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RESUMO

VICTORIA, Paula Polvora. Perfil Comportamental e Toxicolégico de Ratos
Submetidos ao Modelo de Dependéncia Quimica ao Etanol Tratados com
Ayahuasca. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica e Bioprospecc¢ao) -
Programa de Po6s-Graduacdo Em Bioquimica e Bioprospeccdo, Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas,2017.

O alcoolismo gera prejuizos para individuos e sociedades, abrangendo
setores como: saude, economia; produtividade no trabalho; seguranga publica etc.
Segundo dados da OMS (2014) o Brasil esta em 32 lugar no indice de mortalidade
atribuivel ao alcool entre homens (74 por 100 mil habitantes) e em 112 lugar entre
mulheres (12 por 100 mil habitantes) e, apesar disso, o sistema biomédico
tradicional ainda nao dispde de tratamentos eficazes para os transtornos do vicio,
contando somente com medidas paliativas. Diante deste cenario, o uso
contemporaneo do Ayahuasca, a partir da década de 30, nos centros urbanos,
passou a chamar a atenc¢do da comunidade cientifica pelo seu potencial terapéutico
nos transtornos de abuso de substancias, principalmente o alcoolismo. Apesar disto,
também se faz necessario um olhar cientifico atento para questdes de ordem
toxicoloégica quanto ao uso dessa bebida. A Ayahuasca consiste em uma bebida de
origem xamanico-amerindia, produto da decoccdo de duas plantas: o cipd
Banisteriopsis caapi (contendo alcaloides inddlicos B- carbolinicos- harmina,
harmalina e tetrahidroharmina, os quais com apresentam atividade inibidora da
monoaminoxidase -MAO - hepatica e renal) e as folhas do arbusto Psychotria viridis
(contendo o alcaloide psicodélico N, N-Dimetiltriptamina -DMT). Diante disto, o
presente estudo objetivou validar um modelo de dependéncia quimica ao etanol em
ratos Wistar machos adultos, caracterizar e quantificar os principais alcaloides
psicoativos contidos em uma amostra de Ayahuasca e avaliar o potencial
toxicolégico do tratamento com Ayahuasca em ratos submetidos ao consumo
cronico de etanol. Além disto, buscou-se avancar na fronteira do conhecimento
quanto a atividade terapéutica, comportamental e toxicolégica da Ayahuasca em
modelo animal de consumo crénico de etanol. Ratos foram divididos em 4 grupos
(n=5), e avaliados ao longo de 19 semanas consecutivas: CC (controles consumindo
agua); CA (controles consumindo agua e tratados com Ayahuasca); EC (consumindo
etanol e agua); EA (consumindo etanol, agua e tratados com Ayahuasca). Os dados
gerados foram avaliados sob os seguintes aspectos: perfil de consumo de agua e
etanol; comportamento de locomocédo e ansiedade; perfil toxicolégico hepatico
através de analise histologica e determinacdo da atividade de biomarcadores
sorologicos de dano hepatico (AST e ALT); Analise de perfil de toxicidade renal
através da dosagem sérica dos metabdlitos ureia e creatinina. Nao foram verificadas
diferencas significativas entre os grupos quanto ao padrdao de consumo de alcool ou
quanto a atividade exploratoria. No entanto, os animais do grupo que consumia
apenas etanol apresentaram comportamento ansioso em relacdo aos demais. Além
disto, este comportamento foi prevenido pelo tratamento com o Ayahuasca. Com
relacdo as analises toxicologicas, foi verificado injuria tecidual nos animais
submetidos ao modelo de dependéncia ao etanol, onde as lesdes identificadas nao



foram prevenidas pelo tratamento com Ayahuasca. Quanto a analise de
biomarcadores de funcao hepatica e renal, apenas o grupo que consumia etanol
apresentou como alteracdo uma concentragdo sérica aumentada de uréia. Diante
disso, conclui-se que o tratamento com Ayahuasca, nao foi capaz de prevenir as
alteracdes toxicologicas hepaticas induzidas pelo etanol, entretanto os resultados
indicam que a Ayahuasca preveniu comportamento ansioso induzido pelo etanol.

Palavras-chave: ansiedade; Ayahuasca; comportamento; etanol; locomocao;
toxicidade; Wistar machos.



ABSTRACT

VICTORIA, Paula Polvora. Behavioral and toxicological profile of rats
submitted to the model of addiction to ethanol treated with Ayahuasca. 2017.
Dissertation (Master's Degree in Biochemistry and Bioprospecting). Programa
de Pdés-Graduacdo Em Bioquimica e Bioprospeccao, Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

It is well known that alcohol addiction compromises individuals and
societies in health, economic, public security, and labor sectors. According to WHO
(2014) data, Brazil occupies the third position of mortality attributed to alcoholism
between men (74/100,000) and the 11th position among women (12/100,000). The
biomedical field does not have any efficient treatment against alcoholism, counting
only with palliative measures. However, the use of Ayahuasca - a shamanic drink
prepared with the use of two plants: Banisteriopsis caapi vine and Psychotria viridis
leaves - from 1930 until today, has caught the scientific community attention due to
its therapeutical potential to combat alcohol addiction. Hence, the aim of this study is
to validate and ethanol chemical dependency model in male adult Wistar rats;
characterize and quantify the main psychoactive alkaloids in an Ayahuasca sample;
and evaluate the toxicological potential of Ayahuasca treatment in rats exposed to
chronical ethanol consumption. The rats were divided into four groups: CC (controls
consuming water), CA (controls consuming water and treated with Ayahuasca), EC
(rats consuming ethanol and water), EA (rats consuming ethanol, water, and treated
with Ayahuasca). Each group was composed by five animals and was evaluated
during 19 consecutive weeks. Data was analyzed according to the water and ethanol
consumption; locomotion and anxiety behavior; hepatic toxicological status; and renal
toxicity status. It was not found statistically significant differences between groups
according to alcohol consumption or exploratory activity. However, the rats from the
group consuming only alcohol presented anxious behavior compared to rats from
other groups, and the Ayahuasca was a protective factor to this is behavior. It was
verified tissue injury among rats exposed to ethanol dependency, the lesions were
not protected by the Ayahuasca treatment. Regarding hepatic and renal function
biomarkers, only the group consuming ethanol presented elevated serum urea
concentration. We conclude that the treatment with Ayahuasca was not capable of
preventing the toxicological and hepatical changes caused by ethanol. However, the
Ayahuasca prevented the anxious behavior induced by ethanol.

Keywords: Anxiety; Ayahuasca; behavior; ethanol; locomotion; toxicity; Wistar;

male rats.
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1. Introducéo

O abuso e a dependéncia de substdncias sao problemas centrais da
contemporaneidade que afetam individuos e sociedades em dimensdes importantes
relacionadas a saude, produtividade no trabalho, economia, educagdo, segurancga
publica e direito penal. A substancia de abuso mais consumida € o alcool,
estimativas da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) mensuram 3.3 milhdes de
mortes, no mundo, ao ano, ocasionadas pelo uso indevido do alcool. Além disto, o
alcoolismo é fator causal de mais de 200 tipos de doencgas. Outra estimativa é o fato
de que, o consumo indevido de bebidas alcodlicas é causa mortis e incapacitante
em periodos relativamente precoces na vida de individuos, ou seja, geralmente afeta
a faixa etaria dos 20 aos 39 anos onde aproximadamente 25% do total de ébitos sao
atribuiveis ao uso abusivo do alcool. O alcoolismo esta relacionado a causa de uma
série de disturbios mentais e comportamentais além de outros comprometimentos a
saude humana (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). No Brasil estima-se que
que 29.9% da populacdo masculina adulta e 9.3% da populagdo feminina adulta
apresentam critérios para abuso ou dependéncia de alcool em algum momento da
vida (REISDORFER et al., 2012).

Os tratamentos disponiveis pelo sistema biomédico tradicional para
transtornos relacionados ao uso abusivo de alcool (e de outras substancias) se
mostram pouco efetivos e apenas de carater paliativo (HEILIG et al., 2011).
Entretanto, evidéncias preliminares indicam que usuarios de alcool e de outras
drogas que buscam superar a dependéncia junto a grupos xamanicos que utilizam
Ayahuasca em seus rituais apresentam melhora dos sintomas de abstinéncia
(LOIZAGA-VELDER; VERRES, 2014; THOMAS et al., 2013). Entre os estudos
clinicos envolvendo possiveis métodos terapéuticos emergentes no tratamento de
dependéncia quimica, em especial ao alcoolismo, se encontra a utilizacdo da de
Ayahuasca (WINKELMAN, 2014). Esta bebida consiste da infusdo do cipd
Banisteriopsis caapi (B. caapi), o qual contém alcaloides B-carbolinicos inibidores da
monoaminoxidase hepatica e gastrica (MAQO) com as seguintes plantas que contém
N,N-dimetiltriptamina (DMT): folhas do arbusto Psychotria viridis (P. viridis), o qual
também pode ser substituido pelas da liana Diplopterys cabrerana (D. cabrerana)
(DOS SANTOS, 2013), ou, ainda, da Psychotria carthagenensis (MCKENNA;
TOWERS; ABBOTT, 1984a) dependendo do grupo onde o ritual é realizado.
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Desde o inicio da década de 1980, o uso religioso da Ayahuasca tem avangado
sobre diferentes regides do Brasil e do mundo, concentrando-se principalmente em
grandes centros urbanos (MCKENNA, 2004). A partir de 1992, o uso desta
substancia para fins religiosos foi legalizado pelo governo brasileiro e, anos mais
tarde, atitudes semelhantes foram tomadas pela unido europeia e pela corte
suprema dos Estados Unidos da América (REGINATO, 2010). Estudos de
orientacao etnogréfica e neurocientifica tem apontado o potencial terapéutico e
neuroprotetor relacionado ao uso de Ayahuasca em diversos contextos desde
doengas neurodegenerativas até transtornos de adiccdo (MCKENNA, 2004).
Estudos clinicos tem demonstrado que usuarios de alcool e outras drogas de abuso,
em busca de superacdo da dependéncia, apresentaram melhora nos sintomas de
abstinéncia, e, dessa forma uma maior tolerabilidade ao periodo de desintoxicacao
além de relatarem mudancas intrapessoais onde a visdo quanto ao uso e abuso de
substancias parece ser modificada, ou seja, em contexto terapéutico ocorreram
correcbes de distorgdes cognitivas relativas ao uso e abuso de substancias
(LOIZAGA,2014; THOMAS,2013;WINKELMAN,2014 ).Todavia, ainda ha escassez de

estudos de carater toxicologico relacionados a utilizagdo da Ayahuasca.
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2. Objetivos
Objetivo geral
O objetivo geral desta dissertagdo € caracterizar o perfil comportamental e

toxicidade da Ayahuasca em modelo animal de consumo crénico de etanol.

Objetivos especificos

a) Caracterizar e quantificar os principais alcaloides psicoativos presentes na
Ayahuasca.

b) Caracterizar o modelo de dependéncia quimica alcodlica através de analises
de consumo de etanol e de testes comportamentais de locomogao e
ansiedade.

c) Avaliar, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade do tratamento com Etanol e
Ayahuasca através da determinacdo de parédmetros bioquimicos séricos de
funcao hepatica (AST e ALT), renal (ureia e creatinina) e, ainda, investigacao

histopatoldgica hepatica.
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3. Referencial tedrico

Ayahuasca: historico e contextualizagdo

Evidéncias arqueoldgicas indicam que a Ayahuasca, bebida psicodélica
originalmente utilizada para praticas xamanicas e etnomédicas por povos nativos da
Bacia Amazénica, remonta ao ano 1.200 a.C. O uso ritualistico original desta
preparacao atuaria como ferramenta para Xamas exercerem suas praticas de
curandeirismo, iniciagdes, adivinho, bem como meio de indugdo ao
autoconhecimento e conexado com a espiritualidade. O termo Ayahuasca, oriundo da
lingua quéchua amerindia, pode ser transliterado para o idioma portugués como
“vinho das almas”, em virtude do carater espiritual que representa. Além disto, a
palavra Ayahuasca também é utilizada pelos aborigenes para nomear o cip6
B.caapi, um dos constituintes da bebida (LABATE; ARAUJO, 2002).

o & L 1" y < . A 4
_’ CORL R LY ¢ .‘,"tz'l.

Figura 1: Preparo do cha de Ayahuasca. Fonte: http://chasbrasil.com/cha-

ayahuasca/
O cha de Ayahuasca € produto da decocgdo de duas plantas nativas da
Amazobnia, as quais exercem agao sinérgica, permitindo assim o efeito alucinégeno

da bebida: o cip6 B.caapi - que contém alcaloides B-carbolinicos com acao inibidora


http://chasbrasil.com/cha-
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reversivel da MAO periférica e central (MCKENNA; RIBA, 2015), e as folhas do
arbusto P.viridis (GATES, 1979), a qual também pode ser substituido pela Liana D.
Cabrerana (DOS SANTOS, 2013), cujo componente psicoativo com atividade
alucinogena é o alcaloide inddlico N,N-Dimetiltriptamina (DMT) (REGINATO, 2010).
O DMT, inativo pela via oral, apresenta semelhanca estrutural ao neurotransmissor
serotonina (5-HT). A inativagdo do DMT quando ingerido oralmente se deve a sua
metabolizacdo pela enzima monoaminoxidase (MAO) hepatica e gastrintestinal
antes de atingir a circulagdo sistémica e exercer seu efeito no sistema nervoso
central (SNC) (DOS SANTOS, 2013; SIMOES; MARIOT, 2003).

Figura 2: Psychotria viridis (chacrona); Fonte:

http://www.aldeiadeshiva.org/medicinas/ayahuaska.html



http://www.aldeiadeshiva.org/medicinas/ayahuaska.html
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Figura 3: Cip6 Banisteriopsis caapi (LIMA, 2009). Fonte:
http://www.abq.org.br/cbq/2012/trabalhos/7/624-102.html.

No entanto, o cipd B. caapi contém alcaloides B- carbolinicos capazes de
exercerem inibicdo reversivel da enzima MAO, permitindo dessa forma que o DMT
atinja o SNC e exerca seu efeito psicogénico. Os principais alcaloides - carbolinicos
presentes no cipd B. caapi sdao Harmina (HRM), Harmalina (HRL) e
Tetrahidroharmina (THH). Curiosamente, os praticantes xamanicos ancestrais ja
possuiam o conhecimento da eficacia psicogénica da associagcao das duas plantas
no preparo do cha. (MCKENNA; RIBA, 2015; PIRES; OLIVEIRA; YONAMINE, 2010;
SMITH, 1977).

Para as religides ayahuasqueiras, o cha de Ayahuasca nao € considerado
psicodélico, e sim uma substancia entedégena, ou seja, uma “planta de poder”,
aquela que apresenta poderes miticos e religioso que ao alterar a consciéncia
possibilita um contato privilegiado com o “divino” (WINKELMAN, 2014). O alcaloide
DMT é uma das substancias pertencentes a lista | de substancias proscritas
internacionalmente constantes do Protocolo Internacional de Substéncias
Psicotrépicas oficializado em Viena no ano de 1971. Sendo assim, a partir do
momento em que seu uso atingiu a urbanidade ao longo do século XX, a conclusao
de decretos regulatérios referentes a legalidade do uso religioso do cha fora do
territorio nativo prolongou-se por aproximadamente 25 anos (LABATE; FEENEY,
2012). Por outro lado, o advento contemporéneo do uso urbano da Ayahuasca,
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facilitou seu acesso por parte da comunidade cientifica gerando indagagdes sobre
aspectos medicos e psicoldgicos do uso da bebida, incluindo questionamentos sobre
sua utilidade clinica, caracterizagdo, toxicidade e mecanismo de acdo (MCKENNA,
2004; MCKENNA; RIBA, 2015).
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Figura 4: Estrutura dos Principais alcaloides psicoativos da bebida Ayahuasca e sua
semelhanca estrutural com a serotonina; Fonte: Figura adaptada de Farmacognosia:

da planta ao medicamento, 5° ed.: Figura 7 pg. 943

Variabilidade de Concentracdo dos Principais Alcaloides Psicoativos da
Ayahuasca
Analises de caracterizacdo dos principais alcaloides de Ayahuasca mostram
diferentes concentragcdes em virtude da variabilidade de lotes, local do plantio,
sazonalidade, forma de preparo da bebida, bem como das proporcdes de plantas
utilizadas na decoccao (MCKENNA, 2004). Cabe salientar que diferentes grupos
sincréticos religiosos e diferentes culturas xamanicas Ayahuasqueiras apresentam
variacdes na preparacao da infusao de Ayahuasca, onde algumas plantas podem
ser adicionadas ou substituidas por outras da mesma espécie ou que contenham os

mesmos alcaloides psicoativos, por exemplo a combinag¢ao da B. caapi com a
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Banisteriopsis inebrians (SCHULTES; HOFMANN; RATSCH, 2000), e a substitui¢io
do arbusto P.viridis (chacrona) por Psychotria carthagenensis e Diplopterys
cabrerana. Ha, todavia, controvérsias em relacdo a presenca de alcaloides
psicoativos nesta ultima (LEAL; ELISABETSKY, 1996).

Diversas tribos indigenas que utilizam Ayahuasca podem adicionar outras
plantas a preparagao, além das tradicionais P. viridis e B. caapi, desde ingredientes
sem atividade psicoativa até psicoestimulantes como cafeina (lllex guayusa,
Paullinia voco), Cocaina (Erythroxylum coca) e nicotina (Nicotiana spp.). Além disso,
a preparagao pode conter Escopolamina com acgao anticolinérgica-delirante
(Brugmansia spp.) (DOS SANTOS, 2013; RAFAEL GUIMARAES DOS SANTOS,
2012; RIBA et al., 2003).

Além disto, existem diferentes graduagdes da bebida oriundas do numero de
fervuras que as plantas sdo submetidas. Por exemplo, o grau G corresponde ao
preparo da primeira decocg¢ao, enquanto o 2G seria o resultado de uma segunda
fervura do grau G, onde a perda de agua concentraria maior quantidade de
farmacogenos. Ja a Graduacdao Mel sofre dez decocgbes consecutivas, sendo,
portanto, a de maior concentragao de constituintes psicoativos em relagédo a primeira
decoccdo (LABATE; ARAUJO, 2002). A concentracdo dos alcaloides psicoativos da
Ayahuasca apresentam variabilidade entre 0,05% e 1,95% em peso seco
(MCKENNA, 2004; MCKENNA; TOWERS; ABBOTT, 1984a).

A variabilidade encontrada nas concentragoes dos principais alcaloides
psicoativos da bebida se deve a diversos interferentes. Além da forma de preparo,
fatores como sazonalidade (a composicao dos constituintes ativos sofre variagoes
conforme a época do ano da colheita), técnicas de colheita e armazenamento. Além
disto, os principais compostos psicoativos da Ayahuasca sao derivados do
metabolismo secundario de suas principais plantas constituintes e, portanto, a
producao destes esta  submetida também as  caracteristicas do solo de plantio
(pH, composicao, teor hidrico etc.), indices de radiagcao UV (ultravioleta) que incidem
sobre o solo de cultivo e sobre as plantas cultivadas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Farmacologia e utilidade clinica da Ayahuasca em transtornos psiquiatricos

Estudos demonstraram que os alcaloides B-carbolinicos harmina (HRM),

harmalina (HRL) e tetrahidroharmina (THH) presentes no cha de Ayahuasca
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permitem a ac¢ao psicogénica oral da bebida por impedir a degradacédo do DMT pela
MAO (MCKENNA; TOWERS; ABBOTT, 1984a). Curiosamente, estes alcaloides
apresentam maior afinidade inibitoria sobre a MAO-A, subtipo da MAO que exerce
importante acdo de degradacao da serotonina quando comparada a MAO-B. Além
disso, estudos evidenciam que a THH, além de prolongar a meia-vida do DMT pela
inibicio da MAO, também bloqueia seletivamente a recaptacdo de serotonina de
forma a impedir o principal mecanismo de término da sinalizacdo serotoninérgica a
nivel de SNC (MCKENNA, 2004). E importante salientar que o alcaloide pB-
carbolinico HRM tem acédo inibidora especifica e reversivel da MAO-A, enzima
envolvida no metabolismo dos neurotransmissores serotonina, norepinefrina e
dopamina, além do DMT. A HRM também atua a nivel de SNC como agonista de
receptores serotoninérgicos 5-HT2a2c-1a, €m regides cerebrais como o cortex frontal
e regido paralimbica (MCKENNA; TOWERS; ABBOTT, 1984a; RAFAEL
GUIMARAES DOS SANTOS, 2012; RIBA et al., 2003; SMITH et al., 1998). Desta
forma, a bebida parece exercer multiplas a¢des potencializadoras da sinalizagao
serotoninérgica. Além disto, estudos demonstram que a sinalizacdo de receptores 5-
HT a nivel de SNC exerce acdo modulatéria sobre outros sistemas de
neurotransmissores cuja disfuncdo, segundo a hipétese monoaminérgica, relaciona-
se a uma série de transtornos neuropsiquiatricos como os do humor, de ansiedade,
aditivos e outros (MCKENNA, 2004). Nos transtornos de adic¢do, a deplecao nos
niveis de serotonina parece estar relacionada tanto com a motivacdo para o uso e
abuso de substancias quanto com o comportamento de busca compulsiva de
substancias em individuos em abstinéncia. Sendo assim, devido a sua a¢ao sobre a
sinalizacdo serotoninérgica, a Ayahuasca parece contribuir com a tolerancia aos

periodos de abstinéncia em individuos motivados a trata-la (WINKELMAN, 2014).

Ayahuasca como possibilidade alternativa no tratamento da dependéncia quimica

O abuso e a dependéncia de substdncias sdo problemas centrais da
contemporaneidade que afetam individuos e sociedades em dimensdes importantes
relacionadas a saude, educacéao, produtividade no trabalho, seguridade publica e
direito penal. A substancia de abuso mais consumida é o alcool: estimativas da
Organizacao Mundial de Saude preveem que 76.3 milhdes de pessoas no mundo

apresentam transtornos relacionados ao uso nocivo de alcool (WORLD HEALTH
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ORGANIZATION, 2014), enquanto dados nacionais estimam que 29.9% da
populacdo masculina adulta e 9.3% da populagdo feminina adulta apresentam
critérios para abuso ou dependéncia de alcool (REISDORFER et al., 2012). Além
disto, a Sindrome de Abstinéncia Alcodlica, sem tratamento, pode levar a morte em
até 50% dos casos (ROTELLA et al., 2016). Varios estudos demonstram que até o
presente momento, dispomos apenas de tratamentos paliativos para tratar a
dependéncia quimica e, sendo assim, na auséncia de tratamentos realmente
efetivos, a probabilidade de recaidas, mesmo apds anos de abstinéncia, persiste por
toda a vida do individuo. Diante disso, evidéncias cientificas mostram que o uso da
Ayahuasca em contexto xaméanico e terapéutico tem demonstrado melhoras
significativas nos transtornos de adic¢ao, especialmente ao etanol (WINKELMAN,
2014). Aparentemente a melhora se deve ao efeito “after-glow”, o qual torna possivel
para o individuo dependente permanecer livre de substancias de abuso por periodos
de varios dias ou até meses apd6s a administragdo de uma unica dose de
Ayahuasca, o qual traduz-se no aumento do bem-estar e provavelmente no aumento
da tolerabilidade aos periodos de abstinéncia. Durante essa fase, relatos clinicos de
assisténcia terapéutica com Ayahuasca aliada a outras técnicas psicoterapéuticas, o
individuo gradualmente vai adquirindo uma reformulagdo significativa tanto no
ambito intrapessoal quanto extra pessoal. Tal efeito parece ser parcialmente oriundo
da regulacdo da circuitaria serotoninérgica que se encontrava deprimida nos
individuos portadores de transtornos aditivos e, que por sua vez, fornece uma
atividade modulatoria de outros sistemas neurotransmissores também prejudicados
nos transtornos relacionados a dependéncia de substancias (WINKELMAN, 2014).

Apesar da caréncia de estudos clinicos substanciais de carater duplo-cego,
podemos citar evidéncias de efetividade terapéutica nos transtornos do vicio em
centros de tratamento que utilizam a bebida Ayahuasca aliada a outras plantas
medicinais, dietas e procedimentos psicoterapéuticos para toxicbmanos.

Segundo inumeros autores, a bebida Ayahuasca utilizada em contexto
xamanico-terapéutico afetaria de modo favoravel o humor e reduziria a ansiedade, a
agressividade, as compulsdes e melhoraria a tolerabilidade aos periodos de
abstinéncia de substancias de abuso, de forma a ser uma forte candidata ao
tratamento de pacientes em processo terapéutico de superacao da dependéncia por
substancias de abuso (DOMINGUEZ-CLAVE et al., 2016; NUNES et al., 2016;
SOLER et al., 2016; WINKELMAN, 2014). Um desses estudos, em camundongos,
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mostrou que a bebida, além de prevenir comportamentos de sensibilizagdo
comportamental ao vicio, também que preveniu o comportamento de recaida,
mostrando-se efetiva na reversao de efeitos a longo prazo da dependéncia ao etanol
(OLIVEIRA-LIMA et al., 2015). Segundo Winkelman (2014), o efeito terapéutico da
bebida ayahuasca estaria relacionado ao que ele denomina como
“Psicointegracao”. Este seria um processo no qual o tanto o cérebro quando a mente
passariam por um momento de equalizagdo de suas unidades funcionais:
promovendo uma regulagao tanto das fungdes psicoldgicas basicas quanto de seus
substratos fisico-quimicos (WINKELMAN, 2014).

A reducgédo de sintomas de sindrome de abstinéncia, assim como o controle de
comportamentos compulsivos, regulacao do humor e controle da agressividade pode
ser em grande medida devida a acdo farmacologica psicoativa dos principais
alcaloides encontrados no Ayahuasca. O alcaloide DMT, semelhante
estruturalmente ao neurotransmissor 5-HT €& o responsavel pelo efeito alucinbgeno
da bebida e apresenta acdo agonista dos receptores 5-HT serotoninérgicos
(MCKENNA, 2004), os quais apresentam importantes papéis nos mecanismos de
regulacdo do humor, emocgao, ansiedade, dentre outros (KAPCZINSKI; QUEVEDO;
IZQUIERDO, 2011). Além disto, os alcaloides [-carbolinicos promovem inibicao
reversivel da enzima MAO, reduzindo assim a capacidade de inativacdo por
desaminacao dos neurotransmissores noradrenalina e serotonina, e em menor
proporcao da dopamina, bem como promovem o aumento da biodisponibilidade do
DMT.

Adicionalmente, a B-carbolina THH, além da acéao inibidora da MAO, também
inibe a recaptacao de serotonina na fenda sinaptica (MCKENNA, 2004; MCKENNA,;
TOWERS; ABBOTT, 1984b). Sendo assim, a acao conjunta dos alcaloides da
Ayahuasca promove agonismo serotoninérgico e elevacdao nos niveis dos
neurotransmissores noradrenalina, serotonina e dopamina na fenda sinaptica
(CALLAWAY et al.,, 1999; MCKENNA; CALLAWAY; GROB, 1998). A serotonina
apresenta importante papel na regulacdo de fungdes cerebrais atuando como
neurotransmissor e neuromodulador. O déficit serotoninérgico relaciona-se a
fisiopatologia de diversos transtornos psiquiatricos como depressao, ansiedade,
adiccao dentre outros. O subtipo de receptores serotoninérgicos 5-HT2c estao
amplamente expressos no SNC os quais atuam de forma a modular o sistema de

neurotransmissao dopaminérgica e, desta forma, tal receptor tem sido considerados
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alvo de estudo para o desenvolvimento de novos farmacos que visam tratar doencgas
de cunho neuropsiquiatrico por disfungdes dopaminérgicas, incluindo a drogadi¢cao
(KAPCZINSKI; QUEVEDO; IZQUIERDO, 2011).

Potencial toxicoldgico do Ayahuasca

Diversos estudos ja abordaram a bebida Ayahuasca como potencial
alternativo terapéutico para inumeras patologias incluindo a adic¢do, doencgas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson e até mesmo para determinados
tipos de céancer (PASSOS et al., 2013; SAMOYLENKO et al., 2010; SCHENBERG,
2013; SCHWARZ et al.,, 2003), todavia sua poténcia toxicoldégica deve ser
investigada (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013; OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2014) uma vez que estudos pré-clinicos de toxicidade e seguranca,
determinacao de dosagens terapéuticas e possiveis interacbes com farmacos e
alimentos, ainda s&do escassos. Na atualidade, o uso da bebida atravessou a
fronteira do xamanismo e religiosidade e atingiu a urbanidade, passando a ser
utilizada também recreacionalmente como substancia de abuso, para alterar a
consciéncia, de forma irresponsavel. Tal fato se deve em grande parte a facilidade
de aquisicao da bebida através do turismo e do comércio via internet (MCKENNA,
2004; MORAES, 2014). A dose usual administradas em cultos na UDV corresponde
a 150mL para um individuo de 70kg (MORAES, 2014), no entanto ndao ha
padronizacdo das dosagens dos alcaloides psicoativos. Além disso, com 0 uso
generalizado de ISRS pela populacdo (Inibidores Seletivos de Recaptacdo de
Serotonina) para tratamento de transtornos depressivos, na atualidade, existe a
preocupacao por parte dos profissionais da saude quanto a possiveis interacoes
graves desses medicamentos com a Ayahuasca, bebida de acao altamente
serotoninérgica e, portanto, candidata ao desencadeamento de Sindrome
Serotoninérgica por interacdo medicamentosa nesses individuos. Além disso, em
funcdo dos metabdlitos ativos dos antidepressivos ISRS apresentarem meia vida
longa, podem desencadear interacbes graves com a Ayahuasca mesmo apoés
semanas da cessacao do tratamento medicamentoso (CALLAWAY et al., 1996;
COPLAN; GORMAN, 1993).
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Além disso, qualquer substancia capaz de gerar disfuncao no funcionamento
normal do Sistema Nervoso (SN) de forma causar injuria tecidual € considerada uma
substancia Neurotoxica. Tais lesdes, quando a nivel de SNC podem impactar
negativamente as caracteristicas funcionais de importantes regides do organismo
resultantes de morte neuronal como: déficits motores, cognitivos, dentre outros,
segundo as regides cerebrais atingidas (PULSINELLI, 1992)

Estudos pré-clinicos que administraram doses semelhantes as utilizadas nas
cerimdnias ayahuasqueiras podem ser de grande importancia para avaliar a
presenca ou nao de potencial toxico no uso crénico da bebida. Um estudo prévio
com administragdo da dose ritualistica de 100ml/kg a ratos Wistar machos
hipertensos concluiu que, apesar de alteragdes histologicas de ordem hepatica e
renal terem sido sugestivas, ndo houveram diferengas relevantes entre os grupos
tratados com ingestao cronica semanal e ingestao diaria por um periodo de 60 dias
(SANTOS et al., 2013). Outro estudo realizado segundo o Protocolo OECD 423
determinou que a DL50 oral da bebida, administrada a ratas Wistar, equivaleria a 50
vezes a dose administrada em humanos no contexto ritualistico da UDV (MORAES,
2014).

Outro estudo demonstrou a presenca de DMT em sangue e urina humanos,
inferindo a producdo endogena desses compostos (FRANZEN; GROSS, 1965) e,
além disso, estudos de Jacob e Presti (2005), constataram a presenca de altas
concentracdes de DMT na urina de portadores de esquizofrenia (JACOB; PRESTI,
2005). Além disso, outros autores relatam neurotoxicidade de compostos [-
carbolinicos em camundongos, justificando o fato através de dano mitocondrial
(CHEN et al., 2005), inducdo de apoptose neuronal induzida por HRM através da
ativacdo da caspase-3 (MIWA et al., 2006), onde os animais apresentavam sinais
como tremores e contraturas musculares apos exposi¢ao a B-carbolinas.

Por outro lado, um estudo mostrou que a dose de 500mg/kg, do cha de
Ayahuasca, em ratos, ndo produziu danos neurolégicos e sim efeitos centrais
similares aos produzidos por outras drogas serotoninérgicas (LABATE; ARAUJO,
2002). Outro estudo demonstrou que a exposi¢cao a ayahuasca em volume de 1,43
ml/kg (volume correspondente a uma dose ritualistica de 100ml para 70kg de peso
corporal humano) em ratas Wistar prenhes desde o 62 dia de gestacao até o 102 dia
de lactacdo nao causou na prole alteragcbes significativas do ponto de vista

comportamental, fisico ou reflexolégico. Todavia, o0s mesmos animais, ao atingirem a
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idade adulta (60 dias), foram reavaliados sob os mesmos parametros demonstrando
diminuicdo nos niveis de ansiedade com aumento no numero de entradas nos
bracos abertos do Labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze), diminuigdo no
tempo total no teste de interacdo social, diminuicdo no tempo de laténcia para
comecar a nadar. Por outro lado, apresentaram menor limiar convulsivante tanto
quanto a iniciagdo como ao término da convulsdo (OLIVEIRA et al., 2011).

Um estudo de Moraes (2014) quanto a Toxicidade Aguda, seguindo o
protocolo OECD 423, demonstrou que a dose letal aguda (DL50) da bebida, em
ratas Wistar é superior a 50 X a dose ritualistica utilizada na UDV, inferindo baixa
toxicidade oral. No mesmo estudo, foi feita a avaliagdo de toxicidade crénica onde
125 ratas prenhes foram submetidas a administracdo oral, por gavage, de diferentes
doses de Ayahuasca da seguinte forma: 125 ratas prenhes foram subdivididas em 5
grupos (n=25) assim sendo: grupo controle (recebendo gavage de apenas agua) e
mais 4 grupos recebendo doses correspondentes a (1 ; 2; 4 e 8 X ) a dose
ritualistica, num volume de gavage correspondendo a 2ml, e cujo tratamento iniciou
no 60 dia de gestacdo e findou no 200 dia de gestacdo. Durante esse periodo
houveram 24 6bitos dos animais cujos grupos correspondiam as doses mais altas de
forma a caracterizar toxicidade materna nas doses em questdo. Sinais clinicos de
toxicidade que precederam os Obitos foram relatados como tremores,
cromodacriorréia, piloerecao, lordose, cianose e convulsao.

No mesmo estudo, foram feitas analises histoldégicas do figado e rins dos
animais eutanasiados no 140 dia apos o tratamento com o cha de Ayahuasca, em
doses 50X superiores a ritualistica da UDV. Os cortes, previamente corados com HE
foram analisados por microscopia optica e mostraram alteracées inferiores a 25% do
campo analisado, sendo considerados pela autora como alteragbes de intensidade
leve (MORAES, 2014).

Etanol

Dentre as respostas mais preocupantes no que concerne a toxicidade de
determinadas substancias estdo as que incorrem em dano hepatico e renal, onde
pode-se observar danos irreversiveis como o0 surgimento de cirrose hepatica,
insuficiéncia renal e até mesmo cancer. Além disto, disfuncdes hepatica e renal

promovidas pelo uso abusivo de etanol repercute no funcionamento global do
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organismo visto a importancia vital destes 6rgdos. Ja estdo bem documentados os
prejuizos provocados pelo uso crénico de etanol, comprometendo sistemas
fisiolégicos saudaveis, e constituindo fator de agravo em estados patoldgicos ja
instaurados (GRAMENZI et al., 2006; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014;
SCHAEFFNER et al., 2005).

Os rins s&o os principais 6rgaos do sistema urinario que, além de importantes
fungcdes de ordem endodcrina, apresentam outras duas fungdes, n&do menos
consideraveis, de manutencgao e recuperacao da homeostasia dos liquidos corporais
(Osmolaridade) através dos mecanismos de filtragem, reabsorcdo e excregao de
eletrolitos; eliminacdo de toxinas provenientes da ingestdo de xenobidticos e seus
metabdlitos e produtos do metabolismo organico como uréia, creatinina e acido
urico. (FILHO, 2016; GUYTON, 2008; SCHAEFFNER; RITZ, 2012).

Para avaliacdo de funcdo renal a dosagem sérica de creatinina é o
biomarcador mais utilizado considerando que atua como indicador da taxa de
filtracdo glomerular, pois, se houver um aumento na taxa de creatinina sérica acima
na normalidade significa que sua excregdo urinaria, funcdo renal, estd sendo
insuficiente para compensar sua sintese uma vez que o0 organismo nao € capaz de
reabsorvé-la pelos tubulos renais (GEORGE et al., 2017). Outro biomarcador, o qual
s6 é valido para avaliagado de funcao renal quando apresenta alteragdes juntamente
com as concentracdes séricas de creatinina € a uréia. A uréia ndo € um especifico
marcador de funcdo renal uma vez que € produzido no figado, através do ciclo da
uréia para que a amodnia (produto do catabolismo de aminoacidos) onde a aménia
(téxica para o organismo) necessita ser biotransformada em uréia para ser entao
eliminada pela via renal, através da urina. Sendo assim, aumentos na dosagem de
uréia sérica sem alteragcdes nas concentracbes sanguineas de creatinina atuaria

principalmente como preditivo de desordens hepaticas (TURMINA, 2012).

O consumo crénico e excessivo de bebidas alcoodlicas contribui para a
fisiopatologia desordens por toxicidade hepatica aguda, como a Hepatite Alcodlica
bem como por toxicidade por consumo crénico onde os danos hepaticos podem ser
manifestados progressivamente nas formas de: esteatose, esteato-hepatite, fibrose
e cirrose (BRUHA; DVORAK; PETRTYL, 2012; SMITH; MARKS; LIEBERMAN,
2007).Dentre os principais agentes nocivos provenientes do consumo de etanol sdo
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0s seus metabdlitos onde trés enzimas hepaticas atuam na sua oxidagao : a alcool

desidrogenase (ADH), o complexo enzimatico- citocromo P-450 e a catalase.
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] GS/GSH
Alcool

[ v
5 CEtC.::oL)H Acetaldeido Acetato
3 2 H;C-CH=0 Aldeido H,C-COO~

desidrogenase
(mitocdndria)

m NADH/NAD I NADP* / NADPH

Catalase
(peroxissomos)

—_—

P4502E1
{microssomos)

I Mais toxico que o Etanol
' - dano tissular
l - carcinogénese

ROS

Figura 5: Metabolismo Hepatico do Etanol;

Fonte adaptada de: http://www.cisa.org.br/artigo/5536/metabolismo-alcool.php

O metabdlito acetaldeido € mais téxico que o etanol e € amplamente
distribuido por todo o organismo, nao restringindo o dano tissular apenas ao tecido
hepatico. Além disso, sua producao pela enzima ADH gera um balanco positivo de
NADH o que interfere negativamente na beta oxidacdo de acidos graxos estando,
portanto, relacionado a esteatose hepatica e pancreatite. O sistema microssomal
hepatico também esta envolvido na oxidacdo do etanol a acetaldeido além da
producdo de peroxido de hidrogénio (H202). Adicionalmente, em funcdo da alta
especificidade da CYP2E1 e sua alta expressdao em usuarios crénicos de etanol, a
producao de acetaldeido supera a capacidade de sua metabolizacédo pela ALD, de
forma a agravar o dano hepatocelular e sistémico (SMITH; MARKS; LIEBERMAN,
2007). O metabolismo alcoolico por meio da CYP2E1, apresenta o agravante de
gerar estresse oxidativo aliado a baixa oferta de antioxidantes aos hepatdcitos.
Desta forma, espécies reativas de oxigénio sdo capazes de gerar lesao tecidual por
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peroxidacdo lipidica de membranas e, assim, ativar fatores de transcricdo que
promovam desequilibrio nos niveis de citocinas pro-inflamatoérias e pro-fibréticas
(BRUHA; DVORAK; PETRTYL, 2012; BUCHO, 2012), principalmente o fator de
necrose tumoral (TNF-a) (BRUHA; DVORAK; PETRTYL, 2012).

A catalase, por sua vez, contribui normalmente com até 10% no processo de
biotransformacéo do etanol, no interior dos peroxissomos a qual detoxifica o H20>
formando agua. (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014; SMITH; MARKS;
LIEBERMAN, 2007). No caso de alcoolistas, ocorre um aumento no metabolismo do
etanol pelos peroxissomos.

A esteato-hepatite alcodlica manifesta-se tardiamente quando alteragbes
silenciosas de ordem anatomo-morfologicas ja se encontram em curso ha longo
tempo. Sendo a inativagdo do metabdlito toxico acetaldeido dependente de sua
oxidacdo pela enzima aldeido desidrogenase (ALD), a atividade desta é fator
determinante de resisténcia a danos alcodlicos e variavel de individuo para individuo
(FILHO,2016).

Alteracbes em Biomarcadores de Func¢ao Hepatica e Renal

As determinacdoes da atividade de enzimas predominantes no interior do
hepatocito em relagcdo a sua atividade no soro sdo auxiliares para diagnéstico de
dano hepatocelular. Desta forma, o aumento das atividades séricas de enzimas
fosfatase alcalina (FA), gama glutamil transferase (GGT), alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) podem inferir sobre alteracbes dos
hepatocitos relativas a desordens hepatocelulares ou morte celular. O uso crénico
de etanol é fator chave para a fisiopatologia de doencas hepaticas toxicas as quais
também comprometem de forma importante o processo regenerativo do tecido
hepatico (MANI et al., 2016).

Kamount et al. (2016), administrou a ratos Wistar machos e adultos, durante
15 dias consecutivos a dose de 3g/kg de etanol e comparou parametros de funcao
hepatica, estresse oxidativo e funcao renal apods este tratamento, contra o grupo
controle. Este estudo demonstrou que o tratamento com etanol promoveu aumento
percentual nas atividades dos seguintes biomarcadores de funcdo hepatica: AST,
75%; ALT, 59%; FAL, 48% e GGT, 31% em relacdao ao grupo controle, sendo,
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portanto, indicativos de hepatotoxicidade alcodlica. Adicionalmente, danos oxidativos
por peroxidacao lipidica significativos nos tecidos hepatico e renal dos animais que
receberam etanol, nas magnitudes de 25% e 75%, foram observados quando
comparados ao grupo controle. Em relacdo a avaliagdo de fungdo renal, foi
observado um aumento da creatinina plasmatica acompanhado de redugdo nos
niveis de ureia em relagdo ao grupo controle, o qual foi acompanhado de elevagao
no clearance de creatinina no grupo tratado com etanol em relagdo ao controle,
inferindo les&o renal.

O alcoolismo estd associado a fisiopatologia da Insuficiéncia Renal Cronica
(IRC), glomerulonefrite e faléncia renal. Paradoxalmente, achados bem
documentados e de metodologia rigorosa demonstraram que o uso moderado de
bebidas alcodlicas apresenta um efeito antagdnico, ou seja, exerce efeito preventivo
para a evolugdo de doenca renal cronica (DRC) (SCHAEFFNER; RITZ, 2012). Um
estudo de coorte prospectivo conduzido em 2005 por Schaeffner e colaboradores foi
realizado com 11.023 homens inicialmente saudaveis os quais forneceram amostras
de sangue coletadas 14 anos apos uma primeira avaliagdo baseada no consumo de
alcool. O grupo que consumiu no minimo 7 doses semanais de bebida alcodlica
apresentou niveis de creatinina sérica iguais ou superiores a 1,5 mg/dL (sendo 1,5
mg/dL considerado como limite de normalidade para a taxa de creatinina sérica),
enquanto o grupo que consumiu apenas uma dose semanal apresentou niveis de
creatinina sérica ndo superior a 1mg/dL (taxa normal). Outro estudo demonstrou que
o consumo moderado de alcool exerceu efeito preventivo para o agravo de
deficiéncia na taxa de filtracdo glomerular em pacientes com doenca renal prévia
(KAARTINEN et al., 2009).

O aumento na concentracdo de ureia sérica em ratos também esta
relacionado a prejuizo de funcao renal por consumo de etanol e este achado tem
sido demonstrado por alguns autores, por exemplo, em um estudo onde esses
animais foram submetidos a um tratamento de 4 semanas com etanol apresentaram
maior taxa de uréia sérica quando comparados aos controles apos 48 horas de bi-
nefrectomia (TESCHNER et al., 1988). Outro estudo revelou niveis séricos mais

elevados de ureia apds tratamento com etanol (SCHAEFER et al., 1989).
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Alteragdes Histologicas

Em estudos de toxicidade, a analise histologica é de grande importancia para
complementar pois pode prever danos antecipadamente e, desta forma, reverter
injurias celulares as quais progressivamente levariam a alteragées funcionais
irreversiveis a 6rgaos importantes para o metabolismo geral como o figado e rins
(FILHO, 2016; GUYTON, 2008). O figado constitui o 6érgao vital de processamento
de nutrientes e xenobibticos absorvidos pelo trato digestivo (CHUANG et al., 2016;
GRAMENZI et al., 2006; SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2007), e o hepatécito é a
célula de funcdo primordial para a funcdo metabdlica e detoxicante, ou seja, o
principal alvo de toxicidade hepatica (CARR et al., 2017; FILHO, 2016; ZELIKOFF,
1998).

Sao0 considerados padrées para normalidade do tecido hepatico:
homogeneidade do parénquima, identificacdo do espaco porta, veia hepatica bem
definida, presenca de integridade nos corddes sinusoides convergindo para a veia
centro lobular, veias hepaticas bem definidas, integridade e centralizacdo dos
nucleos dos hepatdcitos além de nucléolos bem evidenciados, integridade de nucleo
e citoplasma bem como auséncia de morte celular (necrose/apoptose) (MORAES,
2014).

Alteracdes na morfologia nuclear incluem rompimento de membranas de
organelas, hipertrofia de células de Kupffer (macrofagos), presenca de areas com
infiltrado inflamatodrio, ndcleos com cromatina extremamente condensada, esteatose,
degeneracao hidropica (balonizagcdo) e/ ou gordurosa, necrose e apoptose
(MORAES, 2014).
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ND ED

Figura 6: Fotomicrografia de cortes histolégicos hepaticos de ratos. Coloracdo HE. Onde os

animais sao subdivididos em dois grupos: (ND) - Dieta Normal; (ED) - Consumo crénico de
etanol. Na figura correspondente ao grupo (ED) verifica-se: esteatose de hepatocitos com

infiltrado inflamatério e degeneragao hidrépica com balonizagao. Fonte: (WEN et al., 2017)

Estudos comportamentais em animais

Hakami et al. (2017) dividiu 14 ratos Wistar machos adultos em 2 grupos:
Grupo Controle (apenas etanol e veiculo) e Grupo Augmentin (recebendo Etanol- e
Augmentin). Durante as primeiras 5 semanas ambos 0s grupos consumiram apenas
as solucdes etilicas, em modelo de livre escolha, nas concentra¢des de etanol 10 e
30% v/v. A partir da quarta semana, a ingesta de agua e das solugoes etilicas foram
aferidas 3 vezes por semanas e registradas em g/kg/ dia para obtencao da média de
consumo. Foi observado que o tratamento com Augmentin na dose de 100mg/kg
durante 5 dias consecutivos reduziu o consumo de etanol quando comparado ao
grupo controle, no entanto essa reducdao na ingesta de etanol acompanhou uma
elevacao significativa no consumo de agua (HAKAMI et al., 2017). Da mesma forma,
varios outros estudos também relatam essa associacdo. Com este achado podemos
inferir que o aumento na ingesta de agua seria um mecanismo compensatorio no
volume de fluidos ingeridos, pela redu¢cao no consumo de etanol (ALASMARI; RAO;
SARI, 2016; RAO et al., 2015). Ficou claro também que o tratamento com a gavage

de Augmentin relaciona-se a um menor consumo de etanol.
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Outro estudo envolvendo os efeitos do uso crénico de etanol em ratos
adolescentes avaliou as alteragdes neuroldgicas e comportamentais induzidas pelo
tratamento com etanol em relacdo ao grupo controle. Os ratos tratados com etanol
receberam por gavage uma dose de 1,5g/kg enquanto que o grupo controle recebeu
gavage com salina. Ambos tratamentos foram administrados 1 vez ao dia por um
periodo de 5 dias. Logo apds o tratamento, os animais foram submetidos a um
periodo de 15 dias de abstinéncia ao etanol e, logo apds esse periodo foram
realizados testes comportamentais de Open field (OF), Elevated Plus Maze (EPM) e
Radial Arm Maze (RAM). O grupo tratado com etanol apresentou déficit de memoria
de referéncia no RAM sem alteragées na memodria de trabalho, inferindo alteragdes
na neurogénese hipocampal que pode sugerir déficit cognitivo na idade adulta,
associado a exposicao persistente ao alcool desde adolescéncia. No EPM os ratos
tratados com etanol apresentaram comportamento de ansiedade (LOXTON;
CANALES, 2017).

Motaghinejad et al., (2014) avaliou a atividade motora em 14 ratos com idade
aproximada de 8 semanas, pesando aproximadamente 200 +/- 8,0g foram
subdivididos em dois grupos (n=7) e, apos 2 semanas de ambientacdo, um dos
grupos Grupo Etanol (Et) foi submetido a gavage com etanol 2g/kg/dia e o grupo
controle (C) recebeu etanol por autoadministragcdo também por um periodo de 21
dias. No 220 dia, ambos os grupos foram submetidos ao teste comportamental Open
field (OF) para avaliacdao da atividade motora, demonstrando que ambos 0s grupos
citados Grupo Et (gavage) e grupo controle-C (autoadministracdo de etanol)
apresentaram alteragcdes motoras relacionadas a ansiedade como reducdo da

atividade exploratoria.
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4. Manuscrito
Os resultados desta pesquisa e sua discussao s&o apresentados a seguir na

forma de artigo cientifico.
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Abstract

Purpose: There are several reports that point out the use of Ayahuasca — a shamanic
psychoactive drink prepared with the use of two plants- as an alternative therapy for
the treatment of chemical dependence, mainly for alcohol addiction. Therefore, aim
of the present study was validate a model of chemical dependence on ethanol in rats,
to characterize of the main alkaloid Ayahuasca components and to verify whether
treatment with Ayahuasca can cause changes in addiction through behavioral and

toxicological analyzes.

Methods: Twenty adult male rats were divided into four groups of five animals
each: CC (controls consuming water), CA (controls consuming water and treated with
Ayahuasca), EC (consuming ethanol and water), EA (consuming ethanol, water, and
treated with Ayahuasca).The treatments was evaluated during 19 weeks. The
Ethanol, groups receiving alcoholic solution of 5% and 10% (n=5), free choice, and
Ayahuasca groups receiving seven full doses of 500 mg/kg/mL of Ayahuasca dry
extract (n = 5). The animals were evaluated through behavioral tests of locomotion,
anxiety and ethanol and water consumption. After the behavioral analysis,
toxicological evaluations and histological examination were performed, as well as
analyzes of liver function markers (ALT and AST) and renal (creatinine and urea)

markers.

Results: Our data showed that the animals did not present difference in
relation to alcohol consumption between the groups treated or not with Ayahuasca.
We can infer that the difference ethanol consumption in animals than humans is
caused by motivation found in individuals under treatment for alcohol dependence.
The exploratory activity was not altered in any of the treated groups. However, the
animals that consumed only ethanol had an anxiogenic behavior that was prevented
by the treatment with the Ayahuasca. Regarding to toxicological analyzes,
evaluations of liver tissue morphology of animals submitted to the ethanol
dependence model presented several lesions, which were not prevented with
Ayahuasca treatment. In addition, after analysis of biomarkers of hepatic and renal
function, only urea levels were altered by chronic ethanol consumption.
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Conclusion: Our data showed it is valid to suppose that the protocol used for
model of chemical dependence to ethanol can be validated under the following
aspects: the behavioral tests showed that the animals that ingested only ethanol had
an ansiogenic behavior, which was prevented in the rats treated with Ayahuasca. In
addition, the consumption behavior of the ethylic solutions remained constant during
the 19 weeks of the study, even after the treatment with Ayahuasca and adulteration
of the ethylic solutions with aversive flavor, through the addition of quinine.

Ayahuasca treatment, in general, does not prevent toxicological changes
observed in chronic ethanol consumption. However, some behavioral changes
caused by chronic ethanol consumption (such as anxiogenic behavior) can be

prevented by treatment with Ayahuasca.

Keywords: Ayahuasca, Ethanol, Chemical dependence, Behavior analysis,

Toxicological analysis.
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1. Background

Alcohol abuse and dependence is a major public health problem related to
various social and individual problems. The World Health Organization estimates that
approximately 76.3 million people worldwide report alcohol-related disorders
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). The drugs available for the treatment of
alcohol misuse disorders are mostly ineffective or only palliative (HEILIG et al.,,
2011). Thus, the investigation or development of new pharmacological treatments to
reduce alcohol consumption is required.

Among the studies involving possible emerging therapeutic methods for
treating substance addiction in humans, the infusion known as Ayahuasca has
received some attention in the scientific literature (WINKELMAN, 2014). In fact,
retrospective studies in humans have documented that individuals with addiction
problems who sought treatment within Ayahuasca shamanic communities became
abstinent or displayed a significant improvement in the management of their
substance use (LOIZAGA-VELDER; VERRES, 2014; THOMAS et al., 2013). Thus,
Ayahuasca may represent an ethnopharmacological resource in the treatment of
disorders related to the misuse of substances.

The Ayahuasca is the product of the decoction of two plants native to the
Amazon: the Banisteriopsis caapi (B. caapi) and the Psychotria viridis (P. viridis). The
first contains three primary harmala alkaloids (harmine, harmaline, and
tetrahydroharmine) with reversible inhibitory action of peripheral and central
monoamine oxidase (MAO) (MCKENNA; RIBA, 2015). The second contains a
psychedelic component: the indole alkaloid N, N-dimethyltryptamine (DMT) (GATES,
1979; REGINATO, 2010). The hepatic and gastrointestinal MAO inhibitory action of
the B-alkaloids prevents the deterioration of the DMT molecule and consequently
allows its action in the nervous system. The DMT is structurally similar to the
neurotransmitter serotonin (5-HT) and this molecule is believed to the main cause the
alterations in perception and conscientiousness related to Ayahuasca administration.

It has been reported that the components of Ayahuasca may have action at
the cortical mesolimbic level, mainly influencing the dopaminergic neurotransmission
system in the striatum (GARRETT; SOARES-DA-SILVA, 1990; MCKENNA;
TOWERS; ABBOTT, 1984a): a pathway related to the development substance
addiction and abuse (PATRICK; BERNAT, 2006). Ethnographic and neuroscience
studies have shown the potential therapeutic and neuroprotective effect of the
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Ayahuasca in different contexts (MCKENNA, 2004). However, to the best of our
knowledge, there is no study that investigates the toxicological potential of
Ayahuasca, especially if it is administered along with other substances, such as
alcohol.

Thus, the current study aims to characterize and quantify the main
psychoactive alkaloids present in Ayahuasca samples, validate the model of
alcoholic chemical dependence through analyzes of ethanol consumption and
behavioral tests of locomotion and anxiety and to advance the understanding of the
toxicological profile of rats submitted to chronic ingestion of ethanol and treated with
Ayahuasca. In addition, to verify the influence of Ayahuasca on the behavior of

ethanol consumption.

2. Material and Methods
Ayahuasca

Three liters of Ayahuasca were prepared using the original methodology used
for shamanic rituals and donated by the Santo Daime Church in March 2015. The
nucleus is located in the metropolitan region of Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brazil.

The Ayahuasca sample was lyophilized and immediately stored at -80°C in an
ultra freezer with key, which was under the responsibility of professors Giana de
Paula Cognato and Hudson W. de Carvalho. All the experiments of the current study
were performed using the lyophilized Ayahuasca and its main psychoactive

components were characterized.

Characterization of main psychoactive compounds in the Ayahuasca Sample.
i. Reagents.

Boric acid, methanol and acetonitrile were obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). Classic Sep-Pack® C18 cartridges (360 mg) were
purchased from Waters Co. (Bellefonte, PA, USA). Diphenhydramine,
harmine (hydrochloride) and harmaline (hydrochloride) were obtained from
Sigma Co. (St Louis, MO, USA). Tetrahydroharmine was synthesized
according to the procedure described by Callaway et al. (1996). 1.0 mg / mL
dimethyltryptamine was obtained from Cerilliant Co (Round Rock, Texas,
USA).
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ii. Extraction of Ayahuasca alkaloids.

An aliquot of 0.5 mL of Ayahuasca was added with 3.0 mL of borate buffer
solution (pH 9.0). Diphenhydramine was used as an internal standard (Pl). The C18
solid phase extraction (SPE) cartridges were conditioned with 2.0 mL of methanol,
1.0 mL of deionized water and 2.0 mL of borate buffer solution (pH 9.0). The sample
solution was then transferred to the cartridges. Washing was performed with 1.0 mL
of an acetonitrile: water solution (1: 9). After drying for 7 minutes under compression,
the elution was done with 2.0 mL of methanol. From the eluate, 2uL was injected into
the GC-NPD.

iii. GC-NPD Analysis.

The analyzes for DMT, harmine, harmaline and tetrahydroharmine were
performed on Agilent Technologies model 6890 gas chromatograph equipped with a
nitrogen-phosphor detector and 7683 series automatic injector (Little Falls, DE,
USA). Chromatographic separation was achieved on an HP Ultra-2 fused silica
capillary column (25 m x 0.2mm x 0.33 um film thickness), with ultra-pure nitrogen as
the entrainment gas at a constant flow of 1.0 mL / min. Injections (2 pL) were
performed in splitless mode. The injector and detector temperatures were 280°c. The
oven temperature was maintained at 70°C for 1 min; Programmed at 30°c/min. At
120 ° C, 20°C/min at 300°C and maintained at 300°C for 4 min. Analytes were
identified based on the comparison of retention times relative to the corresponding
internal standard analyzed during the same run. The quantification was based on the
ratio of the integrated peak area of the analyte to that of the internal standard. The
final result was multiplied by 100 to compensate for the dilution (CALLAWAY et al.,
1996; PIRES et al., 2009).

Animals
Twenty adult male Wistar rats were obtained, from the Biotério of the
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). The animals were housed individually
cages under controlled lighting conditions (light / dark cycle of 12h, with lights on
from 07:00) and temperature (22°C £ 29C). All animals was offered food and water ad
libitum, both in the habituation period and in the experimental phase.



45

Model of Ethanol Addiction and Ayahuasca Treatment

The animals were submitted to a habituation time for a period of 7 days, where
they did not receive any treatments. Each animal had in its cage a bottle containing
500 mL of filtered water, which volume of basal consumption was measured,
recorded, and replaced every other day. The animals were divided in the following
groups: Control Group (CC) - consuming only water (n = 5); Control Group -
Ayahuasca (CA) - consuming only water and submitted to treatment with Ayahuasca
(n = 5); Control Ethanol (EC)- consuming water, ethanol 5% or 10% (n=5); Ethanol-
Ayahuasca (EA) -consuming water, ethanol 5% or 10%,and submitted to treatment
with Ayahuasca (n=5)). Thus, the first ten weeks of treatment aimed at the acquisition
of the habit of ethanol consumption by the designated groups. Throughout this
period, on alternate days, the consumption of ethanol solutions and water were
measured, recorded and, in addition, all three bottles had their positions switched
without sequential repetition. After this first treatment step, the ethanol solutions were
removed for 3 weeks (abstinence period). At this stage, the rats were exposed to the
Ayahuasca treatment (500mg/kg of dry extract of Ayahuasca in 1mL of water by
gavage). From the fourteenth week, ethanol solutions were again offered for another
3 weeks (resubmission phase). At the end of the resubmission period, hydroalcoholic
solutions had their flavor adulterated with aversive flavoring 0.05g/L quinine, to
validate the model of dependence on ethanol, in according with Goodwin, et al
(2000) giving continuity to the model of free choice for another three weeks, and
consumptions continued to be monitored and recorded. The performed model was an
adaptation of Carnicella et al. (2014), Hopf et al. (2010) and Rao et al (2013).
treatment with Ayahuasca consisted of oral administration, by gavage, of 500 mg/kg
of dry extract (lyophilized) diluted in filtered water (total 1mL suspension), in
according with De Castro-Neto et al (2013).

Behavioral Analysis
In order to characterize the behavior profile of rats submitted to the model of
chronic ethanol intake and treated with Ayahuasca, it was evaluated the ethanol and
water intake and the locomotor activity.

Ethanol and water consumption
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The consumption of water and ethanol by the different groups analyzed in this
study were measured throughout the experimental period (19 weeks). Briefly, every
two or three days, the volume of liquid consumed by the animals (water, 5% ethanol
or 10% ethanol) was measured through a graduated cylinder and cataloged for

further analysis.

Locomotor activity and evaluation of anxiety

The locomotor activity was assessed using the open-field apparatus, as
previously described (COGNATO et al., 2011). Briefly, the open field consisted of a
box with 1m width x 1Tm length x 1m height approximately, divided into quadrants by
lines drawn on the floor of the apparatus. The parameters evaluated were the
number of line crossings (to evaluate the locomotion) and latency to enter the center
of apparatus as well as the time dispended in the center of apparatus (measures of
anxiety). Animals were placed in the corner of Open-field and were allowed to
explore the maze for 10 minutes. All tests were filmed and analyzed after the test

was done.

Analysis of Ayahuasca and Ethanol Toxicology
Histological analysis of liver
Liver samples were fixed in buffered formaldehyde solution at 10% for a
minimum of three hours. The samples were processed according to routine
histological techniques to paraffin embedding. Three histological sections were made
for each blade three slides for each animal group (15 blades and 45 thickness of
5um), stained with hematoxylin-eosin. The sections were analyzed by optical light
microscope (Nikon Eclipse E200) at 100x magnification. The images were captured
randomly in three areas of each of the blades and analyzed by the program, Motic
Images Plus 2.0. These thicknesses were scanned with Digital Camera (Moticam 5.0
mp) coupled to an optical light microscope with a resolution of 2048 x 1536 pixels, as
calibration obtained by using a standard scale. To compare the degree of

inflammation of histological images was used Image-J software.

Analysis of Serum Biomarkers of liver and kidney function.
The enzymatic activity of AST (Aspartate Aminotransferase) and ALT (Alanine

Aminotransferase) aminotransferases are part of screening for hepatocellular
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damage investigation. Analyzes were performed in rat serum using the Liquiform /
Labtest Diagnostic AST and ALT kits by the UV / IFCC kinetic method in Cobas Mira
Plus® equipment and the analyzes were performed as instructed by the
manufacturer (LABTEST, 2007, 2011, 2013a, 2013b). For the determination of the
serum levels of Urea and Creatinine, LABTEST Kits were used and the analyzes
were performed according to the manufacturer's instructions on the Cobas Mira

Plus® equipment.

Statistical analysis

Percentage of intake: Non-parametric statistics for dependent samples
(Wilcoxon Test) were used to estimate differences in volume intake in alcohol and
water using SPSS Statistics version 17 software. Data were represented by average
+ S.D. and results were considered significant if p values were < 0.05.

Behavior and toxicological analysis: Two-way ANOVA followed by Bonferroni
post-test were used to analyze locomotor activity and anxiety profile of rats submitted
to chronic model of ethanol intake and Ayahuasca treatment. Data were represented
by average + S.E. with a p < 0.05 representing statistical difference using

Graphpad Prism version 5.01 software.

3 Results
Characterization of main psychoactive compounds in Ayahuasca Sample
The Ayahuasca sample, at 500mg, used in this experiment had the following
concentrations of psychoactive alkaloids analyzed: 0.28mg DMT, ie 0.056% (w/w);
0.70 mg THH, i.e. 0.14% (w/w); 0.13 mg of HRL, i.e. 0.026% (w/w) and 0.57 mg of
HRM, i.e. 0.114% (w/w), according to Table 1.

Behavioral Analysis.

The profile of water and ethanol intake did not change significantly after
statistical analysis in all groups tested.

Soon after administration of the dose of Ayahuasca corresponding to 500
mg/kg of dry extract, the animals were placed in their respective housing and
observed for 40 minutes. Behavioral differences regarding control animals were



48

observed in Ayahuasca treated rats after ten minutes of gavage with the beverage.
The animals had a higher number of groomings than the untreated animals. In
addition, these animals also had increased sniffing, masticatory movements and
blinking.

The locomotor and anxiety behaviors were also evaluated after ethanol and
Ayahuasca treatment (Figure 3). Groups EC, CA and EA did not shown any
significantly difference in the number of line crossing when compared to CC group
(Figure 3 A). However, EC group had a significantly change in latency to enter the
central quadrant (Figure 3 B) and time spent in the central quadrant (Figure 3 C)
when compared to CC group, which characterized an anxiogenic behavior induced
by ethanol chronic intake. In addition, when ethanol-treated animals were also
treated with Ayahuasca, the Entheogenic infusion was able to prevent the anxiogenic
behavior elicited by Ethanol (Figures 3 B and 3 C). It was observed no significantly
change in latency to enter the central quadrant and time spent in the central quadrant
in animals treated only with Ayahuasca (CA group) when compared to control group
(CC).

Histological analysis of liver.

The histological analysis is shown in Figure 4 by representative
photomicrographic images of liver samples of control (CC: A and B), Ayahuasca (CA:
C and D), Ethanol (EC: E and F) and Ethanol plus Ayahuasca treatments (EA: G and
H). In CC group, it was observed normal hepatic parenchyma (A) with rows of
hepatocytes converging to the central lobular vein (CV) and sinusoidal capillaries (B).
In CA group, it can be observed a normal aspect of hepatic parenchyma (C), with
observed immune cells migration from blood vessels to hepatic parenchyma (black*
on D) and vacuolated hepatocytes (green arrow on D). Hepatic slices of EC group
have shown Kupffer cells hypertrophy (red arrows on F), dead cells (black * on F),
apoptotic bodies (red * on F) and hepatocytes regeneration (black arrows on F).
Hepatic slices of EA group have shown vacuolated hepatocytes (Green arrows on H)
Kupffer cells hypertrophy (red arrows on H), necrosis (red* on H) and a
consequential disorganization of the lobular architecture. It can be also observed a
Mononuclear inflammatory infiltrate (in the black * on H) and hepatocytes
regeneration (black arrow on H).
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Biomarkers of liver and renal function
After chronic intake of ethanol and Ayahuasca treatment, we analyzed
the serum activity of AST and ALT, as well as creatinine and urea levels (Figure 5).
Was not observed any change in AST (Figure 5 A) and ALT (Figure 5 B) activities
and creatinine levels (Figure 5 C). However, there was an increase in urea serum
levels after ethanol chronic intake (group EC; Figure 5 D), even when rats were also

treated with Ayahuasca (group EA; Figure 5 D).

4 Discussion

Alkaloids characterization of Ayahuasca sample

Several analyzes of characterization of the main alkaloids of Ayahuasca show
different concentrations due to the variability of lots, planting site, seasonality, form of
preparation of the beverage, as well as the proportions of plants used in the
decoction (MCKENNA, 2004). It should be noted that different religious syncretic
groups and different Ayahuasca shamanic cultures present variability where some
add other species of plants, besides B.caapi and P.viridis, to the preparation of the
beverage (LABATE; ARAUJO, 2002). In addition, there are different graduations of
the infusion according to the number of boils which is submitted the plants, i.e., the
degree G corresponds to the preparation of the first decoction while the 2G is
submitted to a second boil where the loss of water concentrates more amount of
pharmacogens. However, the Mel Graduation has ten consecutive decoctions, being
therefore the one with the highest concentration of psychoactive constituents in
relation to the first decoction (LABATE; ARAUJO, 2002). The concentration of
Ayahuasca's psychoactive alkaloids varies between 0.05% and 1.95% in dry weight
(MCKENNA, 2004; MCKENNA; TOWERS; ABBOTT, 1984b). Our results are in
accordance to the variation of pharmacogens described above.

The variability found in the concentrations of the main psychoactive alkaloids
in the Ayahuasca infusion is also due to several factors that go beyond the
preparation process. It is known that there are important differences in the

concentrations of pharmacogens with regard to seasonality (the composition of the



50

active constituents undergoes variations depending on the time of the year), the
techniques of harvesting and storage also interfere. In addition, the Ayahuasca
alkaloids are derived from the secondary metabolism of the two main constituent
plants, and this depends on the characteristics of the planting soil (pH, composition,
water content among others) as well as the UV (Ultraviolet) Soil and plants are
submitted (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

It would be interesting to standardize the process of cultivation, handling,
collection and preparation regarding the probable future uses of Ayahuasca in a
therapeutic context, not interfering in the cultural aspects of the Shamanic peoples
and syncretic-religious groups, whose basis is not the clinical use rather ritualistic

one.

Behavioral analysis

After each administration of Ayahuasca, it was observed that animals had a
higher number of groomings, sniffing, masticatory movements and blinking. These
observations are in accordance to literature (PIRES et al., 2009) and may be
understood as evidence of the activity of the substance in the nervous system.

The behavioral analysis performed in this study helped characterized the free-
choice of ethanol intake as a model of addiction development. In EC group, it was
observed no alterations on the pattern of alcohol intake throughout all treatment,
even after the adulteration of hydro alcoholic solutions with quinine, a known aversive
chemical for rodents. Our data are in accordance to literature, since Hopf and
colleagues (2010) showed that motivation to seek and consume ethanol was not
changed by quinine adulteration (0.001 to 0.1 g/L) in rats exposed to 3-4 months of a
free-choice model of ethanol intake, suggesting the potential development of
abnormal ethanol seeking behaviors following a long-term exposure to the
intermittent-access procedure (HOPF et al.,, 2010). It was also observed that the
treatment with Ayahuasca did not change the pattern of ethanol intake. The only pre-
clinical study relating Ayahuasca and Ethanol was performed by Oliveira-Lima and
colleagues (2015) and the focus of analysis were locomotor behavior. Therefore,
after a chronic intake of ethanol, the chronic Ayahuasca treatment performed was not
able to prevent the consumption of alcohol in rats (OLIVEIRA-LIMA et al., 2015).

Evidence have shown the development of anxiety-behavior after chronic and

chronic treatments with ethanol. After 21 days of exposure to 2 to 6% alcoholic
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solution, Wistar rats have explore significantly less the open arms in plus maze task
when compared to control animals (GONZAGA et al.,, 2016). Another study from
literature have shown that rats receiving alcohol treatment once a day for 5
consecutive days displayed no alteration in the Open field task following a 15-day
withdrawal period. However, these animals showed alterations in Elevated Plus
maze task presenting anxiety-like effects when compared to control group (LOXTON;
CANALES, 2017). Therefore, our results regarding the anxiety profile after ethanol
treatment are in accordance to the ones elicited by literature.

Furthermore, our findings show that Ayahuasca prevent the onset of anxious-
like behavior in animals submitted to ethanol treatment. These finding are not only in
accordance to literature data that shows that Ayahuasca has anxiolytic effects, but
advance on it by showing that it prevent the anxiogenic effects of ethanol intake.
Osorio and coworkers (2015) have demonstrated that patients with high scores of
anxiety levels have shown an improvement of symptoms after a single dose of
Ayahuasca (OSORIO et al., 2015). Oliveira-Lima and colleagues (2015) have
demonstrated no alteration in locomotor behavior of rodents (mice) after a brief
Ayahuasca treatment (OLIVEIRA-LIMA et al.,, 2015). Also, Favaro and coworkers
(2015) have shown that after a 30 days of Ayahuasca treatment there was no
alteration in the behavior of naive rats in the plus maze apparatus (FAVARO et al.,
2015).

Toxicological characterization

The histological evaluation of tissues involved in the metabolism of xenobiotics
together with the functional evaluation of these organs are of great importance for the
determination of the toxic potential of new substances candidates for new therapeutic
alternatives. In the tissue evaluation, tissue integrity, absence or presence of injury
and, in this case, the body's responses to the damage caused by the test substance
are verified. As regards toxicologicals analysis, we can verify hepatic alterations such
as, vacuolated hepatocytes, and migration of leukocytes in hepatic parenchyma of
CA rats. In addition, mononuclear cell aggregates, and hepatocellular necrosis with
subsequent regeneration of hepatocytes was observed in EC and EA when
compared to normal parenchyma (CC). Our results have demonstrated that when
rats are submitted to only Ayahuasca treatment, a few changes in hepatic tissue are
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observed (observed immune cells migration from blood vessels to hepatic
parenchyma and vacuolated hepatocytes). There are a small number of studies
regarding Ayahuasca in the hepatic tissue. However, data from literature did not
show significant histological alterations in relation to the control groups in renal and
hepatic tissue of Wistar rats submitted to weekly ritual dose for a period of 60 days,
where the ritual dose corresponded to 100 ml / kg (DOS SANTOS, 2013). Our results
regarding the Ayahuasca treated group (CA) are in accordance to the literature, once
it was observed some alteration in hepatic tissue which can not be associated with
cellular damage. On the other hand, when animals where submitted to Ethanol
chronic intake (EC group) or Ethanol plus Ayahuasca treatment (EA group), it was
observed several modifications in hepatic tissue which are related to cellular damage
(Kupffer cells hypertrophy, dead cells, apoptotic bodies, necrosis, disorganization of
the lobular architecture and hepatocytes regeneration).
The liver damage is observed in liver samples of animals submitted to ethanol intake
in several studies on literature (FERNANDO; SOYSA, 2016; LEE; KO, 2016; LU;
CEDERBAUM, 2015; MANI et al., 2016). We also observed that the treatment with
Ayahuasca seems to make the ethanol damage even worst and this data are pioneer
in the literature. It should be noted that the histological damages found were
observed in 500mg/kg of Ayahuasca for a treatment period whose frequency differs
from that used in shamanic Ayahuasca rituals. Therefore, animals received a total of
five doses over a period of two consecutive weeks whereas the ritualistic doses
correspond approximately to a minimum period of 15 days between a dose and
another. With that in mind, we can suggest that in the ritualistic frequency no hepatic
damages would likely be observed. It is also worth noting that patients treated with
Ayahuasca for ethanol dependence remain abstinent from alcohol during treatment
and this is the objective since studies show a greater tolerability to abstinence due to
treatment with Ayahuasca (WINKELMAN, 2014). We can infer that the histological
damages observed are related to the chronic use of ethanol, which in itself already
shows hepatic toxicity and the synergetic effect of hepatic overload caused by the
dose and frequency of administered Ayahuasca may have been the determining
factors for the findings of histological changes.

It is well known that laboratory tests of serological biomarkers are used for the
diagnosis of Alcoholic Liver Disease (DHA). However, the results are not always

correlated with the histological findings. Thus, although we did not find significant
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changes in the AST and ALT enzymes in the treated groups (EA, CA, EtOH), uremia
without the presence of alterations in serum creatinine could be an indication of
hepatic overload where the metabolism of nitrogen compounds is Exacerbated by
hepatocellular damage in order to optimize excretion of ammonia via the kidney in
order to prevent hepatic encephalopathy caused by hyperammonemia. When liver
damage progress, we may observe an increase in uremia without necessarily finding
significant changes in liver enzymes such as AST and ALT because there is no
hepatic tissue feasible enough to release such enzymes. Findings of
hypoalbuminemia, hypoprothrombinemia, hyperbilirubinemia together with a serum
increase of bile acids would be biomarkers indicative of such an assumption
(TESCHNER et al., 1988).

The increase in Urea production in rats due to ethanol consumption has been
demonstrated by some authors. In one study, animals submitted to a 4-week
treatment with ethanol had a higher rate of serum urea when compared to controls
after 48 hours of bi-nephrectomy (TESCHNER et al., 1988). Another study revealed
higher serum levels of urea after ethanol treatment (SCHAEFER et al., 1989). Our
results are in accordance to that, since we have found a increase in urea level in
serum of rats submitted to chronic model of ethanol intake. However, Adachi and
colleagues (1995) have found suppression in the urea synthesis after rats were
submitted to a chronic ethanol intake. These author have performed a much longer
ethanol treatment (6 months) when compared to the one performed in our study.
Besides, the dose of ethanol given though gavage to the rats were higher (32%
alcohol) when compared to our study (2 bottles of 5 and 10 % alcohol free choice)
(ADACHI et al., 1995).

5 Conclusion

Our data suggest it can be verified that the model of chemical dependence on
ethanol could be validated; Ayahuasca treatment at a dose of 500mg / kg for a period
of 3 weeks every two days was not effective in preventing both ethanol consumption
behavior and liver histological changes. However, some behavioral changes caused
during the period of ethanol consumption (such as anxiogenic behavior) have shown
preventive efficacy through treatment with Ayahuasca and, as such, may be related
to reports of better tolerability to periods of ethanol withdrawal, as well as decrease in
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the compulsive behavior of relapses, in people under treatment with Ayahuasca for

addiction disorders.
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Figure 1. Schematic representation of the procedures performed over 19 weeks of
treatment. Legend: hab phase - habituation phase; Abs phase - Ethanol abstinence

phase; Q-Quinine; OF - Open field task.
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Table 1: Concentration of each active principle measured by gas-chromatography

Ayahuasca
1mL Concentration in 500 mg of Ayahuasca %(p/p)

(500 mg/mL)
|

DMT 0.28 mg 0.056
THH 0.70mg 0.14
HRL 0.13mg 0.026
HRM 0.57mg 0.114

Legend: DMT - N,N-dimethyltryptamine; THH - Tetrahydroharmine; HRL - Harmaline;
HRM - Harmine.
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Figure 2: Percentage of volume intake during the 19 weeks of treatments of all
groups. Blue squares represents the volume intake of CC and CA. The water, 5%
ethanol and 10% ethanol intake of EC and EA groups are represented by the letter x,
red circle and black triangle, respectively. The weeks 11, 12 and 13 represent
ethanol withdrawal. The weeks 17, 18 and 19 represent alchohol adulteration with

aversive flavor (quinine).
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Figure 3: Open field test for locomotor and anxiety tasks. The rats were submitted to

free choice model of chronic ethanol intake an Ayahuasca treatment. Locomotor

activity represented by number of line crossings (A). Anxiety behavior represented by

latency to enter the central quadrant (B) and time spent in the central quadrant (C).

Each bar represent the average + SE of 5 animals per group. All data were evaluated

by two-way ANOVA after Bonferroni post-test and * represent statistically significant

difference with p < 0.05 when compared to CC group.

Legend: CC - Control Group; EC - Ethanol treated group; CA - Ayahuasca treated

group; EA - Ethanol and Ayahuasca treated group.
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Figure 4: Liver photomicrography of all groups in original magnifications and
Hematoxylin-eosin ( H&E) coloring. CC: A- general aspect of hepatic parenchyma-
H&E, 10x. B- Normal hepatic parenchyma, rows of hepatocytes converging to central



66

lobular vein (dotted black) and sinusoidal capillaries (red asterisks) -H&E, 40x. CA:
C- general aspect of hepatic parenchyma - H&E, 10x. D - hepatocytes vacuolated
(green arrow), Kupffer cells (red arrows) - H&E, 40x. EC: E- general aspect of hepatic
parenchyma- H&E, 10x. F- Hypertrophy of Kupffer cells (red arrows), apoptosis
(black asterisks)- H&E, 40x. EA: G- general aspect of hepatic parenchyma, Portal
Treated (PT) with the presence of immune cells, Bile Duct (BD) in longitudinal
section, hepatocytes vacuolated (green arrow), Hypertrophied Kupffer cells (red
arrows), cell death (red asterisks) and consequent disorganization of lobular

architecture- H&E, 40x. original magnifications
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5. Consideracdes Finais

Diante do exposto, verifica-se que é possivel supor que o protocolo utilizado
para o modelo de dependéncia quimica ao etanol foi validado sob os seguintes
aspectos: os testes comportamentais demonstraram comportamento do tipo
ansiogénico nos animais submetidos ao tratamento com etanol o qual foi prevenido
pelo tratamento com Ayahuasca, a adulteracdo das solugbes etilicas com sabor
aversivo (quinino) ndo foi capaz de impedir a continuidade nem reduzir o consumo
de etanol. Além disso, o consumo cronico de etanol foi capaz de promover
comportamento tipo ansiogénico ndo sé no periodo de abstinéncia, mas durante
todo o tratamento, caracteristica sugestiva de dependéncia ao etanol, Heilig (2010).

O tratamento com 7 doses de extrato seco de Ayahuasca, com intervalo de
dois dias entre cada dose, equivalente a 500mg/kg de extrato seco liofilizado, nao foi
eficaz para prevenir o comportamento de consumo de etanol nem as alteragdes
histologicas hepaticas.

Em relacdo a eficacia preventiva da Ayahuasca em relagdo ao
comportamento tipo ansiogénico em ratos, pode estar relacionada ao controle do
comportamento compulsivo a recaidas, em pessoas sob tratamento com Ayahuasca

para transtornos do vicio.
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Salientamos tambem a necessidade deste prujé!o ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa ¢ Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
{codigo para cadastro n® CEEA 6155-2014)

Sendo o que tinhamos para o momento, subscrevemo-nos

s
/; A:cncim(ameme

/l

Prof. Dr. Fvennn agonde da Silva
e da CEEA
Cienteem _Ae [ 40 /2014
Assinatura da Professora Responséavel
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