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CHA DE AYAHUASCA

RESUMO: O chid de Ayahuasca é empregado no xamanismo, na
terapia antidrogas e indevidamente em recreagoes alucindgenas. O
estudo teve como objetivo avaliar o figado, tanto histoldgica como
bioquimicamente, por se tratar do 6rgio responsavel pela metabolizagio
desse chi. Foram utilizados ratos Wistar (n=24), machos, adultos,
divididos em dois grupos (controle e tratado). Foi administrada uma
dose didria quatro vezes superior 2 utilizada no contexto religioso,
por quatro dias consecutivos. Nio houve alteracio morfologica
pela andlise qualitativa, porém, na andlise quantitativa do grupo
tratado ocorreu redugio do volume do hepatécito e de seu nucleo.
Na andlise bioquimica observou-se uma redu¢io da Gama-Glutamil-
Transferase e da Fosfatase Alcalina. De acordo com a dose e o tempo
de exposi¢io ndo foram encontradas alteracoes morfoldgicas nesse
estudo. O estudo morfométrico mostrou alteracdes significativas no
volume do hepatdcito e de seu nicleo, onde ocorreu diminuigio do
volume do grupo tratado em relacdo ao grupo controle. Observou-
se uma reducdo estatisticamente significativa nos parametros da
Gama-Glutamil-Transferase e Fosfatase Alcalina. Nesse experimento
foi observada uma redugio do volume dos hepatdcitos, sem ocorrer,
entretanto, alteracoes na funcio e na estrutura hepatica.

PALAVRAS-CHAVE: Bioquimica hepdtica; Chd de Ayahuasca; Enzimas
Hepdticas; Morfologia Hepdtica; Morfometria Hepdtica.

HEPATIC EVALUATION IN WISTAR RATS EXPOSED TO
AYAHUASCA TEA

ABSTRACT: Ayahuasca tea is employed in Xamanism, in anti-drug
therapy and illicitly in hallucinogenic recreations. Current study
assesses the liver histologically and biochemically since it is an organ
involved in the metabolism of the tea. Twenty-four male adult Wistar
rats were divided into two groups (control and treated). A daily dose
four times higher than that used within a religious context was given,
during four consecutive days. There was no qualitative morphological
change but a reduction of hepatocyte volume and its nucleus occurred
when the quantitative analysis of the treated group was performed.
Biochemical analysis showed a decrease in gamma-glutamyl-
transferasis and Alkaline Phosphatase. There were no morphological
alterations for dose and exposure time in current study. Morphometric
analysis showed significant alterations in hepatocyte volume and its
nucleus where a decrease in volume of the treated group occurred
when compared to that of control. A significant statistical decrease was
detected in the gamma-glutamyl-transferasis and alkaline phosphatase
parameters. Current analysis also detected a decrease in hepatocyte
volume without alterations in hepatic functions and structure.
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INTRODUCAO

No Brasil, principalmente na regido Amazonica,
diversos povos indigenas, estendendo-se até o Sul dos
Andes, fazem uso ritualistico de varias substincias
alucindgenas (COSTA; FIGUEIREDO; CAZENAVE, 2005),
com finalidade xamanicas.

Segundo Goulart (2004), no Brasil surgiram as
primeiras misturas religiosas que uniram o cristianismo
com as tradicoes caboclas e xamainicas da bebida
sacramental Ayahuascas.

O consumo do chd Ayahuasca possibilitou
os efeitos sobrenaturais pelos rituais religiosos,
aproximando o individuo com as divindades, e originou
religides como o Santo Daime, a Barquinha e a Unido do
Vegetal (COSTA; FIGUEIREDO; CAZENAVE, 2005).

O chd é preparado, aproximadamente, a cada
trés meses para O Seu Uuso, €sse Processo tem uma
duracao de trés dias de trabalho continuo para a colheita
e maceracio do cipd (Banisteropsis caapi), e também
para colheita e lavagem da folha (Psycotria viridis),
sendo posteriormente dispostos em camadas em tachos
com 4gua, onde serio fervidos por horas (SOUZA, 2010).

As substancias resultantes dessa infusio
sio principalmente as beta-carbolinas  (harmina,
tetrahidroharmina (THH) e harmalina) e a triptamina
alucindgena, de agao ultra-rdpida N, N-dimetiltriptamina
(DMT) (SANTOS, 2007).

As beta-carbolinas,
inibem irreversivelmente a enzima monoamino-oxidase
(MAO) de preferéncia a MAO-A, enzima que desamina
preferencialmente a noradrenalina e a serotonina. A

harmina e harmalina

tetra-hidro-harmalina possui pequena capacidade de
inibir a MAO, entretanto inibe seletivamente a recaptagio
de serotonina (SANTOS, 2007). Em relagao as beta-
carbolinas, alguns autores defendem que quantidades
dessa substincia em uma dose regular de Ayahuasca sio
bem abaixo do limiar de sua dose alucinogénica (BRITO,
2004; MCKENNA, 2004).

A N-dimetiltriptamina (DMT) estd presente em
raizes, caules e folhas de diversas plantas, em mamiferos

incluindo os humanos e alguns animais aquiticos. Em
humanos, a DMT estd presente no sangue, na urina
e no fluido cérebro-espinhal (STRASSMAN, 2001). A
dimetiltriptamina ¢ um potente alucindgeno, pois ¢é
um agonista de receptores serotoninérgicos (5HT),
contudo, € inativado pela MAO intestinal e hepaitica.
As betas-carbolinas protegem o DMT da acio da MAO,
possibilitando a chegada do DMT no cérebro mesmo
através da via oral (COSTA; FIGUEIREDO; CAZENAVE,
2005). Estudos recentes demonstram que a N-oxidacio
em humanos ¢ importante para a degradacio do DMT
quando administrado com b-carbolinas em Ayahuasca
(MCILHENNY, 2012). Outos estudos ainda mostram que
a DMT do chd de Ayahuasca possui efeitos autonomicos
mais inconsistentes que os efeitos observados com a
DMT pura (SANTOS et al., 2012).

A serotonina 5-hidroxitriptamina (5-HT) se
distribui amplamente nos tecidos animais. Na glandula
pineal, atua como precursora da melatonina, um
hormoénio estimulador dos melandcitos. Mais de 90%
da serotonina do organismo sio encontrados nas
células enterocromafins do trato gastrintestinal (TGI),
funcio ainda nio totalmente elucidada. Essas células
sintetizam serotonina, a armazenam em um complexo
com trifosfato de adenosina (ATP), onde a sua liberacio
ocorre em resposta a estimulos mecinicos e neuronais.
Essa serotonina interage de modo parcrino com virios
receptores 5-HT diferentes no intestino, onde parte
desta liberada difunde-se nos vasos sanguineos, onde
¢ captada e armazenada nas plaquetas. No sangue, a
serotonina ¢ encontrada nas plaquetas, que sao capazes
de concentrar a amina por meio de um mecanismo
transportador ativo. E encontrada também nos nucleos
da rafe do tronco cerebral, que contém corpos celulares
de neurdnios triptaminérgicos (serotoninérgicos) que
sintetizam, armazenam e liberam a serotonina como seu
transmissor. Os neurOnios serotoninérgicos cerebrais
estio envolvidos em diversas funcdes como sono,
humor, regulacio da temperatura, percepcio da dor
e regulacio da pressio arterial. Pode estar envolvida
ainda com condigoes patoldgicas, tais como depressio,
ansiedade e enxaqueca. NeurOnios serotoninérgicos
sdo encontrados também no sistema nervoso entérico
do TGI e em torno dos vasos sanguineos. A serotonina
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¢ metabolizada pela MAO em 5-hidroxindolacetaldeido
(COSTA; FIGUEIREDO; CAZENAVE, 2005).

Em detrimento do uso continuo do chd de
Ayahuasca em alguns grupos religiosos, sem informagoes
conlcusivas sobre os seus efeitos, o estudo em questio
avalia as provaveis interferéncias hepdticas do cha, por
meio da andlise histoldgica do figado, e funcional pelas
enzimas e proteinas hepdticas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

O experimento foi submetido e aprovado pela
Comissao de ética do 6rgio responsdvel, sob protocolo
n° 205/2013.

O chd da Ayahuasca foi obtido por doacio de um
integrante de um grupo religioso que utiliza este chd em
seus rituais.

Foi realizada uma revisio de literatura sobre
a histologia hepdtica no livro de Histologia Basica de
Junqueira e Carneiro (2011) e da bioquimica hepatica no
livro de Semiologia Médica de Porto (2014).

Foram utilizados 2 grupos (n=24) de ratos
Wistar, machos, adultos, com peso variando entre 200 a
250 gramas. Os animais foram alojados em nimero de 5
em gaiolas pldsticas, medindo 50 x 35 x 15 cm. As gaiolas
eram mantidas em salas com temperatura ambiente
constante (22 a 24°C), em ciclo controlado de 12 horas
de claro e escuro. Agua e comida foram fornecidas “ad
libitum” durante todo o experimento.

A administracio do chd aos dois grupos
separados foi realizada conforme descrito abaixo:

* Grupo Controle: 1,0 mL de dgua destilada a
cada 100 gramas de peso corporal durante 4
dias consecutivos através da gavage.

* Grupo Tratado: 1,0 mL do chd a cada 100
gramas de peso corporal durante 4 dias
consecutivos através da gavage (OLIVEIRA et
al., 2010).

A dose habitual no ritual religioso varia de 150

mL a 200 mL para o ser humano (LABIGALINE, 1998),
pesando aproximadamente 70 kg. A dose utilizada neste
experimento € de 1,0 mL a cada 100 g de peso corporal
(OLIVEIRA et al., 2010), equivalendo essa dose para uma
pessoa de 70 kg, essa dose corresponderia a2 uma dose
aproximada quatro vezes superior, portanto acima e nio
relacionada ao contexto do xamanismo.

2.2 METODOS

Paraarealizacio da coleta do material histologico,
os ratos foram anestesiados com cetamina (0,3mL/i.p.) e
xylazina (0,2mL/i.p.), ap6s 2 horas da administracio do
chd, no ultimo dia do experimento.

Devido a necessidade de colheita em quantidade
relativamente grande de sangue, ndo foi realizada a
colheita didria pela veia caudal, como muitos estudos
descrevem. Optou-se pela cava, de onde se obtém uma
maior quantidade de sangue seguido de distribui¢io do
mesmo em tubo utilizando como anticoagulante o EDTA
sodico (4cido tetracético d-etilenodiamino). Durante
o procedimento de coleta de sangue houve uma perda
por motivo de coagulacio sanguinea de 4 amostras,
sendo 2 amostras de cada grupo. Dessa forma, na andlise
bioquimica n=20.

Realizou-se em seguida a retirada do figado
durante ato cirdrgico, que foi entdo fixado em Bouin,
incluido em parafina e seccionado com 5 micrometros de
espessura. As seccoes foram coradas com Hematoxilina-
Eosina e analisadas qualitativamente os l6bulos hepaticos,
0 espaco-porta, as veias hepaticas, os cordoes sinuso6ides
e o aspecto morfolégico dos hepatdcitos; as seccoes
também foram analisadas quantitativamente, através
da morfometria das células hepiticas pelo software
Moticlmages Plus 2.00, em microscopia de luz.

A andlise morfométrica das micrografias de,
no minimo, seis campos aleatdrios nas liminas de cada
animal, totalizando 30 medidas por 6rgio/animal.

As medidas foram obtidas automaticamente pelo
Imajge J com o uso da méscara de cor (ANDREA; BLEGGI-
TORRES; ALVES, 2008).

As medidas obtidas foram drea do nucleo e drea
do limite celular dos hepatdcitos.

Aunidade de medida foi em micrometros, obtida
pela escala gerada através do software da micrografia.
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A andlise bioquimica foi realizada no mesmo dia
da colheita do material. As amostras de soro e plasma
foram separadas dos elementos figurados em um periodo
de tempo inferior a duas horas ap6s a colheita do sangue
e conservadas em geladeira até o momento da anlise.

Os parimetros bioquimicos analisados foram
AST, ALT, Fosfatase Alcalina, Gama-Glutamil-Transferase
e Albumina séricos, através da aplicacio de técnicas de
rotina de acordo com a literatura especializada. Tais
andlises contaram com a colaboragio do Laboratério de
Anilises Clinicas.

A anidlise estatistica da micrometria foi
realizada com auxilio dos softwares GraphPadlnstatO,
StatgraphicsO e Prisma® através do teste paramétrico
t-student nao pareado. O nivel de significincia foi fixado
emp < 0,05.

Como o formato do nidcleo do hepatocito é
aproximadamente esférico, seu volume (V = 4wr*/3)
foi estimado a partir de sua drea (A = @r?). O volume

nuclear relativo € a relacio entre o volume nuclear do
hepatdcito e o volume total do hepatocito.

Na andlise bioquimica, utilizou-se o teste
nao paramétrico de Mann-Whitney Test com nivel de
significincia p < 0,05.

3 RESULTADOS
3.1 ANALISE HISTOLOGICA

Em ambos os grupos, na andlise qualitativa
hepitica através da microscopia de luz foram observados
l6bulos hepiticos integros, com espaco-porta integro
e veias hepiticas bem definidas, corddes sinuséides
presentes, integros, confluindo para veia centro-lobular.
Observou-se ainda células hepaticas normais, com um ou
mais nucleos integros e centralizados, e nucléolos bem

evidentes.

Figura 1. (A) Fotomicrografias do figado de ratos pertencentes ao grupo controle. (B) Fotomicrografias do figado de ratos pertencentes a0

grupo tratado. Eosina-Hematoxilina. 400X.

Tabela 1. Valores das Medidas Estimadas do Volume do Hepatécito (em milhares de micrometros cubicos); do Volume do
Nucleo do Hepatocito (micrometros cubicos); e do Volume Nuclear Relativo em Ratos do Grupo Controle e Grupo Tratado

Grupo Média Erro padrao p

Volume do Controle 21,38 0,8869

0,0234%*
Hepatdcito Tratado 18,51 0,7779
Volume do nucleo Controle 939,2 28,33

0,0048*
Do hepatdcito Tratado 838,2 13,13
Volume nuclear Controle 4,878 0,2609

0,1861
Relativo Tratado 5,712 0,5530
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Na andlise morfométrica do volume hepitico,
foi observada reducio significativa do grupo tratado em
relacio ao grupo controle.

Na andlise morfométrica do volume nuclear
do hepatdcito, foi observada reducio com significincia
estatistica do grupo tratado em relacio ao grupo controle.

Tabela 2. Parametros Bioquimicos Hepaticos em U/L da TGO/AST, TGP/ALT, Fosfatase Alcalina, Gama GT, Albumina em

Ratos do Grupo Controle e do Grupo Tratado

Através de uma relacio entre a andlise
morfométrica do volume nuclear do hepatdcito com seu
volume celular, foi observado um aumento nessa relagio,
entretanto sem significincia estatistica (p > 0,05).

L. . . . . Mann-

Grupos Minimo 1° Quartil Mediana 3° Quartil Maximo Whitney Test
Controle 123 125,5 128 136,75 146

TGO/AST 0,9397
Tratado 99 110,25 132 141,5 165
Controle 33 40,5 45 47,75 52

TGPALT 0,6775
Tratado 34 38,25 435 4725 49

Fosfatase Controle 332 426,25 453 491,75 654

alcalina 0,0232
Tratado 263 319,75 366,5 406,75 482
Controle 1 3 4 5 12

Gama GT 0,008
Tratado 0,5 1 2 2,75 3
Controle 2,7 2,825 2,95 3,175 33

Albumina 0,3243
Tratado 2,8 2,95 3,1 3,25 3,4

3.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS HEPATICOS

Aandlise dos valores de TGO/AST mostra o grupo
tratado com limites mdximos e minimos mais afastados
em relacio ao grupo controle, porém nio houve valores
estatisticamente significativos.

Na andlise do parimetro TGP/ALT pode-se
verificar limites maximos e minimos préximo a0 grupo
controle e com valores sem significincia estatistica.
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Grafico 1. (A) Comparagio dos niveis de fosfatase alcalina em U/L entre os grupos controle e tratado. (B) Comparacio dos niveis de gama

GT em U/L entre os grupos controle e tratado. (C) Comparagio dos niveis de albumina em g/dL entre os grupos controle e tratado.

Os valores de fosfatase alcalina do grupo tratado
sao notoriamente diminuidos em relacio ao grupo
controle, havendo significincia estatistica, conforme
grifico 1(A).

Na andlise do parimetro gama-glutamil-
transferase (Gama GT), observa-se que o grupo tratado
apresenta um limite maximo bem inferior ao grupo
controle, com valores estatisticamente significativos,
como observado no grifico 1(B).

No parametro albumina, quando analisada no
grifico 1(C), observa-se valores pouco discrepantes entre
grupos controle e tratado, sem significincia estatistica.

4 DISCUSSAO

O cha de Ayauasca tem sido usado para diversas
finalidades fora do contexto religioso, dentre elas como
terapéutico contra abuso de drogas (CARLINI et al., 2000)
ou até mesmo como recreacio pelos efeitos alucindgenos
(FIGUEROA, 2012). Dessa maneira, o chd de Ayauasca
pode ser ingerido em quantidades menores ou maiores
em relagdo ao contexto do ritual.

A dose quatro vezes superior durante 15 dias
pode mostrar na microscopia hepdtica congestao
(14,3%), degeneracio hidrépica (28,0%), esteatose
(28,06%), infiltrado inflamatério (14,3%) e necrose
(14,3%) (MORAIS, 2014).

O figado, nesse trabalho, mostrou-se sem
alteracoes morfologicas na andlise microscopica,
entretanto  ocorreu  uma  reducio
estatisticamente do volume do hepatécito e do nicleo

significativa

do hepatdcito, porém o volume nuclear relativo mostra-
se aumentado, embora sem significincia (p = 0,18).

Em outra pesquisa em que o chd de Ayahuasca
foi utilizado, observou-se que o peso do figado do grupo
tratado era menor em relacio ao grupo controle (p =
0,14) (FIGUEROA, 2012), possivelmente a reducio do
volume dos hepatécitos encontrada na atual pesquisa
tenha relacao com a reducio do peso hepitico.

Na andlise bioquimica através dos resultados
obtidos nio houve evidéncias de lesio hepitica,
pois nio houve aumento dos parimetros AST, ALT,
Gama GT, Fosfatase alcalina; podemos ainda excluir a
colestase pelo fato da Gama GT e Fosfase alcalina nio
se elevarem. Contudo, ocorreu reducio estatisticamente
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significante da Gama GT (Mann-Whitney Test = 0,008)
e da Fosfatase Alcalina (Mann-Whitney Test = 0,0232).
Esses parametros podem ter uma relacio com a alteracio
histoldgica através da reducio do hepatdcito e de seu
nucleo, através da interferéncia em algum processo da
producio dessas enzimas, que pode ser na transcri¢io
ou em outro local da sintese hepitica das mesmas. No
estudo da sintese hepdtica, o parimetro albumina sérica
nao se alterou, o que pode indicar que nao hd alteragio
de sintese no figado.

5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a dose e o tempo de exposicao
nao foram encontradas alteracbes morfologicas nesse
estudo.

O estudo morfométrico mostrou alteracoes
significativas no volume do hepatécito e de seu nucleo,
onde ocorreu diminui¢io do volume do grupo tratado
em relagdo ao grupo controle.

Observou-se uma redugdo estatisticamente
significativa nos parimetros da Gama-glutamil-transferase
e Fosfatase Alcalina.

Nio ocorreu lesio hepitica, nem alteracio da
sintese hepdtica, contudo algumas enzimas como a
Gama-glutamil-transferase a Fosfatase Alcalina tiveram
seus valores reduzidos no grupo tratado a0 se comparar
com os valores do grupo controle.
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