surgiram novos estudos sobre a p53. O
supressor tumoral p53 desempenha um papel fundamental na regulagéo ciclo celular,
apoptose, reparo de DNA e senescéncia em resposta a diversos estimulos de estresse,
incluindo danos no DNA, oncogénese, ativacao e hipdxia. O p53 atua como um fator de
transcricdo e ativa varios genes para exercer funcbes especificas envolvidas no
desenvolvimento tumoral. Devido ao alto potencial da p53 em provocar apoptose ou
parada no crescimento das células, a reativacdo farmacoldgica da p53 supressor de
tumor € uma estratégia promissora para terapia anti-cancer. Estudos realizados por
FUNJUN et al. (2012) identificaram a harmina como um novo ativador da via da p53 e
caracterizou sua acdo como antiangiogénica e antitumoral devido a seus efeitos na via
de sinalizacdo de p53 em células endoteliais.

Novos hibridos de tetra-hidro-pB-carbolinas  foram  sintetizados  por
SHANKARAIAH et al. (2014) e avaliados quanto a sua atividade anti-cancer nas
linhagens celulares de cancer de prostata, pulmao, cervical e mama. Os resultados do
ensaio de MTT mostraram que 0s compostos exibem citotoxicidade significativa contra
0s canceres de pulmao, préstata e mama. Os resultados para o cancer de préstata foram
mais eficientes e assim 0s ensaios de citometria mostraram parada do ciclo celular no
G2/M indicando inibigcdo do crescimento celular.

WANG et al. (2015) avaliaram o potencial antitumoral da harmalina e para isso
trataram células tumorais gastricas (SGC-7901) com diferentes concentracbes de
harmalina por 48 horas. O ensaio de MTT foi realizado e a proliferacdo das células foi
inibida de maneira dose dependente. A morte de SGC-7901 foi caracteristica de
apoptose com alteracbes morfologicas como condensacdo nuclear e bolhas de
membrana. Para ampliagéo desses resultados foram realizados ensaios in vivo em que
camundongos portadores de cancer gastrico (SGC-7901) receberam diferentes doses de
harmalina com destaque para as duas maiores doses (15 e 30 mg/kg/dia) em que o
crescimento dos tumores foram inibidos de maneira dose dependente. Apenas a dose de
30 mg/kg/dia mostrou toxicidade animal com reducdo do peso e leucocitos e aumento
do nivel de ALT. A andlise das expressoes génicas dos tumores mostraram aumento
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significativo nas expressdes dos genes ligados a regulacdo do ciclo celular: p-21, p-
Cdc2, redugéo p-Cdc25C e regulacdo positiva das expressoes de Fas/Fasl, caspatases 3
e 8, assim, sugeriram que a harmalina induz apoptose por parada do ciclo celular.

Com a intencdo de conseguir maior eficacia anticancer e atingir simultaneamente
multiplas vias LING et al. (2017) sintetizaram uma combina¢do de [-carbolinas
(derivadas de acido hidroxamico) com inibidores de histonas desacetilase (HDACI). As
enzimas histonas desacetilases sdo superexpressas em VAarios tipos de cancer, associadas
a tumorigénese e ao desenvolvimento de tumores. Os novos compostos foram testados
in vitro contra as linhagens de cancer de co6lon humano, carcinoma hepatocelular
humano e células de adenocarcinoma de mama humano. A maioria dos derivados de -
carbolinas mostraram efeitos inibitdrios as histonas desacetilases e também exibiram
atividades antitumorais. O composto (12f) se destacou mostrando maior poténcia
anticancer frente as linhagens testadas e prendeu as células de carcinoma hepatocelular
na fase G2/M por meio da inibicdo da proteina CDK1 e ciclina B, de maneira
dependente da concetragéo.

CHEN et al. (2019) sintetizaram 28 novas [-carbolinas heterobivalentes e
avaliaram o potencial citotdxico in vitro em 5 linhagens tumorais (carcinoma pulmonar
de Lewis, carcinoma gastrico, carcinoma de co6lon murino, carcinoma hepético e
carcinoma de mama). A maioria dos compostos mostrou atividade antiproliferativa
média contra as linhagens de células cancerigenas testadas, em destaque 0 composto 8z
que apresentou os melhores resultados. Esses compostos também foram testados in vivo
na neovascularizacdo em membrana corioalantdide de galinha e 0 mesmo composto (8z)
na concentragdo de 5uM inibiu a formagéo de vasos sanguineos em 45% com resultado
préximo ao grupo controle positivo.

Assim, considerando o potencial farmacoldgico dos principios ativos do cha de
ayahuasca (fontes promissoras de moléculas biologicamente ativas) esse trabalho teve
como objetivo preencher as lacunas cientificas e contribuir para a investigacdo do

potencial do cha de ayahuasca em linhagens tumorais in vitro e in vivo.
4.0 - OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos da exposi¢do ao cha

ayahuasca em linhagens tumorais in vitro e em modelo experimental de tumor in vivo.
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4.1- Objetivos especificos

>

Determinar os niveis de DMT, harmina e harmalina presentes no cha de
ayahuasca.

Investigar o efeito in vitro do cha de ayahuasca na viabilidade e citotoxicidade
por exposicdo a0 MTT nas linhagens tumorais B16F10 (melanoma murino),
U87MG (glioblastoma humano), MCF7 (mama humano) e na linhagem NIH3T3
(ndo tumoral de fibroblastos murino - controle);

Determinar o ICso do cha de ayahuasca em 24 horas de exposi¢do nas linhagens
tumorais B16F10 (melanoma murino), U87MG (glioblastoma humano), MCF7
(mama humano) e NIH3T3 (linhagem ndo tumoral de fibroblastos murino -
controle) por ensaio de MTT,;

Avaliar os efeitos do cha de ayahuasca na integridade da membrana celular por
ensaio de coloracdo do Azul de Tripan nas linhagens tumorais B16F10
(melanoma murino), U87MG (glioblastoma humano), MCF7 (mama humano) e
NIH3T3 (linhagem n&o tumoral de fibroblastos murino - controle);

Avaliar os efeitos do cha de ayahuasca na integridade do DNA e no ciclo celular
nas linhagens tumorais B16F10 (melanoma murino), U87MG (glioblastoma
humano), MCF7 (mama humano) e NIH3T3 (linhagem n&o tumoral de
fibroblastos murino - controle) utilizando citometria de fluxo;

Investigar o efeito do cha de ayahuasca no processo de morte celular por
citometria de fluxo em células B16F10 (melanoma murino), U87MG
(glioblastoma humano), MCF7 (mama humano) e NIH3T3 (linhagem ndo
tumoral de fibroblastos murino - controle);

Avaliar o potencial antitumorigénico do cha de ayahuasca no modelo
experimental de tumor in vivo pela indu¢do melanoma murino em camundongos
C57BL/6 com tratamento por gavagem em diferentes doses por 10 dias
iniciando no 7°dia apds a inoculacéo do tumor;

Investigar possivel efeito toxico a exposi¢do ao cha de ayahuasca com avalia¢do
clinica dos animais (sinais, sintomas e peso dos animais), analise hematoldgica,

analise bioquimica e analises histopatoldgicas.
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5.0- METODOLOGIA

5.1- Amostras do cha de ayahuasca

O ché de ayahuasca utilizado para o tratamento dos animais deste trabalho foi
cedido pelo grupo Unido do Vegetal com sede em Brasilia-DF. Cerca de 30L de cha da
ayahuasca foi preparado pelo Nucleo Luz do Oriente, da Unido do Vegetal em maio de
2011 e fornecido ao Laboratorio de Toxicologia da UnB para a realizacdo de projetos. O
material, armazenado em frascos de 2L, foi mantido no freezer a -20°C até sua
utilizacdo. Cerca de 10L deste material foi liofilizado (Liotop L101), fornecendo
material seco que foi diluido no dia no experimento, de acordo com as doses
administradas. Por¢gdes menores do chd, previamente pesadas, foram liofilizadas para
determinar a densidade do material, que foi determinada como 0,1615 g/mL.

5.2- Caracterizacdo quimica

Os niveis de DMT, harmina e harmalina presentes no cha de ayahuasca foram
determinados, no ano de 2020 para a realizacdo desse projeto, por LC-MS/MS com a
colaboracdo do Laboratério de Toxicologia da UnB. Padrdes de harmalina (95%
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
aquisicdo comercial do DMT e THH, que foram sintetizados pela Doutoranda Beatriz
Werneck Lopes Santos com a orientacdo da Prof®. Maria Lucilia Santos, do Instituto de
Quimica da UnB e utilizados neste estudo.

Amostras de Ayahuasca foram diluidas 750 vezes em agua purificada e analisadas
por LC-MS/MS com um sistema Shimadzu LC (Shimadzu, Kyoto,Japan) acoplado a um
espectrometro de massas 4000 Qtrap triple-quadrupole (Sciex, Framingham, MA,USA),
com fonte de ionizagdo do tipo eletrospray Turbo lon Spray. A andlise foi feita com
monitoramento de reagdes multiplas (MRM) no modo positivo, as duas transicdes mais
abundantes detectadas (precursor/produto) foram usadas para quantificacdo e
confirmagdo. A cromatografia foi feita com uma coluna Luna C18 (150x2 mm, 5
pum) precedida de uma pré-coluna C18 (4.0x3.0 mm, 5 um), ambas da Phenomenex®
(Torrance, CA, USA). A coluna foi mantida a 40°C com vazdo de 0.4 mL/min e
volume de injecdo de 1 pL. Aa fase movel foi 85% water (A) e 15% ACN (B), ambas

adicionadas de 0.1% acido férmico.
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5.3 — Ensaios in vitro

Para os ensaios in vitro, foram utilizadas as linhagens celulares imortalizadas de
B16F10 (melanoma maligno murino), U87MG (glioblastoma humano), MCF7 (mama
humano) e NIH3T3 (fibroblastos ndo tumorais murino) utilizada como controle. As
células foram obtidas do banco de células American Type Culture Collection (ATCC)
adquiridas no banco de células do Rio de Janeiro, BCRJ, Brasil. As aliquotas utilizadas
foram cedidas pelo Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Biologia da UnB
liderado pelo professor Ricardo Bentes de Azevedo e estavam armazenadas em tanques
de nitrogénio liquido neste laboratério.

Todos os procedimentos in vitro foram realizados em cabine biol6gica, previamente
limpa com alcool 70% e esterilizada com luz UV por 15 minutos. Todos os materiais
envolvidos nos ensaios eram novos e esterilizados em autoclave.

As células foram descongeladas rapidamente a 37°C e incubadas em estufa
(Thermo Fisher Scientific) a 37°C, 5% de CO, e 70 — 80% de umidade, simulando
ambiente ideal de crescimento para serem mantidas em cultura em garrafas de 75 cm?.
Todas as linhagens celulares foram cultivadas em garrafas apropriadas com filtro e
receberam meio DEMEM (Eagle modificado por Dulbecco) (Gibco® Life
Technologies, LTDA, EUA) tamponado com 3,7 gramas de bicarbonato de sédio ao pH
7,2. O meio DEMEM foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) para as
linhagens celulares: B16F10, US7MG e MCF7 e soro de bezerro (Gibco® Invitrogen™,
EUA) para a linhagem celular NIH3T3 e 1% de antibidtico (penicilina e estreptomicina)
(Gibco® Invitrogen™, EUA).

As culturas celulares eram analisadas diariamente em microscopio Optico de luz
invertida (Olympus Optical) com o objetivo de acompanhar o desenvolvimento celular,
identificar qualquer mudanga nas caracteristicas morfologicas e detectar possiveis
contaminacgdes bacterianas ou fungicas. O meio de cultura era substituido trés vezes por
semana, a fim de assegurar que 0s nutrientes necessarios para o desenvolvimento
células, estariam sempre disponiveis.

Quando as culturas atingiam 80% de confluéncia, com o objetivo de manutengéo
das subculturas, as celulas foram removidas do frasco de cultura e recultivadas com
densidade menor. Para isso, 0 meio era descartado (contendo células mortas e detritos),
as celulas eram lavadas com PBS e em seguida eram tripsinizadas (adicdo de tripsina:
Tripsina 0,25% — EDTA, uma enzima que hidrolisa as ligacdes peptidicas) para a

remo¢do da monocamada. Logo em seguida as células eram incubadas por 3 minutos
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em estufa a 37°C e 5% de CO,. Ap0s observacdo em microscopio de luz invertida e
constatacdo que as células estavam soltas, a tripsina era neutralizada com meio de
cultura e a suspensdo era transferida para tubos tipo falcon de 15 mL e centrifugadas
(Oleman 90-1) por 5 minutos a 2 mil rpm. O sobrenadante era descartado e o pellet de
células era ressuspendido em 1 mL de meio de cultura DEMEM completo.

Para determinar o nimero de células, em um microtubo foram adionados 10 uL da
suspensdo de células descrita acima e 40 uL de solugdo do corante azul de tripan (0,4%,
p/v, Sigma, EUA, diluidos em PBS). Desta solucdo foi retirado 10 uL e colocados em
hemocitdmetro de Neubauer. Foram contadas as células vidveis dos quatro quadrantes
laterais e as que tocam as linhas de cima e a esquerda, em microscopio de luz invertida.

A concentracdo de células foi determinada por meio da equacdo abaixo,
aproximadamente, 10% das células eram recultivadas em frascos de cultura e incubadas
em estufa a 37°C e 5% de CO..

NUMERO DE CELULAS CONTADAS x FATOR DE DILUICAO X1°-°°° == NUMERO TOTAL DE

NUMERO DE QUADRANTES CELULAS/ mL
CONTADOS

O restante das células foi utilizado em experimentos ou recebeu a adicdo de
hipoclorito de sddio e detergente e, foram descartados. Os experimentos foram
realizados com as células na fase logaritmica de crescimento.

Para cada linhagem de células utilizadas neste estudo foi determinado um limite
maximo de 10 passagens para a formacdo de subculturas. Apos este limite, as células
eram descartadas. Um estoque de células foi mantido mediante o congelamento, nessa
etapa, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de meio
completo para sua contagem em hemocitobmetro de Neubauer. Os calculos eram
realizados, conforme equacgdo j& mencionada, buscando uma concentracdo final de
células para congelamento de 1.10° células (ressuspendidas em solucdo de
congelamento (95% soro fetal bovino e 5% de dimetilsulféxido (DMSO)) (Macron™
Chemicals, Avantor™ Performance Materials, Inc., EUA)) em cada criotubo. Os
criotubos foram devidamente identificados mantidos a -80°C por 24 horas no Mr Frosty

(Thermo Scientific) e apds esse periodo foram estocados em nitrogénio liquido.
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5.3. 1 - Ensaio de viabilidade celular - MTT

O ensaio de MTT foi escolhido/realizado para avaliar a viabilidade e citotoxicidade
celular. O MTT é um ensaio colorimétrico baseado na avaliacdo da atividade do
metabolismo celular. E um método comumente aplicado para avaliacio da viabilidade
celular e citotoxicidade para triagem das drogas. Avalia-se a taxa de proliferacdo celular
e, quando existem eventos metabdlicos que levem a apoptose ou necrose, avalia-se
entdo a reducdo na viabilidade celular.

O efeito do cha ayahuasca na viabilidade de células tumorais murinas B16F10
(melanoma murino), células ndo tumorais de fibroblasto murino NHI3T3, humanas
MCF7 (cancer de mama humano) e U87MG (glioblastoma humano) foram realizados
utilizando este ensaio (MOSMANN, 1983).

O mecanismo bioquimico (figura 8) por tras do teste MTT envolve enzima
oxidoredutase celular dependente de NAD (P) H que converte o tetraz6lio amarelo MTT
[3- (4, 5-brometo de dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazélio] em (E, Z) -5- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) — insoltvel 1,3-difenilformazano (formazan) (BAHUGUNA et al.,
2017). O produto final da reducédo de MTT € um formazan de cor plrpura que pode ser
facilmente dissolvido em DMSO. As células saudaveis e de rapido crescimento exibem
altas taxas de reducdo de MTT para formazan enquanto as células inativas ndo
conseguem fazé-lo. A viabilidade no ensaio MTT esta relacionada com a quantificacdo
de formazan que é lido em espectofotdmetro de 540 a 595 nandmetros e esta
linearmente associado a atividade enzimatica e indiretamente ao nimero de celulas
viaveis. A alta intensidade de cor pdrpura indica maior viabilidade celular enquanto a
diminuicdo na intensidade da cor parpura significa um namero reduzido de células e,

portanto, a citotoxicidade da substancia em questéo.

Figura 8: Mecanismo bioquimico do MTT.
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Figura 8: Mecanismo bioquimico do MTT.
Fonte: BAHUGUNA et al., 2017.

Quando as células incubadas atingiram 80% de confluéncia foram plaqueadas, em
placas de 96 pocos, em triplicatas, com densidades especificas de acordo com a
caracteristica individual de cada grupo celular. Levando em consideracdo que cada
linhagem celular apresenta uma taxa de crescimento e proliferacdo, as células foram
semeadas em concentracfes especificas para garantir que no dia do tratamento com o
cha de ayahuasca haveria uma confluéncia de aproximadamente 60-70% por pogo e no
dia do teste de viabilidade 70-80%, sendo assim, foram semeadas 3 mil células de
B16F10, 5 mil células MCF7, 10 mil células de U87TMG e NIH3T3 que foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO, com meio DEMEM.

O plaqueamento (figura 9) das células foi realizado 24 horas antes do inicio da
experimentacdo ja que as células precisam aderir a placa e atingir o equilibrio
metabolico para que o tratamento seja realizado. Sendo assim, meio de cultura inicial
foi aspirado e substituido por 150 uL de meio de cultura com diferentes concentragdes
de cha ayahuasca escolhidas baseadas em testes piloto (0,005 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,5
mg/mL, 1 mg/mL, 2,5 mg/mL, 3,5 mg/mL, 4 mg/mL, 5 mg/mL), controle positivo
(cisplatina) e controle negativo (meio). 24 horas apés o tratamento, a substancia teste foi
aspirada e adicionados 150 uL de solugdo de MTT (5 mg/mL, Invitrogen, EUA) e meio
de cultura na proporcdo de 1:10 a cada pogo, protegido da exposicdo da luz. Apds 2
(duas) horas de incubacdo, o meio foi descartado e os cristais de formazan dissolvidos

em 150 pL. de DMSO (dimetilsulfoxido), procedimento realizado em capela quimica.
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Figura 9: Esquema do ensaio MTT.
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Figura 9: Esquema do ensaio MTT.

Fonte: Luciana Gueiros, julho de 2019.

A figura 10 ilustra a placa utilizada no ultimo dia do experimento. A anélise da
viabilidade em cada poco foi realizada por meio de leitura de absorbancia em

comprimento de onda 595 nm (nanométros) em espectrofotdmetro.

Figura 10: Representacéo da placa de 96 pocos.

Figura 10: Exemplo visual do resultado de um ensaio de MTT, mostrando a formagdo de metabdlito
formazan e indicando a viabilidade celular. Placa de 96 pogos utilizada nos ensaios de MTT.
Fonte: Luciana Gueiros, agosto 2019.

Ressalta-se que no minimo 9 (nove) replicatas foram analisadas para cada condigdo
experimental, ja que foram feitos experimentos independentes em triplicata para cada
dosagem. A viabilidade celular foi expressa em porcentagem sendo normalizada em
relacdo a absorbancia avaliada no grupo controle e representada em gréaficos de linhas.

A partir do teste de MTT foi obtido o 1Cso (concentragdo citotdxica para 50% das
células) no programa estatistico GraphPad Prism 9.0 . A partir dai foi estabelecido as

concentracdes a serem utilizadas para os ensaios posteriores.

70



5.3.2- Ensaio de viabilidade celular — Azul de Tripan

Para avaliar a citotoxicidade mensurando a viabilidade celular pela integridade da
membrana celular escolnemos o ensaio de exclusdo utilizando o corante azul de tripan.
Esse ensaio consiste no fato que as células mortas absorvem o corante para seu
citoplasma por perda de seletividade da membrana enquanto as células vivas possuem
membranas celulares intactas, assim é possivel estabelecer uma relacdo entre células
mortas e vivas contadas no hemocitometro de Neubauer (STROBER, 2015).

O ensaio foi realizado da seguinte forma: os tipos celulares foram cultivados em
placas de 24 pogos com as densidades de 18 mil células B16F10, 30 mil células de
MCF7 e 60 mil células de U87MG e NIH3T3 por poco e incubadas em estufa a 37°C e
5% de CO,. ApOs 24 horas os meios de cultura foram aspirados e os tratamentos
adicionados (diferentes doses do cha de ayahuasca, levando em consideracdo o I1Csy de
cada tipo celular) controle positivo (cisplatina) e controle negativo (meio). Todos 0s
tratamentos foram feitos em triplicatas. Apds 24 horas os tratamentos foram aspirados,
0 sobrenadante foi colocado em microtubos de polipropileno de 1,5 mL previamente
nomeados e as celulas aderidas foram tripsinizadas e colocadas em seus microtubos
correspondentes. As células foram centrifugadas (Eppendorf 5415R) a 2 mil rpm por 5
minutos a 4°C. Corante azul de tripan (0,4% em PBS — Sigma, EUA) foi adicionado a
pequeno volume da suspensdo de células e procedeu-se a contagem das células, vidveis
e ndo viaveis, nos 4 quadrantes laterais do hemocitdmetro de Neubauer. Os resultados
foram representados como viabilidade celular em porcentagem e calculados pela
equacéo:

CELULAS VIVAS
VIABILIDADE CELULAR (%) == X 100

TOTAL DE CELULAS

5.3.3 — Ensaios por citometria de fluxo (FACS)

A citometria de fluxo € uma tecnologia que permite a analise simultanea de varios
pardmetros (fisicos, quimicos e bioldgicos) de células ou particulas em uma suspengao
liquida, enquanto passam individualmente em um fluxo continuo através de um feixe de
luz. A partir de um feixe de luz incidente é feita a medicdo da disperséo e da
fluorescéncia do feixe refletido pela amostra celular. E uma poderosa ferramenta para
separagdo, contagem individual de células e deteccdo de biomarcadores proteicos
(BRAGA et al., 2016). As andlises deste trabalho foram realizadas em um citdmetro
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fluxo (BD FACSFortessa TM, EUA) do departamento de Imunologia Celular da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

Todos os experimentos em citometria de fluxo seguiram o seguinte protocolo: as
células foram plaqueadas (placas de 24 pocos com fundo chato) de acordo com as
densidades de 18 mil células B16F10, 30 mil células de MCF7 e 60 mil células de
U87MG e NIH3T3 por pogo e incubadas em estufa a temperatura de 37°C e 5% de CO,.
Ap6s 24 horas os meios de cultura foram aspirados e os tratamentos adicionados
(diferentes doses do cha de ayahuasca), de acordo com o ICsy, de cada tipo celular,
controle positivo (cisplatina) e negativo (meio). Todos os tratamentos foram feitos em
triplicatas e durante as analises por citometria de fluxo (FACS) 10.000 eventos foram
adquiridos para cada amostra e cada experimento. A analise dos dados foi feita pelo

software FlowJo.

5.3.3.1- Fragmentac&o de DNA

A avaliagdo de fragmentacdo de DNA, ciclo celular e viabilidade das células
tratadas com o cha de ayahuasca foi determinada por citometria de fluxo. Para isso, as
ceélulas fixadas em etanol eram tratadas com RNAse, e adiciondva-se o iodeto de
propideo (PI) (Invitrogen - Thermo Fisher, EUA). O Pl é capaz de se intercalar em
pequenas sequéncias de bases nucleotidicas (entre 4 e 5) e de emitir uma cor vermelha
quando excitadas pelo laser argbnio (CARVALHO et. al, 2010).

As células viaveis possuem integridade em suas membranas, sendo assim, séo
impermeaveis ao Pl e sdo analisadas em relacdo a fase do ciclo celular em que se
encontram, pois esse ensaio ird quantificar o DNA, e assim sendo, a intensidade de
fluorescéncia serd menor. Ja as células necréticas com suas membranas sem integridade
o Plira intercalar o DNA o que resultara em maior fluorescéncia.

Apbs 24 horas de incubacdo com os tratamentos, controle positivo (cisplatina) ou
controle negativo (meio), o sobrenadante de cada poco foi aspirado e transferido para
microtubos de polipropileno de 1,5 mL, os quais foram identificados de forma
correspondente a cada um dos pogos. Para obtengdo das células aderidas a placa
adicionou-se 400 uL de tripsina e a placa foi incubada em estufa a 37°C e 5% de CO,
por 5 minutos. A solucdo de tripsina com células foi transferida para o microtubo
correspondente e foi centrifugado (Eppendorf 5415R) a 2 mil rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi retirado até a marca de 100 uL dos tubos, 500 uL de 1x PBS foram
adicionados e os microtubos foram novamente centrifugados a 2 mil rpm a 4°C por 5
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minutos. O sobrenadante foi novamente retirado e os pellets de células foram
ressuspendidos em 1 mL de etanol (Sigma) a 70% gelado. As amostras foram
armazenadas em freezer a -20°C por pelo menos 24 horas.

No dia da andlise, as células foram lavadas com 1x PBS e 100 uL de RNAse (50
ug/mL) (Ludwing - Biotec, EUA) foram adicionados, para diminuir qualquer ligacédo
inespecifica com outro acido nucléico que ndo seja 0 DNA. Os tubos foram incubados
em estufa a 37°C e 5% de CO; por 30 minutos protegidos de luz. Em seguida, 100 uL
de iodeto de propidio (20 pug/mL, Invitrogen - Thermo Fisher, EUA) em 1x PBS foram
adicionados e as amostras foram novamente incubadas por 30 minutos em temperatura
ambiente e protegidos da luz. As amostras foram mantidas refrigeradas no gelo e a
fragmentacdo do DNA e o ciclo celular foram quantificados usando o citdmetro de
fluxo (BD FACSFortessa).

5.3.3.2- Anexina V-FITC

A anexina V é uma proteina que se liga com alta afinidade a fosfatidilserina e
comumente utilizada nos ensaios de citometria de fluxo em combinacdo com o iodeto
de propideo (PI) e o fluorocromo tipo FITC (fluoréforo isotiocianato de fluoresceina)
para identificar as células em apoptose (VALENTE, 2011). A fosfatidilserina é um
fosfolipideo presente na superficie interna da membrana plasmaética, voltadas para o
citoplasma, e quando o processo de morte celular se inicia ele é translocado para a
superficie externa, funcionando como uma sinalizacdo para a fagocitose desta célula por
macrofagos.

Esse ensaio nos permite distinguir entre células viaveis, células apoptoticas
precoces e células necréticas. As células viaveis sdo negativas para a anexina V
marcada com o FITC e para PI, pois sua membrana plasmatica esta integra. As células
apoptoticas iniciais sdo positivas para Anexina V, uma vez que a Anexina V se liga
fortemente a fosfatidilserina, mas negativa para Pl (pois, as membranas integras séo
impermeaveis). As células necroticas serdo positivas para Anexina V, uma vez que 0
processo de morte j& esta iniciado, e também para a marcacdo com o Pl, isso porque,
quando ocorre & ligacdo do Pl ao DNA j& ndo existe integridade da membrana
plasmatica.

Assim, como previamente descrito para 0s outros ensaios, ap0s 24 horas de
incubacdo com os tratamentos ou controle positivo (cisplatina) ou controle negativo

(meio) ou peroxido de hidrogénio (H,0,), esses foram aspirados e sobrenadante de cada
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poco foi retirado e colocado em microtubos de polipropileno de 1,5 mL nomeados e
correspondentes a cada um dos pocos. Para obtencdo das células aderidas a placa
adicionou-se 400 uL de tripsina e a placa foi incubada em estufa a 37°C e 5% de CO,
por 5 minutos. A solucdo de tripsina com células foi transferida para o microtubo
correspondente e foi centrifugado a 2 mil rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado até a marca de 100 uL dos tubos, 400 uL de PBS 1x foram adicionados e 0s
tubos foram novamente centrifugados (Eppendorf 5415R) a 2.000 rpm a 4°C por 5
minutos. O sobrenadante foi novamente retirado ¢ o volume de 100 pL de tampao de
ligacdo (0,1 M de Hepes (pH 7,4), 1,4 M de NaCl e 25 mM de CacCl,) foi adicionado em
todos os microtubos. Em seguida 5 pL de solucdo de Anexina V conjugada ao FITC
(Elabscience, EUA) e 10 puL de solu¢do de iodeto de propideo (PI) (50 pg/mL)
(Invitrogen - Thermo Fisher, EUA) foram adicionados no tubos e incubados por 15
minutos protegidos da luz em temperatura ambiente. Por fim, 200 pL de tampao de
ligagdo foram adicionados e as amostras foram colocadas em gelo e analisados por
citometria de fluxo (BD FACS Fortessa).

5.4 - Ensaio in vivo

5.4.1 - Animais

Os experimentos in vivo deste projeto foram realizados com camundongos
C56BL/6 com idade de 8 semanas e com variagdo maxima de peso de 20%,
provenientes da Universidade Catélica de Brasilia, com sede em Taguatinga. Os
animais foram aclimatados no biotério do Instituto de Biologia da UnB (alojamento do
Departamento de Genética e Morfologia), por um periodo de 30 dias, mantidos em
grupos de no maximo quatro, em caixas de polipropileno e tampa de aco inoxidavel
com cama de maravalha de pinho branco, em condigdes controladas de luminosidade
(12h/12h, claro/escuro), temperatura (23+ 2° C) e umidade relativa (70%). Receberam
4gua potavel e racdo comercial Purina®ad libitum. As caixas foram colocadas em
estantes com prateleiras ventiladas diretamente com sistema de filtracdo de ar individual
para cada mini isolador, evitando assim possivel contaminacgao cruzada.

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA)
da Universidade de Brasilia (SEI n° 23106.028573/2022-39), que segue como anexol

neste trabalho.
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5.4.2 — Protocolo Experimental

Considerando que a linhagem celular B16 e os camundongos C57BL/6 representam
um modelo sinergético por compartilhar precedéncia genética, um total de 56
camundongos machos foram utilizados neste trabalho, sendo 8 animais por grupo. Os
animais foram divididos aleatoriamente em grupos experimentais conforme desenho
experimental abaixo (figura 11). As doses de tratamento foram definidas para
corresponder a dose utilizada pelos integrantes da Unido do Vegetal (UDV) (uma dose
X corresponde a 150 mL de cha para um individuo de aproximadamente 70 Kkg).
Doravante, esta dose ritualistica serd denominada dose 1X e as doses utilizadas no
estudo foram proporcionais a esta dose (1X, 2X, 5X, 10X e 15X) e foram administradas
via gavagem.

Para garantir conforto e evitar lesdes no animal, o volume maximo da
administracdo da gavagem era feito individualmente, levando em consideracdo o peso
animal 10 ml/Kg de peso animal. A dose de cisplatina 4mg/kg foi determinada de
acordo com a literatura cientifica (ANTUNES et al., 2000; ZHONG et al., 2008; BIASI
et al. 2014). A escolha da dose foi cuidadosamente considerada, levando em conta o

equilibrio entre eficcia antitumoral e a minimizacao de efeitos colaterais nos animais.

Figura 11: Desenho experimental.
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Figura 11: Desenho experimental

Fonte: Luciana Gueiros, agosto 2024.

Com excecdo do grupo controle (grupo sem tumor e sem tratamento) no dia da
transplantacdo (Dia 0), os animais foram anestesiados via intraperitoneal com 100 uL de
solugdo de cloridrato de cetamina 10% (80mg/kg) e cloridrato de xilazina 2%
(10mg/kg), foram tricotomizados e receberam inje¢do subcutdnea no flanco direito
contendo a concentracdo de 1.10° células de B16F10 ressuspendidas em DMEM

incompleto com volume final de 50 uL, conforme figura 12.

Figura 12: Inoculacdo de células B16F10.
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Figura 12: Inoculagao de células B16F10 em camundongos C57/BL6

Fonte: Luciana Gueiros, agosto 2024.

O chéa de ayahuasca foi administrado oralmente nos grupos (1X, 2X, 5X, 10X e
15X), por gavagem, uma vez ao dia, iniciando no 7° dia apds a transplantagdo das
celulas tumorais, verificado tumores palpaveis. Para o grupo controle negativo foi
administrado agua filtrada, por gavagem, nesses mesmos dias de tratamento. Ja o grupo
de animais controle positivo receberam em dias alternados injecdo intraperitoneal de
cisplatina a 4mg/kg.

Durante todo o tratamento os animais foram avaliados diariamente quanto aos
sinais clinicos: alteracdo na atividade motora (aumento ou diminuigdo da ambulag&o),
alteracdo da aparéncia (modificacGes posturais ou na cor da pele, alopecia, secrecao
ocular ou nasal), piloerecdo, aumento da agressividade, relutdncia em interagir,
vocalizacdo, rangido dos dentes, alteracfes no consumo da ragdo ou agua e alteracdes
na excrecdo de urina e fezes. Os sinais de toxicidade, também foram examinados
diariamente, qualquer variacdo foi devidamente registrada e o animal rigorosamente
acompanhado. Em dias alternados os animais foram pesados e seus tumores medidos
com paquimetro conforme descrito na literatura (TOMAYKO & REYNOLDS, 1989)

para calculo de volume tumoral em milimetros ctbicos (mm®) com férmula:

2
VOLUME DO TUMOR = (COMPRIMENTO) X (LARGURA) X 0,5
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Os animais foram tratados por 10 dias consecutivos (D(17)) e 48 horas apds o
ultimo dia do tratamento (D(19)) os animais foram eutanasiados por overdose de
solugdo de cloridrato de cetamina 10% (80mg/kg) e cloridrato de xilazina 2%
(10mg/kg) por via intraperitoneal. Apés a verificacdo de auséncia de reflexos, realizou-
se puncdo cardiaca e o sangue foi aspirado e reservado para hemograma e analises

bioquimicas.

5.4.3 - Coleta de 6rgaos

Em seguida, para a coleta dos 6rgdos, os animais foram colocados sobre a mesa
cirargica e uma incisao frontal reta foi feita para acessar os 6rgaos de interesse: coracao,
pulméo, figado, baco, rins, timo, linfonodo sentinela, estbmago e intestino assim como
o tumor. Foi realizada a abertura do cranio para retirada do cérebro. Os 6rgaos foram
observados quanto a largura, comprimento e espessura, qualquer alteracdo morfologica
macroscopica foi anotada. Tumor e drgdos foram pesados e fixados para posteriores
andlises histopatoldgicas. O peso absoluto dos 6rgéos foi determinado pelo peso obtido

durante a pesagem da balanca, ja o peso relativo foi calculado usando a formula:

PESO RELATIVO = PESO DO ORGAO

PESO ANIMAL

5.4.4 -Hemograma e analises bioquimicas

Para avaliar os possiveis efeitos hematologicos dos tratamentos, 100 uL de sangue,
foi transferido para microtubo com anticoagulante EDTA para realizacdo do
hemograma completo no hematimetro (HematoClinVet 2.8). Os parametros analisados
foram: hematdcrito total (HCT), hemoglobina (HGB), eritrograma (RBC), leucograma
(WBC), plaguetograma (PLT) e procalcitonina (PCT).

A outra parte do sangue foi transferido para microtudo com ativador de coagulo e
gel, centrifugado (Eppendorf 5415R) a 1200 rcf por 5 minutos para obtencdo do soro
que foi congelado a -80°C para analises bioquimicas posteriores. O equipamento
automatizado utilizado para a analise do soro, previamente descongelado, foi
ChemWell-T® e Kkits diagnosticos padronizados (Labtest) conforme instrucdes do

fabricante e os substancias/enzimas analisados, principalmente para avaliagdes renais e
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hepaticas, foram dosados: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase

(AST), fosfatase alcalina, lactato desidrogenase (LDH), albumina, creatinina K e ureia.

5.4.5 -Analises histologicas

O processamento histoldgico foi realizado mergulhando os érgéos para fixacdo em
solucdo de formaldeido 10% tamponado por 24 horas em temperatura ambiente. Logo
em seguida os 6rgdos foram desidratados em série etandlica crescente de 70, 80, 90%,
durante uma hora cada, sendo entdo mergulhados em trés banhos de alcool absoluto
durante uma hora cada. A diafanizacéao foi feita em banhos de 45 minutos alcool e xilol
(1:1), seguido de trés banhos de xilol 100%. Na etapa de incluséo, realizou-se trés
banhos de 1 hora cada em estufa a 60°C com parafina. O material foi incluido em
blocos de parafina moldados em metal formato L. Apo6s a solidificagdo os blocos foram
seccionados por micrétomo da marca Leica RM2125RT com 5um de espessura. Os
cortes foram colhidos em laminas de vidro e mantidas em estufa a 39°C por pelo menos
24 horas para garantir sua aderéncia nas laminas. Para retirar a parafina as laminas
passaram por trés banhos de xilol, dois banhos de &lcool absoluto e uma série
decrescente etanolica de 90, 80 e 70%. As sec¢des foram coradas com hematoxilina,
lavadas em agua corrente e submersos em eosina.

Depois de corado, o material foi desidratado em solucéo etandlica crescente 70, 80
e 90%, dois banhos de alcool absoluto e diafanizados em xilol. Ap6s o ultimo banho
foram montadas com Entellan (merck), recobertas com laminulas e colocadas para
secagem em caixas de plastico, por no minimo 48 horas até sua limpeza e codificacao.
As laminas foram analisadas e fotografadas utilizando software de microscopia digital
da ZEISS (eficient navigation) utilizando microscopia éptica comum (ZEISS) com
auxilio do Professor Dr. Marco Célio do Instituto de Biologia da Universidade de
Brasilia. Foram obtidas em média vinte laminas de cada 6rgdo e trés laminas com
cortes escalonados foram selecionadas para a analise microscopica. As laminas foram
codificadas aleatoriamente, sem conhecimento do avaliador ao grupo em que pertencia.

Foi realizada a leitura qualitativa das ld&minas e avaliado as alteracfes dos 6rgaos
levando em consideracdo: coloracdo padrdo ja& bem estabelecida para as estruturas,
alteracdo na morfologia de nucleos, rompimento de limites de alguma organela
citoplasmatica, presenca de congestdo vascular, areas com infiltrado inflamatorio,

congestdo de vasos e capilares, nucleos com cromatina extremamente condensada,
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edema, esteatose e areas de degeneracOes reversiveis (hidrépica e gordurosa) e

irreversiveis (necrose e apoptose).

6- ESTATISTICA

Os dados referentes aos experimentos realizados foram expressos como média +
desvio padrdo da média de experimentos independentes realizados em triplicatas. As
analises dos dados foram realizadas usando o software GraphPad Prism 9.0. A
normalidade foi verificada empregando o teste Shapiro-Wilk. Quando os resultados dos
testes de normalidade foram paramétricos, os grupos foram avaliados pelo teste
ANOVA seguido do pos-teste Tukey, ja quando os resultados dos testes de normalidade
foram ndo-paramétricos, os grupos foram avaliados pelo teste Kruskal-Wallis seguido
do pds-teste Dunn’s. Para os testes de correlacdo utilizamos o Spearman. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

7- RESULTADOS

7.1-Andlise quantitativa do cha de ayahuasca

A analise quantitativa do cha ayahuasca foi feita por GC-MS/MS indicou a
presenca de 0.146 mg/mL de DMT, 0.754 mg/mL de harmina, 0.129 mg/mL de
harmalina e 1.163 mg/mL de THH.

A Figura 13 ilustra o cromatograma e o espectro de massa do DMT obtido por CG-
MS/MS.

Figura 13: Cromatograma e o espectro de massa do DMT.
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Figura 13: Cromatograma e espectro de massa obtido do cha da ayahuasca. (A) fon de Quantificacio. (B)

fons de confirmagéo.

7.2- Experimentos in vitro

7.2.1- Determinacao da viabilidade celular - MTT

A avaliacdo do efeito citotoxico do chd de ayahuasca nas linhagens celulares
estudadas ap06s 24 horas de incubacdo foi determinada pela viabilidade celular através
do ensaio de MTT que apresentou diferentes resultados de acordo com o tipo tumoral.
No caso das células B16F10 (figura 14) a incubacdo com concentracdes crescente do

cha de ayahuasca reduz a viabilidade celular quando comparadas com grupo controle.

Figura 14: Viabilidade celular das células B16F10.
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Figura 14: Graficos representando o percentual de viabilidade celular da linhagem tumoral B16F10 ap6s
a incubacdo com o cha de ayahuasca ou cisplatina por 24 horas sob diferentes concentragdes. Utilizou-se
0 método colorimétrico de deteccdo por MTT. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3
experimentos independentes com 3 repeticdes cada. Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O
asterisco indica diferenca estatisticamente significativa quando comparados com grupo controle, onde
*P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste
Dunn’s.

A reducdo da viabilidade celular das células de B16F10 mostrou uma relacdo direta
entre aumento da concentragdo utilizada nas diferentes doses do cha de ayahuasca e
diminuicédo da viabilidade celular que foi significativa a partir da dose de 1 mg/mL até a
maior dose (5 mg/mL) onde a viabilidade atingiu 31,503+2,158%. Em relacdo a
cisplatina existe reducdo da viabilidade celular que é significativa nas duas maiores
doses testadas atingindo 29,143+1,863% na dose de 200 pM.

A viabilidade celular da linhagem tumoral U87MG esté representada na figura 15.

Figura 15: Viabilidade celular das células US7MG.
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Figura 15: Graficos representando o percentual de viabilidade celular da linhagem tumoral U87MG ap6s
a incubacdo com o cha de ayahuasca ou cisplatina por 24 horas sob diferentes concentragdes. Utilizou-se
0 método colorimétrico de deteccdo por MTT. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3
experimentos independentes com 3 repeti¢des cada. Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O
asterisco indica diferencga estatisticamente significativa quando comparados com grupo controle, onde
*P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey.

A incubagdo por 24 horas com o cha de ayahuasca na linhagem tumoral US7MG
promoveu uma tendéncia de reducdo da viabilidade celular nas menores doses de
tratamento, sendo significativa nas doses de: 0,5; 1; 2,5 (mg/mL) atingindo a menor
viabilidade (54,77+6,4%) na dose 3,5 mg/mL. Porém, essa tendéncia foi revertida nas

duas maiores doses de tratamento, sendo ainda significativa na dose de 4 mg/mL. Em

82



relacdo a cisplatina existe uma reducdo da viabilidade celular que é significativa nas
duas maiores doses testadas atingindo 21,58+4,73% na dose de 200 uM.
A representacdo da viabilidade celular da linhagem tumoral MCF7 esta

representada na figura 16.
Figura 16: Viabilidade celular das células MCF7.
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Figura 16: Graficos representando o percentual de viabilidade celular da linhagem tumoral MCF7 apés a
incubacdo com o ché de ayahuasca ou cisplatina por 24 horas sob diferentes concentra¢Ges. Utilizou-se o
método colorimétrico de deteccdo por MTT. Os resultados aqui apresentados séo representativos de 3
experimentos independentes com 3 repeti¢des cada. Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O
asterisco indica diferenga estatisticamente significativa quando comparados com grupo controle, onde
*P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey.

A viabilidade celular da linhagem tumoral MCF7 apds incubacédo por 24 horas com
concentracOes crescente do cha de ayahuasca ndo promoveu uma relacdo direta entre
aumento da concentracdo do cha de ayahuasca e diminuicdo da viabilidade celular.
Houve uma oscilagédo nessa relagdo, que foi particular desse grupo celular. A reducéo da
viabilidade foi significativa nas doses de 1; 3,5 e 5 mg/mL. Na maior dose testada a
viabilidade celular foi 45,7£1,3. O tratamento com a cisplatina seguiu a mesma
tendéncia das linhagens tumorais estudadas ocorrendo redugdo na viabilidade celular
relacionada ao aumento da concentracdo de cisplatina que significativa nas duas
maiores doses testadas atingindo 27,3+7% na dose de 200 pM.

As linhagens tumorais U87TMG e MCF7 mostraram-se menos sensiveis ao
tratamento com as diferentes concentra¢fes do cha de ayahuasca quando comparadas
com a linhagem tumoral B16F10, j& que, suas viabilidades mantiveram-se acima dos

45%. A linhagem tumoral de melanoma mostrou mais sensivel ao tratamento, j& que, na
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maior dose apresentou menor viabilidade e, a partir desse resultado, seguimos para 0s
ensaios em animais com esse tipo celular.

A figura 17 representa a viabilidade celular da linhagem ndo-tumoral NIH3T3.

Figura 17: Viabilidade celular das células NIH3T3.
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Figura 17: Gréficos representando o percentual de viabilidade celular da linhagem ndo tumoral NIH3T3
apos a incubacdo com o cha de ayahuasca ou cisplatina por 24 horas sob diferentes concentragdes.
Utilizou-se 0 método colorimétrico de deteccdo por MTT. Os resultados aqui apresentados sdo
representativos de 3 experimentos independentes com 3 repeti¢Ges cada. Os dados estdo expressos média
+ desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa quando comparados com
grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de ANOVA
seguido do teste Tukey.

A linhagem ndo tumoral NIH3T3 apresentou um resultado interessante quando
incubada por 24 horas com o cha de ayahuasca, ja que, ocorreu aumento na viabilidade
celular quando as células foram tratadas com as menores doses do tratamento, atingindo
0 méximo de 98,3+24% na dose de 1 mg/mL. Essa tendéncia foi revertida, a partir da
dose de 1 mg/mL, e iniciou-se uma acentuada reducdo na viabilidade celular, que se
mostrou significativa a partir da dose de 2,5 mg/mL atingindo 32,2+11% na dose de 5
mg/mL. A cisplatina também apresentou um comportamento diferenciado na linhagem
ndo tumoral, isso porque, a reducédo da viabilidade foi significativa apenas na sua maior
dose (200 uM) 16,1+1,7%.

A partir dos resultados dos testes de viabilidade celular foi calculado o ICs de cada
tipo tumoral (tabela 1) apds 24 horas de incubacdo com o cha de ayahuasca. Foi
utilizado o software GraphPad Prism 9.0 para o célculo do 1Cs, baseado na absorbancia
e apos a normalizacdo com o grupo controle. Esses resultados foram utilizados ao longo

de todo o experimento in vitro.
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Tabela 1: Valores do ICs das diferentes linhagens celulares incubadas com ché de
ayahuasca por 24 horas.

B16F10 U87MG MCF7 NIH3T3

ICs0 1 mg/mL 1,5 mg/mL 2,5 mg/mL 2,5 mg/mL

7.2.2- Avaliagao da integridade da membrana celular

O ensaio de azul de tripan foi utilizado para investigar o efeito do cha de ayahuasca,
em diferentes concentracdes, apds 24 horas de exposicdo na integridade de membrana
plasmatica das diferentes linhagens de células. A cisplatina e 0 meio DEMEM foram
empregados como controles, positivos e negativos, respectivamente. Os resultados para

a linhagem tumoral B16F10 estdo representados na figura 18.

Figura 18: Avaliacdo da integridade da membrana celular das células B16F10.
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Figura 18: Porcentagem de células de melanoma com lesdo de membrana plasmatica apds exposicao por
24 horas ao cha de ayahuasca (mg/mL) ou cisplatina (uM), em diferentes concentragfes. Utilizou-se o
ensaio de coloracdo com azul de tripan. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3
experimentos independentes com 3 repeti¢des cada. Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O
asterisco indica diferenga estatisticamente significativa quando comparados com grupo controle, onde
*P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey.

O grupo controle negativo apresentou média de 96,47+0,0% de células com
membrana plasmatica integra e 3,53£0,0% de células com membrana lesionada. O

grupo tratado com ICsp (1 mg/mL) apresentou média de 91,62+0,015% de células com
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membrana plasmatica integra e 8,37£0,015% de células com membrana lesionada,
ainda que o ndmero de lesdes tenha aumentado, ndo houve diferenca significativa em
relagcdo ao controle negativo. Houve um aumento bastante expressivo e significativo de
células com membrana lesionadas 100+0,00% no grupo experimental tratado com a
maior dose do cha de ayahuasca (5mg/mL) quando comparado com o grupo controle
negativo. Esse aumento de celulas lesionadas tambeém foi observado em todas as
concentracdes testadas de ayahuasca e do grupo tratado com cisplatina (controle
positivo). Também foi encontrado diferenca significativa, quando comparados 0s
grupos de tratamento com a menor dose do cha de ayahuasca (0,05 mg/mL) e o controle
positivo em sua maior dose (200 uM). Houve diminuicdo de células com membrana
intacta de 95,22+0,006% no grupo de 0,05 mg/mL para 87,58+0,005% no grupo tratado
com cisplatina e aumento de células com membrana lesionadas de 4,78+0,007 no grupo
de 0,05 mg/mL para 12,42+0,005% no grupo tratado com cisplatina.

Os resultados relativos a integridade da membrana celular para a linhagem tumoral
U87MG estdo representados na figura 19.

Figura 19: Avaliacdo da integridade da membrana celular das células US7MG.
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Figura 19: Porcentagem de células de glioblastoma com lesdo de membrana plasmatica apos exposicao
por 24 horas ao cha de ayahuasca (mg/mL) ou cisplatina (uM), em diferentes concentra¢des. Utilizou-se o
ensaio de coloracdo com azul de tripan. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3
experimentos independentes com 3 repeti¢des cada. Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O
asterisco indica diferenga estatisticamente significativa quando comparados com grupo controle, onde
*P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey.
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Houve diferenca significativa, quando comparados 0s grupos de tratamento com
cisplatina na dose de 2 e 20 (uM). Houve diminuicdo de células com membrana intacta
de 88,30+0,047% no grupo de 2 uM para 80,67 £ 0,045% no grupo 20 UM e aumento
de células com membrana lesionadas de 11,69+0,047 no grupo de 2 UM para
19,33+0,045% no grupo tratado com 20 uM. Quando comparamos 0S grupos tratados
com o cha de ayahuasca e 0 grupo controle negativo houve uma tendéncia de
diminuicédo das células com membranas intactas e aumento das células com membranas
lesionadas em todas as doses de tratamento, ainda que ndo significativo, ficando mais
evidente na maior dose de tratamento em que a média das células intactas foi de
21,95+0,032% e lesionadas 78,06+£0,032% quando comparadas com o controle
negativo, células intactas 85,75+0,025% e lesionadas 14,24+0,025%.

Quando analisamos os resultados da integridade de membrana da linhagem tumoral
MCF7 (figura 20) notamos diferenca significativa quando comparamos as células com
membranas lesionadas do grupo controle negativo (5,97+0%) e controle positivo a
20uM (13,93+0,001%). Houve aumento significativo das células com membrana
lesionada quando comparamos controle positivo a 2uM (7,67+£0,031%) e ICs
(30,39+0,025%). Ja as células com membranas intactas foi encontrado diminuicao
significativa quando comparamos o grupo controle positivo a 20uM (85,40+£0,009%) e
tratados com a menor dose de ayahuasca (78,79+0,011). Também foi observado essa
diminuicdo significativa quando comparamos o grupo controle positivo a 2uM
(92,33+£0,031%) e ICsp (69,61+0,025%). Notamos que, para a linhagem MCF7, a
medida que aumentamos as doses de tratamento com a ayahuasca ocorre aumento da

porcentagem de células com membranas lesionadas.

Figura 20: Avaliacdo da integridade da membrana celular das células MCF7.
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Figura 20: Porcentagem de células de cancer de mama com lesdo de membrana plasmatica ap6s
exposicdo por 24 horas ao cha de ayahuasca (mg/mL) ou cisplatina (uM), em diferentes concentracdes.
Utilizou-se o ensaio de coloracdo com azul de tripan. Os resultados aqui apresentados sao representativos
de 3 experimentos independentes com 3 repeticdes cada. Os dados estdo expressos média + desvio
padrdo. O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa quando comparados com grupo
controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido
do teste Tukey.

A linhagem ndo tumoral NIH3T3 apresentou o maior numero de diferencas

significativas entre 0s grupos experimentais, representadas na figura 21.

Figura 21: Avaliacdo da integridade da membrana celular das células NIH3T3.
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Figura 21: Porcentagem de células de fibroblasto com lesdo de membrana plasmatica ap6s exposicao por
24 horas ao cha de ayahuasca (mg/mL) ou cisplatina (uM), em diferentes concentragdes. Utilizou-se o
ensaio de coloracdo com azul de tripan. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3
experimentos independentes com 3 repeti¢des cada. Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O
asterisco indica diferencga estatisticamente significativa quando comparados com grupo controle, onde
*P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey.

Quando comparamos o grupo controle negativo e as doses de 1,5 e 5 mg/mL de
tratamento com o cha de ayahuasca houve aumento significativo das ceélulas com
membrana lesionadas. Esse resultado se repetiu quando comparamos 0 grupo controle
negativo e o controle positivo na maior dose e grupo controle positivo a 200 UM e a
maior dose do cha de ayahuasca. Quando comparamos 0 grupo controle positivo a 2uM
houve aumento significativo das células com membrana lesionadas quando comparados

com os tratados na dose de 1,5; 2,5 e 5 mg/mL. Houve diferenca significativa entre os
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grupos tratados com o cha de ayahuasca, o grupo de menor dose (0,05 mg/mL) foi
diferente dos grupos tratados com 2,5 e 5 mg/mL; 0 mesmo aconteceu com 0 grupo
tratado com 1,5 mg/mL que foi significativamente diferente dos grupos de 25 e 5
mg/mL. As duas maiores doses de tratamento 2,5 e 5 mg/mL também apresentaram
diferencas significantes entre si. Foi possivel observar que a medida que aumentamos a
concentracdo de tratamento do ché de ayahuasca e cisplatina também ocorre aumento de

células com membrana lesionadas.

7.2.3- Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi empregada nesse estudo para investigar os mecanismos de
acdo das amostras testadas nas diferentes linhagens celulares. Além desses dados, essa
técnica permite estabelecer a morfologia das células de acordo com seu tamanho (FSC-
C) e a granulosidade (SSC-H), determinar tipo de morte celular, fragmentacdo de DNA,
ciclo celular, espécies reativas de oxigénio, potencial de membrana mitocondrial e

outros parametros.

7.2.3.1- Fragmentacdo do DNA e ciclo celular

As diferentes linhagens celulares estudadas foram expostas ao ICsp do cha de
ayahuasca, cisplatina 200 uM (controle positivo) e meio (controle negativo) por 24
horas. As células foram marcadas com lodeto Propideo (PI) e analisadas por citometria
de fluxo para obtencdo dos resultados da fragmentacdo do DNA e do ciclo celular. O
ajuste dos parametros do equipamento para deteccdo adequado do Pl foi realizada
utilizando células sem tratamento e sem marcacdao, sem tratamento e com marcacao,
com tratamento e sem marcagdo e com tratamento e com marcagdo, isso porque o cha
de ayahuasca e a cisplatina apresentam fluorescéncia. Para a linhagem tumoral B16F10

0s resultados estéo representados na figura 22.

Figura 22: Avaliagéo da fragmentagdo do DNA das celulas B16F10.
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Figura 22: Avaliacdo da fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo ap6s 24 horas de exposicdo ao
ICs, do ché de ayahuasca (1 mg/mL), cisplatina (controle positivo) na concentracdo de 200 UM e controle
negativo (meio), em linhagem de melanoma - B16F10. Os resultados aqui apresentados sdo
representativos de 3 experimentos independentes com 3 repeticGes cada. A- painéis feitos no FlowJo. B-
Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatisticamente
significativa quando comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad
Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey.

Foi possivel observar um aumento significativo da porcentagem de DNA
fragmentado do controle positivo e 1Cso em comparagdo com 0 grupo controle negativo.
Esse aumento foi significativo quando comparamos controles negativo e positivo e
qguando comparamos controle positivo e 1Csg, ressaltamos que a cisplatina foi o grupo
experimental que mais fragmentou DNA.

Como esse grupo celular apresentou uma fragmentacéo fraca, foi possivel realizar o
ensaio para fases do ciclo celular. Ap6s a exposi¢do ao tratamento, foi possivel notar

alteracdes nas fases do ciclo celular, mostradas na figura 23.

Figura 23: Avaliacdo das fases do ciclo celular das células B16F10.
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Figura 23: Avaliacdo das fases do ciclo celular por citometria de fluxo ap6s 24 horas de exposi¢do ao
ICs, do ché& de ayahuasca (1 mg/mL), cisplatina (controle positivo) na concentracdo de 200 UM e controle
negativo (meio), em linhagem de melanoma - B16F10. Os resultados aqui apresentados séo
representativos de 3 experimentos independentes com 3 repeti¢fes cada. A- painéis feitos no FlowJo. B-
Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatisticamente
significativa quando comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad
Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey.

Foi possivel notar alteracdes no perfil do ciclo celular nas amostras testadas. A
porcentagem de células em fase G1 diminuiu, com mais intensidade no grupo tratado
com o cha de ayahuasca, porém, sem significancia, quando comparamos com 0 grupo
controle positivo na mesma fase. Em paralelo, o namero de células em fase S aumentou
significativamente no grupo controle positivo quando comparado com o 1Csy. Apesar da
fase S apresentar menor nimero de células no grupo ICsp, assim como na fase G1, esse
resultado ndo foi significante quando comparado com o controle. Quando analisamos a
fase G2 houve aumento significativo de células no grupo ICsp quando comparado aos
grupos controles (positivo e negativo).

Os resultados da fragmentacdo de DNA para a linhagem tumoral U87MG estao
representados na figura 24, destaca-se que o experimento de ciclo celular ndo foi

realizado j& que a fragmentacdo foi considerada alta.

Figura 24: Avaliacdo da fragmentagdo do DNA das células US7TMG.
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Figura 24: Avaliacdo da fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo apds 24 horas de exposi¢do ao
ICs, do cha de ayahuasca (1,5 mg/mL), cisplatina (controle positivo) na concentracdo de 200 UM e
controle negativo (meio), em linhagem de glioblastoma — U87MG. Os resultados aqui apresentados sdo
representativos de 3 experimentos independentes com 3 repeti¢fes cada. A- painéis feitos no FlowJo. B-
Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatisticamente
significativa quando comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad
Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis sequido do teste Dunn’s.

Houve aumento da fragmentagdo de DNA nos grupos experimentais quando

comparados com o grupo controle e foi significativo no tratamento com cisplatina.

Na figura 25 abaixo estdo representados os resultados da fragmentacdo de DNA da

linhagem tumoral MCF7, o ensaio para ciclo celular ndo se aplicou devido a alta

fragmentacdo do DNA.

Figura 25: Avaliacao da fragmentacdo do DNA das células MCF7.
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Figura 25: Avaliacdo da fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo apds 24 horas de exposi¢do ao
ICsp do chad de ayahuasca (2,5 mg/mL), cisplatina (controle positivo) na concentragdo de 200 pM e
controle negativo (meio), em linhagem de cancer de mama — MCF7. Os resultados aqui apresentados séo
representativos de 3 experimentos independentes com 3 repeti¢fes cada. A- painéis feitos no FlowJo. B-

Os dados estdo expressos meédia =+

desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatisticamente

significativa quando comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad
Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.
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Esta linhagem tumoral apresentou expressiva fragmentacdo do DNA, a maior de
todo o experimento. Tanto a cisplatina como o ICs apresentaram aumento significativo
importante da fragmentacdo do DNA quando comparamos com O grupo controle,
sugerindo que essa linhagem tumoral é mais sensivel ao tratamento.

Para a linhagem ndo tumoral NIH3T3 os resultados da fragmentacdo do DNA estéo
representados na figura 26.

Figura 26: Avaliacao da fragmentacdo do DNA das células NIH3T3.
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Figura 26: Avaliacdo da fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo apds 24 horas de exposi¢do ao
IC5, do cha de ayahuasca (2,5 mg/mL), cisplatina (controle positivo) na concentracdo de 200 UM e
controle negativo (meio), em linhagem de fibroblasto — NIH3T3. Os resultados aqui apresentados sdo
representativos de 3 experimentos independentes com 3 repeti¢fes cada. A- painéis feitos no FlowJo. B-
Os dados estdo expressos média + desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatisticamente
significativa quando comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad
Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey.

Ainda que a fragmentacéo tenha aumentado quando comparamos grupos tratados e
controle esse aumento ndo foi significativo. Como a fragmentacdo foi considerada

moderada, o experimento de ciclo celular ndo pode ser realizado.

7.2.3.2- Perfil de morte celular

Para analisar o perfil de morte celular as células das linhagens experimentais
testadas foram tratadas com ayahuasca com concentragdo do 1Csp, cisplatina a 200uM
(controle positivo) e meio (controle negativo). Ap6s 24 horas as células foram marcadas
com Anexina-V (FITC) e lodeto Propideo (PI) e analisadas por citometria de fluxo.

O ajuste dos parametros do equipamento para a deteccdo dos 2 marcadores foi

realizada utilizando células sem tratamento e sem marcacdo, sem tratamento marcadas
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apenas com Anexina-V, apenas com Pl e marcadas com ambos. O mesmo foi feito para
as células tratadas tanto com cisplatina e com o cha de ayahuasca, células sem
tratamento e sem marcagdo, sem tratamento e com marcacdo, com tratamento e sem
marcacdo e com tratamento e com marcacdo, isso porque o cha de ayahuasca e a
cisplatina apresentam fluorescéncia. A deteccdo da marcacdo por Anexina-V €
representada pelo eixo X (FITC) e a deteccdo do Pl corresponde ao eixo Y. Os gréficos
Dot Plots estdo divididos em 4 quadrantes. O quadrante 1 (Q1) representa as células
marcadas apenas com Pl, o quadrante 2 (Q2) marcadas com Pl e Anexina-V, o
quadrante 3 (Q3) marcadas apenas com Anexina-V e o quadrante 4 (Q4) as células nédo
marcadas. Essa divisdo foi utilizada como padrédo para determinar a marcacdo das
células ap0s os diferentes tratamentos.

Os Dot Plots e histogramas da figura 27 representam os resultados do perfil de

morte das células da linhagem tumoral B16F10.

Figura 27: Avaliacéo do perfil de morte das células B16F10.
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Figura 27: Avaliacdo do perfil de morte celular através da marcagdo com Anexina V-FITC e lodeto de
Propideo (P1) por citometria de fluxo apds 24 horas de exposi¢do ao 1Csy do ché de ayahuasca (1 mg/mL),
cisplatina (controle positivo) na concentracdo de 200 puM e controle negativo (meio), em linhagem de
melanoma — B16F10. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3 experimentos
independentes com 3 repeti¢Bes cada. A- Dot Plots feitos no FlowJo. B- Os dados dos histogramas estéo
expressos média + desvio padrdo. O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa quando
comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os
testes de ANOVA seguido do teste Tukey quando os resultados foram paramétrico e Kruskall-Wallis
seguido do teste Dunn’s quando os resultados foram ndo-paramétricos.

Houve aumento de células em necrose nos grupos controle positivo
(10,60+6,355%) e mais acentuada no ICsy (12,39+7,224%) quando comparado com 0
controle negativo (8,88+7,126%), porém sem significancia estatistica. O nimero de
células em apoptose tardia/necrose se mostrou acentuado significativamente no grupo
cisplatina (31,90+3,826%) quando comparado com o controle negativo (3,58+2,688%).
Ainda que esse tipo de morte também foi aumentada no grupo 1Cs (7,05+3,175%) esse
resultado ndo foi significante estatisticamente. As células em apoptose precoce
aumentaram nos grupos controle positivo (15,78+0,929) e 1Cs (16,18+7,157) quando
comparado com o controle negativo (8,69+8,519) porém sem relevancia estatistica. A
porcentagem de células viaveis foi diminuida nos grupos de tratamento com destaque
para 0 grupo tratado com cisplatina. Essa diminuicdo foi significativa quando
comparamos 0 grupo tratado com cisplatina (41,50+9,146%) e controle negativo
(79,08+£12,313%) e na comparacdo do grupo cisplatina (41,50+9,146%) e ICs
(64,65+1,340%).

Os Dot Plots e histogramas da figura 28 representam os resultados do perfil de

morte das células da linhagem tumoral US7MG.
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Figura 28: Avaliacao do perfil de morte das células US7MG.
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Figura 28: Avaliacéo do perfil de morte celular através da marca¢do com Anexina V-FITC e lodeto de
Propideo (PI) por citometria de fluxo ap6s 24 horas de exposi¢do ao ICsy do chd de ayahuasca (1,5
mg/mL), cisplatina (controle positivo) na concentracdo de 200 UM e controle negativo (meio), em
linhagem de glioblastoma — U87MG. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3
experimentos independentes com 3 repeti¢des cada. A- Dot Plots feitos no FlowJo. B- Os dados dos
histogramas estdo expressos média + desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatisticamente
significativa quando comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad
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Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey quando os resultados foram paramétrico e
Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s quando os resultados foram néo-paramétricos.

Quando comparado com o grupo controle negativo (1,85+0,707%) houve
aumento significativo de células em necrose nas células tratadas com cisplatina
(20,3043,251%), j& o tratamento com ICsy (19,71£12,23%) o0 aumento de células
necrdticas, ainda que elevado, ndo foi estatisticamente significante. Houve aumento
significativo de células em apoptose tardia/necrose quando comparamos o grupo tratado
com cisplatina (27,73+5,095%) com o grupo controle negativo (0,83+0,244%) e com 0
grupo tratado com ICsq (1,48+0,22%). Esse mesmo perfil de resultado aconteceu com as
células em apoptose precoce, em que as células tratadas com cisplatina (15,77+6,616%)
aumentaram significativamente quando comparadas com as células tratadas com I1Csg
(0,786+0,718%) e quando comparadas com as células tratadas com meio
(0,67+0,175%). Em relacdo as células vidveis notou-se uma reducdo significativa dos
grupos tratados quando comparamos ao grupo controle (96,67+0,971%), a cisplatina
atingiu a marca de (36,17%6,058%) e 1Cso (78,03£11,76%).

A avaliacdo do perfil de morte da linhagem tumoral MCF7 esta representada nos

Dot Plots e histogramas da figura 29.

Figura 29: Avaliacdo do perfil de morte das células MCF7.
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Figura 29: Avaliacdo do perfil de morte celular através da marcacdo com Anexina V-FITC e lodeto de
Propideo (PI) por citometria de fluxo ap6s 24 horas de exposi¢do ao I1Csy do cha de ayahuasca (2,5
mg/mL), cisplatina (controle positivo) na concentragdo de 200 pM e controle negativo (meio), em
linhagem de cancer de mama — MCF7. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3
experimentos independentes com 3 repeti¢des cada. A- Dot Plots feitos no FlowJo. B- Os dados dos
histogramas estdo expressos média + desvio padrdo. O asterisco indica diferenga estatisticamente
significativa quando comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad
Prism 9.0 com os testes de ANOVA seguido do teste Tukey quando os resultados foram paramétrico e
Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s quando os resultados foram ndo-paramétricos.

Na linhagem MCF7 houve uma diminuicdo significativa dos grupos de tratamento
quando comparados com o grupo controle (10,28+1,366%) no que diz respeito as
células em necrose. No grupo cisplatina essa diminuicdo foi mais acentuada
(3,54+3,159%) do que o grupo tratado com 1Csy (7,31£0,489%). Em contrapartida,
houve aumento significativo de células em apoptose tardia/necrose nos grupos de
tratamento quando comparados com o grupo controle negativo (2,57+2%). O grupo
tratado com cisplatina (55,83+£7,179%) esse aumento foi mais acentuado do que no
grupo tratado com ICso (21,15+7,489%), sendo também significativo 0 aumento entre
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esses grupos de tratamento. Em relagcdo ao resultado de porcentagem de células em
apoptose precoce 0 grupo mais atingido foi o tratado com o cha de ayahuasca 1Csg
(40,86+5,097%), sendo esse aumento significativo quando comparado tanto com o
controle negativo (7,23+7,33%) como os tratados com cisplatina (30,97+£7,252%). Para
esse tipo de morte celular também foi significativo o aumento no grupo tratado com
cisplatina (30,97£7,252%) quando comparado com o controle negativo (7,23+7,33%).
As células viaveis diminuiram drasticamente no grupo cisplatina (8,73+2,516%), sendo
essa diminuicdo significativa, quando comparada com o grupo ICsy (32 £8,56%) e 0
grupo controle negativo (80,23+10,734%). A diminuicdo de células viaveis também foi
significativa quando comparamos o grupo ICsy (32 %8,56%) com grupo controle
negativo (80,23£10,734%).

Os resultados da linhagem nao tumoral NIH3T3 em relacéo ao perfil de morte estdo

representados nos Dot Plots e histogramas da figura 30.

Figura 30: Avaliacao do perfil de morte das células NIH3T3.
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Figura 30: Avaliacdo do perfil de morte celular através da marcacdo com Anexina V-FITC e lodeto de
Propideo (PI) por citometria de fluxo apds 24 horas de exposi¢do ao ICsy do chd de ayahuasca (2,5
mg/mL), cisplatina (controle positivo) na concentragdo de 200 pM e controle negativo (meio), em
linhagem fibroblasto — NIH3T3. Os resultados aqui apresentados sdo representativos de 3 experimentos
independentes com 3 repeticBes cada. A- Dot Plots feitos no FlowJo. B- Os dados dos histogramas estéo
expressos média + desvio padrdo. O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa quando
comparados com grupo controle, onde *P<0,05. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os
testes de ANOVA seguido do teste Tukey quando os resultados foram paramétrico e Kruskall-Wallis
seguido do teste Dunn’s quando os resultados foram ndo-paramétricos.

Na linhagem nédo tumoral NIH3T3 as células em necrose tratadas com cisplatina
(46,25+6,88%) aumentaram significativamente quando comparadas ao grupo controle
(1,93+0,597%) e sem significAncia quando comparadas ao grupo 1Cso. Os grupos em
tratamento aumentaram suas células em apoptose tardia/necrose, que foi significativa no
grupo cisplatina (16,37£3,278%) e sem significancia no grupo ICsy, comparado ao
grupo controle (2,27+1,653%). As células em apoptose precoce aumentaram, tanto no
grupo cisplatina, quanto no grupo tratado com cha de ayahuasca, porém ndo foi
significativo quando comparado ao grupo controle. As células viaveis tratadas com
cisplatina (34,57+7,896%) diminuiram significativamente quando comparadas ao grupo

controle (94,77+2,771%) e sem significancia no grupo ICsy.

7.3- Experimentos in vivo

7.3.1- Avaliacéo clinica dos animais

Os sinais clinicos dos animais foram avaliados diariamente. Apds os tratamentos,
0s animais do grupo controle negativo ndo apresentaram anormalidades clinicas. Dois
animais do grupo controle positivo (cisplatina 4mg/kg) apresentaram alopecia dorsal na
regido do pescoco e um animal deste grupo foi a ébito no Gltimo dia de tratamento.

Os animais que receberam como tratamento a dose usual do cha de ayahuasca (1X)
ndo apresentaram alteracdes comportamentais nem clinicas, ja os animais do grupo que
receberam duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca (2X) apresentaram: tremores,

piloerecdo, letargia e rastejavam. Um animal desse grupo foi a 6bito 12 horas depois do
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ultimo dia de tratamento ap6s um episodio de convulsdo. Os animais do grupo 5X, apos
tratamento, apresentavam: tremores, diarreia, letargia, piloerecdo, rangiam os dentes e
vocalizavam. Um animal desse grupo foi a ébito no terceiro dia de tratamento.

Realizamos tratamentos com dois grupos de animais (cada grupo com 4 animais)
que receberam 10X e 15X a dose usual do cha de ayahuasca. No grupo que recebeu o
tratamento de 10X os animais vieram a 6bito com 12 horas ap0s o inicio do tratamento
e 0 grupo que recebeu 15X vieram a Obito com 6 horas apds a ingestdo do cha de
ayahuasca. Todos os oito animais foram a 6bito apds episddios de convulsdo. Assim,
descontinuamos estas doses.

Outro parametro analisado para avaliar a saide animal foi o0 acompanhamento do

peso que esta representado na tabela 2.

Tabela 2: Acompanhamento do Peso Animal

Peso Controle Controle Controle Sem 1X 2X 5X
Animal  Negativo Positivo Tumor n=8 n=7 n=7
(9) n=8 n=7 n=8

D (0) 20,66+1,51° 22,41+12**¢ 21,05+1,11**¢ 2291+0,85° 20,83+0,66° 21,35+2%"¢
D (7) 21,64+1,83  23,26+0,99  22,35+0,83 22,8429  21,46+0,85  22,12+1,7
D(10)  21,72+1,84 19,97+2 22,91+0,77  22,724239  20,19+177  20,04+2,47
D (13) 21,1+22" 19,4+2,25%  23,55+0,77°  21,21+2,783° 205+1,292°  19,7+2,1°
D (16) 21,34+1,77*° 18,29+2,58%  24,06+0,53"  21,54+1,9%° 214+2 433" 20,16+2,15°
D(19) 20,75+1,83% 17,97+2,56°  24,81+0,59°  20,92+1,81%° 21,01+244% 1951+231°

Tabela 2: D(0) dia da inoculacdo das células de B16F10; D(7) dia do inicio do tratamento dos animais; D(10), D(13) e
D(16) acompanhamento do peso animal; D(19) dia da eutanasia. Grupos: controle negativo- tratados com agua, controle
positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e sem tratamento, 1X- tratados com a
dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco
vezes a dose usual do cha de ayahuasca. Unidade (g) grama. O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa,
onde *P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad
Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn'’s.

A partir do 10° dia de experimento houve uma reducdo, ndo significativa, da média
do peso dos animais do dos grupos controle positivo e as duas doses mais altas do cha
de ayahuasca (2X e 5X). A partir do 13° dia, essa reducdo passou a ser significativa
quando comparamos O grupo sem tumor e sem tratamento com o grupo controle
positivo e o grupo de maior dose de tratamento (5X). Essa diferenca permaneceu no 16°
dia de experimento. No 19° dia de experimento essa reducdo significativa da média dos
pesos atingiu todos 0s grupos tratados com ayahuasca quando comparados com 0 grupo

sem tumor e sem tratamento. Nessa fase final da experimentacdo os grupos controle
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positivo e negativo também apresentaram uma reducdo de peso quando comparados
Com 0 grupo sem tumor e sem tratamento.

Conforme apresentado na tabela 3, os resultados de volume tumoral foram
crescentes ao longo do periodo experimental. O histograma da figura 31 representa

volume tumoral no dia da eutanasia.

Tabela 3: Volume Tumoral in vivo

Volume Controle Controle 1X 2X 5X
Tumoral Negativo Positivo n=8 n=7 n=7
(mm®) n=8 n=7
D (7) 41,26+18,03 20,27+21,77 25,42+18,61 24,01+8,36 29,9+28,76

D (10) 109,53+52,75  52,25+36,52 71,52+45,07 76,99+23,14 97,12+81,46
D (13) 238,45+157,67 148,55+53,32 220,63+130,85  189,1+85,07 200,15+98,68
D (16) 506,79+188,25 322,73+96,21 429,68+254,36 386,14+117,05 440,52+209,64
D (19) 886,75+277,35 653,35+250,21  727,01+392,94 1025,85+357,75 694,11+291,4

Tabela 3: Variagdo do volume tumoral absoluto em camundongos C57BL6 portadores de melanoma. O volume do
tumor foi medido com paquimetro digital. D(0) dia da inoculacdo das celulas de B16F10; D(7) dia do inicio do
tratamento dos animais; D(10), D(13) e D(16) acompanhamento do volume tumoral; D(19) dia da eutanasia. Grupos:
controle negativo- tratados com &gua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, 1X- tratados com a dose
usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco
vezes a dose usual do chd de ayahuasca. Unidade (mm® milimetros cabicos. O asterisco indica diferenca
estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A
estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.

Figura 31: Volume tumoral no dia da eutanasia animal.
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Volume Tumoral (mm?)

0- , T T T
AguaCis 1X 2X 5X

Figura 31: Comparacdo do volume tumoral no Gltimo dia de experimento entre os grupos. Grupos:
controle negativo- tratados com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, 1X- tratados
com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca;
5X- tratados com cinco vezes a dose usual do cha de ayahuasca. Unidade (mm?®) milimetros cubicos. O
asterisco indica diferenga estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os dados foram
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apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de
Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.

Ao longo do tratamento, conforme o esperado, os animais tratados com controle
positivo (cisplatina 4mg/kg) apresentaram menor volume tumoral. E importante
ressaltar que o animal 4 do grupo 1X apresentou metastase que gerou um tumor
secundario proximo ao estdmago pesando 1,169 gramas, nesse mesmo grupo o animal 6
apresentou um tumor espalhado por toda a lateral direita do corpo do animal.
Curiosamente os animais tratados com 2X a dose do cha de ayahuasca apresentaram 0s
maiores volumes tumorais quando comparados com os demais grupos (figura 32),
entretanto essa diferenga ndo foi significativa. Nesse mesmo grupo o animal 4
apresentou um tumor espalhado por toda a lateral direita (metastase) do corpo (figura
33).

Figura 32: Imagem representativa do tumor.

Figura 32: Imagem representativa do tumor no dia da eutanasia.
Fonte: Luciana Gueiros em 01/12/2023.
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Figura 33: Metéstase de tumor de melanoma induzido por B16F10.

Figura 33: Metastase de tumor de melanoma dos animais tratados com 2X a dose do cha de ayahuasca.
Fonte: Luciana Gueiros em 01/12/2023.

7.3.2- Analises hematoldgicas

Os resultados das anélises de sangue estdo na tabela 4.

Tabela 4: Eritrograma.

Controle Controle Controle 1X 2X 5X
Negativo Positivo Sem Tumor n=8 n=7 n=7
n=8 n=7 n=8

RBC (10°uL)  5,98+1,68 6,18+1,73 6,94+1,32 6,14+2,67  558+1,65  7,71+0,96
HGB (g/dL) 8,31+2,54 9,2742,58  10,25+1,96 8,96+3,8 8+2,56 11,49+1,43
HCT (%) 28,2+7,88 28,77+8,1  32,35+6,26  28,69+12,1 26,75+7,78  36,35+4,59
MCV (fL) 47294134  46,71+143  46,65+0,77 A7 41+34  48,11#134  47,29+0,95
MCH (pg) 13,8+1,15°  14,96+0,842" 14,74+0272° 14,69+0,73*°  14,22+1*°  14,85+0,26"
MCHC (g/dL)  29,35+2,97  32,17#179  31,67+0,85 31,240,86  29,67+#1,78  31,55+0,39
RDW (%) 15,74+0,76*°  14,63+1,08* 1535+0,572"  16,51+1,03" 16,1+0,81*"  15,85+0,402"

Tabela 4: RBC- contagem de células vermelhas; HGB- hemoglobina; HCT- hemat6crito; MCV-volume
corpuscular médio; MCH- hemoglobina corpuscular média; MCHC- concentragdo de hemoglobina
corpuscular média; RDW- amplitude de distribuigdo dos eritrdcitos. Grupos: controle negativo- tratados
com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e
sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose
usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do cha de ayahuasca. Unidades de
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medida: pL - microlitros; g/dL - gramas por decilitro; fL- fentolitros; pg-picogramas. O asterisco indica
diferenca estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média +
desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do
teste Dunn'’s.

Os resultados do eritrograma revelaram em relacdo a hemoglobina corpuscular
média (MCH) uma tendéncia de aumento em grupos tratados com ayahuasca que foi
significativa quando comparado o grupo controle negativo e 5X. A amplitude de
distribuicdo dos eritrocitos (RDW) mostrou uma tendéncia de aumento em grupos
tratados com ayahuasca com exce¢do da maior dose, por outro lado, houve uma
diminuicdo significativa quando comparamos o grupo tratado com cisplatina e tratado
com a menor dose de ayahuasca. Ainda que os resultados para contagem de células
vermelhas (RBC), hemoglobina (HGB) e hematocrito (HCT) estejam aumentados no
grupo da maior dose (5X) e diminuidos no grupo de 2X quando comparados com 0s
grupos controles ndo foram consideradas alterac6es significativas, p > 0,05.

O resultado do leucograma esta apresentado na tabela 5.

Tabela 5: Leucograma.

Unidade Controle Controle Controle 1X 2X 5X

10%3/uL Negativo Positivo ~ Sem Tumor n=8 n=7 n=7
n=8 n=7 n=8

WBC 6,95+4,35  3,94+2 45 6,51+5,68 5,5+4,37 3,76+3,18 7,0945,18

Linfocitos 5114355  3,16+2,2 5,23+4,42 6,87+£10,2 2,31+2,06 5,18+3,93

Mondcitos 0,21+0,17  0,07+0,07 0,15+0,15 0,16+0,13 0,11+0,12 0,17+0,18

Granul6citos 2,87+3,22  0,71+0,31 1,07£1,12 1,36+1,17 1,26+1,58 1,74+1,28

Tabela 5: WBC- contagem de células brancas. Grupos: controle negativo- tratados com agua, controle
positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e sem tratamento,
1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose usual do cha de
ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do cha de ayahuasca. Unidade de medida: pL. —
microlitros. O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os dados
foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os
testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.

Com relacdo a serie branca (leucograma) apresentado na tabela 5 ndo houve
diferenga estatisticamente significante entre os grupos experimentais. Em relacdo a
contagem de celulas brancas (WBC) quando comparamos 0s animais do grupo controle
negativo com os animais tratados com o cha de ayahuasca observam-se diminui¢ao nos
grupos controle positivo, 1X e 2X e aumento no grupo de 5X. Para os linfocitos quando

comparamos controle negativo com os animais tratados com o cha de ayahuasca ocorre
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aumento nas doses de 1X e 5X e diminuicdo na dose de 2X e no grupo controle

positivo. Monacitos e granulécitos quando comparados grupo controle negativo e todos

o0s demais grupos ocorre diminui¢do que é mais acentuada no grupo controle positivo.
Os resultados do plaguetograma assim como a procalcitonina nado foram

significativamente diferentes entre 0s grupos experimentais, apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Plaguetograma e Procalcitonina.

Controle Controle Controle Sem 1X 2X 5X
Negativo Positivo Tumor n=8 n=7 n=7
n=8 n=7 n=8

PLT 603,87+419,14 728,86+689,22 4385+35555 657,43+715,18 398,14+410,66 838,5+494,94
(10%uL)
MPV (fL) 5,17+0,72 5,11+0,64 5,31+0,43 5,18+0,37 5,37+0,68 4,97+0,43
PDW 16,34+1,03 16,46+1,05 16,8+1,14 16,66+0,97 16,84+0,76 16,4+0,89
PCT %) 0,3+0,19 0,23+0,24 0,22+0,17 9,99+26,12 0,2+0,19 0,4+0,22

Tabela 6: PLT- plaquetas; MPV- volume plaquetario médio; PDW- tamanho das plaquetas e PCT-
procalcitonina. Grupos: controle negativo- tratados com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a
4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de
ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes
a dose usual do cha de ayahuasca. Unidades de medida: L. — microlitros; fL- fentolitros. O asterisco
indica diferenca estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os dados foram apresentados como
média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis
seguido do teste Dunn’s.

Existe acentuado aumento, ainda que ndo significante, nas plaquetas quando
comparamos 0s animais dos grupos controle negativo e sem tumor com 0s animais
tratados com a ayahuasca na maior dose de tratamento com o cha de ayahuasca. Esse
ndmero aumentado também é encontrado nos animais do grupo controle positivo e 1X e
diminuido no grupo de 2X. O volume plaquetario médio também estava aumentado no
grupo tratado com 1X e 2X e diminuido nos grupos cisplatina e 5X quando comparado
com o grupo controle negativo. O tamanho das plaquetas estd aumentada nos grupos
controle positivo e em todos os grupos tratados com ayahuasca quando comparados
com grupo controle negativo. A procalcitonina se mostrou aumentado nos grupos
tratados com 1X e 5X a dose do chad de ayahuasca quando comparado aos demais

grupos, ainda que néo significante.
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7.3.3- Andlises bioquimicas
Os resultados das andlises bioquimicas do soro ndo apresentaram diferencas
significantes e estdo resumidos na tabela 7.

Tabela 7: Bioquimica.

Controle Controle Controle Sem 1X 2X 5X
Negativo Positivo Tumor n=s n=7 n=7
n=8 n=7 n=8
ALT (uL) 180,33+98,1  209,2+120,4 114,88+110,6 192,17+224,5 160455 119,6+122,3
AST (UL) 88,25+1682P 13,8+12,152° 251 12+218.8% 67,3+126,5%" 4.43+2° 83,1+116,52°
Creatinina  0,41+0,23 0,4+0,24 0,360,08 0,42+0,19 0,35+0,07 0,34+0,15
(mg/dL)
Ureia 87+64,5 74+46,8 54,75+15,2 34,14+32 35+32 50,4+33,1
(mg/dL)
Albumina  2,6+0,75 2,72+0,98 3+0,78 2.26+0.46 2.4+0,3 3,4+1,7
(d/dL)
Glicose
(mo/dL) 260,75+20 251,4+17,6 253,2+26 303,866 270,4+87 250+22,2

Tabela 7: ALT- alanina aminotransferase; AST- aspartato aminotransferase; creatinina, ureia, albumina e
glicose. Grupos: controle negativo- tratados com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a
4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de
ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes
a dose usual do cha de ayahuasca. Unidades de medida: U/L- microlitros; mg/dL- miligrama por decilitro
e d/dL- decilitro. O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os
dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com
os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.

Os niveis de ALT do grupo controle positivo foram os mais altos quando
comparados com 0s outros grupos experimentais, enquanto os niveis de AST foram
baixos, ambos sem significancia. Quando comparamos os niveis de AST houve reducao
significante entre 0 grupo sem tumor e sem tratamento e o grupo tratado com 2X a dose
usual do cha de ayahuasca. Os niveis de ureia dos animais tratados com cisplatina e
todas as doses do cha de ayahuasca foram reduzidos, porém sem significancia quando
comparadas com o0s grupos controle negativo. A glicose apresentou-se diminuida no
grupo tratado com cisplatina e aumentada em todos 0s grupos de tratamento com o cha

de ayahuasca.

7.3.4- Analises dos 6rgéaos sistémicos
Além do tumor, os 6rgdos (cérebro, pulmé&o, rins, coragdo, figado, bago, timo,
estdbmago e intestino) foram avaliados em relacéo a alteragfes macroscopicas, pesados e
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fixados para analises histopatologicas. Durante a observacdo macroscopica foram
encontradas regides esbranquicadas no figado e rins do animal 2 tratado com a dose
usual do cha de ayahuasca. Manchas escuras foram observadas no figado do animal 2
no grupo tratado com o cha e ayahuasca na dose de 5X, assim como no baco do animal
3, no intestino do animal 5 e no estbmago do animal 6.

Os resultados para peso relativo e absoluto do tumor e 6rgdos como pulmé&o (ainda
que um 6rgdo alvo de metéstase para melanoma), estbmago e intestino ndo foram

significantes estatisticamente e estdo representados na figura 34.

Figura 34: Peso Relativo e Absoluto: Tumor, Pulmé&o, Estdmago e Intestino.
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Figura 34: Comparacdo do peso relativo e peso absoluto do tumor e dos 6rgdos: pulmao, estbmago e
intestino entre os grupos. Grupos: controle negativo- tratados com agua, controle positivo- tratados com
cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e sem tratamento, 1X- tratados com a dose
usual do ch& de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados
com cinco vezes a dose usual do cha de ayahuasca. Unidades de medida: g — gramas. O asterisco indica
diferenca estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média +
desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do
teste Dunn’s.

Os resultados para peso relativo do cérebro estdo representados na figura 35.

Figura 35: Peso Relativo e Absoluto do Cérebro.
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Figura 35: Comparacéo do peso relativo do cérebro entre os grupos. Grupos: controle negativo- tratados
com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e
sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose
usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do cha de ayahuasca. Unidades de
medida: g — gramas. O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os
dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com
0s testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.

Os resultados mostraram aumento significativo do peso relativo do cérebro entre o
grupo controle positivo e 0 grupo de animais sem tumor e sem tratamento. Em geral,
notou-se uma tendéncia dos animais com tumor e em tratamento apresentarem peso
relativo do cérebro maior do que o grupo de animais sem tumor e sem tratamento, essa
tendéncia foi relacionada com a dose do cha de ayahuasca, ja que, ao aumentar a dose 0
peso relativo do cérebro também aumentou, sem significancia estatistica. Em relacdo ao
peso absoluto do cérebro, ndo ha diferencas relevantes estatisticamente, e uma leve
tendéncia de diminuicdo dos animais tratados (agua, cisplatina e ayahuasca) e
portadores de tumores dos animais sem tumor e sem tratamento.

Os resultados do peso relativo do coragéo estdo apresentados na figura 36.

Figura 36: Peso Relativo e Absoluto do Coracao.
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Figura 36: Comparacdo do peso relativo e absoluto do coracdo entre os grupos. Grupos: controle
negativo- tratados com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor-
grupo sem tumor e sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com
duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do cha de
ayahuasca. Unidades de medida: g — gramas. O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa,
onde *P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no
GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.

Nota-se uma tendéncia de aumento do peso relativo do coracdo em animais tratados
e com tumor, estatisticamente significante, quando comparamos o grupo controle positivo
e animais sem tumor. Quando analisamos 0 peso absoluto existe uma diminuig&o,
estatisticamente significante, quando comparamos o grupo de maior dose administrada do
cha de ayahuasca (5X) e o grupo sem tumor e sem tratamento.

Os resultados do peso relativo e absoluto do timo estdo apresentados na figura 37.

Figura 37: Peso Relativo e Absoluto do Timo.
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Figura 37: Comparacéo do peso relativo e absoluto do timo entre os grupos. Grupos: controle negativo-
tratados com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem
tumor e sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes
a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do cha de ayahuasca.
Unidades de medida: g — gramas. O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa, onde
*P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no
GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn'’s.

Nota-se uma tendéncia de diminuicdo do peso relativo e absoluto do timo nos
animais portadores de tumores que foram tratados com cisplatina e com ayahuasca
guando comparados aos animais sadios, em contrapartida, 0s animais em que receberam

como tratamento para seus tumores a agua apresentaram aumento do peso relativo e
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absoluto do timo, que foi significativo, quando comparado ao grupo tratado com

cisplatina.
Os resultados para peso absoluto e relativo dos rins estéo apresentados na figura 38.

Figura 38: Peso Relativo e Absoluto dos Rins.
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Figura 38: Comparacdo do peso absoluto e relativo dos rins entre 0s grupos. Grupos: controle negativo-
tratados com &gua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem
tumor e sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes
a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do ch& de ayahuasca.
Unidades de medida: g — gramas. O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa, onde
*P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no
GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis sequido do teste Dunn’s.

N&o observou-se diferenca significativa para peso relativo dos rins entre os grupos. O
peso absoluto para o rim direito, notou-se uma diminuig&o do peso nos animais portadores de
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tumores e tratados (cisplatina e ayahuasca) que foi significativa quando comparado o grupo
sem tumor e sem tratamento e a maior dose do ch& de ayahuasca (5X). Ja o peso absoluto do
rim esquerdo tambeém foi notado a diminuicdo nos animais portadores de tumores e tratados
(cisplatina e ayahuasca) que foi significativa quando comparado o0 grupo sem tumor e sem
tratamento e as maiores doses do cha de ayahuasca (2X e 5X).

Os resultados para o peso relativo e absoluto do figado estdo apresentados na figura 39.

Figura 39: Peso Relativo e Absoluto do Figado.
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Figura 39: Comparacédo do peso relativo do figado entre os grupos. Grupos: controle negativo- tratados
com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e
sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose
usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do cha de ayahuasca. Unidades de
medida: g — gramas. O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos os
dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com
os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.

Né&o foi notada diferenca significativa para o peso absoluto do figado, ainda que,
tenha sido menor no grupo tratado com cisplatina. No que diz respeito ao peso relativo,
em geral, todos os animais portadores de tumor apresentaram aumento do peso deste
orgéo, que foi significativo em relagdo aos animais sem tumor e o grupo tratado com
agua e a dose usual de ayahuasca. Os resultados para o peso do bago estdo apresentados
na figura 40.
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Figura 40: Peso Relativo e Absoluto do Baco.
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Figura 40: Comparagéo do peso relativo e absoluto do bago entre os grupos. Grupos: controle negativo-
tratados com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem
tumor e sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes
a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do chd de ayahuasca.
Unidades de medida: g — gramas. O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa, onde
*P<0,05. Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no
GraphPad Prism 9.0 com os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn'’s.

O 6rgédo que apresentou maior variacdo significativa dos resultados foi o baco. Em
geral houve aumento do peso deste 6rgdao nos animais tratados. Para o peso relativo do
baco o grupo tratado com a dose usual do cha de ayahuasca apresentou maior peso e 0s
tratados com cisplatina os menores pesos. Houve aumento significativo quando
comparamos 0s animais grupo controle negativo e o grupo tratado com cisplatina e 0s
animais sem tumor e sem tratamento. Os animais tratados com a dose usual de
ayahuasca e 2X apresentaram aumento significativo do peso quando comparados com
0s tratados com cisplatina e animais sem tumor e sem tratamento.

Em relagdo ao peso absoluto os maiores e menores pesos também foram
encontrados com grupos 1X e cisplatina, respectivamente. Houve um aumento do peso
deste 6rgdo em todos os grupos tratados com ayahuasca. Esse aumento estatistico foi
significante quando comparamos 0 grupo controle negativo com o controle positivo, a

dose usual do ch& de ayahuasca e 2X com o grupo tratado com cisplatina.
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As correlacdes de variaveis de Spearman estdo representadas nos graficos de dispersédo
na figura 41.

Figura 41: Correlacdes Peso do Tumor X Peso Orgao.
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Figura 41: Correlagdo de varidveis: peso do tumor e peso dos érgdos. Grupos: controle negativo- tratados
com agua, controle positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, controle sem tumor- grupo sem tumor e
sem tratamento, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X- tratados com duas vezes a dose
usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do cha de ayahuasca. Unidades de
medida: g — gramas; mm?*- milimetros ciibicos. Diferenga estatisticamente significativa, para *P<0,05.
Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad
Prism 9.0 com o teste de correlagdo de variaveis Spearman.

Feito o teste de correlacdo de variaveis de Spearman entre peso do tumor e peso
dos o6rgaos foi notado que no grupo tratado com uma vez a dose usual do cha de
ayahuasca (1X) existe uma correlagdo com significancia forte no estbmago e moderada
no intestino. No grupo tratado com duas vezes a dose usual do chéa de ayahuasca (2X)
existe uma correlacdo com significancia moderada no estdmago. No grupo tratado com
cinco vezes a dose usual do chd de ayahuasca (5X) existe uma correlacdo com
significancia moderada no pulmao e figado.

Também foi feito o teste de correlacdo de variaveis de Spearman entre o peso do
tumor e o volume do tumor, o resultado mostrou significancia apenas no grupo controle

negativo com uma correlacdo moderada.

7.3.4.1 — Andlises histoldgicas

A anélise histologica dos 6rgdos revelou alguns achados microscopicos que
merecem destaque. Pulmdo com hemorragia foi encontrado em 1 animal tratado com
agua e 2 animais tratados com 5X a dose do ch& de ayahuasca, nesse mesmo grupo um
animal apresentou células atipicas proximas aos brénquios (figura 42). Rins com
descamacéo tubular foram encontrados em 1 animal tratado com agua, 2 tratados com
cisplatina (figura 43) e 2 tratados com a maior dose do cha de ayahuasca (5X). A

porcentagem de necrose tumoral esta representada na figura 44.
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Figura 42: Parénquima Pulmonar.

Legenda: A- area sélida do parénquima pulmonar (AS) de células atipicas peribronquiolar (BRQ),
(200X); B- ampliagdo da imagem com indicacdo de célula com nlcleo multilobulado e varios ndcleos
(seta branca) e mitose (seta preta), (400X). Lamina de pulm&o de animal tratado com ayahuasca na maior
dose. Coloracéo hematoxilina eosina.

Figura 43: Cortex Renal.

Legenda: A- Cdrtex renal de animal tratado com agua. Tubulos proximais (TP), tGbulos distas (TD) e
corptsculo renal (CR), (400X); B- cortex renal de animal tratado com cisplatina. Eosinophilia e
descamacéo de células tubulares que se aglomeraram no interior dos tdbulos (CT), algumas mostrando
nlcleos (seta), (400X). Coloragdo hematoxilina eosina.
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Figura 44: Necrose tumoral.
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Figura 44: Necrose tumoral entre os grupos. Grupos: controle negativo- tratados com agua, controle
positivo- tratados com cisplatina a 4mg/kg, 1X- tratados com a dose usual do cha de ayahuasca; 2X-
tratados com duas vezes a dose usual do cha de ayahuasca; 5X- tratados com cinco vezes a dose usual do
cha de ayahuasca. O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa, onde *P<0,05. Todos 0s
dados foram apresentados como média * desvio padrdo. A estatisca foi feita no GraphPad Prism 9.0 com
os testes de Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn’s.

Houve diminui¢do de necrose tumoral em todos os grupos de tratamento quando
comparado com o grupo controle negativo. Esse resultado foi significativo quando
comparamos 0 grupo tratado com agua, tratado com cisplatina e tratado com 2X a dose
do ché de ayahuasca. O patologista trabalhou com escala: leve, moderada e intensa que
pode ser convertido a uma provavel porcentagem de necrose tumoral vista em lamina.

As figuras 45, 46, 47 ilustram os achados histoldgicos nas ldaminas de tumores.

melanoma maligno.




Legenda: A- éarea sélida de melanoma em vista panordmica (100X); B- ampliacdo da imagem com
indicacdo de melanina intracitoplasmatica e ndcleos com presenc¢a de 1 a 3 nucléolos (400X). Lamina de
tumor de animal tratado com ayahuasca na maior dose. Coloragdo hematoxilina eosina.

Figura 46: Melanoma ulcerando a pele.

Legenda: A- melanoma ulcerando a pele (seta preta), pele integra (seta branca);(50X); B- ampliacdo da
imagem com indicacdo da area ulcerada com células melanociticas com baixa expressdo de melatonina
(seta branca), restos de epiderme (seta preta). Areas de necrose focal (N). Lamina de tumor de animal
tratado com 2X a dose usual de ayahuasca; (200X). Coloracdo hematoxilina eosina.

Figura 47: Nédulos de melanoma necraético.

Legenda: A- Nodulos de melanoma necrético no subcutaneo (TU), um deles completamente necrotico
(N);(50X); B- Melanoma com éreas de degeneracdo vacuolar (V) e focos de necrose (N). Lamina de
tumor de animal tratado com 5X a dose usual de ayahuasca; (100X). Coloragdo hematoxilina eosina.

by

Um achado que merece destaque foi a morte neuronal observada nos cortes
cerebrais (figura 48). O patologista trabalhou com uma escala: leve, moderada e intensa.
4 animais tratados com agua e 2 animais sem tumor e sem tratamento apresentaram leve
morte neuronal. J& os animais tratados com o cha de ayahuasca apresentaram intensa

morte neuronal, 3 animais do grupo 1X e 2X e 4 animais do grupo 5X e cisplatina.

119



Figura 48: Vista panoramica do hipocampo.

A

Legenda: A- Vista panoramica do hipocampo mostrando faixa de neurdnios necroticos (linha vermelha)
e area normal (linha branca); (100X); B- Ampliacdo da imagem; (200X). Lamina de cérebro animal
tratado com 5X a dose usual de ayahuasca. Coloragdo hematoxilina eosina.

8- DISCUSSAO

A ayahuasca, decoccdo milenar indigena é usada por xamas e integrantes de tribos
amazonicas e mais recentemente em rituais religiosos sincréticos no Brasil e mundo
afora. Seus principais componentes ativos, DMT e B-carbolinas tém efeitos terapéuticos
ja descritos como, por exemplo, RODRIGUES et al., 2019; NIITSU et al.,, 2012;
BERROUGUI et al., 2006; CAO et al., 2004, e recentemente em experimentos pré-
clinicos e clinicos mostram uma agdo promissora para o tratamento da depresséo (PIC-
TAYLOR et al., 2015; SANCHES et al., 2016; GALVAO-COELHO et al., 2020) e no
tratamento do abuso e dependéncia do alcool e substancias ilicitas (DOERING-
SILVEIRA et al., 2005; THOMAS et al., 2013; OLIVEIRA-LIMA et al., 2015; NOLLI
et al., 2020).

A popularizagdo da ayahuasca pelas religides ayahuasqueiras, pelo seu uso
recreativo, e pela facilitacdo de acesso a cerimonias e rituais, permitiu que pessoas com
diversas enfermidades, principalmente algumas de dificil controle ou aquelas cuja cura é
inatingivel, buscassem na coc¢do uma possivel melhora/cura para seus problemas de
salde. Dentre muitas enfermidades, o cancer é uma doenca de dificil tratamento e
remissdo reduzida. Neste sentido, nas ultimas décadas vemos um crescente nimero de
relatos que associam a melhora clinica e até a cura de pacientes com diversos tipos de
canceres que optaram por se tratar de maneira alternativa e holistica com a ayahuasca
(SCHMID et al., 2010; SCHENBERG, 2013). Ndo €é incomum ver a remissao
temporaria de pacientes que utilizaram terapias alternativas devido ao efeito placebo, ou
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mesmo ao simples fato de se “crer” na remissdo. Assim este trabalho visou separar, o
possivel efeito biologico terapéutico da ayahuasca do efeito de cura espiritual (efeito
placebo).

Foi utilizado uma aliquota da infusdo que nos foi cedida pelo grupo Unido do
Vegetal, com sede em Brasilia-DF, em maio de 2011. O material que permaneceu
armazenado até sua utilizacdo foi re-quantificado para verificar a integralidade dos
compostos ativos do chd. Em PIC-TAYLOR et al., 2015 a quantificagcdo do cha gerou
0s seguintes dados: DMT 0,146 mg/mL, harmina 1,56 mg/mL e harmalina 0,12 mg/mL;
a quantificacdo atual mostrou que nas condicdes de armazenamento usadas, existe
estabilidade do DMT 0,146 mg/mL e da harmalina 0,129 mg/mL; mas houve
degradacéo na ordem de 50% harmina 0,754 mg/mL.

O cha de ayahuasca foi entdo usado, na primeira etapa do estudo, para investigar
seu efeito potencial in vitro, em células de modelo tumoral murinas (B16F10), humano
(UB7TMG e MCF7) e controle ndo tumoral murino (NIH3T3). Nos experimentos in
vitro, a cisplatina foi usada como controle positivo e 0 meio de cultura como controle
negativo.

A cisplatina é um farmaco mundialmente utilizado para intervencGes
quimioterapicas, devido a seu mecanismo antitumoral eficiente para vérios tipos de
células cancerosas (GENTILIN, 2023). Apds a conclusdo dos experimentos, a acdo da
cisplatina, nosso controle positivo, foi confirmada como quimioterapico eficiente nas
diferentes linhagens celulares em tratamentos in vitro e in vivo, embora com efeitos
toxicos.

A cisplatina é considerada um agente alquilante, embora sua acdo ndo envolva
diretamente a alquilagdo do DNA (FLOREA & BUSSELBERG, 2011). Ela entra nas
células tumorais por difusdo, através de transportadores especificos, dentro da célula
sofre hidrolise, substitui seus ligantes, cloro por agua, o que a ativa. Esta forma ativa da
cisplatina forma ligacdes covalentes com bases de DNA (FLOREA & BUSSELBERG,
2011).

A ligacdo da cisplatina ao DNA causa alteragOes estruturais significativas, como
curvatura e desenrolamento da hélice dupla (WANG & LIPPARD, 2005), esses danos
bloqueiam a replicagdo e a transcricio do DNA, interferindo no ciclo celular
(KELLAND, 2007). Nossos resultados estdo de acordo com esse mecanismo de morte,
ja que a cisplatina nos ensaios de viabilidade celular ndo se mostrou eficiente, tendo em

vista que a membrana celular parece permanecer intacta, ja nos resultados de
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fragmentacdo do DNA, a cisplatina provou comprometimento ao DNA. No ensaio de
fases do ciclo celular, a cisplatina blogueia o ciclo celular em S, confirmando a
fragmentacdo do DNA, j& que ndo hé& possibilidade de duplicacao.

Os resultados encontrados dos efeitos do cha de ayahuasca in vitro foram
promissores. Diferentemente da cisplatina, o mecanismo pelo qual o cha de ayahuasca
promove a diminuigdo da viabilidade celular € o comprometimento na integridade da
membrana celular em todas as linhagens celulares testadas com tendéncia de diminuigéo
de viabilidade com aumento da dose de tratamento com cha de ayahuasca. A
fragmentacdo do DNA também foi aumentada em todas as linhagens celulares, de
maneira acentuada nas linhagens tumorais U87MG e MCF?7.

A andlise de citometria de fluxo mostrou os efeitos apoptéticos da ayahuasca em
células B16F10. No grupo controle negativo, a maioria das células estavam nas fases
Gl e S, devido ao alto estado proliferativo da linhagem celular. Apds a exposicao ao
ICs0 do ché& por 24 horas, observamos um aumento acentuado na porcentagem de células
bloqueadas na fase G2 do ciclo celular, acompanhado por uma diminuicdo na
porcentagem de células na fase G1, indicando uma parada do ciclo celular na fase G2.
Esses resultados estdo de acordo com a literatura, j& que, estudos mostram as f-
carbolinas também promovem paradas em G2 (DI GIORGIO et al., 2004; HAMSA &
KUTTAN, 2011, IKEDA et al., 2012; HAN et al., 2012). O bloqueio na fase G2 do
ciclo celular é irreversivel, e estas células inevitavelmente caminhardo para a morte
celular. Este bloqueio nos remete a possibilidade de danos em quantidades significativas
no DNA, como mostra os experimentos de fragmentacdo do DNA.

Estudos adicionais, com o cha de ayahuasca, precisam ser feitos, com a intencao de
melhor investigar os motivos dessa parada do ciclo celular em G2. Além do
comprometimento da integridade do DNA, o bloqueio em G2 pode ocorrer devido ao
comprometimento de processos essenciais para a progresséo do ciclo celular, como por
exemplo, a integridade do fuso mitotico ou desregulacdo da expressdo de genes
envolvidos no processo de divisdo celular que ndo foram investigados neste trabalho.
Com relacdo a regulacdo de genes do ciclo celular, HAMSA & KUTTAN (2011)
através de analise RT-PCR mostrou que a harmina induziu a apoptose em células de
melanoma B16F10 ao regular positivamente Bax e ativar Caspase-3, 9 e p53 e regular
negativamente Bcl-2. HAN et al. (2012) sugerem harminas como inibidores de PLK-1.
De fato, diante desses resultados, existe uma potencial atividade anti-cancer das p-

carbolinas e consequentemente da cocg¢do que as contém, que devem continuar sendo
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investigadas com a intencao de obter resultados mais especificos em relacdo as vias de
atuacdo no ciclo celular acrescentando a doses ndo toxicas para garantir seguranca na
terapéutica do cancer.

Baseado nos resultados do ensaio com Anexina V- FITC por citometria de fluxo, a
morte celular induzida pela cisplatina e pelo chd de ayahuasca variou entre apoptose
precoce, tardia e necrose. Provavelmente o tempo de exposicdo (24 horas) a dose
administrada e o tipo celular (GALLUZI et al., 2012) foram determinantes para esse
resultado. A linhagem tumoral MCF7 se comportou de maneira oposta as demais
linhagens experimentais no que diz respeito a morte celular por necrose, ja que houve
reducéo significativa no grupo cisplatina e 1Csy quando comparado ao grupo controle.
Sendo assim, confirmando que, linhagens celulares diferentes apresentam respostas
distintas dependendo de sua capacidade de reparar o DNA ou ativar as vias de apoptose
(WANG & LIPPARD, 2005).

Tomando como base os resultados dos experimentos in vitro com ayahuasca em
linhagens de cancer murino B16F10, procedeu-se a investigagdo do efeito da
antitumorigénico da ayahuasca em camundongos C57BL/6 que tiveram tumor induzido
e foram subsequentemente tratados com as diferentes doses de ayahuasca por gavagem,
durante 10 dias iniciando no 7°dia ap6s a inoculacdo do tumor. A cisplatina também foi
utilizada como controle positivo, a dgua atuou como controle negativo e foi incluido o
grupo sem tumor e sem tratamento (controle saudavel) permitindo avaliar se os efeitos
observados (em resposta ao tumor ou a um tratamento) sdo realmente causados pela
presenca do cancer e ndo por outros fatores.

O tratamento do melanoma in vivo com a cisplatina na dose de 4 mg/kg, em dias
alternados, se mostrou eficiente, ainda que potencialmente toxico, ja que um animal foi
a Obito. Dentre os principais efeitos adversos descritos em pacientes oncologicos que
realizam o uso da cisplatina, destaca-se a perda de peso significativa apos o periodo de
tratamento com este quimioterapico (BERG et al., 2024). Como constatado neste
presente estudo, o grupo animal que foi tratado como controle positivo apresentou
reducdo significativa do peso entre 0 13° e 19° dia de experimento, comprovando 0s
achados descritos na literatura. Os animais tratados com cisplatina apresentaram um
volume, peso e necrose tumoral menores, ja que € um quimioterapico conhecido e,
portanto, esse resultado era esperado (DIAS et al., 2018).

O tratamento dos animais portadores de melanoma com ayahuasca em altas doses
também se mostrou tdxico levando todos os animais tratados com 10X e 15X a 6bito o
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que nos fez descontinuar essas doses. Possivelmente, a dose de 5X seja a dose maxima
que os animais portadores de melanoma suportam por 10 dias de tratamento, isso
porque, todos os animais deste grupo apresentaram alteragdes clinicas consideraveis
(tremores, piloerecdo, diarreia, ranger dos dentes e vocalizacdo) perda de peso que
culminou com 6bito de 1 animal com episddio convulsivo, caracteristico de sindrome
serotoninérgica.

Provavelmente alteracbes no sistema imunolégico durante o processo de
desenvolvimento do cancer (SPRANGER & GAJEWSKI, 2018) concomitantemente ao
tratamento com o cha de ayahuasca sejam suficientes para sobrecarga do organismo o
que culmina com a morte animal, que também aconteceu com um animal do grupo de
2X. No caso do melanoma existe uma ativacéo inicial do sistema imune, no processo de
formacdo do tumor, porém, a medida que o melanoma progride ele desenvolve
estratégias para escapar do ataque imune como, por exemplo, a inibicao de células T e a
liberacdo de citocinas imunossupressoras que enfraquecem a resposta inflamatoria
(SPRANGER & GAJEWSKI, 2018). MOTTA et al. (2018) realizaram estudos com
ratas wistar prenhes, estado que também altera o sistema imune (MOR et al., 2018;
RACICOT & MOR, 2017), e animais tratados com ayahuasca nas doses de 4X e 8X
foram a obito.

Nas doses de 1X, 2X e 5X os tratamentos com ayahuasca revelaram uma reducéo
significativa do peso animal, em parte esta associada ao tratamento com a ayahuasca
comprovada em outros estudos (OLIVEIRA et al., 2010; MOTTA et al., 2018;
SANTOS et al., 2017; NOLLI et al., 2020) e também relacionado a doenga, j& que, a
perda de peso em animais com cancer € conhecida (CARDOSO, 2018; LI et al., 2024).

Em relagdo ao tumor os animais tratados com ayahuasca nas doses de 1X e 5X
apresentaram uma tendéncia de diminuicdo de volume tumoral quando comparadas com
o controle negativo, porém sem significancia, esse resultado se revela interessante ja
que seria uma funcdo importante na terapéutica. Curiosamente os animais tratados com
2X a dose, apresentaram um volume tumoral maior e um animal apresentou um tumor
que se espalhou por toda a lateral do corpo, essa dose merece atencéo, ja que, é possivel
de ser atingida nos rituais religiosos.

Os resultados do hemograma animal mostram uma reducéo dos niveis de hemacias,
hemoglobina e hematdcrito dos grupos de tratamento (1X e 2X), controle positivo e
negativo quando comparados com 0 grupo sem tumor e sem tratamento, isso é

explicado pela possivel presenca de anemia crénica da doenca (WEISS et al., 2005) ou
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anemia inflamatdria ou anemia associada a insuficiéncia medular (CARVAJAL et al.,
2017). Os resultados do leucograma revelaram leucopenia nos grupos controle positivo,
1X e 2X que é explicado pela imunossupressao causado pelo tumor (GABRILOVICH
et al., 2012) e leucocitose nos grupos controle negativo e tratados com a maior dose do
cha de ayahuasca, que é explicado pela ativagdo imunoldgica ou inflamacdo cronica da
doenga (SUZUKI et al., 2015). A trombocitose (aumento das plaquetas) foi encontrado
nos grupos de tratamento 1X e 5X, controle negativo e positivo, 0 que favorece a
formacdo de agregados tumor-plaquetas, auxiliando na protecdo das células tumorais
contra o sistema imune e promovendo a formacdo de metastases (LABELLE et al.,
2011). A excecdo desse resultado foi o grupo 2X que apresentou trombocitopenia
(reducdo das plaquetas) explicado pela presenca excessivo de plaquetas no
microambiente tumoral (SCHUMACHER et al., 2013).

Camundongos portadores de melanoma apresentam alteracdes bioquimicas
caracteristicas, refletindo tanto o impacto do tumor no metabolismo quanto a resposta
do organismo ao cancer. As alteracfes mais comuns estdo relacionadas a marcadores
inflamatdrios, funcdo hepatica, estresse oxidativo, metabolismo lipidico e energético.
Nesse sentido nossos resultados confirmam o aumento de ALT em todos os grupos de
tratamento caracterizado por alteracfes na funcdo hepatica associado ao metabolismo
tumoral e a toxicidade sisttmica (MCMILLAN, 2013). A diminuicdo em todos 0s
grupos de tratamento dos niveis de AST pode estar relacionado ao efeito sistémico de
citocinas inflamatorias (interleucinas e fator de necrose tumoral) que podem interferir
com o metabolismo hepético e a producdo de enzimas hepaticas, o que corrobora os
achado de HAMSA & KUTTAN em 2010 em que esses niveis estdo diminuidos em
animais tratados com harminas.

O céncer pode levar a alteragdes no metabolismo do nitrogénio e as citocinas
inflamatdrias liberadas pelo tumor também podem comprometer os rins (NAKAMURA
et al., 2009) o que seria uma explicacdo para 0s animais tratados com o cha de
ayahuasca apresentaram niveis de ureia diminuidos e os animais controles aumentados.

Os achados histoldgicos mostraram-se reveladores em relagdo a inducéo de necrose
tumoral com os grupos tratados com ayahuasca principalmente o grupo 2X que se
mostrou mais eficiente do que o controle positivo, sendo assim, ainda que seja
necessario estudos complementares existe um potencial terapéutico da ayahuasca no
melanoma j& que a necrose do tumor esté relacionado a beneficios diretos e especificos

nos tumores. Os achados histolégicos de morte neural pelos grupos tratados com
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ayahuasca também merecem ser discutidos, ainda que corroborados por PIC-TAYLOR
et al. (2015) sdo necessarios estudos complementares com o objetivo de desvendar as
causas e/ou consequéncias desse resultado visto que pode ser um efeito colateral real do
uso do cha.

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a investigar o potencial
antitumorigénico da ayahuasca em modelos in vitro (murino e humano) e in vivo
(modelo murino com tumor induzido). Os resultados permitem identificar alteracfes
promovidas pelo cha, destacando sua acdo na regulacdo de mecanismos bioldgicos que
merecem ser mais explorados para uma compreensao sélida sobre a possivel aplicacdo
terapéutica do cha ou de seus componentes para esse fim. Conhecendo os efeitos
antidepressivos promovidos pelo cha (FABREGAS et al., 2010; OSORIO et al. 2015;
SANCHES et al. 2016), além de suas propriedades que induzem estados alterados de
consciéncia e experiéncias subjetivas intensas e Unicas, é possivel compreender como a
ayahuasca contribui para a melhora na qualidade de vida relatada por pacientes que
optaram por esse tratamento alternativo, mesmo quando ndo houve remissdo completa.

Fica claro o enorme desafio para se pesquisar a agdo 0s psicoativos em ensaios
clinicos randomizados ja que o grupo placebo ndo experimenta o estado alterado de
consciéncia, descritos previamente e tornando evidente para 0s participantes e
pesquisadores quem recebeu o ché ativo ou o placebo.

Por fim, estudos complementares com estratégias metodoldgicas robustas precisam
ser desenvolvidos para reduzir o viés e distinguir os efeitos farmacoldgicos reais do cha

de ayahuasca do efeito placebo.

9- CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos por esse trabalho é possivel inferir as seguintes
conclusdes:
% O ICs do cha de ayahuasca promove comprometimento na integridade da
membrana celular em todas as linhagens celulares testadas;
% O ICso do cha de ayahuasca promove fragmentacdo do DNA em todas as
linhagens celulares testadas;
% O ICso do ch& de ayahuasca na linhagem tumoral B16F10 promove parada do
ciclo celular em G2;
A morte celular induzida pela ayahuasca nas diferentes linhagens experimentais

variou entre apoptose precoce, tardia e necrose;
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X/
L X4

O tratamento de camundongos C57BL6 portadores de melanoma nas doses de
10X e 15X se mostrou toxico;

Possivelmente a maior dose de tratamento de camundongos C57BL6 portadores
de melanoma com o ché de ayahuasca € de 5X a dose usual;

Existe reducdo de peso dos camundongos C57BL6 portadores de melanoma
tratados com ayahuasca;

Existe reducdo de volume tumoral e indugdo de necrose tumoral nos
camundongos C57BL6 portadores de melanoma quando sdo tratados com

ayahuasca.

A ayahuasca € apontada como um instrumento promissor para o tratamento de

diversas enfermidades, incluindo o cancer, e dependéncias quimicas. Para melhor

compreender os efeitos biologicos da ayahuasca sdo necessarias pesquisas cientificas

futuras em modelos biol6gicos animais e clinicos, com grupos controles, e numero de

amostra estatisticamente vidvel para minimizar fatores de confundimento presentes no

uso ritualistico do cha de ayahuasca.
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Certificamos que o projeto intitulado “A‘JALIA(;KD DO EFEITO DO CHA DE AYAHUASCA (Banisteriopsis caapi E Psychotria
viridis) EM TUMORES”, SEI n. 23106.028573/2022-39, sob responsabilidade da pesquisadora Aline Pic-Taylor, encontra-se de
acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as nomas
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