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RESUMO

Introducéo: A neuroinflamacao é uma resposta de defesa do sistema nervoso central.
Em modelo animal € comumente induzida através da aplicacéo de lipopolissacarideo.
Como a neuroinflamacgéo tem sido associada a diversas condicdes, cresce o interesse
pelo estudo de substancias com potencial anti-inflamatério, como a ayahuasca.
Entretanto, apesar de cada vez mais utilizada, pouco se sabe sobre a concentracéo
dos alcaloides psicoativos presentes no cha e sobre seu potencial toxicoldgico.
Objetivo: Avaliar a resposta neuroquimica e toxicolégica a ayahuasca em ratos Wistar
submetidos a neuroinflamacdo atravées da aplicacdo intraperitoneal de
lipopolissacarideo.

Métodos: O cerebelo, coértex pré-frontal, hipocampo e hipotdlamo dos animais
submetidos a exposicdo intraperitoneal de LPS (0,63 mg/kg) ou solucédo salina e
tratados com ayahuasca (2 ml/kg) ou solucéo salina, foram submetidos a dosagem de
IL-4, IL-6, IL-10 e BDNF, carbonilacdo proteica, TBARS, mieloperoxidase,
nitrito/nitrato, SOD e CAT. A ayahuasca utilizada no tratamento teve as concentracdes
de harmina, harmalina, tetrahidroharmina e dimetiltriptamina determinadas. Os
animais que receberam diferentes doses de ayahuasca via oral (controle, 1, 2, 3 e 4
ml/kg) tiveram os niveis sericos de AST, ALT, creatinina e ureia dosados.
Resultados: Nao foi possivel avaliar a capacidade da ayahuasca de amenizar ou
reverter os danos encefélicos causados pela endotoxina, ja que esta nao foi capaz de
promover as mudancas em parametros encefalicos compativeis com a
neuroinflamacéo. Foi encontrado elevagcdo nos niveis séricos de AST e ureia nos
animais tratados com 3 e 4 ml/kg de ayahuasca contendo 0,10 mg/mL de harmalina,
2,43 mg/mL de harmina, 1,43 mg/mL de tetrahidroharmina e 1,40 mg/mL de
dimetiltriptamina.

Concluséao: Concluiu-se que a nao validade do modelo de neuroinflamagéo ocorreu
por conta do po liofilizado de lipopolissacarideo utilizado, que por ser extremamente
sensivel apresenta facilmente alteragfes em suas caracteristicas fisicas e quimicas e

gue o uso moderado da ayahuasca, em dose Unica parece seguro.

Descritores: Inflamacéo. Toxicologia. Ayahuasca.

ABSTRACT



Introduction: Neuroinflammation is a central nervous system defense response. In
animal models, it is commonly induced through the application of lipopolysaccharide.
As neuroinflammation has been associated with several conditions, interest in the
study of substances with anti-inflammatory potentials, such as ayahuasca, is growing.
However, despite being increasingly used, little is known about the concentration of
psychoactive alkaloids present in tea and its toxicological potential.

Objective: To evaluate the neurochemical and toxicological response to ayahuasca in
Wistar rats submitted to neuroinflammation through the intraperitoneal application of
lipopolysaccharide.

Methods: The cerebellum, prefrontal cortex, hippocampus, and hypothalamus of
animals submitted to intraperitoneal exposure to LPS (0.63 mg/kg) or saline solution
and treated with ayahuasca (2 ml/kg) or saline solution, were submitted to IL dosage -
4, IL-6, IL-10 and BDNF, protein carbonylation, TBARS, myeloperoxidase,
nitrite/nitrate, SOD and CAT. The ayahuasca used in the treatment had the
concentrations of harmine, harmaline, tetrahydroharmine, and dimethyltryptamine
determined. The animals that received different doses of ayahuasca orally (control, 1,
2, 3, and 4 ml/kg) had the serum levels of AST, ALT, creatinine, and urea measured.
Results: It was not possible to assess the ability of ayahuasca to alleviate or reverse
the brain damage caused by endotoxin, as it was not able to promote changes in brain
parameters compatible with neuroinflammation. Elevated serum AST and urea levels
were found in animals treated with 3 and 4 ml/kg of ayahuasca containing 0.10 mg/ml
harmaline, 2.43 mg/ml harmine, 1.43 mg/ml tetrahydroharmine, and 1.40 mg/ml of
dimethyltryptamine.

Conclusion: It was concluded that the non-validity of the neuroinflammation model
was due to the lyophilized lipopolysaccharide powder used, which, as it is extremely
sensitive, easily presents changes in its physical and chemical characteristics and that

the moderate use of ayahuasca, in a single dose, seems safe.

Keywords: Inflammation. Toxicology. Ayahuasca.
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1. INTRODUCAO

A neuroinflamacdo se da através da resposta celular e molecular do Sistema
Nervoso Central (SNC), a fim de extirpar um dano ou infeccdo causado em resposta
a um estresse. Nesse processo, ha a contribuicdo de componentes imunes celulares,
que podem ser produzidos dentro do préprio SNC ou recrutados do sistema periférico
em consequéncia de um dano a barreira hematoencefélica. Deste modo, as células
gliais sdo ativadas e o efeito da neuroinflamacédo € considerado neuroprotetor nos
casos em que a atividade neuroinflamatoria atinge um periodo curto de tempo.
Entretanto, quando a inflamacé&o se torna cronica, esta associada a consequéncias
prejudiciais ao SNC*-3,

A imunidade inata € um componente tipico do SNC e depende de células
residentes, como a micréglia e os astrécitos, os quais tem papel fundamental no
processo neuroinflamatoério. Esses, sdo reconhecidos como participantes ativos em
condicdes patolégicas ou doencas neurodegenerativas cronicas!. Dentre as
patologias causadas pela neuroinflamacdo, encontram-se a isquemia cerebral,
esclerose multipla, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e esclerose lateral
amiotréfica. Ainda, esta relacionada a ansiedade, depresséo, delirium e deméncia,
bem como, pode ser associada a progressao acelerada do declinio cognitivo*>.

Em modelo animal, a neuroinflamacdo € comumente induzida através da
aplicacao de lipopolissacarideo (LPS) como ativador glial. O LPS € uma molécula
altamente toxica derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas
e tem sido implicada como responsavel por varias patologias, que vao de leves febres
a choque séptico. Esta molécula desencadeia a liberagdo de diversas citocinas, dentre
elas fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 6 (IL-
6)%°.

Desta forma, tendo em vista que a neuroinflamacdo tem sido associada a
diversas patologias, cresce o interesse pela descoberta de novas substancias que
tenham efeitos anti-neuroinflamatérios e, assim, sejam capazes de trazer beneficios
a saude dos pacientes. Cabe salientar a importancia do estudo de plantas medicinais,
sobretudo as psicoativas, como a ayahuasca®’.

A ayahuasca (AYA) € uma bebida composta por plantas de origem amazoénica,

formada pela associacéo da Banisteriopsis caapi e Psychotria viridis. Seu nome tem
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origem na lingua quéchua e significa “corda dos mortos”®-12, O ch4, originalmente
utilizado por grupos indigenas com fins terapéuticos, tem se difundido pelo restante
do mundo e sido utilizado em movimentos sincréticos religiosos®1°.

Em relagdo a seus ativos, a AYA € composta por inibidores reversiveis da
enzima monoaminoxidase, constituintes da B. caapi, bem como pelos subtipos 1A, 2A
e 2C do agonista serotoninérgico 5-hidroxitriptamina, com potente acdo alucindgena,
através da P. viridis. Ainda em relagdo a B. caapi, um composto denominado
tetrahidroharmina apresenta, também, papel de inibidor seletivo da receptacdo de
serotonina®:13,

Estudos apontam que componentes presentes no cha de ayahuasca
aumentam a expressao do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), envolvido
com diversos aspectos da cognicdo, promovem neuroplasticidade e podem ser
reguladores endégenos sistémicos da inflamacgdo e homeostase imunel4-17,

Por conseguinte, o objetivo deste estudo é avaliar a resposta neuroquimica da
ayahuasca em ratos submetidos a neuroinflamacdo através da aplicacdo
intraperitoneal de LPS, por meio da avaliagédo bioquimica do encéfalo desses animais,
e seu potencial toxico, através da dosagem de marcadores sanguineos de leséo

hepatica e renal de animais submetidos a diferentes doses da bebida.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Neuroinflamacao

Durante muito tempo, o sistema nervoso central (SNC) foi visto como
imunologicamente privilegiado, devido a homeostase do mesmo ser um pré-requisito
para a comunicagdo adequada de células neuronais, bem como ao fato de a barreira
hemato-encefalia (BHE) e a barreira hemato-liquérica (BHL) isolarem o SNC das
mudancas continuas nos tecidos periféricos. Hoje, tem-se o conhecimento de que
apesar da existéncia dessas barreiras de protecdo, o0 SNC esta sujeito a eventos
patogénicos e a vigilancia imunolégical18.

O organismo tem na imunidade inata a sua defesa inicial contra a invasao de
patogenos, que controla a infeccdo até que as células do sistema imune possam
responder especificamente contra o antigeno. Diversos componentes estao

envolvidos para que essa defesa possa ocorrer, como os receptores “toll-like” (TLRs),
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receptores NOD-like (NLRS) e receptores ligantes de nucleotideos, como adenosina
trifosfato (ATP). Estes receptores reconhecem ndo apenas padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMP), como lipopolissacarideos, mas também moléculas
enddgenas chamadas padrdo molecular associado a dano (DAMP)?1:3.19.20,

A neuroinflamacédo é uma complexa resposta celular e molecular no SNC,
tentando conter possiveis danos ou infec¢des através da eliminacédo do patdégeno e
morte ou dano de células hospedeiras!. No processo neuroinflamatério, alguns
componentes celulares contribuem para esta resposta, como macréfagos
especializados, neurdnios e astrocitos, citocinas, quimiocinas e sistema complemento.
Esses mediadores pro-inflamatorios podem ser produzidos tanto dentro do SNC,
como recrutados do sistema periférico em consequéncia a um dano a BHE* .

A microglia é a principal célula imune dentre as residentes no encéfalo. Em
condicbes fisioldgicas, ela exibe um fendtipo desativado que estda associado a
producdo de fatores anti-inflamatérios e neurotréficos. Desta forma, o efeito da
neuroinflamacdo em um curto periodo € considerado neuroprotetor. Entretanto,
quando ha inflamacao crénica, estd associada a consequéncias prejudiciais ao
SNC4. Estudos in vivo e in vitro mostram que insultos, como LPS, fazem com que
astrocitos respondam secretando citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-12) e
anti-inflamatérias (I1L-10)22.

Atualmente, a neuroinflamacéo tem sido implicada em diversas doencas do
SNC, incluindo doencas degenerativas cronicas e dano cerebral agudo. Dentre essas
condicbes, encontram-se a isquemia cerebral, esclerose mdltipla, doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson e esclerose lateral amiotréfica®. Além disso, muitos
pesquisadores tém implicado citocinas circulantes individuais como biomarcadores
para diversas condi¢cdes clinicas do SNC, como depressao, delirium e deméncia.
Também, a citocina TNF-a tem sido associada a progressao acelerada do declinio
cognitivo®.

Outra citocina inflamatoria, a interleucina-1f (IL-1p), desempenha um papel
proeminente nas alteragcdes comportamentais induzidas pelo estresse. Wohleb et al.
(2014) acharam a expressédo elevada de IL-18 no encéfalo em modelo animal de
derrota social repetida, 0 que mostra que a transducéo da sinalizacdo da IL-1(3 pelas
células endoteliais potencializa a neuroinflamacgéo induzida pelo stress e promove um

comportamento semelhante a ansiedade??.
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Esse processo neuroinflamatério pode ser induzido experimentalmente, sendo
que a forma mais comum é o uso de endotoxinas, como através da injecao

intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS).

1.1.2 Neuroinflamacéao induzida por lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina, € o principal constituinte
inflamatoério das bactérias gram-negativas e tem sido utilizado para ativacdo da
imunidade da resposta encefalica inata, o que da suporte a utilizac&o clinica do termo
neuroinflamacéo induzida por LPS?.

Sua molécula é composta por trés dominios distintos: o antigeno O, um
oligossacarideo (2-ceto-3-acidodeoxioctbnico) e o antigeno A e sua toxicidade se
deve a presenca de dois grupos fosfato acoplados a duas glucosaminas na parte
lipidica A da molécula de LPS?3. Sua liberacéo no organismo ocorre quando a bactéria
se multiplica ou é fagocitada e degradada pelas células de defesa®2425.

O LPS liga-se a uma proteina chamada proteina ligante de LPS (LBP) —
proteina sollvel de fase aguda —, presente na corrente sanguinea, 0 que inicia a
ativacdo de sinais através de uma proteina de superficie (CD14) em mondcitos e
células mieloides. Entretanto, o CD14 nao possui dominio intracelular, havendo
necessidade de uma proteina transmembrana para transmisséo dos sinais atraves do
citoplasma até o ndcleo, onde ocorre a estimulacédo da producao de citocinas. Ocorre
entdo a formacdo do complexo TLR4-MD2-LPS, que leva a ativacdo de NF-kB e,
consequentemente, a producéo de diversas citocinas, como TNF-a IL-1 e IL-6%6-2°,

Atualmente, ele é considerado o principal fator responsavel pelas
manifestacbes toxicas de infec¢cdes por bactérias gram-negativas e por infeccao
sistémica®. Por conta disso, apesar de muitos estudos utilizarem o LPS em modelos
de sepse, ele também tem sido o ativador glial mais extensamente utilizado por
pesquisadores em modelos de neuroinflamacéo in vivo e in vitro®°.

Os mediadores inflamatorios centrais resultantes da inflamacdo sistémica,
atuam principalmente no hipotadlamo e sdo conhecidos por produzir um conjunto
coordenado de mudancas adaptativas, conhecidas coletivamente como
comportamento de doenca. Este comportamento ocorre na tentativa de facilitar a
recuperacdo da infeccdo e tem como caracteristicas a resposta febril, reducdo da

atividade social, hiperalgesia, fadiga, adipsia e hipersonia®.
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A inducdo da neuroinflamacdo por LPS estd associada a mudancas
comportamentais, como aumento da ansiedade, desenvolvimento de depressao,
prejuizo na memodria, além de estar relacionado a liberacdo de diversas citocinas e ao

estresse oxidativol4-S.

1.1.3 Neuroinflamacéao e estresse oxidativo

Diversos mecanismos relacionados a neuroinflamacdo e dano celular sédo
implicados na fisiopatologia de doencas neuropsiquiatricas3®. A neuroinflamacéo
fornece uma fonte primaria de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROS)
e nitrogénio (ERNS) a partir da ativacdo do sistema imune, sendo capaz de modificar
proteinas, lipidios e &cidos nucleicos®3*. A resposta inflamatéria determina a
liberacdo de radicais livres de oxigénio, os quais mantém um circulo vicioso de leséo-
inflamacéo-ativacdo de fatores nucleares®.

Em condic¢des fisioldgicas, o metabolismo celular produz radicais livres, e estes,
quando ativos, podem ter diversos efeitos benéficos, como atuar como mecanismo de
defesa contra a agressao de microrganismos sob controle de estimulos e sinais
moleculares®. No entanto, a neuroinflamacéo, caracterizada pela ativagdo microglial
e elevada producdo de citocinas pré-inflamatérias®’, desencadeia uma série de
eventos, incluindo o aumento da producao de EROs e ERNs. Além disso, a microglia,
quando ativada, possui altos niveis de NO sintase (NOS) e NOX, dois sistemas
enzimaticos que medeiam o aumento do grau oxidativo induzido na inflamacéao,
levando a disfuncédo cognitiva e neurodegeneracdo®.

Os neurbnios sao altamente vulneraveis aos efeitos nocivos das espécies
reativas por conta de sua alta taxa metabolica, a tendéncia a peroxidacao dos acidos
graxos, as altas concentracdo intracelulares de metais de transicdo — capazes de
catalisar a formacédo de EROs — e o0s baixos niveis de antioxidantes. Desse modo, a
alta producéo de espécies reativas e a deficiéncia de antioxidantes — tanto enzimaticos
como ndo enzimaticos — leva ao estresse oxidativo3?.

Tanto a neuroinflamagcdo como o estresse oxidativo influenciam os fatores
neurotréficos, como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), que tem papel
importante na facilitacdo da sintese e consolidacdo de novas memorias. Ele é

secretado pela micréglia ativada e pode influenciar no funcionamento neuronal,
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produzindo efeitos neuroprotetores, além de atuar de maneira autdcrina, promovendo

a proliferacdo e sobrevivéncia da micréglia®?.

1.1.4 Neuroinflamacéao e citocinas

Na presenca de um insulto, a microglia torna-se ativada e responde em poucos
minutos a areas muito restritas de dano. Nesta condicdo, a célula retrai seus
processos adquirindo uma forma mais ameboide, sendo capaz de migrar para o local
do dano, proliferar, participar na apresentacao de antigenos, fagocitar debris celulares
e eliminar sinapses anormais®. A micréglia expressa receptores como os toll-like e
quando ativada, libera uma variedade de citocinas, incluindo fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), IL-1pB, IL-6, IL-10, interferon-a (IFN-a) e interferon- (IFN-B), além de
prostandides, componentes do complemento e substancias neurotéxicas como EROs
e ERNSs, sendo uma fonte importante de fatores pro-inflamatérios cerebraisc.

Mais especificamente, astrocitos também respondem a insultos, como LPS, tanto
in vivo como in vitro, com aumento da secrecao de citocinas pro-inflamatérias como
IL-6, IL-12 e TNF-a, e citocinas anti-inflamatérias como IL-10%1. Estudos in vitro
mostram que culturas de astrécitos neonatais de diferentes regides cerebrais exibem
diferencas na expresséao de fatores pré-inflamatérios sob estimulo de LPS,

Outro estudo, in vivo, usando injecdo intracerebroventricular de LPS para
mimetizar um quadro de inflamacao cerebral, em camundongos, mostrou ocorrer um
recrutamento e adeséo de leucdcitos a microvasculatura cerebral. Também, que este
recrutamento € mediado por células que apresentam a via de sinalizacdo TLR4/CD14
como a micréglia, bem como, que a sinalizacdo por TNF-a é critica para o
recrutamento de leucdécitos*.

Substancias com potencial anti-inflamatoério podem ser utilizadas com intuito de
diminuir a resposta ao insulto que gerou a neuroinflamagéo, e consequentemente a

liberacéo de citocinas pré-inflamatérias?.

1.1.5 Ayahuasca como agente anti-inflamatério e modulador de respostas

comportamentais

Uma vez que a neuroinflamacdo tem sido implicada na patogénese ou

progressdo de numerosas doengas, nos ultimos anos vem crescendo 0 interesse por
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novas substancias com possiveis efeitos benéficos. Dentre essas substancias, é
essencial ressaltar o estudo de plantas psicoativas, tal como a ayahuasca (AYA)>®,

AYA é uma bebida ente6gena amazdnica composta pela associacdo de duas
plantas essenciais: o caule da Banisteriopsis caapi e as folhas da Psychotria viridis.
Entretanto, mais de 100 plantas diferentes ja foram descritas como possiveis aditivos
para a mesma??*,

A bebida, semelhante a um ch4, foi originalmente utilizada por grupos
indigenas e pela populagéo de paises amazdnicos — como Brasil, Peru, Coldmbia e
Equador — com fins terapéuticos. Entretanto, nos ultimos anos, seu uso tem se
expandido também para os Estados Unidos e paises europeus, e vem sendo utilizada
em alguns movimentos sincréticos religiosos, como no Santo Daime e na Unido do
Vegetal, que buscam um meio de facilitagdo do autoconhecimento e
instrospeccdo®442, Possivelmente, sua popularidade é motivada por seus fortes
efeitos antidepressivos, além da ingestao cronica estar associada a ganhos cognitivos
e alteracBes cerebrais estruturais em areas relacionadas a atencao, pensamento auto
referencial e mentalizacéo interna'4.

Logo ap0s preparada, a AYA é engarrafada, ainda quente, a fim de evitar sua
fermentacdo. Seus efeitos somaticos — nauseas, parestesias e aumento da
temperatura corporal — surgem, em média 20 minutos ap0s a ingestdo, seguidos de
seus efeitos cognitivos, que aparecem nas primeiras horas. Seus efeitos psicoativos
agudos duram cerca de 4 horas e incluem intensas alteracdes perceptivas, cognitivas,
emocionais e afetivas*®>*. VOomitos e diarreias sdo frequentemente relatados,
entretanto, evidéncias crescentes apontam adequado perfii de seguranca,
considerando-se que ndo é capaz de produzir vicio e ndo foi associada a deterioracéo
psicopatoldgica, de personalidade ou cognitiva®®.

Dentre os sintomas relatados apés o consumo constante de AYA, encontra-se
0s sentimentos de confianca e otimismo, além da reducéo da falta de concentragéo,
privacédo do sono e irritabilidade647.

Quanto a seus ativos, sabe-se que a B. caapi, presente na Amazodnia e nativa
das zonas tropicais da América do Sul e das Antilhas, é rica em -carbolinas, como a
harmina, a tetrahidroharmina (THH) e harmalina, que sao inibidoras reversiveis da
enzima monoaminoxidase (MAO). Enquanto a P. viridis, encontrada em regides
tropicais em todo o mundo, apresenta como principio ativo o alcaloide indolico N,N-

dimetiltriptamina (DMT), um agonista 5-HT1A / 2A / 2C com potente acao alucindgena,
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gue é metabolizado pela MAO. O DMT normalmente é encontrado nas folhas da planta
e sofre variacdes de concentracdo de acordo com o horario de sua colheita®414849,

Os alcaloides B-carbonilicos derivam do aminoé&cido triptofano e possuem
amplo espectro de acdo nos 6rgdos humanos. Sdo encontrados em algumas plantas
e fungos, e podem funcionar como compostos endégenos em alguns mamiferos43°°,

Inicialmente, pensava-se que a utilizacdo desses alcaloides se devia apenas a
sua capacidade de inibir de forma reversivel a atividade da MAO no figado e intestino,
atenuando a desaminacédo em primeira passagem do DMT e facilitando sua entrada
na circulacao sistémica, onde desempenha seu efeito psicoativo. Entretanto, hoje
sabe-se que além do papel de facilitador periférico, eles também exercem efeitos
inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina®1351.52,

Esses alcaloides tém uma ampla gama de acdes farmacolégicas, podendo-se
destacar a acdo antioxidante, proveniente de suas propriedades semelhantes as de
seus precursores triptofano e triptaminas, conhecidos por sua atividade contra o dano
oxidativo, através da acéo de detoxificacdo de EROs>3-56,

Além disso, as B-carbolinas se ligam ao sitio benzodiazepinico dos receptores
do acido gama-aminobutirico A (GABAA) como agonistas inversos. Possuem carater
ansiogénico ou exibem propriedades ansioliticas, dependendo da dose. Esses
alcaloides também se ligam a outros receptores de neurotransmissores no cérebro,
incluindo receptores de 5-hidroxitriptamina (5-HT) e dopamina®2%’. Especificamente,
a harmina possui afinidade moderada com o receptor 5-HT2A e baixa com o0 5-HT2C,
além de aumentar o efluxo de dopamina evocado eletricamente no nlcleo accumbens
de ratos, um efeito inibido pela cetanserina, sugerindo um mecanismo agonista
dependente de 5-HT2A%8.

O DMT, metabolito da triptamina, € uma molécula simples, de baixo peso
molecular e semelhante a moléculas encontradas naturalmente no organismo, como
a serotonina e a melatonina e, portanto, atravessa facilmente a BHE®®. E o principal
componente da AYA e pode estar presente em um grande nimero de plantas®. Esse
alcaloide inddlico exerce efeitos ansioliticos e antidepressivos, e estes se devem ao
agonismo do receptor 5-HT1A?8% Ja seus efeitos alucindgenos se devem
principalmente a sua ligacdo aos receptores 5-HT2A%, e sabe-se que a estimulacéo
deles, a longo prazo, aumenta a expressdo de BDNF, o qual esta envolvido na
plasticidade sinaptica e tem sido associado a diversos aspectos da cogni¢cdo, como

memoria e atencdo>1’,
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Essa molécula também interage com outros alvos moleculares nao
serotoninérgicos, como o receptor sigma-1 intracelular (01R), que esta associado ao
reticulo endoplasmaético, modulando a atividade de outras proteinas e promovendo a
neuroplasticidade por meio da formacéo da coluna dendritica'®. Ainda, outro membro
do grupo dimetiltriptamina € o 5-methoxy-N-N-dimethyltryptamina (5-MeO-DMT), um
analogo estrutural da serotonina e da melatonina, e analogo funcional de outros tipos
de psicodélicos. Essas substancias também podem atuar como reguladores
enddgenos sistémicos da inflamacdo e homeostase imune, mediante receptores 5-
hidroxitriptamina (5HTRs) e o-1Rs#6%,

Quando administrado por via endovenosa, em humanos, os niveis de DMT
sanguineo maximos e seus efeitos subjetivos ocorrem apds 2 minutos, se tornando
insignificantes aos 30 minutos. J& por via oral, como consumido na forma da
ayahuasca, sua cinética € menor, tendo seu efeito maximo por volta dos 107 minutos
e 259 minutos como tempo de meia vida®°2,

A atividade farmacologica da ayahuasca é dependente do uso concomitante
da P. viridis e da B. caapi. Quando administrado sozinho, por via oral, o DMT sofre
rapida degradacéo de primeira passagem realizada pela MAO-A, perdendo assim sua
atividade. No entanto, quando administrados em conjunto, as B-carbolinas presentes
na B. caapi (especialmente a harmina) inibem a MAO-A temporariamente, impedindo
que a degradacdo do DMT ocorra no trato gastrointestinal, permitindo que atinja a
circulagao sistémica e 0 SNC®13:43.63,

Dakic et al. (2017), utilizando organoides cerebrais (popularmente chamados
de mini cérebros) com 45 dias, apdés 24 horas do tratamento com 5-MeO-DMT,
observaram a formacdo e maturacdo de novas espinhas dendriticas, via proteinas
implicadas na formagdo de protusao celular, dindmica de microtubulos e
reorganizacdo de citoesqueleto. Diante deste achado eles sugerem que este
composto modula a resposta anti-neuroinflamatéria. Os efeitos anti-
neuroinflamatérios apresentados condizem com resultados previamente relatados em
células dendriticas derivadas de mondcitos humanos, onde a liberagdo inflamatéria
de citocinas e quimiocinas mostrou-se blogueada®.

Outro achado do estudo de Dakic e pesquisadores (2017) foi a descoberta de
gue as vias associadas a morte celular nos organoides cerebrais foram inibidas pelo
5-MeO-DMT!*. Também utilizando o 5-Meo-DMT, Morales-Garcia et al. (2017)
estudaram em organoides celulares as alteragbes potencialmente benéficas da
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substancia psicodélica em circuitos cerebrais associados a neuroplasticidade,
inflamacé&o e neurodegeneracao. Foi observado o aumento da expressao de proteinas
importantes na formacdo de sinapses, entre elas, proteinas relacionadas aos
mecanismos celulares de aprendizado e memodria, nos organoides tratados com DMT.
Houve também uma reducéo na expressdo de proteinas envolvidas em inflamacéo,
degeneracéo e leséo cerebral, sugerindo que a substancia exerce um potencial papel
de protecdo neural®.

Dakic et al. (2017) também mostraram que a utilizagdo de AYA no tratamento
de organoides celulares resultou na reducdo da expressédo de proteinas envolvidas
em degeneracao e lesao cerebral, bem como no aumento da expressao de proteinas
associadas a mecanismos celulares de aprendizado e memdriat4. Outro estudo, de
Osoério e pesquisadores, demonstrou que AYA tem efeitos antidepressivos agudos
significativos e bastante impressionantes®*.

Desta forma, levando em consideracdo as diversas patologias associadas a
neuroinflamacéo e a crescente busca por novas substancias capazes de reverter esse
processo, substancias psicoativas, como a ayahuasca, surgem como possiveis

estratégias terapéuticas no tratamento desses transtornos.

1.1.6 Toxicidade da ayahuasca

A AYA, semelhante a outros psicodélicos triptamina, ndo é considerada uma
substancia capaz de produzir vicio. Embora faltem estudos mais aprofundados sobre
o risco de abuso, até o presente momento nédo foi observado que a droga produza
abstinéncia®®.

Os efeitos adversos frequentemente relatados, vomitos e diarreia, devem-se
possivelmente ao aumento da estimulagéo 5-HT central do nervo vago e estimulacao
periférica do intestino®. Entretanto, estudos apontam que o efeito emético néo foi
considerado causa de desconforto grave, e que a nausea e exaustdo sao
considerados transitérios e facilmente controlaveis®6-62,

Apesar do crescente interesse em seu uso, pouco se sabe sobre 0s possiveis
efeitos toxicos relacionados a bebida. Pic-Taylor et al. demonstraram que a dose letal
da ayahuasca, em ratos, € superior a 15,1 mg/kg de DMT, o que representa mais de
50x a dose usual”%°. No entanto, quando pesquisadores avaliaram, in vitro, o DMT

n&o produziu danos celulares’.
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Pic-Taylor et al. também descobriram que o aumento da ativacdo
serotoninérgica a partir dessas altas doses levou a alguma degeneracao neural, mas
nenhuma alteragdo permanente na estrutura do cérebro ou no numero de células foi
encontrada®. Ainda, Oliveira (2010) observou que ratas gravidas que consumiram
altas doses de ayahuasca (10 vezes a dose humana normal) apresentaram reducao
no consumo de alimentos. Os ratos apresentaram ganho de peso diminuido, mas
aumento do peso relativo do figado, possivelmente indicando alguma
hepatotoxicidade’ .

No entanto, Colaco et. al. submeteram ratos Wistar a um tratamento crénico de
28 dias utilizando doses 2 vezes maiores do que a dose comumente utilizada em
rituais de ayahuasca, e ndo observou alteracdo nas andlises hematolicas e
bioquimicas para funcéo hepatica, renal e dano tecidual’?. Ainda, um estudo de um
ano comparando usuarios de AYA com controles ndo demonstrou que Seu uso por
longo prazo pode induzir desajuste psicologico, deterioracdo da saude mental ou
prejuizo cognitivo’s.

E importante ressaltar, que devido a inibicdo da MAO, o uso da ayahuasca —
ou de B-carbolinas isoladas — em conjunto com inibidores de recaptacao de 5-HT,
como antidepressivos, pode gerar efeitos adversos graves devido ao acimulo de 5-
HT nas sinapses, resultando em sindrome serotoninérgica®® 74, Outros compostos com
possiveis efeitos serotoninérgicos, como litio de levodopa, também devem ter o uso
concomitante evitado, pois podem precipitar essa condicdo fatal®%66.74,

Tendo em vista 0 exposto, é fundamental considerar novas terapias para o
tratamento de individuos neuroinflamados, uma vez que tal condicdo pode ser fator
de risco para inUmeras doencas. Dessa forma, sabendo que a ayahuasca € uma
bebida com grande potencial anti-neuroinflamatorio, € importante reafirmar sua
funcionalidade através de estudos cientificos, bem como garantir seu uso seguro
através de estudos de toxicidade. Neste sentido, pretende-se através de modelo pré-
clinico de neuroinflamag&o mostrar o potencial terapéutico do uso da ayahuasca e se

seu uso agudo em altas doses representa risco toxicoldgico ao individuo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta neuroquimica e toxicologica a ayahuasca em ratos Wistar
submetidos a neuroinflamacdo atravées da aplicacdo intraperitoneal de
lipopolissacarideo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Dosar a concentracéo dos alcaloides presentes na amostra de ayahuasca.

e Avaliar, através da andlise de IL-4, IL-6, IL-10 e BDNF, os efeitos da ayahuasca
sobre parametros bioquimicos em ratos submetidos a neuroinflamacéo por
LPS.

e Avaliar os efeitos da ayahuasca sobre o dano oxidativo em lipidios e proteinas
em ratos submetidos a neuroinflamacdo por LPS, através dos testes de
carbonilacéo proteica e TBARS.

e Avaliar os efeitos da ayahuasca sobre mieloperoxidase em ratos submetidos a
neuroinflamacéo por LPS.

e Avaliar os efeitos da ayahuasca sobre nitrito/nitrato em ratos submetidos a
neuroinflamacéo por LPS.

e Avaliar os efeitos da ayahuasca sobre as enzimas antioxidantes SOD e CAT
em ratos submetidos a neuroinflamacgéo por LPS.

e Avaliar a toxicidade da ayahuasca através da analise de aspartato

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina e ureia.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental pré-clinico,b com modelo animal de inducdo a

neuroinflamacé&o por lipopolissacarideo.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para dosagem dos componentes presentes na ayahuasca, foram utilizados
equipamento de cromatografia em fase liquida de ultra eficiéncia, modelo Acquity
System, acoplado a espectrébmetro de massas triplo quadrupolo no modo tandem,
modelo Quattro Premier, com ionizagao por eletrospray (UPLC-ESI-MS/MS), Waters
Corporation, Milford, MA. Os equipamentos estdo disponiveis no Laboratério de
Analises Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias farmacéuticas da USP
(LAT/FCF/USP), parceira desse estudo.

Para sedacéao dos animais foi utilizado quetamina e xilasina (1:1). Para puncao
cardiaca e dissecacdao das estruturas encefalicas foram utilizadas seringas, agulhas e
instrumentais cirdrgicos disponiveis no Laboratério de Neurociéncia Comportamental
(LabNeC — Unisul).

Os reagentes utilizados para as analises neuroquimicas foram: &cido
tiobarbittrico, dinitrofenilhidrazina, epinefrina, catalase de figado bovino,
hidroperéxido de tert-butila, albumina bovina, e reagente de Griess (Sigma, St. Louis,
MO), acido tricloroacético, acido fosférico, peroxido de hidrogénio, glicina, EDTA,
(Labsynth, Sao Paulo, Brazil). No que se refere aos equipamentos, as analises foram
avaliadas em Espectrofotdbmetro (U2010, Hitachi) (Laboratério de Neurobiologia de
Processos Inflamatorios e Metabolicoss/INEUROIMet- UNISUL). Também foram
utilizados kits de teste ELISA para IL-4, IL-6, IL-10 e BDNF (Laboratorio de
Neurociéncia Experimental).

Para as andlises sanguineas foram utilizados kits de AST, ALT, creatinina e

ureia Gold Analisa®.
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3.3 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos, provenientes do biotério da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC/Florianépolis), com cerca de 90 dias.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em
temperatura controlada (22+1°C) e ciclos de luz artificial (12 horas claro/escuro),
recebendo racdo comercial padronizada para ratos de laboratério e 4gua ad libitum.
Os animais foram manipulados por pessoas qualificadas para trata-los de maneira
humanitéria, evitando dores e estresse desnecessarios. Ao final dos experimentos, 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina apds anestesia, sob estrita
obediéncia as prescricdes cientificas, de acordo com as normas do Conselho de
Medicina Veterinaria, sempre com a presenca de um Médico Veterinario.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.4.1 Inducgéo da neuroinflamagéo

O grupo 1 (grupo LPS) foi constituido por roedores que receberam
administracao intraperitoneal (i.p.) de uma Unica injecéo de lipopolissacarideo (LPS)
obtido por extracdo fendlica a partir de Escherichia coli, sorotipo 0127 : B8 (Sigma®),
na dose de 0,63 mg/kg/ml, diluida em solugéo salina (NaCl 0,9%). O grupo 2 (grupo
controle) foi constituido por animais que receberam administracdo de uma Unica
injecao, via i.p., de solucdo salina. A dose de LPS foi baseada em estudos anteriores
que utilizaram a aplicagdo da substancia por via sisttmica como indutor de

neuroinflamacéo e comportamento de doenca em ratos’>"".
3.4.2 Administracéo de ayahuasca
Para avaliacdo da ayahuasca sobre parametros neuroquimicos (analises

encefélicas) e toxicoldgicos (analises sanguineas), os animais foram divididos em

subgrupos, conforme descrito na figura 1.

Figura 1. Protocolo terapéutico
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Ratos Wistar
(n=70)

l

Analises encefalicas

|

LPS' i.p. (n=20)

| J

SAL (n=10) AYA? (n=10)

'Dose de 0,63 mg/kg para LPS
2Dose de 2 ml/kg para AYA
3Dose de 1 ml/kg para AYA
“Dose de 3 mlfkg para AYA
5Dose de 4 ml/kg para AYA

|

Anadlises sanguineas

SALi.p. (n=20) «+————— SAL i.p. (n=50)

| |

SAL (n=10) AYAZ (n=10)

SAL (n=10)
AYAZ? (n=10)
AYAZ (n=10)
AYA* (n=10)
AYAS (n=10)

Fonte: Préprio autor, 2021.

A dose utilizada para as analises encefélicas foi de 2 ml/kg e foi adaptada do

estudo de Osoério et al., que obteve bons resultados no efeito antidepressivo da

ayahuasca. Para as andlises sanguineas foram utilizadas doses de 1 ml/kg, 2 ml/kg,

3 ml/kg, 4 ml/kg de ayahu

asca.

Figura 2. Cronograma experimental
Analises
LPS / SAL i.p. AYA f SAL g.0. Morte Indolor encefélicas e
Assistida (MIA) sanguineas
| |
| o |
PMND90 24 horas apds LPS f SALi.p. PNDO2

Fonte: Proprio autor, 2021.
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3.4.3 Dosagem dos alcaloides presentes na ayahuasca

O preparo da amostra consiste em diluir a amostra de cha para uma proporc¢ao
final de 1:5000 através de diluicdo seriada em trés etapas (1:10 x 1:10 x 1:50). Primeiro
dilui-se 100 pL da aliguota de cha em 900 pL de solucédo tampéao formato de amdnio
2 mM com 0,1% de acido formico (Solucdo A). Desta, séo retirados mais 100 uL e
diluidos com 900 pL da Solucdo A e, finalmente, 100 pL desta ultima é diluido em
4900 pL da Solucéo A. A cada etapa de diluicdo a solucéo é submetida a agitacdo em
vortex para melhor homogeneizacdo. Em 100 pL da solucéo final adicionam-se 10 pL
do padréo interno (DMT-d6 1 ug/mL) para concentracao final de 100 ng/mL. Por fim,
5 pL desta solugcdo sao injetados no sistema cromatografia em fase liquida de ultra
eficiéncia, modelo Acquity System, acoplado a espectrdbmetro de massas triplo
guadrupolo no modo tandem, modelo Quattro Premier, com ionizagao por eletrospray
(UPLC-ESI-MS/MS).

Apés quantificacdo, o valor obtido com a equacgdo da reta € multiplicado por
5000 para correcao da diluigéo.

Essa andlise foi realizada pelo Laboratério de Toxicologia Analitica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, sobre a
orientacdo do professor Mauricio Yonamine. No entanto, essa metodologia ainda nao

foi publicada, impossibilitando sua referenciacéo.

3.4.4 Preparo das amostras

Para as analises bioquimicas, 24 horas apds o tratamento com ayahuasca ou
solucdo salina, os animais foram anestesiados e sofreram morte indolor assistida
(MIA) por meio de guilhotina, e as estruturas cerebrais (cerebelo, cortex pré-frontal,
hipocampo e hipotalamo) foram retiradas e armazenadas em freezer -80°C.

Para as analises toxicologicas, foi retirado sangue através de puncéo cardiaca,

no momento seguinte a morte do animal.

3.4.5 Andlises bioquimicas
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3.4.5.1 Determinacao de citocinas e BDNF

As concentragdes de IL-4, IL-6, IL-10 e BDNF foram determinadas pelo ensaio
adsorvente ligado a enzima (ELISA) utlizando kit duo set (R & D Systems,
Minneapolis, MN, EUA). As amostras foram homogeneizadas em tampdo PBS
contendo triton 0,1% e inibidor de protease (50 mM - Roche AG, Basileia, Suica) e,
em seguida, centrifugadas (13000 rpm a 4 °C durante 20 min). O sobrenadante foi
recolhido e realizada a quantificacdo de proteina pelo kit de ensaio de proteina BCA
(Thermo Scientific, EUA). O ensaio de ELISA foi realizado de acordo com as
instruges do fabricante e a leitura realizada em 450 nm na leitora de microplacas
(SPECTRAMAX, Molecular Devices, USA). Os valores foram apresentados em pg/mg

proteina’®.

3.4.5.2 Concentracdo de Nitrito/Nitrato

Como indicativo de nivel de ON, a concentracdo de N/N foi mensurada
utilizando a reacéo de Griess, por adicdo de 100 uL de reagente de Griess 0,1% (w/v)
em H20 E 1% (w/v) de sulfanilamida em 5% (v/v) de H3zPOa4 concentrado, vol. [1:1]
para 100 pL de amostra. A concentracao de N/N foi avaliada em espectrofotometro a

540 nm com resultados expressos em nmol/mg de proteina’.

3.4.5.3 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO foi avaliada como indicativo de infiltrado de neutrdéfilos. O
tecido foi homogeneizado (50 mg/ml) em brometo de hexadeciltrimetilaménio a 0,5%
e centrifugado a 15.000 xg durante 40 min. Uma aliquota de sobrenadante foi
misturada com uma solucédo de 1,6 tetrametilbenzidina mM e 1 mM de H202. A
atividade da MPO foi medida espectrofotometricamente com o comprimento de onda

a 650 nm a 37°C e expresso em mU/mg de proteina®.

3.4.5.4 Dano em lipidios pelos niveis de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico
(TBARS)
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A formacédo de TBARS durante uma reacao acido-aquecimento é amplamente
adotado como um método sensivel para a medicdo da peroxidacao lipidica. As
amostras foram homogeneizadas e misturadas com 1 mL de acido tricloroacético 10%
e 1 ml de TBA 0,67%. Posteriormente, estes foram aquecidos em banho-maria com
agua a 100°C durante 30 min. O equivalente de malondialdeido (MDA) foi determinado
pela absorbancia de 532 nm usando 1,1,3,3 - tetrametoxipropano como um padrao
externo. Os resultados foram expressos como equivalentes de MDA (nmol/mg de
proteina)?L.

3.4.5.5 Carbonilagéo proteica

O efeito do estresse oxidativo em proteinas foi avaliado por meio da
determinacdo de grupamentos carbonilas baseada na reacdo com
dinitrofenilhidrazina®. As proteinas foram precipitadas por adicdo de acido
tricloroacético a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina, e a absorbancia avaliada
em 370 nm. Os resultados foram expressos como niveis de proteinas carboniladas

por miligrama de proteina (nmol/mg de proteina).
3.4.5.6 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da catalase (CAT) foi determinada medindo a taxa de decaimento
da absorbancia do peréxido de hidrogénio em 240nm conforme previamente descrito®?
e representada como unidades por miligrama de proteina. A atividade da superéxido
dismutase (SOD) foi determinada pela inibicdo da auto oxidacéo da adrenalina medida
espectrofotometricamente  em 480nm conforme previamente descrito® e
representada em unidades por miligrama de proteina.
3.4.6 Andlises toxicoldgicas

3.4.6.1 Atividade das aminotransferases

As enzimas AST e ALT foram quantificadas através do método cinético-UV.
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A AST catalisa a transferéncia do grupo amina do aspartato para o
cetoglutarato com formacéo de glutamato e oxalacetato. O oxalacetato é reduzido a
malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto a coenzima NADH é
oxidada a NAD*. A atividade enzimatica da AST na amostra é calculada com base na
reducdo da absorbancia em 340 nm, qguando o NADH se transforma em NAD*,

A ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para o cetoglutarato
com formacéo de glutamato e piruvato. O piruvato € reduzido a lactato por acédo da
lactato desidrogenase (LDH), enquanto a coenzima NADH é oxidada a NAD*. A
atividade enzimatica da ALT na amostra é calculada com base na reducdo da

absorbancia em 340 nm, quando o NADH se transforma em NAD™*6,

3.4.6.2 Creatinina

A creatinina foi medida através do método cinético-colorimétrico. A creatinina e
0s interferentes presentes na amostra reagem com o0 picrato em meio alcalino
originando um complexo colorido. Mede-se a velocidade de formagao desse complexo
em periodos iniciais curtos, evitando-se assim a interferéncia de outros compostos.
Uma primeira leitura é feita aos 30 segundos iniciais da reacdo para eliminar o efeito
dos interferentes de reacao rapida. Aos 90 segundos de reacédo é feita uma segunda
leitura, antes que os interferentes de reacao lenta possam ter efeitos significativos.
Dessa forma, a determinacdo fotométrica do produto final fica livre de interferentes,

referindo-se exclusivamente a creatinina presente?”’.

3.4.6.3 Ureia

A ureia foi medida através do método enzimatico-colorimétrico. A ureia é
hidrolisada pela urease em ions amoénia e CO2. Em meio alcalino, os ions aménia
reagem com salicilato e hipoclorito de sédio, sob a acéo catalisadora do nitroprussiato
de sadio, para formar indofenol. A absorbancia do complexo azul formado, medida em

600 nm, é diretamente proporcional a concentracdo de ureia na amostra analisada®.

3.5 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo.
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Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacéo

Neuroinflamacao Independente Qualitativa Sim
nominal Nao
dicotdmica

Dose de Ayahuasca | Independente Qualitativa 0
nominal 1
politbmica 2

Dosagem de Dependente Quantitativa mg/mL

Harmina na continua

Ayahuasca

Dosagem de Dependente Quantitativa mg/mL

Harmalina na continua

Ayahuasca

Dosagem de Dependente Quantitativa mg/mL

Tetrahidroharmina continua

na Ayahuasca

Dosagem de Dependente Quantitativa mg/mL

Dimetiltriptamina na continua

Ayahuasca

IL-4 Dependente Quantitativa pg/mL
continua

IL-6 Dependente Quantitativa pg/mL
continua

IL-10 Dependente Quantitativa pg/mL
continua

BDNF Dependente Quantitativa pg/mL
continua

TBARS Dependente Quantitativa nmol/mg
continua

Mieloperoxidase Dependente Quantitativa muU/mg
continua

Nitrito/Nitrato Dependente Quantitativa nmol/mg

continua
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Carbonilacao Dependente Quantitativa nmol/mg

proteica continua

SOD Dependente Quantitativa muU/mg
continua

CAT Dependente Quantitativa mu/mg
continua

AST Dependente Quantitativa U/L
continua

ALT Dependente Quantitativa U/L
continua

Creatinina Dependente Quantitativa mg/dL
continua

Ureia Dependente Quantitativa mg/dL
continua

Fonte: Préprio autor, 2021.

3.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A andlise estatistica foi realizada através do programa estatistico GraphPad
Prism versédo 7. Os dados foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguido pelo post hoc de Dunnet e/ou Tukey (dados paramétricos). Ja 0s
dados ndo paramétricos foram analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis,
seguidos de pos-testes de Dunns. A significancia estatistica foi considerada quando
p<0,05.

3.7 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A utilizag&o de animais seguiu a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizag&o
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos e os procedimentos experimentais foram
realizados apés aprovacido da Comisséo de Etica em Utilizagdo de Animais (CEUA)
da Universidade do Sul de Santa Catarina, sob o numero 20.037.2.10.1V.
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4. ARTIGO(S)

Avaliacdo de parametros neuroquimicos da ayahuasca em ratos submetidos
ao modelo de neuroinflamacéo induzida por lipopolissacarideo

MARINA G. SILVA, GUILHERME C. DARQOS, LARISSA JOAQUIM, EVERTON

LANZZARION, CAMILA VIEIRA HILLESHEIN, FABIANA PEREIRA SANTOS,

MAURICIO YONAMINE, FABRICIA PETRONILHO, FRANCIANE BOBINSKI,
RAFAEL M. BITENCOURT

Resumo: A neuroinflamacao se dé através da resposta celular e molecular do sistema
nervoso central a fim de extirpar um dano ou infeccdo. Em modelo animal é
comumente induzida através da aplicacdo de lipopolissacarideo. Como a
neuroinflamacao tem sido associada a diversas condicdes, cresce o interesse pela
descoberta de novas substéncias capazes de trazer beneficios a salude desses
pacientes. Por isso, 0 objetivo desse estudo foi investigar a resposta neuroquimica a
ayahuasca em ratos Wistar submetidos a administracdo intraperitoneal de
lipopolissacarideo (0,63 mg/kg). O cerebelo, coértex pré-frontal, hipocampo e
hipotalamo desses animais foram submetidos a dosagem de IL-4, IL-6, IL-10 e BDNF,
carbonilagdo proteica, TBARS, mieloperoxidase, nitrito/nitrato, SOD e CAT. No
entanto, ndo foi possivel avaliar a capacidade da ayahuasca de amenizar ou reverter
os danos encefélicos causados pela endotoxina, ja que esta ndo foi capaz de
promover as mudancas em parametros encefalicos compativeis com a
neuroinflamacédo. Foram levantadas hipoteses sobre qual viés afetou o resultado do
estudo, e concluiu-se que a ndo validade do modelo de neuroinflamacgéo ocorreu por
conta do po liofilizado de lipopolissacarideo utilizado, que por ser extremamente
sensivel apresenta facilmente alterac6es em suas caracteristicas fisicas e quimicas.

Palavras-chave: Neuroinflamacao, lipopolissacarideo, ayahuasca.
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Potencial toxico do uso agudo de doses elevadas de ayahuasca

Marina Goulart da Silva?*, Guilherme Cabreira Daros?, Linério Novaes?, Fabiana

Pereira SantosP, Mauricio Yonamine®, Rafael Mariano de Bitencourt?

Resumo

A ayahuasca € uma bebida ente6gena, semelhante a um cha, utilizada ha milénios
com fins terapéuticos e religiosos por grupos indigenas e pela populacdo amazonica.
Constituida, essencialmente, por [p-carbolinas e triptaminas, exerce efeitos
terapéuticos em transtornos comportamentais devido a inibicdo da enzima
monoaminoxidase e a ativacao de receptores serotoninérgicos, demonstrados atraves
de estudos pré-clinicos e clinicos. Entretanto, apesar de cada vez mais utilizada em
rituais espirituais, pouco se sabe sobre a concentracdo dos alcaloides psicoativos
presentes no cha e sobre o potencial toxicolégico de seu uso a longo prazo. Até o
presente momento, nenhum estudo avaliou seus efeitos toxicos com o uso agudo de
altas doses. Assim, o objetivo desse estudo foi quantificar os alcaloides harmina,
harmalina, tetrahidroharmina e dimetiltriptamina presentes no cha, bem como avaliar
parametros sanguineos de lesdo hepética e renal em ratos Wistar que receberam
diferentes doses da bebida. Foi encontrado elevacédo nos niveis séricos de AST e
ureia nos animais tratados com 3 e 4 ml/kg de ayahuasca contendo 0,10 mg/mL de
harmalina, 2,43 mg/mL de harmina, 1,43 mg/mL de tetrahidroharmina e 1,40 mg/mL
de dimetiltriptamina, o que condiz com dano ao figado e rins, respectivamente. Tendo
em vista que as doses que demonstraram potencial toxico sdo 3 e 4 vezes maiores
do que a dose usualmente utilizada, concluiu-se que, o uso moderado da bebida, por
uma unica vez (forma avaliada neste estudo) parece seguro. No entanto, 0 uso
indiscriminado pode causar efeitos toxicos e leséo a 6rgdos com funcdo metabdlica e

excretora.

Palavras-chave: Ayahuasca; Alcaloides; Toxicidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, nao foi possivel concluir
os efeitos da ayahuasca sobre os danos encefalicos causados pela administracao
intraperitoneal de lipopolissacarideo, ja que esta ndo foi capaz de promover as
mudancas em parametros encefalicos compativeis com a neuroinflamacgédo. Foram
levantadas hipoteses sobre qual viés afetou o resultado do estudo, e concluiu-se que
a ndo validade do modelo de neuroinflamacéo ocorreu por conta do p6 liofilizado de
lipopolissacarideo utilizado, que por ser extremamente sensivel apresenta facilmente
alteracdes em suas caracteristicas fisicas e quimicas.

Em relacdo aos achados toxicoldgicos, observou-se que as doses de 3 e 4 ml/kg
de ayahuasca apresentaram potencial hepatotdxico e nefrotoxico devido as alteracdes
nos niveis de AST e ureia. Entretanto, esses valores sdo equivalentes a 3 e 4 vezes
a dose usualmente utilizada por individuos em rituais. Concluiu-se entéo, que o uso
moderado da bebida, por uma Unica vez, que foi a Unica forma de utilizacao abordada
neste estudo, parece ser seguro. No entanto, mais estudos sdo necessarios para

obtermos respostas relacionadas ao perfil de seguranca do uso crénico da ayahuasca.
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Palhoca, 10 de maio de 2021
Registro na CEUA N° 20.037.2.10.1V

Ac Pesquisador/Professor(a): Rafael Mariano de Bitencourt

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo efou projeto de pesquisa
intitulada “Avaliacdo dos efeitos da ayahuasca nos parametros comportamentais, bioquimicos
e toxicolégicos em ratos submetidos ao modelo de neurcinflamacéo induzida por
lipopolissacarideo”, registrada com o n® 20.037.2.10.1V, sob a responsabilidade de Rafael
Mariano de Bitencourt - que envolve a manuten¢do ou utilizacdo de modelos animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal n® 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituicéo, em reunido de
10 de maio de 2021.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no @&mbito da UNISUL e
nos limites de suas atribuicGes, os dispostos na legislacdo Federal aplicavel a criagéo,
manutencéo e a utilizacdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos
corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras
instituicdes, caracterizando-se a sua atuacdo como educativa, consultiva,, de assessoria e
fiscalizagdo nas questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il - Legal:
enquadramento na legislacéo vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracdo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizacdo do projeto em questédo,
devera ser informada imediatamente 8 Comiss&o.

Atenciosamente,

Prof. Sandro Melim Sgrott
Coordenador da Comisséo

UNISUL - Campus Grande Floriandpolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC.
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul br
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Palhoca, 10 de maio de 2021

CERTIFICADO

Em consonéncia & Orientagdo Técnica n° 08, de 16 de margo de 2016, do CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), certificamos que
a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa intitulada “Avaliacdo dos efeitos da ayahuasca
nos parametros comportamentais, bioquimicos e toxicoldgicos em ratos submetidos ao
modelo de neurcinflamacdo induzida por lipopolissacarideo”, registrada com o n°
20.037.2.10.1V, scb a responsabilidade de Rafael Mariano de Bitencourt - que envolve a
manutencdo ou utilizacdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo CONCEA, e foi aprovado pela
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta Instituicdo, em reunido de 10
de maio de 2021.

Finalidade O Ensino X Pesquisa Cientifica

Vigencia da autorizagdo | 51/04/2021 a 30/08/2021

Espécie/linhagem/raca

Rattus norvegicus, ratos Wistar

N° de animais 120
Peso/ldade 250 — 300g | 60 dias
Sexo

machos

Biotério da Universidade Federal
de Santa Catarina, Florianépolis,
Santa Catarina.

Origem

Prof. Sandro Melim Sgrott
Coordenador da Comisséo

UNISUL - Campus Grande Flerianopoelis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC.
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA

1) CADASTRO DE PROTOCOLO N°: 20.037.2.10.IV

2) TITULO DO PROJETO: Avaliagdo dos efeitos da ayahuasca nos parametros
comportamentais, bioquimicos e toxicolégicos em ratos submetidos ao modelo de
neuroinflamacao induzida por lipopolissacarideo.

3) PROFESSOR(A) E/OU PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL (EIS):

Rafael Mariano de Bitencourt — Professor do Programa de Pods-graduacdo em
Ciéncias da Saude - AS DUAS VIAS DO Termo de Responsabilidade, em
consondancia aos dispostos da Lei Arouca do Decreto 6899/2009 e do item VI da Res.
Normativa 30 de 02/02/2016.

3) ESTUDANTES SOB ORIENTAGAO:

Marina Goulart da Silva.

Aluna de iniciacdo cientifica e voluntario em projetos de pesquisa que utilizaram
modelos animais para avaliacdo de respostas comportamentais no Laboratério de
Neurobiologia de Processos Inflamatérios e Metabdlicos (NEUROIMet) de 2014/B —
2018/A e no Laboratorio de Neurociéncia Comportamental (LabNeC)de 2018/B —
2019/A. Mestranda em Ciéncias da Salde desde 2019/B. aluno de iniciacdo cientifica
voluntaria no laboratério com 6 anos de experiéncia prévia.

4) AUTOR (ES):
Rafael Mariano de Bitencourt;

Marina Goulart da Silva.

5) DATA DESTE PARECER CONSUBSTANCIADO:
10/05/2021.

6) LOCAL DE REALIZAGAO DA ETAPA EXPERIMENTAL:
Este projeto sera realizado no Laboratério de Neurobiologia de Processos
Inflamatérios e Metabdlicos — NEUROIMet da UNISUL, Campus Tubarao.

7) PROJETO FINANCIADO COM FOMENTO INTERNO/EXTERNO:

UNISUL - Campus Grande Florianopolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul.br
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[ ]sim x| Nzo
Nada digno de nota.
8) DATA DESTE PARECER CONSUBSTANCIADO:

10/05/2021.

9) SUMARIO DA PROPOSTA:

Em anexo no formulario padrao de submissao.

10) OBJETIVOS DO PROJETO:

Estdo de acordo com a proposta do estudo, fundamentados em objetivo pontual e
objetivos especificos que estdo contemplados pela metodologia adotada e
apresentada no item Material e Métodos.

11) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS:

Titulo IZ| Adequado |:| Inadequado
Comentarios: Nada digno de nota.

Introdugao IZ| Adequada |:| Inadequada
Comentarios: Nada digno de nota.

Justificativa IZ| Adequada |:| Inadequada
Comentarios: Nada digno de nota.

Objetivos IZ| Adequados |:| Inadequados
Comentarios: Nada digno de nota.

Cronograma para execucgao da Proposta Adequado D Inadequado
Comentarios: Nada digno de nota.

Orgamento e Fonte Financiadora E Adequado D Inadequado

Comentérios: Nada digno de nota.

UNISUL - Campus Grande Floriandpelis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC.
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul br
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Referéncias IZ| Adequadas |:| Inadequadas
Comentarios: Nada digno de nota.

12) INFORMAGOES RELATIVAS A0S ANIMAIS:

Grau de Invasividade: [ |Gl [x |Gl ]Gl [ ]GV

Comentarios: Nada digno de nota.

Espécie: Ratos Wistar machos Numero Amostral 170

Comentarios: Nada digno de nota.

Redugao Amostral: [ ] sim [x | N3o

Comentarios: Nada digno de nota.

Substituigao de Metodologia: D Sim E Nao
Se achar necessario, justifique e sugira uma nova metodologia:

Comentarios: Nada digno de nota.
Aprimoramento da Metodologia: D Sim E Néo
Se achar necessario, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:
Comentarios: Nada digno de nota.
Acomodacgao e manutengao dos animais: IZ| Adequada |:| Inadequada
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias:

Comentarios: Os animais serdo mantidos no biotério de manutencdo da UNISUL
no bloco E do campus Tubarao.

Manipulagdo dos animais: E Adequada |:| Inadequada
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias:

Comentarios: adequada.
UNISUL - Campus Grande Florianopolis,

Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC.
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail. ceua@unisul_br
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Analgesia dos animais (se aplicavel): Adequada |:| Inadequada
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias com analgésico

substituto:

Comentarios: Nao se aplica.

Anestesia dos animais (se aplicavel): IZ| Adequada |:| Inadequada
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias com anestésico

substituto:

Nao sera necessaria.

Endpoints humanitario: IZ| Adequados |:| Inadequados
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias com metodologia

substituta:

Comentarios: Nada digno de nota.

Eutanasia dos animais (se aplicavel): El Adequada I:l Inadequada
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessarias com metodologia

substituta:

Comentarios: Nao se aplica.

13) A PROPOSTA ESTA ADEQUADA A LEGISLAGAO VIGENTE:

E Adequada |:| Inadequada

14) RECOMENDAGAO:

Aprovacao.

Comentarios gerais referentes a Proposta:

Prezado pesquisador, o presente projeto apresenta objetivo pertinente e metodologia
fundamentada em modelo descrito na literatura especializada. Além disso, ele atende
os critérios minimos solicitados pela CEUA e legislacéo vigente.

UNISUL - Campus Grande Floriandpolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul br



54

CEUA S unmisul

Comissdo de Etica
no Uso de Animais Universidade

Proé Reitoria Académica - PROAC
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Conclusoes e/ou Itens de Pendéncia:

Comentarios: Recomendo a aprovacdo dessa Emenda.

Embasamento Juridico:

Lei Federal 11.794 de 08/10/2008 e Decreto n® 6.899/2009, de 15/07/2009;
Resolugdo n® 1000, de 11/05/2012 — CFMV;

Instru¢Bes Normativas n°1 a 38 do CONCEA,;

Resolugdo CONSUN/UNISUL n® 380/2017, de 30/08/2017.

UNISUL - Campus Grande Florianopolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul.br



ANEXO B - Producdo cientifica publicada durante o periodo do Mestrado

DOl 10.1111/bph.15316
CONFERENCE ABSTRACTS

Selected Abstracts From Pharmacology 2020

Posters, Monday 14th December

Poster Live - Cardiovascular & Respiratory
Pharmacology 1

Poo1 | Deletion of AMPKal attenuates the
anticontractile effect of perivascular adipose
tissue (PVAT) in endothelium-intact

mouse aorta

Ali Al-Ferani

University of Glasgow

Introduction: PVAT surrounds most blood vessels and secretes vaso-
active substances. Morphologically, mouse thoradic-PVAT is similar to
brown adipose tissue (BAT) while abdominal-PVAT is composed of
white adipose tissue (WAT). AMP-activated protein kinase ol (AMPK
al) is expressed throughout the vessel wall, in adipose tissue and
PVAT and we have demonstrated that AMPKal in thoradc-PVAT
mediates an anticontractile effect on arteries without endothelium
[1). Since the endothelium can also modulate vascular tone through
release of vasoactive substances, we wished to investigate how PVAT
influences endothelial function.

Aims: To investigate the role of PVAT and AMPKal on endothelial
function and vascular contractility.

Methods and Materials: Endothelium-intact thoracic and abdominal
aortic rings from wild-type (Sv129) and AMPK a1 knodkout (KO) mice
(age 12-16 weeks, sex and weight-matched) were mounted on a wire
myograph. Dose-response curves to the AMPK-independent vasodi-
lator cromakalim were studied in phenylephrine- precontracted ves-
sels with intact PVAT.

To rule out the possibility that cromakalim could induce effects
via activation of AMPKal or eNOS in endothelial cells, cultured
HUWVECs were incubated with cromakalim (10 pM) for different dura-
tions. Acetyl-Col carboxylase (ACC) and eNOS phosphorylation in
homogenised HUVEC s was studied using immunoblotting.

Results: 1- In thoracic aortic rings with intact PVAT there was no sig-
nificant difference in relaxation to cromakalim between WT and KO
vessels (n = &; P = 0.08). However, in abdominal aortae, PV AT signifi-

cantly augmented relaxation to cromakalim in WT mice compared to

KO (n = 8 P = 0.0001). In WT aortae from either the thoracic or
abdominal region, there was no significant difference in response to
cromakalim between endothelium intact rings and denuded rings (n=
3-5; P = 0. 4). 2- Cromakalim did not increase the phosphorylation of
AMPEK or eNOS in cultured HUVECs, unlike the direct AMPE activa-
tor, AT69662.

Condusion: AMPKal plays a role in the anticontractile effect of
PVAT in the mouse abdominal but not thoracic aorta. The difference
between thoracic and abdominal aortae might be due to the pheno-
type or secretory difference between BAT and WAT. In WT thoracic
and abdominal acrta, an intact endothelium did not appear to increase
the anticontractile effect of PVAT.

REFERENCE(S)

1. Almabrouk, TAM., Ugusman, A.B, Katwan, OJ., Sal, LP. &
Kennedy, S. 2016, “Deletion of AMPKa1 attenuates the anticontractile
effect of perivascular adipose tissue (PVAT) and reduces adiponectin
release: AMPK and PVAT function”, British joumal of phammacology.
vol. 174, mo. 20, pp. 3398-3410.

Po02 | Stimulation of the Platelet P2Y4
Receptor by Endogenous Agonists Leads to a
Dichotomy in Platelet Function

Kate Arkless; Richard Amison; Manu Shankar-Hari; Clive Page;
Simon Pitchford

King's College London

Introduction/Background & aims: The hypothesis of a “dichotomy in
platelet activation” was introduced in 1988 to describe their separated
functions in haemostasis compared to inflammation [1]. The
purinergic receptor (P2YR), P2Y; mediates both haemostatic (aggrega-
tion) and inflammatory (motility, leukocyte recruitment) functions, fol-
lowing stimulation by its cognate agonist, adenosine diphosphate
(ADP) [2]. However, effects of other potential endogenous agonists
are unknown. In this study, P3-(5'-adenosyl) triphosphate (Ap34), nic-
otinamide adenine dinucleotide (NAD+), ADP-ribose and uridine
adenosine tetraphosphate (UpdA) were investigated using in wvitro
assays of haemostatic (aggregation) and inflammatory platelet func-
tion (chemotaxis).

Method/Summary of work: Platelets were isolated from citrated
human blood as previously described [2]. Platelet rich plasma (PRP)
was  stimulated  with increasing  agonist  concentrations
(0/0.001/0.01/0. 1/ 1/10/100 M) and in vitro platelet aggregation

measured by light transmission aggregometry at 595 nm as previously

Br J Pharmacol 2020;1-106.
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P095 | Effect of prenatal maternal stress on
Mu opioid receptor density in brains of mice
offspring

James Wallner
St. George's University of London

Introduction/Background & aims: Disruptions to foetal neuro-
development has implications on offspring mental and physical health
postpartum. These are known to be concomitant with prenatal mater-
nal stress. Monetheless, the mechanism underining the effect of pre-
behavioural and  psychological

neurodevelopment of the offspring is unknown. Existing evidence

natal maternal stress on

suggests that stress at pregnancy may impact on the central m opioid
receptor system [1]. Thus, this study aimed to investigate the impact
of prenatal stress on m opioid receptor density in several brain regions
of male mice.

Method/Summary of work: Pregnant C57BL/6J mice were randomly
allocated to a “control” or “stressed” group. The “stressed” group was
subjected to psychological stress via a restraint tube and light method
for a period of 30 min, three times a day, from the 13th to the 18th
day of gestation (equivalent to 167-232 in human gestation days).
Control mice were undisturbed. All procedures were conducted in
accordance with EUJ Directive 2010/EU/63. Brains from male mice
offspring were collected at postnatal day 21 and serial horizontal sec-
tions {20 mm) cut and processed for quantitative m opioid receptor
autoradiographic binding using well established protocol [2]. [3H] [D-
Ala®, N-MePhe®, Gly-ol]-enkephalin (DAMGO) (4 nM) in the presence
or absence of 1 mM naloxone was used to determine non-spedific
and total binding respectively. Sections were appased to Kodak MR-1
film for 10 weeks and image analysis of m opioid receptor density was
carried out in specific brain regions using MCID elite 7.0.

Results /Discussion: Significantly higher m opioid receptor density
was detected in the superior colliculus (87.0 + 8.7 vs. 485 + 9.0;
P < 0.0001), inferior colliculus (96.8 + 10.6vs. 52.7 + 11.6; P < 0.001)
and habenula (248.4 + 29.4 vs. 134.6 + 32.8; P < 0.0001) of offspring
from stressed mothers compared to controls (two ANOVA followed
by Sidak post hoc comparison, mean + SEM, N = 4-5). No significant
differences were observed in any of the other regions analysed.
Condusion(s): The results demonstrate a region-spedfic up regulation
of m opioid receptors in prenatally stressed offspring suggesting that
prenatal stress disrupts of m opioid receptor neurodevelopment;
whether this influences the emotional status of the offspring in later

life remains to be eluddated.

.- EEE
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radiographic evidence of p-opioid receptors down-regulation after pre-
natal stress in offspring rat brain. Developmental Brain Res., 94(1):
14-21.

2. Kitchen |, Slowe 5), Matthes HW, Kieffer B. (1997) Quantitative auto-
radiographic mapping of p-, 5- and w-opicid receptors in knockout mice
lacking the p-opioid receptor gene. Brain Res 778:73-88.

P097 | The effects of chronic administration
of p-cymene in an animal model of LPS-
induced autism

Rick Wilhiam de Camargo®; Guilherme Cabreira Daros®;

Marina Goulart da Silva®; Fabiana Durante de Medeiros®;

Naiana da Rosa’; Caroline Liana Menschhein Medeiro®;

Eduardo Medeiros Peretti’; Juliete Palandi?; Franciane Bobinski®;
Jucélia Jeremias Fortunato®; Rafael Mariano de Bitencourt®

Wniversity of Southem Santa Catarina; *Federal University of Santa
Catarina

Introduction/Background & aims: Autism spectrum disorder (ASD) is
a neuropsychiatric disorder characterized mainly by impaired sodal
interaction and restrictive and repetitive behavior. Due to the scarcity
of active drugs in the treatment of ASD, bioactive compounds have
been studied. Among the most diverse alternatives, p-cymene stands
out, a monoterpene found in various plants and foods with antioxi-
dant, anti-inflammatory, antinociceptive, and antimicrobial effects [1].
In this context, the aim of this study was to evaluate the effect of
chronic  treatment with p-cymene on behavioral and memory
responses and its possible ability to modulate pro-inflammatory oyto-
kines in an animal model of ASD, induced by prenatal exposure to
lipopolysaccharide (LPS) [2].

Method/Summary of worke To induce the experimental model
24 pregnant Wistar rats were used, which received a single injection
of LPS (100 pg/kg) or saline solution, intraperitoneally, on the 9.5th
day of pregnancy. In this study, only male rats were used (n = 72).
Immediately after weaning, the animals were treated with saline solu-
tion (1 ml/kg), risperidone (0.2 mg/kg) or p-cymene (100 mg/kg), intra-
peritoneally, for 22 days [3]. P-cymene (1-Isopropyl-4-methylbenzene,
4-lsopropyltoluene) was obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, Mis-
souri, USA, CAS: 99-87-4). Subsequently, 24 h after the last adminis-
tration of the substances, the animals were evaluated for behavioral
and memory assessment, and then for euthanasia, when the struc-
tures of interest (prefrontal cortex and hippocampus) were removed
for analysis pro-inflammatory cytokines (TN F-q, IL-1p, and IL-&).
Results/Discussion: Prenatal exposure to LP5S increased the fre-
quency of stereotyped movements and decreased parameters of
social interaction, including sniffing, following, assembling, and all-
owing to ride. However, the chronic administration of p-cymene was
not able to change behavioral and memory parameters. Regarding

pro-inflammatory cytokines, there was an increase in IL-ff and IL-6 in
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Impact of prenatal lipopolysaccharide
exposure on the development of rats

MARINA G. SILVA, GUILHERME C. DAROS, GABRIELA M. SANTOS,
ISABELLA P. ANGELINO, RAFAEL M. BITENCOURT & JUCELIA ). FORTUNATO

Abstract: The intrauterine environment is influenced by several factors, genetic

or environmental, which are essential in understanding the pathophysiological
mechanisms of some diseases. In this study, the aim was to investigate the impact
of prenatal lipopolysaccharide exposure on the development of rats. Fifty pregnant
rats received intraperitoneal administration of lipopolysaccharide (100 pg/kg), or
saline at the same dose, on the 9.5th day of pregnancy. The offspring of these rats
were analyzed for indicators of brain and somatic development and maturation

of physical characteristics. Reflex ontogenesis was also analyzed by vibrissae
placement, negative geotaxis, palmar grasp, precipice aversion, decubitus recovery and
acceleration reaction. Administration of lipopolysaccharide on the 9.5th gestational
day caused delayed opening of the auditory pavilion, reduction in the length of the
tail, body, cranial axes, and body weight. Thus, maternal infections can interfere in
the intrauterine environment, impairing functional and structural aspects of the
central nervous system, as well as the maturation of physical characteristics.

Key words: Developmental disorders, immune system, lipopolysaccharide, somatic de-
velopment, sensory motor development.

INTRODUCTION

During the ontogenic period, the central nervous
system (CNS) is influenced by several factors,
genetic and environmental, that modulate
epigenetic mechanisms and, therefore, the
functioning of these systems. The impairment
of these molecular mechanisms, mainly in
critical periods, can cause irreversible changes,
associated with neuropsychiatric disorders
(zakharova 2015, Keunen et al. 2015, Izvolskaia
et al. 2018). In this context, the concept of
programming was developed to explain the
process by which the organism adapts to
environmental insults, which generate stable
changes in the phenotype, through changes in

the proliferation and differentiation process
(Deir0 et al. 2008).

As adults, rodents exposedto adverse events
during the intrauterine period — infections and
pharmacological or nutritional manipulations
— exhibit physiological and behavioral changes,
including vulnerability to cognitive disabilities,
reduced corticosterone response to stress
and decreased social interaction (Izvolskaia
et al. 2018). Further, the evidence indicates
that these changes are not limited to animals
exposed isolatedly, but also to their subsequent
generation (Deird et al. 2008).

Experimental studies usually use
lipopolysaccharide (LPS), an endotoxin present
in the outer membrane of gram-negative
bacteria, to simulate a bacterial infection and

An Acad Bras Cienc (2020) 92(4)
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Anti-inflammatory activity of ayahuasca: therapeutical implications in
neurological and psychiatric diseases

Marina Goulart da Silva *, Guilherme Cabreira Daros, Rafael Mariano de Bitencourt

* Behavioral Neuroscience Laboratory, Postgraduate Program in Health Sciences, University of South Santa Cataring, Av. José Acacio Moreira, 787, Dehon, 88704-900,
Tubarao, Santa Catarina, Brazil

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Ayahuasca is a decoction with psychoactive properties, used for millennia for therapeutic and religious purposes
Ayahuasca by indigenous groups and the population of amazonian countries. As described in this narrative review, it is
Ethnopharmacology essentially constituted by p-carbolines and tryptamines, and it has therapeutic effects on behavioral disorders due
Neuroinflammation

to the inhibition of the monoamine oxidase enzyme and the activation of 5-hydroxytyptamine receptors,
demonstrated through preclinical and clinical studies. It was recently observed that the pharmacological
response presented by ayahuasca is linked to its and-inflammatory action, atmributed mainly o di-
methyltuyptamines (N, N-dimethyluyptamine and 5-methoxy-N, N-dimethyloyptamine), which act as endoge-
nous systemic regulators of inflammation and immune homeostasis, also through sigma-1 receptors. Therefore,
since neurcinflammation is among the main pathophysiclogical mechanisms related to the development of
neurological and psychiatric diseases, we suggest, based on the available evidence, that ayahuasca is a promising
and very safe therapeutic strategy since extremely high doses are required to reach toxicity. However, even so,
additional studies are needed to confirm such evidence, as well as the complete elucidation of the mechanisms
involved.

Neurological diseases
Psychiatric disorders

1. Introduction to perform anti-neuroinflammatory actions quite promising for the
treatment of various neuropsychiatric disorders [4].

The inflammatory response, when triggered inappropriately, can From in vitro studies [5], to studies in animals [6,7] and even in

result in a series of problems to the body. When this occurs in the central
nervous system, there are chances to develop neuropsychiatric prob-
lems, such as depression, anxiety, cognitive disorders, and neurode-
generative diseases, among many other possibilities [1-3]. For many of
these disorders, neuroinflammation appears as one of the neuro-
physiopathological process components and can be an essential risk
factor for the appearance of these pathologies [3]. Currently, most of
these disorders are difficult to treat, and, in most cases, neuro-
physiopathological aspects related to neuroinflammation are not
considered in pharmacotherapeutic approaches.

In this context, it is necessary to search for pharmacological alter-
natives that have anti-neuroinflammatory properties and, consequently,
may be useful in treating neurophysiopathology present in several
neurepsychiatric disorders. Among the possibilities that research has
been presenting in recent years, there is an ancient psychoactive plant
beverage of Amazonian origin called ayahuasca, which has been shown

* Corresponding author.

humans [8,%], there is much evidence that points to the pharmaco-
therapeutic potential of this psychoactive plant beverage, which has
been used for millennia by Amazonian peoples and increasingly spread
to various parts of the world through religious movements [4]. Thus, the
current scientific evidence, mainly in humans, make the ayahuasca a
pioneer between classic psychedelics, because it has pointed its
anti-inflammatory activity.

In order to contribute to the scientific discussion on this topie, this
narrative review will address the anti-inflammatory effects of ayahuasca
and the possible implications of these effects as a pharmacotherapeutic
alternative for the treatment of different neuropsychiatric disorders. For
that, scientific articles from the last decades were searched, obtained in
the Pubmed and Medline platforms.

E-mail addresses: marina.goularts@gmail.com, marina.goulartds@gmail.com (M.G. da Silva), guilherme_daros@hotmail.com (G.C. Daros), bitencournm@gmail.

com (R.M. de Bitencourt).

hrtps://doi.org/10.1016/j.bbr.2020.113003

Received 10 April 2020; Received in revised form 28 August 2020; Accepted 1 November 2020

Available online 6 November 2020
0166-4328/© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

Please cite this article as: Marina Goulart da Silva, Behavioural Brain Research, https://doi.org/10.1016/).bbr.2020.113003



Journal of Racial and Ethnic Health Disparities
https://doi.org/10.1007/540615-021-01035-2

Epidemiology of COVID-19 Among Indigenous Populations in Brazil

Marina Goulart da Silva?(® + Pablo Michel Barcelos Pereira'> (% « Williams Ferreira Portela®( -
Guilherme Cabreira Daros’ (%) - Caio Roberto de Almeida Barbosa® (% « Bruna Murare Vanassi*( -
Gabriel Oscar Cremona Parma®® (% « Rafael Mariano de Bitencourt'? (%) - Betine Pinto Moehlecke Iser? (3

Received: 3 February 2021 /Revised: 29 March 2021 / Accepted: 30 March 2021
) W. Montague Cobb-NMA Health Institute 2021

Abstract

Background Due to social and geographical isolation, indigenous people are more vulnerable to adverse conditions; however,
there is a lack of data on the epidemics’ impact on these populations. Thus, this article’s objective was to describe the epideri-
ological situation of COVID-19 in indigenous communities in Brazil.

Methods This descriptive observational study was carried out in indigenous communities in the municipality of Amatura
(Amazonas, Brazil). Individuals from the Alto Rio Solimdes Special Indigenous Sanitary District (DSEI) who met the Sars-
Cov-2 infection case definitions during the period between January and August 2020 were included. For case notification, the
definitions adopted by the Ministry of Health of Brazil and by the Special Secretariat for Indigenous Health were considered.
Results Out of the entire population served by the Alto Rio Solimdes DSEI (n= 2890), 109 indigenous people were suspected of
having been infected with Sars-Cov-R during the study period; a total of 89 cases were actually confirmed (rate: 3.08 cases/
100,000 inhabitants). Most patients diagnosed with COVID-19 were female (56.29), with a mean age of 32.4 (+ 23.6) vears.
Predominant symptoms were fever (76.4%), dry cough (64%), and headache (60.7%). Complications occurred in 7.9% of the
patients; no deaths were reported.

Conclusion These results enhance the observation that indigenous populations, even if relatively isolated, are exposed to
COVID-19. The disease cases assessed showed a favorable evolution, which does not mean reducing the need for canng of this

population.

Keywords Health of indigenous people - Health of ethnic minonties - Coronavirus infections

Introduction

Sars-Cov-2, identified in December 2019 as a new type of human
Coronavirus, is a highly transmissible virus which, until August
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31, 2020, has been for the cause of almost 25 million disease cases
worldwide and 800,000 deaths since its outbreak began [1-3].

However, there is litle information about the impact of this
pandemic on vulnerable populations, such as indigenous peo-
ple, who are most susceptible due to their social and geograph-
ical isolation. In addition, the Unified Health System subsys-
tem for indigenous people suffers from a lack of structure and
resources for the treating of the most severe disease compli-
cations; they also lack logistical resources to help the health
teams reach the riverside populations [4-7).

Until August 31, 2020, the 34 Special Indigenous Sanitary
Districts (DSEI) in Brazil had notified 23,178 confirmed cases
of coronavirus disease (COVID-19), according to the Special
Secretariat for Indigenous Health (SESAI). The State of
Amazonas recorded the highest number of deaths during the
same period [8].

@' Springer
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ABSTRACT

p-Cymene is a monoterpene found in over 100 plant species. It
shows a range of biological activity, including anti-inflammato-
ry and antimicrobial effects. It is possibly a new therapeutic al-
ternative for autism spectrum disorder characterized by deficits
in interaction and behavioral abnormalities. These symptoms
can occur in response to matemnal immune activation through
prenatal exposure to lipopolysaccharide. Thus, this study aimed
to evaluate the behavioral, memory, and biochemical effects of
chronic administration of p-cymene in an animal model of au-
tism by prenatal maternal exposure to lipopolysaccharide.
Twenty-four pregnant Wistar rats were used, who received 100
pa/kg of lipopolysaccharide or saline intraperitoneally (i.p.) on
the 9.5 gestational day. After birth, the male offspring remained
with the mothers until weaning and underwent model validation
tests on postnatal day 30. From postnatal day 31 on, chronic
administration, viai.p., of saline (1 mL/kg), risperidone (0.2 mg/
kg), or p-cymene (100 mg/kg) for 22 days was performed. The
animals were submitted to behavioral (postnatal day 52) and
memory tests (postnatal days 52-53) and subsequently sacri-
ficed (postnatal day 54) when their brain structures were re-
moved for quantification of proinflammatory cytokines (TNF-a,
interleukin 18, and interleukin 6). Prenatal exposure to lipopoly-
saccharide significantly increased episodes of stereotyped move-
ment (p=0.0001) and decreased parameters of social interac-
tion in offspring, including sniffing, following, mounting, and
allowing mounting (p~0.0043, p<0.0001, p ~0.0009, and
p=0.0200, respectively). Chronic p-cymene treatment was not
significant for behavioral, memory, and biochemical tests. How-
ever, due to their pharmacokinetic characteristics, p-cymene
nanomaterials’ formulation may be an exciting alternative to be
tested for further results.
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Psychiatric hospitalizations in Brazil: exploratory
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ABSTRACT

Objective: To examine the rates of psychiatric hospitalization and the average length of stay, in Bra-
zil, from 2009 to 2019, according to sociodemographic variables and character of the hospitalization
(elective or urgency). Methods: This Is an ecological study, with data collected from the Hospital
Information System of the Unified Health System (SIH/SUS). Hospital admission rates were described
according to diagnosis, sex, and age group. Percentage variation and rate ratios were calculated. To
evaluate the time series, the data were submitted to linear regression analysis. Results: The rate of
hospitalization for mental disorders decreased from 14.2/10,000 in 2009 to 11.2 in 2019, with the most
significant variation occurring between mental and behavioral disorders due to alcohol use. The men
had about twice as many episodes as the women in all the years evaluated. Higher rates were found in
the age group of 30 and 59 vears. The length of stay also decreased in the period. Besides, the urgency
character presented almost 82% of the total hospitalizations. Conclusion: There was a reduction in
hospital admissions for mental disorders in the analyzed period, demonstrating the relevance of men-
tal health care changes resulting from the Psychiatric Reform.

KEYWORDS
Mental health, mental disorders, hospitalization.

RESUMO

Objetivo: Examinar as taxas de hospitalizagdo psiquidtrica e o tempo médio dessas internacdes, no
Sisterna Unico de Saude (SUS) do Brasil, de 2009 a 2019, segundo variaveis sociodemograficas e carater
dainternacao (eletiva ou urgéncia). Métodos: Trata-se de um estudo ecolégico, com dados coletados
do Sisterna de Informacdes Hospitalares (SIH/SUS). Foram descritas as taxas de internacdo hospitalar
conforme diagndstico, sexo e faixa etdria. Calcularam-se a variacio percentual e a razdo das taxas. Para
avaliacdo da série temporal, os dados foram submetidos & andlise de regressao linear. Resultados: A
taxa de internacao hospitalar por transtornos mentais reduziu de 14,2/10.000 em 2009 para 11,2 em
2019, tendo a maior variagdo ocorrido entre os transtornos mentais e comportamentais devidos ao
uso de lcool. O sexo masculino apresentou cerca de duas vezes mais episédios que o sexo feminine,
em todos os anos avaliados. Maiores taxas foram verificadas na faixa etéria de 30 e 59 anos. O tempo
de internacdo também apresentou reducao no perfodo. Além disso, o cardter de urgéncia apresentou
quase 82% do total de internacoes. Conclusdes: Houve reducao das internacoes hospitalares por
transtornos mentais no periodo analisado, demonstrando a relevancia das mudancas na assisténcia
em salide mental advindas da Reforma Psiquiatrica.
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EPR-343

Effect of short-term and long-term use of
melatonin in young rats on behavioral
parameters in adulthood

T. Denicol, G. Costa Bernardes, E. Bagio, K. Mathias,

T. Cidreira, L. Joaquim, R. Simon Machado,

E.V. Rosa Lanzzarin, M. Goulart, G. Cabreira Darosa,

R. Mariano Bitencourt, E Petronilho

Tubaréo, Brazil

Background and aims: Melatonin (MTL) acts not only on
circadian rhythm, but also on neuronal modulation. In the
hippocampus, MTL receptors are found in regions of the
mossy fiber pathway (CA3) and Schaffer collateral pathway
(CA1). MTL significantly alters synaptic transmission and
long-term potentiation in CAL, it 1s an excitatory via that
has synapses probably related to the formation of episodic
memory, changes in 1t can generate behavioral modifications.
With the knowledge of MTL receptors in the brain and the
pathways that are linked to cognition, it corroborates the
need for studies that evaluate the performance of animals
and their actions after prolonged exposure to the drug
during the youth until reaching adult life.

Methods: 43 male Wistar rats (250-350g) were used and
divided into three groups: group Saline + saline (n=13);
MLT + short-term melatonin group (n=15). and MLT+
long-term melatonin group (n=15).

Results: The use of MLT did not result in significant
behavioral changes for depressive behavior However, a
decrease i locomotor activity was found in the group of
short term MLT treatment and 1t was venified responses of
increased social interaction, decreased amxiety-like behavior
and improved memory and learning only the MLT long-
term group.

Conclusion: Since there was no adverse effect on the
cognition of the animals studied, MTL is an interesting
alternative to be used duning the neurodevelopment period.
Disclosure: The authors report no disclosure.

ePresentatlons 437

EPR-344

Complementary and alternative medicine
use in narcolepsy

B. Finger, A. Triller, M. Yildizli, U. Kallweit
Institut fiir Inmunologie, Witten, Germany

Background and aims: Narcolepsy 1s a rare chronic bramn
disorder. Management includes non-pharmacological and
symptomatic pharmacological treatment.

and alternative medicine (CAM) use 15 frequent (30-45%)
1n the general population 1 Germany. The aim of our study
was to evaluate the frequency and patient characteristics of
CAM use in German narcolepsy patients.

Methods: For assessment an online survey was used.
Demographic, disease-related data (1e. symptoms,
medication); and frequency and impact of CAM use were
assessed. 23 commonly used CAM methods were
predetermined on the questionnaire. They were divided 1n
five subgroups: holistic medical systems, biological-,
energetic, mind body-, and body based therapies.

Results: 172 completed questionnaires were mncluded into
analysis (n=44 male, n=127 female; n=121 narcolepsy type
1 (NT1), n=51 type 2 (NT2)). 32 % (n=55) of the patients
reported CAM use regarding narcolepsy in the present or
past. Most frequently, biological therapies, vitamins and
trace elements (58%) in particular; and mind body therapies
—1.e. meditation (45.5%) were used. Body based and mind
body CAMs were used particularly by NT1 patients (22%
vs. 10% NT2; and 34% wvs. 24%). 26/55 patients using
CAM described this as helpful (NT1: 61%: NT2: 40%).
16% of all 172 patients did not take any pharmacological
treatment. but 43% of them used CAM.

Conclusion: The use of CAM in narcolepsy patients 1s
common (1/3), however the impact seems to be limited. The
common use of mind body therapies pomts to the need of
further psychological well-being.

Disclosure: Nothing to disclose.
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