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RESUMO

A ayahuasca ¢ uma bebida preparada na forma de decocto empregando as folhas da
Psychotria viridis e o cip6 da Banisteriopsis caapi. O cha apresenta propriedades
alucindgenas devido a presenca de N, N-dimetiltriptamina (DMT) nas folhas da Psychotria
viridis. A associagdo desta com a Banisteriopsis caapi aumenta consideravelmente a
quantidade de DMT absorvida, ja que as B-carbolinas harmina e harmalina presentes no cip6
sdo potentes inibidores da monoaminoxidase (MAQ), que metaboliza a DMT na luz intestinal.
Estudos recentes revelam que usuarios regulares do cha de ayahuasca apresentaram melhora
em relagdo a problemas psiquiatricos. Entretanto, outros efeitos poderiam ser esperados da
associagdo do cha com agentes utilizados na psiquiatria, uma vez que estas drogas comumente
alteram os niveis das monoaminas. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
possiveis interagdes entre o chd de ayahuasca e trés antidepressivos: a imipramina (triciclico),
a sertralina (inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina) ¢ a moclobemida (um inibidor da
MAO), por meio do teste da inibi¢cdo da hipotermia induzida por apomorfina e pelo teste da
natagdo forgada, in vivo, bem como pelo teste de inibigdo da MAO in vitro. Os resultados
obtidos nao indicaram interagdo do efeito de doses subefetivas de imipramina, sertralina e
moclobemida pela ayahuasca no teste da natacdo forgada ao avaliar o comportamento de
imobilidade. A avaliagdo do nimero de defecagdes no mesmo teste revela uma possivel
interacdo entre a ayahuasca e a sertralina, uma vez que essa associagdo induziu uma redugao
no numero de defecagdes dos ratos. Por outro lado, os resultados do teste da inibigcdo a
hipotermia induzida pela apomorfina indicam que houve intera¢do entre doses subefetivas de
ayahuasca e dos antidepressivos imipramina e sertralina, uma vez que as associacoes
reduziram a temperatura retal dos animais antes da apomorfina, mas preveniram a hipotermia
apos a administragdo desta droga. Nao foi observada alteracdo da temperatura dos animais na
associagdo com a moclobemida, mas a interacdo com pargilina se mostrou potencialmente
toxica. Os testes para avaliar a inibicdo da MAO in vitro sugerem que a ayahuasca tenha
atividade inibitéria seletiva para a MAO-A, com concentracdo inibitéria 50% de

aproximadamente 100 ng/ml.

Palavras-chave: Ayahuasca, antidepressivos, interagdes medicamentosas, beta-carbolinas,

dimetiltriptamina, inibidor da MAO.
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ABSTRACT

Ayahuasca tea is prepared by boiling the leaves of Psychotria viridis and the
Banisteriopsis caapi liana. Ayahuasca has hallucinogenic properties due to the presence of N-
N-dimethyltryptamine (DMT) in leaves of Psychotria viridis. Association of Psychotria
viridis with Banisteriopsis caapi increases considerably the amount of DMT absorbed, since
the P-carbolines harmine and harmaline present in Banisteriopsis caapi are strongest
inhibitors of monoamine oxidase (MAQO) which metabolizes DMT in the intestinal lumen.
Currently studies report that regular users of ayahuasca presents better results related to
psychiatric disorders. However, other effects could be expected from the association of
ayahuasca with agents used in psychiatry, since these drugs usually alter the levels of
monoamines. Thus, the aim of this study was to evaluate the possible interactions between the
ayahuasca tea and three antidepressants: imipramine (tricyclic), sertraline (selective inhibitor
of serotonin reuptake) and moclobemide (selective and reversible inhibitor of MAO-A),
through test of inhibition of apomorphine-induced hypothermia and the forced swimming test,
in vivo, as well by the in vitro inhibition of MAO activity. The results indicated no interaction
effect of inactive doses of imipramine, sertraline and moclobemide by ayahuasca in the forced
swimming test when the immobility behavior was evaluated. Evaluation of defecation number
in this test revealed a possible interaction between ayahuasca and sertraline, because this
association diminished the defecations number of rats. On the other hand, the results in
apomorphine-induced hypothermia test indicated interaction between inactive doses of
ayahuasca and the antidepressants imipramine and sertraline, since these interactions
decreased the rectal temperature of mice before the apomorphine, but inhibited the
hypothermia after apomorphine administration. The moclobemide and ayahuasca association
did not alter the mice’s temperature, but the association of ayahuasca with pargiline seemed
potentially toxic. The tests aimed to evaluate the in vitro MAO inhibition suggest that
ayahuasca has inhibitory activity towards MAO-A, with 50% inhibitory concentration of
approximately 100 ng/ml.

Keywords: Ayahuasca, antidepressants, drug interactions, beta-carbolines,

dimethyltryptamine, MAO inhibitor.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico do Cha de Ayahuasca

A ayahuasca ¢ uma bebida preparada em um contexto tradicional na forma de
decocto pela associagdo de duas plantas primordiais: o cipd (caule) da Banisteriopsis caapi
(Spruce ex Griseb.) Morton (familia Malpiguiaceae) ¢ as folhas da Psychotria viridis Ruiz &
Pav (familia Rubiaceae) (figura 1) (Tupper, 2008). Embora sua preparagdo envolva o
cozimento das partes das duas plantas, ou seja, como decoccdo (figura 2), seu preparado ¢
chamado vulgarmente de cha (cha de ayahuasca). Ayahuasca é um termo de origem Quechua

29 ¢¢

(lingua do antigo Império Inca) derivado da sobreposicdo dos termos: Aya “alma”, “espirito
morto” e Huasca “corda”, “videira”, e assim ¢ traduzido livremente como “videira da alma”
ou “cipé dos mortos”. No Brasil, a transliteragdo desse termo Quechua para o Portugués
resultou no nome hoasca, sendo aceito também ayahuasca (McKenna, 2004), termo que foi

empregado nesta dissertacao.

(A) (B)

Figura 1. Plantas empregadas no preparo do cha de ayahuasca: (A) Banisteriopsis caapi e (B) Psychotria viridis.
Fonte: Google Images. Acesso em: 07/11/2012.
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Figura 2. Preparo do cha de ayahuasca por meio de decocgdo. Fonte: Google Images. Acesso em: 07/11/2012.

A origem da utilizacdo do cha ocorreu provavelmente em rituais de tribos indigenas
associados ao xamanismo, bem como por vegetalistas curandeiros que praticavam a medicina
popular a base de extratos vegetais nas regides das bacias do rio Orinoco (Colombia e
Venezuela) e Amazonas (Bolivia, Brasil, Equador e Peru) em época muito anterior ao
primeiro contato com os europeus (Tupper, 2008; Pires et al., 2010). Nos dias atuais, o cha de
ayahuasca ¢ um importante elemento na etnomedicina e xamanismo praticado entre as
populagdes mesticas indigenas no Peru, Colombia e Equador (de Souza, 2011; Bouso et al.,
2012).

Particularmente no Brasil, apds o inicio do ciclo da borracha em 1930, a ayahuasca
comecou a ser utilizada em um contexto diferente daquele usado nas tribos indigenas ligadas
ao xamanismo. Isso se deve a um periodo de urbanizagdao da regido norte que permitiu a
interacdo entre seringueiros e indigenas de tribos xamanicas. Em Rio Branco, capital do Acre,
Raimundo Irineu Serra, ex-seringueiro, conhecido “curador” experimentou a bebida oferecida
por pessoas que tiveram contato com costumes indigenas e comecou a ter visdes que
mudaram seu comportamento e qualidade de vida (Mac Ray, 1994). Iniciava, entdo, o
surgimento de movimentos religiosos sincréticos, isto €, a fusdo das religides indigenas com
elementos do Cristianismo, como o Santo Daime, a Barquinha e a Unido do Vegetal (UDV).

Esses movimentos se assemelham com relagdo ao preparo do cha, a cerimoénia, as regras de
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adesdao dos membros, a busca de uma facilitacdo do autoconhecimento e introspec¢do, bem
como da cura emocional, propdsito de vida, e ndo raro, buscam o abandono de consumo de
drogas de abuso (Winkelman, 2005), porém apresentam diferencas de contexto religioso e
social entre si (Grob et al., 1996). Contudo, foi somente com a adogdo da Resolugdo ntimero
1, de 25 de Janeiro de 2010 do Conselho Nacional de Politicas sobre Drogas (CONAD), que
se estabeleceu um conjunto de regras, normas e principios €ticos a serem aplicados aos usos
religiosos e rituais da ayahuasca. Dentre esses, o estimulo do desenvolvimento de pesquisa
cientifica sobre os potenciais terapéuticos do uso da ayahuasca (Labate, Cavnar, 2011).

Atualmente, os membros desses grupos sincréticos pertencem a um amplo leque
socioecondmico, que inclui profissionais da area médica e outros profissionais de saude, bem
como alguns membros com nivel menor de instru¢do, que participam desses movimentos ha
mais de 30 anos, sem aparentes efeitos adversos a satde. Particularmente, as igrejas da UDV
e do Santo Daime s3o as maiores e as mais conhecidas entre os varios movimentos religiosos
sincréticos que incorporaram o uso da ayahuasca em suas praticas religiosas, com um
destaque ainda maior para a UDV, uma vez que possui uma estrutura organizacional mais
forte, além de membros mais altamente disciplinados (McKenna, 2004). Além disso,
segmentos do Santo Daime, bem como da UDV tem se expandido para além das fronteiras
brasileiras para paises como Australia, Canada, Franca, Alemanha, Japao, Holanda, Espanha e
Estados Unidos. Contudo, somente Estados Unidos, Canada e Holanda possuem leis federais
que protegem o uso religioso da ayahuasca (Tupper, 2008; Bouso et al., 2012), como ocorre
no Brasil.

A necessidade da regularizagdo do consumo do chd de ayahuasca por agéncias
controladoras de substancias psicotropicas, bem como leis federais ¢ decorrente dos efeitos
alucinogenos promovidos pela acdo do chd no Sistema Nervoso Central (SNC). Dessa forma,
considera-se fundamental abordar na proxima se¢do a farmacologia do chd para a

compreensdo desses efeitos.

1.2 Farmacologia do Cha de Ayahuasca

A atividade farmacoldgica da ayahuasca € particularmente interessante e depende do
sinergismo entre as duas plantas: as folhas da Psychotria viridis que possuem o alucinégeno
N,N-dimetiltriptamina (DMT) e o cip6 da Banisteriopsis caapi que possui os alcaloides com
estrutura P-carbolina harmina, harmalina e a tetrahidroharmina (THH) - ver figura 3

(Callaway et al., 1999; McKenna, 2004).
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Figura 3. Estrutura quimica das B-carbolinas harmina, harmalina e tetrahidroharmina THH e do alcaloide
dimetiltriptamina (DMT). Observar grupamento indolico da DMT e semelhanga com o neurotransmissor
serotonina (a direita), substrato da MAO. Adaptado de Callaway et al. (1999).

A DMT ¢ considerada um potente alucinégeno quando administrada por via
parenteral em humanos, pois provoca modificagdes intensas, embora de curta duragdao, no
sentido de si mesmo e na percepcao da realidade (Strassman et al., 1994). Em preparagdes
contendo apenas a Psychotria viridis (ou outras plantas com teor de DMT) usadas por via oral
o efeito alucinogeno ¢ muito reduzido ou ausente devido a sua rapida metaboliza¢do pela
enzima monoaminoxidase A (MAO-A) (Callaway et al., 1999). Por outro lado, os alcaloides
da Banisteriopsis caapi harmina, harmalina ¢ a THH atuam como inibidores reversiveis da
monoaminoxidase A (IMAO-A) (Herraiz et al., 2010; Wang et al., 2010). Assim, a atividade
alucindgena do cha de ayahuasca ocorre em fun¢do do sinergismo entre os principios ativos
das duas plantas, sendo dependente da inibicdo da MAO-A na luz intestinal pelos alcaloides
da Banisteriopsis caapi, principalmente a harmina e a harmalina. Essa a¢do impede a
desaminacdo/oxidacdo da DMT, que ird ser absorvida, por conseguinte, aumentando sua
biodisponibilidade por via oral, até alcangar seu local de agdo no SNC de forma intacta e em
concentragdes que propiciam seus efeitos alucindgenos (Callaway, 2003; McKenna, 2004).

Os efeitos alucindgenos promovidos pela ingestdo do cha foram avaliados por meio
da Escala de HRS (Hallucinogen Rating Scale) que permite medir niveis de alucinagdo, além
de um questionario de autoavaliacdo e da Escala Visual Analogica. Os efeitos alucindgenos
subjetivos constatados incluem um estado alterado de consciéncia, variando entre
visualizagdes de imagens coloridas com os olhos fechados, modificagio de processos

cognitivos, perceptivo-sensoriais e afetivos (Callaway et al. 1999; Riba et al., 2003). Estes
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mesmos autores constataram que a duragdo do efeito alucinégeno coincidiu com os valores
farmacocinéticos plasmaticos obtidos para a DMT e para as B-carbolinas. Especificamente, a
concentracdo maxima (Cpsx) de DMT foi de 15,8 ng/ml e ocorreu 107 minutos apds a
ingestdo do cha, com um tempo de meia vida (t;») de 259 minutos. Em relag¢ao aos alcaloides
da Banisteriopsis caapi harmina ¢ harmalina, a Cmax foi de 114,8 e 6,3 ng/ml, obtidas apds
102 e 145 minutos, respectivamente. Ja os t;, constatados foram de 115,6 minutos para a
harmina enquanto para a harmalina ndo foi determinado, provavelmente por diferengas
individuiais na absor¢ao e no metabolismo ou devido a é€mese causada pela ingestdo da
ayahuasca (Callaway et al., 1999).

Os efeitos alucinégenos da DMT sdo atribuidos a sua acdo agonista com o receptor
serotonérgico 5-HT,5 (Pierce, Peroutka, 1989; Smith et al., 1998). Além disso, a DMT age
como um potente agonista nos receptores de serotonina 5-HT; 5 e também como um agonista
parcial do receptor 5-HT,c (Deliganis et al., 1991; Smith et al., 1998). Por outro lado,
Glennon et al. (2000) constataram que as B-carbolinas ligam-se com uma afinidade modesta
aos receptores 5-HT,4 € 0 5-HT,¢ e possuem afinidade muito baixa com o receptor 5-HT .
Segundo Pires et al. (2010), as B-carbolinas, por si s6, poderiam contribuir com os efeitos
alucinogenos induzidos pela ayahuasca, porém as quantidades de B-carbolinas presentes numa
dose de ayahuasca estdo bem abaixo do limiar de sua atividade alucinogénica propria, que
correspondem a 100 mg para harmina e entre 300 e 500 mg para harmalina e para a THH.

Chama a atengdo, que apesar dos efeitos alucindgenos induzidos pelo cha de
ayahuasca, estudos clinicos sugerem que o consumo de chéd possa reduzir a reincidéncia do
uso de drogas de abuso, além de ndo comprometer a saude mental e a cognicdo de
adolescentes e adultos (Grob et al., 1996; Doering-Silveira et al., 2005; Barbosa et al., 2009;
Bouso et al., 2012; dos Santos, 2013). Neste sentido, Fabregas et al. (2010) avaliaram dois
grupos distintos que consumiam o cha de ayahuasca regularmente, e ndo constataram
dependéncia ao aplicarem o Addiction Severity Index (ASI). Sabe-se que as drogas de abuso
como a heroina, a cocaina, o alcool ou anfetaminas compartilham de um mecanismo comum
denominado como “sistema de recompensa”, induzindo mudancas funcionais em estruturas
cerebrais relacionadas ao prazer, como a d4rea tegmental ventral, de transmissdo
dopaminérgica (Cami, Farr¢, 2003). Riba et al. (2002) apontam que o ché de ayahuasca possui
acdo no sistema dopaminérgico, entretanto, um estudo de neuroimagem realizado
posteriormente pelo mesmo grupo constatou que a ayahuasca induziu uma ativagdo em
estruturas paralimbicas e pré-frontais relacionadas a interocepgdo e processamento emocional,

moduladas pelo sistema serotonérgico (Riba et al., 2006). Corroborando com esses resultados,
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de Araujo et al. (2012) constataram por meio de técnicas de neuroimagem aliadas a tarefas
visuais que usudrios regulares de ayahuasca, ao ingerirem 2,2 ml/kg do chd, apresentaram a
ativacdo de um conjunto de areas da regido occipital, temporal e frontal relacionadas
respectivamente com a visdo, memoria ¢ intengao ¢ que sao mediadas pela ativacdo de
receptores serotonérgicos.

Apesar dessas evidéncias benéficas em relagdo ao consumo do chd de ayahuasca
apresentadas por Grob et al. (1996), Doering-Silveira et al. (2005), Fabregas et al. (2010) e
Bouso et al. (2012), ainda ha uma caréncia de estudos pré-clinicos e clinicos em relagdo a
seguranc¢a do uso agudo ou cronico do chéd de ayahuasca (McKenna, 2004; dos Santos et al.,
2011). Em particular, s3o carentes as informacdes sobre a potencial interacdo dos
componentes ativos do chd com outras drogas (Callaway et al., 1999; Mckenna, 2004; Pires,
2009). Este tipo de abordagem ¢ essencial, considerando que o chd ¢ rico em DMT e [3-
carbolinas IMAO-A, e pode ser utilizado por pessoas com problemas de humor, inclusive

pacientes depressivos em tratamento farmacologico com drogas antidepressivas.

1.3 Depressao e os Antidepressivos

A depressdo tem sido descrita pela humanidade ha milénios. O diagnostico dessa
patologia, ao contrario de doengcas como diabetes e cancer ndo se baseia em testes
diagnosticos objetivos como exames de bioquimica sérica ou bidpsias, e sim, pela avaliagao
de um conjunto de sintomas altamente varidveis (Nestler et al., 2002; Krishnan, Nestler,
2008). Esses sintomas se caracterizam por pelo menos duas semanas de humor deprimido ou
perda de interesse, acompanhados por pelo menos cinco sintomas adicionais de depressao,
como: apatia, tristeza, irritabilidade, desesperanca, distirbios do sono e do apetite,
sentimentos de culpa e inutilidade, e nos casos mais graves pensamento recorrente de morte
(Diagnostic and Statistic Manual of Mental Disorders, 1994). Atualmente, mais de 350
milhdes de pessoas no mundo sofrem de depressdo, a qual afeta mais as mulheres do que os
homens. Em longo prazo e com uma intensidade de moderada a severa, a depressdo ¢ a
principal causa de incapacidade no mundo, uma vez que afeta negativamente as pessoas no
seu ambiente de trabalho, na escola e no convivio familiar (Organizagdo Mundial da Satde,
2012).

O tratamento da depressdo foi revolucionado ha 50 anos quando duas classes de
agentes foram descobertas ao acaso como antidepressivos efetivos: os agentes triciclicos,

como a imipramina (inibidor ndo seletivo da recaptacdo de serotonina e noradrenalina), que
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originalmente surgiram a partir da pesquisa de anti-histaminicos, e os inibidores da enzima
monoaminoxidase (enzima de degradacdo da serotonina e noradrenalina), como a iproniazida,
que foi originalmente usada para tratar a tuberculose (Nestler et al., 2002). Paralelamente,
outros pesquisadores observaram que a reserpina, um agente usado para tratar a hipertensao,
produzia uma série de sintomas depressivos nos pacientes, devido a deplecdo dos estoques de
noradrenalina e serotonina no encéfalo (Krishnan, Nestler, 2008). Essas descobertas
forneceram as primeiras pistas para o tratamento da depressdo, pois trouxeram a tona as
mudangas neuroquimicas que regulam os sintomas depressivos. Sendo assim, alguns
pesquisadores propuseram a teoria monoaminérgica, na qual argumentavam que a depressao
era uma consequéncia do déficit funcional das monoaminas noradrenalina e serotonina em
locais especificos do encéfalo (Hindmarch, 2001).

A teoria monoaminérgica foi referéncia pelos anos subsequentes para o entendimento
da neurobiologia da depressdo, bem como serviu de base para a busca de novos medicamentos
antidepressivos, de modo que, apds o surgimento destes primeiros medicamentos
antidepressivos ocorreu o desenvolvimento de varios medicamentos de segunda geracdo,
como os inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) (Hindmarch, 2001; Nestler et
al. 2002). De forma geral, os antidepressivos apresentam metabolismo de primeira passagem,
o que faz com que sua biodisponibilidade fique em torno de 40 a 70%. Todos eles sofrem
biotransformag¢ao no figado, que pode resultar, em alguns casos, em metabolitos ativos. Além
disso, os antidepressivos apresentam meia-vida longa, o que permite a sua utilizacdo em dose
unica didria, de preferéncia a noite para aqueles com efeito sedativo e pela manha para os que
apresentam efeito de aumentar o estado de alerta (Rang et al. 2007).

Particularmente, os antidepressivos da categoria dos IMAOs promovem o aumento
das concentragdes citoplasmaticas das monoaminas endogenas serotonina, noradrenalina e
dopamina, bem como da amina exdgena proveniente da dieta, a tiramina. Isso ocorre, pois a
MAO age na degradagdo dessas monoaminas, logo ¢ uma enzima critica na regulacao dos
niveis das mesmas (Wimbiscus et al., 2010). A MAO existe em duas formas moleculares
semelhantes codificadas por genes separados, denominadas como MAO-A e MAO-B, e estas
isoformas se distribuem de forma variada pelos tecidos corporais (Youdim et al. 2006). A
MAO-B ¢ encontrada principalmente no encéfalo e no figado, enquanto a MAO-A ¢
encontrada principalmente no trato intestinal, figado e neurdnios adrenérgicos periféricos
(glandulas supra-renais, vasos arteriais € 0s nervos simpdaticos), embora esteja presente
também no SNC onde tem papel fundamental. Esta Gltima metaboliza preferencialmente a

serotonina € a noradrenalina e esta relacionada mais diretamente com a atividade
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antidepressiva dos IMAOs (Fiedorowicz, Swartz, 2004; Youdim et al., 2006). Os IMAOs
irreversiveis, como a tranilcipromina e a iproniazida, estiveram entre os primeiros farmacos
introduzidos clinicamente como antidepressivos. Entretanto, foram superados pelos triciclicos
e outros tipos de antidepressivos, cujas eficacias clinicas foram consideradas melhores e com
efeitos colaterais, em geral, menores do que os dos IMAOs (Wimbiscus et al., 2010). Um dos
grandes problemas do emprego dos IMAOs irreversiveis ¢ a interagdo com aminas
simpatomiméticas, particularmente a tiramina. Essa substancia, presente em grandes
quantidades nos queijos fortes, certas carnes € no vinho tinto, atua indiretamente, liberando a
noradrenalina em seus terminais. Normalmente, a tiramina ¢ degradada pela MAO, presente
de forma abundante nas paredes intestinais e no figado, mas com a inibi¢do dessa enzima
pelos IMAOs sua degradacdo ¢ inibida e a grande quantidade de tiramina que atinge a
circulagdo sistémica pode causar ativacdo exagerada do sistema simpatico, como o
aparecimento de crises hipertensivas (Youdim et al., 2006; Wimbiscus et al., 2010). Estes
efeitos indesejados puderam ser melhor controlados ap6s o desenvolvimento dos inibidores
reversiveis da MAO-A, como a moclobemida. Este composto tem acdo curta e a meia-vida de
recuperagdo da enzima apos seu uso ¢ de 16-20 horas. A dose terapéutica efetiva em estudos
de fase mais aguda foi de 300 a 600 mg, divididos em 2 a 3 doses, sendo que nestas condigdes
nao foram relatadas reagdes significativas devido a dietas ricas em tiramina (Bonnet, 2003).

A escolha do antidepressivo adequado para cada paciente deve ser feita com cautela.
Os efeitos colaterais relatados com a utiliza¢do isolada dos IMAOs incluem a hipotensao,
boca seca, visdo embacgada, sonoléncia, tontura, insonia e, em superdosagem, convulsdes e
excitacdo, embora com menor risco do que com os triciclicos (Fiedorowicz, Swartz, 2004).
Do ponto de vista de interagdes farmacologicas, os IMAOs podem interagir com a petidina
(um analgésico opiaceo), causando hiperpirexia intensa, com agitacdo, coma e hipotensdo
(Gillman, 2005). Além disso, a interacdo farmacodinamica dos IMAOs com a imipramina e
com os ISRS pode ser letal (Richelson, 2001), uma vez que a estimulagdo excessiva de
receptores serotonérgicos promovidos por tais interagdes em nivel central pode ocasionar
sintomas da sindrome serotonérgica, na qual incluem mudangas no estado mental e motor,
além de uma instabilidade autondmica (Boyer, Shannon, 2005).

Os antidepressivos da categoria dos triciclicos ainda sdo amplamente usados. Eles
atuam inibindo a recaptacdo tanto de noradrenalina como de serotonina por competi¢dao pelo
sitio ativo de ligagdo do transportador dessas monoaminas (Richelson, 2001). Os efeitos
colaterais dos triciclicos incluem seda¢dao, confusdao e falta de coordenagdo motora em

pacientes com depressao nos primeiros dias de tratamento, mas tendem a desaparecer ou
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diminuir em 1-2 semanas, quando se desenvolve o efeito antidepressivo (Rang et al. 2007).
Dentre os medicamentos dessa categoria, a imipramina apresenta um t;,, aproximadamente de
28 horas (Richelson, 2001) e a dose diaria para o tratamento da depressao ¢ de 75 a 300 mg,
(Fuller, Sajatonic, 1999). A superdosagem esta associada a uma grande taxa de morbidade e
mortalidade em decorréncia da toxicidade cardiovascular que os triciclicos apresentam
(Thanacoody, Thomas, 2005). Alguns dados na literatura apontam que triciclicos
potencializam os efeitos agudos do alcool (Boyce-Rustay et al., 2008), bem como postula-se
que quando aplicados localmente possam potencializar os efeitos de drogas analgésicas por
compartilhar o mecanismo de bloqueio dos canais de s6dio dependentes de voltagem, fato que
justifica seu uso como adjuvante em anestesias odontoldgicas (Movassaghian et al., 2013).
Diante disso, existia uma grande necessidade de fairmacos que produzissem menos
efeitos colaterais e que apresentassem menos riscos com a superdosagem. Isso levou a
introdugdo dos ISRS que s3o o grupo de antidepressivos mais comumente prescritos hoje em
dia, o qual inclui a fluoxetina, a sertralina, a paroxetina, o citalopram, entre outros. Dentre
esses ISRS citados, a sertralina ¢ o segundo mais potente inibidor da recaptag@o de serotonina,
bem como inibe fracamente o transportador de dopamina (Stahl et al., 2013). Além disso, a
sertralina apresenta sua dose maxima diaria de 200 mg, uma vez ao dia ou em doses
fracionadas, com o t;, de aproximadamente 26 horas (Hiemke, Hértter, 2000). Os ISRS sao
tdo eficazes quanto os triciclicos e os IMAOs para tratar depressdo de grau moderado, mas
provavelmente menos eficazes que os triciclicos em tratar depressdo severa (de Silva,
Hanwella, 2012). O uso dos ISRS para o tratamento da depressd@o em pacientes abaixo de 18
anos de idade necessita de cautela, uma vez que a eficacia desses agentes ¢ duvidosa e podem
ocorrer efeitos colaterais como excitacdo, insonia, agressividade e um alto risco de suicidio
nas primeiras semanas de tratamento (Oberlander, Miller, 2011). Os efeitos colaterais
promovidos pelos ISRS sdo nduseas, anorexia, insonia, perda de libido e incapacidade de ter
orgasmo (Richelson, 2001), e em combinagdo com um IMAO-A ou IMAO inespecifico
(Izumi et al., 2006; Degner et al., 2010) ou com a eletroconvulsoterapia (Okamoto et al.,
2012) os ISRS podem causar a sindrome serotonérgica, caracterizada por tremor, hipertermia,
colapso cardiovascular e causar a morte (Boyer, Shannon, 2005). Além disso, uma
caracteristica importante dos ISRS, como a fluoxetina e a fluvoxamina, € o seu potencial para
interacdes medicamentosas farmacocinéticas, pois inibem isoenzimas da superfamilia do
citocromo P4so (CYPs) como a CYP,pg, responsavel pela metabolizagdo de muitas outras

drogas (Hiemke, Hértter, 2000).
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E importante citar que além das drogas antidepressivas existem outras formas de
terapia ndo farmacologica para o tratamento da depressdo como a eletroconvulsoterapia e as
terapias comportamentais e cognitivas, que se mostram eficazes em pacientes com casos de
depressao leve a moderada. Além disso, a combinacdo de medicagdo antidepressiva e
psicoterapia pode exercer um efeito sinérgico positivo no tratamento da depressdo. Contudo,
embora o tratamento com antidepressivos seja a primeira linha de terapia para o tratamento da
depressao, a acdo antidepressiva desses medicamentos surge em torno de 2 a 3 semanas de
tratamento, o que leva muitas pessoas a abandonarem o tratamento (Hindmarch, 2001;
Krishnan, Nestler, 2008).

Pesquisas recentes tém combinado técnicas comportamentais, moleculares e
eletrofisiologicas com o objetivo de melhorar o entendimento da fisiopatologia e da etiologia
da depressdo. Essas pesquisas revelaram que certos aspectos da depressao sdo resultado de
mudangas neuroplasticas inadequadas, induzidas pelo estresse cronico em circuitos neurais
especificos como o hipocampo (Castrén, Rantamaiki, 2010; Larsen et al., 2008; Segawa et al.,
2013). O estresse cronico ocasiona uma desregulacao do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal o
que resulta na sintese ¢ na liberagdo exacerbada de cortisol que, por sua vez, diminui as
concentragdes de neutrofinas, tal como o fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF)
(Krishnan, Nestler, 2008). O BDNF ¢ o fator de crescimento mais prevalente no sistema
nervoso central e € essencial tanto para o desenvolvimento como para a plasticidade neuronal
(Autry, Monteggia, 2012). Neste sentido, Larsen et al. (2008) constataram que a imipramina
induziu mudangas na plasticidade neural por meio da regulagdo do BDNF no hipocampo
durante 14 e 21 dias de tratamento em ratos, o que explicaria, no caso, o fato da agdo
antidepressiva da imipramina levar semanas para se desenvolver.

Contudo, o progresso em revelar os mecanismos neuroquimicos da depressdo ¢
limitado pela falta de bons modelos animais, pois a maioria dos sintomas principais da
depressdao, como o humor deprimido e sentimento de inutilidade sdo dificilmente mensurados
em modelos animais de laboratorio (Nestler et al., 2002). Apesar destas ressalvas, alguns
procedimentos produzem em animais estados comportamentais tipicos da depressao humana e
tem se mostrado adequados para a pesquisa de novas drogas (Cryan et al., 2002). Qualquer
teoria da depressao tem de levar em conta o fato de que os efeitos bioquimicos diretos dos
antidepressivos aparecem muito rapidamente, enquanto o efeito antidepressivo (melhora de
humor) leva semanas para se desenvolver (Krishnan, Nestler, 2008). Nesse sentido, a
utilizagdo de modelos animais comportamentais e farmacoldgicos de depressdo representa

uma importante ferramenta para detectar novas drogas antidepressivas, bem como para



www.neip.info

11

realizar uma investigacdo de circuitos neurais envolvidos na depressdao (Andreatini et al.,
2006). O proximo toépico discute um pouco sobre os modelos animais de depressdo e sua

importancia para o estudo da doenga e de drogas antidepressivas.

1.4 Modelos Animais de Depressao

Um exemplo da utilidade dos modelos animais ¢ seu uso na investigacdo dos
mecanismos de a¢do de drogas, bem como na investiga¢ao da neurobiologia dos transtornos
mentais (Andreatini et al., 2006). Embora amplamente utilizados na pesquisa biomédica, seu
uso na psiquiatria, particularmente o dos modelos animais de psicopatologia, ¢ dificultado
pelas caracteristicas peculiares dos distirbios mentais, uma vez que, esses modelos sdo
limitados a observagdo de alteragcdes comportamentais, enquanto que no ser humano muitas
vezes sao 0s aspectos subjetivos como alucinagdes, delirios, tristeza e culpa que predominam
nos distarbios mentais (Guimaraes, 1993; Nestler, Hyman, 2010).

Particularmente na depressao, os modelos animais sao ferramentas indispensaveis na
busca de identificar novas drogas antidepressivas e fornecer informagdes com a finalidade de
elucidar os mecanismos da neurobiologia da depressdo. Alguns modelos animais com
diferentes graus de sensibilidade aos efeitos de agentes antidepressivos s3o: o teste da natagao
forcada, o teste da suspensdo da cauda, o desamparo aprendido, o estresse cronico moderado e
o teste de inibicdo a hipotermia induzida por doses elevadas de apomorfina (Porsolt et al.
1991; Weiss, Kilts, 1998; Cryan et al. 2002), entre outros. Os critérios mais importantes para
validar tais modelos sdo: 1) alta sensibilidade a diferentes tipos de antidepressivos (auséncia
de falsos negativos) € ao mesmo tempo 2) alta seletividade (auséncia de falsos positivos)
(Porsolt et al., 1991). Além disso, as drogas devem apresentar relacdo de poténcia entre os
efeitos observados no modelo e na clinica, bem como o modelo deve ser reprodutivel em
diferentes laboratorios (McKinney, Bunney, 1969 apud Cryan et al., 2002). Segundo Willner
(1984) e Nestler e Hyman (2010) € possivel ainda mencionar trés tipos de validade que devem
ser consideradas na elaboracdo de um modelo animal para os distirbios neuropsiquiatricos
como a depressdo: (1) a validade preditiva (farmacologica), significa que um modelo
responde aos tratamentos de uma forma que prevé os efeitos desses tratamentos em seres
humanos; (2) a validade de face, indica que um modelo recapitula importantes caracteristicas
anatomicas, bioquimicas, neuropatologicos ou comportamentais de uma doenca humana; (3) a

validade de construgcdo (etiologia) refere-se em reproduzir nos animais 0S pProcessos



www.neip.info

12

etiologicos que causam a doenga em humanos e assim replicar caracteristicas
comportamentais e neurais da doenga.

No teste da natacao forcada os ratos sao forcados a nadar em tanque cilindrico onde
nao ha escape, com isso tendem a adotar rapidamente uma postura de imobilidade, realizando
somente movimentos necessarios para manter o focinho fora da agua. Porsolt et al. (1978)
sugeriram que a imobilidade reflete um estado de humor depressivo em que os animais
perderam a esperancga de encontrar uma saida e desistem de escapar. Segundo Weiss e Kilts
(1998), trata-se de um modelo homoélogo de depressao, ou seja, que induz nos animais algum
comportamento que se assemelha ao quadro observado na clinica. Embora muito criticado,
permanece o fato que a imobilidade induzida pelo teste da nata¢do for¢ada ¢ atenuada por
uma vasta gama de antidepressivos (Porsolt et al. 1991). Por outro lado, o teste da inibi¢do a
hipotermia induzida pela apomorfina ¢ um modelo baseado em interagdes farmacoldgicas (do
antidepressivo com a apomorfina). Ao contrario da natacdo forcada, neste modelo ndo ha
qualquer analogia entre o efeito induzido e a depressao, e sim ¢ baseado na observacao de que
drogas antidepressivas de algumas categorias podem inibir ou reverter a hipotermia induzida
farmacologicamente. A apomorfina ¢ uma droga que induz hipotermia, estereotipia e
comportamento de escalar em camundongos colocados em gaiolas de arame, por meio de sua
acdo agonista com receptores dopaminérgicos. A hipotermia induzida por doses baixas da
apomorfina (1 mg/kg) € inibida pela utilizagdo de drogas neurolépticas (Neves et al., 2013).
Os antidepressivos, por outro lado, antagonizam a hipotermia induzida por altas doses de
apomorfina (10 e 16 mg/kg) sem afetar a estereotipia ou comportamento de escalar. Com isso
se detecta a atividade do antidepressivo (Puech et al. 1978; Porsolt et al. 1991).

Desse modo, os dois modelos escolhidos para este trabalho podem ser considerados
complementares. O teste da natagdo forcada permite a avaliacdo da acdo antidepressiva do
ponto de vista farmacoldgico e comportamental, enquanto no teste da hipotermia induzida
pela apomorfina a avaliagdo do efeito das drogas se da por mecanismos que dependem
sobretudo de alteracdo de respostas fisiologicas. A pré-administracdo de ayahuasca em
animais tratados com drogas antidepressivas e submetidos aos modelos animais descritos
permite tanto a avaliacdo de uma possivel potencializagdo de efeito das drogas, como a
investigacao de mecanismos fisiologicos envolvidos com este processo. Ainda que este estudo
seja baseado em modelos animais, tais resultados podem fornecer grande subsidio para
futuros estudos clinicos. Saber se a ayahuasca modifica o efeito dos antidepressivos e em que
proporcao, ¢ de grande relevancia para politicas publicas de satide, em especial na orientagdo

de médicos e na medicacao de pacientes com transtornos de humor e que sao usudrios do cha
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de ayahuasca. Nesse sentido, o proximo topico abordara alguns dados na literatura sobre a

interagdo dos componentes do ché de ayahuasca com outras drogas.

1.5 Interacdes do Cha de Ayahuasca com Qutras Drogas

Aparentemente, o uso regular e a longo prazo do cha de ayahuasca modula o sistema
de neurotransmissdo serotonérgico (McKenna, 2004), pois foi constatado em pessoas que
consumiam o chd regularmente hd mais de dez anos uma elevada densidade dos
transportadores de serotonina nas plaquetas e no cérebro (Callaway et al., 1994). Além disso,
foi constatado em estudos de neuroimagem (como ja citados anteriormente) que a ayahuasca
induziu a ativacao de estruturas especificas no encéfalo moduladas pela ativagdo de receptores
serotonérgicos (Riba et al., 2006; de Araujo et al., 2012).

Postula-se que o ché de ayahuasca possa ter efeitos positivos e terapéuticos no humor
e psiquismo de pessoas com problemas psiquiatricos (Grob et al., 1996; Doering-Silveira et
al., 2005), uma vez que déficits serotonérgicos (e de outras monoaminas) estdo
correlacionados com a depressdo (Meyer et al. 2006; Krishnan, Nestler, 2008). Entretanto,
outros efeitos poderiam ser esperados da associacdo do cha com outras drogas, bem como
medicamentos utilizados na psiquiatria, uma vez que é bem conhecida a a¢do inibitéria da
MAO-A pelas B-carbolinas e pelo fato do alucindgeno DMT ser um potente agonista de
receptores serotonérgicos. Nesse sentido, sdo carentes as informagdes sobre a potencial
interacdo dos componentes ativos do cha com outras drogas (Callaway et al., 1999; Mckenna,
2004; Pires, 2009).

Em um dos poucos estudos encontrados na literatura cientifica, Pires (2009),
utilizando modelos animais de psicofarmacologia, relata a intera¢do do cha de ayahuasca com
a morfina e o propofol, drogas anestésicas muito utilizadas em cirurgias. O estudo sugere que
a interacao possa ter ocorrido na metabolizacdo das drogas estudadas, mas ndo avaliou o
efeito do cha de ayahuasca sobre a atividade de enzimas de metabolizagdo, seja a MAO-A ou
enzimas do sistema Pys9. Contudo, a afinidade dos alcaloides B-carbolinicos por isoenzimas
do sistema Py4sp, em especial o subtipo CYP,pg ja € bem documentado (Yu et al., 2003). As
enzimas do sistema P4so sdo as principais responsaveis pela metabolizagdo da maioria dos
agentes farmacologicos, de forma que interacdes com este sistema podem alterar
significativamente a biodisponibilidade de drogas (Hiemke, Pfuhlmann, 2012; Rahimi,
Abdollahi, 2012). Varias substancias de origem vegetal, incluindo algumas presentes em

alimentos e fitoterapicos ja foram descritas como inibidores ou indutores de enzimas do
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sistema citocromal, como é o caso do Hypericum perforatum, usado como antidepressivo
(Roby et al., 2000), e com os sucos de “grape fruit” e maca, entre outros (Nowack, 2008;
Farkas et al., 2008).

Dessa forma, o estudo da interagdao do chéa de ayahuasca com outras drogas, como os
antidepressivos, ¢ de grande importancia, pois considerando a agdo IMAO-A das B-carbolinas
presentes no chd de ayahuasca, bem como o efeito agonista da DMT sobre o sistema
serotonérgico, ¢ de se esperar que a associagdo do cha com antidepressivos (IMAO ou outras
categorias) leve a uma potencializacao dos efeitos destes. Por exemplo, a estimulacao
excessiva de receptores serotonérgicos em nivel central e periférico pode induzir a sindrome
serotonérgica, que ¢ caracterizada por uma série de efeitos adversos como mudangas no
estado mental, hiperatividade autondmica e anormalidades neuromusculares (Boyer, Shannon,
2005).

Este estudo em particular, fundamenta-se no fato de que o numero de participantes
das religides ayahuasqueiras tem crescido nos ultimos anos, assim como o numero de
trabalhos que advertem para a potencial interacdo do cha com certos agentes farmacologicos.
Ao mesmo tempo, constata-se que a automedicacdo com agentes utilizados em psiquiatria,

principalmente ansioliticos e antidepressivos, também tem crescido consideravelmente.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar se o cha de ayahuasca interfere no efeito de
drogas antidepressivas de diferentes categorias:

e imipramina (antidepressivo triciclico, inibidor nao-seletivo da recaptacdo de
serotonina ¢ de noradrenalina), sertralina (inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina); ¢ moclobemida (inibidor reversivel da MAO-A). Também foi avaliado o
efeito da associacdo de ayahuasca com as drogas pargilina (inibidor irreversivel da
MAO-B) e tranilcipromina (inibidor irreversivel ndo-seletivo da MAO-A e da MAO-
B).

Para tanto, procurou-se avaliar:

e A atividade in vitro da monoaminoxidase na presenca do cha de ayahuasca
isoladamente e apos pré-incubagdo com a selegilina (inibidor irreversivel seletivo da
MAO-B);

e A atividade por si s6 do chd de ayahuasca e efeito de sua interagdo com drogas

antidepressivas em modelos animais de depressao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cha de Ayahuasca

Foi empregada amostra de ayahuasca gentilmente cedida por ex-integrante da Unido
do Vegetal (UDV), em Sao Paulo, preparada por decoc¢do (cozimento do cip6 de B. caapi e
folhas de P. viridis). O material em questdo ja foi utilizado em estudos prévios ¢ submetido a
andlise quimica que confirmou a presenca de DMT e de B-carbolinas em concentragdes
correspondentes aquelas descritas em literatura, conforme mostram os dados da tabela 1
(Pires, 2009). O cha foi liofilizado e armazenada em dessecador a 10 °C para melhor preservar
sua integridade e facilitar a posterior preparagdo nas concentragdes desejadas. Na ocasido dos
testes in vivo, o cha liofilizado foi solubilizado em agua destilada e administrado aos animais
por via oral (v.0.), por gavagem. No caso dos testes in vitro o cha liofilizado foi solubilizado
em tampao de incubacdo, cuja composi¢ao sera descrita mais a frente.

A escolha da dose unitaria do cha de ayahuasca utilizada neste estudo foi baseada nas
doses médias consumidas pelo homem durante um ritual, estipulada em cerca de 70 ml (Pires,
2009). Considerando que a liofilizagdo de 100 ml do ch4d de ayahuasca produziu um
rendimento de 12 g, ou seja, encontra-se na concentracdo de 0,12 g/ml, a dose média
consumida nos rituais seria de 8,4 g de solido (em 70 ml de chd). Para um individuo adulto de
70 kg (peso médio) isto equivale a 120 mg/kg (8,4 g/70 kg), dose que foi escolhida como a

dose unitaria do trabalho.

Tabela 1. Resultado do doseamento do cha de ayahuasca, conforme Pires (2009).

Quantificacio dos constituintes quimicos do cha de ayahuasca

Substancia Concentracio
Dimetiltriptamina 0,38 mg/ml
Tetrahidroharmina 1,67 mg/ml
Harmina 0,32 mg/ml

Harmalina 0,12 mg/ml
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3.2 Drogas

Os seguintes sais ¢ demais reagentes foram utilizados: fosfato de soédio dibasico
(Na,HPO,4) (J.T. Baker), fosfato de potassio monobasico (KH,PO,4) (Sigma), cloreto de
potassio (KCl) (Mallinckrodt Chemicals), sacarose (Synth), acido tricloroacético (TCA) e
hidréxido de sodio (NaOH). Para a determinagdo da concentragao de proteina foi utilizado o
reativo de Biureto e o dcido deoxicolico (Sigma), além de albumina (Sigma) como padrao.

Também foram utilizados os seguintes antidepressivos: cloridrato de imipramina
(antidepressivo triciclico; inibidor ndo-seletivo da recaptagdo de serotonina e noradrenalina —
marcas Cristalia e Biosintética), cloridrato de sertralina (inibidor seletivo da recaptagdo de
serotonina — Biosintética), moclobemida (inibidor reversivel da MAO-A — Aurorix”, Roche),
pargilina (inibidor irreversivel da MAO-B — Sigma), tranilcipromina (inibidor irreversivel
nao-seletivo da MAO-A e da MAO-B — Sigma). Cloridrato de apomorfina (agonista do
receptor dopaminérgico D, — Sigma) foi utilizada como droga indutora de hipotermia.
Selegilina (deprenil hidrocloreto, Research Biochemicals Inc.) foi empregada como inibidor
seletivo da MAO-B nos ensaios in vitro.

Todas as drogas empregadas nos testes in vivo foram solubilizadas em salina a 0,9%
e administradas aos animais por via intraperitoneal (i.p.). A moclobemida, em particular, foi
solubilizada em salina 0,9% contendo 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) ou Tween 80. Ja nos
ensaios in vitro as drogas foram solubilizadas em tampdo de incubagdo (ver descrigdo a
frente), com auxilio de DMSO quando era o caso.

A moclobemida foi extraida de comprimidos do medicamento vendido
comercialmente por meio do método de purificagdo adaptado de Villarinho et al. (2012).
Inicialmente o revestimento do comprimido foi removido com o auxilio de uma espatula,
sendo em seguida os comprimidos triturados. O p6 obtido foi solubilizado em solucdo
contendo 4agua e diclorometano (CAAL) em volumes iguais (= 20 ml) e em seguida foi
realizada a filtragdo a vacuo para remocdao dos excipientes insoluveis. O filtrado foi
transferido para uma proveta e submetido a agitagao intensa durante 1 minuto, sendo logo em
seguida transferido para um funil de separagdo e mantido em repouso por alguns minutos. A
fase aquosa (contendo os excipientes) foi descartada e a fase organica (contendo a droga de
interesse) foi reservada. O processo foi repetido quatro vezes e ao final o residuo seco foi
obtido por evaporacao do solvente.

A efetividade do processo e pureza da droga foi avaliada por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) (Waters) e indicou que
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o procedimento de extragdo / purificagdo foi satisfatorio, conforme indicado pelo
cromatograma da figura 4. Para tanto, utilizou-se uma coluna C18 (5 pm, 150 x 4,6 mm);
isocratico; fluxo de leitura 1 ml/min; A deteccdo foi realizada em 239 nm. A fase movel
consistiu de 25% de KH,PO4 10 mM com 1% de trietilamina (pH 3,9) e 75% de acetonitrila
(Tedia) + agua (83:17, v/v). A amostra (1 mg/ml) foi diluida em metanol (MeOH) (Tedia)
com 10 minutos de leitura. O tempo de reten¢do do pico principal do cromatograma (1.727)
corresponde a 96% da area sob a curva. A condi¢cdo cromatografica descrita foi adaptada de

Plenis et al. (2007) e Rakic et al. (2007).

Figura 4. Cromatograma indicando a presenga de moclobemida (Pico 1,727) no material extraido a partir do
medicamento vendido comercialmente como Aurorix®.

3.3 Animais

Foram utilizados ratos Wistar e camundongos Suicos, machos, adultos jovens (2-5
meses), provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME)
da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). O peso dos ratos variou de 250 a 530
gramas ¢ dos camundongos de 32 a 59 gramas. Os testes comportamentais (in vivo) foram
realizados no Departamento de Psicobiologia da UNIFESP, e os animais foram habituados ao
local do experimento pelo menos 7 dias antes das avaliagdes para evitar interferéncias
referentes ao transporte e readaptacdo. Os animais ficaram alojados em caixas com agua e
racao ad libitum em salas com ciclo claro-escuro controlado (12h) e controle de temperatura.
As administracdes das drogas testadas foram feitas no volume de 0,1 ml/10g (camundongos)
ou 0,1 ml/100g (ratos). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal
(CEUA) da Universidade Federal do ABC (UFABC), sendo registrado sob o numero 11/2011
(ANEXO A).
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3.4 Inibicao a Hipotermia Induzida pela Apomorfina

Neste teste foram empregados camundongos Suicos (n = 5-9 / grupo) e um
termometro digital (Temp JKT, Oakton Instruments). O protocolo consistiu primeiramente em
ambientar os animais na sala do experimento por duas horas antes do inicio do teste, sendo
privados de agua e racdo. Na sequéncia, foi realizada a mensuracdo da temperatura basal por
meio de uma sonda introduzida a profundidade de 2 cm no reto do animal (Rainer et al.,
2012). Foram utilizados no estudo apenas os animais que apresentaram temperatura entre 36,9
e 38,4 °C, a fim de diminuir a variabilidade e facilitar a observagao dos resultados (Mendes et
al., 2002). Posteriormente foi avaliada a capacidade de diferentes drogas antidepressivas e do
ché de ayahuasca, isoladas e em associagdo, quanto a capacidade de inibir ou potencializar a

hipotermia induzida pela apomorfina.

3.4.1 Avaliacao dos antidepressivos e da ayahuasca isoladamente

Em testes independentes, os camundongos receberam por via i.p. salina ou o
antidepressivo a ser testado (moclobemida, pargilina, imipramina e sertralina) ou por v.o.
dgua ou ayahuasca, e apds trinta minutos apomorfina (10 mg/kg, i.p. - dose indutora de
hipotermia) (Menon, Vivonia, 1981). A mensuragdo da temperatura dos animais foi realizada
antes da administracdo das drogas (basal), ap6és 30 minutos da administracdo das drogas em
avaliacdo e ap6s 30 minutos da administragdo da apomorfina. As doses utilizadas nesse teste
para a ayahuasca e para cada antidepressivo foram baseadas em estudos prévios da literatura e

estdo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2. Doses empregadas na avaliagdo do efeito dos antidepressivos e do cha de
ayahuasca isoladamente no teste de hipotermia induzida pela apomorfina (10 mg/kg, i.p.).

Tratamento Doses utilizadas n Referéncias

(mg/kg)

Ayahuasca 120 e 1200 8  Doses baseadas em dados do laboratdrio
Imipramina 0,5;1e5 5-6 Puech et al. (1978); Menon et al. (1984); Bueno et
al. (2006)

Sertralina 1,5,10e20 9 Menon et al. (1984)

Moclobemida 5, 10, 20 e 40 8  Villarinho et al. (2012)

Pargilina 40 5 Abdel-Fattah et al. (1995b); Abdel-Fattah et al.
(1997)

3.4.2 Teste da associacdo da ayahuasca com os antidepressivos

Em um segundo momento, o objetivo era avaliar o efeito da interagdo de ayahuasca
com os antidepressivos, em doses subefetivas. Para avaliar o efeito das interagdes, os animais
foram pré-tratados com ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) e apds 30 minutos com os
antidepressivos (via i.p.), nas seguintes doses: imipramina 1 mg/kg, sertralina e moclobemida
5 mg/kg e pargilina 40 mg/kg. Foi utilizado como grupo controle agua destilada (v.o.) + salina
(1.p.). Apd6s 30 minutos do tratamento com os antidepressivos os animais receberam
apomorfina (10 mg/kg, i.p.). A temperatura retal dos animais foi avaliada antes da
administracdo da ayahuasca (temperatura basal), apds 30 minutos da administracdo dos

antidepressivos e apos 30 minutos da administracdo da apomorfina.

3.5 Teste da Natacao Forc¢ada

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar (n = 5-9 / grupo). O protocolo consistiu
em expor os animais a um tanque cilindrico (50 cm de altura por 30 cm de diametro) com
agua a 25 °C numa altura de 38 cm por 15 minutos. Em seguida os animais foram removidos
do tanque, secos com toalha e jato de ar morno (secador) e retornaram para suas respectivas

caixas (Mendes et al., 2002). Vinte e quatro horas depois os mesmos animais foram
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recolocados nos tanques com agua e avaliados durante 5 minutos por dois avaliadores
(utilizando a média das avaliagdes) quanto ao tempo tentando escapar da situa¢do imposta € o
tempo de imobilidade, que consistia em realizar apenas os movimentos necessarios para
manter o focinho fora da agua. Além disso, foi quantificado o nimero de defecacdes de cada
animal, uma vez que esta ¢ considerada uma medida de emocionalidade do animal em
situacdes aversivas (Connor et al., 1999). As drogas foram administradas conforme descrito
por Porsolt et al. (1978), ou seja, uma primeira administracdo imediatamente apds a primeira
sessdo de natagdo, a segunda administragdo 5 horas antes do teste de avaliagdo e a terceira

uma hora antes do teste.

3.5.1 Avaliacao dos antidepressivos e da ayahuasca isoladamente

Em testes independentes, os animais receberam por via i.p. salina ou o antidepressivo
a ser testado (moclobemida, pargilina, tranilcipromina, imipramina e sertralina) ou por v.o.
agua ou ayahuasca. As doses utilizadas para a ayahuasca e para cada antidepressivo foram

baseadas em estudos prévios da literatura e estao apresentadas na tabela 3.

Tabela 3. Doses utilizadas para avaliagao do efeito dos antidepressivos ¢ do cha de ayahuasca
isoladamente no teste da natagdo forcada.

Tratamento Doses utilizadas n Referéncias
(mg/kg)

Ayahuasca 120 € 1200 8-9  Definidas a partir de dados do laboratorio

Imipramina® 7,5; 15 e 30 7-8  Guilhermano et al. (2004); Kitamura et al.
(2004); Réus et al. (2011a)

Sertralina 2,5;5;10e20 8 Rogoéz, Szuka (2006); Bilge et al. (2008); Prica
et al. (2008); Espallergues et al. (2012)

Pargilina 1,5e20 5 Paul et al. (1988)

Tranilcipromina 0,5;2 ¢ 10 5-7  Torregrossa et al. (2005); Reed et al. (2008)

Moclobemida 7,5; 15 e 30 8 Ferigolo et al. (1998); Wesolowska; Nikiforuk
(2008)

(*) = Foram testadas duas marcas de imipramina: Cristalia (doses 7,5-30 mg/kg) e Biosintética (30 mg/kg)
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3.5.2 Teste da associacdo da ayahuasca com os antidepressivos

Num segundo momento, foi avaliada a capacidade do cha de ayahuasca potencializar
o efeito dos antidepressivos, em doses nao efetivas. Os animais foram pré-tratados com
ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) ou dgua e logo na sequéncia com salina ou os antidepressivos
(via 1.p.) nas seguintes doses: imipramina 3,75 (Cristalia) e 15 mg/kg (Biosintética), sertralina
2,5 e 10 mg/kg, tranilcipromina 0,1 mg/kg, moclobemida 15 e 30 mg/kg. O grupo de animais

controle recebeu agua (v.0.) + salina (i.p.). A associagdo com pargilina nao foi avaliada.

3.6 Medida da Atividade Motora

Foi avaliado o efeito da ayahuasca (120 e 1200 mg/kg, v.0.) e dos antidepressivos
imipramina (30 mg/kg, i.p.), sertralina (20 mg/kg, i.p.) ¢ moclobemida (30 mg/kg, i.p.)
isoladamente sobre a atividade locomotora espontanea de camundongos (n = 7 / grupo).
Como controle foi administrado 4gua (v.0.). O teste consistiu em colocar os animais
imediatamente apds a administracdo das drogas em caixas acrilicas individuais de medida
automatica (47,5 X 25,7 X 20,5 cm), contendo 15 pares de células fotoelétricas espagadas em
2,54 cm (Columbus Instruments, CA) (figura 5). A interrupcdo de dois feixes de luz
consecutivos corresponde a uma unidade de locomocao (Paro et al. 2008). O nimero de
interrupgdes dos feixes de luz foi registrado aos 30, 60, 90, 120 minutos, porém sendo a

contagem nao-cumulativa.

Figura 5. Caixa locomotora utilizada para o registro da atividade motora de camundongos. Foto: William
Carvalho Amaral.
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3.7 Avaliacao da Inibi¢do Sobre a Monoaminoxidase (MAQ)

3.7.1 Preparacao da fracio enriquecida em mitocondrias

O tecido encefalico utilizado para a preparagdo da fragdo enzimatica foi obtido de
ratos que nao haviam recebido nenhuma droga experimental. Depois de anestesiados com
hidrato de cloral (2 ml de solu¢do a 30%) o encéfalo dos animais foi perfundido com solucdo
salina 0,9% e em seguida removido e congelado a -20 °C até o0 momento do ensaio. Para a
preparagdo do homogenato, o tecido foi homogeneizado utilizando agitador mecanico (Ika®™)
em 4 volumes (massa/volume) de solugdo de Na,HPO4 0,0168 M, KH,PO4 0,0106 M e
sacarose 0,32 M; pH 7.4; a 4 °C (tampdo de homogeneizagdo). O homogeneizado foi
centrifugado (Thermo Scientific) a 900 x g por 5 minutos, 4 °C, e o sobrenadante obtido
centrifugado a 12.500 x g por 15 minutos. O pellet mitocondrial foi lavado mais uma vez com
tampao de homogeneizagao e recentrifugado sob as mesmas condi¢des. Finalmente, o pellet
foi ressuspendido em 1 ml de tampao de incubagao (Na,HPO, 0,0168 M, KH,PO4 0,0106 M,
KCI 0,0036 M, pH 7,4 a 4 °C) e ap6s dosagem de proteinas estocado em aliquotas a -20 °C
(Soto-Otero et al., 2001; Sant’Anna, 2008).

A dosagem de proteina foi feita por meio do método do reagente de Biureto. Este
método consiste na reagdo do cobre com a ligagdo peptidica das proteinas, formando assim
um complexo quadrado planar com duas bandas de absor¢do, uma em 270 nm e outra em 540
nm, sendo esta ultima a mais utilizada por ndo permitir interferéncia de compostos que
também absorvem na regido de 270 nm (Zaia, et al. 1998). Assim, a absorbancia obtida no
espectrofotometro (Thermo Scientific) em 540 nm ¢ diretamente proporcional a concentracao
de proteinas na solugdo analisada. Uma aliquota (10 pl) do homogenato foi misturado a 100
ul de uma solugdo de acido deoxicdlico 5% (m/v) e agua qg.s.p. 1,5 ml. A essa mistura foi
adicionado 1,5 ml do reativo de Biureto, composto por sulfato cuprico 0,15 % (m/v), tartarato
de sédio e potassio 0,6 % (m/v) e NaOH 0,75 mol/l. Apos 10 minutos, a absorbancia foi
determinada em espectrofotdometro a 540 nm contra um branco de reagentes e a concentracao
de proteinas foi determinada a partir de uma curva de calibragdo utilizando soroalbumina
bovina (BSA) como padrao (Cain, Skilleter, 1987). Por ocasido dos ensaios o homogenato foi
diluido com tampao de incubacdo para uma concentracdo aproximada de 2,5 mg/ml de

proteina, correspondendo a concentragdo que produziu melhor resultados em ensaios-piloto.
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3.7.2 Padronizacio do ensaio para determinacio da atividade da MAO

Para a determinagdo da atividade da MAO, foram realizados inicialmente
experimentos a fim de estabelecer as melhores condigdes para os ensaios, como concentragao
de enzima (expressa em proteina total), concentracdo de substrato e tempo de ensaio. Os
ensaios foram realizados conforme os métodos de Soto-Otero et al. (2001) e Sant’Anna
(2008), com algumas modificagdes. O método ¢ baseado na oxidagao de quinuramina em 4-
hidroxiquinolina pela MAO com ciclizagao espontanea completa do intermediario aldeido,

conforme descrito pela seguinte reacdo (figura 6):

Figura 6. Formagdo de 4-hidroquinolina por meio da oxidag@o da quinuramina pela enzima MAO, conforme
Sant’ Anna (2008).

Apbs a padronizacdo das condicdes ideais, as fragdes mitocondriais (2,5 mg/ml de
proteina, o que corresponde a 0,71 mg/ml no ensaio) foram pré-incubadas a 37 °C por 5
minutos com a pargilina (0,1; 1; 10; 100 uM e 1 e 10 mM) e com a selegilina (0,25; 2,5; 25;
100; 250; 500 nM e 2,5 e 25 uM). Apo6s a pré-incubagdo a quinuramina foi adicionada como
substrato nao-seletivo na concentragdo de 60 uM no ensaio com a pargilina ou 90 pM no
ensaio com a selegilina. O homogenato contendo as drogas foi incubado por mais 30 minutos
a 37 °C, quando ao fim deste periodo, adicionou-se TCA 10% para paralisar a reagdo. As
amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 5 minutos ¢ 800 pul de sobrenadante foi
transferido para outro microtubo juntamente com 1 ml de NaOH (1M). Finalmente, 200 ou
300 pl (a depender do ensaio) de cada tubo foi pipetado em microplaca, em triplicata, e
levado para quantificagdo. A concentracao do produto gerado pela MAO, 4-hidroxiquinolina,
foi medida espectrofotometricamente (Biotech — software Gen5 versdo 2.01.14) pelo método
fluorimétrico (excitagdo 320/20 nm e emissdo: 460/40 nm), utilizando para comparacdo uma
curva padrdo do produto. Nos dois ensaios, um tubo extra contendo apenas as drogas testadas,

na maior concentracdo empregada, foi incluido para verificar se havia interferéncia destas na
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leitura. A porcentagem de inibi¢do da MAO foi calculada utilizando o valor de leitura do tubo

sem o inibidor como 100% de atividade enzimatica.

3.7.3 Ensaios iniciais da inibicio da monoaminoxidase (MAQ) total e MAO-A pela

ayahuasca

Antes de avaliar o efeito da ayahuasca sobre a atividade da MAO foram medidas as
leituras no fluorimetro para concentragdes crescentes do cha: 10; 100 ng/ml, 1; 10, 100 e
1000 pg/ml (sem adicdo da fragdo enzimatica ou substrato). Este teste foi realizado com a
finalidade de verificar se a ayahuasca por si so interferia na leitura com tais concentragdes.

Em um segundo momento, foi avaliado o efeito inibitério da ayahuasca sobre a MAO
total. Para tanto, foram pipetados em microtubos diferentes concentracdes de ayahuasca (10;
100 e 250 ng/ml e 1; 2,5 ¢ 10 pg/ml), em seguida a fragdo enzimdatica e 90 uM de
quinuramina. As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 min e o ensaio conduzido
conforme descrito anteriormente.

Finalmente, foi realizado um ensaio para avaliar a inibicdo especifica da ayahuasca
sobre a monoaminoxidase do tipo A (MAO-A). Para isso, foi feita uma pré-incubagio (37 °C
por 5 min) dos tubos contendo a fracdo enzimatica com 250 nM de selegilina e na sequéncia
pipetada a ayahuasca (10; 100 e 250 ng/ml e 1; 2,5 e 10 pg/ml), 90 uM do substrato
quinuramina e incubagdo de 30 min a 37 °C. Os demais passos do ensaio foram realizados
conforme descrito anteriormente, utilizando 300 pl das amostras em triplicata. Para o calculo
da inibicdo especifica da MAO-A o valor de leitura do tubo contendo 250 nM de selegilina

sem ayahuasca foi considerado como 100% de atividade.

3.8 Analise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como meédia + erro padrio da média. Dados
paramétricos foram analisados estatisticamente pela ANOVA de uma via (ou ANOVA de
duas vias, no caso de medidas repetidas), seguida pelo teste de Duncan, quando havia
diferenca entre os grupos. Por outro lado, os dados ndo-paramétricos foram analisados
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo Mann-Whitney. Foram realizados
testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Levene) para verificar
se os dados eram paramétricos. Quando houve conflito entre dados paramétricos e nao-

paramétricos no mesmo teste da inibi¢ao a hipotermia induzida pela apomorfina foi avaliado a
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homocedasticidade dos dados para a escolha do teste estatistico mais apropriado. O nivel de
significancia foi estipulado em 5% (p < 0,05). Os dados foram analisados usando o software

Portable Statistica 8.



www.neip.info

27

4 RESULTADOS

4.1 Inibicao a Hipotermia Induzida pela Apomorfina

4.1.1 Avaliacido dos antidepressivos e da ayahuasca isoladamente

Na medi¢ao da temperatura basal, isto €, antes da administracao das drogas, nenhum
grupo diferiu entre si, indicando que os animais foram distribuidos de forma homogénea.
Além disso, a administracdo de ayahuasca ou dos antidepressivos sertralina e imipramina nao
modificou a temperatura dos animais (figuras 7 ¢ 8). Em todos os ensaios, o grupo controle,
tratado com 4gua ou salina e 30 minutos depois com apomorfina, apresentou hipotermia. J4 a
avaliagdo da temperatura dos animais ap6s 30 minutos da apomorfina revelou que as
administracdes de ayahuasca (figura 7) na dose de 1200 mg/kg [F(2,21) = 5,74; p = 0,010295]
(Duncan, p <0,01) e imipramina (figura 8 A) na dose de 5 mg/kg [F(3,19) = 6,90; p = 0,0025]
(Duncan, p < 0,01) inibiram a hipotermia induzida pela apomorfina. Por outro lado, nenhuma
dose de sertralina [F(4,40) = 0,79; p = 0,5357] inibiu a hipotermia quando comparada ao

grupo controle salina (figura 8B).
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Figura 7. Efeito da administracdo oral de ayahuasca (aya) sobre a temperatura retal de camundongos
administrados ap6s 30 min com apomorfina (10 mg/kg, i.p.). Cada ponto e barras representam a média + erro
padrao da média (n = 8).

(*)=p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle (ctrl) 4gua ou salina. Anova de uma via, seguida pelo
teste de Duncan.

(#) = p < 0,05. Estatisticamente diferente da respectiva temperatura basal. Anova de medidas repetidas, seguida
pelo teste de Duncan.
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Figura 8. Efeito da administragéo i.p. de imipramina (imi) (A) e sertralina (ser) (B) sobre a temperatura retal de
camundongos administrados ap6s 30 min com apomorfina (10 mg/kg, i.p.). Cada ponto e barras representam a
média + erro padrdo da média (n=5 —9).

(*) =p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle (ctrl) a4gua ou salina. Anova de uma via, seguida pelo
teste de Duncan.
(#) = p < 0,05. Estatisticamente diferente da respectiva temperatura basal. Anova de medidas repetidas, seguida
pelo teste de Duncan.
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No teste com a moclobemida a temperatura dos animais dos diferentes grupos foi
mensurada até 2h30 min apés a administracdo de apomorfina, ja que seu efeito neste teste ¢
bem distinto do observado com outras classes de antidepressivos, em especial os triciclicos. A
moclobemida por si s6, nas doses de 20 e 40 mg/kg, diminuiu a temperatura dos animais tanto
em relacdo aos valores basais (Anova de medidas repetidas) como na comparagdo com o
grupo controle [F(4,35) = 15,08; p = 0,0000] (Duncan: p < 0,001 para doses de 20 e 40
mg/kg) (figura 9). Com a administragdo de apomorfina, houve pronunciada hipotermia em
todos os grupos, mantendo-se até os 120 min de observagao (¢ em menor intensidade até os
180 min para grupos das doses 10 e 20 mg/kg) (ANOVA de medidas repetidas). Por outro
lado, somente os animais tratados com a dose de 40 mg/kg diferiram do grupo controle, na
observagao aos 120 min [F(4,35) = 4,31; p = 0,0061] (Duncan, p < 0,05), indicando

potencializacdo do efeito da apomorfina (figura 9).
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Figura 9. Efeito da administragdo i.p. de moclobemida (moc) sobre a temperatura retal de camundongos
administrados ap6s 30 min com apomorfina (10 mg/kg, i.p.). Cada ponto e barras representam a média + erro
padrao da média (n = 8).

(*) = p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle (ctrl). Anova de uma via, seguida pelo teste de
Duncan.

(#) = p < 0,05. Estatisticamente diferente da respectiva temperatura basal. Anova de medidas repetidas, seguida
pelo teste de Duncan.
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4.1.2 Associacdo da ayahuasca com os antidepressivos

No teste da associacao da ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) com a imipramina (1 mg/kg,
1.p., dose subefetivas na avaliagdo com a droga isoladamente) os tratamentos experimentais
produziram por si s6 diminui¢do da temperatura dos animais (tempo 60 min no grafico)
quando comparada as respectivas temperaturas basais (Anova de medidas repetidas), sendo
que no caso do grupo da associagdo das drogas a queda de temperatura também foi
estatisticamente diferente do grupo controle dgua + salina [F(3,28) = 8,50; p = 0,0004]
(Duncan, p < 0,001) (figura 10A). Com a administra¢do de apomorfina, o grupo que recebeu
apenas imipramina e o de animais tratados com ayahuasca + imipramina apresentaram
inibi¢do da hipotermia induzida pela apomorfina (figura 10A), quando comparados ao grupo
controle agua + salina [F(3,28) = 3,98; p = 0,017697] (Duncan: p < 0,05 para 4gua +
imipramina; p < 0,01 para ayahuasca + imipramina).

Com a finalidade de melhor analisar a interagdo dos efeitos tratamento e tempo,
optou-se também em avaliar a diferenca de temperatura (At) das medigoes feitas 30 minutos
apo6s a administragdo dos antidepressivos (tempo 60) em relacdo a temperatura basal [At(60'-
Basal)]. Esta avaliacdo revelou que a associa¢do da ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) + imipramina
(1 mg/kg, i.p.) induziu uma At estatisticamente significativa de -2,9 + 0,5 °C (figura 10B) em
relacdo ao grupo controle que recebeu agua + salina onde a At foi de -0,6 + 0,3 °C [F(3,28) =
8,9580; p = 0,000254] (Duncan, p < 0,001). Por outro lado, os tratamentos com as drogas
isoladas ndo induziram uma variacdo de temperatura estatisticamente significativa em relacdo
ao grupo controle.

Quando avaliamos a At das medicdes feitas 30 minutos apds a administragdo da
apomorfina (tempo 90) em relagdo a temperatura apds administragdo do antidepressivo
[At(90'- 607)] foi constatado que os grupos administrados com as drogas isoladas ndo foram
diferentes entre si (figura 10B), mas foram diferentes do grupo controle [F(3,28) = 12,21792;
p = 0,00003] (Duncan: p < 0,05 para ayahuasca + salina; p < 0,01 para agua + imipramina).
No caso da associagdo de ayahuasca + imipramina houve elevagdo da temperatura retal dos
animais, com At de 0,8 + 0,6 °C diferindo significativamente da At do grupo controle, de -4,3
+ 0,4 °C (Duncan, p < 0,001). Além disso, a At do grupo tratado com a associacao das drogas
foi diferente do grupo ayahuasca + salina (Duncan, p < 0,01) e do grupo agua + imipramina
(Duncan, p < 0,05). Dessa forma, considera-se que houve interagdo entre os efeitos da

imipramina e da ayahuasca.
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Figura 10. Efeito da administragdo de ayahuasca (aya 120 mg/kg, v.0.) e de imipramina (imi 1 mg/kg, i.p.),
isoladamente ou em associacdo, sobre a temperatura retal de camundongos administrados com apomorfina (10
mg/kg, i.p.) dada apds 30 min do antidepressivo. (A) Temperatura retal dos camundongos nos intervalos
indicados. B) Diferenga de temperatura (At) entre as medi¢des realizadas nos tempos 60 e 0 (60’- Basal) ou entre
os tempos 90 e 60 (90°- 60°) do grafico do painel A. Cada coluna ou ponto e respectivas barras representam a
média + erro padrdo da média (n = 8).

(*) = p <0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle agua + salina. Anova de uma via, seguido pelo teste
de Duncan.

(#) = p < 0,05. Estatisticamente diferente da respectiva temperatura basal. Anova de medidas repetidas, seguido
pelo teste de Duncan.

(&) = p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo ayahuasca + salina e do grupo dgua + imipramina. Anova de
uma via, seguido pelo teste de Duncan.
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No caso do experimento com a sertralina foi empregada uma dose intermediaria na
associacgdo, ja que nenhuma dose empregada isoladamente inibiu o efeito da apomorfina. A
administracao de sertralina (5 mg/kg, 1.p.), ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) ou da associagdo
destas produziu queda de temperatura em relagdo as respectivas temperaturas basais, ou seja,
as drogas modificaram por si s6 a temperatura dos animais (tempo 60 min na figura 11A)
(ANOVA de medidas repetidas), bem como as temperaturas dos grupos experimentais
diferiram em relacao ao grupo controle [F(3,32) = 14,59; p = 0,000004] (Duncan: p < 0,01
para ayahuasca + salina; p < 0,001 para agua + sertralina e para ayahuasca + sertralina). Com
a administracdo de apomorfina, todos 0s grupos passaram a ser estatisticamente semelhantes,
ou seja, a hipotermia induzida pela apomorfina ndo foi inibida pelas drogas isoladamente ou
em associagdo, como observado no tempo 90 min no grafico [F(3,32) = 2,76; p = 0,05848]
(tempo 90 min na figura 11A).

Quando foram avaliadas as diferencas de temperatura (At) do intervalo 60" - Basal
(figura 11B) novamente os grupos experimentais foram diferentes do controle [F(3,32) =
13,5664; p = 0,000007] (Duncan: p < 0,01 para ayahuasca + salina e para dgua + sertralina; p
< 0,001 para ayahuasca + sertralina). Quando avaliamos a At das medig¢des feitas 30 minutos
apods a administracdo da apomorfina (90 min) em relagdo a temperatura ap6s administragao do
antidepressivo (90°- 60’) foi constatado que os grupos administrados com as drogas isoladas
nao foram diferentes entre si, mas foram diferentes do grupo controle [F(3,32) = 16,7206; p =
0,000001] (Duncan: p < 0,05 para ayahuasca + salina; p < 0,001 para agua + sertralina). Além
disso, o tratamento com ayahuasca + sertralina elevou a temperatura retal dos animais, com At
de 0,2 + 0,6 °C diferindo significativamente da At de -4,5 + 0,5 °C observada para o grupo
controle (Duncan, p < 0,001). Somado a esse fato, a At do grupo tratado com a associagao das
drogas foi diferente da At dos grupos tratados com ayahuasca (Duncan, p < 0,001) ou
sertralina (Duncan p < 0,01) isoladamente (figura 11B). Dessa forma, considera-se que houve

interacao entre os efeitos da sertralina e da ayahuasca.
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Figura 11. Efeito da administragdo de ayahuasca (aya 120 mg/kg, v.0.) e de sertralina (ser 5 mg/kg, i.p.)
isoladamente ou em associagdo, sobre a temperatura retal de camundongos administrados com apomorfina (10
mg/kg, i.p.) dada apés 30 min do antidepressivo. (A) Temperatura retal dos camundongos nos intervalos
indicados. B) Diferenga de temperatura (At) entre as medicdes realizadas nos tempos 60 e 0 (60’- Basal) ou entre
os tempos 90 e 60 (90’- 60”) do grafico do painel A. Cada coluna ou ponto e respectivas barras representam a
média + erro padrao da média (n =9).

(*) = p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle 4gua + salina. Anova de uma via, seguido pelo teste
de Duncan.

(#) = p < 0,05. Estatisticamente diferente da respectiva temperatura basal. Anova de medidas repetidas, seguido
pelo teste de Duncan.

(&) = p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo ayahuasca + salina e do grupo agua + sertralina. Anova de
uma via, seguido pelo teste de Duncan.
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Para o teste de associagdo da ayahuasca com a moclobemida, optou-se pela utilizagdo
da dose 5 mg/kg desta ultima, pois tal dose ndo produziu queda de temperatura quando dada
isoladamente e tampouco interferiu no efeito da apomorfina. Na avaliacao da temperatura 30
minutos apds a administragdo do antidepressivo, houve diferenga estatistica no grupo
ayahuasca (120 mg/kg, v.o.) associada a moclobemida (5 mg/kg, i.p.) em relacdo a sua
temperatura basal, ou seja, a associacdo das duas drogas induziu queda de temperatura nos
animais (figura 12A, ANOVA de medidas repetidas). Por outro lado, a avaliagdo da
temperatura dos animais 30 minutos ap6s a administracao de apomorfina revelou que nenhum
dos tratamentos experimentais inibiu a hipotermia induzida pela apomorfina quando
comparados ao grupo controle [F(3,32) = 1,09; p = 0,369030]. Ou seja, o efeito da
apomorfina foi similar e todos os grupos apresentaram diferenca estatistica em relag@o as suas
respectivas temperaturas basais (ANOVA de medidas repetidas).

A avaliacdo da At ap6s 30 min do antidepressivo (tempo 60 min) e os valores basais
confirmou que a associacdo de ayahuasca e moclobemida produziu queda de temperatura nos
animais [F(3,32) = 3,15088; p = 0,038307] (Duncan p < 0,05). Por outro lado, as variagdes de
temperatura apos a administragdo de apomorfina foram semelhantes entre todos os grupos

avaliados [F(3,32) = 0,5181; p = 0,672829] (figura 12B).
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Figura 12. Efeito da administracdo de ayahuasca (aya 120 mg/kg, v.0.) e de moclobemida (moc 5 mg/kg, i.p.)
isoladamente ou em associacdo, sobre a temperatura retal de camundongos administrados com apomorfina (10
mg/kg, i.p.) dada apds 30 min do antidepressivo. (A) Temperatura retal dos camundongos nos intervalos
indicados. (B) Diferenga de temperatura (At) entre as medigdes realizadas nos tempos 60 e 0 (60’- Basal) ou
entre os tempos 90 e 60 (90°- 60°) do grafico do painel A. Cada coluna ou ponto e respectivas barras representam
a média + erro padrao da média (n =9).

(*) = p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle 4gua + salina. Anova de uma via, seguido pelo teste
de Duncan.

(#) = p < 0,05. Estatisticamente diferente da respectiva temperatura basal. Anova de medidas repetidas, seguido
pelo teste de Duncan.
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4.1.3 Associacio da ayahuasca com a pargilina

O efeito da administracao da pargilina (40 mg/kg, i.p.), IMAO-B, e de sua associacao
com ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) também foi avaliado, como forma de estimar a potencial
interagdo de inibidores da MAO com agdes distintas. Apds a administragdo de ayahuasca ou
agua, todos os grupos receberam pargilina, exceto o grupo controle (ctrl), o que resultou em
expressiva queda de temperatura (tempo 60 no grafico) em relagdo as respectivas
temperaturas basais (ANOVA de medidas repetidas) (figura 13A), bem como em relagao ao
grupo controle [F(4,20) = 11,47; p = 0,000053] (Duncan, p < 0,001 para todos os grupos em
relacdo ao grupo controle).

Curiosamente, apds a administragdo de apomorfina, todos os animais que receberam
previamente pargilina, principalmente aqueles tratados com ayahuasca + pargilina, tiveram
elevagdo de temperatura, ou seja, uma inversdo do efeito observado na medida anterior. No
caso da associagdo ayahuasca + pargilina + apomorfina, houve inclusive hipertermia,
constatada no tempo 120 min, quando a temperatura medida neste grupo foi diferente da sua
temperatura basal (Anova de medidas repetidas). A diferenga entre a temperatura do grupo da
associagdo + apomorfina parece ter perdurado até os 240 minutos, quando houve recuperago
da temperatura dos animais do grupo controle; mas a ANOVA de medidas repetidas para os
demais tempos de observacdo nao foi feita, pois a associagdo de pargilina e apomorfina levou
a obito varios animais a partir dos 120 minutos, inviabilizando a andlise estatistica nos
intervalos entre os tempos 180 e 300 min. Esta ocorréncia de mortes revela ainda o risco
elevado da associa¢do da apomorfina com a pargilina.

A avaliagdao da At (60’ — Basal), ou seja, antes da administragdo de apomorfina,
confirmou que a administragdo de pargilina produziu queda na temperatura dos animais
(figura 13B), s6 ndo manifestada no grupo controle 4gua + salina (que nao recebeu pargilina)
[F(4,20) = 12,0458; p = 0,000038] (Duncan, p < 0,001 para todos os grupos em relacao ao
grupo controle). J4 a At entre 30 min apos a apomorfina e antes desta droga (90’ — 60’) mostra
que o grupo de animais que recebeu previamente a associacdo de ayahuasca e pargilina teve
elevacdo da temperatura superior a todos os demais grupos, indicando interacdo distinta
quando as trés drogas foram administradas [F(4,20) = 69,57029; p = 0,000000] (Duncan, p <

0,001 em relacao a todos os outros grupos).
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Figura 13. Efeito da administracdo de pargilina (par 40 mg/kg, i.p.) isoladamente ou em associagdo com
ayahuasca (aya 120 mg/kg, v.0.) sobre a temperatura retal de camundongos administrados com apomorfina (10
mg/kg, i.p.) ou salina 30 min depois. (A) Temperatura retal dos camundongos nos intervalos indicados. (B)
Diferenca de temperatura (At) entre as medigoes realizadas nos tempos 60 e 0 (60’- Basal) ou entre os tempos 90
e 60 (90°- 60°) do grafico do painel A. Cada coluna ou ponto e respectivas barras representam a média + erro
padrao da média (n =5).

(*) =p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle (ctrl) 4gua + salina + apomorfina. Anova de uma via,
seguido pelo teste de Duncan.

(#) = p < 0,05. Estatisticamente diferente da respectiva temperatura basal. Anova de medidas repetidas, seguido
pelo teste de Duncan.

(&) =p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo agua + pargilina + salina, agua + pargilina + apomorfina e do
grupo ayahuasca + pargilina + salina. Anova de uma via, seguido pelo teste de Duncan.
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4.2 Teste da Natacao Forcada

4.2.1 Avalia¢ao dos antidepressivos e da ayahuasca isoladamente

A figura 14 mostra que a administracao de ayahuasca por via oral nas doses de 120 e
1200 mg/kg ndo reduziu o tempo de imobilidade dos animais em relacdo ao grupo controle
[F(2,23) = 3,0440; p = 0,6717]. Além disso, nao foi constatada diferenca estatisticamente
significante quanto ao numero de defecacdes dos animais tratados com a ayahuasca, na

comparagdo com o grupo controle [F(2,23) =0,7676; p = 0,475659] (tabela 4).
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Figura 14. Tempo de imobilidade no teste da natagcdo forcada de ratos tratados com ayahuasca (120 e 1200
mg/kg, v.0.). Ndo significativo. Anova de uma via. As colunas e barras representam a média + erro padrdao da
média (n=8 - 9).

Nos testes com a imipramina [F(4,34) = 2,4329; p = 0,066270] e com a sertralina
[F(4,35) =0,9704; p = 0,4360], ao contrario do que era esperado, nenhuma dose administrada
reduziu o tempo de imobilidade dos animais quando comparadas aos seus respectivos grupo
controle salina (figura 15).

Ja4 em relacdo ao numero de defecagdes, nota-se que a dose de 30 mg/kg de
imipramina (das duas marcas testadas) induziu uma reducdo do nimero de defecagdes dos
animais em relagdo ao grupo controle [H(4,39) = 11,7754; p = 0,0191] (Mann-Whitney, p <
0,05 para ambas as drogas). Por outro lado, embora o teste de Kruskal-Wallis tenha detectado

diferenca estatisticamente significativa no nimero de defecagdes entre os grupos no teste com
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a sertralina [H(4,40) = 9,6439; p = 0,0469], nenhuma dose do antidepressivo induziu mudanga
estatisticamente significativa no numero de defecagdes dos animais em relagdo ao grupo

controle (tabela 4).
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Figura 15. Tempo de imobilidade no teste da natagdo forgcada de ratos tratados por via i.p. com diferentes doses
de imipramina (A) e sertralina (B). Nao significativo. Anova de uma via. As colunas e barras representam a
média + erro padrio da média (n=7 —9). (*) = Imipramina Cristalia; (*) = Imipramina Biosintética.
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No teste com a moclobemida, nenhuma dose administrada reduziu o tempo de
imobilidade dos animais em relacdo ao grupo controle salina [H(3,32) = 0,3644; p = 0,9475]
(figura 16). Além disso, nenhum dos tratamentos induziu uma mudanga estatisticamente
significativa no niumero de defecacdes dos animais em relagdo ao respectivo grupo controle

[F(3,28) = 2,36003; p = 0,092832] (tabela 4).
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Figura 16. Tempo de imobilidade no teste da natagéo forcada de ratos tratados por via i.p. com diferentes doses
de moclobemida. Néo significativo. Kruskal-Wallis. As colunas e barras representam a média + erro padrdo da
média (n = 8).
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Tabela 4. Numero de defecagdes dos ratos tratados com ayahuasca ou com as drogas
antidepressivas isoladamente no teste da natacdo forcada. Para cada droga avaliada, notar o
controle correspondente.

Teste Doses utilizadas Numero de defecagoes n
(mg/kg) (média = EPM)
Ayahuasca controle (agua) 3,5+0,7 9
120 4,4+0,6 9
1200 4,7+0,9 8
Imipramina controle (salina) 2,7+£0,9 9
7,5° 1,7+0,7 8
15° 0,7+0,3 7
30° 0,1 +0,1% 8
30° 0,2+ 0,3 7
Sertralina controle (salina) 2,5+0,9 8
2,5 2,5+0,3 8
5,0 1,5+0,8 8
10 0,8+0,4 8
20 0,8+0,4 8
Moclobemida controle (salina) 3,4+0,9 8
7,5 3,6+0,5 8
15 3,0+0,9 8
30 1,3+0,5 8
Tranilcipromina controle (salina) 39+1,0 7
0,5 4,4+0,9 7
2 0,4+0,2% 5
Pargilina Controle (salina) 4,6 +0,7 5
1 3,612 5
5 3,6+0,9 5
20 1,4+0,5 5

(*) =p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle. Anova de uma via, seguido pelo teste de Duncan.
(§) = p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle. Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Mann-
Whitney. (Analise por teste ndo paramétrico porque ndo houve homogeneidade das varidncias)

(*) = Imipramina Cristalia; ®) = Imipramina Biosintética.
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Outras duas drogas com acdo inibidora sobre a MAO foram também avaliadas no
teste da natagdo forcada, a pargilina (IMAO-B) e a tranilcipromina (IMAO inespecifico). Em
teste realizado com a pargilina nenhuma das doses utilizadas reduziu o tempo de imobilidade
dos animais quando comparadas com o grupo controle salina [F(3,16) = 0,3196; p = 0,8110]
(figura 17A). Da mesma forma, a tranilcipromina nao reduziu o tempo de imobilidade dos
animais nas doses utilizadas (figura 17B) comparativamente aos animais do grupo controle
salina [F(2,16) = 1,7263; p = 0,2095]. Nao foi possivel avaliar o efeito de doses maiores da
tranilcipromina, que se mostraram toxicas, ocasionando a morte dos animais antes da
realizacdo do teste de 5 minutos.

Em relagdo ao ntimero de defecagdes (tabela 4), a tranilcipromina na dose de 2
mg/kg (i.p.) induziu uma reducdo estatisticamente significativa no nimero de defecagdes dos
animais comparado com o grupo controle salina correspondente [F(2,16)= 5,56990; p =
0,014592] (Duncan, p < 0,05). Ja no teste com a pargilina, ndo houve diferenga entre os
grupos, embora a dose de 20 mg/kg (i.p.) visualmente tenha reduzido o numero de defecagdes

dos animais [F(3,16) =2,40351; p=0,105553].
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Figura 17. Tempo de imobilidade na natacdo forgada de ratos tratados por via i.p. com diferentes doses de
pargilina (A) e da tranilcipromina (B). Nao significativo. Anova de uma via. As colunas e barras representam a
média + erro padrdo da média (n=5 — 7).
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4.2.2 Associacdo da ayahuasca com os antidepressivos

No teste de associagdo dos antidepressivos e ayahuasca o objetivo era avaliar a
interacao entre doses subefetivas destas drogas. Para a ayahuasca foi empregada a dose de 120
mg/kg (v.0.), pois embora a dose de 1200 mg/kg ndo tenha diferido estatisticamente do
controle, visualmente houve uma diminuicdo do tempo de imobilidade com esta. Para as
demais drogas, uma vez que nao houve doses efetivas, foram avaliadas duas doses
intercaladas, para aumentar as chances de encontrar uma possivel interacao.

Nos testes de associagdo da ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) com a imipramina na dose
de 3,75 mg/kg (i.p.) [F(3,23) = 1,1201; p = 0,3614] e na dose de 15 mg/kg (i.p.) [F(3,25) =
1,3723; p = 0,274144] (figura 18) ndo foi verificada nenhuma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos experimentais e seus respectivos grupos controle (4gua + salina),
ou seja, nenhuma dose avaliada dos antidepressivos reduziu o tempo de imobilidade dos
animais, seja isoladamente ou em associagdo com a ayahuasca. Com relagdo ao niimero de
defecacdes, no teste da associacdo da ayahuasca com a imipramina (3,75 mg/kg, i.p.), os
tratamentos com ayahuasca + imipramina (Duncan, p < 0,001), 4gua + imipramina (Duncan, p
< 0,01) e ayahuasca + salina (Duncan, p < 0,05) reduziram o niumero de defecacdes dos
animais em relagdo ao grupo controle agua + salina [F(3,30) = 7,6011; p = 0,000635] (tabela
5). Quando foi avaliada a associa¢do da ayahuasca com a imipramina (15 mg/kg, i.p.) houve
reducdo do niimero de defecacdes nos grupos tratados com 4gua + imipramina (Duncan, p <

0,05) e com ayahuasca + imipramina (Duncan, p < 0,01) [F(3,25) = 4,18924; p =0,015632].
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Figura 18. Tempo de imobilidade de ratos no teste da natacdo forcada. (A) Associag¢do da ayahuasca (AYA, 120
mg/kg, v.0.) com a imipramina (IMI, Cristalia, 3,75 mg/kg, i.p.); (B) Associagdo da ayahuasca (AYA, 120
mg/kg, v.0.) com a imipramina (IMI, Biosintética, 15 mg/kg, i.p.). Nao significativo. Anova de uma via. As
colunas e barras representam a média + erro padrdo da média (n =6 —9).
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Tabela 5. Numero de defecacdes dos ratos tratados com a associagdo de ayahuasca e
diferentes antidepressivos no teste da natacdo forcada. Para cada droga avaliada, notar o

controle correspondente.

Teste Doses utilizadas Numero de defecagoes n
(mg/kg) (média + EPM)

Ayahuasca + Imipramina® ctrl (agua + salina) 6,3+0,7 8
120 + salina 3,8 +£0,8*% 8
agua + 3,75 2,9+0,7* 9
120 + 3,75 1,8+0,6* 9

Ayahuasca + Imipramina” ctrl (agua + salina) 34+0,8 8
120 + salina 2,5+0,6 8
agua+ 15 1,0 £0,5% 7
120 + 15 0,7+0,5% 6

Ayahuasca + Sertralina ctrl (dgua + salina) 4,8+0,6 8
agua + 2,5 3,1+£1,0 8
agua + 10 1,3+0,4° 8
120 +2,5 2,4+0,6° 8
120 + 10 0’ 7

Ayahuasca + Moclobemida ctrl (dgua + salina) 3,3+0,6 8
120 + salina 4,8+0,8% 8
agua+ 15 2,3+0,6 8
120 + 15 2,3+0,6 8
120 + 30 1,0+ 0,3* 5

Ayahuasca + Tranilcipromina ctrl (dgua + salina) 39+1,0 7
120 + salina 32+0,6 5
agua + 0,1 2,4+0,5 5
120+ 0,1 3,5+0,6 6

(*) =p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle. Anova de uma via, seguido pelo teste de Duncan.

(§) = p < 0,05. Estatisticamente diferente do grupo controle. Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Mann-
Whitney. (Anéalise por teste nao paramétrico porque ndo houve homogeneidade das variancias).
(*) = Imipramina Cristalia; (°) = Imipramina Biosintética.
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Nos testes de associagdo da ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) com a sertralina (2,5 ¢ 10
mg/kg, i.p.) [F(4,34) = 1,0760; p = 0,3836] ¢ com a moclobemida (15 e 30 mg/kg, i.p.)
[H(4,34) = 6,6224; p = 0,1572] a associacao das drogas, bem como a administragdo das
drogas isoladas, ndo reduziu o tempo de imobilidade dos animais (figura 19). Na avaliacao do
nimero de defecacdes, os seguintes tratamentos reduziram o numero de defecagdes dos
animais em rela¢do ao grupo controle: ayahuasca + sertralina 2,5 e 10 mg/kg (Mann-Whitney,
p < 0,05 e p <0,01, respectivamente); agua + sertralina 10 mg/kg (Mann-Whitney, p < 0,01)
[H(4,39) = 21,4309; p = 0,001], bem como o grupo tratado com ayahuasca + moclobemida
30 mg/kg [F(4,29) = 5,48931; p = 0,002044] (Duncan, p < 0,05) (tabela 5). Por outro lado, o
grupo de animais tratado com ayahuasca + salina, no teste da associacdo da ayahuasca com
moclobemida, apresentou um aumento do nimero de defecagcdes em relagdo ao grupo controle

(Duncan, p < 0,05).
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Figura 19. Tempo de imobilidade de ratos no teste da natagao forcada. (A) Associag@o de ayahuasca (AYA, 120
mg/kg, v.0.) com a sertralina (SER, 2,5 e 10 mg/kg, i.p.); (B) Associagdo de ayahuasca (AYA, 120 mg/kg, v.o.)
com a moclobemida (MOC, 15 e 30 mg/kg, i.p.). Nao significativo. Anova de uma via (A) / Kruskal-Wallis (B).
As colunas e barras representam a média + erro padrdo da média (n =5 — 8).
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Foi também realizado um teste da associagdo da ayahuasca (120 mg/kg, v.0.) com a
tranilcipromina na dose de 0,1 mg/kg (i.p.), com a finalidade de avaliar o efeito de uma
possivel interagdo com um inibidor inespecifico da MAO neste modelo animal. Contudo, ndo
foi constatada diferenga estatisticamente significativa entre o grupo tratado com ayahuasca
associada a tranilcipromina em relagdo ao grupo controle dgua + salina [F(3,19) = 0,6830; p =
0,5733], ou seja, a associacdo das drogas ndo diminuiu o tempo de imobilidade dos animais
(figura 20). Na avaliagdo do nimero de defecacdes (tabela 5) também nao foi constatada
diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes grupos [H(3,23) = 1,6722; p =

0,6431].
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Figura 20. Tempo de imobilidade de ratos tratados com ayahuasca (AYA 120 mg/kg, v.0.) e tranilcipromina
(TRA 0,1 mg/kg, i.p.) no teste da natagdo for¢ada. Nao significativo. Anova de uma via. As colunas e barras
representam a média =+ erro padrio da média (n=15 — 7).

4.3 Atividade Locomotora

Os dados da figura 21 mostram os resultados do teste de atividade motora. Houve
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo de animais tratados com sertralina (20

mg/kg, 1.p.) em relagdo ao grupo controle (agua, v.0.) nos tempo 60 [F(5,36) = 5,68376; p =
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0,00058] (Duncan, p < 0,05), 90 [F(5,36) = 3,54384; p = 0,010448] (Duncan, p <0,01) e 120
minutos [F(5,36) = 2,75205; p = 0,033206] (Duncan, p < 0,05), indicando que esta dose
induziu um aumento da atividade locomotora dos animais. Os demais tratamentos —
ayahuasca (120 e 1200 mg/kg, oral), imipramina (30 mg/kg, i.p.) € moclobemida (30 mg/kg,

1.p.) — ndo alteraram a locomoc¢ao dos animais.
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Figura 21. Registro da atividade locomotora de camundongos tratados com ayahuasca (aya, 120 e 1200 mg/kg,
v.0.), sertralina (ser, 20 mg/kg, i.p.), imipramina (imi, 30 mg/kg, i.p.) e moclobemida (moc, 30 mg/kg, i.p.) ou
agua- grupo controle (ctrl, v.0.). As colunas e barras representam a média + erro padrdo da média (n = 7).

(*) = p < 0,05. Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle. Anova de uma via, seguido pelo teste de
Duncan.

4.4 Ensaios de Inibicio da Monoaminoxidase (MAQ)

4.4.1 Padronizacio das condicoes do ensaio

Em um primeiro momento, foram feitos testes-piloto para padronizar as condig¢des
otimas do ensaio. A figura 22 mostra os resultados dos testes onde foram avaliadas: (A)
concentracdo de substrato, (B) a concentragdo de enzima (fracdo mitocondrial, em mg/ml de

proteina) e (C) tempo de reagao. Como pode ser notado na figura 22A, ocorreu um platoé na
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fluorescéncia entre as concentracdes de 90 a 720 puM, o que indica que a partir da
concentragdo de 90 uM do substrato ndo hd mais formagdo significativa do produto 4-
hidroquinolina. No painel B da figura 22 observa-se um aumento proporcional da
fluorescéncia com o aumento da concentracdo de proteinas (enzima), sendo esse efeito mais
pronunciado com a incubagdo de 30 minutos. Diante desses resultados, optou-se pela
concentragdo de 2,5 mg/ml de fracdo enzimdtica (equivale a 0,71 mg/ml na incubagio)
associada a concentracao de 90 uM de substrato (quinuramina) para avaliacdo do efeito do
tempo dessa reagdo. Sendo assim, observa-se na figura 22C que houve pouca formacao do
produto da reagdo com incubagdes de até 15 min, ao passo que incubagdes de 30 e de 60

minutos mostraram-se adequadas para quantificar a formagdo do produto 4-hidroquinolina.

4.4.2 Ensaios iniciais da inibicdo da monoaminoxidase (MAO)

Apbs padronizagdo da concentracdo de proteinas - 2,5 mg/ml (0,71 mg/ml no
ensaio), concentracdo de substrato (90 uM) e tempo de incubacao (30 min) foram feitos
alguns ensaios iniciais com a pargilina e a selegilina, inibidores seletivos da MAO-B. Como
era esperado, a pargilina inibiu a atividade da monoaminoxidase, mas provavelmente fez isso
de forma inespecifica, j4 que em concentracdes a partir de 100 uM houve inibi¢ao
praticamente total da MAO (figura 23A). Ja a selegilina, apresentou duas curvas de inibigao,
mostrando um platd de resposta em concentragdes entre 250 e 2500 nM indicando que nestas
concentragdes houve provavelmente inibi¢do total da isoforma MAO-B, enquanto
concentracdes superiores provavelmente passaram a inibir também a isoforma MAO-A
(figura 23B). Para a pargilina, ndo foi possivel sugerir uma concentracdo que inibisse 100%
da MAO-B sem interferir com a MAO-A, o que inviabilizou a utilizagdo desta droga nos

estudos com a ayahuasca.
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Figura 22. Ensaios iniciais para a padronizagdo da concentragdo de substrato (A), da concentragdo de enzima
(fracdo mitocondrial, em mg/ml de proteina) (B) e do tempo de reacdo (C). A leitura no fluorimetro foi realizada
com excitagdo de 320/20 e emissdo de 460/40 (nm). No experimento mostrado em A foi empregada a
concentragdo de 1 mg/ml de proteina e em C 2,5 mg/ml (concentracdes antes da pipetagem nos tubos).
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Figura 23. Ensaios iniciais para avaliar a inibi¢do da atividade da MAO com a pargilina (A) e com a selegilina
(B). A leitura no fluorimetro foi realizada com excitagdo de 320/20 e emissdao de 460/40 (nm). Em (A) foi
utilizado a concentragdao de 60 uM do substrato quinuramina. Em (B) foi utilizado a concentragdo de 90 pM do

substrato.
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4.4.3 Ensaios iniciais da inibicio da monoaminoxidase (MAQ) total ¢ MAO-A pela

ayahuasca

Inicialmente foi realizado um ensaio com concentragdes crescentes de ayahuasca,
sem a presenca da enzima ou do substrato, para ver se as diferentes concentragdes do cha
interferiam na leitura do fluorimetro. Os dados da figura 24 mostram que concentragdes acima
de 10 ug/ml de ayahuasca produziram um aumento da leitura no fluorimetro, sendo, portanto
inapropriadas para o teste. Ao avaliar o efeito da ayahuasca sobre a metabolizacdo do
substrato quinuramina pela MAO observa-se que ela foi capaz de inibir parcialmente a MAO
total em concentragdes acima de 100 ng/ml (figura 25A). Por fim, a pré-incubagao da fragao
enzimdtica com 250 nM de selegilina, ao inibir seletivamente a MAO-B, permitiu que fosse
avaliado no ensaio o efeito inibitério da ayahuasca sobre a MAO do tipo A. Os resultados da
figura 25B mostram que nestas condigdes, a ayahuasca na concentragao de 100 ng/ml inibe
em aproximadamente 50% a MAO-A, enquanto a concentracdo de 1 ug/ml inibiu em
aproximadamente 80% esta isoforma. Nao foi possivel estimar a porcentagem de inibi¢do da

MAO-A com concentracdes maiores de ayahuasca, uma vez que elas ja interferiam com a

fluorescéncia.
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Figura 24. Avaliacdo da fluorescéncia da ayahuasca isoladamente reproduzindo as mesmas condi¢des de ensaio,
exceto pela adigdo da fragdo enzimatica e do substrato quinuramina. A leitura no fluorimetro foi realizada com
excitacao de 320/20 e emissdo de 460/40 (nm).
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Figura 25. Ensaios iniciais para avaliar a inibi¢do da atividade da MAO com a ayahuasca isolada (A) e para
avaliar a inibicdo da atividade da MAO-A pela associagdo da selegilina 250 nM + diferentes concentracdes de
ayahuasca (B). A leitura no fluorimetro foi realizada com excitagao de 320/20 e emissao de 460/40 (nm).
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5 DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da interagao do cha de ayahuasca com
antidepressivos de mecanismos de acdao diferentes. Para tal propdsito foram utilizados dois
modelos animais de depressdo: a inibicao a hipotermia induzida pela apomorfina e o teste da
natacdo forcada. Estes modelos foram escolhidos por serem de simples execugdo e por
avaliarem o efeito de drogas antidepressivas por mecanismos distintos.

A escolha das doses de ayahuasca para os testes in vVivo levou em considera¢ao o que
seria a dose média consumida pelo ser humano, calculada em 120 mg/kg, e em uma dose 10
vezes maior (1200 mg/kg). No entanto, vale ressaltar que ndo existe uma correlagdo direta
entre doses clinicas e doses pré-clinicas, mas por meio de calculos alométricos que
consideram a espécie e seu peso corporal € possivel sugerir a correspondéncia de uma dose do
humano para um roedor. O objetivo pratico mais evidente, do calculo alométrico, ¢ a
extrapolagdo das doses de drogas entre animais de formas, tamanhos ¢ massas diferentes
(Pachaly, 2006). Assim, a dose de 120 mg/kg de ayahuasca consumida pelo ser humano com
peso de 60 kg corresponderia a uma dose aproximada de 315 mg/kg em ratos, considerando
um peso médio de 350 g (Reagan-Shaw et al., 2007). No caso dos camundongos, com peso
médio de 40g, a dose humana corresponderia a aproximadamente 800 mg/kg (Reagan-Shaw
et al., 2007), portanto estas doses estdo dentro do intervalo empregado no presente estudo.
Soma-se a esse fato, que ao contrario do uso ritualistico, normalmente caracterizado pelo
consumo do cha de ayahuasca em sessoes com intervalos de uma a trés semanas (McKenna,
2004), neste estudo optou-se por realizar um tratamento agudo (ou de até trés doses agudas no
teste da natacdo forgada). Assim, ndo se pode descartar que o uso ritualistico, da forma como
ocorre, pode induzir efeitos diferentes daqueles observados neste estudo.

Para a escolha das doses também levou-se em consideracdo os resultados do estudo
de Pires (2009) realizado com a mesma amostra de ayahuasca, onde foram empregadas doses
de 12, 120, 1200 e 2400 mg/kg de ayahuasca em camundongos. Em tal estudo, a
administragdo do ché por v.o. (120 e 1200 mg/kg) ndo provocou alteragdes no teste do rota-
rod, enquanto no teste da atividade motora os animais que receberam a dose de 1200 mg/kg
apresentaram efeito bifasico, com diminui¢do inicial da ambulagdo (até 30 min), seguida de
aumento entre 2 e 4 horas. Entretanto, esse efeito ndo foi observado no nosso estudo, pois o
tratamento com a ayahuasca na dose de 1200 mg/kg ndo alterou a atividade locomotora dos
camundongos em relagdo ao grupo controle durante as duas horas de observagdo. E natural

que os animais do grupo controle, ao serem colocados na caixa de atividade motora,
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apresentem de inicio uma grande ambulagdo, correspondente a atividade exploratoria de um
ambiente novo, e em seguida redu¢do da ambulacao, pois acabam se ambientando a caixa.

Pires (2009) relata ainda que no teste do screening farmacoldgico a ayahuasca na
dose de 2400 mg/kg induziu diminui¢do da ambulagdo, do numero de defecagdes e micgdes
de maneira consideravel, além de produzir tremor e aumento da sensibilidade a estimulos
sonoros nos animais. Portanto, esta dose foi descartada ja que se demonstrou relativamente
toxica, e assim, optou-se pela administragdo da ayahuasca por via oral nas doses de 120 e
1200 mg/kg, de modo que a dose unitaria média consumida pelo ser humano, a partir de
calculos alométricos, estaria incluida neste intervalo.

A hipotermia induzida pela apomorfina ¢ um teste baseado em interagdes
farmacoldgicas entre a apomorfina e os antidepressivos. Neste teste ndo ha qualquer analogia
entre o efeito induzido e a depressdo, e sim ele ¢ baseado na observa¢do de que drogas
antidepressivas de algumas categorias podem inibir ou reverter a hipotermia induzida
farmacologicamente, sem afetar a estereotipia ou comportamento de escalar induzido pela
apomorfina (Puech et al., 1978; Porsolt et al., 1991). A hipotermia ¢ o resultado do efeito
agonista da apomorfina sobre o receptor pré-sindptico dopaminérgico D,, localizados na
regido pré-Optica anterior do hipotadlamo, éarea que integra as informagdes térmicas
provenientes do SNC e da periferia para gerar as respostas termorregulatorias mais
apropriadas para o ambiente (Cox et al., 1981; Menon et al., 1984; Boulant, 2000). A
hipotermia induzida por uma dose baixa de apomorfina (1 mg/kg) ¢ inibida por neurolépticos
com agdo antagonista no receptor dopaminérgico D,, ao passo que, a hipotermia induzida por
doses elevadas de apomorfina (10 e 16 mg/kg) ¢ inibida, especialmente, por drogas
antidepressivas relacionadas ao sistema f-adrenérgico (Puech et al., 1978).

Nesse sentido, postula-se que uma diminuicdo da neurotransmissdo noradrenérgica
na regido pré-Optica anterior do hipotdlamo tenha um papel predominante para o
desenvolvimento de hipotermia induzida por doses elevadas de apomorfina. Corroborando
com essa andlise, Redrobe et al. (1998) relatam que a acdo agonista da apomorfina sobre o
receptor pré-sinaptico D, situado nas terminagdes nervosas noradrenérgicas (Langer, 1977,
Galzin et al., 1982), pode inibir a liberacdo de noradrenalina, uma vez que receptores D,
localizados em terminais pré-sinapticos provocam uma diminui¢ao na sintese e na liberagao
do neurotransmissor, bem como inibem o potencial de agao do neurénio (Bourin, 1990; Boyd,
Mailman, 2012). Contudo, esses receptores sdo sensiveis somente a altas doses de apomorfina

devido ao seu niimero limitado na regido pré-optica anterior do hipotalamo.
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Logo, drogas capazes de aumentar a neurotransmissao noradrenérgica sdo capazes de
bloquear ou reverter o efeito da apomorfina. Neste sentido, os antidepressivos da categoria
dos triciclicos, como a imipramina, que atuam na inibi¢ao da recaptacao das monoaminas
serotonina e, principalmente a noradrenalina, sdo mais efetivos em inibir o desenvolvimento
da hipotermia quando comparados aos antidepressivos de outras categorias, como o0s
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e os IMAO (Puech et al., 1978; Menon et al.,
1984; Porsolt et al. 1991; An et al., 2008).

No presente trabalho foram empregadas 3-4 doses de antidepressivos baseadas em
estudos da literatura ou estudos prévios do grupo. O tratamento com a imipramina na dose de
5 mg/kg inibiu a hipotermia induzida pela apomorfina, como era esperado para um
antidepressivo triciclico. O mesmo efeito também foi obtido com a administragdo de
ayahuasca por via oral na dose de 1200 mg/kg, mas ndo na dose de 120 mg/kg. Contudo,
nenhuma dose de sertralina e de moclobemida utilizada inibiu a hipotermia induzida pela
apomorfina em relagcdo ao grupo controle, apesar de observarmos uma pequena reduciao do
efeito da apomorfina no grupo tratado com a maior dose de sertralina. Como o objetivo do
estudo era avaliar em uma segunda fase a interagcdo entre doses subefetivas da ayahuasca e
dos antidepressivos, foram selecionadas as doses de 1 mg/kg de imipramina ¢ 120 mg/kg de
ayahuasca, enquanto para a sertralina optou-se por uma dose intermediaria (5 mg/kg). No caso
da moclobemida foi escolhida a dose de 5 mg/kg, pois doses maiores produziram por si s6
queda de temperatura nos animais.

No que se refere aos estudos de associagdo da ayahuasca com os antidepressivos foi
observado efeito da interacdo das drogas tanto no teste com a imipramina como no estudo
com a sertralina. No estudo da associagdo da ayahuasca com a imipramina, a imipramina
inibiu o desenvolvimento da hipotermia, na comparagcdo com o grupo controle. No caso da
associagdo de ayahuasca e imipramina além de inibir o desenvolvimento da hipotermia pela
apomorfina, a associagdo das drogas levou a um efeito temporal distinto, produzindo
inicialmente queda de temperatura nos animais (efeito da associacdo de ayahuasca e do
antidepressivo) e posteriormente aumento (recuperagdo) da temperatura (efeito da associagao
anterior, isto €, ayahuasca + imipramina, com a apomorfina). Dessa forma, considera-se que
houve uma interacdo farmacodindmica entre imipramina e ayahuasca que induziu
provavelmente a um aumento da neurotransmissao noradrenérgica pela somatoria da agdo
IMAO-A da ayahuasca com a inibicdo da recapta¢do de noradrenalina promovida pela
imipramina. E bem estabelecido na literatura que o aumento da neurotransmissdo

noradrenérgica inibe o desenvolvimento da hipotermia induzida pela apomorfina (Puech et al.,
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1978; Menon et al., 1984; Porsolt et al. 1991; An et al., 2008). Assim, postula-se que o
predominio da agdo agonista da serotonina na area pré-optica anterior do hipotalamo pela
associacao da ayahuasca com a imipramina, tenha produzido queda de temperatura, uma vez
que dados na literatura apontam a participagao de receptores serotonérgicos como o 5-HT 4, 0
5-HT; e o 5-HT7 nos mecanismos de hipotermia (Bill et al., 1991; Naumenko et al., 2011).
Por outro lado, os niveis elevados de noradrenalina bloquearam o efeito da apomorfina na
regido pré-optica.

No teste da associacdo da ayahuasca com a sertralina os grupos que receberam
ayahuasca ou o antidepressivo tiveram queda de temperatura induzida por tais tratamentos,
mas ndo foram capazes de inibir o efeito da apomorfina. Por outro lado, ao analisarmos o
efeito ao longo do tempo, observa-se que a associacdo da ayahuasca com o antidepressivo
induziu um comportamento diferente, com pequena elevagdo de temperatura na medida 30
min apdés a administragdo de apomorfina em relacdo ao tempo anterior. Para os demais
grupos, especialmente o grupo controle, houve queda de temperatura apés a administracao de
apomorfina. Este resultado também sugere interacdo entre os efeitos da ayahuasca e sertralina.
Alguns dados na literatura apontam que o aumento da neurotransmissdo serotonérgica estd
relacionada ao mecanismo de hipertermia via receptores 5S-HT, (Gudelsky et al., 1986; Abdel-
Fattah et al., 1995b; Abdel-Fattah et al. 1997) e a inibicdo da hipotermia induzida pela
apomorfina (Menon et al., 1981), desde que esse aumento de serotonina seja
significativamente superior ao aumento serotonérgico que induz hipotermia, mediado
principalmente pelo receptor 5-HT;a. Assim, o efeito observado provavelmente se relaciona
com um aumento significativo da neurotransmissao serotonérgica, por consequéncia de uma
interacao farmacodinamica via receptor 5S-HT», pois o cha possui a DMT, um potente agonista
do receptor 5-HT,, assim como as B-carbolinas com a¢do IMAO-A, que contribuem para a
diminui¢do da metaboliza¢do da serotonina. Uma vez que a sertralina ¢ um inibidor seletivo
da recaptagdao de serotonina ¢ possivel supor que com a associacdo das duas drogas seus
efeitos tenham se somado e determinado os efeitos observados sobre a temperatura dos
animais.

Estudos que compararam a fluoxetina (um outro inibidor seletivo da recaptagdo de
serotonina) com drogas triciclicas, como a imipramina, a desipramina e a venlafaxina,
sugerem que a fluoxetina seja menos eficaz ou quase ineficaz em inibir o desenvolvimento da
hipotermia induzida pela apomorfina, quando comparada aos antidepressivos triciclicos
(Menon et al., 1984; Artaiz et al., 2005), confirmando que este teste ¢ mais adequado para a

avaliacdo de antidepressivos triciclicos. Apesar desta ressalva, o objetivo do nosso trabalho
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era avaliar as possiveis interacdes da ayahuasca com antidepressivos de diferentes classes,
razao pela qual a interagdo com a sertralina foi investigada.

Também fez parte deste estudo avaliar o efeito da interacdo de ayahuasca com a
moclobemida, um inibidor reversivel da MAO-A utilizado clinicamente como antidepressivo.
No teste realizado com a moclobemida isoladamente, nenhuma dose utilizada inibiu a
hipotermia induzida pela apomorfina, mas ao contrério, as doses de 20 e 40 mg/kg induziram
queda de temperatura nos animais de maneira dose-efeito. Esse fato se deve, provavelmente,
ao aumento da neurotransmissao serotonérgica e dopaminérgica em decorréncia do
mecanismo de acdo IMAO-A da moclobemida. Conforme ja mencionado, ambos os sistemas
de neurotransmissdo possuem papel fundamental nos mecanismos de hipotermia em animais,
principalmente pela intera¢do serotonérgica com o receptor 5-HT 5 (Gudelsky et al., 1986) e
pela interagdo dopaminérgica com os receptores dopaminérgicos pré-sinapticos D;
(Zarrindast, Tabatai, 1992). Neste sentido, pode-se especular que o pré-tratamento com a
ayahuasca permitiu que uma dose menor de moclobemida (5 mg/kg) fosse capaz de induzir
queda de temperatura dos animais, comparado ao grupo controle, pela sua a¢do serotonérgica.
Entretanto, a combina¢do das duas drogas nao foi suficiente para inibir a hipotermia induzida
pela apomorfina, o que de certa forma ja era esperado, ja que este teste farmacoldgico nao é
indicado para avaliagdo de drogas IMAO, dentro de seu contexto como modelo para
investigacdo de antidepressivos.

Nao se deve esquecer que a propria administragdo de ayahuasca induziu queda de
temperatura nos animais, registrada antes da administragdo de apomorfina. Abdel-Fattah et al.
(1995a) apresentam evidéncias que sustentam esse resultado. Os autores constataram que as
B-carbolinas harmina e harmalina extraidas das folhas da Peganum harmala induziram um
quadro de hipotermia dose-dependente em ratos (2,5 — 20 mg/kg, via i.p.), onde a queda de
temperatura foi mais significativa entre 30 e 60 minutos apos a administragdo dos alcaloides.
Adicionalmente, o pré-tratamento com um inibidor da sintese de serotonina (p-
clorofenilalanina, 100 mg/kg/dia, durante 3 dias) inibiu significativamente a hipotermia
induzida pelos alcaloides totais (5 mg/kg, i.p.) e pela harmina isolada (10 mg/kg, i.p.). Além
disso, o pré-tratamento com 2 mg/kg do pindolol (antagonista parcial do receptor
serotonérgico 5-HT;o e antagonista do receptor P-adrenérgico), bem como sua associacao
com o haloperidol, um antagonista do receptor dopaminérgico D, (5 mg/kg subcutaneo 24
horas antes e 2 mg/kg i.p. 2 horas antes do teste), inibiram completamente a hipotermia
induzida pelos alcaloides. A partir desses resultados, Abdel-Fattah et al. (1995a) concluiram

que a hipotermia promovida pelos alcaloides ocorre por meio de trés mecanismos: (1) sua
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acdo IMAO induz um aumento da neurotransmissdo serotonérgica, e, por conseguinte, a
serotonina torna-se disponivel para interagir com o receptor 5-HT;n que participa do
mecanismo de hipotermia em camundongos; (2) sua agdo IMAO induz um aumento da
neurotransmissao dopaminérgica, €, por conseguinte, a dopamina torna-se disponivel para
interagir com o receptor D, que também estd envolvido no mecanismo de hipotermia em
camundongos; (3) harmalina por si s6 interage com os receptores serotonérgicos promovendo
a hipotermia.

Tanto a ayahuasca como a moclobemida atuam inibindo preferencialmente a MAO-
A. Para verificar o efeito da interagdo da ayahuasca com outros inibidores da MAO, foi
realizado um teste-piloto com a pargilina, um inibidor irreversivel e seletivo da MAO-B, ndo
empregado clinicamente como antidepressivo. Neste teste a administragdo de pargilina
induziu hipotermia nos animais, porém com a inje¢do posterior de apomorfina houve um
quadro de hipertermia prolongada. A associacdo de ayahuasca e pargilina acentuou o quadro
de hipertermia, indicando um efeito potencialmente toxico desta combinacao.

Nesse teste com a pargilina a temperatura e o estado geral dos animais foram
avaliados de hora em hora até 4 horas apds a administragdo da apomorfina, a fim de verificar
se os efeitos produzido pela interagdo das drogas eram reversiveis. Contudo, com a evolugao
do tempo observou-se a morte dos animais. Em um estudo com a pargilina realizado por
Abdel-Fattah et al. (1995b), embora ndo tenha sido administrada a apomorfina, os
pesquisadores relataram que apos um breve periodo de hipotermia, os camundongos
apresentavam um periodo prolongado de hipertermia que evoluia para a morte dos mesmos.
No nosso estudo, a associacdo de ayahuasca e pargilina acelerou o tempo de morte dos
animais, na comparagdo com os demais grupos. Esse fato se justifica, provavelmente, pelo
aumento significativo e permanente de serotonina e noradrenalina em decorréncia da inibigao
irreversivel da MAO-B pela pargilina, e que neste caso foi potencializado pelo efeito de
inibicao adicional da MAO-A pelas B-carbolinas do cha. Conforme ja comentado, aumentos
significativos, tanto de serotonina como de noradrenalina em nivel central, estdo relacionados
com quadros de hipertermia (Abdel-Fattah et al., 1997) e com a inibicdo da hipotermia
induzida pela apomorfina (Puech et al., 1978; Menon et al., 1984; Porsolt et al. 1991; An et
al., 2008).

O outro modelo animal de depressao utilizado nesse estudo foi o teste da natagdo
forcada, também conhecido como teste do desespero comportamental e que consiste no
modelo mais utilizado para a avaliagdo de drogas antidepressivas. Este teste baseia-se na

observagdo de que ratos colocados para nadar em um tanque de agua onde o escape ¢
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impossivel, quando reexpostos a tal situacdo apresentam um grande periodo de imobilidade,
que representaria a “desisténcia” frente a situacdo imposta. Este comportamento representa
uma diminui¢ao da capacidade de lidar com situagdes de estresse e dificuldade, como ocorre
com o paciente com depressao. Drogas antidepressivas diminuem o tempo de imobilidade dos
animais, assim como o eletrochoque e privagdo de sono, terapias ndo farmacologicas
utilizadas no tratamento da depressdo (Porsolt et al., 1978; Porsolt et al., 1991; Weiss, Kilt,
1998).

O proposito deste estudo era determinar as doses efetivas e subefetivas de trés
antidepressivos (imipramina, sertralina e moclobemida) e entdo avaliar o efeito da associagao
de ayahuasca com tais drogas, em suas doses subefetivas. Esperava-se com isso que a
ayahuasca pudesse induzir diminui¢do de imobilidade em animais tratados com estas doses
dos antidepressivos, agindo de modo sinérgico, como demonstrado em outros estudos de
associacgdo (Poleszak et al., 2005; Rog6z, Skuza, 2006; Wesolowska, Nikiforuk, 2008; Réus et
al., 2011b). Contudo, nenhuma dose testada dos antidepressivos isoladamente reduziu o
tempo de imobilidade dos ratos em relacdo aos respectivos grupos controle. As doses
empregadas dos antidepressivos imipramina, sertralina e moclobemida foram baseadas em
dados da literatura (Ferigolo et al., 1998; Réus et al, 2011a; Espallergues et al., 2012) e
estudos prévios do laboratério, nas quais as doses superiores haviam sido efetivas. E
importante ainda ressaltar que ndo foi viavel a utilizacdo de doses superiores destas drogas,
pois as maiores doses empregadas ja se mostraram limitrofes, induzindo extrema irritagdo nos
animais e alguns sinais de toxicidade.

Também foi objetivo do trabalho avaliar o efeito isolado da ayahuasca, e desta forma
estimar seu potencial como agente antidepressivo, uma vez que € relatado entre integrantes
dos grupos ayahuasqueiros que o cha promove melhora de humor em individuos deprimidos.
O ché, nas doses de 120 e 1200 mg/kg ndo alterou o tempo de imobilidade dos animais na
natacdo forcada, indicando auséncia de atividade nesta faixa de dose. Lima et al. (2006)
também avaliaram o efeito da ayahuasca sobre a natagcdo for¢ada de ratos, porém as doses
utilizadas ndo estdo claramente descritas no trabalho. Aparentemente os autores avaliaram
doses correspondentes a 2,5; 5 e 10 mg/kg de DMT no cha de ayahuasca, que administrado
por via oral, reduziu o tempo de imobilidade dos animais em relacdo ao grupo controle, sendo
o efeito mais pronunciado com a dose menor. No nosso trabalho as doses foram baseadas em
estudos prévios do grupo com outros modelos animais (Pires, 2009), sendo que a dose de 120
mg/kg corresponde a dose média consumida por humanos, segundo a pessoa que cedeu o cha.

Considerando o teor de DMT dosado no material utilizado em nosso estudo (0,38 mg/ml) e a
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concentragdo de ayahuasca (120 mg/ml) temos que a DMT representa aproximadamente
0,32% do residuo seco. Ao se calcular a quantidade de DMT no cha (0,32% de 120 mg/kg -
dose unitaria) temos a dose de 0,38 mg/kg, ou seja, como a dose ¢ igual a concentracao inicial
os valores de concentracdo e dose dos constituintes também sdo coincidentes). Para a dose de
1200 mg/kg do cha (10 vezes maior) a dose de DMT foi de 3,8 mg/kg, o que estd dentro da
fase de doses com efeito positivo utilizadas por Lima et al. (2006). Contudo, como estes
autores ndo mencionam a concentracado de DMT no chd, ndo ¢ possivel calcular a dose total
de ayahuasca utilizada naquele estudo e assim ndo ¢ possivel estimar a participagdo de outras
substancias, como as B-carbolinas com acdo IMAO, o que torna inviavel comparar nossos
dados com tais resultados. Estudo de Fortunato et al. (2009) demonstrou que a harmina, em
doses de 10 e 15 mg/kg, diminuiu o tempo de imobilidade de ratos no teste da natacdo
for¢ada, enquanto a dose maior induziu ainda aumento dos niveis de BDNF no hipocampo
dos animais. J4 no nosso estudo, considerando o teor de harmina de 0,32 mg/ml (que
representa 0,27% do residuo seco), calcula-se que na dose de 120 mg/kg do cha temos 0,32
mg/kg de harmina, o que corresponde a doses mais de 30 vezes menores que as utilizadas por
Fortunato et al. (2009).

Apesar dos estudos com os antidepressivos isoladamente ndo terem indicado
nenhuma dose efetiva, foram conduzidos experimentos de associagdo da ayahuasca com estas
drogas, até porque o intuito do trabalho era verificar a interagdo entre doses que sozinhas nao
sdo efetivas. Nos testes com a imipramina isoladamente ou na associagdo com a ayahuasca
utilizou-se o antidepressivo de dois laboratorios diferentes, como uma tentativa de obter o
resultado esperado. A dose de 3,75 mg/kg (Cristalia) foi escolhida, uma vez que a dose 7,5
mg/kg desta marca induziu menor tempo de imobilidade comparada com as outras doses
utilizadas de imipramina do mesmo lote. Por outro lado, optou-se pela dose de 15 mg/kg de
imipramina (Biosintética), pois a dose de 30 mg/kg desta marca induziu uma redugdo no
tempo de imobilidade dos animais em relacdo ao grupo controle, embora nao tenha sido
estatisticamente significativo.

A imipramina ¢ uma das principais drogas empregadas como controle positivo em
estudos que utilizam a natag@o forgada para avaliar outras substancias ou interagdes entre elas.
Dados da literatura mostram que doses de 5, 10, 15 e 30 mg/kg sao efetivas em diminuir o
tempo de imobilidade em relagdo ao grupo controle (Chaviaras et al., 2010; Kitamura et al.,
2004; Réus et al., 2011a). Estudos-piloto do grupo haviam indicado que a imipramina ¢ eficaz
na dose de 30 mg/kg, produz um pequeno efeito (ndo estatistico) na dose de 15 mg/kg e nao

modifica a imobilidade dos animais em doses de 7,5 mg/kg ou inferiores (dados nao



www.neip.info

64

publicados). No presente estudo, as drogas isoladamente (3,75 a 30 mg/kg), assim como a
associacdo da imipramina com ayahuasca, ndo modificaram o tempo de imobilidade dos
animais, indicando auséncia de interacao neste teste.

Existem diversos estudos de associagdo da imipramina com outras drogas no teste da
natacdo forcada, com objetivos semelhantes ao do nosso estudo. Réus et al. (2011b) avaliaram
a associacdo da imipramina com a cetamina, uma droga antagonista do receptor NMDA do
glutamato e os resultados mostraram que a associag¢ao de doses subefetivas da imipramina (10
mg/kg) + cetamina (5 mg/kg) produziu uma agdo sinérgica positiva, ou seja, diminuiu o
tempo de imobilidade dos animais em relagdo ao grupo controle. De modo similar, Poleszak
et al. (2005) constataram que a associacdo de doses subefetivas da imipramina (10 e 15
mg/kg) com o magnésio (5 e 10 mg/kg) reduziu o tempo de imobilidade de camundongos de
forma significativa comparada ao grupo controle. Os autores do estudo relatam que a
interagdo farmacodinamica, ao invés da interagdo farmacocinética, ¢ a responsavel pelo efeito
encontrado da associacdo da imipramina com o magnésio, uma vez que ndo detectaram
alteracdo nos niveis de magnésio, imipramina ou desipramina (metabdlito ativo da
imipramina), em nivel central e periférico, apos a administragdo conjunta da imipramina e do
magnésio.

No caso do estudo com a sertralina optou-se por testar a interacdo da ayahuasca com
duas doses do antidepressivo (2,5 e 10 mg/kg), j4 que as quatro doses empregadas
isoladamente ndo foram efetivas em diminuir o tempo de imobilidade dos animais. Procurou-
se com isso aumentar as chances de observar uma possivel interagdo da sertralina com a
ayahuasca. Mesmo assim, nao foi observada alteragdao no tempo de imobilidade dos animais
para nenhum grupo, seja da sertralina isolada ou em associagdo com ayahuasca.

E importante destacar que a avaliacdo de antidepressivos inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina pelo teste de natacdo for¢ada requer certos cuidados, segundo a
literatura. Nesse sentido, ¢ possivel discriminar trés comportamentos distintos do rato exposto
ao teste: natacdo — movimentos ativos com as patas dianteiras e traseiras, mais do que
necessarios apenas para manter a cabega acima da agua; climbing — movimentos ativos e
vigorosos com as patas dianteiras, normalmente dirigidas contra as paredes do cilindro; e
imobilidade — flutuacdo na agua sem luta, fazendo apenas os movimentos necessarios para
manter a cabeca acima da agua (Detke et al., 1997). Conforme, Detke et al. (1995) o
comportamento de climbing dos animais aumenta nesse teste em decorréncia de uma maior
neurotransmissdo noradrenérgica, enquanto o comportamento da natacdo aumenta em

decorréncia da neurotransmissdo serotonérgica. Contudo, como a distingdo entre estes
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comportamentos ndo ¢ clara, e para facilitar a mensuracdo dos dados, optamos por medir
apenas nado versus imobilidade. A decisdo também foi subsidiada pelo fato de que em um
teste-piloto ndo se evidenciou diferenca de natagdo ou climbing com o uso de sertralina
(dados nao publicados).

Cryan et al. (2005) apontam que o tratamento cronico com antidepressivos diversos,
produz resultados mais significativos em relagdo ao tratamento agudo (tratamento utilizado
nesse estudo). Esses autores constataram que doses aparentemente inativas de trés
antidepressivos com mecanismos de acgdo diferente apresentam efeito potencializado no
tratamento cronico de 14 dias em relagdo ao tratamento agudo de 3 dias em um teste adaptado
da natacdo forcada. Em outras palavras, constataram que a reboxetina, um potente e altamente
seletivo inibidor da recaptagdo da noradrenalina, produz aumento do climbing; enquanto a
fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacao de serotonina, aumentou a natagao.

Ha varios outros estudos demonstrando que a associagdo de drogas antidepressivas
diversas com outros agentes farmacologicos permite que doses menores do antidepressivo
passem a ser eficazes. Por exemplo, Rog6z e Skuza (2006) avaliaram a interacdo de uma dose
subefetiva de pramipexol (0,1 mg/kg) com doses subefetivas de sertralina (2,5 e 5 mg/kg). O
pramipexol ¢ um potente agonista do receptor dopaminérgico Ds. Os resultados obtidos
mostram que o grupo de animais que recebeu a associagdo pramipexol 0,1 mg/kg + sertralina
5 mg/kg apresentou menor tempo de imobilidade em relagdo ao grupo controle, enquanto a
associagdo da mesma dose de pramipexol com 2,5 mg/kg de sertralina ndo foi efetiva. Os
autores do estudo justificam que a eficdcia da associagdo entre pramipexol e sertralina em
reduzir o tempo de imobilidade esteja relacionada com a liga¢do da sertralina com o receptor
especifico de serotonina 5-HT;5 € com o receptor o;, € da ligacdo do pramipexol com
receptores dopaminérgicos Dy, pois constataram que a administracdo de drogas antagonistas
desses receptores diminui a eficacia da associagdo. Vale ressaltar ainda, que a sertralina além
de atuar como um potente inibidor da recaptacdo de serotonina atua também, em menor nivel,
como um inibidor dos transportadores dopaminérgicos (Stahl et al., 2013). Assim, estes dados
sugerem que a estimulacdo de diferentes sistemas monoaminérgicos no teste de natagdo
forcada contribua para o efeito positivo no mesmo. Como uma forma de avaliar esta
possibilidade, investigamos o efeito da associagdo da ayahuasca com a tranilcipromina, um
inibidor irreversivel das enzimas MAO-A e MAO-B (Youdim et al., 2006). Tal interagdo, em
teoria, levaria a um expressivo aumento das concentragdes de dopamina, noradrenalina e
serotonina. Entretanto, os resultados mostram que o grupo de animais que recebeu a

associacao ayahuasca 120 mg/kg + tranilcipromina 0,1 mg/kg ndo apresentou reducdo no
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tempo de imobilidade comparado ao grupo controle. Nao foi possivel trabalhar com doses
superiores, pois a tranilcipromina, sendo um inibidor irreversivel da MAQO, produziu sinais
evidentes de toxicidade com doses maiores que 10 mg/kg.

Dados da literatura mostram o efeito da tranilcipromina de forma isolada no teste da
natacdo forcada. Num desses estudos, Reed et al. (2008) observaram que as doses de 0,5; 1;
2,5 e 10 mg/kg (i.p.) diminuiram o tempo de imobilidade de ratos com 21 dias de idade em
relagdo ao grupo controle salina. As doses de 1; 2,5 ¢ 10 mg/kg aumentaram o tempo de
natagdo, enquanto o climbing foi aumentado somente no grupos de animais que receberam a
dose de 0,5 mg/kg. Os autores ressaltam que o aumento do comportamento da natacdo e do
climbing, ocorreu devido ao aumento das concentragdes de serotonina e de noradrenalina,
respectivamente. Ja Torregrossa et al. (2005) constataram que o tratamento crénico de
tranilcipromina (total de 21 dias, sendo 7 dias na dose de 7,5 mg/kg e 14 dias com 10 mg/kg,
i.p.) diminuiu o tempo de imobilidade de ratos. Entretanto, conforme mencionado
anteriormente, a tranilcipromina (via i.p.) se mostrou potencialmente toxica em nossos
estudos, o que inviabilizou o estudo com doses superiores a 10 mg/kg.

Em relagdo a pargilina (IMAO-B, irreversivel) foi realizado apenas um teste-piloto
com a droga isolada (1, 5 e 20 mg/kg) e nenhuma destas doses reduziu o tempo de
imobilidade dos ratos em relacdo ao grupo controle. Além disso, a pargilina ¢ uma droga
empregada com fins experimentais e atualmente ndo ¢ mais utilizada na clinica médica para o
tratamento da depressdo. Soma-se ainda, que devido a toxicidade observada na associagdo de
ayahuasca e pargilina no experimento da hipotermia induzida pela apomorfina, foi decidido
que essa droga ndo seria mais utilizada no nosso trabalho; sendo planejado o emprego da
moclobemida como droga IMAO nos dois modelos de depressao.

No teste com a moclobemida isoladamente (doses de 7,5; 15 e 30 mg/kg) nenhuma
dose utilizada diminuiu o tempo de imobilidade dos animais em relacdo ao grupo controle,
ndo sendo possivel discriminar entre uma dose ativa e aquela subefetiva. Este resultado
contrasta com dados da literatura que mostram o efeito da moclobemida no teste da natagao
forcada em doses proximas aquelas empregadas no presente estudo. Num desses estudos,
Weinstock et al. (2002) constataram que a administragdo de 20 mg/kg (v.0.) de moclobemida
reduziu o tempo de imobilidade dos animais e aumentou o tempo de natacdo tanto no
tratamento agudo (conforme Porsolt et al., 1978) como no tratamento cronico (2 semanas de
tratamento, 20 mg/kg, v.o., uma vez ao dia). Em outro estudo Cryan et al. (2005) utilizaram
minibombas osmoticas para a liberacdo de moclobemida. As concentra¢des da droga foram

ajustadas de acordo com o peso corporal médio dos animais, consistindo em tratamentos com
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as doses de 2,5 e 15 mg/kg por 3 ou 14 dias. Ambas as doses reduziram o tempo de
imobilidade ¢ aumentaram o tempo de climbing, sendo os efeitos mais pronunciados com a
dose maior ¢ o tratamento de 14 dias. Em ambos os estudos, os efeitos constatados pelos
diferentes tratamentos com a moclobemida no teste da natacao forgada ¢ justificado pelos
autores devido a acdo IMAO-A da moclobemida que afeta de modo ndo-seletivo a
neurotransmissdo serotonérgica (relacionada ao tempo de natagdo), bem como a
neurotransmissdo noradrenérgica (relacionada ao tempo de climbing).

A associagdo da moclobemida em doses subefetivas com outros farmacos ja foi
avaliada por alguns autores, empregando o teste da natacdo forgada. Ferigolo et al. (1998)
constataram que a moclobemida isoladamente (30 mg/kg) bem como a associacdo de uma
dose subefetiva do antidepressivo (10 mg/kg, i.p.) com feniletilamina (10 mg/kg, i.p.)
reduziram o tempo de natacdo dos animais em relagdo ao grupo controle. Segundo os
pesquisadores, a redugdo do tempo de imobilidade pela interagdo das duas drogas, ocorreu,
provavelmente, por mudangas significativas dos niveis das monoaminas serotonina,
dopamina, noradrenalina ou da feniletilamina, que induzem um aumento no tempo de natagao
e/ou climbing. No nosso estudo, o teste de associagdo foi feito utilizando as doses de 15 e 30
mg/kg, mas tais associagdes ndo alteraram o tempo de imobilidade dos animais, comparados
ao grupo controle. Wesolowska e Nikiforuk (2008) investigaram a associagdo de uma dose
subefetiva de moclobemida (20 mg/kg, i.p.) e de um antagonista do receptor serotonérgico 5-
HTg (SB-399885, 3 mg/kg, i.p.) sob a justificativa que esse receptor pos-sindptico tem papel
fundamental na depressdo devido a sua localizagdo em areas corticolimbicas relacionadas ao
humor, como o hipocampo. Os autores constataram uma acentuada redugdo no tempo de
imobilidade dos animais em relagdo ao grupo controle, devido provavelmente ao aumento da
neurotransmissdo serotonérgica e das catecolaminas. Por fim, os autores desses estudos
compartilham a ideia que os diferentes resultados obtidos com a moclobemida no teste da
natacdo forgada possivelmente ocorreram devido a variagdes no teste, bem como pela
utilizacao de diferentes doses e vias de administracdo. Vale lembrar que nessa dissertacao, a
moclobemida foi extraida a partir do medicamento comercial Aurorix” e embora a extragio da
substancia ativa tenha sido confirmada por HPLC, nao foi possivel estimar o grau de pureza
da droga e, portanto a fidedignamente das doses utilizadas no presente estudo.

Destaca-se ainda, que a conclusdo sobre a auséncia de efeito da associacdo da
ayahuasca com os antidepressivos no teste da natacdo for¢ada fica prejudicada, uma vez que,
o tratamento com as drogas isoladas também nao surtiu efeito nesse teste, isto €, nenhum dos

tratamentos com as drogas isoladas diminuiu o tempo de imobilidade dos animais. Assim,
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considera-se que esse modelo nao foi sensivel aos tratamentos, bem como ha a necessidade de
uma maior investigacdo de diferentes doses de ayahuasca no teste da natagdo forgcada para
uma melhor compreensao dos efeitos da mesma nesse teste.

O outro parametro avaliado durante o teste da natacdo forcada foi o nimero de
defecacdes, ja que este ¢ considerado uma medida de emocionalidade do animal em resposta a
uma exposi¢do estressora (Masur, 1970; Archer, 1973; Connor et al. 1999). De fato, alguns
tratamentos utilizados no nosso trabalho reduziram o numero de bolos fecais dos animais
avaliados, sendo que este efeito foi mais consistente com a imipramina. Esse fato sugere que a
imipramina seja mais eficaz do que os outros antidepressivos na redu¢do da reatividade
emocional do animal em uma situagdo estressora. Contudo, Connor et al. (1999) advertem que
a redu¢do do nimero de defecagdes no teste da natacdo forcada promovidas por drogas que
aumentem a biodisponilidade de noradrenalina, como ¢ o caso da imipramina, pode ser devido
a ativacdo dos terminais sinapticos simpaticos do trato gastrointestinal, que por sua vez,
induzem a um estado de constipa¢do no animal. De qualquer forma, os resultados apontam
para uma intera¢do entre a ayahuasca e a sertralina, pois os tratamentos com a sertralina
isoladamente nao induziram uma redugdo no nimero de defecacdes, enquanto que no teste da
associacdo das drogas o tratamento com ayahuasca e sertralina (doses de 2,5 ¢ 10 mg/kg)
induziu reducdo do nimero de defecagdes. Neste teste, o tratamento apenas com sertralina (10
mg/kg) também reduziu o nimero de defecacdes, mas esta queda foi estatisticamente menor
do que a observada apods a associa¢do, o que, hipoteticamente indica que a associacdo da
ayahuasca e sertralina foi mais eficaz em reduzir a reatividade emocional dos animais durante
o teste.

Uma recomendagdo importante em estudos que utilizam o teste da natacao forcada €
certificar-se de que eventuais aumentos observados na natacdo (ou seja, diminuicdo da
imobilidade) ndo se devem a um efeito inespecifico de drogas estimulantes do sistema
nervoso central (Porsolt et al., 1991). Embora nenhum dos tratamentos experimentais no
nosso estudo tenha reduzido o tempo de imobilidade dos animais, foi feito a avaliacdo da
atividade locomotora em camundongos com a ayahuasca (120 e 1200 mg/kg) e com as doses
maiores dos antidepressivos avaliados. Contudo, nossos resultados revelaram que somente os
animais tratados com a dose de 20 mg/kg de sertralina (ISRS) apresentaram uma
hiperatividade locomotora quando comparados ao grupo controle, em 60, 90 e 120 minutos de
avaliag¢do. Postula-se que esse efeito ocorra provavelmente por meio de dois mecanismos: (1)
a sertralina em doses elevadas atua como um inibidor dos transportadores dopaminérgicos

(Stahl et al., 2013), e assim, provavelmente induz um aumento dos niveis de dopamina no
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circuito mesocortical, o qual influencia a atividade motora; (2) o aumento serotonérgico em
regides dopaminérgicas centrais especificas pode influenciar indiretamente a
neurotransmissao dopaminérgica e consequentemente a atividade motora. Nesse sentido,
Sasaki-Adams e Kelley (2001) constataram que a infusdo bilateral de 5 pg de serotonina no
ntcleo accumbens (volume total de 1 pl) induziu uma hiperatividade locomotora em ratos
avaliados na caixa de medida automatica durante duas horas. Entretanto, essa resposta foi
atenuada pela administragdo prévia de antagonistas de receptores dopaminérgicos D e D, (D,
— R(+)-SCH-23390, 0,1 mg/kg, i.p.; D, — S(-)-raclopride-L-tartrate, 1,0 mg/kg, i.p.). Mais
recentemente, Herin et al. (2013) constataram que o aumento da expressdo do receptor 5-
HT,A na area tegmental ventral (por meio da técnica de transferéncia génica por vetor viral),
aumentou a hiperatividade locomotora de ratos induzida por cocaina (15 mg/kg) no teste do
campo aberto (60 min de avalia¢dao). Além disso, constataram que sem o desafio da cocaina,
os ratos que expressaram de forma significativa o receptor 5-HT,4 na area tegmental ventral,
ndo apresentaram uma hiperatividade locomotora. Somado a isso, constataram em outro
estudo que a microinfusdo isolada de um agonista seletivo do receptor 5-HT,a (1-(2,5-
dimethoxy-4-iodo)-2-aminopropane) na area tegmental ventral foi suficiente para evocar a
hiperatividade de ratos. Dessa forma, os pesquisadores concluem que a ativagdo do receptor
5-HT,a na area tegmental ventral tem um papel fundamental em mediar a hiperatividade
locomotora evocada pela cocaina no circuito dopaminérgico mesocortical.

Diante disso, era de se esperar que o tratamento com ayahuasca na dose de 1200
mg/kg e moclobemida na dose de 30 mg/kg (IMAO-A) induzissem uma hiperatividade
locomotora nos camundongos, devido ao aumento da neurotransmissdo serotonérgica e
dopaminérgica induzidas pelas mesmas, o que ndo ocorreu. Estes resultados indicam que, de
modo geral, as doses empregadas das diferentes drogas foram adequadas, j4 que ndo
interferem na locomogao dos animais.

Para melhor subsidiar os resultados dos estudos in vivo, plancjava-se avaliar a
atividade inibidora in vitro da ayahuasca sobre a MAO e verificar o efeito da associagdo deste
ch4 com antidepressivos de diferentes categorias, como ocorreu nos modelos animais. Além
disso, os modelos in Vvitro caracterizam-se por serem menos complexos que os estudos in vivo,
0 que poderia aumentar as chances de observar interagdes mais sutis, ndo quantificaveis nos
estudos com animais, notadamente complexos e com alta variabilidade. Ainda assim, ¢
necessario cautela ao estabelecer comparativos de resultados obtidos em modelos in vitro e in

ViVo, ja que no primeiro caso nao € possivel reproduzir toda a complexidade que envolve
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processos de absorc¢do, distribuicdo, metabolizacdo, excre¢do, além de mecanismos de agdo
secundarios (Fisar et al., 2010).

E importante esclarecer que os dados bioquimicos apresentados nesta dissertagdo
ainda sdo preliminares. Inicialmente foram realizados ensaios para padronizar as condig¢des
ideais de reagdo, que consistiam em determinar a concentragdo da fragcdo enzimatica (medida
pela concentragdo total de proteinas), concentragdo de substrato (quinuramina) e tempo de
incubacgdo. O ponto de referéncia para nossos estudos foram os trabalhos do grupo da UFSM,
com o qual mantivemos estreita comunicagdo e que foi importante fornecendo dicas sobre o
estudo (Sant’Anna, 2008; Acker et al., 2009). Sant’Anna (2008) utilizou a concentragdo de 1
mg/ml de proteina (ou 0,14 mg/ml no ensaio) para a realiza¢ao dos seus ensaios, bem como as
concentragdes de 60 uM de quinuramina para avaliar a atividade da MAO-B e 90 uM para
avaliar a atividade da MAO-A, correspondendo, segundo a autora, aos pontos de K
(concentragdo de substrato para que a enzima atinja metade da sua velocidade maxima) € Vpix
(velocidade da reacdo maxima) obtidos pela analise de uma curva de concentragdo de
substrato realizada para MAO-A e para MAO-B, em cérebro e figado de ratos. Contudo,
nossos ensaios mostraram uma baixa formagao do produto quantificavel (4-hidroxiquinolina)
com a concentragdo correspondente a 1 mg/ml de proteina, de forma que resolveu-se adotar a
concentragdo de 2,5 mg/ml (concentracdo final de 0,71 mg/ml nos tubos) nos ensaios
subsequentes. Quanto ao substrato, a concentragdo de 90 uM pareceu adequada e foi mantida,
até mesmo para manter as condi¢cdes de ensaio mais proximas possiveis daquelas utilizadas
como referéncia nos nossos estudos (Soto-Otero et al., 2001; Sant”Anna, 2008). Ja o tempo de
reacdo mostrou-se diretamente proporcional a quantificagcdo do produto da reacdo, e desta
forma, procuramos utilizar nos ensaios iniciais duas medidas, aos 30 e 60 min, padronizando
posteriormente as incubagdes em 30 min.

Para avaliar a atividade inibidora da MAO, Sant’Anna (2008) utilizou a clorgilina
como inibidor seletivo irreversivel para a MAO-A, na concentragdo de 250 nM, e a selegilina
como inibidor seletivo irreversivel para a MAO-B, na concentragdo de 250 nM, uma vez que
essas concentragdes representam a menor concentragdo que garante 100% de inibicdo da
isoforma da MAO correspondente para cada antidepressivo (Soto-Otero et al., 2001).

Neste estudo testamos a pargilina e a selegilina como inibidores seletivos da MAO-
B. Concentragdes superiores a 100 uM de pargilina inibiram em mais de 50% a formagao do
produto da reacdo, quantificado fluorimetricamente, enquanto a concentragdo de 10 mM
parece inibir perto de 100% da atividade enzimatica. Embora a pargilina seja considerado um

inibidor seletivo da MAO-B, alguns estudos demonstram que em condig¢des in Vitro ela inibe
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as isoformas MAO-B e MAO-A com seletividade moderada para a primeira (Fisar et al.,
2010; Passos et al., 2013). Em estudo de Passos et al. (2013) a Clsy da pargilina sobre a
MAO-B foi de 0,13 uM e para a MAO-A de 4,07 uM, ou seja, uma diferenca de 30 vezes. No
mesmo estudo os autores mostraram que o Clsy da clorgilina (inibidor seletivo da MAO-A)
foi aproximadamente 2750 vezes mais potente para a MAO-A (Clsy de 0,004 uM contra 4,96
uM para a MAO-B). Ja a selegilina se mostrou aparentemente mais seletiva em nossos
ensaios, o que pose ser constatado pelo platd obtido entre as concentragdes de 250 nM até
quase 2,5 uM. Em concentragdo superior, a seletividade da droga parece se perder. A
concentragdo de 250 nM ¢ justamente aquela sugerida pela literatura para bloqueio especifico
da MAO-B (Soto-Otero et al., 2001) e portanto foi aquela empregada nos ensaios posteriores
para a determinag¢do da inibicdo da MAO-A pela ayahuasca.

Segundo a literatura, a ayahuasca tem acdo predominantemente IMAO-A por meio
da agdo das B-carbolinas harmina, harmalina e da THH (Herraiz et al., 2010). Em um ensaio
onde foi avaliada a a¢do da ayahuasca sobre a atividade da MAO total, ou seja, sem bloqueio
da MAO-B, observou-se uma leve inibicdo na formacao do produto quantificavel em
concentragdes a partir de 100 ng/ml. Ja no ensaio onde foi feita uma pré-incubagdo com a
selegilina (250 nM), com a finalidade de bloquear a MAO-B, o efeito da ayahuasca foi bem
mais pronunciado. Este resultado sugere, a principio, que a ayahuasca de fato seja seletiva (ou
predominantemente seletiva) para a MAO-A, no entanto, isso s6 podera ser avaliado num
ensaio onde seja feita a pré-incubagdo da enzima com um inibidor seletivo da MAO-A (por
exemplo, a clorgilina), e assim, o efeito a ser medido indicaré a inibicdo do cha sobre a MAO-
B. Além disso, a baixa inibicdo da ayahuasca sobre a MAO total indica que a preparagao
utilizada seja rica principalmente na isoforma MAO-B. Ambas as isoformas da MAO estdo
presentes no SNC, assim como no figado, plasma e outros tecidos (Benedetti, Dostert, 1992),
entretanto, ha um predominio de MAO-B em relagdo a MAO-A no SNC (Wimbiscus et al.,
2010). Dentro das condicdes utilizadas, a Clsy da ayahuasca sobre a MAO-A parece ser
proxima de 100 ng/ml, porém ¢ necessdria a realizacdo de outros ensaios para que esse
resultado seja confirmado. A concentragdo 10 vezes maior de ayahuasca (1000 ng/ml) inibiu
em torno de 80% a atividade da MAO-A, porém nao foi possivel avaliar o efeito IMAO-A de
concentragdes superiores a esta, uma vez que essas concentragdes ja interferiram por si s6 nas
leituras no fluorimetro, conforme constatado em teste onde foi feita a leitura da ayahuasca
isoladamente.

Samoylenko et al. (2010) relatam que durante a mensurag@o da inibi¢ao da atividade

da MAO pela Banisteriopsis caapi houve fortes interferéncias na fluorescéncia com
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concentragdes superiores a 5 pg/ml com a leitura feita em 460 nm. Dessa forma, utilizaram
um protocolo onde a leitura da fluorescéncia foi realizada com emissdo em 380 nm (Parikh et
al., 2002) e assim determinaram a porcentagem de inibi¢do da MAO-B e da MAO-A, sendo
que a inibi¢do da MAO-A nestas condigdes foi similar a medida feita em 460 nm. No nosso
estudo ndo foi possivel realizar a leitura na fluorescéncia com uma emissdo em um
comprimento de onda menor que 460 nm (por limitagdes do aparelho), o que poderia ser util
para estabelecer um comparativo de dados e quem sabe diminuir a interferéncia de
concentracgoes elevadas de ayahuasca na leitura.

De qualquer forma, os resultados obtidos no nosso estudo confirmam a atividade
IMAO-A para a amostra de ayahuasca utilizada em concentragdes que parecem proximas
daquelas descritas na literatura para preparagdes isoladas das plantas. Schwarz et al. (2003),
utilizando um homogenato de figado de rato, constataram uma a¢do IMAO-A com o Cls de
1,24 pg/ml para o extrato de Banisteriopsis caapi e de 4,54 nM para a harmina. Em termos
de equivaléncia, os autores relatam que o extrato apresentou uma poténcia de inibicdo da
MAO-A superior a da harmina, pois a concentragdo do Clsy do extrato correspondeu a 0,0011
nM do principio ativo, o que sugere o sinergismo de outros componentes presentes no extrato.
Em outro estudo, Samoylenko et al. (2010) constataram que as P-carbolinas harmina e
harmalina foram mais potentes na inibicdo da MAO-A em relagdo a MAO-B (Clsy 2,0
nM/2,5nM; 20 uM/25 uM, respectivamente). Além disso, constataram que a atividade dos
extratos obtidos do caule (seco ou fresco) ou do cipd sem casca da Banisteriopsis caapi
também foram mais potentes na inibi¢do da MAO-A (Clsy 0,02-0,05 pg/ml) em relagdo a
MAO-B (ClIsp ~100 pg/ml). No entanto, os autores ressaltam que hé diferentes espécies da
Banisteriopsis, que ndo sdo conhecidas devido a escassez de colegdes férteis ¢ a caréncia de
estudo taxondmico detalhado. A variagdo dos teores de P-carbolinas e de DMT no cipd e
folhas das espécies que compdem o ché de ayahuasca em diferentes localidades, ou na mesma
localidade em diferentes momentos, é bem conhecida.

Ha ainda na literatura um estudo recente onde os autores avaliaram a atividade
inibitoria da MAO-A e da MAO-B pelos alcaloides da Psychotria laciniata Vell., pertencente
ao género Psychotria, o mesmo da P. viridis, que possui DMT em sua composi¢do ¢ ¢
utilizada no preparo do cha de ayahuasca (Passos et al., 2013). Os pesquisadores constataram
que alguns alcaloides da P. laciniata apresentaram uma atividade inibitéria da MAO-A
variando a Clsy entre 0,85 a 7,41 uM, mas ao comparar com os valores de Clsy da harmina
obtidos por Samoylenko et al. (2010) constataram que a inibi¢do da MAO-A pelos alcaloides

da P. laciniata foi 1000 vezes menos potente. Nao foi encontrado na literatura nenhum estudo
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que avaliou a atividade inibitoria da Psychotria viridis sobre a MAO-A ¢ a MAO-B, e assim
ndo ha como saber se esta espécie contribuiria com uma agdo sinérgica na inibi¢do da MAO
in vitro.

Considerando nossos resultados como um todo, faz-se necessario a realizacdo de um
maior numero de estudos pré-clinicos in vitro e in vivo para avaliar as possiveis interagdes
existentes entre a ayahuasca e os antidepressivos, uma vez que os resultados obtidos nesse
estudo apontam a interagdo de doses subefetivas da ayahuasca com os antidepressivos
imipramina e sertralina no teste da hipotermia induzida pela apomorfina. No caso de
interagdes com drogas que inibem de forma irreversivel a MAQO, como € o caso da pargilina, a
interagdo mostrou-se extremamente perigosa. Um ponto importante a se considerar na
realizacdo de estudos futuros com a ayahuasca isolada, bem como sua interagdo com os
antidepressivos em modelos animais de depressdao, ¢ o tempo de tratamento. Deste modo,
sugere-se a avaliagdo ap0s tratamento cronico, visto que a acdo dos antidepressivos na clinica
médica surge por volta de 2 a 3 semanas de tratamento (Hindmarch, 2001; Krishnan, Nestler,
2008), assim como o uso de ayahuasca, embora ndo seja didrio, também se d4 de forma
repetida.

Finalmente, espera-se que as informacgdes obtidas nesses estudos pré-clinicos sejam
uteis para a realizagdo de estudos clinicos que visem avaliar a agdo antidepressiva da
interagdo entre a ayahuasca e os antidepressivos. Esta seria uma possibilidade interessante,
permitindo ocasionalmente que doses menores dos antidepressivos fossem empregadas com

SucCesSso.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho nao indicaram interacdo do efeito de doses
subefetivas agudas de sertralina, imipramina ¢ moclobemida com a ayahuasca no teste da
natacdo forcada ao avaliar o comportamento de imobilidade, relacionado a uma acao
antidepressiva. Além disso, o fato dos antidepressivos nio terem produzido os efeitos
esperados com nenhuma dose sugere que o modelo ndo funcionou adequadamente. Desta
foram, sugere-se estudos em que se avalie o tempo de imobilidade em ratos submetidos a um
tratamento cronico de doses subefetivas da associa¢do da ayahuasca com os antidepressivos, o
que melhor reproduziria a condi¢do real e aumentaria a possibilidade de sucesso no teste. No
que se refere ao numero de defecagdes dos animais neste teste, um parametro de
emocionalidade, nota-se uma aparente intera¢do entre a ayahuasca e a sertralina, uma vez que
a sertralina de forma isolada nao surtiu efeito na redu¢cdo do niimero de defecacdes, enquanto
na associag¢ao tal fato foi constatado.

Por outro lado, os resultados do teste da inibicdo a hipotermia induzida pela
apomorfina indicam a provavel existéncia de interagdes da ayahuasca com a imipramina e
com a sertralina, uma vez que em ambos os testes a associagdo das drogas induziu uma
elevagdo da temperatura retal dos animais ap6s a administracdo de apomorfina (comparada a
temperatura imediatamente anterior a administracdo desta), enquanto os tratamentos com as
drogas isoladas ndo produziu este efeito. Embora ndo tenha sido observada uma interagdo
significativa com a moclobemida, a interagdo com a pargilina produziu efeitos toxicos que
revelam que a associagdo de ayahuasca com drogas IMAO irreversiveis deve ser evitada.

Finalmente, no que se refere ao teste de inibicdo da MAO in vitro, os resultados
obtidos, embora preliminares, confirma a atividade inibidora seletiva sobre a MAO-A pela

ayahuasca.
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