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Resumo

A neuroinflamacdo € uma resposta de defesa do sistema nervoso central. Em modelo animal ¢
comumente induzida através da aplicacéo de lipopolissacarideo. Como a neuroinflamacao tem sido
associada a diversas condigdes, cresce o interesse pelo estudo de substancias com potencial anti-
inflamatorio, como a ayahuasca. O estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da ayahuasca nos
parametros comportamentais, neuroquimicas e plasticidade sinaptica de ratos Wistar submetidos a
neuroinflamacao através da aplicacdo intraperitoneal (i.p.) de lipopolissacarideo. Este estudo é de
carater experimental, pesquisa pré-clinica. Os animais serdo submetidos ao protocolo de inducao da
neuroinflamacao, o qual envolve a administracdo i.p. de LPS (0,5 mg/kg) durante sete dias seguidos
ou solucdo salina pelo mesmo periodo. Estes dois grupos serdo posteriormente subdivididos em
outros oito grupos que receberdo uma abordagem preventiva e de com ayahuasca (2 e 4 ml/kg) ou
solucdo salina por via oral para posterior analises comportamentais, neuroquimicas e de plasticidade

sinaptica.

Introducao:

A neuroinflamacao se da através da resposta celular e molecular do Sistema Nervoso Central
(SNC), a fim de extirpar um dano ou infeccdo causado em resposta a um estresse. Nesse processo,
ha a contribuicdo de componentes imunes celulares, que podem ser produzidos dentro do préprio
SNC ou recrutados do sistema periférico em consequéncia de um dano a barreira hematoencefalica.
Deste modo, as células gliais sdo ativadas e o efeito da neuroinflamagcéo é considerado neuroprotetor

nos casos em que a atividade neuroinflamatoria atinge um periodo curto de tempo. Entretanto,
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quando a inflamacdo se torna crénica, estd associada a consequéncias prejudiciais ao SNC
(SHASTRI et al., 2013; STREIT et al., 2004).

Dentre as patologias causadas pela neuroinflamacdo, encontram-se a isquemia cerebral,
esclerose multipla, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e esclerose lateral amiotrofica. Ainda,
esta relacionada a ansiedade, depressdo, delirium e deméncia, bem como, poderia e ser associada a
progressao acelerada do declinio cognitivo (DA SILVA et al., 2021; GLASS et al., 2010; SKELLY
etal., 2013).

Em modelo animal de experimento, a neuroinflamacdo é comumente induzida através da
aplicagéo de lipopolissacarideo (LPS) como ativador glial. Esta molécula desencadeia a liberagédo
de diversas citocinas, dentre elas fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1B (IL-1B) e
interleucina 6 (IL-6) (CARLOS et al., 2014; DA e CRUZMACHADO, 2010).

Desta forma, tendo em vista que a neuroinflamacéo tem sido associada a diversas patologias,
cresce o interesse pela descoberta de novas substancias que tenham efeitos antineuroinflamatérios
e, assim, sejam capazes de trazer beneficios a saude dos pacientes. Cabe salientar a importancias do
estudo de plantas medicinais, sobretudo as psicoativas, como a ayahuasca5—7.

A ayahuasca (AYA) é uma bebida composta por plantas de origem amazonica, formada pela
associacdo da Banisteriopsis caapi e Psychotria viridis. Em relacao a seus ativos, a AY A é composta
por inibidores reversiveis da enzima monoaminoxidase, constituintes da B. caapi, bem como pelos
subtipos 1A, 2A e 2C do agonista serotoninérgico 5-hidroxitriptamina, com potente acao
alucindgena, através da P. viridis. Ainda em relacdo a B. caapi, um composto denominado
tetrahidroharmina apresenta, também, papel de inibidor seletivo da receptacédo de serotonina9,11,13.

Por conseguinte, o objetivo deste estudo é avaliar os efeitos da ayahuasca nos parametros
comportamentais, neuroquimicas e na plasticidade sinaptica nos ratos submetidos a neuroinflamacao

através da aplicacdo intraperitoneal de LPS.

Palavras-chave: Ayahuasca; Neuroinflamacdo; Depressao;

Métodos:
Tipo de estudo: Este estudo € de carater experimental, pesquisa pré-clinica.
Aspectos éticos: A utilizagdo de animais neste estudo seguira a Diretriz Brasileira para o Cuidado e

a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (CONCEA, setembro/2013) e os



I1 SIMPOSIO DE
PESQUISADO
ECOSSISTEMA ANIMA

JUNTOS PELO
CONHECIMENTO:

um novo saber cria um novo amanha_

procedimentos experimentais serdo realizados apds aprovacdo da Comissdo de Etica em Utilizagdo
de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina. Durante todo o periodo
experimental, os animais serdo mantidos em temperatura controlada (22+1°C) e ciclos de luz
artificial (12 horas claro/escuro), recebendo racdo comercial padronizada para ratos de laboratdrio e
agua ad libitum.

Animais e grupos Experimentais serdo utilizados ratos Wistar adultos, provenientes do biotério da
UFSC/Florianopolis, recebidos com cerca de 60 dias e pesando entre 150 a 300g, e serdo divididos
em dois grupos experimentais. O grupo 1 (grupo LPS) sera constituido por roedores que receberao
administracao intraperitoneal (i.p.) de uma Unica injecdo de LPS (Sigma®), na dose de 5 mg/kg/ml,
diluida em solucdo salina (NaCl 0,9%). O grupo 2 (grupo controle) sera constituido por animais que
receberdo administracdo i.p. de uma unica injecdo, via i.p., do veiculo de dissolucdo utilizado no
grupo anterior. A dose de LPS foi baseada em estudos anteriores que demonstraram mudangas
agudas na permeabilidade da BHE seguida de progressdo neurodegenerativa ao longo do tempo
(HOBAN et al., 2013). Os grupos LPS e controle serdo, ainda, divididos em 4 subgrupos, sendo
eles: LPS+Controle, LPS+AYA, Controle+Controle e Controle+AYA. O tratamento com AYA ou
solucéo salina (Controle) serdo feitos por via oral uma hora apds a administracdo de LPS ou solucéo
controle. A dose de AYA utilizada sera de 4 ml/kg (OSORIO et al., 2015) e os testes neuroquimicos
serdo realizados 24 horas ap0s o tratamento.

Coleta de amostras encefalicas: sera realizada a morte indolor assistida dos animais, para posterior
retirada das amostras encefalicas de hipocampo e cortex pré-frontal.

Protocolos dos testes bioquimicos:

Enzimas antioxidantes: a atividade da superdxido dismutase (SOD) sera medida com base em sua
capacidade de inibir espontaneamente a oxidacdo da adrenalina em adrenocromo

Atividade da catalase (CAT): é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢cdo do peroxido de
hidrogénio (H202).

Dano oxidativo em lipidios: o dano em lipidios sera avaliado pela técnica das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Citocinas pro-inflamatdrias: as concentragdes de IL-1B, IL-6 e TNF-o serdo determinadas pelo
ensaio adsorvente ligado a enzima (ELISA) utilizando kit duo set (R & D Systems, Minneapolis,
MN, EUA).
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Andlises estatisticas: As variaveis serdo apresentadas em média + DP de 10 animais por grupo. A
andlise estatistica sera realizada através do programa estatistico GraphPad Prism. Os dados serdo
avaliados pela ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Dunnet e/ou Tukey (dados
paramétricos) e teste de Kruskal-Wallis, seguidos de pos-testes de Dunns (dados ndoparamétricos).

Os dados serédo considerados significativos quando p<0,05.

Resultados e Discussoes:

Citocinas anti-inflamatdria

Para avaliag&o das citocinas anti-inflamatorias foram realizadas dosagens das interleucinas 4 e 10.
Em relacdo a IL-4, observou-se, em cerebelo, o seu aumento em SAL+AYA comparado ao grupo
controle (0,0225) e a diminui¢cdo em LPS+SAL comparado ao grupo SAL+AYA (0,0011). J& no
hipotdlamo, houve diminui¢do dos niveis da citocina em todos 0s grupos quando comparados ao
grupo controle (SAL+AYA p=0,0016; LPS+SAL p=0,0001; LPS+AYA p<0,0001).
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Figura 1 — IL-4 no cerebelo, cortex pre-frontal, hipocampo e hipotadlamo de ratos submetidos a
neuroinflamacao e tratados com ayahuasca (2 ml/kg). Dados expressos como média + desviopadrao,
analisados por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey. * p<0,05 em relacdo ao grupo

SAL+SAL e ** p<0,05 em relacdo ao grupo SAL+AYA.
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Em relacdo aos niveis de I1L-10, ao serem comparados com o grupo controle, observou-se
diminuicdo nos grupos SAL+AYA (p=0,0035), LPS+SAL (p=0,0458) e LPS+AYA (p=0,0055) em
cerebelo, SAL+AYA (p=0,0235) em hipocampo e LPS+SAL (p=0,0009) e LPS+AYA (p=0,0007)

em hipotalamo.
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Figura 2 — IL-10 no cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo de ratos submetidos a
neuroinflamacdo e tratados com ayahuasca (2 ml/kg). Dados expressos como média + desvio-
padrdo, analisados por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey. * p<0,05 em relacdo ao grupo

SAL+SAL.

Citocina pré-inflamatoria

A fim de analisar o nivel de substancias pré-inflamatorias no encéfalo, avaliou-se IL-6.
Em cerebelo, houve diminuicdo dos niveis da citocina no grupo LPS+SAL (p=0,0175) em
relacdo ao grupo controle. O mesmo achado se repetiu no hipotalamo (p<0,0001),
conjuntamente com a diminuicdo nos grupos SAL+AYA (p=0,0419) e LPS+AYA (p<0,0001).
Ainda em hipotalamo, os niveis de IL-6 diminuiram em LPS+SAL (p=0,0069) e LPS+AYA
(p=0,0033) gquando comparados ao grupo SAL+AYA.
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Figura 3 — IL-6 no cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo de ratos submetidos a
neuroinflamacdo e tratados com ayahuasca (2 ml/kg). Dados expressos como média + desvio-
padréo, analisados por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey. * p<0,05 em relagéo ao

grupo SAL+SAL e ** p<0,05 em relacdo ao grupo SAL+AYA.

Dano oxidativo em proteinas e lipidios

Avaliou-se marcadores de dano oxidativo em lipidios e proteinas ap0s o tratamento com
ayahuasca (Figuras 4 e 5). Com relacdo a carbonilagdo proteica, ndo se observou diferenca
significativa entre os grupos. J& na avaliacdo da peroxidacdo lipidica, o grupo LPS+SAL apresentou
aumento dos niveis de MDA em cerebelo (p=0,0488) e diminuic¢do em cortex pré-frontal (p=0,249),
quando comparados ao grupo SAL+SAL. J& em hipocampo e hipotdlamo, o grupo LPS+AYA
(p<0,0001; exceto em SAL+SAL vs LPS+AYA em hipocampo, com p=0,0002) foi

significativamente mais elevado do que todos 0s outros grupos.
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Figura 4 — Peroxidacéo lipidica no cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo de ratos

submetidos a neuroinflamacéo e tratados com ayahuasca (2 ml/kg). Dados expressos como média +

desvio-padréo, analisados por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey. * p<0,05 em relacdo ao

grupo SAL+SAL, ** p<0,05 em relacdo ao grupo SAL+AYA e *** p<0,05 em relagdo ao grupo

LPS+SAL.
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Figura 5 — Carbonilagéo proteica no cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo de ratos

submetidos & neuroinflamacéo e tratados com ayahuasca (2 ml/kg). Dados expressos como média +

desvio-padrdo, analisados por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey.

Enzimas antioxidantes
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Verificou-se a atividade das defesas antioxidantes enzimaticas (Figuras 9 e 10). As atividades
enzimaticas da SOD ndo apresentaram diferencas entre os grupos e da CAT mostrou-se aumentada
no grupo LPS+AY A em relacgdo aos grupos SAL+AYA (0,0307) e LPS+SAL (0,0413) em cerebelo,
e SAL+SAL em cdrtex pré-frontal (0,0263).
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Figura 6 — Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no cerebelo, cortex pré-frontal,
hipocampo e hipotalamo de ratos submetidos a neuroinflamacéo e tratados com ayahuasca (2 ml/kg).
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Figura 7 — Atividade da enzima catalase (CAT) no cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo e
hipotalamo de ratos submetidos & neuroinflamacdo e tratados com ayahuasca (2 ml/kg). Dados
expressos como média * desvio-padrao, analisados por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey.
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* p<0,05 em relagdo ao grupo SAL+SAL, ** p<0,05 em relagdo ao grupo SAL+AYA e *** p<0,05
em relacédo ao grupo LPS+SAL.

Conclusoes:

N&o foi possivel concluir se a ayahuasca é capaz de amenizar ou reverter os danos encefalicos
causados pela administracdo intraperitoneal de lipopolissacarideo, ja que esta ndo foi capaz de
promover as mudancas em parametros encefalicos compativeis com a neuroinflamacéo. Foram
levantadas hipoteses sobre qual viés afetou o resultado do estudo, e concluiu-se que a ndo validade
do modelo de neuroinflamacéo ocorreu por conta do pé liofilizado de lipopolissacarideo utilizado,
que por ser extremamente sensivel apresenta facilmente alteragcbes em suas caracteristicas fisicas e

quimicas.
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