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RESUMO

A ayahuasca ¢ uma infusdo vegetal psicoativa da Amazonia preparada a partir do
cip6 de Banisteriopsis caapi, que contém alcaldides B-carbolinas inibidores de monoamina
oxidase, enzima que degrada o neurotransmissor serotonina. Além disso, essa infusdo
contém folhas de Psycotria viridis, constituida por N, N-dimetiltriptamina (DMT), agonista
de receptores de serononina. No Brasil, o cha é utilizado em contexto ritualistico
principalmente pelas religides Unido do Vegetal, Barquinha e Santo Daime. No presente
estudo, ratas Wistar foram expostas via gavagem a doses relacionadas com a dose usual
ingerida no ritual da UDV, 150 mL para uma pessoa de 70 kg (1X). O estudo de toxicidade
aguda seguiu o protocolo OECD 423/2001, indicou uma DLsg maior que 50X. Uma hora
apos a administracdo Unica das doses 30X e 50X, os animais foram avaliados quanto a
fungdo comportamental nos testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado e natagio
forcada, indicando diminuicdo da locomocdo e potencial efeito antidepressivo. Animais
tratados com 30X mostraram alta atividade neural, indicada pela marcacdo de c-fos, nas
regibes do nuacleo da rafe, nicleo amidaloide e formacdo hipocampal. A toxicidade
reprodutiva do cha de ayahuasca foi avaliada de acordo com o protocolo OECD 414/2001.
Ratas prenhes receberam o cha diariamente do 6° ao 20° dia gestacional nas doses 1, 2, 4 ¢
8X e a cesaria foi realizada no 21° dia. Pelo menos um animal tratado, em todas as doses,
apresentou piloerecdo, tremores e letargia. Onze animais no grupo 4X e 13 animais no grupo
8X foram a 6bito durante o experimento. O peso do Utero gravidico de ratas do grupo 8X foi
significativamente menor que o controle. Ratas tratadas tiveram um maior numero de
reabsorcOes totais e precoce e menor nimero de fetos que ratas controle. Foram observadas
alteracdes no figado, posicionamento de testiculo e ovarios, forma irregular do ureter,
ventriculos laterais cerebrais dilatados e 3° ventriculo cerebral dilatado nos fetos de animais

tratados.

Palavras-Chaves:  Ayahuasca, DLso, neurotoxicidade,  toxicidade = materna,
embriofetotoxicidade.
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ABSTRACT

Ayahuasca is a psychoactive beverage prepared with the vine of Banisteriopsis caapi, which
contains (3-carbolines, an inhibitor of monoamine oxidase, enzyme that degrades the
neurotransmitter serotonin, and the leaves of Psychotria viridis, which contains N,N-
dimethyltryptamine (DMT), an agonist of serotonin receptors. The beverage is used in Brazil
in the religious rituals of Unido do Vegetal (UDV) other religious groups. In the present
study, wistar female rats were orally exposed to doses related to the usual dose taken during
the UDV ritual, 150 mL by a 70 kg person (1X). The acute toxicity study, conducted
according to the OECD 423/2001 protocol, showed a LDso higher than 50X. Behavioural
functions were investigated one hour after dosing once at 30 and 50X using the open field,
elevated plus maze and forced swimming tests. Treated animals showed a significant
decrease in locomotion in the open field and elevated plus maze and increase mobility in the
forced swimming test which suggested that ayahuasca has an antidepressant effect. Treated
animals at 30X showed higher neuronal activity, indicated by c-fos marked neurons, in
dorsal raphe nuclei, amygdaloid nucleus and hippocampal formation brain regions. Fluoro-
Jade B neuron staining indicated brain injury in the treated animals. Reproductive toxicity
was evaluated according to the OECD 414/2001 protocol. Pregnant rats were exposed daily
from the 6 to the 20" gestational day at the doses of 1, 2, 4 and 8%, and the cesarean
performed at the 21% day. At least one animal from each treated group showed piloerection,
tremor and lethargy. Eleven animals from the 4X and 13 animals from the 8X group died
during the study. Rats from the 8X group had lower uterus weight than controls, and treated
rats had a higher number of total and early absorptions and lower number of fetus than
controls. Morphological alterations observed in fetus from treated groups were found in

liver, ureter and brain, in addition to wrong positioning of testis and ovaries.

Key-words: Ayahuasca, LDso, neurotoxicity, maternal toxicity, embriofetotoxicity.
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1- INTRODUCAO

1.1 Origem e uso do ch& de ayahuasca no contexto religioso

A palavra ayahuasca ¢ originaria da lingua quéchua cuja etimologia ¢é: “Aya”: “pessoa
morta, espirito” e “Waska”: “corda, liana, cipd”. Numa tradugdo literal, a palavra significa
“corda dos mortos” ou ‘“trepadeira das almas” uma referéncia ao cip6d utilizado na
preparacéo da bebida (Luna, 1986; Tupper, 2002).

A ayahuasca € uma infusdo vegetal psicoativa da Amazbnia que, desde tempos
imemoraveis, é preparado e tomado pelos indios como instrumento espiritual e ritual, com
extrema religiosidade. A origem do seu uso ndo é bem conhecida, mas segundo Naranjo
(1986), descobertas arqueoldgicas indicam que o0 uso da bebida data da pré-historia.

O cha de ayahuasca é utilizado por cerca de 70 tribos distintas da Amazonia,
incluindo os Kaxinawd, Yaminawa, Sharanawa, Ashaninka, Airo-pai e Baranara (Costa, et
al., 2005).

As préticas especificas dos ayahuasqueiros indigenas amazonicos variam de acordo
com os grupos culturais, e a grande maioria utiliza a bebida em um contexto cerimonial onde
0 experiente curador promove a conexdo com espiritos. A ayahuasca para os indigenas é
considerada uma planta mestre, uma ferramenta de diagnostico e cura (Tupper, 2008). No
contexto religioso, 0s usuarios procuram atingir um estado ampliado de consciéncia, onde
alegam ser possivel uma comunhdo e integracdo intensa com o Cosmos, com a Natureza e
com o Criador.

Na década de 1930, apareceram no Brasil as religides cristds que introduziram a
ayahuasca como pilar ritualistico: o Santo Daime, a Barquinha e a Unido do Vegetal (UDV).
No contexto internacional, o uso do chad de ayahuasca é difundido em varios paises da
Ameérica do Sul e, nos dltimos anos, existem adeptos nos Estados Unidos e em paises
europeus como Alemanha, Espanha, Franca e Inglaterra (Tupper, 2008). O cha tem
denominacdes diferentes no Brasil: ayahuasca, quando preparado pelos indios na floresta,
Santo Daime, quando preparado na igreja do mesmo nome e oaska ou vegetal quando
preparado pela Unido do Vegetal. Segundo Pipkin et al., (2009), essas religides ja chegam a
10 mil membros.

Ayahuasca é formada pela mistura de dois ingredientes principais: o cip6 mariri,
Banisteriopsis caapi, e a folha do arbusto chacrona, Psychotria viridis (Figura 1), que s&o
fervidos em agua. O preparo do cha varia entre os grupos religiosos, principalmente com

relagcdo ao tempo de cozimento e quantidade de mariri e chacrona utilizado (Figura 2).



Figura 2. Prepraro do cha de ayahuasca pela Unido do Vegetal.

O Santo Daime foi a primeira religido fundada no Brasil em Rio Branco — Acre, no
ano de 1930, pelo maranhense e ex-seringueiro Raimundo Irineu Serra conhecido como
curador. A palavra Daime vem do verbo “dar” mais o pronome “me”, como um pedido: —
“Dai-me forga, dai-me luz” (Labete & Araujo, 2002). No daimismo, existem Vvérias técnicas
como a “do nascimento e da obstetricia” em que o cha ¢é utilizado por gravidas como
protetor e facilitador do parto. As mulheres desta religido ayahuasqueira, em geral, ddo uma
gota de Daime aos recém-nascidos que podem ou ndo continuar bebendo o cha ao longo da
vida (Labete & Araljo, 2002). Vale destacar o reconhecimento pelos usuarios da agao
terapéutica da substancia (Pires et al., 2010).

A Barquinha foi fundada também em Rio Branco - Acre - em 1940 por Daniel

Pereira de Mattos um ex-escravo. Essa religido ayahuasqueira também é formada por



elementos do catolicismo popular, xamanismo indigena, cristdos, afro-brasileiros e com
grande influéncia da umbanda (Pires et al., 2010) e, por isso, é considerada por alguns
autores como a mais eclética e mais rica em termos de imagens e ritual das trés religiGes
(Labete, 2004). O principal elemento € o Daime onde os praticantes da religido adquirem
uma percepcao diferenciada da realidade entrando em estado alterado de consciéncia
(Labete & Araljo, 2002). E fiel as origens xamanicas e muitas das atividades estdo dirigidas
a cura de doencas fisicas e psicossociais como o alcoolismo e o desemprego (MacRae,
2004). Ha forte énfase na remocéo de espiritos malignos e combate a feiticaria.

A peia é entendida como a "surra" aplicada pelo proprio Daime e durante o ritual se
expressa por vomitos, diarreias, tonturas e outros sintomas. E considerada benéfica, pois,
qualquer sofrimento vivenciado é limpo, como uma purificagdo fisica, moral e espiritual
(Silva, 2004).

A Unido do Vegetal (UDV) é a mais nova das religides ayahuasqueiras, com o maior
namero de associados e a mais institucionalmente organizada (MacRae, 2004). Seu fundador
foi o baiano José Gabriel da Costa, em Porto Velho — Rondbnia, em 1961. Com sede em
Planaltina (Goias) seus ensinamentos sdo baseados em uma doutrina crista-
reencarnacionista, permeada por elementos do espiritismo Kkardecista e de outras
manifestacdes religiosas urbanas. Além disso, possui um carater mais sébrio e menos festivo
(Pires et al., 2010; Costa et al., 2005).

Os rituais sao dirigidos pelo Mestre Geral que é o representante homem do nucleo,
ndo existindo mulheres nesta funcdo. A UDV é uma organizacdo composta por Varios
nacleos, cada um com uma organizacdao altamente hierarquica de mestres, conselheiros,
corpo instrutivo e outros. Os socios tém compromissos sociais com a organizagdo, ndo sendo
permitido o uso de bebidas alcodlicas, tabaco, drogas ilicitas, delitos, bem como dancar ou
assistir as cerimonias de outras religiGes ayahuasqueiras. Existe uma rigida politica de
selecdo dos autorizados a participar das cerimdnias e 0s membros associados devem
contribuir monetariamente, 0 que torna a organizagcdo prospera, Com uma preocupacdo em
tornar o uso do cha socialmente aceitavel e rejeitar as atividades de curas (MacRae, 2004).
Os ndcleos contam com um departamento médico, composto por psiquiatras e outros
profissionais que avaliam os sdcios e 0s possiveis socios da religido.

As cerimonias seguem um padrdo, existe uma mesa central com os membros do alto
escaldo e os outros membros ficam sentados ao redor independentemente do sexo ou
posto.Os frequentadores da UDV ingerem o cha em sessBes quinzenais regulares que duram
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aproximadamente quatro horas, em datas comemorativas e nos fins de semana de preparo do
ch&. O culto é iniciado com consumo do cha pelos membros que € visto como uma forma de
atingir um estado de lucidez espiritual. Durante as horas seguintes ocorrem varios periodos
de siléncio, interrompidos por chamadas ou canc¢Bes que evocariam 0s espiritos protetores e
questdes sdo levantadas aos mestres. Esta doutrina mostra-se extremamente cuidadosa,
organizada e fundamentada em seus conceitos e valores morais e religiosos.

O nome dado ao efeito psicoativo do cha pelos membros da religido é burracheira e
significa “for¢a estranha” ou “presenca de forga e luz”. Para os frequentadores a burracheira
nem sempre é uma experiéncia facil, embora sempre benéfica, purificadora e esclarecedora.

Com a globalizacdo do cha de ayahuasca existiram pressfes da sociedade a cerca da
legalizagdo do consumo desta substancia, isso porque, as religides ayahuasqueiras ndo se
enquadram no padrdo tradicional de culto espiritual, principalmente por conter um
alucinégeno. O N, N-dimetiltriptamina (DMT), componente da ayahuasca, € uma substancia
controlada no Brasil (Portaria 1998) e internacionalmente sob a Convencdo das Nagdes
Unidas sobre Substancias Psicotrdpicas (Convention on Psychotropic Substance, 1971).

O processo de legalizacdo da ayahuasca iniciou-se em 1986 pelo Conselho Federal
de Entorpecentes (CONFEN), que retirou a bebida da lista de substancias proscritas da
Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de Medicamentos (DIMED), o que viabilizou seu
uso ritualistico. O processo de legalizacdo teve continuidade com a Resolu¢do N° 4 do
Conselho Nacional Anti-Drogas (CONAD), de 4 de novembro de 2004, que reconheceu 0
direito ao uso do chd em contextos religiosos, inclusive por menores de idade e gravidas,
decisdo essa que foi reiterada pela Resolugdo n°® 1/2010. Segundo a resolucdo, o uso da
ayahuasca por menores de 18 (dezoito) anos deve permanecer como objeto de deliberacéo
dos pais ou responsaveis, e cabem as gravidas a responsabilidade do uso, atendendo,
permanentemente, a preservacdo do desenvolvimento e da estruturacdo da personalidade do
menor e do nascituro.

Atualmente, a expansdo do uso da ayahuasca extrapola os limites de seu uso com fins
religiosos ocorrendo mais significativamente na Europa e Américas (Callaway & Grob,
1998). Tal fato parece estar relacionado, a0 menos em parte, com a facilidade de aquisi¢édo
de pacotes turisticos por clientela que, avida por experiéncias novas, se aventuram em
expedicdes nas florestas, onde sdo convidados a experimentar a bebida em rituais
(McKenna, 2004). O uso do cha também cresce em situagdes ndo-ritualisticas, como por
exemplo, a titulo de experiéncias terapéuticas e o uso ilicito, onde se encontra um comércio
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intenso e lucrativo com ofertas na internet e jornais. Uma busca na internet com o terno
"vendo cha ayahuasca" no buscador Google realizada em 16 de janeiro de 2013 retornou
105.000 resultados, incluindo uma oferta do cha por 80 reais (http://comida-alimentos-

vinho.vivastreet.com.br/banquete-comida+barretos/vendo-cha--ayahuasca/53030016).

Segundo Costa et al. (2005), a liberacdo da ayahuasca para uso em rituais religiosos
no Brasil representou liberdade de culto e um aumento significativo do nimero de adeptos
do cha. No entanto, 0 seu uso ultrapassa praticas religiosas e tem sido usado para fins
recreativos por pessoas que procuram apenas os efeitos psicodélicos da infusdo. Nota-se,
porém, que a utilizacdo do chéa pelas trés religibes ayahuasqueiras citadas é exclusivamente
religiosa, ndo caracterizando abuso ou fins ilicitos apesar de ndo ser levado em consideragédo

0s possiveis efeitos toxicos das substancias presentes no cha por esses usuarios.

1.2 Caracterizacédo quimica e mecanismos de acdo das substancias presentes no
chéa de ayahuasca

O cip6 Banisteriopsis caapi, da familia Malpighiaceae, conhecido como mariri,
nativo da Amazonia e dos Andes, contém os alcaldides B-carbolinas harmina (HRM),
harmalina (HRL) e tetrahidroharmalina (THH) (Figura 3). A harmina e a harmalina possuem
a capacidade de inibir reversivelmente a enzima monoamino oxidase (MAO), que desamina
preferencialmente, a noradrenalina e a serotonina, mas também a dopamina. A
tetrahidroharmalina tem a capacidade de inibir a recaptacdo de serotonina, além de inibir a
MAO. A concentracdo desses alcaldides no cha de ayahuasca varia de 0,05% a 1,95% de
peso seco (McKenna et al., 1984; McKenna, 2004).

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

A planta Psycotria viridis, da familia Rubiaceae, conhecida como chacrona, contém
o alcaldide inddlico N, N-dimetiltriptamina (DMT) (Figura 3), substdncia de estrutura
molecular semelhante ao neurotransmissor serotonina (5-HT) (Figura 3). O DMT é um

composto enddgeno também metabolizado pelo MAO, potente alucindgeno, apresentando



acao agonista sobre os receptores de serotonina, principalmente do subtipo 5-HT2 (Grella et
al., 2003; Smith et al., 1998). A ingestdo de DMT, também metabolizado pela MAO,
geralmente altera a percepcdo da realidade com novas imagens mentais complexas
(Holmsted & Lindgren, 1967; McKenna & Towers, 1984; McKenna et al., 1984, 1990;
Deliganis et al., 1991; Strassman et al., 1994). A concentracdo desse alcaldide no cha de
ayahuasca varia de 0,1% a 0,66% de peso seco (McKenna et al., 1984; McKenna, 2004).

O DMT, quando administrado pela via pulmonar (fumada) ou pela via intravenosa
em humanos, foi capaz de produzir efeitos alucindgenos, quase imediatos (Oliveira et al.,
2010). Quando administrado por via oral, 0 DMT sofre acdo da enzima MAO intestinal e
hepética, sendo desaminado e degradado em metabdlitos inativos, consequentemente
inativado, impossibilitando seu acesso ao sistema circulatorio. Porém, quando ingerido
juntamente com as PB-carbolinas, combinacdo existente na ayahuasca, o DMT néo sofre
inativacdo pela MAO. O acesso do DMT ao sistema circulatério e ao sistema nervoso
central (SNC) é entdo permitido, o que leva a sua chegada aos receptores serotoninérgicos
(Callaway et al., 1999). O resultado € uma cascata de efeitos neuroquimicos que irdo alterar
os padrdes normais da percepcao, sobre aquilo que comumente é compreendido como sendo
“realidade” (De Souza, 2011).

/ ""%

Harmina Harmalina
H
Dimetitriptaming Seratoning

Figura 3. Estruturas quimicas: harmina, harmalina, tetrahidroharmalina, N,N-

dimetiltriptamina e serotonina.

Portanto, torna-se claro que a interagdo sinérgica do DMT e B-carbolinas, presentes
no cha de ayahuasca, permitem que as propriedades psicoativas da infusdo se manifestem,
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assim como sua efetiva acdo farmacoldgica, visto que a bebida proporciona um aumento nas
concentragfes de serotonina e torna o DMT disponivel por via oral (Callaway & Grob,
1998). Embora néo se tenha relatos de mortes por intoxicacdo de p-carbolinas Callaway et
al. (1996) destaca que, como sdo potentes inibidores da MAO, podem causar reacGes
adversas quando combinadas com medicamentos, que possuem tempo de meia-vida longo,
incluindo os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (SSRIs). O blogueio da MAO
juntamente com o decréscimo de recaptacdo pelos SSRIs pode levar a sindrome
serotoninérgica. Sendo assim, com o aumento do uso de medicamentos SSRIs e o0 crescente
interesse no cha de ayahuasca o risco de toxicidade aumentou nos Gltimos anos.

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € um neurotransmissor produzido por
descarboxilacdo e hidroxilacdo do aminoacido triptofano. Mais de 90% da 5-HT do
organismo sdo encontradas nas células enterocromafins do trato gastrintestinal (TGI). Os
neurdnios serotoninérgicos do SNC localizam-se, predominantemente, nos nucleos
medianos da rafe, desde o tronco cerebral até a medula, sdo esses que sintetizam,
armazenam e liberam a serotonina como neurotransmissor (Katzung, 1998).

O neurotransmissor serotonina € um mediador de ampla variedade de funcGes
fisiologicas e interage com multiplos receptores, que desempenham um importante papel em
condicdes patoldgicas e psicopatoldgicas (Glennon et al., 2000). Nos ultimos 16 anos, sete
familias distintas de receptores de 5-HT foram identificadas (5- HT1 a 5-HT7), com pelo
menos 15 subpopulacdes destes receptores ja foram clonados.

A 5-HT desempenha um papel importante nos mecanismos de humor, sono, vigilia,
termorregulacao, vomito, percepc¢do da dor, regulacdo da pressdo arterial, entre outros. Em
nivel periférico esta relacionada com o tdnus muscular, vasodilatacdo, agregacdo placentéria
e inflamacdo. Pode estar envolvida, ainda, em condic¢des patoldgicas, tais como depressdo,
ansiedade, panico e enxaqueca (Katzung, 1998).

1.3 Efeitos biolédgicos do cha

Os efeitos neuroquimicos observados por usuarios do chd de ayahuasca incluem
palidez, sudorese, midriase, salivacdo, nduseas, vomitos, diarreia, hipertensdo, palpitacao,
taquicardia, tremores, excitacao e alteracdo na temperatura corporea (Shanon, 2003, Riba et
al., 2001). Também s&o relatados ansiedade, delirios parecidos com sonhos, sensagdo de
vigilancia e estimulacdo, alteracBes no processo de pensamento, concentracdo, atencdo,
memoria e julgamento, alteracdo da percepcdo da passagem do tempo, mudancas na
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percepcdo corporal, alteragdes na expressdo emocional, mudancas no significado de
experiéncias anteriores (“insights”), sentimentos de rejuvenescimento, sensacao da “alma se
desprendendo do corpo®, sensacdo do contato com locais e seres sobrenaturais e alteragdes
perceptuais atingindo varios sentidos, onde alucinagdes e sinestesias sdo comuns, em alguns
casos perda de memoria, confusdo mental e desorientacdo (Cazenave, 1996; Costa, et al.,
2005; Callaway, 1999; Shanon, 2003; Schvartsman, 1992; Schultes & Hofmann, 1992;
Pires, et al., 2010; de Souza, 2010; Vinha, 2005; Santos, 2004; Riba, et al., 2001.

O uso do chéa pode levar a desidratacdo e descompensacéo eletrolitica, por conta das
nauseas, vomitos e diarreia, efeitos que podem estar associados a acdo no receptor de
serotonina 5-HT2 (Costa et al., 2005). Os sintomas podem ser agravados em doses altas e
levar a uma sindrome serotoninérgica, que se caracteriza por uma estimulagéo excessiva dos
receptores de serotonina no organismo (Costa et al., 2005; Callaway et al., 2005). A Figura

4 mostra as principais manifestacdes clinicas observada numa crise serotoninérgica.

- = Contracgdes
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Figura 4. ManifestacGes clinicas da sindrome serotoninérgica.

Os efeitos somaticos do cha de ayahuasca aparecem entre 15 e 30 minutos, 0s
psicologicos entre 30 e 60 minutos, ambos com atuacdo maxima entre 60 e 120 minutos
apos a ingestdo, (Riba et al., 2001). Vale destacar que os efeitos somaticos e psiquicos estdo
diretamente relacionados a pré-disposi¢do fisiologica do individuo, dose e composicao do
ché (alcaldides e DMT). Segundo de Souza (2011), o nivel de estruturagdo sécio-familiar, o
contexto no qual este individuo teve a experiéncia, a historia pessoal e o grau de
vulnerabilidade fisica e emocional de cada individuo sdo elementos importantes durante as
alteracOes de consciéncia causadas pelas substancias psicoativas.

Um estudo conduzido por Callaway et al. (1999) relatou resultados das medidas de

concentracdes plasmaticas dos alcaloides e de DMT de voluntarios que ingeriram o cha de

8



ayahuasca em uma cerimonia religiosa. As concentracdes plasmaticas maximas (Cmx) do
DMT, THH, HRM, HRL, coincidiram com os efeitos mais agudos sentidos pelos usuarios.
Os efeitos subjetivos foram avaliados através da escala HRS (hallucinogen rating scale) que
permite medir os niveis de alucinacdo. Corroborando esse estudo Riba et al. (2003) também
relatou a culminancia do Cmx com os efeitos subjetivos, tais como: cogni¢do, sensibilidade

a reagOes emocionais, percepcao visual, experiéncias auditivas, gustativas e olfativas.

1.4 Potencial terapéutico

A investigacdo de plantas psicoativas e seus mecanismos de acdo tém fornecido
insights sobre a neuroquimica de muitas doengas do sistema nervoso central, bem como a
quimica da consciéncia (O’Connor & Roth, 2005).

As tribos indigenas usuarias do cha de ayahuasca, a um periodo bastante longo de
tempo, utilizam o cha como elemento de protecdo e cura de inumeras doencas, 0 que
levantou questionamentos dos cientistas a cerca desta nova fungdo das substancias ativas
presentes na infusdo (Desmarchelier et al., 1996). Diversas tribos indigenas da Amazénia
utilizam o cha para curar doencas parasitarias e gastrointestinais comuns nos tropicos
(Pomilio et al., 1999).

O primeiro estudo sobre as propriedades terapéuticas dos componentes da ayahuasca
foi realizado em 1928 pelo neurologista Kurt Bheringer, que testava o extrato do cip6é mariri
no tratamento da doenca de Parkinson. A doenca é causada pela perda de neurdnios, que
uma vez danificados param de produzir neurotransmissores (dopamina) e comprometem a
capacidade do cérebro de controlar os movimentos. Ainda ndo se sabe ao certo o que
danifica esses neurénios em pacientes com Parkinson, mais sabe-se que os radicais livres
tem essa funcdo. Sendo assim, antioxidantes, agonistas de dopamina ou inibidores da MAO
podem atuar fornecendo protecdo contra a neurodegeneragédo, tendo importante papel no
tratamento da doenca (Samoylenko et al., 2010).

Um estudo conduzido por Serrano-Duefias et al. (2001), utilizou Banisteriopsis caapi
em pacientes com doenca de Parkinson e obteve melhora significativa na fungdo motora,
sugerindo assim a utilizacdo desta planta no tratamento desses pacientes (Samoylenko et al.,
2010; Wang et al., 2010; O’Connor & Roth, 2005).

Ha um crescente interesse na aplicacdo médica da ayahuasca incluindo suas
propriedades antioxidantes, antimutagénicas e antigenotoxicas (Moura et al., 2007). Além
disso, existem sugestOes dos efeitos psicoterapéuticos e na reabilitacdo de doencas como
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alcoolismo (McKenna, 2004), comportamento violento, comportamento suicida, ansiedade
fébica e depressao grave (Mcllhenny et al., 2011; Grob et al., 1996; Halpern, 2004). Sugere-se
também um potencial terapéutico bioquimico ja& que h& uma regulacdo do ndmero de
recaptacao de serotonina em plaguetas sanguineas (Mcllhenny et al., 2009).

A diminuicdo de 5-HT esta associada a uma variedade de disturbios funcionais,
comportamentais e doencas neurodegenerativas, variando do alcoolismo a depressao,
autismo, esquizofrenia, déficit de atencdo, hiperatividade e doencas senis. O uso regular e
em longo prazo do cha de ayahuasca resulta na modulagéo da serotonina. Os transportadores
de 5-HT séo significativamente elevados nos usuarios do cha de ayahuasca, sendo assim,
existe a especulacdo que o uso da infusdo possa reverter os déficits de serotonina e assim
controlar essas doencas além de promover positivas mudancas comportamentais (McKenna,
2004).

A esquizofrenia € um transtorno mental de alta complexidade por sua acdo
multifatorial, envolvendo fatores genéticos e ambientais. A doenca se caracteriza por uma
ampla desordem mental que pode ser causada por perturbacGes enzimaticas. A teoria da
transmetilacdo na patologia da esquizofrenia postula uma diminuic¢do na atividade da MAO
resultando em um acumulo de alcaldides inddlicos aminas (AlA) como 5-metoxi-N,N-
dimetiltriptamina (5-MeO-DMT), DMT e bufotenina, fortes alucindgenos. Na verdade, o0s
AlA sdo compostos que estdo relacionados com distlrbios perceptivos, desempenhando
papel de “marcadores de estado” para psicoses (Pomilio et al.,1999). O acimulo de AIA em
pacientes com psicoses pode ser causado por aceleracdo na cinética de sua producdo ou por
uma diminuicdo na cinética da MAO. Os AIA atravessam a barreira hemato-encefélica e
atuam no SNC provocando as alucinac@es caracteristicas da doenga. Um estudo conduzido
por Pomilio et al. (1999) encontrou niveis muito semelhantes de DMT na urina de usuarios
do cha de ayahuasca e de pacientes ndo medicados com esquizofrenia aguda, o que pode
indicar que o cha de ayahuasca reproduz a condicdo patoldgica da doenca.

A 5-HT desempenha um importante papel no tratamento dos distdrbios psiquiatricos
incluindo a depressdo, o0 que esta relacionado ao grande nimero de farmacos inibidores
seletivos de recaptacdo de serotonina prescritos para o tratamento deste distarbio psiquico, ja
que blogueiam a recaptacdo de serotonina nos terminais sindpticos resultando em uma
elevada concentracdo extracelular de serotonina (Cryan & Lucki, 2000).

Varios estudos tem relatado o papel terapéutico do cha de ayahuasca no tratamento
da depressdo. Um estudo conduzido por Santos et al. (2007), além de investigar o papel
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positivo do referido cha na depressdo, também relatou a positividade do uso no estado de
ansiedade e panico. Todos os participantes relataram melhora na saude fisica e mental além
das relagdes interpessoais no trabalho e na familia. Vale destacar que muitos medicamentos
prescritos, eficazes ansioliticos, importantes no tratamento antidepressivo e antipanico
atuam exatamente inibindo a recaptacdo de serotonina, mesmo mecanismo do cha de
ayahuasca. Estudos de clonagem de genes transportadores de monoamina em camundongos
knockout tem sido importantes para investigar o papel de transportadores na regulacdo das
funcBes neurotransmissoras e suas ligacdes com distdrbios neurobiol6gicos e

comportamentais (McKenna, 2004).

1.5 Potencial toxicoldgico

Todas as substancias quimicas sdo toxicas em certas condicdes de exposi¢cdo, no
entanto, para toda substancia deve haver alguma condicdo de exposi¢do que seja segura no
que se refere a saide humana.

O chéa de ayahuasca é definido como uma substéncia (bebida) psicoativa que segundo
a Secretaria Nacional Antidrogas (2004) é qualquer substancia quimica, natural ou sintética,
proscrita ou ndo, que altera o comportamento, o humor e a cognicdo, agindo
preferencialmente nos neurdnios, afetando o SNC.

Segundo Costa et al., (2005) deve-se levar em consideracdo dois tipos de uso para
substancias psicoativas: o recreativo, caracterizado pelo uso esporadico e o abusivo, definido
como intenso, ocupando espaco maior na vida do individuo, prejudicando-o em algumas
situacBes como a tolerancia, dependéncia e compulsdo em relagdo a substancia. A utilizagdo
do ch& de ayahuasca pelos adeptos da UDV é exclusivamente religiosa, ndo caracterizando
abuso ou fins ilicitos, podendo ser classificada como recreativa.

A avaliacdo da toxicidade de uma substancia € realizada com o objetivo de predizer
os efeitos nocivos que a mesma podera desencadear a exposi¢cdo humana pelas diversas vias
(Cazarin et al., 2004). Esta compreende a analise de dados toxicolégicos de uma substancia
guimica com o objetivo de classifica-la em categorias toxicoldgicas e, a0 mesmo tempo,
fornecer informagdes a respeito da forma correta e segura de uso, bem como medidas de
prevencao e tratamento.

Para estudar o potencial toxico de uma substancia quimica & preciso, além de
estabelecer uma relacdo dose-resposta, proceder a realizacdo de testes de toxicidade. Os
testes que avaliam a toxicidade aguda sdo utilizados para classificar e apropriadamente
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rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade como
estabelecido pela legislacdo. Além da letalidade, outros pardmetros sdo investigados em
estudos de toxicidade aguda para identificar o potencial toxico em oOrgdos especificos,
identificar a toxicocinética e a relacdo-dose resposta (Valadares, 2006).

Em 1927 o teste de dose letal aguda (DLsp) foi introduzido na comunidade cientifica
com o objetivo de classificar as substancias, de acordo com sua toxicidade, (Valadares,
2006). Esse teste era um pré-requisito para varias agéncias reguladoras, como a americana
Food and Drugs Administration (FDA), responsaveis pela aprovacdo de novos farmacos,
aditivos alimentares, ingredientes cosméticos, produtos domesticos, quimicos industriais e
pesticidas. A DLso é definida como a concentracdo de uma substancia capaz de matar 50%
da populagdo de animais testados. Para realizagcdo do teste da DLso eram empregados 40
animais para cada espécie estudada (normalmente ratos e camundongos) e para cada
substancia testada.

Estudos para determinar a toxicidade letal do cha da ayahuasca e seus componentes
bioativos sdo escassos na literatura. Nenhum estudo determinou diretamente a toxicidade
oral. Gable (2007) estimou que a DLso intravenosa do DMT em camundongos é 1,6 mg/kg
de peso corporeo (p.c.), 0 que corresponde a aproximadamente 112 mg para uma pessoa de
70 kg. Levando em consideracdo o método de administracdo, e assumindo que a
biodisponibilidade oral de uma substéncia é cinco vezes menor que quando administrada de
maneira intravenosa, este pesquisador estimou que a DLso oral do DMT seria em torno de
8.0 mg/kg, ou seja, que a dose letal aguda da ayahuasca em humanos seria de
aproximadamente 20X a dose usada durante a cerimonia religiosa.

Lima et al. (2006) administraram diferentes doses de ayahuasca (fornecido pela
UDV de Vitdria, ES) em camundongos machos que corresponderam a 1; 2,5; 5; 10; 20 e 25
mg/kg p.c. de DMT. Os autores estimaram uma DLso de 19 mg/kg p.c. de DMT, porém, foi
realizada apenas uma analise qualitativa para confirmar a presenca dos alcaldides na infuséo,
e ndo existe informacao sobre a quantidade administrada aos animais.

Um estudo conduzido por Brito et al. (1994) concluiram que uma dose de 500 mg/kg
p.c. de chd de ayahuasca administrado em ratos ndo produz dano neuroldgico, e que 0s
efeitos observados nos animais foram similares aqueles produzidos por drogas que elevam

0s niveis de serotonina no SNC.
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A DLsg via subcutanea da harmina e harmalina em ratos foram determinadas como
120 e 200 mg/kg p.c., e a DLso intravenosa da harmina em camundongos foi definida como
38 mg/kg p.c. (Mahmoudian et al., 2002).

A Organizagdo para Cooperacdo Econémica e Desenvolvimento (Organization for
Economic Cooperation and Development - OECD), com o0 objetivo de garantir
confiabilidade nos testes, organizou indmeras diretrizes visando a reducdo do numero de
animais utilizados nesses testes, assim como a garantia de bem-estar desses. Novos
protocolos foram aprovados com a utilizacdo de um nimero minimo de animais necessario
para caracterizar a substancia de acordo com seu potencial letal, sem especificamente
determinar a DLso. O método de classificacdo de toxicidade aguda estabelecido na orientacao
OECD-423 ¢é um procedimento gradual com a utilizacdo de trés fémeas por etapa com
administracdo de uma Unica dose oral. Dependendo da mortalidade e / ou morbidade dos
animais, em média, 2-4 etapas podem ser necessarias para permitir avaliar a toxicidade
aguda de uma substéncia teste (Figura 5). No caso deste projeto cada dose foi testada duas
vezes e, finalmente, foi estimada a categoria toxicolégica do chd de ayahuasca. Este
procedimento é reprodutivel, utiliza poucos animais e permite classificar as substancias de

um modo semelhante a outros métodos de ensaio de toxicidade aguda (Guia de Teste 420 e

&mag/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

2000mg/kg

3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

| |
GD G GD
v v h 4 h 4
GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or

> 0-5 > 5-50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

L=l | L]

LD50 cut-off
mglkg bw.

-per_step three animals of a single sex ( normally females }are used - = - unclassified
-0.12.3: Number of moribund or dead animals at each step - Testing at 5000 mg/kg b.w.: see Annex 3
-GHS: Globally Harmonized Classification System (mg/kg b.w.)

Figura 5. Protocolo de “Toxicidade Aguda de Classe” (Guia da OECD 423, 2001). De acordo com 0

resultado do teste na dose inicial selecionada, ele é repetido em uma dose maior ou menor.
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1.5.1 Estudos de neurotoxicidade e testes de comportamento

O campo da neurotoxicologia surgiu a partir da interacdo da toxicologia
farmacoldgica, psicofarmacologia e da psicologia experimental e envolve o estudo das
alteracdes na funcdo ou estrutura do sistema nervoso como resultado da exposicdo aos
agentes quimicos, biologicos ou fisicos. As alteracdes histopatologicas definiam o campo da
neurotoxicologia e existia a constatacao de que as substancias toxicas também podem alterar
0 SNC como, por exemplo, o comportamento. Efeitos comportamentais podem ser um
reflexo das mudancas na comunicacéo e interatividade das células nervosas (Moser, 2011).

Vaérios testes foram desenvolvidos para avaliar o efeito de substancias psicoativas no
comportamento de animais de experimentacdo. Dentre estes podemos destacar o teste de
campo aberto, labirinto em cruz elevado e natacdo forcada. A maioria dos autores concorda
gue nenhum dos testes comportamentais que avaliam a ansiedade, fornecem uma medida
pura e indiscutivel da reatividade emocional animal. Cada teste individual avalia apenas uma
fracdo do perfil emocional de um animal (Ramos et al., 2008).

Campo Aberto: Esse teste € muito utilizado como pardmetro de locomocédo e de

ansiedade animal, que é descrita como um estado comportamental induzido por uma ameaca
ao bem-estar ou sobrevivéncia real ou potencial (Steiner, 2011). A ansiedade pode ser
caracterizada pelo aumento da excitacdo, expectativa, ativacdo autonémica e neuroendécrina
e padrdes especificos de comportamentos. Hall (1934) foi o primeiro a descrever esse teste
para estudos de emotividade em ratos. O aparelho original consistia em uma arena circular
bem iluminada de 1,2 m de diametro e fechada por paredes de 0,45 m de altura. Um
exemplo de uma arena para realizacdo de um teste de campo aberto esta representado na
Figura 6.

O procedimento consiste em confrontar o animal por 5 minutos com a novidade do
ambiente e observar comportamentos como locomocao, autolimpeza (grooming), defecacao,
urina, tempo gasto na area central. De fato, os roedores parecem preferir a parede do
aparelho, comportamento conhecido como tigmotismo. Tem sido proposto o emprego deste
modelo na avaliagdo da ansiedade, considerando-se que um aumento na ambulagdo do
animal e maior permanéncia do mesmo na regido central seriam indicativos de uma reducéao
da ansiedade. De fato a ansiedade no campo aberto é acionada por dois fatores, o teste
individual (o animal é separado do seu grupo) e a agorafobia (a arena € grande em relacdo ao
animal), e esses fatores influenciam diretamente nesses animais, visto que, eles vivem em
pequenos grupos e em taneis (Prut & Belzung, 2003). Portanto, tratamentos ansioliticos ndo
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aumentam a exploracdo do campo e sim diminuem o estresse induzido no comportamento de

exploracéo.

Figura 6. Aparelho utilizado para teste de campo aberto.

Labirinto em Cruz Elevado (LCE): O LCE € largamente utilizado como modelo de

ansiedade animal. O teste é baseado em respostas incondicionadas a ambientes
potencialmente perigosos, onde o animal se confronta em impulso de explorar novos
ambientes e a tendéncia em evitar areas potencialmente perigosas. Montgomery (1958) foi o
primeiro a comprovar esse fato em testes com labirinto em Y em que conseguiu mostrar
perfeitamente que 0s animais saudaveis preferiam permanecer nos bragos fechados.

Os estudos iniciais com o LCE foram realizados por Handley & Mithani (1984),
guando investigavam uma variedade de agonistas e antagonistas alfa-adrenérgicos. O
equipamento original situava-se 70 cm acima do solo e apresentava dois bracos fechados, de
face um para o outro, e dois bragos abertos, também perpendiculares, cada qual medindo 45
x 10 cm. Os bragos fechados também apresentavam paredes laterais com 10 cm de altura. A
Figura 7 ilustra um equipamento para a realizagdo do teste. O comportamento animal é
observado por 5 minutos e os parametros avaliados incluem o nimero de entradas nos
bragos abertos, 0 nimero de entradas nos bracos fechados, o tempo gasto nos bracos abertos
(incluindo a praca central), o tempo gasto nos bragos fechados, nimeros de defecacéo,

numero de micc¢ao e grooming.
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Figura 7. Aparelho utilizado para teste de labirinto em cruz elevada.

Natacdo Forcada: O primeiro a descrever o teste de natacdo forcada em ratos foi

Porsolt et al. (1978), também chamado de behavioral despair test. Nesse protocolo, 0s
animais séo treinados para o nado por 15 minutos e apds 24 horas, a substancia em estudo é
administrada. Uma hora depois, os animais sdo colocados para nadar por 5 minutos e
analisados quanto ao tempo de natacdo e imobilidade. Destaca-se que por motivos ainda nao
conhecidos pela comunidade cientifica os camundongos ndo precisam da realizagcdo deste
treino. O potencial antidepressivo da droga é caracterizado pelo aumento da mobilidade. A
imobilidade observada em animais controle ou expostos a substancias sem atividade
antidepressiva pode ser vista como meio de conservar energia, falha na persisténcia em
escapar, desespero comportamental (Petit-Demouliere et al., 2005; Cryan et al., 2002;
Castangné et al., 2009).

A Figura 8 mostra um animal sendo submetido a um teste de natacdo forcada. Alguns
autores modificaram o protocolo de Porsolt, avaliando os animais a cada 5 segundos ao
longo dos 5 minutos de teste em relacdo aos parametros natacdo, imobilidade e climbing
(Cryan et al., 2002; Cryan & Slattery, 2012). Numa outra modificacdo do protocolo de
Polsolt, a fase de treinamento (adaptacéo) 24 horas antes do teste foi eliminada, ocorrendo
nos dois minutos iniciais do teste (Lucena et al., 2010; Taiwo et al., 2012). Em todos os
protocolos, animais tratados com substancias com potencial antidepressivo nadam por mais

tempo e persistem na tentativa de fuga (climbing).
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Figura 8. Aparelho utilizado para teste de natacéo forgada.

Um estudo conduzido por Oliveira et al. (2011) foi realizado com a administragéo
oral do cha de ayahuasca na dose de 1X (admitindo que uma pessoa de 70 kg ingere 100 ml
de chd) com o intuito de investigar os efeitos neurotdxicos da infusdo durante a gestacédo e
lactagdo. A administra¢do ocorreu do 6° dia de gestacdo até o dia 10 de lactacdo. Os testes
de campo aberto, labirinto em cruz elevada, interacdo social, natacéo forgada (Porsolt, 1978)
e catalepsia foram realizados nas proles.

N&o foram encontradas diferencas significativas em relacdo ao ganho de peso e
consumo de alimento nas mées expostas ao chd. Em relacdo aos testes
neurocomportamentais foi relatado nos animais tratados uma diminuicdo na distancia
percorrida e velocidade na &rea central no teste de campo aberto, houve aumento na entrada
nos bracos abertos no teste de labirinto em cruz elevado, ndo foi observada diferenca no
tempo de imobilidade, mas foi observada uma diminui¢do no tempo de laténcia para iniciar
a flutuacdo no teste de natacdo forcada e no teste de interagcdo social houve uma significativa
reducdo no tempo de interacdo dos individuos tratados e ndo houve alteracdo do
comportamento estereotipado. Sendo assim, a administragdo do cha de ayahuasca durante a
gestacdo e lactacdo produziu diminuicdo da ansiedade e motivacéo social na prole das mées
exposta ao cha de ayahuasca durante a gestacdo e lactacao.

A principal caracteristica das doencas neurodegenerativas agudas e cronicas é a

morte celular excessiva. A apoptose € um processo fisioldgico que estd relacionado ao
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desenvolvimento celular no sistema nervoso, ja que os neurbnios inativos ou defeituosos
morrem desde o periodo do nascimento (Figueroa, 2012). A apoptose é um processo de
morte celular bem definido e com caracteristicas morfoldgicas marcantes e coordenadas, que
acontece em pouco tempo (Bullitt, 1990).

O estudo conduzido por Figueroa (2012) foi realizado com ratos Wistar machos
tratados oralmente com cha de ayahuasca durante trés semanas. Houve aumento
significativo nos valores de ureia urinaria, podendo ser um indicativo de dano renal nos
animais tratados. O cérebro foi fixado para cortes histologicos da regido hipocampal e
realizacdo do ensaio TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling), indicador de dano ao DNA e Caspase 3, indicador de apoptose neural. O teste
TUNEL indicou diferenga significativa com relacdo ao controle, porém, ndo se confirmou
dano neural mais severo pelo ensaio da Caspase 3.

Existe uma controvérsia entre 0s pesquisadores a respeito da dependéncia e
tolerancia ao DMT. Alguns autores ndo observaram efeitos de abstinéncia ao DMT ou
dependéncia fisioldgica e tolerancia (Gatch, 2009; Fabregas et al., 2010; Callaway, 2005).
Fabregas et al. (2010) realizou um estudo com uso continuo do chd de ayahuasca em
usudrios de longa data e observou que, de acordo com as escalas de estudos psiquiatricos
(Medical Status and Psychiatric Status), a ayahuasca tem um baixo potencial de abuso e néo
foram encontrados disturbios neuropsiquiatricos nem psicopatolégicos, corroborando 0s
estudos de Grob et al. (1996).

1.5.2 Toxicologia reprodutiva

O nascimento de criancas malformadas atrai a atengdo da humanidade. Esse fato €
evidenciado pelo grande numero de esculturas, pinturas e desenhos que registram seres
bizarros e individuos portadores de malformacdes congénitas. O mais antigo deste registro,
uma estatua de marmore representando uma divindade de duas cabecas, encontrada na
Turquia, data de 6.500 a.C. A investigacdo experimental dos agentes causais da teratogénese
é relativamente recente. Acreditava-se no meio cientifico que, protegidos no interior do
utero materno, o desenvolvimento do embrido de mamiferos estaria a salvo de fatores
ambientais adversos (Miranda et al., 2003).

As primeiras constatacOes de que fatores ambientais poderiam causar anomalias ao
desenvolvimento embrio-fetal em mamiferos surgiram em 1930, a partir das investigacoes
dos efeitos de deficiéncias nutricionais maternas. Hale (1935) constatou o aparecimento de

18



malformacdes (anoftalmia e fenda palatina) em porcos nascidos de mées com deficiéncia em
vitamina A. O virus da rubéola foi o primeiro agente ambiental a ser identificado como
causa de malformac6es humanas. A infeccdo de mulheres gravidas levava ao surgimento de
anomalias oculares, cardiovasculares, auditivas e auriculares, além de retardo mental nos
filhos expostos in utero (Gregg, 1941). A rubéola foi reconhecida como teratogénica apenas
apos o episddio conhecido como “tragédia da talidomida”, um medicamento introduzido no
mercado em 1950 e utilizado por mulheres gravidas para combater o enjoo. As
malformacdes observadas em criancas expostas in utero a talidomida incluiam encurtamento
pré-axial e ou auséncia de membros. Este evento revelou definitivamente para a comunidade
cientifica a wvulnerabilidade do desenvolvimento embriondrio humano aos agentes
ambientais e as substancias quimicas (Manson, 1986).

A toxicologia reprodutiva investiga os efeitos adversos na capacidade reprodutiva de
um organismo e no desenvolvimento da prole. Os efeitos adversos incluem alteracdes no
sistema reprodutivo, producdo e transporte de gameta, ciclo reprodutivo, fertilidade e
incidéncia de partos prematuros. Os efeitos adversos nas proles incluem aqueles ocorridos
antes ou depois do nascimento, resultando da exposicdo parental antes da concepcdo e
durante o periodo do desenvolvimento pré-natal. Estes efeitos podem ser manifestados em
qualquer momento de vida do organismo e inclui morte, anormalidade estrutural, alteracéo
de crescimento e deficiéncia funcional (OECD, 2004).

A gestacdo de mamiferos pode ser dividida em trés periodos: pré-implantacéo,
organogénese e fetal (Fritz & Giese, 1990). A fase da pré-implantacdo compreende o
periodo que vai desde a fecundacdo até o inicio da implantacdo do blastocisto no Utero, que
na espécie humana e em ratos este periodo dura até o 6° dia ap6s a fecundagdo (Moore &
Persaud, 2008). Esta fase € caracterizada pela presenca de células totipotentes em divisao e a
exposicdo a um agente toxico pode impedir a implantacdo do blastocisto, levando a um
aborto espontaneo. A implantacdo termina ao final da segunda semana apos a fecundacao.
Apdbs a implantacdo inicia-se a organogénese, que na espécie humana inicia-se na terceira
semana pés-fecundagao e vai até o 57° dia de gestagdo. Nos ratos este periodo vai do 7° ao
14° dia de prenhez. Esse periodo é caracterizado por uma intensa proliferacdo e migracéo
celular. A organogénese é o periodo de maior susceptibilidade a acdo de agentes
teratogénicos e embriofetotoxicos, no qual o maior numero de malformagdes pode ser
induzido (Brent, 1993).
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A fase fetal € caracterizada por diferenciacdo e crescimento tissular e maturacéo
fisiologica dos diferentes sistemas. Em humanos compreende o periodo que vai do 57° dia
pos-fertilizagdo até o término da gestacdo e em ratos do 16° até o 21°dia. Nesse periodo a
sensibilidade a malformacdes anatdmicas é baixa, porém a exposi¢cao a agentes quimicos
pode produzir morte celular e inibicéo da diviséo celular.

As atuais diretrizes internacionais da agéncia de controle de medicamentos e
alimentos FDA e ECC (European Economic Community) recomendam a realizacdo de
estudos de toxicidade reprodutiva em trés segmentos:

» Segmento I: Séo estudos que avaliam efeitos sobre a fertilidade e o desempenho
reprodutivo geral, de machos e fémeas. Os animais sdo expostos pela via preconizada para o
uso humano e, no minimo, trés doses sao testadas. Os machos sdo tratados por 90 dias antes
do cruzamento e as fémeas 21 dias antes do acasalamento, o que expde numero suficiente de
gametas durante o periodo de espermatogénese e ovogénese. Os machos sdo eutanasiados e
necropsiados depois do cruzamento, e seus Orgdos reprodutivos analisados, enquanto as
fémeas continuam sendo tratadas durante a gravidez. Ao fim da gestacdo, metade das fémeas
é submetida a cesariana e o restante prossegue para o parto natural, e continua a receber a
substancia teste durante a lactagdo até o desmame da prole, no 21° dia de vida pos-natal.
Nesse segmento sdo analisados fertilidade, frequéncia de malformacdes de visceras e
esqueletos dos fetos obtidos por cesarea, e 0 desenvolvimento pos-natal da prole exposta.

» Segmento Il: Estudos de embriofetotoxicidade ou teratogenicidade sao realizados
neste segmento. Este investiga especificamente os efeitos adversos sobre a organogénese ou
embriogénese. O tratamento inclui o periodo da organogénese, que no rato vai do 6° dia,
quando ocorre a implantagdo, ao 15° dia de gestagdo ou 20° dia. No Guia OECD 414, o
protocolo de segmento Il inclui a administracdo até o final da gravidez (normalmente 20° dia
de prenhes (OECD, 2001). No 21°dia os fetos obtidos por cesdrea sdo examinados para
verificagcdo de ocorréncias de malformagfes externas, 1/3 dos animais de cada ninhada,
escolhidos ao acaso, sdo fixados para as analises viscerais e 0s 2/3 restantes sao diafanizados
e corados para as analises de anormalidades esqueléticas. Devem ser empregadas trés doses
e tratadas pelo menos 20 fémeas por dose.

» Segmento Ill: Estudos dos efeitos adversos sobre o periodo peri-natal, parto e
desenvolvimento pos-natal da prole. No rato o tratamento tem inicio no 15° dia de gestagéo,
prossegue durante o parto e continua até o desmame da prole, por volta do 21° dia de vida

pos-natal. Problemas durante o trabalho de parto, a sobrevivéncia no periodo neonatal e o
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desenvolvimento somatico e neurocomportamental durante o periodo pds-natal séo
analisados. Recomenda-se também avaliar a fertilidade da prole exposta in utero e durante a

amamentacdo quando esta atinge a maturidade sexual.

SEGMENTOS PERIODOS DE TRATAMENTOS
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Figura 9. Esquema geral dos estudos de toxicidade reprodutiva, segmentos I, 1l e IlI,

(Lemonica, 2003).

Um estudo conduzido por Oliveira et al. (2010), de acordo com o protocolo OECD
414, foi realizado com a administracdo oral do cha de ayahuasca em ratas Wistar prenhes do
6° ao 20° dia gestacional nas doses de 1X, 5X e 10X (a dose usual, admitindo 100 ml de cha
de ayahuasca para um pessoa de 70 Kg) e grupo controle. A concentracdo dos alcaléides
presentes na infusdo foram determinadas como 0,42 mg/ml de DMT, 1,37 mg/ml de hamina,
0,62mg/ml de harmalina e 0,35 mg/ml de tetrahidroharmalina. Uma hora depois da ultima
administracdo, foi realizada a eutanasia, o Utero gravidico foi pesado e examinado para
determinacéo de sitos de implantacdes, reabsor¢des, fetos vivos e mortos. Os fetos foram
examinados e fixados, metade em solugdo de Bouin e outra metade em acetona, para as
analises viscerais e esqueléticas respectivamente. Ndo foram detectados sinais clinicos
toxicidade materna, porém, foram encontradas alteragdes na maior dose 10X em relagéo a:

diminuicdo do consumo de racdo, ganho de peso, peso individual fetal e aumento nas
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malformacdes viscerais e esqueléticas. Os autores concluiram que o cha de ayahuasca é
toxico para 0 organismo materno, e possuiu efeitos teratogénicos, apresentando risco para 0s
humanos expostos. Eles ndo contextualizaram os resultados encontrados em relagdo ao
consumo religioso do cha, que ocorre a cada duas semanas para a maioria dos usuarios, o

que foi criticado por outros autores (Santos, 2010).

2 - OBJETIVOS

Obijetivo Geral:
O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda, reprodutiva e

neurotoxicidade do cha de ayahuasca em ratos Wistar.

Objetivos Especificos:
1. Estimar a dose aguda letal do cha ayahuasca em ratos;
2. Avaliar os efeitos toxicolégicos comportamentais e neurotoxicidade em ratos
expostos ao cha ayahuasca;
3. Avaliar o indice reprodutivo e a toxicidade fetal de ratas expostas ao cha ayahuasca;
4. Investigar a embriofetotoxicidade do cha ayahuasca por meio da analise da
ocorréncia de embrioletalidade, retardo do crescimento e aparecimento de

malformacdes viscerais esqueléticas na prole exposta ao cha de ayahuasca in utero.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 Cha ayahuasca

O cha de ayahuasca utilizado para o tratamento dos animais deste trabalho foi cedido
pelo grupo Unido do Vegetal com sede em Brasilia-DF. O cipd mariri (Banisteriopsis
caapi), utilizado na preparacéo do cha, foi coletado da chacara em Aguas Lindas de Goiés,
Quadra 24, Lote 269, Jardim Guaira (15 °© 46 ' 17 «“S, 48 * 14' 56" W). Folhas do arbusto
chacrona, Psychotria viridis, foram coletadas em Sobradinho, Distrito Federal, Nicleo Rural
Euler Paranhos, na rodovia DF-250 Km3 (15 ° 75 ' 23 “S, 47° 72' 92” W). As amostras das
espécies foram depositadas como exsicatas no Herbarium da UnB com os numeros de
referéncia Azevedo EP 149880 Brahms e Trieto B 149.879 BRAHMS, respectivamente.

O preparo do cha de ayahuasca (vegetal) é realizado periodicamente por cada Nucleo
da Unido do Vegetal (UDV) e o cha produzido (geralmente acima de 40-50 L) é armazenado
assepticamente e mantido sob refrigeracdo para consumo nos rituais quinzenais. Em maio de
2011, o grupo do Laboratorio de Toxicologia da UnB envolvido neste projeto participou de
uma sessao de preparo do Ndcleo Luz do Oriente, que cedeu aproximadamente 30 litros do
cha preparado para a realizacdo do projeto. O material, armazenado em frascos de 2L, foi
mantido no freezer a -20°C do LabTox até sua utilizacdo. Cerca de 10L deste material foram
liofilizados (Liotop L101), fornecendo material seco que foi diluido em &gua para
preparacdo das doses de administracdo ao longo do projeto. Volumes previamente aferidos
foram liofilizados para determinar a densidade do material, que foi estimada como 0,16
g/mL. As doses selecionadas para este estudo foram baseadas na dose habitual consumida

durante um ritual UDV, de 150 mL por um individuo de 70 kg.

3.1.1 Caracterizacao quimica
Os niveis de DMT, harmina e harmalina presentes no cha de ayahuasca foram
determinados por GC-MS/MS (Trace GC Ultra coupled with a TSQ Quantum XLS Triple
Quadrupole; Thermo Scientific). Padrées de harmalina (99.2% pureza) e harmina (98%
pureza) foram obtidos da Sigma Aldrich. Por ser uma substancia proscrita no Brasil e em
diversos paises no mundo, ndo foi possivel a aquisicdo comercial do DMT, que foi
sintetizado pela Prof?. Maria Lucilia Santos, do Instituto de Quimica da UnB, seguindo 0s
procedimentos de Qu et al. (2011). A identidade e pureza deste padrdo foi determinada por
GC-MS/MS, *H and *C-NMR (Varian Mercury Plus spectrometer 7.05 T operating at 300
MHz for 'H and at 75.46 MHz for 3C) e LC-MSD TOF (Agilent 1100 Series).
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A Figura 10 ilustra o cromatograma e o espectro de massa do DMT obtido por CG-
MS/MS.
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Figura 10: Cromatograma e espectro de massa do padro sintetizado de DMT. (A) fon de

Quantificacdo. (B) fons de confirmacao.

A andlise quantitativa do cha ayahuasca obtido da Unido do Vegetal indicou a
presenca de 0.146 mg/mL de DMT, 1,56 mg/mL de harmina e 0,12 mg/mL de harmalina.

3.2 Animais

Os experimentos deste projeto foram realizados com ratos Wistar (Rattus norvegicus
Wistar) com idade entre 9 e 12 semanas e com variagdo maxima de peso de 20%,
provenientes da Granja R.G.com sede em Sdo Paulo. Os animais foram aclimatados no
biotério da Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB, por um periodo de 15 dias, mantidos
em grupos de trés, em caixas de polipropileno e tampa de aco inoxidavel com cama de
maravalha de pinho branco, em condi¢es controladas de luminosidade (12h/12h,
claro/escuro), temperatura (23+ 2° C) e umidade relativa (70%). Receberam &gua potavel e
racdo comercial Purina®ad libitum. O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de
Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia (UnBdoc nimero: 107766/2010).
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4- RESULTADOS
Os resultados deste estudo estdo apresentados nessa dissertacao em dois capitulos:
Capitulo | Acute oral toxicity and neurotoxic potential of the ayahuasca infusion
(banisteriopsis caapi and Psychotria viridis) in female Wistar rats.
Os resultados apresentados neste capitulo atendem aos objetivos 1 e 2 deste estudo, e
serdo submetidos para publicacdo na lingua inglesa em revista internacional indexada.
O Capitulo Il Toxicidade reprodutiva do ch& ayahuasca em ratas Wistar

Os resultados apresentados neste capitulo atendem aos objetivos 3 e 4 deste estudo.
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CAPITULO |
ACUTE ORAL TOXICITY AND NEUROTOXIC POTENTIAL OF THE
AYAHUASCA INFUSION (Banisteriopsis caapi and Psychotria viridis) IN FEMALE
WISTAR RATS

Abstract
Ethnopharmacological relevance: Ayahuasca, a psychoactive beverage used by indigenous

and religious groups, is generally prepared by the coction of Psychotria viridis and
Banisteriopsis caapi, plants containing N,N-dimethyltryptamine (DMT) and B-carboline
alkaloids, respectively.

Material and Methods: Ayahuasca infusion was administered by oral gavage to female
Wistar rats at doses of 30 (30X) and 50 (50X) times the usual dose taken during a Unido do

Vegetal (UDV) religious ritual. Behavioural functions were investigated one hour after
dosing using the open field, elevated plus maze and forced swimming tests, with animals
observed for lethality and other toxic effects for up to 14 days. In a separate experiment,
neuronal activation and toxicity were investigated in dorsal raphe nuclei, amygdaloid
nucleus and hippocampal formation brain regions of 30X treated animals.

Results: The lethal oral dose of the ayahuasca infusion for Wistar rats was found to be
higher than 50X the usual dose, or higher than 15.1 mg/kg bw DMT. The two animals that
died showed characteristic symptoms of 5-HT behavioral syndrome. Treated animals
showed a significant decrease in locomotion in the open field and elevated plus maze tests.
Results of the forced swimming test (higher swimming time and climbing) suggested that
ayahuasca has an antidepressant effect. Neuronal activation, indicated by higher c-fos
marked neurons, was significantly increased in all investigated brain areas of treated animals
compared to the controls. Fluoro-Jade B neuron staining of the brain areas analyzed
indicated brain injury in the treated animals, especially in the DRN.

Conclusions: Various studies have demonstrated the safety of ayahuasca in ritual use.
However, the results of this study suggest that caution should be exercised when the infusion

is taken at a much higher dose for recreational purposes.

Keywords: ayahuasca; acute doses; behavioural tests; neurotoxicity
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1. INTRODUCTION

Ayahuasca (or hoasca) is a psychoactive beverage traditionally used by diverse
Amazonian indigenous populations in shamanic rituals (McKeena, 2004). It was introduced
to non-indigenous Brazilians in the 1930s and to beyond the Amazon borders in the 1970s in
the context of religious groups, including Santo Daime and Unido do Vegetal (UDV)
(McRae, 2004). Religious use of ayahuasca has been regulated in Brazil since 1986 in
response to society and health authority concerns over its inadequate use while granting the
freedom of religious practices (CONAD, 2010). This freedom has also been granted in other
countries, including the USA, Canada and the Netherlands (Labate and Feeney, 2012; Bouso
et al., 2012). However, the use of ayahuasca extends beyond religious practices and may be
used for recreational purposes by people seeking only the psychedelic effects of the infusion.

The psychoactive properties of ayahuasca are due to the substances present in the
plants normally used to prepare the infusion: N,N-dimethyltryptamine (DMT) present in the
leaves of Psychotria viridis, and B-carboline alkaloids such as harmine, harmaline and
tetrahydroharmine, present in the Banisteriopsis caapi vine (MacKee, 2004) (Fig. 1). DMT,
a non-selective serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT; Fig. 1) receptor agonist, elicits its
effect through stimulation of the 5-HT2aserotonin receptor (Smith et al., 1998), an action
that may be attenuated by its interaction with 5-HT1a receptors (Halberstadt and Geyer,
2011). However, unlike other hallucinogens, it is inactive when administered orally as it is
readily metabolized by monoamine oxidases (MAQO) (Suzuki et al., 1981). B-carbolines,
mainly harmine and harmaline, inhibit MAO activity (Wang et al., 2010),and therefore
block the metabolic breakdown of DMT in the liver and gut. Thus, DMT is absorbed in the
gastrointestinaltract allowing the psychoactive properties of the ayahuasca infusion to occur
(Ott, 1999; Riba et al., 2003). Furthermore, as MAO inhibitors, B-carbolines can increase the
level of serotonin in the brain (McKeena, 2004), and are capable of inducing direct
psychoactive effects (Freedland and Mansbach, 1999; Brierley and Davidson, 2012).
Brierley and Davidson (2013) also suggested that harmine augments dopamine efflux via a
novel shell-specific, presynaptic 5-HT.a receptor-dependent mechanism, independent of
MAO inhibitory activity.
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Figure. 1. Chemical structures of the main components of ayahuasca infusion (DMT, harmine and
harmaline), serotonine, 5-MeO-DMT and bufotenine.

The effects and pharmacokinetics of ayahuasca in healthy volunteers after a single
or two-repeated ritual doses (containing approximately 0.5 - 1 mg/kg body weight ofDMT)
are thoroughly described in the literature (Callway et al., 1999; Riba et al., 2003; Barbanoj
et al., 2008; Bouso et al., 2012; Dos Santos et al., 2012; Riba et al., 2012). The effects of
ayahuasca ingestion include phosphene imagery seen with the eyes closed, dream-like
reveries, alertness and stimulation, increased respiratory and cardiac rate, nausea, vomiting
and tremor. Other studies have investigated the therapeutic properties of ayahuasca,
primarily for drug addiction (Brierley and Davidson, 2012; Thomas et al., 2013).

Although the ritualistic use of ayahuasca is considered to be safe, indiscriminate
use in large doses may have serious mental and physical health consequences (Dos Santos,
2013). However, ayahuasca toxicological data remains scarce in the literature. This study
aimed at investigating the toxicity of an ayahuasca infusion provided by a UDV centre in
Wistar rats after acute exposure at high-dose levels. The parameters investigated were lethal

dose, impact on behaviour and neurotoxic potential.

28



2. Material and methods
2.1 Animals

The study was conducted with 33 healthy nulliparous female Wistar rats aged
between 9 and 12 weeks, with a mean weight of 276.4 g (sd = 9.0g). The animals were
acquired from Granja RG (Séo Paulo, Brazil) and allowed to acclimatize for a 15-day period
in the Faculty of Health Sciences of the University of Brasilia (UnB) animal house prior to
study initiation. Subjects were kept individually in a polypropylene cage under controlled
conditions: 12h/12h, light/dark; 22-25° C; 45-60% humidity, and received water and
commercial feed Purina® ad libitum. Animals were fasted for 12 hours prior to gavage with
free access to water, and food was re-introduced 4 hours after dosing. The experimental
protocol was approved by the Ethics Committee on Animal Use of the UnB Institute of
Biological Sciences (No. 107766/2010).

2.2 Ayahuasca infusion

The ayahuasca infusion was provided by the Unido do Vegetal (UDV) group based
in the Federal District, Brazil. Plants were collected and the infusion prepared on April
2011. The mariri vine (Banisteriopsis caapi) was collected in Aguas Lindas de Goias (15°
46' 17"S; 48° 14’ 56"W). Chacrona leaves and shrub (Psychotria viridis) were collected in
Sobradinho, Federal District (15°75’ 23"S; 47° 72’ 92"W).Specimens of mariri vine and
chacrona leaves were deposited in the University of Brasilia (UnB) Herbarium under the
reference numbers Azevedo EP 149880 BRAHMS and Trieto B 149879 BRAHMS,
respectively. The ayahuasca infusion was kept at -20°C until lyophilisation (Liotop L101) to
be used throughout the experiment. Dry matter corresponded to 16% (w/v) of the infusion.
The doses selected for this study were based on the usual dose consumed during a UDV
ritual, which corresponds to 150 mL for a 70 kg person (1X). The weighed lyophilized
material was subsequently re-suspended in 3 mL filtered water prior to treatment and

administered by oral gavage to the rats.

2.3 Chemical characterization of the ayahuasca infusion
Harmaline (99.2% purity) and harmine (98% purity) standards were obtained from
Sigma Aldrich. N,N-dimethyltryptamine (DMT) was synthesized according to the procedure
of Quet al (2011) and its identity and purity confirmed by GC-MS/MS(Trace GC Ultra
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coupled with a TSQ Quantum XLS Triple Quadrupole; Thermo Scientific), *H and **C-
NMR (Varian Mercury Plus spectrometer 7.05 T operating at 300 MHz for H and at 75.46
MHz for 13C) and LC-MS TOF (Agilent 1100 Series) for exact mass determination.

A 100 pL aliquot of the infusion was dissolved in 10 mL acetonitrile, 1 mL filtered
in Millex LCR PTFEO, 45 pm membrane and 1 pL injected in the GC-MS/MS for
quantification against standard curves of harmaline, harmine and DMT prepared in
acetonitrile. For DMT (MW of 187.3), the quantification and confirmation ions were m/z of
77 and 58 (B-cleavage), respectively. The results were confirmed by LC/MS/MS
(LC Shimadzu coupled to a triple quadrupole mass spectrometer 4000QTRAP, Applied
Biosystem/MDS Sciex). The analysis showed that the ayahuasca infusion contained 1.56
mg/mL harmine, 0.122 mg/mL harmaline and 0.141 mg/mL DMT. A ritual dose of this
infusion (150 mL) contained 234 mg harmine, 18.3 mg harmaline and 21.2 mg DMT.

2.4 Acute oral toxicity

The acute oral toxicity of the ayahuasca was determined based on the OECD Guide
protocol 423/2001 (Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method), which is a stepwise
procedure using 3 animals of a single sex per step/dose. Depending on the mortality and/or
moribund status of the animals, the experiment is repeated at a lower dose (at least 2
moribund or dead animals), or higher dose (a maximum of one moribund or dead animal).
Each dose was tested in duplicate to enable classification in a toxicological ranking. The test
started at an empirical dose of 30 times (=30X) the usual ayahuasca ritual dose.

Animals were weighed prior to administration and at three-day intervals following
administration. Daily observations were made for clinical effects, including posture, tremor,
piloerection, vocalization and convulsion. On day 14, all animals were euthanized by CO;
exposure and the liver, spleen, heart, brain, stomach and kidneys macroscopically analyzed
and weighed. Organ fragments were fixed in 4% formalin for 24 h and embedded in
paraffin; 5-6 pm sections were obtained using a microtome (Leica) and stained with
haematoxylin and eosin (H&E). Alterations from the normal structure were investigated
under a light microscope (Olympus BX41 with a SCANSCOPE). Although the OECD
423/2001 protocol does not require a control group, animals dosed with filtered water were

included in the experiment in order to obtain information for the behaviour tests.

30



2.5 Behaviour tests

The female rats dosed within the acute oral toxicity study were evaluated for motor
and sensory behavioural functions one hour after the ayahuasca administration using the
open field, elevated plus maze and forced swimming tests.

The open field equipment consisted of a circular wooden arena, with the 34 cm wall
and the floor painted white, with a 96 cm diameter, 18 squares and a central area. The floor
of the arena was divided into central, middle and external areas (Hall, 1934). One hour after
ayahuasca administration, the animals were placed in the central area and their behaviour
observed for 5 minutes. The parameters scored were: locomotion (number of quadrants
crossed), number of entries in the central square, number of rearing, grooming, defecation
(number of faecal boli), and urination. The test was repeated every 24 hours for 14 days

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

Following the elevated plus maze test, each rodent was submitted to the forced
swimming test in a transparent glass tank 50.5 cm tall by 39cm in diameter filled with water
(approximately 25°C) to a depth of 35cm. The test was conducted according to the protocol
described by Lucena et al. (2010), which is a modification of the original protocol for rats
(Porsolt, 1978). Following a 2-minute adaptation period, animal behaviour was observed for
3 minutes for the following parameters: immobility time, swimming time, climbing and

defecation.

2.6 Neurotoxicity assays

Two groups of 6 animals were used in this experiment: the control group was given
filtered water and the test group treated with 30X the ritual dose (3 mL by oral gavage).
After dosing, the animals were placed in an open field arena for a 2-hour period prior to
euthanasia via intra-peritoneal thiopental overdose (240 mg/kg). Using a peristaltic pump
(AVS Projects), a transcardial perfusion of 0.9% saline solution (at 8mL/min for 5 minutes),
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followed by a 4% formalin solution perfusion (10mL/min for 15 minutes) were performed.
The brain was removed, immersed in 4% formalin solution for 48 hours for fixation, and
stored in 30% sucrose solution. Each brain was sliced (coronal 50um thick) using a vibrating
microtome (KD 400) and the slices kept in anti-freezing solution at 4°C for a minimum of
48hrs. Slices from the following regions were selected for investigation: dorsal raphe nuclei
(dorsal: DRD and ventral parts: DRV), amygdaloid nucleus (basolateral posterior nucleus:
BLP) and hippocampal formation (dentate gyrus, DG, and the Cornu Ammonis areas CAL,
CA2, CA3). The regions were identified based on the Rat Brain Atlas (Paxinos and Watson,
2007).

For immunehistochemical analysis, three slices of each selected brain region from
each animal were pre-treated with 40 mL H20.: methanol (3%) solution (9:1), followed by
two washes with 0.3% Triton X-100 in PBS solution. Non-specific binding was blocked by
incubation of the brain slices at 4°C for 48 hours in a solution of 3% goat serum in PBS and
the primary polyclonal rabbit anti-c-fos antibody (from Sigma-Aldrich) diluted 1:1000 with
PBS solution. The slices were washed in PBS solution and incubated with goat anti-rabbit
IgG-biotinylated secondary antibody (from Sinapse Biotecnologia) in a 1:100 dilution in
PBS solution for 2 hours. Sections were treated with ABC reagent (Thermo Scientific) for
30 minutes. Immunoreactions were visualized by exposing the slices to a solution of 0.06%
3,3’-diaminobenzidine, containing 10uL of 30% H20. solution for 8-10 minutes. Finally, the
slices were washed in PBS solution, placed on gelatinized slides, dehydrated in graded
alcohol, cleaned in xylene and covered by entellan (Merck). The number of fos-positive
neurons was counted using the Leica Application Suite (LAS 4.1.0). The full areas were
counted in the dorsal raphe nuclei and hippocampal formations and selected areas were
counted for BLP.

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

from each animal were stained and analyzed.
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2.7 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism Software version 6.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, USA) or SPSS Statistics 17.0. Data are
expressed as mean * standard error (SEM). For each behavioural category, the data obtained
were subjected to one way ANOVA followed by the Tukey test. The immunohistochemical
data was analyzed by the Student's t test. Values of p<0.05 were considered statistically

significant.

3. Results

3.1 Acute toxicity

None of the three first animals treated with 30X the usual dose died or had any
morbidity signs throughout the 14-day study. When this test was repeated, one animal died
in the first 2 hours after oral gavage. Piloerection and tremors were observed during the first
24 hours in all dosed animals. In accordance with the OECD 423/2001 protocol, the
experiment was repeated at a higher dose, which was the highest possible dose that could be
given to the rat by gavage, 50X the usual dose. This limitation is due to the difficulty to
dissolve the lyophilized material in water using a maximum of 3 mL dose volume. The same
results were obtained in this dose group: one death among the 6 tested animals (5 hours and
40 minutes after gavage), piloerection and tremors within the first 24 hours. These results
indicate that the lethal oral dose of the ayahuasca infusion to female Wistar rats is higher
than 50X the usual dose, or higher than 15.1 mg/kg bw DMT, 13.1 mg/kg bw harmaline and
167 mg/kg bw harmine. Both animals that died showed flat body posture, reciprocal
forepawtreading, hindlimb abduction, and lateral head weaving, characteristic symptoms of
5-HT behavioral syndrome (Halberstadt and Geyer, 2011)

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

All treated animal stomachs were dilated at the time of necropsy 14 days after
treatment, with a significant increase in weight compared with the controls (Table 1).
Analysis done with relative organ weights gave the same results (data not shown). No other
macroscopic alterations were observed in the animal organs, and no histological alteration

was observed at any dose level in liver, spleen, kidney and heart (data not shown).

Table 1
Food consumption and organ weight (g) of the control group and ayahuasca treated groups during

(single dose). Data are the mean + standard error.

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

Food consumption, g
Day 0-3 62.5 + 1.5% 72.6+£12.4% 27.6 +10.5°"
Day 3-7 45.41 + 2.6 59.6 +£10.7 65.6 + 8.6
Day 7-10 65.2 + 3.5 58.9+4.3 66.4 + 11*
Day 10-14 37.4 +2.6% 495+1.3° 51.7 + 5.3%
Organ weight, g
Liver 11.3 £ 0.56 10.9+0.77 11.2+0.72
Spleen 0.94 +0.05 0.80+£0.03 0.78 £ 0.07
Left kidney 0.91+£0.08 1.0 +£0.05 1.1+0.06
Right Kidney 0.99+£0.04 1.1+0.05 1.1+0.07
Stomach 2.8 +0.20° 4.3 +0.40° 3.8+0.23°
Heart 0.94 +0.05 0.90 £ 0.05 1.0 £0.06
Brain 2.0£0.16 2.0£0.03 2.1+£0.14

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

during the study period. Significant differences for mean with different letters or symbols (P<0.05).

3.2 Behaviour tests
In the open field test, there was a significant decrease in locomotion and rearing
performed by animals from both treated groups compared with the controls (Fig. 2). Rats

from the treated groups entered the central square less than the control, but this decrease was
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only significant for the 30X group. Decreased locomotion was still observed 24 hrs after
ayahuasca exposure for the 30X group, but this effect was not seen over the following days
(data not shown). No statistical differences were found between treated groups and the

control for number of faecal boli, grooming and urination (data not shown).
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Figure 2. Results of the open field test. * significantly different from controls (p<0.05). N= 7 for

control group; n= 6 for treated groups.

Fig. 3 shows the results of the elevated plus maze test. Ayahuasca treated rats had
statistically less entries in the open and closed arms than the controls, and rats from the 50X
dose group spent more time in the open arms (which includes the centre of the platform) and
less time in the closed arms than the controls (Fig. 3A). Treated rats had a significant
decrease in the number of rearing and grooming than the controls. Those from the 50X
group also showed less urination than the controls (Fig. 3B). Fig. 4 shows that the
swimming time and number of climbing trials were significantly higher in the ayahuasca-

treated animals, with a corresponding lower immobility time than that of the control groups.
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Figure. 3. Results of the elevated plus-maze test (A and B). Time spent in closed and open arms are
given in seconds (s) divided by 10; n = number of events; *significantly different from controls

(p<0.05). N= 7 for control group; n=>5 for 30X group and n=6 for 50X group.
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Figure. 4. Results of the forced swimming test. Swimming and immobility time are given in seconds
(s); n= number of events; * significantly different from controls (p<0.05). N= 7 for control group; n=

5 for 30X group and n=6 for 50X group.

3.3 Neurotoxicity

Fig. 5A and 5B show the area selected for c-fos reactive neuron counting of the
dorsal raphe nuclei of 30X treated and control animals, with strongly marked neurons
considered positive (Fig. 5C). The same selection method was used to quantify c-fos reactive
neurons in the other brain areas. A significant increase (p<0.05) in marked neuron counting
of the dorsal raphe nuclei was observed in comparison with the control (Fig. 5D). This
increase was also identified in the basolateral posterior amygdaloid nucleus (p<0.001, Fig.

6A) and in all hippocampal formation regions investigated (Fig. 6B).

37



cfos reactive neurons

Figure. 5: C-fos reactive neurons from dorsal raphe nuclei (dorsal and ventral parts). A, B and C-
Coronal sections from midbrain region. In A and B the traced region points is the dorsal raphe
nuclei. A- raphe nuclei region from a rat that receives saline (at 10x) B-Dorsal raphe nuclei region
from a rat that treated with Ayahuasca (at 10x). C- Dorsal portion of dorsal raphe nucleus showing
the aspect of some c-fos reactive neurons (arrow heads). D- Statistical differences in number of c-fos

reactive neurons between the two treatments: saline and Ayahuasca. *** p< 0.001. N=6.

In the Fluoro-Jade B analysis, the control rats did not show any evidence of marked
neurons, whereas the treated rats showed marked neurons in all areas analysed. The DRN
region was strongly marked (+++), probably as a consequence of the strong activation of the
c-fos reactive neurons shown in Fig. 4D. Dentate gyrus and amygdaloid nucleus showed to
be mildly marked (++) and the CA1 region of hippocampal formation was weakly marked
(+). No marks were observed in the CA2 or CA3 neurons, probably because the experiment
was conducted only 2 hours after exposure and changes in this region would be expected to
be seen later. Control animals showed no marked neurons in any region investigated. Nissl
substance staining did not show any significant difference in viable neurons and
composition of hippocampal formation layers between control and treated animals.
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Figure. 6. Number of c-fos reactive neurons from basolateral posterior amygdaloid nucleus (A) and
hippocampal formation (B) *** p< 0.001 in relation to control. N=6.

4. Discussion

During the acute study, piloerection and tremors were observed during the first 24
hrs in all dosed animals, and those who died (one from each tested dose) also showed
symptoms of serotonergic syndrome. A significant increase in food consumption was
observed in both treated groups compared to controls. This probably led to the increased
stomach weight observed in treated animals during the last three days of the experiment. The
stomachs were also dilated, although no histological alterations were observed.

The acute oral toxicity test OECD 423/2001 is not intended to calculate a precise
LDso of a substance, but rather to classify the substance according to toxicity classes defined
by fixed LDso cut-off values. When lethality (2-3 rats) does not occur at 2000 mg/kg bw, the
substance is classified as of relatively low acute toxicity hazard (LDso>2000 mg/kg).
Ayahuasca is a mixture of active substances, so the tested doses were related to the usual

dose (in mg/kg bw) used by a 70 kg person in a UDV ritual. The highest dose tested (50X of
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the usual dose) was limited by the water solubility of the lyophilized material (in 3 mL
water). The results of the acute study showed that the lethal dose of the ayahuasca infusion
in female wistar rats was greater than 50X of the usual dose. Based on the chemical analysis
of the infusion, this dose corresponded to 15.1 mg/kg bw DMT, 13.1 mg/kg bw harmaline
and 167 mg/kg bw harmine. To the best of our knowledge, oral LDso values for these
substances have not been determined, but the subcutaneous LDso for harmaline and harmine
in rats and the intravenous LDsg of harmine in mice were reported as 120, 200 and 38 mg/kg
bw, respectively (Mahmoudian et al., 2002). Lima et al. (2006) estimated a LDso of
ayahuasca (provided by UDV) in male Swiss albino mice that corresponded to 19 mg/kg bw
DMT. Although this result corroborates ours, it should be considered with caution as only a
qualitative analysis was performed to confirm the presence of the alkaloids in the infusion.
No information regarding the amount administered to the animals was included in the study.

The ayahuasca alkaloid profile varies considerably, mainly due to the proportion of
the plants and the method used to prepare the infusion, as well as the plant cultivars
(McKeena et al., 1984; McKeena, 2004). The level of harmine present in the material used
in this study (1.56 mg/mL) was similar to that reported by Callaway et al. (1999; 1.7
mg/mL) in a human pharmacokinetic study, and by Oliveira et al. (2010; 1.37 mg/mL) in
toxicological studies. However, our infusion contained less DMT (0.141 mg/mL) than the
material used by the other authors (0.23-0.42 mg/mL).

Extrapolation of results from animal studies to humans is the basis of the risk
assessment process and has been used for establishing safe exposure levels of humans to
chemicals (IPCS, 2009). In general, a safety factor of 10 is applied to account for
interspecies variability, assuming humans to be more sensitive. If we apply a safety factor of
10 to the acute dose of ayahuasca found in the rat (>50X), the safety margin in humans
would be over 5 times the usual dose, corresponding to 1.5 mg/kg bw DMT (or, over 750
mL of the UDV infusion by a 70 kg bw person). It is highly probable that the actual safety
margin in humans is much higher. VVolunteers exposed to ayahuasca at doses corresponding
to 1 mg/kg bw DMT in clinical studies showed no sign of toxicity (Riba et al., 2012). Gable
(2007) estimated a safety margin of 20 times the usual dose based on the intravenous LDso
of 32 mg/kg bw for DMT in mice, an intravenous-to-oral conversion factor of 1:5, a safety
factor of 20, and 27 mg DMT per ayahuasca dose.

Serotonin syndrome was observed in rats in this study and may actually happen
during ayahuasca consumption by humans, especially if pro-serotonergic drugs are
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concomitantly ingested (Callaway and Grob, 1998). Sklerov et al (2005) reported a fatal
case involving the recreational use of an ayahuasca-like preparation followed by the
ingestion of 5-MeO-DMT (Fig. 1), an indoleamine present in Virola sp and other plants (Ott,
2001). Although amines were found in the gastric content (3.3 mg/L DMT, 122 mg/L
harmine, 6.4 mg/L harmaline, 202 mg/L 5-MeO-DMT), hallucinogenic amine intoxication
was ruled out as the cause of death, which could not be determined. The media have
reported fatalities involving the consumption of ayahuasca in Brazil and other South
American countries in the last decade. However, no direct implication with the infusion
could be made due to lack of forensic analysis, information regarding the actual dose taken
and previous health conditions of the individual (Dos Santos; 2013b).

The behavioural effects of the ayahuasca infusion after acute exposure were assessed
in this study using the open field, elevated plus-maze and forced swimming tests. The open
field test is a common measure of exploratory behaviour and general activity in rodents. It
was originally used to investigate the emotionality of rats (fear), indicated through increased
defecation and urination (Hall, 1934). In this study, no significant differences were found in
these parameters between control and treated animals. The open field model is based on
rodent aversion to open space and a tendency to walk close to the walls, a behaviour known
as thigmotaxis (Lamprea et al., 2008), allowing the assessment of the potential stimulant,
depressant or anxiolytic effects of a given compound (Prut and Belzung, 2003). Parenteral
administration of 5SHT1a agonists generally induces anxiolytic-like effects in rats subject to
the open field tests, although non-specific 5-HT agonists (such as DMT) were anxiogenic or
had no effect in most studies (Prut and Belzung, 2003). Indeed, no anxiolytic or axiogenic
effect were observed in ayahuasca-treated rats at doses corresponding to 9.1 and 15.1 mg/kg
bw DMT in this study. However, clearly decreased locomotion activity was seen at both
dose levels. In addition, treated animals explored the open field significantly less than
control animals, which is shown by the significant decrease in rearing.

The elevated plus-maze is based on spontaneous exploratory behaviour of rodents,
and their natural aversion for the open arms caused by fear and anxiety (Pellow et al., 1985;
Walf and Frye, 2007). Thus, an increase in the number of entries added to the lengthy time
spent in the apparatus open arms indicates a lower level of anxiety (Pellow et al. 1985, Hogg
1996). Animals treated with ayahuasca entered open arms significantly less than the
controls, but also entered less the closed arms, meaning that they move less through the
apparatus. This confirms the open field test results that showed a decreased mobility effect
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of the ayahuasca at the doses tested. Furthermore, as in the open field, the treated animals
showed significantly less rearing than the control group, reflecting less intention to explore.
Lima et al. (2006) observed similar effects in rodents treated with ayahuasca at a dose
corresponding to 2.5 mg/kg bw DMT, lower than the DMT doses used in this study.

Serotonergic hallucinogens produce significant effects on mobility and exploratory
behaviours in rodents. In mice, moderate doses of phenyl alkylamines (such as mescaline
and 2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine) were shown to increase locomotion activity that are
mediated by the 5-HT»a receptor, but indoleamines, such as psilocin and 5-MeO-DMT,
decrease locomotor activity that are mediated by the 5-HT; receptor (Halberstadt et al.,
2009; Halberstadt and Geyer, 2011). Rats exposed to 5-MeO-DMT (a longer acting
indoleamine than DMT) at 0.1 mg/kg bw combined with a MAO inhibitor showed decreased
locomotor activity in the behavioural pattern monitor (Halberstadt et al., 2008). However, at
a 1 mg/kg bw dose, decreasing locomotion was followed by an increasing activity phase.
The authors hypothesized that this biphasic behaviour is due to bufotenine (5-OH-DMT;
Fig. 1), formed by O-methylation of 5-MeO-DMT by cytochrome P-450 2D6, and ten-fold
more potent 5-HT.a agonist than its precursor. Bufotenine is likely to be formed by a
cytochrome P-450 (CYP) in rats exposed to ayahuasca (Parkinson, 2001) and has been
detected in human urine in clinical studies (Mcllhenny et al., 2011). A higher DMT dose
was used in our study (up to 15.1 mg/kg bw) and the behavior tests were only conducted
once within the first 24 hours. However, when the open field test was repeated one day later,
treated animals still showed significantly decreased locomotor activity compared with
controls. From day 2 onwards, no significant differences were observed in this parameter in
treated and control animals, indicating phasing out of the ayahuasca effects.

The forced swimming test (also known as behavioural despair or Porsolt test) is one
of the most used tools for screening antidepressants in rodent models (Porsolt et al., 1978).
Healthy rodents, even when unable to escape from the water-filled cylinders, will try to
swim out of the containers. Depressed rodents will stop trying and float in the cylinders,
suggesting a feeling of despair (Porsolt et al., 1977). The antidepressant effect of MAO
inhibitors in this model was first described by Loomer et al. (1957). In our study, animals
treated with ayahuasca continue to swim for a significantly longer time than the controls,
suggesting a will to escape from the stressful environment. This result is emphasised by a
significant increase in the number of climbing on the aquarium walls. These results strongly
suggest that the ayahuasca infusion has an antidepressant effect. Lima et al., (2006) found
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similar results in their ayahuasca study. Harmine, the most concentrated B-carboline found
in ayahuasca, was shown to have an antidepressant-like effect in rodents after chronic and
acute oral exposure using forced swimming tests (decreased immobility time, increased
swimming and climbing) (Fortunato et al., 2009, 2010). Santos et al. (2007) showed that
regular ayahuasca users scored lower on the scales for the related panic and hopelessness
states.

The raphe nuclei are a cluster of nuclei found in the brain stem whose main function
is to release serotonin to the rest of the brain. The dorsal raphe nucleus (DRN) plays an
important role in the facilitation of anxiety-related physiological or behavioural responses to
drugs or uncontrollable aversive stimuli, and has efferent projections to the amygdala,
hippocampus and locus coeruleus (Peyron et al., 1998; Lowry et al., 2008). In this study,
neuronal activation resulting from acute ayahuasca exposure was assessed by measuring the
expression of proto-oncogene c-fos in the DRN, amygdaloid complex and different areas of
the hippocampal formation 2h after oral administration of ayahuasca at the 30X dose. The
transient induction of c-fos can be detected within neurons by immunohistochemical
techniques, disappearing 4-16 hours later (Mugnaini, et al. 1989; Bullitt, 1990). Marked
neurons were significantly increased in all treated animal brain areas investigated in
comparison with the controls, confirming that ayahuasca influences neural systems involved
in interoception and emotional processing that are modulated by serotonergic pathways. This
confirms results from neuroimaging studies conducted with regular ayahuasca users that
show  activation of  brain  structures involved in  emotional  arousal
(amygdala/parahippocampalgyrus) (Riba et al., 2006).

The Nissl staining experiment did not indicate any major brain lesions in the 30X
treated animals that could lead to alterations in the morphology and number of cells of the
regions investigated in this study. However, fluoro-Jade B neuron staining of the brain areas
analyzed, demonstrated brain injury in the treated animals, especially in the DRN. Figueroa
(2012) showed neuron apoptosis in the 5X dose exposed rats through the TUNEL test
(Terminal deoxy nucleotidyl transferased UTP nick end labeling), which could support the
hypothesis that apoptosis occurs after neuron injury as detected in our study.

One of the limitations of this study was the inability to expose the rats to higher than
50X the usual dose due to the limited water solubility of the lyophilized material. As a
consequence, a more realistic safety margin to humans could not be determined. Although
neuron injury was observed, we did not investigate if this injury leads to apoptosis, which

43



could be done by the use of antibodies against caspases 3 and 9 (Lavrik et al., 2005).
Ritualistic use of ayahuasca at UDV generally occurs once every 2 weeks, and a single dose
exposure is the best model to study the toxicological potential of the infusion. However, it
will be essential to repeat the behavioral and neurotoxicity tests at doses lower than those
used in this study, closer to the usual human dose, and to determine the no adverse effect

level (NOAEL) of the ayahuasca infusion.

5. Conclusion

This study showed that the lethal acute dose of the ayahuasca infusion on Wistar
female rat was over 50 times the usual dose taken in a UDV ritual, corresponding to over
15.1 mg/kg bw DMT. Behavioural tests showed that the high doses of ayahuasca tested
decreased locomotor and exploratory activities and had antidepressant effects in the rats,
therefore indicating its influence in the neural systems involved with interoception and
emotional processing, which are modulated by serotonergic pathways. Indeed, c-fos
expression activation was found in brain areas involved with serotoninergic
neurotransmission, and showed to be a model that can aid in the identification of ayahuasca
neuroeffects. At the high level tested (30X), this activation led to neuronal injury, probably
through the apoptotic pathway.

Many studies have shown that the use of ayahuasca in a religious context used by
UDV and other religious groups in Brazil has a large safety margin. However, the results of
this study suggest that caution should be taken when this infusion is used at much higher
doses for recreational purposes, especially if the user is simultaneously exposed to other
psychoactive substances, including illegal or prescribed drugs.
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CAPITULO 11
TOXICIDADE REPRODUTIVA DO CHA DE AYAHUASCA EM RATAS WISTAR

1. Introducéo

A Resolucdo n® 5/2004 do Conselho Nacional de Politicas Sobre Drogas (CONAD)
reconheceu o direito ao uso do cha em contextos religiosos, inclusive por menores de idade e
gravidas, decisdo reiterada pela Resolucdo n° 1/2010. Segundo a resolucdo, o uso da
ayahuasca por menores de 18 (dezoito) anos deve permanecer como objeto de deliberacédo
dos pais ou responsaveis, e cabem as gravidas a responsabilidade do uso, atendendo,
permanentemente, a preservacdo do desenvolvimento e da estruturacdo da personalidade do
menor e do nascituro. Seguidoras das religides que utilizam a ayahuasca ingerem a bebida
durante a gravidez como protetor e facilitador do parto (McKenna et al., 2005, Costa et al.,
2005).

Num estudo recente conduzidos com ratos, Oliveira et al. (2010) concluiram que
existe um risco de toxicidade materna e de desenvolvimento fetal devido a exposicdo a
ayahuasca e que este efeito parece ser dose dependente. Santos (2010), recentemente
questionou as conclusdes dos autores, argumentando que as altas doses usadas do estudo nao
refletem uma exposicdo humana real, indicando a necessidade de estudos adicionais para
esclarecer estes riscos.

Diante do exposto, esse estudo foi realizado visando esclarecer e ampliar o
conhecimento cientifico a respeito do cha de ayahuasca. O objetivo principal foi avaliar a
toxicidade materna e a embriofetotoxicidade de ratas Wistar expostas diariamente ao cha de
ayahuasca do 6° ao 20° dia de gestagdo e avaliar a seguranga das usudrias gestantes e de seus

filhos no contexto religioso.

2. Protocolo experimental

Este estudo foi conduzido segundo o Guideline for the Testing of Chemicals/
Prenatal Developmental Toxicity Study - 414 (OECD, 2001). O acasalamento das ratas se
deu a partir da transferéncia de trés fémeas para a gaiola de cada macho durante as trés
ultimas horas do periodo escuro (6 as 9 da manhd). Imediatamente apds a separacdo dos

animais, a ocorréncia de cruzamento foi confirmada pela presenga de “plug” (massa
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esbranquicada de espermatozoOide na abertura vaginal), acrescido da observacdo em
microscopico de luz de espermatozoides e celulas corneificadas do ciclo estral na 1dmina do
esfregacgo vaginal. As primeiras 24 horas ap0s essa confirmacéo foi considerado dia O (zero)
de prenhez.

Apods a confirmacdo do cruzamento as ratas foram alojadas em gaiolas individuais e
encaminhadas aleatoriamente a cada um dos grupos experimentais do estudo, cada um com
25 animais. As doses de tratamento foram definidas a partir da dose utilizada pelos
integrantes da UDV (uma dose X corresponde a 150 mL de cha para um individuo de

aproximadamente 70 kg).

Grupo Dose
Grupo | Controle
Grupo Il 1X
Grupo Il 2X
Grupo IV 4X
Grupo V 8X

O chéa de ayahuasca foi administrado oralmente, por gavagem, uma vez ao dia, do 6°
dia (implantacdo) ao 20° dia de prenhes, sempre no periodo da manha. Para o grupo controle
foi administrado &gua filtrada nesses mesmos 15 dias de tratamento.

Durante todo o tratamento, as fémeas foram examinadas diariamente quanto ao
aparecimento de sinais de toxicidade materna, qualquer variacao foi devidamente registrada
e o animal rigorosamente acompanhado. O peso corporal e 0 consumo de racdo foram
registrados a cada trés dias, quando a dose foi ajustada ao peso corporeo.

No 21° dia de gestacdo, de manha, as fémeas foram eutanasiadas por exposi¢ao ao
CO: e, em seguida foi realizada a cesariana. O Utero foi exposto e pesado com todo o0 seu
contetdo. Os orgdos (figado, baco, rins, estbmago, coracdo e cerebro) foram analisados
macroscopicamente quanto ao aspecto, coloracdo e tamanho, pesados e fixados para
posteriores andalises histologicas. Os resultados das andlises histologicas ndo serdo
apresentados nesta dissertagéo.

O ntmero de fetos vivos, mortos e reabsorcfes foram registrados. O sexo dos fetos
foi determinado pela distancia ano-genital e contabilizados. Os ovarios foram removidos e

contados os corpos luteos. O numero de sitios de implantacdo foram determinados pelo
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método de Salewski (1964), que consiste na imersdo do Utero sem fetos em solucédo de
sulfeto de amdnio a 10% por 10 minutos e apos em solucdo de formada de partes iguais de
ferrocianeto de potassio a 20% e &cido cloridrico a 1%, também por 10 minutos. Os sitios
de implantacdo aparecem como pontos escuros na parede uterina.

Todos os fetos vivos foram medidos, pesados assim como suas placentas e
examinados quanto a presenca de anomalias externamente visiveis. Apds eutanasia por
exposicdo ao COz, 1/3 de cada ninhada, escolhidos aleatoriamente, foi fixada em solugéo
de Bodian (5% é&cido aceético glacial, 2% formaldeido 37%, 72% de etanol e 21% de agua
destilada) e destinado a andlise de anomalias viscerais pela técnica de microdissecagédo
adaptada de Sterz (1997). Os 2/3 restantes de fetos de cada ninhada foram fixados em
solucdo de acetona e posteriormente corados com solucdo de hidréxido de potéssio e

Alizarina Red S para futuras analises de malformac6es esqueléticas (Dawson, 1926).

Anomalias e/ou malformacdes viscerais

As anomalias viscerais foram avaliadas segundo Miranda et al. (2006), uma técnica de
microdissecacdo adaptada de Sterz (1997). Este trabalho foi conduzido nas dependéncias do
laboratdrio de Toxicologia Ambiental da Fundacdo Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, sob a
supervisdo do Dr. Francisco Paumgartten e da Dr?. Rosangela Carvalho.

O procedimento de analise visceral segue o0 seguinte padrdo: cada feto é retirado do
fixador Bodian, cuidadosamente seco e pesado. Em seguida o feto é colocado em decubito
dorsal preso pelas patas com o auxilio de agulhas em uma placa de borracha. Com um bisturi, o
abdémen é aberto por uma incisdo transversal acompanhando o arco das costelas e
longitudinalmente dos lados direito e esquerdo até o anus formando um triangulo. Com uma
pinca é retirada a parede abdominal e os testiculos ou ovarios sdo localizados e retirados para
confirmacdo do sexo. Todos os 6rgdos abdominais sdo retirados e avaliados em relagdo ao
tamanho, formato e posicionamento. Figado, pulm&o, rins, coracdo, timo, e baco séo pesados, e
o0s Iébulos do figado e pulméo séo contados. Avalia-se o calibre e tamanho dos ureteres e depois
os rins sdo cortados longitudinalmente para o exame interior. O diafragma é analisado para
verificacdo de perfuragdes. O exame do coragdo € cauteloso, o pericardio e as auriculas sdo
retirados para melhor visualizagéo, e o coragdo sofre um corte longitudinal para visualizagéo de
todas as suas cavidades internas. E feito um corte transversal na boca para visualizagio do
palato. A cabeca € separada e seccionada para exame do cérebro. Todos esses procedimentos
foram realizados sob estereomicroscopio (Sv11 Stemi Zeiss).
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Anélise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada pela anélise da varidncia de uma via
(ANOVA) ou, alternativamente, pelo teste Kruskal-Wallis quando os dados nao se ajustavam a
curva normal. A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste Tukey, quando ndo-pareados e
no caso dos dados ndo-paramétricos, pelo teste U Mann-Whitney. Em todos os casos foi
considerada diferenca estatisticamente significante quando p<0,05. Os calculos estatisticos

foram realizados utilizando o programa SPSS statistics 19.
3. Resultados
Toxicidade Materna

Todas as fémeas foram examinadas diariamente e sinais clinicos como
morbidade/mortalidade, piloerecdo, cromodacriorréia, alteracdes de locomocdo, diarreia e
hemorragia vaginal foram anotados. Peso corporal e consumo de racdo (verificados a cada trés
dias), peso e analise macroscopica dos 6rgéos (figado, rins, cérebro, estbmago, coracao e bago),
foram registrados ap6s necropsia, como preconizado no Protocolo OECD 414/2001.

A Tabela 1 mostra os sinais clinicos e altera¢cbes macroscopicas relevantes observadas
nas fémeas durante o periodo do estudo. Pelo menos um animal tratado, em todas as doses,
apresentou eventos de piloerecdo, tremores e letargia. Alguns animais dos dois grupos de maior
dose apresentaram vocalizacdo. Durante o experimento, foram a 6bito onze animais do grupo
4X (ap6s 4 a 13 dias de tratamento) e treze animais do grupo 8X (ap6s 2 a 12 dias de

tratamento). Grande parte dos animais que foram a ébito apresentaram convulsao.

Pelo menos um animal em todos os grupos apresentou dilatagdo do estbmago, e de 3 a
10 animais por grupo apresentou intestino dilatado. Estas observagfes ndo tiveram relagdo com
a dose. Foi encontrado pontos de gordura no figado em um animal de cada grupo tratado a partir
da dose 2X. Néo se observou qualquer alteracdo patologica visivel nos demais 6rgdos (coracao,
cérebro, baco, rins e pulméo), tanto de animais do grupo controle quanto nos animais dos
grupos tratados. Nao foi possivel realizar a necropsia nos animais que morreram durante a

madrugada (4 do grupo 4X e 5 do grupo 8X).
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Tabela 1. Sinais clinicos de toxicidade e alteragdes macroscépicas de orgdos de ratas Wistar
controles e tratadas com ayahuasca durante o periodo gestacional (6° ao 20° dia).

Ayahuasca (mg/kg pc)

Tratamento Controle 1X 2X 4X 8X
n=25 n=25 n=25 n=25 n=25
Sinais clinicos de toxicidade*
Piloere¢do 3(1) 29 (11) 19 (15) 85 (23) 93 (23)
Tremores 0 7(4) 2(2) 49 (17) 69 (20)
Vocalizacdo 0 0 0 8 (5) 33
Letargia 0 4 (2) 6 (5) 35 (17) 45 (15)
Cromodacriorreéia 0 0 0 0 5(5)
Morte 0 0 0 11 13
Alteracdes macroscopicas dos 0rgaos** n=21 n=20
Estébmago dilatado 1 10 4 1 6
Intestino dilatado 6 9 8 3 10

* nimero de eventos (nimero de fémeas); ** nimero de fémeas.

A Tabela 2 mostra os resultados de ganho de peso corporal, consumo de racdo e peso
do Utero de ratas Wistar controles e tratadas com ayahuasca durante o periodo do estudo. Em
média, as ratas tratadas consumiram menos racdo que aquelas do grupo controle, porém esta
diferenca ndo levou a uma alteracdo significativa do peso corporal no final do experimento
(dia 21). Ao longo do experimento houve varia¢do no ganho de peso em alguns momentos
em alguns grupos tratados com relacéo ao grupo controle, porém sem relacdo com a dose.

O peso do utero gravidico de ratas no grupo de maior dose (8X) foi
significativamente menor que o controle e os grupos 1X e 4X, levando a um ganho de peso
materno corrigido, D Peso = [(peso final — peso inicial) — peso do Gtero], maior neste grupo
em relacdo ao controle. A reducdo deste parametro € um indicador de toxicidade materna,
visto que reflete a alteracdo de ganho de peso da mée independente de alteracGes de peso das

ninhadas.
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Tabela 2 — Resultados das alteragdes de peso corporal, peso do utero e consumo de racdo de
ratas Wistar controles e tratadas com ayahuasca nas diferentes doses, do 6 ° ao 21° dia de

gestacéo.
Ayahuasca (mg/kg p.c.)

Tratamento Controle 1X 2X 4X 8X

(n=25) (n=25) (n=25) (n=14) (n=12)
Consumo de racéo (g)
Dia 6 até Dia 9 61,4+13,62 43+7,2° 57,7+10,9°  38,6x11,1°  40,6+10,6"¢
Dia 9 até Dia 12 62,8+12,3°  458+12,7°  64,4+10,1°  41+18,3° 40,9+11,7°
Dial12 até Dia15  62+11,6°  46,6+14,1°  66+13,5%  48,2+14,7°  48,7+122°
Dia15até Dia18  61,3+9,9°  54,3+10,9°¢ 61,7+10,6%° 554+14,6%¢  46x+10°°
Dia18 até Dia21  62,8+12,3® 56,7+13,4*" 594+122%¢ 5444123  48,2+15,3"
Peso materno ()
Dia 0 258,9+135 254,6+14,3 258,4+127 252,1+120  262,2+12,8
Dia 21 34444218 332,8433,5 324,4+27,1 320,3+26,8 331,3+24,5
Ganho de peso materno (g)
Dia 6 — Dia 0 11,6#6,3%  13,69,12°>  16,5#7,3°  12546,6*°  18,8+8,9°
Dia 9- Dia 6 6,9+7,42 5,629,220 1,9+10,7° 5,2+9P 5,847,430
Dia 12- Dia 9 10,545,2 7,178 8,2+12,2 8,35,5 7,8+4,8
Dia 15- Dia 12 12,948,28  12,3+115*  8,3+10,5%° 5,945,7" 7,547,2°
Dia 18- Dia 15 18,2+10,1  12,4+14,8 14,2498 16,6+12,4 12+8,3
Dia 21- Dia 18 25,4+12,82°  273+13,1°  16,9+16,4*  19,6+9,3%  17,1+16,6°
Dia 21- Dia 0 85,5423  78,2428,22°  66+24,6°  68,2+22,5 69+25%P
Peso do Gtero (g)  63,3+16,3° 51,1+20,13¢ 457+19,7°¢ 54,6+16,4*°  31,8+21,6°
D Peso 22,2+23,13¢ 27+18%  20,2#15,6*°  13,6+10,9°  37,2+14,9°

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Em todos os casos, a diferenca foi
considerada estatisticamente significativa quando p<0,05, sendo representado por letras diferentes.
Os resultados como: peso materno, peso do Utero gravidico e D Peso foram analisados pelo teste
ANOVA seguido de Tukey. Os resultados de ganho de peso materno e consumo de ra¢do foram
analisados por Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney. D Peso = [(peso final — peso inicial) —
peso do Utero].

As Figuras 1, 2 e 3 representam os resultados do peso relativo (peso do 6rgédo em

relacdo ao peso corporeo) dos o6rgdos maternos. N&o foram verificadas diferencas

significativas no peso relativo do figado, baco, rins e cérebro (Figura 1), porém foi
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verificado um aumento significativo no peso do estbmago nas doses 1X, 2X e 8X em relacao
ao grupo controle (Figura 2) e o coragédo apresentou um aumento significativo na dose de 2X
em relagdo ao grupo controle (Figura 3).
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Figura 1. Resultados das alteracBes de peso relativo dos 6rgéos figado, rins, baco e cérebro
de ratas Wistar controles e tratadas com ayahuasca nas diferentes doses de tratamento, do 6 °
ao 21° dia de gestacdo. Em todos os casos, ndo foi encontrada diferenca estatistica entre
controles e tratados. Peso relativo: peso do 6rgdo em relagdo ao peso corporeo.
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Figura 2. Resultados das alteragdes de peso relativo do estbmago de ratas Wistar controles e
tratadas com ayahuasca nas diferentes doses de tratamento, do 6 ° ao 21° dia de gestagdo.
Em todos os casos, a diferenca em relacdo ao grupo controle, foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05, sendo representado por *. Peso relativo: peso
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do 6rgdo em relagcdo ao peso corpéreo. Os resultados foram analisados pelo teste Kruskal-
Wallis seguido de U Mann-Whitney.
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Figura 3. Resultados das alteracdes de peso relativo do coracdo de ratas Wistar controles e
tratadas com ayahuasca nas diferentes doses de tratamento, do 6 ° ao 21° dia de gestagdo.
Em todos os casos, a diferenca em relacdo ao grupo controle, foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05, sendo representado por *. Peso relativo: peso
do 6rgdo em relacdo ao peso corpdreo.Os resultados foram analisados pelo teste Kruskal-
Wallis seguido de U Mann-Whitney.

A Tabela 3 mostra indices reprodutivos dos animais controle e tratados. Ndo houve
diferenca significativa no numero de corpos lGteos e sitios de implantacdo nas ratas controles e
tratadas. Porém, ratas tratadas tiveram um maior nimero de reabsor¢des totais e precoce que
ratas controle. A ingestdo do cha parece ter alterado a distribui¢do dos fetos nos lados esquerdo
e direito do utero, porém a relagdo com a dose ndo ficou clara, provavelmente devido ao menor
numero de animais nas doses superiores. O menor peso do Utero gravidico no grupo de maior
dose se deve a embriofetotoxicidade nesta dose, visto que, pode estar refletindo o aumento no

namero de reabsorgdes e também o menor peso dos fetos sobreviventes.
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Tabela 3 — Resultados dos parametros maternos avaliados por ocasido da cesarea, realizada no

21°dia gestacional, de ratas Wistar controles e tratadas com ayahuasca nas diferentes doses.

Tratamento Ayahuasca (mg/kg p.c.)
N por Ninhada Controle 1X 2X 4X 8X
(n=25) (n=25) (n=25) (n=14) (n=12)
Corpos Luteos 11,7¢1,8 12,0£14  12,5+2,3 10,6+2 13,2+3,8
Sitios de Implantacdo 9,8+2 8,8+2,9 8,8+2,9 9,3+2,3 8,6+3,2
Reabsor¢oes
Total 0,6+0,8°  1,4+1,4°> 21+1,8>  1,4£13"  39+45°
Precoce 0,2+0,4*  09+0,8°  16+1,8>  11+1,1°  1,7+25"
Intermediaria 0,4+0,7 0,5+0,9 0,5+1 0,4+0,7 1,1+2,9
Tardia 0+0 0,1+0,3 0+0 0+0 1,137
NUmeros de fetos: lados
uterinos
Direito 4,441,220 4,0+1,98¢ 33x14°¢  45+15%  2,7+1,7°C
Esquerdo 48+21%  34+19° 34+22°¢ 3442 1abC 1,9+2¢

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Em todos os casos, a diferenca foi

considerada estatisticamente significativa quando p<0,05, sendo representado por letras
diferentes. Os resultados foram analisados pelo Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.

Em resumo, os resultados das alteracdes de sinais clinicos, alteracdes macroscopicas

nos Orgaos, menor consumo de racdo, menor peso do Utero gravidico e maior nimero de

reabsorcBes indicam que, o tratamento com o cha de ayahuasca provoca toxicidade no

organismo materno e nas maiores doses (4X e 8X) isso fica claro com as mortes animais.

Embriofetotoxicidade

A Tabela 4 mostra os parametros fetais dos animais dos grupos controle e tratados.
Em média, ratas tratadas com ayahuasca tiveram um menor nimero de fetos e um menor
namero de fetos vivos que ratas do grupo controle, com excecdo das ratas do grupo 4X, cujo
resultado ndo foi estatisticamente diferente do controle. Nao houve diferenca significativa
entre o peso da placenta das ratas do grupo controle e dos grupos tratados, nem da medida
corporea dos fetos entre os grupos. Porem, fetos do grupo de maior dose (8X) apresentaram

menor peso corpdreo que aqueles dos grupos controle, 1X e 2X, sugerindo um retardo no
crescimento fetal.
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Tabela 4. Parametros fetais avaliados por ocasido da cesarea (21°dia gestacional) de ratas
Wistar controles e tratadas com ayahuasca.

Ayahuasca (mg/kg p.c.)

Tratamento Controle 1X 2X 4X 8X
(n=25) (n=25) (n=25) (n=14) (n=12)
Numero Total de Fetos 9,242,3*  74431° 65+31°¢  78+26%°  47433°
Numero de Fetos Vivos 9,2+2.3% 58+38% 65+3,10¢  7,642,7%¢  4,7+3,3°
NUmero de Fetos Mortos 040,280 1,6+3,72 0+0° 0,140,430 0+02P
Nudmero de Fémeas 48+14%  39+15° 2,7+1,8° 4,9+1,8 27+1,9°¢
Namero de Machos 4,4+1,9? 3,5+2a¢ 3 8+2 3 3+1,7%¢  1,9+1,7°
Machos/Fémeas 111/119 88/97 94/68 42/68 23/33
Peso Placenta (g) 0,6£0°  0,6+0,2*¢ 0,6+0,1°¢  0,6+0,1*° 0,5+0,32P
Peso Corporeo Fetal (g) 4,8+0,7° 4,3+12 45407  45+0,7%°  3,1+1,9°
Medida Corpdrea Fetal 39+3,12P  393+439% 39,5+2,6%  39+2,8* 29 9+15°

(mm)
Os dados sdo apresentados como media + desvio padrdo. A diferenca foi considerada
estatisticamente significativa quando p<0,05, sendo representado por letras diferentes. Os
resultados foram analisados pelo Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.

A Figura 4 mostra 0 peso médio relativo dos 6rgdos fetais rim e timo, por ninhada,
onde nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos controle e tratados.
Porém, encontrou-se diminui¢do significativa do peso do baco na maior dose quando

comparado com o grupo controle (Figura 5).
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Figura 4. Resultados das alteracbes do peso relativo dos rins e timo dos fetos expostos in
utero ao cha de ayahuasca nas diferentes doses de tratamento do 6° ao 20° dia gestacional.
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Em todos os casos, ndo foi encontrada diferenca estatistica entre controles e tratados. Peso
relativo: peso do 6rgdo em relacdo ao peso corporeo.
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Figura 5. Resultados das alteracfes de peso relativo do baco dos fetos expostos in utero ao
cha de ayahuasca nas diferentes doses (1X, 2X, 4X e 8X) do 6° ao 20° dia gestacional. A
diferenca em relacdo ao grupo controle foi considerada estatisticamente significativa quando
p<0,05, sendo representado por *. Peso relativo: peso do 6rgao em relagdo ao peso corporeo.
Os resultados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.

O figado (Figura 6) e o coragdo (Figura 7) apresentaram aumento em todas as doses
de tratamento quando comparadas ao controle. O pulmdo apresentou uma reducao
significativa de peso nas menores doses (1X e 2X) e um aumento nas maiores doses (4X e
8X) (Figura 8).

Estes resultados demonstram uma tendéncia ao retardo de crescimento intra-uterino
dos fetos tratados in utero. Essas reducGes de peso podem estar relacionadas a
vulnerabilidade de determinados Orgdos ao tratamento. Porém também ha relatos de

aumento de peso de 6rgdos o que pode indicar um sinal toxico no 6rgéo.
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Figura 6. Resultados das alteracdes de peso relativo do figado dos fetos expostos in utero ao
cha de ayahuasca nas diferentes doses do 6° ao 20° dia gestacional. A diferenca em relacao
ao grupo controle foi considerada estatisticamente significativa quando p<0,05, sendo
representado por *. Peso relativo: peso do érgdo em relacdo ao peso corpéreo. Os resultados
foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.
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Figura 7. Resultados das alteragdes de peso relativo do coracdo dos fetos expostos in utero
ao cha de ayahuasca nas diferentes doses do 6° ao 20° dia gestacional. A diferenca em
relacdo ao grupo controle foi considerada estatisticamente significativa quando p<0,05,
sendo representado por *. Peso relativo: peso do 6rgdo em relagdo ao peso corpéreo. Os
resultados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.
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Figura 8. Resultados das alteracdes de peso relativo do pulméo dos fetos expostos in utero
ao cha de ayahuasca nas diferentes doses (1X, 2X, 4X e 8X) do 6° ao 20° dia gestacional. A
diferenca em relacdo ao grupo controle foi considerada estatisticamente significativa quando
p=<0,05, sendo representado por *. Peso relativo: peso do 6rgédo em relagdo ao peso corporeo.
Os resultados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido de U Mann-Whitney.

Por ocasido da cesariana, logo apds a abertura do Utero, cada feto foi separado da
placenta e analisado minuciosamente para verificacdo da ocorréncia de anomalias externas
visiveis. Esta analise ndo demonstrou o aparecimento de qualquer anomalia tanto no grupo
controle quando nos tratados nas diferentes doses. O exame de anomalias viscerais, ap0s
microdissecagdo e exame detalhado dos o6rgdos, mostrou vérias anomalias, com o0s
resultados resumidos na Tabela 5. Para cada anomalia observada, os resultados s&o
apresentados em numero total de anomalias em relagdo ao nimero de fetos analisados e aos
fetos com anomalia (mais de uma anomalia por feto) e em relacdo a ninhadas. As Figuras 9 a
17 ilustram as anomalias observadas nos fetos.

Houve um maior nimero de anomalias nos fetos tratados relacionados a fissura
(Figura 9) e forma dos l6bulos do figado (Figura 10), posicionamento de testiculo (Figura
12), posicionamento de ovarios (Figura 13) e forma do Gtero (Figura 14). Em relagdo ao
posicionamento dos rins houve diferenca significativa entre controles e as duas maiores
doses do tratamento (4X e 8X) (Figura 15) e foi observado ureter com forma irregular nas
doses a partir de 2X em relagdo ao controle (Figura 16). Também foi observado diferenga
estatisticamente significante em relacdo ao terceiro corte cerebral entre grupos controles e

tratados nas doses de 1X e 8X onde o terceiro ventriculo e os ventriculos laterais
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apresentaram-se mais dilatados (Figura 17). Notou-se uma tendéncia a formacéo de l6bulos

extra no figado, mas ndo foram significativas (Figura 11).

Tabela 5. Ocorréncia de anomalias viscerais em fetos expostos in utero ao cha de ayahuasca

do 6° ao 20° dia gestacional.

Anomalias Controle 1X 2X 4X 8X
Fissuras em lobulos do figado
Total anomalias/ fetos  33/94 57/83 46/70 47/54 18/22
analisados (35%) (68%) (65%) (87%) (81%)
Total anomalias / fetos 33/25 57/48 46/41 47141 18/16
com anomalia (132%)  (118%) (112%) (114%) (112%)
Ninhadas com anomalia/ 11/25 16/25 15/25 13/14 7/9
total de ninhadas (44%) (64%) (60%) (92%) (77%)
Forma irregular em I6bulos do figado
Total anomalias/ fetos  12/94 72/83 66/70 66/54 32/22
analisados (12%) (86%) (94%) (122%) (145%)
Total anomalias / fetos 12/11 72/51 66/46 66/44 32/18
com anomalia (109%)  (141%) (143%) (150%) (177%)
Ninhadas com anomalia/ 8/25 15/25 17/25 14/14 8/9
total de ninhadas (32%) (60%) (68%) (100%) (88%)
Lobulo extra no figado
Total anomalias/ fetos 5/94 9/83 5/70 4/54 2122
analisados (5%) (10%) (7%) (7%) (9%)
Total anomalias / fetos 5/5 9/8 5/5 4/4 2/2
com anomalia (100%)  (112%) (100%) (100%) (100%)
Ninhadas com anomalia/ 5/25 4/25 4/25 3/14 1/9
total de ninhadas (20%) (16%) (16%) (21%) (11%)
Testiculo em posicdo irregular
Total anomalias/ fetos 1/94 9/83 7170 4/54 3/22
analisados (1%) (10%) (10%) (7%) (13%)
Total anomalias / fetos 1/1 9/9 717 4/4 3/3
com anomalia (100%)  (100%) (100%) (100%) (100%)
Ninhadas com anomalia/ 1/25 7125 7125 3/14 3/9
total de ninhadas (4%) (28%) (28%) (21%) (33%)
Ovario em posicao irregular
Total anomalias/ fetos 0 11/83 2/70 2/54 1/22
analisados (13%) (2%) (3%) (4%)
Total anomalias / fetos 0 11/9 2/2 212 1/1
com anomalia (22%) (100%) (100%) (100%)
Ninhadas com anomalia/ 0 8/25 2/25 1/14 (7%) 1/9
total de ninhadas (32%) (8%) (11%)
Ovario com forma irregular
Total anomalias/ fetos 1/94 0 1/70 2/54 0
analisados (1%) (1%) (3%)
Total anomalias / fetos 1/1 0 1/1 2/2 0
com anomalia (100%) (100%) (100%)
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Anomalias Controle 1X 2X 4X 8X
Ninhadas com anomalia/ 1/25 0 1/25 1/14 0
total de ninhadas (4%) (4%) (7%)

Utero sem ovarios
Total anomalias/ fetos 0 2/83 1/70 0 0
analisados (2%) (1%)

Total anomalias / fetos 0 2/2 1/1 0 0
com anomalia (100%) (100%)

Ninhadas com anomalia/ 0 1/25 1/25 0 0
total de ninhadas (4%) (4%)

Utero com forma irregular
Total anomalias/ fetos 0 2/83 1/70 2/54 1/22
analisados (2%) (1%) (3%) (4%)
Total anomalias / fetos 0 2/2 1/1 2/2 1/1
com anomalia (100%) (100%) (100%) (100%)
Ninhadas com anomalia/ 0 2/25 1/25 2/14 1/9
total de ninhadas (8%) (4%) (14%) (11%)

Utero em posicao irregular
Total anomalias/ fetos 0 0 0 1/54 0
analisados (1%)

Total anomalias / fetos 0 0 0 1/1 0
com anomalia (100%)

Ninhadas com anomalia/ 0 0 0 1/14 0
total de ninhadas (7%)

Rim em posicao irregular
Total anomalias/ fetos 0 1/83 0 5/54 1/22
analisados (1%) (9%) (4%)
Total anomalias / fetos 0 1/1 0 5/5 1/1
com anomalia (100%) (100%) (100%)
Ninhadas com anomalia/ 0 1/25 0 4/14 1/9
total de ninhadas (4%) (28%) (11%)

Ureter com forma irregular
Total anomalias/ fetos 0 0 4/70 14/54 6/22
analisados (5%) (25%) (27%)
Total anomalias / fetos 0 0 4/3 14/14 6/6
com anomalia (133%) (100%) (100%)
Ninhadas com anomalia/ 0 0 3/25 8/14 3/9
total de ninhadas (12%) (57%) (33%)
3° corte cerebral (ventriculos laterais e 3° ventriculo dilatados)

Total anomalias/ fetos 0 6/83 1/70 1/54 1/22
analisados (7%) (1%) (1%) (4%)
Total anomalias / fetos 0 6/6 1/1 1/1 1/1
com anomalia (100%) (100%) (100%) (100%)
Ninhadas com anomalia/ 0 3/25 1/25 1/14 1/9
total de ninhadas (12%) (4%) (7%) (11%)
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Figura 9. Lobulos com fissuras de figado dos fetos expostos a cha de ayahuasca in utero do
6° ao 20° dia de gestacdo. Aumento de esteriomicroscopio 6X A) Tratado com 2X. B)
Tratado com 4X. C) Controle ilustrando morfologia normal.
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&7
Figura 10. Lobulos do figado A) Controle ilustrando morfologia normal. Demais tratados:
I6bulos de figado com forma irregular de fetos expostos in utero a cha de ayahuasca do 6°
ao 20° dia de gestacdo. B) e C) Tratado com 1X. Aumento de esteriomicroscopio 8X. D) e
E) Tratado com 2X. Aumento de esteriomicroscépio 6X e 8X, respectivamente. F) e G)
Tratado com 4X. Aumento de esteriomicroscopio 10X. H) e I) Tratado com 8X. Aumento
de esteriomicroscopio 12X e 16X, respectivamente.
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Figura 11. Lobulo extra no figado de fetos expostos in utero ao cha de ayahuasca do 6° ao
20° dia de gestagdo. A) Tratado com 1X. B) Tratado com 8X. Aumento de

esteriomicroscopio 10X e 12X, respectivamente.

Figura 12. Testiculo em posicdo irregular de fetos expostos in utero ao cha de ayahuasca do
6° ao 20° dia de gestacdo. Aumento de esteriomicroscopio 10X. A) Tratado com 4X. B)

Tratado com 8X. C) Controle ilustrando morfologia normal.
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Figura 13. Ovario em posicao irregular de fetos expostos in utero ao cha de ayahuasca do
6° ao 20° dia de gestacdo. A) Tratado com 8X. Aumento de esteriomicroscépio 8X e 10X,
respectivamente.

Figura 14. Utero em forma irregular de fetos expostos in utero ao chéa de ayahuasca do 6°
ao 20° dia de gestacdo. A) Tratado com 8X. Aumento de esteriomicroscopio 8X e 12X,
respectivamente.
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Figura 15. Rim em posicéo irregular de fetos expostos in utero ao cha de ayahuasca do 6°
ao 20° dia de gestagdo. A) Tratado com 4X A) Tratado com 8X. Aumento de
esteriomicroscopio 6X e 8X, respectivamente.

!; f.\‘
Figura 16. Ureter em forma irregular de fetos expostos in utero ao cha de ayahuasca do 6°

ao 20° dia de gestacdo. A) Tratado com 4X B) Tratado com 8X. Aumento de
esteriomicroscopio 10X e 8X, respectivamente.
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Figura 17. Terceiro corte cerebral: terceiro ventriculo e ventriculos laterais dilatados de
fetos expostos in utero ao cha de ayahuasca do 6° ao 20° dia de gestacdo. A) Feto controle,
ilustracdo da morfologia normal, aumento de esteriomicroscopio 6X. B) Tratado com 4X; C)
Tratado com 8X. Aumento de esteriomicroscopio 8X

Um Unico feto apresentou anoftalmia na dose de 1X de tratamento e foi considerado

apenas uma malformacdo casual individual ndo estando relacionado com o tratamento
(Figura 18).

Figura 18. A) Anofalmia em feto exposto in utero a 1X de cha ayahuasca d ° ao 20° dia
de gestacdo; B) Controle ilustrando morfologia normal. Aumento de esteriomicrocépio de
8X.
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4. Discussao

E bem conhecido que doencas e alteragcbes de ordem funcional ou metabdlica ao
organismo materno, se suficientemente severas, podem afetar adversamente o
desenvolvimento embriofetal. Alguns toxicologistas acreditam que, em doses
suficientemente altas para produzir acentuada toxicidade materna, praticamente todas as
substancias séo capazes de afetar adversamente o desenvolvimento embriofetal (Miranda et
al., 2006).

Nesse estudo, o cha de ayahuasca (Banisteriopsis caapi e Psychotria viridis) foi
administrado em ratas prenhes durante o periodo de implantacdo embrionéaria até o final da
gestacdo (6° ao 20° dia), segundo o protocolo OECD-414. A implantagcdo é um processo
pelo qual o embrido adquire uma posicao estavel no endométrio, de modo a tornar possivel a
manutencdo de um sistema de trocas metabolicas entre 0 organismo materno e embrionario.
Em ratos, esse processo se inicia por volta do 6° dia de gestacdo, (Abrahamsohn, 1993).

Segundo Chahoud (1999) a toxicidade do desenvolvimento pode ocorrer por efeitos
diretos (feto ou embrido) ou por efeitos indiretos (toxicidade materna ou placentéria).
Exposicdo materna na maioria das vezes resultam em efeitos diretos e indiretos,
principalmente relacionados a diminui¢cdo no ganho de peso e do consumo de racdo, sinais
clinicos, toxicidade para 6rgaos e mortalidade (Chahoud, 1999). Os resultados do presente
estudo revelam que a administracdo pré-natal do chd de ayahuasca causou toxicidade
materna nas maiores doses de tratamento que culminaram com as mortes de alguns animais.

Em estudo de embriofetotoxicidade Segmento II, tal como realizamos, o efeito
embriofetotoxico pode se manifestar de trés formas: embrioletalidade, retardo de
crescimento intra-uterino e inducdo a malformagdes. Nosso estudo obteve como resultado
essas trés manifestacbes na maior dose de tratamento (8X), caracterizadas por reducdo no
namero de fetos vivos, reducdo de peso corporal fetal e peso de oOrgdos fetais e
malformacdes viscerais, logo, fica evidente que o tratamento com o cha de ayahuasca nas
condigdes do estudo induz a toxicidade fetal.

Nossos resultados entram em contradi¢cdo com o unico trabalho publicado com o cha
da ayahuasca nesta mesma linha de pesquisa. Oliveira et al. (2010) realizaram um estudo
com administracdo de ayahuasca em ratas prenhes do 6° ao 20° dia gestacional. Esses
autores ndo encontraram qualquer sinal de toxicidade materna e todos 0s animais
sobreviveram até o dia da eutanasia nas diferentes doses do tratamento. As maiores doses
utilizadas pelos autores foram de 5X e 10X uma dose usual de 100 mL para uma pessoa de

71



70 kg, correspondendo a 7,15 e 14,3 mL do cha/kg p.c., respectivamente. No presente
estudo, as maiores doses, onde observou-se letalidade, corresponderam a 8,6 e 17,2 mL/kg
p.c. Esta diferenca na resposta toxica se deve provavelmente a diferenga na composicdo do
cha utilizado em ambos os estudos. No estudo de Oliveira et al., o cha continha 1,37 mg/ml
de hamina e 0,62 mg/ml de harmalina (~ 2 mg/mL total), 15% superior a encontrada no cha
utilizado no presente estudo (~ 1.7 mg/mL total). Mais importante foi a diferenga na
concentracdo de DMT, quase 3 vezes maior no cha utilizado pelo grupo de Oliveira et al.
Diferencas na composicdo quimica do cha da ayahuasca sao esperadas, devido a fatores
ambientais e de cultivo das plantas utilizadas, e da preparacdo da bebida. Cada mestre
ayahuasqueiro tem sua maneira propria de preparo, com diferentes propor¢des entre o mariri
(Banisteriopsis caapi) e a chacrona (Psychotria viridis), tempo de cozimento e dilui¢do da
bebida. Uma bebida com maior propor¢do de chacrona na sua preparacdo tera concentracées
maiores de DMT em relacdo a B-carbolinas. Estudos com as substancias puras e misturas
poderdo esclarecer o melhor a toxicidade reprodutiva dos componentes da ayahuasca.
Corroborando nossos resultados, Oliveira et al., (2010) relatam diminuigdo do ganho
de peso materno, consumo de racdo e peso individual fetal na maior dose de tratamento
(10X). Em relacdo as anomalias viscerais vale destacar que nem toda alteracdo morfolégica
ou anomalia observada no feto tem o0 mesmo grau de importancia. Algumas sdo de carater
incapacitante ou incompativeis com a vida, e outras sao classificadas como malformacGes
menores ou apenas variacdes, (Miranda et al., 2006). Neste projeto foram encontradas
malformacdes viscerais que provavelmente comprometeriam a vida saudavel do embrido,
como as malformacdes nos 6rgdos reprodutores, rins, ureteres e a dilatagdo dos ventriculos
laterais cerebrais e do 3” ventriculo cerebral. As variacBes encontradas no figado
provavelmente ndo comprometeriam a vida do animal, j& que este 6rgdo tem um alto poder
de regeneracdo. Um estudo com administracdo do cha de ayahuasca durante o
desenvolvimento embrionario e durante o periodo pés-natal com o nascimento da prole seria
a Unica maneira de confirmar se essas alteragdes viscerais comprometeriam de fato a vida do
animal. Oliveira et al. (2010) também identificou como anomalia visceral a dilatacdo do 3°
ventriculo cerebral em todos os grupos de tratamento, além da dilatacdo da pelve renal.
Ainda que ndo sejam as mesmas anomalias encontradas nesse estudo, vale destacar que

ambas séo consideradas malformagoes.
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5- CONCLUSOES FINAIS

Os resultados revelam que a toxicidade oral aguda do cha de ayahuasca em ratos
Wistar situa-se acima de 50X a dose utilizada em rituais religiosos da Igreja Unido do
Vegetal, o que sugere uma baixa toxicidade oral para esta infusdo. A avaliacdo do potencial
neurotoxico do cha de ayahuasca, avaliados pelos testes de comportamento, sugere que este
composto apresentou diminui¢do na locomogdo, na atividade exploratéria, no nimero de
entradas nos bragos fechados e aumentou o tempo de natacdo. Altas doses de ayahuasca
(30X) ativa a c-fos nos nucleos amigdaloides, hipocampo e ndcleos da rafe que culminaram

com lesGes neuronais.

A ingestdo didria de ayahuasca por ratas Wistar prenhes em doses maiores que a
usual (150 mL para pessoas de 70 Kg) pode representar alteracdes nos indices reprodutivos
relativos ao grupo controle, incluindo diminuigdo do nimero de fetos e aumento do nimero
de reabsorc¢des. A ingestdo diaria do chad em doses de 4X e 8X levou a dbito cerca de 33,3 e
40% das ratas tratadas, respectivamente, caracterizando toxicidade materna. Em relacdo a
exposicao fetal in utero existe uma tendéncia a acdo teratogénica em ratos, visto que, houve
aumento na frequéncia de malformacdes viscerais, além de embriofetotoxicidade. Porém,
esse estudo deverd ser complementado com as andlises esqueléticas para uma conclusédo

mais detalhada.

E importante enfatizar que o consumo do cha da ayahuasca nos rituais religiosos
ocorre normalmente a cada 15 dias e que o regime diario ndo representa a exposi¢do normal
no contexto religioso. Porém, este estudo mostrou que o uso abusivo desta bebida pode
representar um risco para a salde humana, principalmente para gestantes, inclusive levando

a morte.
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