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RESUMO

O alcoolismo é uma desordem fisioldgica e psicoldgica derivada do consumo abusivo
de alcool, estando associado ao desenvolvimento de varias doencas graves, além de causar
prejuizos sociais e econdmicos. O tratamento de alcodlatras € dificil, com abordagens
diversas, envolvendo psicoterapia e terapia farmacoldgica. Porém, o tratamento muitas vezes
ndo é efetivo, evidenciando a necessidade de novos medicamentos. Tem sido investigado o
potencial terapéutico da ayahuasca no tratamento de dependentes de drogas de abuso,
incluindo o alcool. Esse trabalho tem como objetivos otimizar e validar o procedimento
IA2BC (interminent access to 2-botttle choice) em ratos Wistar e avaliar o potencial
terapéutico da ayahuasca na diminui¢do do consumo voluntéario de alcool. O procedimento
envolve a exposicao de ratos ao acesso livre a etanol 20% ou agua, com duracéo de 24 horas,
durante 8 semanas, em 3 sessdes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras). Ao final
das sessbes, 0s bebedouros com etanol séo pesados para avaliar 0 consumo e na oitava
semana, 0s ratos expostos sao separados em 4 grupos para tratamento com ayahuasca (0,5X,
1X e 2X a dose usual da ahyahuasca) e naltrexona (controle positivo) e um grupo sem
tratamento. A primeira fase do trabalho foi conduzida com 20 animais acondicionados em
caixas individuais, distribuidos aleatoriamente entre o0s grupos. Porém, resultados
preliminares mostraram que o consumo de etanol variou muito dentro de cada grupo
(coeficiente de variacdo de até 92,9%) e ao longo do estudo, ndo se observando padrédo de
consumo em nenhum dos grupos. O estudo foi interrompido, e suspeitando-se vazamento de
etanol nos frascos, estes foram substituidos por um de menor volume, contendo cerca de
90% do volume de etanol, e um segundo teste somente com 10 animais expostos a natrexona
foi conduzido. Neste teste, o consumo de etanol das 3 primeiras semanas foi
significativamente menor que o consumo da 4? semana, que se manteve constante até a 72
semana. Na 8% semana, com o tratamento com naltrexona, o consumo diminuiu
significativamente, voltando a ser semelhante as trés primeiras semanas, confirmando a a¢do
terapéutica do farmaco e a validacdo do protocolo IA2BC. Na terceira fase, o protocolo foi
conduzido novamente com 20 animais (ayahuasca e naltrexona), e resultados preliminares

sdo apresentados.

Palavras-chave: alcoolismo, protocolo IA2BC, ratos, ayahuasca, naltrexona.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Formula molecular do etanol ............cocooiieiiiiiii e 4
Figura 2: llustracdo dos possiveis efeitos do alcool e mecanismos de acdo pelos quais sua
acdo poderia aumentar aporte de dopamina na via mesolimbica. .........ccccccevvviviiviivsnerienienn, 7

Figura 3: Esquema do mecanismo de agdo proposto para naltrexona. A seta indica local de
acao da naltrexona e consequente bloqueio dos receptores e da via de sinalizacdo que leva

30 AUMENTO A HOPAMING. ....eviiiiiieiieie ettt r bbb 10
Figura 4: Banisteriopsis caapli, Fonte:
https://ayahuascatreatment.wordpress.com/2015/05/08/ayahuasca-medicina-etnobotanica-
para-um-potencial-tratamento-de-esclerose-lateral-amiotrofica/............ccccovevviieivenenne. 13
Figura 5: Estrutura dos componentes da ayahuasca e da serotonina. Detalhe para a
semelhanca estrutural entre 0 DMT € @ SErOtONING .......ccvevveeieiierieeie e 13
Figura 6: Psychotria viridis. Fonte:
https://revolucaodosindigos.wordpress.com/category/medicina-alternativa/...................... 14
Figura 7: llustracao da hipotese do mecanismo de acdo da ayahuasca para tratar dependéncia
............................................................................................................................................. 18
Figura 8: Diagrama da primeira fase do eStudo. .........c.ccceveeiiiiiieiicie e 22
Figura 9: Diagrama da segunda fase do eStudo. .........cccccovevieiiiiie i 23
Figura 10: Diagrama da terceira fase do eStUdO.........cccecvveieeiiiiieieeie e 24

Figura 11: Resultado da primeira fase do estudo, médias do consumo geral de etanol por
semana. Letras diferentes marcam diferencas estatisticas. As barras representam o erro
0220 [ (0SSR TP P USPTPETPRPRTTPPRPR 26
Figura 12: Resultado da primeira fase. Linha de base (media do consumo das semanas 5, 6
e 7) e média de consumo da 8° semana, separada por grupos (Sem tratamento, naltrexona,
Ayahuasca 0,5 X, Ayahuasca 1X e Ayahuasca 2X). Letras iguais demonstrando que néo
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados na Gltima semana. p>0,05.

As barras representam 0 rro PAAIE0. ........coveiiiieririre et 27
Figura 13: Bebedouros utilizados no estudo. A esquerda, o bebedouro utilizado na primeira
fase e a direita o bebedouro utilizado na segunda e terceira fase. ..........ccoceovrvereiiiieieinnenn 28

Figura 14: Resultado da segunda fase do estudo, com animais tratados com naltrexona na
oitava semana. Média * erro padrdo (n=30). Letras diferentes indicam diferenca significativa

Figura 15: Comparacdo da linha de base (média do consumo da 3% a 72 semana) com a média
de consumo da ultima semana, dos animais tratados com naltrexona. Letras diferentes
marcam diferencas estatisticas, considerando p<0,05. As barras representam o erro padrao.

............................................................................................................................................. 30
Figura 16: Resultado da terceira fase do estudo. * indica diferenca significativa com a
semana 1; letras diferentes indicam diferenca significativa. Média terro padréo .............. 32

Figura 17: Resultado da terceira fase do estudo. Comparagéo da linha de base (consumo
médio das semanas 6 e 7) e médias da 8% semana separadas por grupo de tratamento.
*diferenca significativa em relagdo a linha de base. Letras diferentes representam diferengas
estatisticas considerando p<0,05. As barras representam erro padrao. N= 3 vezes o numero
de animais €M CAAA GIUPO ......ooiiieeieieieeite ittt b et b ettt 32



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resultados da primeira fase do estudo, consumo medio de etanol
Tabela 2: Resultados da segunda fase do estudo, consumo médio de etanol

Tabela 3: Resultados da terceira fase do estudo, média do consumo de etanol .................



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt 1
2. OBJIETIVOS ...ttt sttt e 3
3. REFERENCIAL TEORICO ..., 4
3.1 O AIcool € 0alCO0ISMO.......ecieiieieieese et 4
3.1.1. Efeitos COMPOrtamMENtaS .........cccoveieiierieriinieiiesi e 6
3.1.2. MeCaANISMO 08 AGAOD ......evveveiiriiiiieiieie ettt 6
3.1.3. Toler@ncia € abStiNENCIA ........cccvvveierierieiiesie e 8
3.1.4. Tratamento farmacolOQiCO.........cccvevueiieiieieiiese e 9

3.2. Procedimento IA2BC (intermittent access to 2 bottle choice) ............... 10
3.3.  Ayahuasca e potencial terapeutiCo ...........cccoeveveiieiieie e, 12
4, MATERIAIS E METODOS.......cooiiiiieeeeeeee et 20
Ot N oV 1 4 T USSR 20
4.2, ChAAYANUASCA.......cceeeieiiiieiecee e 20
G T \F- 1] £ =) (o] o - SRR 21
4.4. Protocolo experimental IA2BC..........cccoovoiiiiiiiee e 21
4.5, ANALISE ESTALISTICA .......eiviiviiiiiiieeee e 24
5. RESULTADOS E DISCUSSAO .......cooviveieeeseeereieeesessse s, 25
5.1. Primeirafase do eStUdO .......cccoevriiiiiiiiiicese e 25
5.2. Segunda fase dO eStUTO.........ccuiieriiriiiiieree e 28
5.3. Terceirafase do eStUAO........cccoveiiiieie e 30
B. CONCLUSAOD ......ooviiieieieee st 33
7. REFERENCIAS ..ottt 34

ANEXO — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA .....cooooveveveveeeeecees 40



1. INTRODUCAO

O consumo abusivo de drogas em geral € uma preocupacédo de ordem global,
afetando economicamente e socialmente os paises e contribuindo para instalacdo de diversas
moléstias graves (GROBIN et al., 1998). Cerca de 10% da populacdo de grandes centros
urbanos por todo 0 mundo fazem uso abusivo de substancias psicoativas, incluindo o alcool,
independente de situacdo social, poder aquisitivo, sexo, idade e nivel de instrucao, causando
prejuizos nos mais diversos ramos sociais (BRASIL, 2003).

O élcool é uma droga com potencial de causar dependéncia, consumida por
grande parcela da populacdo em diversas culturas (WHO, 2014). O seu uso cronico pode
interferir na homeostase do organismo, causando problemas de ordem cardiovascular,
gastrintestinal, enddcrina, interfere no estado nutricional de altos consumidores, e esta
associado a cirrose hepatica e cancer (BRUTON, et al., 2012). Além disso, muitas desordens
neuroldgicas, como depressao, ja foram também associadas ao uso de alcool (CASTRO &
BALTIERI, 2004). Varias alternativas de tratamento farmacoldgico ao alcoolismo estdo
disponiveis, incluindo a naltrexona, acamprosato, onadestrona e topiramato (SHULTE, et
al., 2012). Porém, ha casos em que o tratamento nao é efetivo, evidenciado a necessidade de
pesquisas na busca por novos farmacos.

A ayahuasca é um chéa preparado geralmente pela decoccdo de duas plantas
nativas das regides amazoOnica e andina: a Banisteriopsis caapi, pertencente a familia
Malpighiaceae, também chamada de mariri ou cipd, e a Psycotria viridis, um arbusto da
familia Rubiaceae, conhecida como chacrona ou rainha (MCKENNA et al, 1998,
CALLAWAY et al, 1999). Alguns estudos realizados com humanos tém destacado o
potencial terapéutico da ayahuasca em tratar dependentes de drogas (DOS SANTOS et al,
2016; FABREGAS et al, 2010; LIESTER & PRICKET, 2012) e estudos farmacoldgicos em

modelos animais podem dar sua contribuicdo sobre 0s mecanismos neurobiologicos da



ayahuasca no comportamento relacionado ao alcool (OLIVEIRA-LIMA et al, 2015)

Neste contexto, esse trabalho se prop6e a validar e aplicar o protocolo IA2BC
(interminent access to 2-botttle choice) para avaliar o potencial da ayahuasca no tratamento
do alcoolismo usando 0 modelo animal. O procedimento mimetiza aspectos do consumo de
alcool, como a progressdo do consumo (de baixa a altas dosagens), aumento de ingestdo
voluntéria e preferéncia por alcool, e tém se tornado popular pela simplicidade, validade e

resultados confiaveis (CARNICELLA et al, 2014).



2. OBJETIVOS
Objetivo geral:
Aplicar o protocolo IA2BC (interminent access to 2-botttle choice) para avaliar a a¢éo
terapéutica da ayahuasca no controle de uso de alcool em ratos Wistar.
Objetivos especificos:
e Validar o protocolo IA2BC utilizando naltrexona como controle positivo

e Aplicar o protocolo IA2BC em ratos Wistar expostos a ayahuasca



3. REFERENCIAL TEORICO

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 3,3
milhdes de mortes, ou 5,9% de todas as mortes ocorridas no mundo em 2012 foram
associadas totalmente ou de modo parcial ao consumo de alcool, representando 7,6% das
mortes de homens e 4,0% das mortes de mulheres em todo o mundo. No Brasil, 63% dos
casos de cirrose hepatica em homens e 60% em mulheres estdo associados ao alcool, além
de danos relacionados a acidente de transito com motoristas dirigindo sobre efeito alcodlico
(WHO, 2014). Nesse contexto, sdo associados ao alcool mais de 200 problemas de salde,
incluindo doencas infecciosas como HIV/AIDS (KALICHMAN et al., 2007) e pneumonia
(DE ROUX, et al., 2006). A menos que politicas efetivas de prevencdo sejam
implementadas, a alta no consumo de alcool e os problemas de saude, com grande impacto
na sociedade e economia é esperada (WHO, 2014). No ambito dos paises em
desenvolvimento, os riscos de morbimortalidade associados ao &lcool sdo maiores,

comparando com paises de elevado rendimento econdmico (REHM, et al., 2009).

3.1 O alcool e o0 alcoolismo
O élcool (etanol, figura 1) é uma substancia psicoativa capaz de produzir
dependéncia e utilizada por vérias culturas desde os primdrdios da civilizacdo humana

(JACOBS & FEHR, 1987).

Figura 1: Férmula molecular do etanol
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Consumido principalmente por via oral, o etanol € absorvido rapidamente
pelo estbmago e intestino delgado e atinge a corrente sanguinea. Alguma diminuic¢do na
velocidade de absorcdo pode ocorrer devido a presenca de alimentos que atrasam o
esvaziamento gastrico (DIEHL et al., 2009) E eliminado em pequenas quantidades pela
urina, suor e respiracdo, porém a maior parte € metabolizada em acetaldeido pela alcool-
desidrogenase, catalases e enzimas microssomais do citocromo P450, no figado. Em
sequéncia, o acetaldeido é convertido em acetato pela aldeido-desidrogenase hepatica
(DIEHL et al., 2009). Variagdes no metabolismo ocorrem de acordo com género e
caracteristicas genéticas individuais, interferindo diretamente na concentracdo de alcool no
sangue de cada consumidor (BATISTA & REIS, 2010).

O alcoolismo é definido, pela Sociedade Americana de Psiquiatria, como uma
desordem psicologica e fisioldégica em individuos que consomem grandes quantidades de
etanol. O consumo abusivo de &lcool esta relacionado a uma série de fatores sociais,
culturais, ambientais, bioldgicos, inclusive genéticos, que podem estar relacionados a
predisposicdo a essa doenca (KNOPIK, et al., 2004). Os efeitos advindos desse consumo
abusivo estdo relacionados a quantidade ingerida, ao padrdo de consumo e, em algumas
ocasides, a qualidade das bebidas ingeridas (WHO, 2004).

O historico familiar é considerado o maior determinante da vulnerabilidade
para problemas relacionados ao alcool, e um fator de risco para o desenvolvimento de
desordens derivadas do consumo de alcool, a alcohol use disorders (AUD), que compreende
0 uso nocivo de alcool e a dependéncia. O uso nocivo do alcool é definido como o
comportamento de uso que causa problemas de saude, fisicos ou mentais (SCHUCKIT,
2009). A dependéncia ao alcool é definida como um conjunto de fendmenos
comportamentais, cognitivos e psicologicos, desenvolvido apds consumo repetido e

tipicamente incluindo desejo forte de ingerir alcool, dificuldade em controlar o uso, a pesar



as consequéncias nocivas, alta prioridade para o uso do alcool em detrimento de outras
atividades e obrigacfes, aumento da tolerancia e, as vezes, aparecimento de abstinéncia

fisioldgica (SCHUCKIT, 2009).

3.1.1. Efeitos comportamentais
Os efeitos comportamentais agudos do uso de etanol varia entre os individuos
de acordo com uma seérie de fatores como género, peso corporal, nivel de alcool na corrente
sanguinea, taxa de consumo e tempo desde a ingestdo da ultima dose. O etanol tem duas
fazes de efeitos: em baixas doses, os efeitos observados sdo aumento da atividade e
desinibicdo, em dosagens mais altas ocorrem alteraces comportamentais, motoras,
cognitivas e da percepcdo. Também sdo observados efeitos no humor e nas emocdes,

geralmente variaveis entre os individuos (DIEHL, et al., 2009).

3.1.2. Mecanismo de acao

O etanol aumenta o efeito inibitério mediado por receptores GABAA,
(ativados pelo &cido gama-aminobutirico) diminui a atividade excitatéria mediada por
receptores de glutamato, especialmente os receptores NDMA (ativados por aspartato e
glutamato). Esses dois mecanismos de a¢do sdo relacionados aos efeitos sedativos do alcool
e ao prejuizo na memoaria durante os periodos de intoxicagdo (TSAI, et al., 1998; ZALESKI
et al., 2004). Os receptores GABAA sdo sensiveis ao etanol em regides distintas do cérebro
e estdo claramente envolvidos nos mecanismos de acdo aguda, tolerancia, dependéncia e
autoadministracdo de alcool (SAMSON, et al., 2001). A ativacdo dos receptores GABAAa
intermedeia varios efeitos comportamentais, incluindo efeitos sobre a coordenagdo motora,
efeito ansiolitico e sedacdo (SWIFT & LEWIS, 2009).

O mecanismo de agdo do alcool no sistema nervoso ndo é totalmente



conhecido, mas sabe-se que envolve varios sistemas de neurotransmissao (STAHAL, 2000).
Os efeitos reforcadores do etanol estdo provavelmente ligados ao aumento da sinalizacao
dos neurdnios dopaminérgicos em regifes importantes do cerebro. A dopamina é um
neurotransmissor mononoaminérgico da familia das catecolaminas, e seu aporte na area
tegumental ventral (VTA) e descarga no nudcleo accumbens sdo provavelmente uma
consequéncia secundaria da ativacao do sistema GABA ou estimulo de opiddes enddgenos
(HAES et al., 2010). O aumento na atividade da dopamina na via mesolimbica enquanto a
concentracdo sanguinea de etanol se eleva é crucial para os efeitos reforcadores desta
substancia (DA SILVA et al,, 2010). A Figura 2 mostra alguns dos efeitos do alcool e
mecanismos pelos quais ele poderia influenciar no aporte de dopamina na via mesolimbica

(STAHAL, 2000; DA SILVA et al., 2010).
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Figura 2: llustracao dos possiveis efeitos do alcool e mecanismos de acao pelos quais
sua acdo poderia aumentar aporte de dopamina na via mesolimbica.



3.1.3.  Toleréncia e abstinéncia

O etanol induz diversos tipos de tolerancia, incluindo a comportamental, que
se refere a aprendizagem adaptativa. Condicionamento operante e aprendizado associativo
podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento de tolerancia ao alcool e,
ainda, tolerancia cruzada a outras drogas (SILVA et al., 2001). Tolerancia metabolica
também ocorre, e € uma funcdo da regulacdo positiva de enzimas metabolicas no figado,
sendo necessario um aumento da dose ou a utilizacdo mais frequente de alcool para se obter
os efeitos farmacoldgicos desejados (WONG et al., 2008).

As modifica¢Oes sinpticas adaptativas sdo de particular importancia clinica,
e contribuem para desenvolvimento de tolerancia ao etanol e dependéncia, sendo uma
resposta a acdo do etanol sobre os canais i0nicos, e por mudancas na funcdo de receptores
GABAA. A tolerancia cruzada e sensibilizacdo também foram intensamente pesquisados
durante os ultimos anos. A sensibilizacdo a esteroides neuroativos enddgenos, que sdo
moduladores dos receptores GABAAa, influencia na dependéncia ao alcool e sintomas de
abstinéncia, e pode explicar diferencas nos efeitos do etanol (GROBIN et al, 1998).

A sindrome de abstinéncia, caracterizada pela retirada do alcool, pode ser
grave o suficiente para ser fatal. A gravidade € maior ou menor em funcéo da quantidade de
etanol consumido, a frequéncia de utilizacdo, e a duracdo do histérico de consumo. Os
primeiros sinais de retirada sdo tremores, sudorese, fraqueza, agitacdo, dor de cabeca,
nauseas e vomitos e aumento da frequéncia cardiaca. Dentro de 24 horas depois de parar de
beber, convulsdes podem comecar a aparecer. A retirada do alcool pode ser complicada pelo
estado conhecido como delirium tremens, que é caracterizado por agitacdo intensa,
hiperatividade autonémica, alucinacgdes e delirios (HAES et al., 2010). Se néo tratada, a
sindrome de abstinéncia dura de 5 a 7 dias, e benzodiazepinicos sdo normalmente utilizados

para diminuir a gravidade da sindrome. Esses farmacos sdo uma opg¢&o para tratamento por



agirem em receptores GABAa (MARCIEL & KERR-CORREA, 2004).

Devido aos danos causados pelo uso e abuso de élcool, ocorre uma
mobilizacdo para auxilio e tratamento de dependentes, além de propostas de reducdo de
danos e campanhas educativas (BRASIL, 2003). O tratamento para dependentes de alcool
pode ser muito dificil e ser agravado por estado de saude e transtorno de ordem psicologica
do individuo, como a depressdo. Além de abordagens psicoterapéuticas com modalidade
psicossocial, diversos tratamentos sdo complementados com terapia farmacoldgica,
utilizado, muitas vezes, para diminuir as recaidas (CASTRO & BALTIERI, 2004).

3.1.4. Tratamento farmacolégico

O acamprosato € uma droga sintética com estrutura similar a um aminoéacido
que ocorre naturalmente. Ela age centralmente e parece restaurar a atividade normal de
neurdnios glutamatérgicos superexcitados pela exposicao cronica ao alcool (SUYAMA &
BALTIERI, 2004) Em geral, os pacientes tratados com acamprosato concluem melhor o
tratamento, aumenta o tempo para a primeira bebida pds-tratamento, e tém maior taxa de
abstinéncia e/ou maior duracdo acumulada de abstinéncia que os pacientes tratados com
placebo (MASON, 2001).

O antagonista opidide naltrexona também é eficaz na reducdo da recaida e
ajuda pessoas a permanecerem abstinentes ou diminuirem o consumo de alcool. O alcool
estimula a acdo de opidides enddgenos, o bloqueio da naltrexona nos receptores opidides
seria 0 possivel mecanismo pelo qual esse farmaco diminui o consumo de alcool (KRISTAL
et al., 2001). O dissulfiram é conhecido como um medicamento de "impedimento” porque
torna a ingestdo de alcool desagradavel, alterando o metabolismo normal do alcool no
organismo, inibindo a aldeido-desidrogenase, a enzima que converte acetaldeido a acetato.
Altos niveis de acetaldeido produzem uma reacdo desagradavel, que torna o consumo de

alcool aversivo (KRANZLER & KIRK, 2001). A eficicia do dissulfiram ndo é clara, e ¢é



dificultado pela a necessidade de controle cuidadoso da dosagem, e pela necessidade de um

elevado grau de adesdo ao tratamento (KRANZLER & KIRK, 2001).

N m comsm oméum 5

Aumenta liberagdo de opiodides enddgenos
EFEITO AGONISTA

BLOQUEIA RECEPTORES OPIOIDES

RECEPTORES OPIOIDES |

Liberagio de dopamina Bloqueia efeito inibitério do GABA

|AUMENTO DE DOPAMINA NA VIA MESOLIMBICA |

Figura 3: Esquema do mecanismo de agdo proposto para naltrexona. A seta indica local de
acao da naltrexona e consequente bloqueio dos receptores e da via de sinalizacdo que leva

ao aumento da dopamina.

3.2. Procedimento IA2BC (intermittent access to 2 bottle choice)

O protocolo do procedimento IA2BC (intermittent-access to 2 bottle choice) como
modelo pre-clinico de ingestdo voluntéaria de alcool utilizando linhagens de ratos adultos
(Wistar, Long-Evans e P- rats) foi adaptado por Simms et al. (2008) com base no
procedimento descrito por Wise (1973). Nesse protocolo, os animais sdo acomodados em
caixas individuais e expostos ao etanol em trés sessdes de 24 horas por semana. O
experimento comec¢a em uma segunda-feira, quando duas garrafas sdo disponibilizadas, uma
contendo etanol 20% (v/v) e uma contendo dgua. Depois do periodo de 24 horas a garrafa
contendo alcool é substituida por outra garrafa com agua que fica disponivel pelas proximas

24 horas. O acesso ao alcool é repetido nas quartas-feiras e sextas-feiras. Os ratos tém acesso
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livre a 4gua durante os outros dias, a partir da troca das garrafas de alcool por 4gua. O lado
em que as garrafas sdo dispostas € trocado a cada sessdo para evitar preferéncias colaterais.

Simms et al. (2008) compararam o protocolo IA2BC com outros procedimentos de
exposicao voluntaria de alcool, e testaram a exposi¢do continua de etanol 20% ou 10%, e
dois farmacos utilizados no tratamento de alcoolismo o0 acamprosato e a naltrexona. A
naltrexona diminuiu consumo de alcool em todas as doses testadas (0,3 mg/kg; 1 mg/kg e 3
mg/kg) comparando com a administracdo de veiculo. A naltrexona também foi testada
posteriormente por Czachowski & Delory (2009) e Li et al. (2010).

Em geral, o consumo de alcool se estabiliza a partir da terceira ou quarta semana de
exposicdo e é recomendado que ratos com consumo de etanol considerado baixo sejam
retirados do estudo para obtencdo de um grupo exclusivo de ratos com alto nivel de consumo
de etanol (CARNICELLA et al., 2014; Ll et al., 2012).

A combinacdo da ingestdo oral de etanol voluntariamente e periodos de abstinéncia
utilizada no protocolo IA2BC estabelece uma oportunidade de investigar modificacfes
neuroguimicas e comportamentais promovidas pelo alto consumo de etanol no decorrer do
tempo (CARNICELLA et al.,, 2014). InvestigacOes posteriores demonstram que 0
procedimento tem contribuido para estudo de efeitos reforcadores do alcool e do papel de
genes especificos e areas cerebrais no comportamento de ingestdo voluntaria, em
comparagdo com processos de ingestdo forcada (BARSON et al., 2015; HWA et al, 2011;
LI et al., 2010; FU, et al., 2015). AdaptacGes do protocolo tem sido realizadas por alguns
autores, como o0 escalonamento das concentracdes de alcool apresentadas ao longo do tempo
e monitoramento do consumo com maior frequéncia (HWA et al, 2011; LI et al., 2010,

CARNICELLA et al, 2014).
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3.3.  Ayahuasca e potencial terapéutico

A utilizacdo de plantas na medicina data da antiguidade, e é base do
tratamento de doentes em muitas civilizacdes. No Brasil, com o advento das Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satde, seguindo diretrizes da OMS, a
utilizacdo de plantas medicinais e aproveitamento da medicina tradicional ganhou forca,
inclusive com incentivo a pesquisa e incorporacdo dessas praticas na atencdo primaria a
salde, evidenciando seu valor (BRASIL, 2006). A bioprospecc¢éo farmacéutica utiliza varios
mecanismos e areas do conhecimento para tirar proveito de forma adequada e consciente da
biodiversidade e do conhecimento tradicional (BRASIL, 2000).

A ayahuasca, também denominada de santo daime, hoaska, oasca, ou vegetal,
é uma bebida de uso ancestral por tribos da regido amazonica, e mais recentemente por
religides cristds, como o Santo Daime e a Unido do Vegetal (CALLAWAY & GROB, 1998;
LIESTE & PRICKETT, 2012; SCHENBERG et al., 2015).

A ayahuasca é geralmente preparada pela decoc¢do de duas plantas. O
Banisteriopsis caapi, pertencente a familia Malpighiaceae, também chamado de mariri ou
cipo, é nativo da regido amazonica e andina (Figura 2). Esse componente contém as [3-
carbolinas harmina, harmalina, e tetra-hidroharmalina (Figura 3), inibidores da enzima
monoamina oxidase (MAO), responsavel pela degradacdo de neurotransmissores
importantes para o funcionamento e manutenc¢do da homeostase cerebral, como a serotonina

e dopamina (MCKENNA et al., 1998).
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Figura 4: Banisteriopsis caapi, Fonte:
https://ayahuascatreatment.wordpress.com/2015/05/08/ayahuasca-medicina-etnobotanica-

para-um-potencial-tratamento-de-esclerose-lateral-amiotrofica/
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Figura 5: Estrutura dos componentes da ayahuasca e da serotonina. Detalhe para a
semelhanca estrutural entre 0 DMT e a serotonina

A Psycotria viridis, planta da familia Rubiaceae, conhecida como charona ou

rainha, € um arbusto (Figura 4) que possui o alcaloide indélico N,N dimetiltriptamina (DMT,
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Figura 3), composto de acdo fortemente alucin6gena, agonista dos receptores de serotonina
(Figura 3). Quando ingerido por via oral, 0o DMT € inativado pela MAO no intestino e no
figado, e perde sua agdo pelo metabolismo entérico. Na ingestdo conjunta de B-carbolinas
com o DMT, o que ocorre com cha ayahuasca, 0 DMT néo sofre degradacéo pela enzima
MAO e pode atingir concentracdo suficiente no cérebro, se ligando aos receptores
serotoninérgicos, com consequente efeito alucinégeno (CALLAWAY et al., 1999). Alem de
impedir a inativagdo do DMT pela MAO, as B-carbolinas também tém efeito alucindgeno
inerente, ja que corroboram para 0 aumento dos niveis cerebrais de neurotransmissores
enddgenos dopamina, serotonina, norepinefrina e epinefrina, pelo mesmo mecanismo.

(CALLAWAY et al., 1999; SCHENBERG et al., 2015).

Psychotia Viridis

planta
confrutos
maduros

Figura 6: Psychotria viridis. Fonte:
https://revolucaodosindigos.wordpress.com/category/medicina-alternativa/

Estudos epidemiolégicos e observacionais tém demonstrado que a ayahuasca
ndo parece estar associada a problemas psicossociais como outras drogas quando utilizada
no contexto ritualistico ou religioso, e alguns estudos relatam que participantes das religides

que utilizam o cha diminuem o consumo de drogas (FABREGAS et al., 2010,
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SCHENNBERG et al., 2015. Um estudo baseado em entrevista com norte-americanos
membros da igreja do Santo Daime relatou que de 24 individuos que possuiam historico de
abuso de alcool e outras drogas, 22 estavam em remissao no momento da entrevista
(HALPERN et al., 2008).

Schenberg et al. (2015) compararam a atividade cerebral de usuarios da
ayahuasca por eletroencefalograma e quantificaram os compostos encontrados na ayahuasca
e seus metabdlitos na circulacao sistémica. Os resultados obtidos correlacionam atividades
cerebrais modificadas, em grandes areas de acdo e circulacdo dos compostos da ayahuasca,
em funcdo da biodisponibilidade dos compostos dos seus compostos e metabdlitos,
principalmente o DMT, harmina, harmalina e tetrahidroharmina. A elucidacéo desses efeitos
no cérebro humano € essencial para estudos sobre potencial terapéutico do chd, incluindo
o0 tratamento da depressao, ansiedade, transtorno de estresse pds-traumatico e dependéncia
de drogas (SCHENNBERG et al., 2015).

Trazendo mais evidencias para a hipotese de que ayahuasca teria efeitos
ansioliticos e antidepressivos, dos Santos et al. (2016) publicaram uma revisdo sistematica,
de 21 artigos, contendo estudos observacionais em humanos, voluntarios e em pacientes
depressivos e, também, utilizando modelos de ansiedade e depressdo em roedores. Dados
avaliados nesta revisdo mostraram aumento dos niveis do fator neutréfico derivado do
cérebro (BDNF) no hipocampo de animais tratados com ayahuasca. O BDNF influencia
sobrevivéncia neuronal e sua diminuicéo esta relacionada com estado depressivo. Os autores
sugerem que a ayahuasca e seus alcaloides tém propriedades ansioliticas e antidepressivas e
que esses efeitos devem ser melhor investigados (DOS SANTOS et al., 2016).

Baseada em estudo recentes publicados, reviséo realizada por Dominguez-
Clavé et al. (2016) sugere que o estado mental promovido com o uso de ayahuasca pode ser

atil no tratamento de outras desordens psiquiatricas, como traumas, dependéncia quimica,
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transtornos impulsivos de comportamento e transtorno de personalidade limitrofe
(DOMINGUES-CLAVE et al., 2016).

KYUPERS et al. (2016) avaliaram pensamentos criativos divergente e
convergente antes da ingestdo do cha e durante seu efeito agudo, sugerindo que ayahuasca
aprimora 0 pensamento criativo divergente, que pode ser fundamental para o crescimento e
fortalecimento da flexibilidade psicoldgica, facilitando intervencbes psicoterapéuticas. A
flexibilidade psicologica ajuda o individuo a gerar estratégias cognitivas, emocionais e
comportamentais individuais para resolucGes de problemas diarios (KYUPERS et al., 2016).
Ainda em relacdo as capacidades cognitivas, SOLER et al. (2016) mostraram que usuarios
da ayahuasca mostraram um aumento de parametros relacionados a atencdo plena, testada
por meio da meditacdo.

O cip0, Banisteriopsis caapi, apresenta atividade inibidora de MAO,
promovida por meio das B-carbolinas, essa atividade responsavel por seu possivel efeito
antidepressivo também promove protecdo contra neurodegeneracdo, importante processo em
doencas como o mal de Parkinson. Além disso, o estresse oxidativo promovido por espécies
reativas de oxigénio (ROS) estd fortemente associado a fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer. A presenca de componentes
antioxidantes, epicatequina e procianidina B12 no extrato de B. caapi, adicionam valor para
protecdo dos neurdnios por danos relacionados a radicais livres. A utilidade dos compostos
epicatequina e procianidina B12 também foi descrita para doenga amiloide. Em conjunto,
esses resultados reforcam o possivel papel de extratos da B. caapi no tratamento do mal de
Parkinson e outras doencas neurodegenerativas (WANG et al., 2010).

DOS SANTOS et al. (2011) avaliaram o efeito imunomodulador, enddcrino
e autonémico da ayahuasca em humanos, comparando com a anfetamina. A ayahuasca

apresentou menor efeito de dilatacdo pupilar, e um aumento nos niveis de prolactina néo

16



observado na anfetamina; os niveis de cortisol foram aumentados por ambas as drogas, mas
com pico mais elevado da ayahuasca. A ayahuasca também induziu modificacbes em
subpopulacdes de linfocitos, com diminuicdo de células CD4 e CD3 e aumento de células
natural-killer. A ayahuasca apresentou efeitos simpatomiméticos, estimulacdo
neuroendocrina significativa e um efeito modulador tempo-dependente de imunidade
mediada por células (DOS SANTOS et al., 2011).

Em ensaio com base na avaliacdo de neuroimagem por eletroencefalograma,
Valle et al. (2016) sugeriram que a ativacdo dos receptores 5-HT2a tem papel fundamental
nos efeitos neurofisioldgicos e visuais da ayahuasca em humanos. O DMT age como
agonista em receptores serotoninérgicos, incluindo receptores 5-HT2a e 5-HTac, que
influenciam de maneira significativa as vias dopaminérgicas, diminuindo os niveis de
dopamina nas regides das vias dopaminérgicas mesolimbica, nigroestriatal e mesocortical
(STAHAL, 2000).

Segundo Liester e Prickett (2012), um dos mecanismos pelos quais a
ayahuasca poderia auxiliar no tratamento da dependéncia quimica esta no seu efeito agonista
serotoninérgico. Na regido mesolimbica, o efeito de serotonina é de balanco de excitacao-
inibicdo dos neurdnios dopaminérgicos, sendo que a serotonina pode ser responsavel pela
descarga de dopamina na fenda sinaptica, porém com um efeito menor que impediria a
hiperexcitacdo dos neurénios dopaminérgicos. O agonismo nos receptores serotoninérgicos
pos-sinapticos excitariam interneurénios GABA, que por sua vez exercem efeitos inibitorios
na descarga de dopamina (STAHAL, 2000). A acgéo desse equilibrio excitacdo-inibigéo esta
associada a varios dos receptores serotoninérgicos (MOREAU et al., 2010). Um segundo
mecanismo corrobora com a hipdtese dos possiveis efeitos da ayahuasca em diminuir agao
da dopamina. A liberacédo de prolactina ¢ mediada por dopamina que exerce efeito inibitorio,

a ayahuasca promove o aumento dos niveis de prolactina (DOS SANTOS et al., 2011), efeito

17



relacionado a diminuicdo da acdo de dopamina (LIESTER & PRICKETT, 2012).

Agonista serotoninérgico

Equilibrio de excitagio - inibigdo promovido por
SEROTONINA nas vias dopaminérgicas

AUMENTO DOS NIVEIS DE PROLACTINA

Excita¢do de interneurdnios inibitérios GABA

PROMOVE DIMINUICAO DO APORTE E ACAO DE DOPAMINA '—Diminuicz‘no evidenciada pelo

Diminuigio do efeito recompensador do dlcool

|TRATAMENTO DE DEPENDENCIA |

Figura 7: llustracao da hipdtese do mecanismo de acdo da ayahuasca para tratar dependéncia

Alguns estudos para avaliar os efeitos da ayahuasca em roedores tém
conduzidos. Oliveira-Lima et al. (2015) avaliaram a sensibilizacdo comportamental
relacionada ao alcool e os efeitos da ayahuasca sobre essa sensibilizagdo utilizando modelo
comportamental de roedores. Os autores concluiram que a ayahuasca inibiu iniciacdo do
processo de sensibilizagdo sem exercer potencial viciante adicional (OLIVEIRA-LIMA et
al., 2015). FAVARO et al. (2015) mostraram que ratos expostos a doses de ayahuasca de
120 mg/kg durante 30 dias tiveram comportamento alterado no teste de condicionamento do
medo, dando suporte a ideia de que a bebida pode interferir na associacdo contextual de
eventos emocionais, relacionadas as areas citadas.

Resultados obtidos em testes comportamentais realizados em ratas tratadas
com ayahuasca, em altas doses (15X e 30X as doses usuais) mostram que 0 comportamento

foi semelhante ao observado em animais tratados com fluoxetina, um antidepressivo
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mundialmente prescrito e aprovado para tratar desordens, incluindo ansiedade. No teste de
natacdo forcada, a ayahuasca demonstrou efeito antidepressivo mais expressivo que a
fluoxetina. Esses resultados corroboram com estudos anteriores que salientam importancia
da acdo agonista serotoninérgica da ayahuasca como possivel antidepressivo (PIC-

TAYLOR et al., 2015).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais
No estudo foram utilizados ratos machos Wistar, mantidos no Biotério da
Faculdade de Medicina em gaiolas de polipropileno com tampa de arame zincado, contendo
raspas de madeira. Os ratos, com 6 semanas de vida obtidos da USP/SP, foram alojados,
individualmente, em sala de temperatura controlada (22 £2 °C), em estante ventilada para
biotério e mantidos sob um ciclo de 12/12 h luz/escuriddo. A alimentacdo constitui-se de
agua filtrada e racdo comercial para roedores, ad libitum. Os animais foram pesados no inicio
do estudo e nos dias de reposicdo do alcool. O experimento iniciou-se apds o periodo de
aclimatacao de duas semanas.
O projeto foi aprovado previamente pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA)
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia. Documento: UnB/DOC n.°

73276214/2014 (ANEXO).

4.2. Chaayahuasca

O ché utilizado no estudo foi cedido pelo grupo Unido do Vegetal - UDV,
com sede na cidade de Brasilia-DF. O cha foi liofilizado e armazenado a -20°C para ser
utilizado ao longo dos experimentos. O material liofilizado foi ressolubilizado em &gua, nos
dias de tratamento, e a dose calculada proporcionalmente ao peso de cada animal. A dose de
tratamento foi relacionada a dose usual durante um ritual da UDV (150 mL de cha por um
individuo de 70 kg) nas concentragdes de 0,5X, 1X e 2X a dose usual, administradas por
gavagem. Essas doses foram escolhidas por serem consideradas seguras, mesmo em
administracdo diaria; doses diarias iguais ou superiores a 4X podem representar risco ao
sistema nervoso central e 6bito (MORAIS, 2014). Analise quimica prévia por CG-MS/MS
mostrou que o cha contém 0,146 mg/mL de DMT, 1,56 mg/mL de harmina e 0,12 mg/mL

de harmalina.
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4.3. Naltrexona

A naltrexona, farmaco utilizado como controle positivo neste estudo, foi
preparada a partir de medicamento disponivel em farmacia comercial, Uninaltrex®, 50
mg/comprimido, comprimidos revestidos, laboratério GENOM®. O comprimido foi

macerado e solubilizado em solugéo de cloreto de s6dio 0,9% (concentragdo final 1 mg/mL).

4.4. Protocolo experimental IA2BC

Ap0s periodo de aclimatacdo, os animais no grupo de acesso ao etanol, foram
treinados para autoadministragéo de etanol, com paradigma intermitente de duplo bebedouro
para escolha descrito anteriormente(Simms et al., 2008; Stuber et al., 2008). Os animais
tiveram a disposicao, simultaneamente, dois frascos, um com etanol 20% (v/v) e outro com
agua somente, comecando segunda-feira a tarde. Apds 24 horas, o frasco de etanol foi
substituido por um segundo bebedouro de agua, que ficou disponivel nas 24 horas seguintes.
Esse padrdo repetiu-se as quartas-feiras e sextas-feiras. Nos outros dias, os ratos tiveram
acesso irrestrito ao suprimento de agua nos dois bebedouros. Em cada sessdo de ingesta de
etanol, a colocagéo dos bebedouros foi alternada para controlar as preferéncias do lado do
bebedouro. A quantidade de etanol consumida foi determinada pela pesagem dos bebedouros
antes do acesso e 24 horas ap6s 0 acesso. O consumo de etanol foi expresso em gramas por
quilograma de peso corporal. A capacidade de contencdo da garrafa foi calculada para avaliar
a quantidade derramada causada pela manipulagdo experimental durante as sessoes de teste.
Os ratos foram expostos ao etanol durante 7 semanas consideradas de treinamento para
autoadministracdo, e na 82 e Gltima semana (de tratamento), além da exposicéo ao etanol,
eles foram tratados com naltrexona (controle positivo), ayahuasca ou dgua por gavagem
(controle). As doses foram administradas durante 5 dias consecutivos da 8° semana,
iniciando na segunda-feira, juntamente com a primeira sessao de alcool (Figura 8).

A primeira fase do estudo foi conduzida com 20 ratos, que foram divididos
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aleatoriamente na 8° semana de tratamento em grupo controle (n=3), controle positivo
(naltrexona intraperitoneal, 2 mg/kg de peso corporeo; n=3) e trés grupos tratados com
ayahuasca nas doses 2X (n=3), 1X (n=3) e 0,5X (n=4), administradas por gavagem. Um
grupo de animais (n=4) foi exposto somente a agua ao longo do experimento para posterior
comparacdo do cérebro desses animais com 0s dos grupos expostos ao alcool (tratamentos
com ayahuasca, naltrexona e sem tratamento). Os animais do grupo exposto a agua foram

eutanasiados no final da 7° semana e dos grupos expostos ao etanol no final da 8° semana.

20 ANIMAIS
]
| ]
GRUPO EXPOSTO A GRUPO EXPOSTO AO
AGUA ETANOL 20%
(n=4) (n=16)
8 SEMANAS -3
sessOes de
apresentagdo de
etanol

5 DIAS DE
TFZ;,E'\A/'G':,’\??O TRATAMENTO NA 82
SEMANA
|
| | |
GRUPO SEM GRUPO TRATADO
TRATAMENTO ANIMAIS TRATADOS COM NALTREXONA
5 COM AYAHUASCA s
n= n=

GRUPO 2X A DOSE
| USUAL

n=3
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Figura 8: Diagrama da primeira fase do estudo.

Na segunda fase do estudo, o protocolo foi realizado com 10 animais tratados
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na 82 semana com naltrexona, para avaliar a eficicacia deste farmaco como controle positivo

do protocolo e valida-lo (Figura 9).

10 ANIMAIS
8 SEMANAS DE
ESXPOSICAO AO
ETANOL
5 DIAS DE
7 SEMANAS TRATAMENTO

TREINAMENTO

NA 82 SEMANA

TRATAMENTO J
NALTREXONA

Figura 9: Diagrama da segunda fase do estudo.

Na terceira fase do estudo, o mesmo procedimento da primeira fase foi
utilizado, com 20 animais, 18 foram submetidos ao protocolo e separados em grupos para
tratamento e 2 ndo foram expostos ao alcool. Nesta etapa, ainda em andamento, 0 nimero

de ratos deve chegar deve chegar a 50 (Figura 10).
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Figura 10: Diagrama da terceira fase do estudo

4.5. Andlise estatistica

A andlise estatistica realizada utilizando o programa IBM SPSS, versdo 20.
Diferencas de volume de alcool entre os grupos foram investigadas por meio de anélise de
variancia (one way ANOVA), analise posthoc T3 de Dunnet, considerando significante

quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Primeira fase do estudo
A Tabela 1 mostra os resultados, em consumo médio de etanol por peso corporeo em
cada semana obtido na primeira fase do estudo. Nesta fase, os 16 animais foram submetidos
a 3 eventos de exposicdo ao etanol por semana, totalizando 48 medidas de etanol consumido.
Foi observado que a quantidade de etanol mensurada ap6s as sessdes de exposicao ao etanol
oscilava consideravelmente, com coeficiente de variacdo (CV) variando de 29 a 93% entre
a primeira e sétima semana. Na oitava semana, além da exposicdo ao etanol, nos animais
foram tratados com naltrexona (3 animais, 9 eventos de exposicdo) e com trés doses de
ayahuasca por gavagem (3 ou 4 animais por dose), além de um grupo controle que recebeu
apenas agua por gavagem (3 animais). O objetivo € observar se o tratamento diminuiu o

consumo de alcool.

Tabela 1. Resultados da primeira fase do estudo, consumo medio de etanol

Consumo de
etanol
(mL/kg p.c) Desvio padréo CV (%)
Semana 1 (n=16, N=48) 28,78 26,72 92,86
Semana 2 (n=16, N=48) 24,34 20,48 84,15
Semana 3 (n=16, N=48) 30,42 21,41 70,39
Semana 4 (n=16, N=48) 37,70 20,89 55,40
Semana 5 (n=16, N=48) 44,06 12,85 29,16
Semana 6 (n=16, N=48) 49,20 21,52 43,74
Semana 7 (n=16, N=48) 51,66 23,53 45,54
Semana 8
Sem tratamento (n=3, N=9) 39,96 20,37 50,99
Naltrexona (n=3, N=9) 44,28 20,75 46,88
Ayahuasca 0,5 (n=4, N=12) 48,33 18,96 39,23
Ayahuasca 1(n=3, N=9) 39,29 15,10 38,42
Ayahuasca 2 (n=3, N=9) 39,40 16,51 41,91

N= numero de eventos de exposi¢do ao etanol por semana x numero de animais por
grupo; n= numero de animais por grupo; CV= coeficiente de varia¢do, numero total de
animais.
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Mesmo com a grande variacdo no consumo de etanol em cada semana, foi possivel
verificar um aumento significativo, considerando p>0,05, do consumo de alcool a partir da

quinta semana de exposicao, que permaneceu inalterado até a sétima semana (Figura 11).

mL/kg pc/24h
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40
a a
a

20
10
0

22 32 42 52 62 7a

SEMANA

Figura 11: Resultado da primeira fase do estudo, médias do consumo geral de etanol por
semana. Letras diferentes marcam diferencas estatisticas. As barras representam o erro
padréo.

Os resultados mostrados na Figura 11 corroboram os resultados descritos em estudos
anteriores utilizando o protocolo, onde os ratos apresentam um comportamento de baixo
consumo inicial médio, um aumento gradativo, alcancando estabilidade por volta da quarta
semana de oferta de etanol. Esse aumento gradativo no consumo é considerado uma das
vantagens deste protocolo de ingestdo voluntaria, visando mimetizar o comportamento
social de ingestdo de &lcool, que comegca com niveis moderados de consumo e aumenta
gradativamente até 0 consumo excessivo.

A Figura 12 mostra o impacto do tratamento aplicado ao ratos na oitava semana de
tratamento no consumo de etanol, considerando TCCFcomo base de consumo a média de

consumo das semanas 5, 6 e 7. Ndo foi possivel verificar diferencas significativas no
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consumo de alcool na 8° semana entre 0s grupos nao tratados e tratados com naltrexona ou
ayahuasca (0,5X, 1X e 2X a dose usual), quando comparado com a linha, nem mesmo no

controle positivo com naltrexona, indicando que o protocolo néo foi efetivo.

60

50
40
30
20
10

0

Linha de base Sem tratamento  Naltrexona  Ayahuasca 0,5X AyahuascalX Ayahuasca2 X

mL/kg pc/24h

Figura 12: Resultado da primeira fase. Linha de base (media do consumo das semanas 5, 6
e 7) e média de consumo da 8° semana, separada por grupos (Sem tratamento, naltrexona,
Ayahuasca 0,5 X, Ayahuasca 1X e Ayahuasca 2X). Letras iguais demonstrando que nédo
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados na Gltima semana. p>0,05.
As barras representam o erro padréo.

Nossa hipotese foi que houve derramamento de etanol dos bebedouros,
aleatoriamente entre os frascos, o que inviabilizou a detecgdo de qualquer diferenga
significativa entre os consumos dos grupos na etapa de tratamento do protocolo. Os
bebedouros foram trocados para realizagdo da segunda fase do estudo (Figura 13). Esses
bebedouros comportavam um volume menor de etanol (400 mL), e ficavam quase totalmente
preenchidos pelo liquido. Essa estratégia foi recomendada por pesquisadores que utilizam o
protocolo a partir de contato pessoal, e visa diminuir a quantidade de ar e pressao na tentativa

de diminuir o derramamento.
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Figura 13: Bebedouros utilizados no estudo. A esquerda, o bebedouro utilizado na
primeira fase e a direita o bebedouro utilizado na segunda e terceira fase.

5.2. Segunda fase do estudo

A segunda fase do estudo visou validar o protocolo utilizando 10 animais tratados
apenas com naltrexona (30 eventos de exposicdo), controle positivo, utilizando os novos
frascos. Os resultados s&o apresentados (Tabela 2). E possivel verificar menores coeficientes

de variacdo nesta fase (entre 17 e 75%), comparando com os resultados da primeira fase.

Tabela 2: Resultados da segunda fase do estudo, consumo médio de etanol

Consumo Desvio CV (%)
de etanol (mL/kg pc/24h) padréo

Semana 1 (n=10, N=30) 29,12 14,27 48,99
Semana 2 (n=10, N=30) 37,21 28,07 75,43
Semana 3 (n=10, N=30) 42,00 15,41 36,68
Semana 4 (n=10, N=30) 46,67 15,35 32,89
Semana 5 (n=10, N=30) 44,68 7,86 17,60
Semana 6 (=10, N=30) 50,60 18,32 36,20
Semana 7 (n=10, N=30) 44,36 8,63 19,45
Semana 8

Naltrexona (n=10, N=30) 34,27 9,59 27,98

N= namero de exposi¢Bes ao etanol durante todo o estudo multiplicado pelo n (nimero de
animais). CV=coeficiente de variacao.
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Foi possivel verificar que os animais consumiram progressivamente o etanol, com
aumento significativo observado a partir da terceira semana, em comparacdo com as
primeiras, estabilizacdo até a sétima semana e diminuicdo significativa do consumo com
tratamento com naltrexona na oitava semana, que voltou a ser semelhante ao das primeiras

duas semanas (Figura 14).
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Figura 14: Resultado da segunda fase do estudo, com animais tratados com naltrexona na

oitava semana. Média + erro padréo (n=30). Letras diferentes indicam diferenca significativa

A Figura 15 mostra o consumo de etanol significativamente menor na semana de
tratamento com naltrexona comparado com a linha de base (3° a 7° semana), confirmando
que o protocolo 1A2BC foi eficiente para detectar a acdo da naltrexona na diminuicdo de

consumo de alcool por ratos Wistar.
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Figura 15: Comparacao da linha de base (média do consumo da 32 a 72 semana) com a média
de consumo da ultima semana, dos animais tratados com naltrexona. Letras diferentes

marcam diferengas estatisticas, considerando p<0,05. As barras representam o erro padrao.

5.3. Terceira fase do estudo

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos na terceira fase do estudo, onde 18
animais foram expostos ao etanol em 3 se¢fes semanais (54 eventos de exposi¢do). O
coeficiente de variagdo observado para cada semana variou entre 47 e 64%, menor que

aquele obtido na primeira fase do estudo.
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Tabela 3: Resultados da terceira fase do estudo, média do consumo de etanol

Consumo de etanol DESVIO

(mL/kg pc/24h) PADRAO CV (%)
Semana 1 (n=18, N=54) 22,14 12,36 55,84
Semana 2 (n=18, N=54) 25,47 15,50 60,86
Semana 3 (n=18, N=54) 23,05 14,73 63,87
Semana 4 (n=18, N=54) 25,57 15,75 61,58
Semana 5 (n=18, N=54) 30,20 16,94 56,10
Semana 6 (n=18, N=54) 30,63 14,60 47,65
Semana 7 (n=18, N=54) 35,45 20,72 58,46
Semana 8
Sem tratamento (n=3, N=9) 45,30 9,73 21,48
Naltrexona (n=4, N=12) 26,11 9,17 35,13
Ayahuasca 0,5 (n=4, N=12) 23,42 11,05 4717
Ayahuasca 1 (n=4, N=12) 30,77 13,40 43,53
Ayahuasca 2 (n=3, N=9) 25,81 17,60 68,18

N= numero de eventos de exposi¢do por semana vezes 0 himero de animais (n).

CV= coeficiente de variacao.

Os resultados comparando as semanas de apresentacdao de alcool mostram um
consumo inicial baixo, 0 aumento s6 pode ser considerado significativo nas semanas 6 e
7, comparando com a semana 1 (Figura 16), e a média do consumo dessas semanas foram
consideradas a linha de base de consumo (estabilizacdo) neste experimento. A Figura
17 mostra o0 consumo da semana de tratamento (8% semana), separando os resultados por
grupos, comparado com a linha de base. O grupo dos animais ndo tratados (gavagem
com &gua) teve um aumento significante do consumo de etanol em relacdo a linha de
base e aos grupos tratados com naltrexona e ayahuasca na dose 0,5X. Porém, o
tratamento com naltrexona ou ayahuasca ndo diminuiu o consumo de etanol. Estes
resultados, porém, ainda séo pouco conclusivos devido ao numero reduzido de animais

por grupo tratado (3 ou 4 animais por grupo, Tabela 3).
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Figura 16: Resultado da terceira fase do estudo. * indica diferenca significativa com a

semana 1; letras diferentes indicam diferenca significativa. Média terro padréo
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Figura 17: Resultado da terceira fase do estudo. Comparacéo da linha de base (consumo
médio das semanas 6 e 7) e médias da 8% semana separadas por grupo de tratamento.
*diferenca significativa em relagdo a linha de base. Letras diferentes representam diferencas
estatisticas considerando p<0,05. As barras representam erro padrdo. N= 3 vezes 0 himero
de animais em cada grupo
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6. CONCLUSAO

O protocolo IA2BC ndo funcionou na primeira fase do estudo, possivelmente devido
a perda de &lcool nos bebedouros. A troca dos bebedouros corrigiu o problema e os
resultados obtidos mostraram que o protocolo foi validado na segunda fase do estudo,
consuzido com o controle positivo, a naltrexona. Na terceira fase do trabalho, o protocolo
estd sendo aplicado para testar eficacia terapéutica da ayahuasca, porém os resultados ainda
sdo inconclusivos devido ao namero reduzido de animais testados até o momento (3-4

animais por grupo de tratamento na oitava semana).
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