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RESUMO

A depressao é uma patologia que impacta 3,8 % da populacdo mundial.
A incidéncia entre adultos é de 5 %, dos quais 4 % sé&o homens e 6 % séo
mulheres. A doenca se caracteriza por uma alta complexidade, envolvendo
diversos mecanismos e incluindo fatores bioldgicos, psiquicos e sociais. Um
novo tipo de tratamento que vem surgindo nas ultimas décadas € a aplicacao de
substancias psicodélicas como LSD, psilocibina e cetamina. Estas vém
demostrando efeitos antidepressivos mesmo ap6s a administracdo de uma unica
dose. A Ayahuasca € uma bebida psicodélica preparada a partir da decoccédo de
partes de duas plantas: as cascas de um cipd que contém compostos beta
carbolinicos [Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) Morton] e as folhas de um
arbusto [Psychotria viridis Ruiz & Pav.] que apresenta altas concentragdes de
N,N-dimetiltriptamina (DMT). Originaria dos povos indigenas da bacia
amazobnica, a Ayahuasca se expandiu pelo globo, e atualmente também vém
sendo estudada quanto a seus possiveis efeitos antidepressivos. Para uma
investigacdo a nivel molecular dos mecanismos por tras do transtorno da
depressdo maior, bem como do tratamento com Ayahuasca, foram realizadas
analises lipidébmicas e metabolémicas globais com amostras de soro sanguineo
de pacientes diagnosticados com depressao resistente ao tratamento
(depresséo refrataria) e de individuos controle, aos quais foram administrados
Ayahuasca ou placebo. Os resultados apresentam uma lista de 14 lipidios e 3
metabdlitos diferenciais correlacionados a vias metabdlicas ja relatadas pela
literatura cientifica como sendo importantes para a fisiopatologia da depressao

e que também sdo essenciais para o bom funcionamento do sistema nervoso



central. Os resultados trazem, principalmente, diversos indicios do envolvimento
do sistema imune na depressdo, bem como indica a participacdo da histamina
como composto ponte entre o0 sistema imune, a regulacdo de monoaminas e o
eixo HPA, relacionando, desse modo, duas teorias bioquimicas vigentes sobre a

depressao: a das monoaminas e a das citocinas.



ABSTRACT

Depression is a pathology that affects 3.8 % of the world population. The
incidence among adults is 5 %, of which 4 % are men and 6 % are women. The
disease is overly complex, involving various mechanisms and including
biological, psychological and social factors. A new type of treatment that has
emerged in recent decades is the use of psychedelics such as LSD, psilocybin,
and ketamine. These have demonstrated antidepressant effects even after a
single dose. Ayahuasca is a psychedelic beverage prepared from parts of two
plants: the bark of a vine containing beta carboline compounds [Banisteriopsis
caapi (Spruce ex Griseb.) Morton] and the leaves of a shrub [Psychotria viridis
Ruiz & Pav.] with high concentrations of N,N-dimethyltryptamine (DMT).
Originating from Indigenous people of the Amazon basin, Ayahuasca has spread
across the globe and is currently being studied for its possible antidepressant
effects. In order to investigate the mechanisms behind major depression disorder
and Ayahuasca treatment at a molecular level, untargeted lipidomic and
metabolomic analyses were carried out on blood serum samples from patients
diagnosed with treatment-resistant depression and control subjects given
Ayahuasca or placebo. The results indicate potential differential lipids and polar
metabolites correlated with metabolic pathways already reported in the scientific
literature as being important for the physiopathology of depression and which are
also essential for the proper functioning of the central nervous system. They also
provide evidence of the involvement of the immune system in depression, as well

as relating it to current biochemical theories on depression.



ZUSAMMENFASSUNG

Depression ist eine Krankheit, von der 3,8 % der Weltbevdlkerung
betroffen sind. Die Inzidenz bei Erwachsenen liegt bei 5 %, davon 4 % bei
Mannern und 6 % bei Frauen. Es handelt sich um eine hochkomplexe Krankheit,
an der verschiedene Mechanismen beteiligt sind, darunter biologische,
psychologische und soziale Faktoren. Eine neue Art der Behandlung, die in den
letzten Jahrzehnten entstanden ist, ist der Einsatz von Psychedelika wie LSD,
Psilocybin und Ketamin. Diese haben bereits nach einer einzigen Dosis
antidepressive Wirkungen gezeigt. Ayahuasca ist ein psychedelisches Getrank,
das aus zwei Pflanzen zubereitet wird: der Rinde einer Rebe, die Beta-Carbolin-
Verbindungen enthéalt [Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) Morton], und den
Blattern eines Strauches [Psychotria viridis Ruiz & Pav.] mit hohen
Konzentrationen an N,N-Dimethyltryptamin (DMT). Ayahuasca stammt
ursprunglich von den indigenen Vélkern des Amazonasbeckens, hat sich aber
weltweit verbreitet und wird derzeit auf seine mdgliche antidepressive Wirkung
hin untersucht. Um die Mechanismen zu untersuchen, die einer schweren
Depression und einer Ayahuasca-Behandlung auf molekularer Ebene zugrunde
liegen, wurden untargeted Lipidom- und Metabolomanalysen an
Blutserumproben von Kontrollpersonen und von Patienten, bei denen eine
Depression diagnostiziert wurde, die Ayahuasca oder Placebo erhielten,
durchgefuhrt. Die Ergebnisse weisen auf potenzielle differentielle Lipide und
Metaboliten hin, die mit Stoffwechselwegen korrelieren, die in der
wissenschaftlichen Literatur bereits als wichtig fir die Physiopathologie der

Depression beschrieben wurden und die auch fir das ordnungsgemalle



Funktionieren des zentralen Nervensystems wesentlich sind. Die Ergebnisse
liefern auch Beweise fir die Beteiligung des Immunsystems an Depressionen
und stellen einen Bezug zu den aktuellen biochemischen Theorien Uber

Depressionen her.
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1 Introducéo

1.1 Lipidémica

Os biomarcadores, ou marcadores biologicos, sdo parametros medidos e
analisados como indicadores de processos fisiolégicos normais, patolégicos ou
gerados como resposta a intervencdes terapéuticas - por exemplo, o0 uso da
medida da concentracdo de glicose como reflexo da incidéncia de diabetes, bem
como de seus diferentes estagios.*

Devido ao grande avanco tecnologico dentro da quimica analitica no
campo da gendmica, da transcriptdbmica, da proteébmica e, mais recentemente,
da metabolémica, os biomarcadores vém ganhando atencdo como potenciais
substitutos de pontos finais clinicos - por exemplo, elevadas concentracdes das
citocinas fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) no soro
sanguineo de pacientes com depressao-,? e trazem a possibilidade da correlacédo
de diagndsticos clinicos e/ou efeitos gerados por intervencdes terapéuticas com
eventos fisiolégicos a nivel celular e molecular.®

O descobrimento de biomarcadores atualmente tem embasamento,
principalmente, nas ciéncias 6micas. Estas buscam olhar para todo o conjunto
de biomoléculas pertencentes a uma determinada classe (proteinas,
metabdlitos, RNAs) de um sistema biologico, e entdo investigar diferencas na
concentracdo dessas biomoléculas entre os grupos de amostras estudados.* > ©

Entre genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma, o Ultimo é o mais
representativo em relagdo ao fenotipo, constituindo-se por todos 0s compostos

de baixa massa molecular (até 1500 DA) contidos em células participantes no
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metabolismo geral.” Do genoma (conjunto total dos genes) sdo sintetizados
RNAs mensageiros (0s quais compdem o transcriptoma) que sinalizam a sintese
de proteinas (proteoma).® Entretanto, nem todo gene desencadeia na producéo
de RNAs mensageiros, como também, nem toda proteina sintetizada apresenta
atividades funcionais. Somando-se a isso, ainda ha a influéncia bidirecional entre
essas camadas biolégicas, bem como a interferéncia do ambiente nelas® e a
complexidade do préprio sistema nervoso central. Assim, a analise dos
metabdlitos traz uma interpretacdo mais correlacionada ao fendtipo, permitindo
uma visualizacdo holistica dos sistemas bioldgicos.

A metabolémica é uma ferramenta com um vasto espectro de aplicacao,
podendo ser usada para o estudo de reinos diversos: animal, vegetal, fungi; bem
como para diferentes amostras bioldgicas (fluido cerebrospinal, sangue, urina e
saliva, por exemplo, ou folhas, caules e raizes de plantas), permitindo a
correlacdo de seu contetdo biomolecular a algum estado fisio(pato)l6gico ou a
alguma intervencao externa.

Duas abordagens gerais existem. A primeira € chamada de metabolémica
targeted,'® ou metabolémica direcionada em Portugués, que foca na andlise de
metabdlicos especificos ou de uma determinada classe. Tal abordagem exige
um conhecimento prévio da biologia e da bioquimica por tras dos metabdlitos
investigados para a delineacdo de um design de experimento que seja
adequado. A segunda abordagem é denominada untargeted!! ou metabolémica
nao direcionada, e consiste em uma investigacdo do conjunto de todo o
metaboloma em um determinado material biolégico com o intuito de se obter
informagdes preliminares que permitam o planejamento de experimentos

direcionados posteriores e investigagdes mais profundas.
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Um ramo crescente dentro da area caracteriza-se pela lipidémica — o
estudo do conjunto de todos os lipidios (lipidoma), das moléculas com as quais
interagem e de suas fungbes dentro das células.’? O fluxo de trabalho da
metabolémica (e da lipiddmica) consiste na coleta e a preparacdo das amostras
que, em seguida, sdo separadas e submetidas a analise instrumental por
técnicas cromatogréaficas, como cromatografia liquida®® ou gasosa,* acopladas
a espectrometria de massas?!® ou por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear.'® Os dados instrumentais obtidos sdo submetidos a pré-tratamentos e
pré-processamentos, seguidos da analise estatistica e de sua interpretacao
dentro de um contexto biolégico.’

Apesar de recentes, a metabolémica e a lipidémica vém crescendo,
apresentando continuamente novos softwares, novos modos de experimento e
expandindo os bancos de dados utilizados constantemente. A lipidémica, apesar
de ser ainda mais nova, apresenta grandes avancos, principalmente na questéo
de bancos de dados e softwares. Dessa forma, as duas abordagens se
apresentam como ferramentas poderosas na investigacdo de alteracdes do
metabolismo causados por estados fisio(pato)l6gicos, bem como da resposta
metabdlica a tratamentos e intervencdes terapéuticas, contribuindo com a

expansdo do conhecimento do funcionamento de sistemas bioldgicos.

1.2 Lipidios

Os lipidios consistem em um conjunto de biomoléculas hidrofébicas, ou

lipossoluveis, compostas por combinagdes de acidos graxos ligados a varias

outras estruturas quimicas (Figura 1). Eles séo classificados em oito classes
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principais de acordo com o LIPID MAPS: acidos graxos (do inglés fatty acyls,
FA), glicerolipidios (do inglés glycerolipids, GL), glicerofosfolipidios (do inglés
glycerophospholipids, GP), esfingolipidios (do inglés sphingolipids, SP), lipidios
esterois (do inglés sterol lipids, ST), lipidios prendis (do inglés prenol lipids, PR),
sacarolipidios (do inglés saccharolipids, SL) e policetideos (do inglés

polyketides, PK).18. 19
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Figura 1 Exemplos das oito classes principais de lipidios de acordo com a

classificacéo do LIPID MAPS.

De forma geral, os lipidios possuem importantes papéis em vias
metabdlicas, fazem parte das membranas celulares como componentes
estruturais, estdo envolvidos em reac¢des bioquimicas como substratos, produtos
ou cofatores, além de serem precursores de moléculas sinalizadoras

importantes, como protectinas e resolvinas.'? 20O cérbero é o local que possui a
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maior proporcdo de lipidios apos o tecido adiposo, com sua massa seca
constituindo-se por uma propor¢do superior a 50 %, onde os
glicerofosfolipidios e os esfingolipidios sdo os principais constituintes das
membranas neuronais.

Os glicerofosfolipidios (Figura 1) contribuem em cerca de 20 a 25 % em
massa seca no cérebro de individuos adultos, sendo que nas membranas
neuronais, juntamente com colesterol e glicolipidios, esse valor chega a ser de
50 a 60 %.2! Também sédo encontrados na forma de esfingomielina na mielina,
regido que contém a maior quantidade de glicerofosfolipidios,?? e séo
construidos a partir de uma molécula de glicerol ligado a um &cido graxo no
carbono 2 e uma base fosforilada na posicéo trés (colina, etanolamina, serina ou
inositol).

Ja os esfingolipidios (Figura 1) sédo lipidios compostos por uma cabeca
polar e duas caudas formadas por cadeias hidrofébicas e contém a esfingosina
como base. Sédo classificados tipicamente em ceramidas, esfingomielinas e
glicoesfingolipidios e contribuem com cerca de 10 % na massa total de lipidios
celulares.?® As esfingomielinas sdo constituintes importantes de membranas
celulares no sistema nervoso central, apresentando altas concentracdes na
mielina, e sdo clivadas em ceramidas e fosfocolinas.?* Galactosilceramidas, uma
subclasse das ceramidas, contribuem com até 2 % em massa seca na massa
cinzenta do cérebro e com 12 % na massa branca, sendo componentes dos
oligodendrdcitos, os responsaveis pela formacéo de mielina.?®

Os fosfolipidios sao fundamentais para a arquitetura do cérebro, formando
as bicamadas lipidicas que comp&em as membranas celulares, gerando, assim,

integridade estrutural para o 6rgao, como também sdo importantes para o bom
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funcionamento do tecido cerebral, exercendo funcdes de estoque de energia.
Além disso, sdo precursores de compostos mensageiros secundarios como
acido araquidoénico, acido docosohexaendico (DHA), ceramida, 1,2-diacilglicerol
(do inglés 1,2-diacylglycerol, DAG), &cido fosfatidico e acido lisofosfatidico.?®

O primeiro lipidio a ser isolado e purificado (por cristalizacdo) foi o
colesterol no ano de 1834.?” Desde esse primeiro isolamento, o interesse em
torno dos lipidios e de suas funcdes cresceu. Atualmente, varios estudos
relacionam distlrbios em seus metabolismos a patologias.?®2°

No campo das doencas psiquiatricas, interferéncias no metabolismo de
lipidios, como o aumento de produtos provenientes da oxidacdo de lipidios
causados por estresse oxidativo,3® tém sido relacionadas com doencas
neurodegenerativas como o transtorno da depressdo maior (MDD).3%32 O
estresso oxidativo ocorre quando ha uma formacdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (do inglés reactive oxygen species, ROS) que excede a
capacidade da célula de detoxifica-las.®® O cérebro é considerado especialmente
vulneravel a este processo, devido a sua alta quantidade de acidos graxos poli-
insaturados (do inglés, polyunsaturated fatty acids, PUFAS) que apresentam
varios sitios ativos de oxidacéo (ligacdes duplas).3+3%

Outros indicios fisioldgicos da depressdo compreendem alteracdes nas
qguantidades de lisofosfolipidios, monoglicerofosfolipidios e fosfoetanolaminas no
soro sanguineo de pacientes diagnosticados®® e a correlacdo negativa entre as
concentracdes totais de colesterol e de lipoproteina de baixa densidade (do

inglés low density lipoprotein, LDL) com sintomas depressivos.3’
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Mesmo sendo descobertos ha décadas atras, muito ainda resta para se
desvendar sobre os mecanismos envolvendo lipidios e a fisiopatologia de

doencas neurodegenerativas, incluindo a depressao.

1.3 Depresséo

A depressao € uma doenca debilitante que pode levar ao suicidio e se
manifesta em cerca de 3,8 % da populacdo mundial, afetando a qualidade de
vida de cerca de 280 milhdes de pessoas e sendo um dos maiores responsaveis
pelos problemas de salde mundialmente.3® Trata-se de uma doenca de matriz
complexa, na qual fatores bioldgicos, psiquicos e sociais estdo envolvidos. Além
de questbes de pré-disposicdo genética,>® por exemplo, estdo fatores
psicolégicos, onde episddios de trauma durante o periodo da infancia aumentam
as chances de desenvolvimento da patologia na fase adulta. Pessoas que vivem
em ambientes de alto estresse como em regides de guerra também apresentam
maior tendéncia de desenvolvé-la.*°

A depressao acarreta dificuldade em todos os aspectos e areas da vida,
incluindo as relagBes sociais, 0 campo do trabalho, o ambiente domiciliar e a
escola. Seus sintomas se caracterizam por falta de concentracdo, excesso de
sentimentos negativos como culpa ou de nao validade, falta de esperanca,
problemas com sono, falta de energia, sensagao de cansago e pensamentos
ruminantes e suicidas.*° A patologia pode ser considerada leve, moderada ou
forte dependendo da intensidade de seus sintomas, bem como pode ser

classificada como refrataria (ou resistente ao tratamento), quando o paciente ja
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passou por tratamentos com pelos menos dois antidepressivos pertencentes a
classes distintas e ndo apresentou resposta de melhora.

Os primeiros avanc¢os nos medicamentos para depresséao se iniciaram em
1957 com a descoberta casual da atividade antidepressiva da isoniazida, um
medicamento que era usado para o tratamento da tuberculose.*® Os
antidepressivos tri e tetraciclicos (do inglés tri-, tetracyclic antidepressants, TCA),
que apresentam sua atividade por meio da inibicdo da recaptacdo de
noradrenalina e serotonina, e os inibidores da monoamina oxidase (IMAO) foram
desenvolvidos e utilizados por mais de trinta anos. Entretanto, devido a alta
toxicidade dessas substancias fez-se necesséario o desenvolvimento de novos
antidepressivos que apresentassem efeitos colaterais mais brandos.*?43

Os TCAs apresentavam toxicidade ao disparar a atividade colinérgica e
histaminérgica,***> enquanto que os IMAOs promovem o bloqueamento da
degradacdo de neurotransmissores por periodos de até 14 dias, trazendo
restricbes de uso aos pacientes, devido ao efeito cruzado com outros
medicamentos, como no caso de antidepressivos inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina (ISRSs).

A acao conjunta de IMAOs com ISRSs pode levar a sindrome
serotoninérgica que ¢é causada por uma alta concentracdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica, levando a um estado euforico e
causando confuséo, rigidez muscular, convulsdo, sudorese, balangos no ritmo
cardiaco, podendo ser fatal.*¢: 47 48 A ingestédo de tiramisina junto com IMAOs
também deve ser evitada, pois pode levar a um aumento da pressao sanguinea

e a uma hemorragia cerebral.4? %0
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Posteriormente, outros antidepressivos, com mecanismos de atuacao
diferentes, e com efeitos colaterais menos nocivos (ganho de peso, disturbios de
sono e disfuncdo sexual),® foram implementados no mercado farmacéutico
como o ISRS®? e os inibidor seletivo de recaptacdo da serotonina e da
norepinefrina  (ISRSNs).>® Independente da classe, 0s compostos
antidepressivos apresentam eficacia semelhante, variando apenas em seus
efeitos colaterais.

Além de a depressao ser muitas vezes diagnosticada de forma incorreta,
menos de 50 % dos pacientes respondem a algum antidepressivo e muitos
permanecem sob a medicacao errada por muito tempo, trocam de medicamento
muito rapido ou até o interrompem.> 5 Nesse contexto, ainda ha bastante
campo para o desenvolvimento de novos antidepressivos, visto também que
cerca de 2/3 dos pacientes sdo considerados resistentes ao tratamento, ou
refratarios, ou seja, jA passaram por tratamento com pelo menos dois
antidepressivos pertencentes a classes diferentes e ndo apresentaram respostas
de melhora. 5657

A teoria decorrente do desenvolvimento dos primeiros antidepressivos é
chamada de teoria das monoaminas®® >° Segundo ela, casos de depressédo sédo
causados devido a uma reducdo da concentracdo de monoaminas na fenda
sinaptica. As monoaminas sdo neurotransmissores, e 0s antidepressivos foram
desenvolvidos para a modulagdo de monoaminas como a serotonina e a
dopamina, de forma a aumentar suas concentracbes na fenda sinaptica e
reestabelecer seu reequilibrio. Atualmente, porém, sabe-se que o

reestabelecimento de tal equilibrio ocorre de 24 a 48 horas apés o inicio da
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administracdo de antidepressivos, de forma que outros mecanismos devem estar
envolvidos na fisiopatologia e no tratamento da depresséo.6% 61

Novas teorias bioquimicas vém surgindo, dentre elas esta a teoria das
citocinas que relaciona os mecanismos de episddios de depressdo a
concentracfes altas de agentes pro-inflamatorios no sistema nervoso central
(SNC).52 Seus mecanismos estdo sob investigacdo e também se relacionam ao
envolvimento do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA).%3 64 Este faz parte do
sistema de resposta ao estresse, e quando ativado causa a liberacdo do
hormonio liberador de corticotrofina (do inglés cortocotrophin releasing factor,
CRF) no hipotalamo que causa a liberacdo do horménio adrenocorticotréfico (do
inglés adrenocorticotropic hormone, ACTH) pela glandula pituitaria, disparando
a liberacéo de glicocorticoides (cortisol) e também de monoaminas.®®

Com o avanco das tecnologias e o0 desenvolvimento de novas abordagens
dentro da éarea cientifica, a complexidade do transtorno maior vem sendo
progressivamente desvendada, possibilitando e auxiliando no desenvolvimento
de medicamentos mais eficazes em seu tratamento e que apresentem menos
efeitos colaterais. Porém, muito ainda ha para ser descoberto sobre a

fisiopatologia da doenca.

1.4 Ayahuasca

A Ayahuasca é uma bebida psicodélica ente6gena® preparada pela

decoccéo das cascas do cip6 Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) Morton

(Malpighiaceeae)? - o qual possui compostos alcaloides B-carbolinicos (harmina,

2 Os nomes cientificos completos e a familia das espécies foram consultadas no site Flora e Funga do
Brasil (https://collectory.sibbr.gov.br/collectory/public/show/dr66).
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harmalina e tetrahidroharmina) - e pelas folhas do arbusto Psychotria viridis Ruiz
& Pav. (Rubiaceae) - que possui altas quantidades do agonista serotonérgico
N,N-dimetiltriptamina (DMT),%” duas plantas originarias da bacia amazdnica. Seu
nome tem origem no Quéchua e pode ser traduzido como “cipé dos mortos” (Aya
= morto, alma, espirito; Waska = cipd). Originalmente usada por povos
amerindios e mesticos diversos na bacia amazoénica em rituais magico-religiosos
com diversas finalidades, como a de cura, divinacao, contato com o sobrenatural,
representa uma bebida sagrada e altamente respeitada pelos povos originarios
como pode ser notado no uso da bebida pelo povo Siona, onde o xama toma a
bebida e investiga o0 que ela traz para se ver. Caso as visées sejam de boa
qualidade, o xama distribui a bebida aos demais, que tém as mesma visoes, e
os conduz por visitas a aldeias, confraterniza¢cées e aprendizados. %

No povo Kaxinawd, o preparo da ayahuasca nao € exclusivo do xama e
Seu uso representa o meio de contato dos homens a partir da puberdade com o
yuxin, o espirito que permeia tudo (as mulheres realizam tal contato através de
desenhos). A bebida é utilizada par desprender o bedun yuxin (o préprio espirito)
do corpo para que este esteja preparado para ir a aldeia celeste apds a morte.%°

Ja para o povo Tatuyo, a bebida € tomada para a realizacdo de uma
viagem ao tempo e lugar de origem, onde ainda ndo havia separacao entre o Sol
e as pessoas. A experiéncia vivida € a grande viagem primordial da sucuri como
uma nova génese do mundo, ap6s a qual este se encontra forte e novo
novamente.’®

A bebida adentrou o meio urbano brasileiro através do contato de
trabalhadores rurais e seringueiros com indigenas na regido amazonica do Acre

e de Rondonia.”t - 76 Nesse contexto, um nome de destaque é Raimundo Irineu
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Serra. Conhecido como mestre Irineu, foi o responsavel pela fundacdo do Alto
Santo, a primeira religido sincrética - integracdo de crencas cristas, de origem
africana e do espiritismo kardecista - a usar Ayahuasca como bebida
sacramental.”” O Alto Santo se restringe praticamente a regido acreana, mas
apos a morte de mestre Irineu, houve a fundacéo da Igreja do Culto Eclético da
Fluente Luz Universal (ICEFLU) por padrinho Sebastido, o qual ficou comumente
conhecido como Santo Daime e se expandiu as demais regifes brasileiras,
sendo mais popular do que sua igreja originaria. Em 1945, ocorre a fundacéo da
segunda religido ayahuasqueira, a Barquinha, por Daniel Pereira de Matos na
zona rural de Rio Branco e, entre 1961 e 1965, se d&a o processo de formacao
da Unido do Vegetal (UDV) por José Gabriel da Costa, conhecido como mestre
Gabriel. As trés religides caracterizam um forte processo de sincretismo
brasileiro, no qual crencas e praticas indigenas e oriundas do catolicismo, da
umbanda, do espiritismo kardecista se mesclam consolidando um novo cenario
religioso que se expande pelas demais regifes do pais e ao exterior a partir da
década de 1980 e atualmente se estabelece também nos Estados Unidos e em
paises da Europa, da Asia e da Africa.”® 7° Tal expans&do do uso da Ayahuaca
implica em diversas questdes étnico-sociais, incluindo a apropriacao cultural
desse conhecimento ancestral e o apagamento do uso indigena, a colheita
predatéria das espécies envolvidas, bem como de seu contrabando e
adulteracao da bebida.

Em termos da composicao quimica da Ayahuasca, a DMT (oriunda da P.
viridis) quando ingerida de forma isolada via oral é rapidamente metabolizada
pela enzima monoamina oxidase A (MAO-A) encontrada no figado e no intestino,

nao apresentando, portanto, seus efeitos psicoativos. Os compostos -
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carbolinicos provenientes da Banisteriopsis caapi encontrados na bebida inibem,
entretanto, a atividade da MAO-A, de forma que as duas plantas apresentam um
efeito sinérgico que permite com que as moléculas de DMT cheguem ao sistema
nervoso central pela corrente sanguinea e se liguem aos receptores
serotonérgicos 5-HT1azanzc. 89 81

Os efeitos psicodélicos alcangcam seu maximo de intensidade entre uma
hora e meia e duas horas ap0s a ingestao e se caracterizam por alteracdes nas
percepcbes cognitivas, um estado de consciéncia alterada transiente
caracterizada por introspeccao, visoes, efeitos auditivos, maior velocidade de
pensamento e maior facilidade para novas associacdes, emocdes acentuadas e
acesso a memoéria pessoal.8? 8 Os efeitos fisicos englobam nausea e
ocasionalmente émeseP, a qual muitas vezes ndo é relatada como
desconfortavel e é vista como forma de limpeza fisica e espiritual. Pesquisas
realizadas com usuarios da Ayahuasca nas ultimas duas décadas mostram que
0s ayahuasqueiros ndo apresentam sintomas de disturbios psicolégicos ou
problemas neurocognitivos, mas, pelo contrario, apresentam funcdes cognitivas
normais ou melhores, bem-estar maior e psicopatologias como depressao e
ansiedade reduzidas.* 85 Muitos também séo os relatos de remissdo de uso
abusivo de substancias, como alcool e cocaina.®® 8" A bebida se mostra segura
guanto a surtos psicéticos, sendo raros 0s casos encontrados na literatura e
guando relatados, foram facilmente contornados através de apoio psicolégico-
verbal ainda sob o efeito psicodélico. Os surtos psicoticos estdo vinculados, de

forma geral, a pré-disposicdes ou a pré-histéricos familiares.8 - %0

b 8mese: vomito
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1.5 Potenciais da Ayahuasca no tratamento da depresséo

O potencial terapéutico da Ayahuasca tem sido estudado nos ultimos
anos. O Projeto Hoasca,®® iniciado em 1993, foi o primeiro a investigar os
mecanismos fisioldgicos e psicolégicos do seu uso e foi promovido pela
colaboracéo de diversas instituicdes como o templo da UDV localizado na cidade
de Manaus e centros de pesquisa, como o Departamento de Psiquiatria do
Centro Médico UCLA Harbor, o Departamento de Neurologia da Escola de
Medicina da Universidade de Miami, o Departamento de Psicologia da
Universidade do Rio de Janeiro, o Departamento de Medicina Interna da Escola
de Medicina da Universidade do Amazonas e o Departamento de Quimica
Farmacéutica da Universidade de Kuopio na Finlandia.

O projeto foi um estudo piloto com 15 voluntarios do sexo masculino que
frequentavam a UDV ha mais de 10 anos e 15 homens de status socioeconémico
e idade semelhantes aos ayahuasqueiros e que nao haviam tido contato prévio
com a bebida. Os objetivos do estudo consistiram em obter dados preliminares
sobre a bebida e seu consumo.

As concentracfes dos alcaloides na bebida e no plasma sanguineo foram
medidas, bem como foram avaliadas a toxicidade da bebida e sua seguranca
sob seu efeito agudo e a longo prazo. Sob efeito agudo, as funcdes fisioldgicas
como batimento cardiaco, pressdo sanguinea e diametro da pupila se
mantiveram dentro dos parametros normais. Quanto aos resultados de longo
prazo, 0s usudarios de ayahuasca apresentaram melhor desempenho nas
avaliacbes cognitivas e psicolégicas, que compreenderam entrevistas

diagnosticas, testes de personalidade e avaliagGes neurofisioldgicas.®? - 8 Os
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efeitos subjetivos e psicodélicos foram atribuidos a DMT pela correlacdo com
seu pico de concentracdo no plasma sanguineo. Porém, de acordo com as
medidas fisioldgicas, os efeitos sdo menos intensos do que 0s gerados pela
aplicacdo de DMT isolada de forma intravenosa. Além disso, um aumento de
receptores 5-HT foi identificado nos frequentadores da UDV quando comparado
ao grupo controle por uma maior densidade de sitios serotonérgicos nos
ayahuasqueiros em relac&o ao grupo controle, indicando modificacdes na via da
serotonina.’ 79 92

Estudos mais recentes apontam remissdo quanto ao uso abusivo de
substancias, como alcool e cocaina, e deve-se destacar também seus efeitos
ansiolitico e antidepressivo (ja conhecidos pelos povos indigenas). Em 2007, dos
Santos et al.®® relataram que ayahuasqueiros pertencentes a UDV a longo prazo
apresentam valores baixos para escalas de panico e desesperanca. Alguns anos
depois, em 2016, Osorio et al.** descreveram a reducéo de até 82 % em indices
de escala de depressdo em seis pacientes com depressdo aguda apds uma
Gnica dose da bebida nos dias 1, 7 e 21 subsequentes a ingestdo em uma
abordagem de estudo clinico aberto. Tal resultado foi corroborado
posteriormente por Sanches et al.®®* em um trabalho semelhante envolvendo 17
pacientes.

Em 2018, o primeiro trabalho com placebo duplo-cego envolvendo 33
pacientes com MDD resistentes ao tratamento relatou diminuicdo em indices de
escala de depressédo, como o HAM-D (Hamilton Depression Rating Scale) e
MADRS (Montgomery Asberg Depression Rating Scale) sob o efeito agudo e 1,
2 e 7 dias apos aplicacdo de uma unica dose de Ayahuasca (Palhano Fontes et.

al).% Niveis basais de cortisol foram medidos, onde os pacientes apresentaram



37

maiores valores em comparacao ao grupo controle. Os valores subiram para 0s
dois grupos durante o efeito agudo da Ayahuasca, porém, dois dias apés a
administracéo os niveis baixaram e ndo houve distingdo entre os dois grupos.®’
Embora os niveis de BDNF n&o puderam discriminar o grupo controle e de
pacientes, a administracdo da Ayahuasca aumentou sua concentragcdo em
ambos os grupos que apresentou uma correlacdo negativa com 0s sintomas
depressivos no grupo de pacientes.®® A proteina reativa C, um biomarcador de
inflamacé&o, também foi medida, estando em maior concentracdo no grupo de
pacientes, e a qual foi baixada em ambos os grupos com a administracdo de
Ayahuasca e apresentou correlacdo com o a diminuicdo dos sintomas
depressivos.®?

Os efeitos antidepressivos e ansioliticos da bebida podem ser associados
aos alcaloides inibidores da MAO-A - abordagem conhecida para o tratamento
desse distarbio - e a funcdo inibidora de recaptacdo de serotonina da
tetrahidroharmina - mecanismo de antidepressivos convencionais - que
aumentam a disponibilidade de monoaminas na fenda sinaptica e contribuem
para o efeito antidepressivo.'®® Outro possivel sitio de acdo ansiolitica e
antidepressiva da bebida seria o receptor Sigma-1, o qual poderia ser em parte
responsavel pelos efeitos, ja que alguns antidepressivos como fluvoxamina sao
agonistas desse receptor.10t

A acdo da DMT no receptor serotonérgico 5-HT1a € majoritariamente preé-
sinaptica e tem sido associada a atividade inibitéria. O receptor 5-HT2a € 0 que
caracteriza uma substancia psicodélica e quando acionado, aumenta o disparo
neuronal através de potenciais e correntes excitatérias pés-sinapticas, estando

envolvido também nos efeitos antidepressivos.10?
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Apesar de seus potenciais, os estudos laboratoriais acerca da Ayahuasca
estdo ainda em seu inicio. A bebida contendo DMT mostra resultados
promissores quanto ao seu uso terapéutico. Uma grande vantagem da sua
aplicacao no tratamento do distarbio depressivo é que 0 composto, assim como
outras substancias psicodélicas — LSD, psilocibina e cetamina — apresenta
efeitos antidepressivos e ansioliticos poucas horas apés sua ingestéo,% o que
contrasta com o tempo de efeito dos antidepressivos convencionais que podem
ser de dias a semanas, ou até mesmo néo surtirem efeito.194 10

A aplicacdo das ciéncias 6micas no estudo do uso da Ayahuasca como
potencial tratamento alternativo ao MDD mostra a possibilidade da investigacao
dos mecanismos fisiolégicos envolvidos em tal patologia e na acao
antidepressiva dos alcaloides encontrados na bebida, como também abre
margens ao desenvolvimento de um tratamento baseado na medicina

personalizada, auxiliando no diagnéstico e no tratamento da doenca.1%
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2. Objetivos

Os objetivos gerais desse trabalho consistiram na investigacdo dos
distirbios metabdlicos causados pela depresséo refrataria, bem como dos
efeitos modulatérios no metabolismo da administracdo da bebida psicodélica

Ayahuasca. Para isso, 0s objetivos especificos consistiram em:

e Extrair amostras de soro sanguineo e separa-las em suas fases organica

(lipidios), aguosa (metabdlitos) e sélida (proteina).

¢ Analisar as fases organica e aguosa por cromatografia liquida de ultra alta

eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-MS).

e Converter, tratar e processar os dados obtidos com o auxilio de

ferramentas computacionais.

e Anotar putativativamente os features

e Analisar e comparar 0s grupos de pacientes e controle entre si.

e Analisar e comparar o grupo de pacientes antes e depois da

administracao de Ayahusca e de placebo.

e Analisar e comparar o grupo controle antes e depois da administracao de

Ayahuasca e de placebo.
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Comparar os resultados obtidos das comparacgdes acima para excluir os

features que foram modulados por placebo.

Analisar os compostos e as vias metabdlicas comuns entre a depressao

e a administracao de Ayahuasca.

Interpretar os resultados obtidos bioquimicamente.
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3. Parte experimental

Este trabalho € uma analise secundaria de um estudo controlado e
randomizado (RCT) no qual o potencial antidepressivo da ayahuasca foi
investigado em individuos saudaveis (controles) e em pacientes com depressao
refrataria.’®¢ O estudo foi realizado no Hospital Universitario Onofre Lopes
(HUOL) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), Brasil e
registrado em http://clinicaltrials.gov (NCT02914769, registrado em 23/09/2016)
com aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Médica do Hospital
Universitario Onofre Lopes (CEP/HUOL) (n° 579.479) (Anexos). O estudo
obedeceu aos padrdes éticos estabelecidos pelos comités nacionais e
institucionais relevantes para experimentacdo humana e seguiu 0s principios da
Declaracdo de Helsinque de 1975, revisada em 2008. Uma declaracdo de

consentimento por escrito foi obtida de todos os participantes.

3.1 Aquisicéao e preparo de amostras

Amostras de soro sanguineo

As amostras de soro sanguineo de pacientes com depresséao, tratados
com placebo ou com Ayahuasca, e de individuos saudaveis foram obtidas em
colaboragéo com os Professores Draulio Barros de Araujo e Nicole Leite Galvao
Coelho (Universidade Federal do Rio Grande do Norte, UFRN, Natal),
compreendendo 51voluntarios (P, n=20 e C, n = 31), todos dentro da faixa etaria
de 18 a 60 anos. Nenhum dos participantes havia tido contato prévio com

nenhum psicodélico classico como ayahuasca, LSD, psilocibina ou mescalina.
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Todos o0s participantes foram submetidos a avaliacdes clinicas
abrangentes de salude mental e entrevistas com psiquiatras treinados para
garantir que os critérios de inclusdo e exclusdo fossem rigorosamente
observados. A Entrevista Clinica Estruturada para o Eixo | (SCID; DSM-IV) foi
usada para avaliar esses critérios em todos os participantes. Para os pacientes,
a SCID também foi usada para confirmar o diagnéstico de depressao maior
unipolar, e a gravidade de seus sintomas foi avaliada com a Escala de Avaliacdo
de Depressdo de Montgomery-Asberg (MADRS).

O grupo de controle (individuos saudaveis) foi composto por adultos que
atenderam aos seguintes critérios de inclusdo: sem disturbios neuropsiquiatricos
ou historico de distarbios neuropsiquiatricos, sem doencas inflamatérias ou
metabdlicas atuais ou gravidez e sem uso de medicamentos que afetem as
funcdes cognitivas, de humor, neurovegetativas, imunolégicas ou endocrinas.

Os pacientes incluidos no estudo estavam atualmente sofrendo de um
episodio depressivo moderado a grave, conforme indicado por uma pontuacao
de 17 ou mais na Escala de Depressdo de Hamilton (HAM-D). Eles também
tinham um diagnostico confirmado de depresséo resistente ao tratamento,
definido como uma resposta inadequada, ou seja, incapacidade de alcancar a
remissao, apés pelo menos dois tratamentos com antidepressivos de classes
diferentes.

Os critérios de exclusdo para os pacientes incluiam gravidez, disturbios
neuroldgicos atuais ou anteriores, historico pessoal ou familiar de esquizofrenia,
transtorno afetivo bipolar, mania ou hipomania, transtornos por uso de

substéancias e suicidio. Durante o estudo, todos os pacientes foram submetidos
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a uma fase de "washout"® de duas semanas, na qual tiveram de interromper a
medicacdo antidepressiva. A duracdo dessa fase de “washout” foi adaptada a
meia-vida da medicacdo anterior dos pacientes para garantir a eliminacao
completa do organismao.

Aos patrticipantes foi admistrada Ayahuasca ou placebo em sec¢fes de 8
horas de duracéo (das 8:00 as 16:00, com a administracdo ocorrendo as 10:00
apos um café da manha leve) em uma sala confortavel equipada com cama,
poltrona reclinavel, ar condicionado e iluminacdo natural e reduzida. Eles
também foram informados que poderiam receber Ayahuaca ou placebo e que
poderiam ou ndo sentir alguma coisa independente da bebida administrada. O
experimento ocorreu em um disgn duplo-cego, onde nem os participantes, nem

0s os administradores sabiam da identidade da bebida oferecida.

Ayahuasca

Para o estudo, foi utilizado um Unico lote de Ayahuasca preparada e
fornecida sem custo por uma filial da Igreja da Barquinha localizada em Ji-
Parana-RO, Brasil. As concentracdes exatas dos ingredientes da bebida foram
determinadas por espectrometria de massas e foram as seguintes: 0,36 + 0,01
mg/ml de DMT, 1,86 + 0,11 mg/ml de harmina (HME), 0,24 + 0,03 mg/ml| de
harmalina (HML) e 0,20 £ 0,05 mg/ml de tetrahidroharmina (THH). Acesso ao
patrimonio genético foi registrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SisGen) sob o codigo ABBACIC (Anexos).

¢ Washout: lavagem



44

Placebo

Como placebo foi utilizada uma mistura amarga de coloracdo marrom
composta por agua, fermento, acido citrico, sulfato de zinco e corante caramelo
com o intuito de simular as propriedades organolépticas (cor e sabor) da

ayahuasca.

Os individuos participantes do estudo receberam doses de Ayahuasca ou
de placebo de 1ml/Kg e foram divididos em quatro grupos: individuos controles
que foram submetidos a ingestdo de uma dose de Ayahuasca, controles
submetidos a ingestéo de placebo e dois outros grupos submetidos aos mesmos
tratamentos, porém, compostos de pacientes com depressao resistente ao
tratamento, que ingeriram ayahuasca e que ingeriram placebo. Destes
individuos, foram coletadas amostras de sangue no tempo basal (tempo zero,
pré-tratamento) e no tempo 48 h (em relacéo a ingestao das doses de placebo
ou Ayahuasca), totalizando 76 amostras. A Tabela 1 apresenta o numero de

replicatas biolégicas presentes em cada grupo.

Tabela 1. Descricdo do numero de replicatas biolégicas por grupo

Controle Depressédo | Depressédo | Depressao Controle Controle
basal basal
Ayahuasca Placebo Ayahuasca Placebo
©) (®) (DA) (DP) (CA) (CP)
24 10 7 8 13 14

*Em experimentos de metabolémica séo utilizadas replicatas biolégicas, ou seja, amostras de
individuos na mesma condicao fisio(pato)l6gica, de modo que n&do necessariamente a soma de
amostras nos grupos apés administracdo de Ayahausca ou placebo se iguale ao nimero de

amostras nos grupos basais correspondentes.
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Apos a coleta do soro, as amostras foram mantidas em biofreezer a -80
°C até o momento das analises para as quais as amostras foram preparadas por
meio de extracdo liquido-liquido em microescala, utilizando os solventes
cloroférmio, metanol, éter tert-butil metilico (MTBE) e uma solucéo 0,1 % (m/m)
de acetato de amdnio, com base no método de extracdo simultanea de
metabdlitos, proteinas e lipidios (SIMPLEX).1%” Neste tipo de extracdo, 225 pL
de metanol e 750 pL de MTBE sé&o adicionados a 30 pL da amostra a 0 ° C,
seguida de agitacdo vigorosa por 5 segundos, apés a qual 188 pL de uma
solucéo de acetato de aménio 0,1 % séo adicionados, seguidos de nova agitacéo
e, entdo, centrifugacdo por 10 min (12000 g, 4 °C). Ao fim, obtém-se um sistema
de trés fases: uma fase superior organica, na qual os lipidios sdo extraidos da
amostra, uma fase aquosa intermediaria contendo os metabdlitos e uma terceira
fase, solida, contendo as proteinas. As fases organica e aguosa foram separadas
e seus solventes evaporados com auxilio de um concentrador centrifugo a vacuo
(Concentrator Plus, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) para posteriormente

serem ressuspendidas e analisadas.

3.2 Analises por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas

As andlises dos lipidios e dos metabdlitos previamente extraidos das
amostras de soro foram realizadas usando-se um espectrometro de massas com
ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador de massas do tipo Orbitrap

(Orbitrap Q-Exactive, Thermo Scientific, Waltham, EUA) acoplado a um
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cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia (UltiMate™ 3000 RSLCano system,
Thermo Scientific, Waltham, EUA).

Para a separacao dos lipidios, foi usada uma coluna cromatogréafica C18
ACQUITY UPLC® BEH C18 com dimensdes 2,1 x 50 mm, tamanho de particula
1,7 ym (Waters, Milford, MA, EUA), uma fase mdvel composta por uma mistura
de acetonitrila e agua (40:60) com 10 mmol L de acetato de amonio (Fase A) e
outra composta por uma mistura de acetonitrila e isopropanol (10:90) com 10
mmol L' de acetato de amdnio (Fase B) e programacédo de gradiente
constituindo-se em 40 % de B por 2 minutos, 50 % de B por 3 minutos, aumento
gradativo até 70 % de B por 2 minutos, 70 % de B por 1 minuto, aumento
gradativo até 100 % de B por 2 minutos, 100 % por 1 minuto, diminuicdo
gradativa até 40 % de B por 1 minuto e 40 % de B por 2 minutos, totalizando a
duracdo de 14 minutos. As andlises por espectrometria de massas foram
realizadas em modo ESI positivo e negativo, visando abranger diferentes classes
de lipidios.

Para a separacdo dos metabdlitos, a mesma coluna cromatografica foi
utilizada, porém usando-se uma solucdo aquosa de acetato de aménio na
concentracdo de 10 mmol L' como fase mével A e acetonitrila como fase B
(apesar da coluna utilizada ndo ser a ideal para analises metabolémicas, a
mesma foi utilizada como um teste e modo de adquirir informacdes adicionais, ja
gue o foco principal do trabalho foram as analises lipidémicas). Para a corrida
cromatografica foi feita a seguinte programacdo: 10 % de B por 2 minutos,
aumento gradativo de 10 % a 90 % de B em 5 minutos, 90 % de B por 2 minutos,

10 % de B por 2 minutos e mais 2 minutos de 10 % de B finais, totalizando 13
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minutos por corrida. As analises por espectrometria de massas também foram
realizadas nos modos ESI negativo e positivo.

Para ambos o0s experimentos lipiddmicos e metabolémicos, foi
programada a obtencéo do espectro de fragmentagéo (MS?) dos cinco ions mais
intensos de cada pico cromatogréfico (data-dependent aqcuisition mode) com
obtencao de razdes m/z de 50 a 1500 Da no modo profile. Os parametros de
ESI foram voltagem de spray de 3.5 kV para o modo positivo e de -3.2 kV para
o modo negativo, temperatura do capilar de 300 °C, fluxo do gas de arraste de
35 unidades arbitrarias, fluxo do gas auxiliar de 10 unidades arbitrarias e level
de S-Lens RF de 50.

As amostras foram ressuspendidas em 400 puL de uma mistura das fases
moveis A e B (60:40) de acordo com sua classificacdo (fase organica ou aguosa)
e analisadas em batelada e de modo randomizado. Visando assegurar a
qualidade dos dados obtidos, controles de qualidade (QCs) e brancos foram
analisados repetidamente e intercaladamente com as amostras clinicas. Os QCs
foram preparados a partir da extracdo de uma mistura de 5 pL de todas as
amostras analisadas no trabalho e foram utilizados dois tipos de branco
diferentes, um consistindo em metanol e outro foi o resultado do processo de
extracdo aplicado a frascos vazios, de modo que qualquer viés introduzido as
amostras durante a extracdo, também fosse introduzido nestas amostras de
branco. As amostras de QC e branco foram analisadas intercaladamente com as
amostras reais, sendo reptetidas sempre apds a analise de 10 amostras.

Padrdes internos nao foram utilizados neste trabalho.
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3.3 Processamento e pré-tratamento dos dados

Os dados metabolémicos obtidos pelo sistema de UHPLC-Orbitrap-MS
foram tratados diretamente no software MS-DIAL,'°® enquanto que os dados
lipiddmicos foram convertidos de .RAW para .mzML por meio do software
MSConvertGUI da Proteowizard.!®® Os parametros utilizados para conversédo
foram Binary enconding precision: 64 bit, SIM as spectra, SRM as spectra, 0s
filtros foram MS levels: 1 e 2, Analyzer type: orbi, e Scan polarity foi ajustada em
negativo e positivo para cada um dos conjuntos de dados, respectivamente.

Os dados convertidos foram submetidos ao software MS-DIAL%® para
alinhamento, corregcdes do tempo de retencdo e da razdo m/z, bem como para
anotacao putativa por meio da comparacao dos espectros dos ions moleculares
e dos espectros de fragmentacdo (MS/MS) dos cinco ions mais intensos de cada
pico cromatografico com uma biblioteca interna do software para experimentos
de lipiddmica. Para Mass accuracy, MS1 tolerance e MS? tolerance foram
ajustados em 0,02 Da e 0,06 Da; para Data collection parameters (Advanced),
Retention time begin e Retention time end foram ajustados em 0 min e 14 min,
MS1 mass range begin e MS1 range end foram O Da e 1500 Da, MS/MS mass
range begin e MS/MS mass range end foram 0 Da e 1200 Da. Em Peak detection
parameters, Mininum peak height foi ajustado para 100000 e Mass slice width
para 0,1 Da. Em Deconvolution parameters, Sigma window value foi ajustado em
0,5 e MS/MS abundance cut off para 30. Os adutos selecionados, nos modos
negativo e positivo foram [M-H], [M-H20-H], [M+Na-2H]', [M+CI]", [M+K-2H],
[M+Br], [M+CH3COONa-H], [2M-H], [3M-H], [M-2H], [M+H]*,[M+NHa]*,

[M+Na]*, [M+CHsOH+H]*, [M+K]*, [M+Li]*, [M+ACN+H]*, [M+H-H20]*, [M+2Na-
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HI*,  [M+lsoProp+H]*,  [M+ACN+Na]*,  [M+2K-H]*,  [M+2ACN+H]*,
[M+IsoProp+Na+H]*, [M-CesHsOs+H]*, [2M+H]*, [2M+NH4]*, [2M+Na],
[2M+3H20+2H]*, [2M+K]*, [2M+ACN+H]*, [2M+ACN+Na]*, [2M+H]*,
[M+H+NH4]?*,  [M+H+Na]?*, [M+H+K]?*, [M+ACN+2H]?**, [M+2Na]*,
[M+2ACN+2H]?*, [M+3ACN+2H]?*, [M+3H]?*, [M+2H+Na]®*, [M+H+2Na]** e
[M+3Na]®*. Para as andlises de metabolémica, o aduto [M-3H]* também foi
selecionado. Em Alignment parameters setting, a amostra QC2_1 foi
selecionada como Reference file, Retention time tolerance foi 0,5 min e MS1
tolarance foi 0,02 Da. Em Advanced, Remove features based on blank
information foi selecionado.

Os dados processados foram exportados em forma de uma tabela no
formato .csv, com as amostras organizadas em colunas e os features (tempos
de retencéo e m/z) em linhas, contendo informacdes sobre adutos, aquisicado de
MS?, ontologia, e anotacéo putativa baseada na nomenclatura do LipidMaps.*?
A tabela foi, entdo, submetida ao software online MetaboAnalyst 5.0 para

realizacdo das analises estatisticas.

3.4 Andlises estatisticas

Com base na tabela exportada pelo MS-DIAL, tabelas contendo dois e
trés grupos foram extraidas, de modo a realizar andlises estatisticas uni e
multivariadas. As tabelas extraidas consistiram nas seguintes combinacfes de
grupos: Cvs.Dvs. CA,Cvs.Dvs. CP,Cvs.Dvs. DA, Cvs. Dvs. DP, Cvs. D,

Cvs.CA,Cvs.CP,Dvs. DA e Dvs. DP.
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As tabelas foram entdo submetidas ao software online MetaboAnalyst
versao 5.0 para as andlises estatisticas que consistiram na aplicacdo de analises
univariadas, ANOVA para as tabelas contendo trés grupos e Volcano Plot para
as tabelas contendo dois grupos, e analises multivariadas como PCA e PLS-DA.
A analise de agrupamento hierarquico (hierarchical clustering analysis, HCA)
também foi aplicada aos conjuntos de features diferenciais encontrados para

cada comparacao de grupos.

3.5 Features diferenciais

Os features diferenciais foram extraidos das analises univariadas e seus
valores de p-value e fold change foram combinados com os valores de VIP score
dos modelos de PLS-DA.

Com excecdo de uma comparacdo (C vs. D vs. DA) nas analises
metabolémicas no modo negativo, nenhuma analise por ANOVA apresentou
features diferenciais. Assim, para avaliar possiveis metabdlitos em comum entre
a depressdo e as intervencdes nos dois grupos no estudo, os features
diferenciais obtidos pelas analises de Volcano Plot para as cinco comparacoes
de grupo dois a dois foram submetidos a analise por diagrama de Venn,
construidos com a ferramenta disponivel em:
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Tais features diferenciais
apresentaram valores de VIP maiores que 1 nos modelos de PLS-DA para as

mesmas compara(;(”)es.
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3.6 Andlise de vias metabdlicas

Os lipidios que se mostraram em comum entre os disturbios causados
pela depressao e pelas alteracbes causadas pela intervencdo com Ayahuasca
em um ou em ambos 0s grupos (controle e pacientes com depresséo) foram
submetidos ao software online LIPEA (https://lipea.biotec.tu-
dresden.de/home)*!! para enriquecimento e andlise das vias metabdlicas
associadas aos mesmos.

Quanto aos metabdlitos, apdés anotados, informacdes acerca de suas

atividades biologicas foram procuradas em artigos cientificos.
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4 Resultados e discussao

Para a realizacdo das andlises estatisticas, inicialmente, diferentes
condicbes foram testadas, a fim de se observar seus impactos nos modelos
estatisticos construidos. Tais condi¢cbes envolveram a aplicacdo das analises
estatisticas aos dados obtidos por UHPLC-MS em modo ESI negativo e em
modo ESI positivo de maneira unificada (juntando-se as tabelas apés o
processamento pelo MS-DIAL para ambos os modos), e também tratando-se os
dados em tabelas separadas; a utilizagdo somente de features anotados por
meio de espectros de MS?, bem como da aplicacédo também daqueles que foram
anotados apenas com informacdes de MS?; e a aplicacdo ou nédo de filtros como
Relative Standard Deviation (RSD) e Interquartile Range (IQR), resultando em 6
condicBes distintas.

Sobre o panorama do trabalho, essas condi¢cdes foram aplicadas
inicialmente em andlises multivariadas por ANOVA comparando-se grupos trés
a trés tendo sempre os grupos basais (D e C) comparados a cada um dos
tratamentos (DA, DP, CA e CP), resultando em quatro conjuntos de analises
estatisticas para cada condicéo (D vs. C vs. CA, D vs. Cvs. CP, D vs. C vs. DA,
D vs. C vs. DP). Entretanto, estas analises por ANOVA das comparacdes de
grupos trés a trés nao apresentaram features diferenciais para nenhuma
comparacao (exceto para D vs. C vs. DA no experimento de metabolémica no
modo ESI negativo em somente uma das seis condigbes). Devido a este
resultado Unico, modelos de Volcano Plot foram aplicados a comparacdes de
grupos dois a dois (D vs. C, DA vs. D, DP vs. D, CAvs. Ce CP vs. CP) para a

obtencédo de features diferenciais que discriminassem 0S grupos comparados.
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Os mesmos grupos dois a dois também foram submetidos a analises
multivariadas de PLS-DA para confirmacao dos features diferenciais por seus
valores de VIP score.

Quanto aos modelos (multivariados) de PLS-DA construidos, estes néo
apresentaram valores de figuras de mérito aceitaveis quando aplicados aos
conjuntos de todas as variaveis, principalmente os valores de Q2 que,
majoritariamente, foram negativos. Ainda assim, seus valores de VIP score para
os features diferenciais que também foram encontrados por Volcano Plot foram
avaliados e apresentaram valores maiores que 1. Estes features diferenciais
foram extraidos das tabelas originais e ressubmetidos a analise estatistica,
resultando em modelos de PLS-DA com valores de figura de mérito aceitaveis,
incluindo valores satisfatérios para algumas comparacaos (D vs. C, DAvs. D e
DP vs. D).

Ap0s a obtencao dos features diferenciais por Volcano Plot e confirmacgéo
por PLS-DA para cada uma das comparacfes de grupos dois a dois, estes
features foram submetidos a um diagrama de Venn (para cada uma das
condi¢cbes testadas), com o intuito de se observar os features diferenciais
comuns entre os disturbios causados pela depressao refrataria e seu tratamento
com Ayahuasca, bem como de sua prevencado (D vs. C, DAvs.De CAvs C) e
excluir agueles que também se apresentassem comuns aos grupos aos quais foi
administrado placebo (DP e CP). Do diagrama de Venn da melhor condic&o
(aquela que resultou no maior numero de feautres diferenciais), os features
diferenciais comuns entre os grupos de interesse foram obtidos e submetidos a

analises de vias metabdlicas para o entendimento dos processos biolégicos e
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bioquimicos envolvendo a depressdo, seu tratamento e prevencdo com

Ayahuasca.

4.1 Analises univariadas

4.1.1 Investigacao da fase organica

De modo geral, nos modelos univariados de Volcano Plot construidos
paras as comparacfes de grupos dois a dois, ndo foi possivel a avaliagdo de
falsos positivos, sendo que as listas contendo features diferenciais s6 puderam
ser obtidas por meio de seus valores de raw p-value. A aplicagdo de false
discovery rate (FDR) nos modelos de Volcano Plot do MetaboAnalsyt resultou
em apenas um feature diferencial para a comparagdo D vs. C e outro para a
comparacao CA vs. C nos experimentos de lipiddmica, cujas identificacdes foram
Pl 16:3 32:9 (KEGG ID C01194) e FA 9:0, respectivamente. Apesar do
fosfatidilinositol Pl 16:3_32:9 alterado pela depressao ja estar correlacionado a
vias metabdlicas como metabolismo de glicerofosfolipidios,'*? metabolismo de
fosfato de inositol'? e autofagial* que ja foram relatadas na literatura cientifica
como envolvidas em casos de depressao, este feature diferencial foi exclusivo
para a comparacao D vs. C e ndo apresenta um composto comum entre 0S
distarbios causados pela doenca e pelas modulacdes metabolicas geradas pela
Ayahuasca. Do mesmo modo, o acido pelargbdnico (FA 9:0, HMDB0000847), um
acido graxo, é vinculado a ontologia da esquizofrenia de acordo com o HMDB,

porém, foi um feature diferencial exclusivo para as alteragbes da aplicacdo de



55

Ayahuasca ao grupo controle, ndo consistindo em um ponto em comum com a
depressao.

Para o primeiro teste de anadlises, as tabelas exportadas pelo programa
MS-DIAL para o modo ESI negativo e para o modo ESI positivo foram unificadas
com utilizacdo do software R. Ambas as tabelas foram carregadas no software,
combinadas com a funcao cbind e exportadas em uma tabela Unica com a fungéo
write.csv. Da tabela unificada, as sub-tabelas contendo os grupos a serem
comparados foram, entdo, extraidas e submetidas as andlises estatisticas no
software MetaboAnalyst, a principio, apenas com os lipidios que foram anotados
pelo MS-DIAL por meio da comparacgdo de espectros MS? obtidos com uma
biblioteca interna (Condic&o 1). Nenhum filtro foi usado, apenas a normalizacao
na mediana, a transformacdo logaritmica e o escalamento do tipo Pareto
(realizado subtraindo-se de cada elemento de uma coluna o valor médio da
respectiva coluna e dividindo a subtracéo pela raiz quadrada do desvio padrao
dessa coluna).''> Comparando-se os features diferenciais encontrados nas cinco
comparacodes (Dvs. C, CAvs. C,CPvs. C,DAvs. D e DP vs. D) em um diagrama
de Venn (Figura 2), verificou-se que nenhum lipidio (feature) se mostrou comum
entre as alteracfes causadas pela depressdo e as intervencdes do estudo
(Ayahuasca ou placebo) em ambos os grupos (pacientes e controles), porém,
dois lipidios se mostraram comuns entre as modulacbes causadas pela
administragcdo de Ayahuasca a ambos 0s grupos controle e de pacientes, PC

38:6|PC 16:0_22:6 e PC 36:4|PC 16:0_20:4.
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Figura 2. Diagrama de Venn incluindo os features diferenciais encontrados na
comparacao dos grupos Dvs. C, CAvs.C,CPvs.C,DAvs.DeDPvs. D
(Condicéao 1). Apenas os features anotados por meio da comparacgéo dos

espectros de MS? com a biblioteca interna do MS-DIAL foram considerados.

Uma nova analise foi feita com as mesmas condigbes (sem filtro,
normalizacdo na mediana, transformacéo logaritmica na base 10 e escalamento
do tipo Pareto), porém, incluindo também os features que foram anotados
apenas por MS! (Condicé&o 2). Os resultados retornaram um ndmero maior de
features diferenciais encontrados para cada comparacdo e, observando-se os
features diferenciais apontados pelo diagrama de Venn (Figura 3), dois lipidios
comuns as alteragbes causadas pela depressdo e pela administracdo de
Ayahuasca a pacientes depressivos foram observados: NAGlySer 8:0;0(FA

16:2) e AAHFA 18:5/15:3;0.
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Figura 3. Diagrama de Venn incluindo os features diferenciais encontrados na
comparacao dos grupos Dvs. C, CAvs.C,CPvs.C,DAvs.DeDPvs.D
(Condicéo 2). Foram considerados os features anotados por meio da
comparacéo dos espectros de MS* e de MS? com a biblioteca interna do MS-

DIAL.

Devido ao baixo numero de features diferenciais em comum entre a
doenca e as modulacdes causadas pela Ayahuasca obtidas na Condicao 2, as
tabelas obtidas para o modo ESI negativo e para o modo ESI positivo foram
submetidas a analise estatistica separadamente. Primeiramente, apenas com 0s
features anotados por meio dos espectros de MS? (Condicdo 3) e,
posteriormente, incluindo também aqueles anotados pelos espectros de MS?
(Condicéao 4).

Poucos features diferenciais foram encontrados para cada comparagao

de grupos dois a dois na Condi¢cdo 3. Comparando-se os features obtidos em
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um diagrama de Venn (Figura 4), ndo houve nenhum que se apresentou comum

entre a depresséo e ao tratamento com Ayahuasca, em ambos os grupos de

pacientes e controle.

04 vs 5
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Figura 4. Diagrama de Venn incluindo os features diferenciais encontrados na
comparacao dos grupos Dvs. C, CAvs.C,CPvs.C,DAvs.DeDPvs.D
(Condicéo 3). Apenas os features anotados por meio da comparacao dos

espectros de MS? com a biblioteca interna do MS-DIAL foram considerados.

Passou-se, entéo, a analise das tabelas contendo também os dados de
features anotados apenas por espectros de MS?! (Condicéo 4). Devido ao baixo
namero de features encontrados nas analises estatisticas aplicadas as tabelas
separadamente contendo informacdes de MS? (Condicdo 3), nenhum filtro foi
aplicado, a principio, as tabelas contendo também as informacdes de MS*. Um

namero maior de features diferenciais foi encontrado para cada uma das
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comparacdes dois a dois (Figura 5). Sete lipidios se apresentaram comuns aos
disturbios causados pela doenca e pela administracdo de Ayahuasca ao grupo
de pacientes (HexCer 16:0;02/19:2, NAGIlySer 8:0;0(FA 16:2), SL 12:2;0/32:6,
AAHFA 18:5/15:3;0, NAGIlySer 20:2;0, LPS-N (FA 7:0)8:0 e PS 25:3) e trés
lipidios se mostraram comuns entre a depresséao e a aplicacdo de Ayahuasca ao
grupo controle (SPB 16:1;03; Cer 12:2;02/14:1 e LPS 18:4). Além disso, trés
lipidios se mostraram comuns entre as modificagcbes causadas pela
administracdo de Ayahuasca em ambos 0s grupos controle e de pacientes (PC

0-20:4_22:6;03; PC 0-12:0_22:4;01 e PC O- PC 0-14:0_22:4;01).
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Figura 5. Diagrama de Venn incluindo os features diferenciais encontrados na
comparacao dos grupos Dvs. C, CAvs. C,CPvs. C,DAvs.De DPvs. D
(Condicéao 4). Foram considerados os features anotados por meio da
comparacéo dos espectros de MS* e de MS? com a biblioteca interna do MS-

DIAL.
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Comparando-se as Condi¢des 2 (unificada, MS! e MS?, sem filtro) e 4
(separada, MS! e MS?, sem filtro), nota-se que a andlise dos dados obtidos
separadamente retornou melhores resultados quando comparada a analise dos
dados de maneira unificada, visto que esta foi a Unica diferenca entre as duas
condicBes. Dessa forma, considerando a Condicao 4, foram aplicados filtros
estatisticos aos dados para averiguacao de seus impactos sobre os resultados
obtidos, uma vez que a aplicacdo dos mesmos aumenta a rigorosidade dos
modelos construidos, pois excluem uma parcela das variaveis.

Assim, a Condicéo 5 (separada, MS! e MS?, RSD) consistiu na aplicacdo
do filtro de desvio padréo relativo (RSD) de 25 % e a Condicao 6 (separada,
MS?! e MS?, IQR) consistiu na aplicacéo do filtro de IQR com excluséo de 40 %
das variaveis (20 % de cada cauda da gaussiana). De acordo com a Figura 6,
com a aplicacdo de RSD (Condicao 5), dois lipidios se mostram comuns entre
a depressdao e a aplicacao de Ayahuasca ao grupo controle: NAGlySer 8:0;0(FA

22:6) e MGDG 0-26:7_2:0.
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Figura 6. Diagrama de Venn incluindo os features diferenciais encontrados na
comparacéo dos grupos D vs. C, CAvs.C,CPvs.C,DAvs.DeDPvs.D
(Condicéao 5). Foram considerados os features anotados por meio da
comparacédo dos espectros de MS* e de MS? com a biblioteca interna do MS-

DIAL.

Com a aplicagédo do filtro IQR (Condicédo 6, Figura 7), dois lipidios
(NAGIlySer 8:0;0(FA 16:2) e AAHFA 18:5/15:3;0) se apresentaram comuns
entre depresséao e a aplicacdo de Ayahuasca ao grupo de pacientes e um lipidio

(SPB 16:1;03) entre depresséo e a aplicacdo de Ayahuasca ao grupo controle.
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Figura 7 Diagrama de Venn incluindo os features diferenciais encontrados na
comparagéo dos grupos D vs. C, CAvs.C,CPvs.C,DAvs.DeDPvs.D
(Condicéao 6). Foram considerados os features anotados por meio da
comparacéo dos espectros de MS* e de MS? com a biblioteca interna do MS-

DIAL.

As Tabelas 2 e 3 sumarizam as condi¢des e os resultados encontrados

nas analises estatisticas realizadas para as condi¢des testadas.
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Tabela 2. Condicfes de processamento e numeros de features diferenciais

encontrados para cada comparacao de grupo

Condicdo 1 | Condicdo 2 | Condigcdo 3 | Condicdo 4 | Condicdo 5 | Condicé&o 6
Tabela unificada unificada separada separada separada separada

Andlise MS | apenas MS?2 | MS'e MS? | apenas MS? | MS!e MS? MS'e MS?2 | MS!e MS?
Filtro - - - - RSD IQR
Cvs.D 1 7 3 92 7 20
D vs. DA 10 44 9 126 69 68
D vs. DP 10 41 9 138 1 50
Cvs. CA 9 35 8 136 5 56
Cvs.CP 2 24 7 132 12 51

Tabela 3. Condi¢Bes de processamento e niumeros de features diferenciais em

comum entre as alteracdes causadas pela depressao e as modulacdes

causadas pela administracdo de Ayahuasca

Condicéo 1 | Condicéo 2 | Condicdo 3 | Condicdo 4 | Condicdo 5 | Condicéo 6
Tabela unificada unificada separada separada separada separada
Andlise MS | apenas MS? | MSte MS? | apenas MS? | MS'e MS? | MSte MS? | MS!e MS?
Filtro - - - - RSD IQR
Cvs.D - 2 - 7 - 2
e
D vs. DA
Cvs.D - - - 3 2 1
e
Cvs.CA
Cvs.CA 2 - - 3 - 0
e

D vs. DA




64

Como ja mencionado, as analises estatisticas trouxeram um maior
namero de features diferenciais quando aplicadas as tabelas contendo os dados
adquiridos no modo ESI negativo e no modo ESI positivo tratadas
separadamente (Condi¢cfBes de 3 a 6). A andlise das tabelas com os dados
unificados, trouxe apenas dois lipidios em cada condicdo (Condicdo 1 e
Condicdo 2). Os features diferenciais da Condicdo 6 (separada, MS! e MS?,
IQR) também foram identificados entre os features diferenciais da Condicao 4
(separada, MS! e MS?, sem filtro). Tal relagdo ja era esperada, visto que a
Condicao 6 é a modificacdo da Condicéo 4 por meio da aplicacdo do filtro de
IQR, ou seja, a diferenca entre a duas condi¢des consiste no nimero de variaveis
utilizadas para a construcédo dos modelos.

Os features diferenciais encontrados na Condicdo 2 (unificada, MS?! e
MS?, sem filtro) também foram identificados nas Condicdes 4 (separada, MS* e
MS?, sem filtro) e 6 (separada, MS! e MS?, IQR). Ao contrario da diferenca entre
a Condicdo 4 (separada, MS* e MS?, sem filtro) e a Condicéo 6 (separada, MS?
e MS?, IQR), a diferenca da Condicdo 2 (unificada, MS! e MS?, sem filtro) para
a Condicdo 4 (separada, MS! e MS?, sem filtro) ndo era esperada, porém,
mostrou que, no trabalho em questdo, a andlise dos dados separadamente
retornou melhores resultados do que as andlises dos dados unificados.

A aplicacdo de RSD (Condicdo 5, separada, MS! e MS?, RSD) trouxe
dois features diferenciais comuns entre as alteracdes causadas pela depressao
e pelas modulagbes causadas pela administracdo de Ayahuasca ao grupo
controle. Um desses lipidios, NAGIlySer 8:0;0(FA 22:6), foi identificado também
nas demais condi¢cfes. O segundo, MGDG 0-26:7_2:0, porém, foi identificado

apenas nessa Condicéo 5 (separada, MS! e MS?, RSD), indicando a influéncia
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do filtro ndo somente nas variaveis utilizadas para a construcédo do modelo, mas
também com seu impacto nos resultados obtidos.

A Condicgdo 1 (unificada, MS?, sem filtro) retornou dois features comuns
entre a aplicacdo de Ayahuasca a ambos 0s grupos, porém sem estarem
envolvidas nos disturibios da depressdo. Esses dois features nao foram
encontrados em nenhuma das outras condicdes e apresentaram duas
possibilidades de anotacao putativa cada (PC 38:6 ou PC 16:0_22:6 e PC 36:4

ou PC 16:0_20:4).

4.1.2 Andlises multivariadas

Foram realizadas andlises estatisticas multivariadas nao supervisionada,
PCA, e supervisionada, PLS-DA. Para verificar a estabilidade do equipamento
durante as andlises cromatograficas, graficos de escores de PCA contendo
todas as amostras e todos os controles de qualidade (QC) foram plotados, uma
para cada modo de ioniza¢do usado nas analises, ESI negativo (Figura 8) e ESI
positivo (Figura 9). Para facilitar a visualizacdo das amostras QC no gréfico de
escores, as demais amostras foram classificadas apenas como controle ou
depresséo, sem suas discriminacdes entre amostras basais ou coletadas apos
48 horas, bem como sem a indicacdo de qual tratamento (Ayahuasca ou

placebo) foi aplicado.
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Figura 8. Grafico de escores de PCA para as analises lipidémicas feitas no

modo ESI negativo.
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Figura 9. Grafico de escores de PCA para as analises lipiddmicas feitas no

modo ESI positivo.

Observando-se as Figuras 8 e 9, nota-se que houve uma variagcéo
instrumental durante as analises em ambos os modos ESI negativo e positivo na
componente principal 1 (PC1), observada pela dispersdo das amostras de QC
nesta componente. A disperséo das amostras de QC na componente principal 2
(PC2) foi de menor magnitude do que a disperséo das amostras analisadas.

O mau agrupamento das amostras de QC traz viés para as analises, e
provavelmente corresponde a flutuagcdes instrumentais associadas a variagdes
de presséo que ocorreram durante a aquisicdo dos dados. Devido a raridade e
pouco contéudo das amostras usadas neste trabalho, néo foi possivel uma nova
realizacdo dos experimentos com 0 equipamento mais estavel, de forma, que

mesmo com as variacbes presentes, os dados continuaram a ser tratados.
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Contribuicdes para as variagcdes de QC observadas também podem ter sido
adicionadas no processo de tratamento de dados, de forma que um tratamento

diferente poderia trazer resultados mais satisfatérios.

De forma geral, os graficos de escores de PCA para as analises de
comparacao de grupos dois a dois ndo demostraram separacdo em nenhuma
das comparacdes de grupos realizadas - os graficos para a Condicédo 4
(separada, MS! e MS?, sem filtro) se encontram nos Apéndices. Quanto as
analises de PLS-DA, nenhum dos modelos construidos para as discriminacdes
apresentou figuras de mérito satisfatdrias, apresentando, em sua grande
maioria, valores de Q? negativo (quando valores acima de 0,5 sdo esperados
como aceitaveis) (Apéndices).''® Além disso, devido a matriz de covariancia
presente nos calculos envolvidos no modelo depender das variaveis
envolvidas,!'’ 118 ags diferentes condi¢Ges aplicadas resultaram em listas de VIP
score com ordens de importancia dos features diferentes para 0 mesmo grupo
de comparacéo. A Tabela 4 traz os valores de VIP score obtidos para os features
diferenciais comuns a depressédo a a administracdo de Ayahuasca, considerando
a condicdo em que um maior numero de features diferenciais foi identificado
(Condicéo 4), incluindo-se o lipidio que foi identificado apenas na Condicao 5

(MDGD).
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Tabela 4. Valores de raw p-value, fold change e VIP score para os lipidios

Lipidio Aduto | KEGG | Ontologia | Fold Change log. Fold Raw p-value | VIP score
ID Change
Dvs.CeDAvs.D

HexCer 16:0;02/19:2 [M+H]* - HexCer_NDS 2,8954 (C vs. D) 1,5338 (C vs. D) 0,0127 (C vs. D) 2,3192 (C vs. D)
0,3657 (D vs. DA) | -1,4512 (D vs. DA) | 0,0486 (D vs. DA) | 2,2065 (D vs. DA)

NAGIySer 8:0;0(FA 16:2) [M-H] - NAGlySer 2,4082 (C vs. D)* 1,2680 (C vs. D) 0,0003 (C vs. D) 2,4760 (C vs. D)
2,0988 (C vs. D)* 1,0696 (C vs. D) 0,0084 (C vs. D) 1,8923 (C vs. D)

0,3682 (D vs. DA) -1,4413 (D vs. DA) | 0,0160 (D vs. DA) | 1,9069 (D vs. DA)

SL 12:2;0/32:6 [M+H]* - SL 0,4513 (C vs. D) -1,1479 (C vs. D) 0,0403 (C vs. D) 2,0403 (C vs. D)
2,4437 (D vs. DA) 1,2891 (D vs. DA) 0,0456 (D vs. DA) | 2,0100 (D vs. DA)

AAHFA 18:5/15:3;0 [M-H] - FAHFA 0,4404 (C vs. D) -1,1830 (C vs. D) 0,0228 (C vs. D) 1,8219 (C vs. D)
0,4080 (D vs. DA) -1,2934 (D vs. DA) 0,0356 (D vs. DA) 1,6565 (D vs. DA)

NAGIySer 20:2;0 [M+IsoPro - NAGlySer 0,4835 (C vs. D) -1,0485 (C vs. D) 0,0149 (C vs. D) 1,7458 (C vs. D)

p+Na+H]",
[M+H]"
2,2332 (D vs. DA)* | 1,1591 (D vs. DA) | 0,0087 (D vs. DA) | 2,0233 (D vs. DA)
e [M+Na]*

[ ] 0,4477 (D vs. DA)* | -1,1595 (D vs. DA) | 0,0293 (D vs. DA) | 1,7343 (D vs. DA)

LPS-N (FA 7:0)8:0 [M-H] - LNAPS 0,4799 (C vs. D)* -1,0593 (C vs. D) 0,0005 (C vs. D) 2,8953 (C vs. D)
0,4751 (C vs. D)* -1,0737 (C vs. D) 0,0022 (C vs. D) 2,5665 (C vs. D)

2,2646 (D vs. DA) 1,1793 (D vs. DA) 0,0216 (D vs. DA) | 2,1277 (D vs. DA)

PS 25:3 [M+H]* C02737 PS 0,1674 (C vs. D) -2,5783 (C vs. D) 0,0360 (C vs. D) 2,5669 (C vs. D)
7,2495 (D vs. DA) 2,8579 (D vs. DA) 0,0085 (D vs. DA) | 3,0903 (D vs. DA)

Dvs.CeCAvs.CA

SPB 16:1;03 [M+H]* = PhytoSph 2,0232 (C vs. D) 1,0167 (C vs. D) 0,0190 (C vs. D) 2,1245 (C vs. D)
2,3283 (C vs. CA)* 1,2193 (C vs. CA) | 0,0204 (Cvs. CA) | 2,4095 (C vs. CA)

2,1628 (C vs. CA)* 1,1129 (C vs. CA) 0,0260 (C vs. CA) 1,8771 (C vs. CA)

Cer 12:2;02/14:1 [M+H]* C00195 Cer_NS 0,4217 (C vs. D) -1,2456 (C vs. D) 0,0484 (C vs. D) 2,8463 (C vs. D)
C12126 0,3261 (C vs. CA) -1,6164 (Cvs. CA) | 0,0458 (Cvs. CA) | 2,7544 (C vs. CA)

LPS 18:4 [M-H] C00195 LPS 2,6898 (C vs. D) 1,4275 (C vs. D) 0,0445 (C vs. D) 3,2502 (C vs. D)
C12126 3,5570 (C vs. CA) 1,8307 (C vs. CA 0,0111 (Cvs. CA 3,4380 (C vs. CA

MGDG 0-26:7_2:0 ** [M+H]* - EtherMGDG 2,3438 (C vs. D) 1,2289 (C vs. D) 0,0292 (C vs. D) 1,0941 (C vs. D)

32,1320 (C vs. CA)

5,0059 (C vs. CA

0,0361 (C vs. CA

2,4440 (C vs. CA
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CAvs.CeDAVvs.D

PC 0-20:4_22:6;03 [M-HJ C05212 EtherOxPC | 0,2941 (Cvs.CA) | -1,7658 (Cvs. CA) | 0,0033 (Cvs.CA) | 2,9737 (C vs. CA)
0,3948 (D vs. DA) | -1,3410 (D vs. DA) | 0,0235 (D vs. DA) | 2,7729 (D vs. DA)
PC 0-12:0_22:4;01 [M-HJ" C05212 EtherOxPC | 0,2551 (Cvs. CA) | -1,9710 (Cvs. CA) | 0,0346 (Cvs. CA) | 2,4534 (C vs. CA)
0,2475 (D vs. DA) | -2,0146 (D vs. DA) | 0,0399 (D vs. DA) | 2,5953 (D vs. DA)
PC 0-14:0_22:4;01 [M-HJ" C05212 EtherOxPC | 0,0585 (Cvs. CA) | -4,0947 (Cvs.CA) | 0,0113 (Cvs. CA) | 3,7091 (C vs. CA)
0,079 (D vs. DA) | -3,6552 (D vs. DA) | 0,0312 (D vs. DA) | 3,8829 (D vs. DA)

*features identificados mais de uma vez dentro da mesma comparacao

**|ipidio encontrado apenas na Condicédo 5

4.1.3 Andlises multivariadas dos features diferenciais

Para investigar se os features diferenciais encontrados na analise de
Volcano Plot seriam suficientes para discriminar 0s grupos em cada
comparacdo, novos modelos de PLS-DA foram construidos usando-0os como
variaveis para os modelos (todas as variaveis selecionadas por Volcano Plot
apresentaram valores de VIP score maiores do que 1 nos modelos de PLS-DA
construidos previamente).

Tal processo pode ser visto como a aplicagdo de um filtro (modelo
univariado de Volcano Plot) aplicado a todas as variaveis para selecao daquelas
com maior poder discriminante entre 0S grupos e sua submissao ao modelo
multivariado de PLS-DA, com o intuito da obtencao de figuras de mérito melhores
para estes modelos de PLS-DA construidos com variaveis selecionadas quando
comparados as figuras de mérito dos modelos de PLS-DA construidos com todas
as variaveis.

Para isso, as tabelas contendo apenas os features diferenciais

foram ressubmtetidas ao MetaboAnalyst separadamente, usando-se o0s
parametros da Condicéo 4 (separada, MS?! e MS?, sem filtro), a condicdo que

resultou em um maior niumero de features diferenciais.
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Para a comparacéo de D vs. C, houve uma tendéncia de separagcao nos

graficos de escores da PCA, no qual o modo positivo quase alcangcou uma

separacao completa (Figura 10a). As figuras de mérito das analises de PLS-DA

(Figura 10b) também apresentaram valores aceitaveis, com valores de Q?

superiores a 0,6, porém relativamente distantes dos valores de R2. Quanto aos

graficos de HCA, ambos os modos apresentaram bom agrupamento, porém néo

completamente correta, onde o modo positivo teve duas amostras erroneamente

classificadas: ORG21 _POS e ORG101_POS (Figura 10c).
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Figura 10. (a) Gréfico de escores de PCA, (b) figuras de mérito de PLS-DA e

(c) graficos de HCA para as analises feitas nos modos ESI negativo e positivo

para a comparagao de pacientes e controles.

Para as comparagbes dos grupos de pacientes antes e depois da

administracdo de Ayahuasca, houve completa separacdo nos graficos de
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escores da PCA (Figura 11a), indicando a habilidade do modelo de discriminar
0 grupo de pacientes entre antes e depois das duas intervencdes (Ayahuasca e
placebo). Os valores para as figuras de mérito dos modelos de PLS-DA também
foram satisfatérios, apresentando valores de Q2 préximos a 0,8 e mais proximos
dos valores de R? (Figura 11b). O valor de R?indica o quéo préximos os dados
analisados estédo da linha de regresséo ajustada construida no modelo e o valor
de Q? indica a qualidade de previsdo do modelo, sendo que qudo mais altos e
mais préximos estiverem os valores de R? e Q2 maior é a capacidade e
qualidade de previsdo. As amostras também apresentaram um bom
agrupamento nos graficos de HCA, com excecdo da amostra ORG_20 NEG e
da ORG_119 POS, que apresentaram maior semelhanca com amostras
pertencentes a classe oposta. ORG_20 NEG pertence ao grupo DA, porém,
apresentou maiores semelhancas ao grupo D. Da mesma forma, a amostra
ORG_119 POS pertence ao grupo D, mas apresentou maiores semelhancas ao

grupo DA.
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Figura 11. (a) Gréfico de escores de PCA, (b) figuras de mérito de PLS-DA e
(c) graficos de HCA para as analises feitas nos modos ESI negativo e positivo

para a comparacao de pacientes antes e apos a administracdo de Ayahuasca.

Para a comparacdo dos grupos de pacientes antes e depois da
administracdo de placebo, novamente bons resultados foram obtidos com o
emprego das variaveis diferenciais (Figura 12). Os gréficos de escores dos
modelos de PCA apresentaram separacao das amostras (Figura 12a), as figuras
de mérito apresentaram valores satisfatérios, com valores de Q? acima de 0,8 e
bem préximos dos valores de R? (Figura 12b). Quanto aos graficos de HCA, o
modo ESI negativo apresentou um excelente agrupamento, enquanto o modo
positivo agrupou erroneamente apenas uma amostra: ORG_42 POS (Figura

12c).
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Figura 12. (a) Gréfico de escores de PCA, (b) figuras de mérito de PLS-DA e
(c) graficos de HCA para as analises feitas nos modos ESI negativo e positivo

para a comparacao de pacientes antes e depois da administracéo de placebo.

As andlises para o0s grupos controles, tanto para o tratamento com
Ayahuasca (Figura 13) como para a aplicacdo de placebo (Figura 14), ndo
mostraram resultados tdo promissores quanto os anteriores. Os graficos de
escores da PCA nédo apresentaram separacao dos grupos (Figuras 13a e 14a),
da mesma forma que a analise por HCA ndo apresentou agrupamento correto
para as amostras (Figura 13c e 14c). Figuras de mérito aceitaveis para o modelo
de PLS-DA foram obtidas para o modo ESI positivo da comparacdo C vs. CA
(Figura 13b) e paras os modos negativo e positivo da comparagcédo C vs. CP

(Figura 14b), porém com diferencas consideraveis entre os valores de Q? e R?.
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Figura 13. (a) Gréfico de escores de PCA, (b) figuras de mérito de PLS-DA e
(c) graficos de HCA para as analises feitas nos modos ESI negativo e positivo
para a comparacao do grupo controle antes e depois da administracao de

Ayahuasca.
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Figura 14. (a) Gréfico de escores de PCA, (b) figuras de mérito de PLS-DA e
(c) graficos de HCA para as analises feitas nos modos ESI negativo e positivo
para a comparacao do grupo controle antes e depois da administracao de

placebo.

Como uma ultima andlise, os features diferenciais do modo ESI negativo
e do modo ESI positivo para cada comparacao foram combinados em uma Unica
tabela e ressubmetidos as analises estatisticas. Os resultados obtidos foram
ainda melhores, com separacdo nos modelos de PCA e agrupamento nos
modelos de HCA completos para as comparacdes D vs. C (Figura 15), DA vs. D
(Figura 16) e DP vs. D (Figura 17). Os valores de Q? para tais comparacdes
foram aceitaveis, sendo maiores do que 0,8 e proéximos aos valores de R2.
Quanto as comparacgdes CA vs. C (Figura 18) e CP vs. C (Figura 19), apesar
dos valores de Q? serem aceitaveis (acima de 0,5), ndo houve separagdo ou

agrupamento correto nos modelos de PCA e de HCA, respectivamente.
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Figura 15. Grafico de HCA, graficos de escores de PCA e figuras de mérito de
PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados
nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo de pacientes

com o grupo controle.
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Figura 16. Grafico de HCA, gréficos de escores de PCA e figuras de mérito de
PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados
nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo de pacientes

antes e apos a administracdo de Ayahuasca.
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Figura 17. Grafico de HCA, graficos de escores de PCA e figuras de mérito de
PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados
nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo de pacientes

antes e apos a administracdo de placebo.
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Figura 18. Grafico de HCA, graficos de escores de PCA e figuras de mérito de
PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados
nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo controle antes

e apOs a administracdo de Ayahuasca.
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Figura 19. Grafico de HCA, graficos de escores de PCA e figuras de mérito de
PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados
nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo controle antes

e apOs a administracéo de placebo.

De forma geral, os features diferenciais combinados e ressubmetidos a
analise estatistica trazem melhores resultados do que quando sao tratados
separadamente. Fato contrario as andlises com todas as variaveis, onde o
tratamento dos dados de modo separado apresentou melhores resultados. Outro
ponto a se atentar € que as amostras controle ndo apresentaram separagao nos
modelos de PCA, nem bom agrupamento nas analises de HCA, tanto para o
tratamento com placebo, quanto para a administracdo de Ayahuasca. Tal fato
pode sugerir uma maior susceptibilidade de pacientes que sofrem depresséo
apresentarem metabolismos menos estaveis por estarem sob uma condicdo

patologica e, assim, serem mais suscetiveis a intervencdes, ja que para ambos
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os tratamentos, Ayahuasca ou placebo, foi possivel separar e discriminar bem
0S grupos por meio dos features diferenciais. Tais diferencas se referem
exclusivamente a mudancas metabdlicas nos grupos analisados e nao trazem

indicios diretos de alteracfes psico-cognitivas causadas pelas administracées.

4.1.4 Avaliacao das vias metabolicas associadas

Treze features diferenciais encontrados na Condigdo 4 mais um feature
diferencial encontrado apenas na Condi¢cao 5 foram submetidos ao software
online LIPEA para a conversdo das identificacbes por abreviacdo para
identificacbes do tipo KEGG ID e para visualizacdo das vias metabdlicas
associadas. Dos lipidios submetidos, 6 foram convertidos e associados a vias

metabdlicas (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Features diferenciais encontrados, KEGG ID e vias metabolicas

associadas

Lipidio Ontologia | KEGG ID Via metabdlica

HexCer 16:0,02/19:2 | HexCer NDS - -

NAGIlySer 8:0;0(FA

16:2) NAGIlySer ; -

SL 12:2;0/32:6 SL - -
AAHFA 18:5/15:3;0 FAHEA : ;
NAGlySer 20:2;0 NAGIlySer - ;

LPS-N (FA 7:0)8:0 LNAPS - -




83

Metabolismo de glicina, serina e treonina

PS 25:3 PS C02737
Metabolismo de glicerofosfolipidios
SPB 16:1;03 PhytoSph - -
Via de sinalizacéo de esfingolipidios
Metabolismo de esfingolipidios
Via de sinalizagdo AGE-RAGE em
C00195 complicacdes diabéticas
Cer 12:2;02/14:1 Cer NS ’ _ o _
C12126 Via de sinaliza¢é@o da neurotrofina
Via de sinalizagéo de adipocitocinas
Necroptose
Resisténcia a insulina
LPS 18:4 18125, Metabolismo de glicerofosfolipidi
; etabolismo de glicerofosfolipidios
7S C05974 J P
MGDG 0O-26:7_2:0 EtherMGDG - -
PC 0-20:4_22:6;03 EtherOoxPpCc | C05212 Metabolismo de lipidios de éter
PC 0-12:0_22:4,01 EtheroxPC | C05212 Metabolismo de lipidios de éter
PC O-14:0_22:4;01 C05212 Metabolismo de lipidios de éter

EtherOxPC
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Tabela 6. KEGG IDs dos lipidios encontrados e vias metabdlicas associadas

Via metabdlica

Composto

Metabolismo de glicerofosfolipidios

C02737, C18125 ou C05974

Metabolismo de lipidios de éter

C05212

Metabolismo de esfingolipidios

C00195 ou C12126

Metabolismo de glicina, serina e treonina

C02737

Via de sinalizac&o de adipocitocinas

C00195 ou C12126

Necroptose

C00195 ou C12126

Via de sinalizagcéo de esfingolipidios

C00195 ou C12126

Via de sinalizacdo da neurotrofina

C00195 ou C12126

Via de sinalizacdo AGE-RAGE em complicag6es diabéticas

C00195 ou C12126

Resisténcia a insulina

C00195 ou C12126

Observando-se Tabela 4, nota-se que dentre os sete lipidios comuns

entre os distlrbios causados pela depressédo e as modula¢bes disparadas pela

Ayahuasca, cinco deles apresentam valores de log2 Fold Change com sinais

contréarios, indicando que os efeitos da doenca e da bebida sdo majoritariamente

contrarios entre si. O mesmo padrdo ndo € observado quando se compara a

depressao com a aplicacdo de Ayahuasaca ao grupo controle, onde os 4 lipidios

identificados apresentaram o mesmo sinal.

As andlises estatisticas quando aplicadas ao grupo controle, nédo

trouxeram resultados tdo promissores quando comparados ao grupo de

pacientes, além do metabolismo ser algo complexo, de forma que mais

investigacdes devem ser feitas para entender a relacdo das concentracfes dos

lipidios na aplicagdo da Ayahuasca a individuos ndo depressivos.



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?C18125
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?C05974
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Analisando-se os lipidios que foram comumente alterados na admistracéo
de Ayahuasca a ambos 0s grupos de pacientes e controle, nota-se que houve a
mesma variacdo (diminuicdo das concentracfes de fosfocolinas), indicando
efeitos anti-inflamatoérios da bebida semelhantes no metabolismo de pacientes e

de individuos saudaveis.

O composto HexCer 16:0;02/19:2 (Tabela 5) € um gligoesfingolipidio
pertencente a classe das hexosilceramidas. Esta ja foi relatada como alterada
em casos de depressdo,!!® relacionada a respostas inflamatérias,'?® e foi
também modulada pelo antidepressivo fluoxetina em um modelo de depressao
em macacos.'?! O lipidio AAHFA 18:5/15:3;0 é um éster de acido graxo, cujo
aumento da concentracdo foi recentemente relacionado a doencas
neurodegenerativas como Alzheimer.'?2 O sulfonolipidio SL 12:2;0/32:6 é
comumente encontrado na membrana externa de bactérias Gram-negativas do
tipo Phylum Bacteroidetes, encontradas no microbioma,'?® 12¢ e apresenta
atividades pré-inflamatérias.12

O lipidio LPS-N (FA 7:0)8:0 pertence as lisofosfatidilserinas,'?® as quais
apresentam atividade imunoldgica, regulando diversas funcées no cérebro,
como a liberacédo de histamina de mastdcitos,'?’ - 129 regulacdo da proliferacdo
de células T (linfécitos)?° - 131 do fluxo de glicose em adipécitos e mioblastos,*3?
e da alteracao da atividade enzimética do citocromo P450 entre mono-oxigenase
e fosfolipase.'*® Seu desbalanco metabdlico é frequentemente associado a

doencas,3* onde sua concentracédo esta diretamente correlacionada a ativacéo

da microglia e a resposta inflamatéria.13® Seus niveis também séo diretamente
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correlacionados com a concentracédo de serotonina® no sangue e vem sendo
investigada quanto a seus efeitos antidepressivos.3’

A partir da observacao das Tabelas 5 e 6, nota-se a alteracéo das vias de
metabolismo da glicina, serina e treonina, metabolismo de glicerofosfolipidios,
metabolismo e sinalizacéo de esfingolipidios, de sinalizacéo de neurotrofina e de
adipocitocinas.

Disturbios no metabolismo de amino&cidos,38 incluindo o metabolismo de
glicina,*®® serina e treonina ja foram relatados na literatura cientifica como
correlacionados a sintomas de depressdo, especialmente aos casos de
depressdo resistente ao tratamento (depresséo refrataria).24% 41 Deng et al.
relataram alteracdes desta via em um modelo de depressdo em macacos.#?
Jianguo et al. mostraram que alteragdes nos niveis de aminoacidos, incluindo
treonina e serina, estdo correlacionados a alteracdes no metaboloma fecal em
um modelo de estresse leve cronico e imprevisivel (do inglés chronic
unpredictable mild stress, CUMS) em ratos, indicando o envolvimento da
microbiota na patologia.’*® Huang et al. demonstraram que glicina e L-serina
exdgenos atenuam sintomas depressivos e que o efeito antidepressivo da
cetamina esta relacionado a concentracdo de glicina.'** A D-serina também
apresenta efeito antidepressivo e correlacdo com os efeitos antidepressivos da
cetamina.14% 146

Os metabolismos de glicerofosfolipidios!*” e de esfingolipidios'*® também
ja foram reportados na literatura como sendo alterados na depressdo.*® Os
glicerofosfolipidios sédo constituintes de membranas neuronais e desempenham
um papel crucial na regulacéo de funcdes sinapticas.'®® 151 Trabalhos recentes

mostram a alteracdo da concentracéo de glicerofosfolipidios no cortex pré-frontal
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de ratos com depressédo p6s-AVC®? e no hipocampo de ratos com depressao de
inicio tardio,*®>® onde o metabolismo de glicerofosfolipidios provavelmente
desempenha uma funcdo de ponte entre a microbiota, o intestino, o figado e o
cérebro®* 15 Tian et al. relataram alteracées nos niveis de glicerosfolipidios no
soro sanguineo e no hipocampo de ratos com depressdo, concomitantemente
com alteracdes encontradas nas fezes, corroborando o envolvimento da
microbiota na patologia.®® Ye et al. mostraram que o estresse imunolégico altera
a composicao da microbiota em frangos de forma significativa e que esta estaria
envolvida na via de metabolismo do D-glutamato.*®’

Os esfingolipidios sdo a classe de lipidios mais encontrada nas
membranas de células cerebrais,'>® estdo envolvidos em processos de
modulacdo da neurotransmissdo sinaptical®® e existem em diferentes formas
como a esfingomielina, que € convertida a ceramida pela enzima ceramidase
acida e, entdo, metabolizada a esfingosina pela enzima esfingomielinase acida
(ASM).10  Alteracdes no metabolismo de esfingolipidios vém sendo
demonstrados em casos de depressdao, onde concentracdes elevadas de
ceramidas sdo associadas a sintomas da patologia,’®' e a reducdo da
concentracdo de esfingosina e ceramida correlacionada a efeitos
antidepressivos,'6? 163 gerados pela inibicdo indireta das enzimas ASM e da
ceramidase &cida.'®* - 166 Observando-se a Tabela 4, nota-se que os valores
logaritmicos do fold change da ceramida anotada (Cer 12:0;02/21:0, C vs. D e
C vs. CA) apresentaram sinais negativos, o que indica uma diminuigcdo do
composto tanto no caso de depressao, quanto na administragédo de Ayahuasca

7z

ao grupo controle. Tal efeito é incongruente aquele descrito na literatura
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cientifica, segundo o qual a depressdo aumenta e os tratamentos diminuem as
concentracées de ceramidas.®°

O lipidio SPB 16:1;03 pertence a classe de fitoesfingosinas. Estas,
juntamente com esfingosina, esfinganina e outros homoélogos e derivados,
apresentam funcdes bioldgicas, sendo intermediarias no metabolismo de
esfingolipidios e na sinalizacdo celular.*®” Montenegro-Burke et al.
demonstraram atividade anti-inflamatoéria da fitoesfintosina in vitro, bem como a
diminuicédo da inflamacdo em um modelo de colite apés sua administracdo.68

A mesma ceramida associada ao metabolismo de esfingolipidios (KEGG
IDs C00195 e C12126, Tabela 5) foi também associada a via de sinalizacéo de
neurotrofinas. As neurotrofinas sédo proteinas liberadas pelo sistema nervoso e
possuem um papel fundamental na neurogénese e neuroplasticidade.®
Alteracdes no fator neurotrofico derivado do cérebro (do inglés Brain Derived
Neurotrophic Factor, BDNF), uma neurotrofina, vém sendo associadas a casos
de depressdo!’® e a administracdo de Ayahuasca, assim como a de outras
substancias psicodélicas como cetamina, psilocibina e LSD, tem apresentado
efeito reverso, aumentando a concentracdo de BDNF poucas horas ap0s sua
administracéo.1’?

Outra via associada a ceramida foi a de sinalizacdo de adipocitocinas. O
tecido adiposo, além de suas funcdes de protecdo, armazenamento de energia
e isolamento térmico, também é uma glandula endécrina.l’? Suas células
constituintes, os adipécitos, secretam substancias (hormoénios, proteinas,
citocinas) no sistema circulatério que sdo denominadas adipocinas ou
adipocitocinas.'’® Estas, ap6s secretadas na corrente sanguinea, podem

interagir com a barreira hematoencefalica e atuar no SNC, onde podem estar
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envolvidas na modificacdo do metabolismo de monoaminas e na inducédo da
secrecdo de cortisol (envolvimento do eixo HPA).14 O desregulamento da via
de adipocitocinas vem sendo investigado em doencas psiquiatricas'’> e em
modelos de depressédo.'’® Duas adipocitocinas bem estudadas até o momento
sdo a adiponectina,t’” a qual apresenta efeitos anti-inflamatérios e foi
identificada como indicador do mecanismo antidepressivo de tratamentos com
cetamina, inibidores seletivos de recaptacédo de serotonina (ISRSs) e inibidores
seletivos de recaptacdo da serotonina e da norepinefrina (ISRSN);1’® e a
leptinal™ 0 que é um composto pré-inflamatério e também relacionado a
homeostase energética.!8!

Dmitrzak-Weglarz et al.*®2 mostraram a correlacdo da baixa concentracéo
de adiponectina no sangue com episédios de depressdo em pacientes com
transtorno bipolar. A administracdo de cetamina aumentou a concentracdo de
adiponectina e diminuiu a concentracdo de outra adipocitocina, a resistina;
enquanto que o tratamento com terapia eletroconvulsiva (tratamento para
depressao refrataria) baixou ambos os niveis de adiponectina e resolvina.
Independente do tratamento, as alteracfes nos niveis de adipocitocinas foram
correlacionas a melhoras nos sintomas de depressdo. Permoda-Pachuta et al.
também relataram mudancas nas concentracdes de adiponectina, resistina,
como também de BDNF, apés o tratamento com terapia eletroconvulsiva, onde
os efeitos antidepressivos e as mudancas de concentracdes foram
correlacionadas com a severidade dos sintomas e ao tipo de depresséo.83

A via da necroptose também ja foi relatada como estando envolvida em
modelos de depressédo. '8 Diferentemente da apoptose, a necroptose é uma

morte celular programada que ocorre causando uma forte resposta
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inflamatoéria, 18> 186 aumentando, assim, os mecanismos bioquimicos pré
depressdo.18” Zeb et al. mostraram que um dos mecanismos antidepressivos da
fluoxetina é pela inibicdo indireta dessa via.'88

Além disso, a administracdo de Ayahuasca em ambos 0s grupos controle
e de pacientes apresentou alteragcdes comuns ao metabolismo de éter lipidios.
Apesar de apenas um KEGG ID ser associado a esta via metabdlica, trés
compostos diferentes pertencentes a classe das fosfocolinas, porém muito
semelhantes (PC 0-20:4 22:6;03, PC 0-12:0 _22:4;01 e PC 0-14:0_22:4;01),
foram associados ao mesmo codigo KEGG ID (C05212) (Tabela 7). Tal cédigo
se refere a compostos do tipo 1l-alquil-sn-glicero-3-fosfocolina, uma classe de
fosfocolinas envolvidas em processos inflamatorios. Sao substratos da enzima
1-alquil-sn-glicero-3-fosfocholina:acetil-CoA acetiltransferase, que é responsavel
pela formacdo de fatores de ativacdo de plagquetas.i® - 191 Apesar de ter sido
descoberta na década de 1970, pesquisas a seu respeito vem crescendo
atualmente, devido as suas funcbes sinalizadoras e de sua mediacdo em
processos pro-inflamatérios.*®? Observando-se a Tabela 4, nota-se que essas
substancias sao reduzidas pela administracdo de Ayahuasca a ambos 0s grupos
de pacientes e controle, indicando a atuacdo da bebida em processos anti-
inflamatorios.

Outro indicativo do envolvimento do sistema inflamatério foi a anotacéo
putativa do MGDG 0-26:7_2:0 (apenas na Condicdo 5, separada, MS!' e MS?,
RSD). Se trata de um éter lipidico de monogalactosil diglicerideo com
propriedades anti-inflamatérias,'3 194 é encontrado em oligodendrécitos e esta
envolvido no processo de mielinizacdo que ocorre através da ativacdo da

proteina quinase C pelo MGDG, o qual é um biomarcador para o processo.®®
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Recentemente, Zhang et al.'®® relataram baixa concentracdo de MDGD em
pacientes depressivos quando comparados ao grupo controle. Zhou et al.*®’
também relataram baixos niveis de MGDG em ratos usando um modelo de
estresse cronico, como também a normalizacdo de sua concentracdo apés a
administracdo de cetamina. Neste trabalho, tanto a depressdo quanto a
administracdo de Ayahuaca ao grupo controle aumentaram a concentracédo de
MGDG 0-26:7_2:0, poréem este aumento foi bem mais acentuado para a

administracdo de Ayahuasca (Tabela 4).

A Figura 20 apresenta as estruturas dos lipidios que tiveram suas

identificac6es convertidas a KEGG ID e foram associados a vias metabdlicas.

o
o
o0 o bs 253 I PC 0-20:4_22:6,03
R Oj/ o ’ R\/‘,’\/ o | PC 0-12:0_22:4;,01
.0 o.1 0 4 e
Jéfo/\‘)K Metabolismo de glicerofosfolipideos R P \/\I]l@/ PC 0-14:0_22:4,01
HO™ O OH Metabolismo de glicina, serina e treonina OH Metabolismo de lipidios de éter
NH,
C02737 C05212
o o
RJLO o NH, HgkR
HO\)\/O\H,O\/H(OH HOWN
OH ) OH Cer 12:2;,02114:1
c05974 LPS 18:4 C00195

Via de sinalizacdo de esfingolipidios

o Metabolismo de lipidios de éter o Metabolismo de esfingolipidios
/LL Metabolismo de glicerofosfolipideos HN)LR Via de sinalizac&o de neurotrofina
R™ © o NH; o Via de sinalizac&o de adipocitocinas

oo OH HO g N t
HO/I\/ -p- \A‘/\/\/\/\N\/\/ ecroptose
OH ) CH
C18125 C12126

Figura 20. Estrutura e vias metabdlicas dos lipideos que tiveram suas identificacdes convertidas a
KEGG ID no LIPEA. Cer 12:2;02/14:1 teve duas identificagdes, assim como o LPS 18:4; as trés

fosfatildicoinas identificadas apresentaram o mesmo KEGG ID.

Apesar de 14 compostos terem sido submetidos a analise de vias

metabdlicas, apenas 6 tiveram suas identificacdes convertidas (Tabela 5).
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Dessas seis identificacbes, dois KEGG IDs (C00195 e C12126) foram
associados a ceramida Cer 12:2;02/14:1 e outros dois (C05974 e C18125) foram
associados a lisofosfatidilserina LPS 18:4. Fora isso, as trés fosfatidilcolinas
identificadas foram convertidas a um mesmo KEGG ID e consequentemente a
uma unica estrutura. Quanto aos demais lipidios (que nao tiveram suas
identidades convertidas a KEGG ID), suas estruturas nao foram encontradas na

literatura e ndo foram incluidas neste trabalho, a fim de se evitar equivocos.

4.2 Investigacao da fase aquosa

4.2.1 Analises uni e multivariadas e interpretacdes de vias metabdlicas

Os parametros da Condicéo 4 (separada, MS*' e MS?, sem filtro) também
foram aplicados para a analise metaboldmica das amostras, ou seja, para a
investigacdo de possiveis alteracdes metabdlicas indicadas por metabdlitos que
se encontram na por¢ao aquosa extraida das amostras de soro sanguineo. Para
averiguacao também da estabilidade do equipamento na aquisicdo dos dados
metabolémicos, graficos de PCA para visualizacdo dos agrupamentos das

amostras QC foram plotados (Figuras 21 e 22).9

4 Os graficos de PCA para os experimentos metabolémicos foram construidos com o MetaboAnalyst 6.0.
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Figura 21 Grafico de escores de PCA para as analises metabol6micas feitas

no modo ESI negativo.
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Figura 22 Gréfico de escores de PCA para as analises metabolémicas feitas

no modo ESI positivo.

A flutuacdo do equipamento observada na aquisicdo dos dados
lipiddmicos também esteve presente na aquisicdo dos dados metabolémicos,
sendo indicada pela dispersdao das amostras de QC nos graficos de PCA
(Figuras 21 e 22). Novamente houveram maiores variagdes na PC1, sendo esta

mais acentuada para as aquisicdées no modo negativo.

Do mesmo modo que para a investigacao lipiddmica, os modelos de PLS-

DA construidos com todas as variaveis nao apresentaram valores de figura de
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mérito aceitaveis (Anexos), de forma que os features diferenciais (Volcano Plot)
para cada comparacdo de grupo também foram extraidos das tabelas originais
e compuseram novas tabelas que foram submetidas ao MetaboAnalyst para
novas analises estatisticas (PCA, HCA e PLS-DA). Os resultados obtidos se
encontram nas Figuras 23 a 27.

Os resultados ndo foram tao satisfatérios quanto aqueles encontrados
para os features da fase organica. Mesmo juntando-se os features diferenciais
para os modos ESI negativo e positivo para as analises estatisticas, houve
apenas uma tendéncia de separacdo do grupo de pacientes do grupo controle
no grafico de escores de PCA (Figura 23), diferentemente dos features
diferenciais da fase organica que, em conjunto, puderam separar completamente
os dois grupos (Figura 15). A anélise por HCA também néo discriminou as
amostras adequadamente, porém o modelo de PLS-DA apresentou valores de
mérito aceitaveis, com um valor de Q2 em torno de 0,5, mas distante do valor de
R2. De fato, apenas nas comparacgées dos grupos de pacientes, antes e apos a
administracdo de Ayahuasca (Figura 24) ou de placebo (Figura 25), estes
resultados foram bem satisfatérios, com excecédo da amostra AQ10_NEG que foi
classificada erroneamente (Figura 25) no modelo de HCA. Os modelos de PCA
apresentaram o0s grupos totalmente separados.

Para a administracdo de Ayahuasca (Figura 26) ou de placebo (Figura
27) ao grupo controle, os resultados obtidos ndo apresentaram nenhuma
tendéncia de separagdo nos graficos de escores de PCA. Do mesmo modo, as
analises por HCA nao puderam discriminar as amostras corretamente, e as
figuras de mérito dos modelos de PLS-DA apresentaram valores nao

satisfatorios.
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Figura 23. Grafico de HCA, graficos de escores de PCA e figuras de mérito de

PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados

nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo controle com o

grupo de pacientes.



97

10

ooo

06 08

jormance

00 02 04

Nurmber of components

Figura 24. Grafico de HCA, gréficos de escores de PCA e figuras de mérito de
PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados
nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo de pacientes

antes e apos a administracdo de Ayahuasca.
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Figura 25. Grafico de HCA, graficos de escores de PCA e figuras de mérito de

PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados
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nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo de pacientes

antes e apos a administracdo de placebo.

Scores Plot

Performance

Figura 26. Grafico de HCA, graficos de escores de PCA e figuras de mérito de
PLS-DA para a analise feita combinando os metabolitos polares diferenciais
encontrados nos modos ESI negativo e positivo para comparacéo do grupo

controle antes e apds a administracdo de Ayahuasca.
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Figura 27. Grafico de HCA, gréficos de escores de PCA e figuras de mérito de
PLS-DA para a analise feita combinando os features diferenciais encontrados
nos modos ESI negativo e positivo para a comparacao do grupo controle antes

e apos a administracao de placebo.

Um diagrama de Venn foi criado para visualizagdo do numero de
metabdlitos encontrados em cada comparacdo de grupo 2 a 2, como também
para evidenciar aqueles em comum entre a depressao e 0 tratamento com
Ayahuasca (Figura 28). No total, 4 features diferenciais foram identificados,
sendo trés deles comuns entre as alteracdes causadas pela depressao e pelo
tratamento com Ayahuasca no grupo de pacientes (angoletina, &acido
quiodectbnico e acido perfluorohexandico) e um comum entre a depressao e a
aplicacado de Ayahuasca ao grupo controle (histamina). A Tabela 7 resume as
informacOes estatisticas de tais metabdlitos e Tabela 8 as informacdes

biolégicas.
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Figura 28. Diagrama de Venn para os experimentos metabolémicos incluindo

os features encontrados na comparacgéo dos grupos C vs. D, C vs. CA, C vs.

CP, D vs. DA e D vs. DP (aplicando a Condigao 4). Foram considerados os
features por meio da comparacéo dos espectros de MS? e de MS? com a

biblioteca interna do MS-DIAL.

Tabela 7. Valores de fold change, raw p-value e VIP score para os metaboitos

polares encontrados

DvsCeDAvsD

) 2'-Hidroxi- 0,3513 (Cvs. D) | -1,5091 (Cvs.D) | 9,97E-05(Cvs.D) | 3,1735 (C vs. D)
angoletina [M+H]* - i
dihidrocalconas 2,0343 (D vs. DA) | 1,0246 (D vs. DA) | 0,0283 (Dvs. DA) | 2,1936 (D vs. DA)
acido 2,2058 (Cvs.D) | 1,1413 (Cvs. D) 0,0391 (C vs. D) 2,7512 (C vs. D)
. P [M-HJ - Naftofuranos
quiodectdnico 2,3016 (D vs. DA) | 1,2026 (D vs. DA) | 0,0491 (Dvs. DA) | 2,8641 (D vs. DA)
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acido Acido 3,9492 (Cvs. D) | 1,9816 (C vs. D) 0,0436 (C vs. D) 2,7475 (C vs. D)
perfluorohexa | [M-HJ - perfluoroalquilcarbo
e i 2,0702 (D vs. DA) | 1,0498 (D vs. DA) | 0,0387 (D vs. DA) | 3,4319 (D vs. DA)
DvsCeCAvsC
) , R 0,4977 (Cvs.D) | -1,0066 (C vs. D) | 0,0012 (C vs. D) 2,5648 (C vs. D)
histamina [M+H]* | C00388 2-ariletilamina

0,4548 (C vs. CA)

-1,1368 (C vs. CA)

0,0011 (C vs. CA)

3,1546 (C vs. CA)

Tabela 8. Informacgdes bioldgicas para os metabaitos hidrofilicos encontrados

Metabdlito

Bioquimica

angoletina

Inibidor da RNase H e da RDDP do HIV-1

acido quiodectdnico

Pigmento natural encontrado em plantas,
pertence a classe das antraquinonas

acido perfluorohexandico

Polimero poluente e xenobidtico,
rapidamente bioacumulado

histamina

Neurotransmissor envolvido em processos

inflamatorios

A angoletina (Figura 29) € um flavonoide encontrado em espécies como

Ceratiola ericoides Michx. (Ericaceae), Myrica gale L. (Myricaceae) e Uvaria

angolensis  Welw.

ex. Oliv.

ou

Uva angolensis

(Welw.

ex Oliv.)

Kuntze(Annonaceae)® 1% 19 HA pouco sobre sua atividade biol6gica na

literatura cientifica. Porém, um estudo recente indicou seu potencial como

inibidor das funcdes da polimerase transcriptase reversa associada ao DNA - do

inglés (RT)-associated DNA polymerase (RDDP) -, e da ribonuclease H (Rnase

H) em ensaios in vitro. Tais funcdes sédo essenciais para a replicacdo do genoma

viral do HIV-1.290. 201 Opservando-se a Tabela 7, nota-se que a administracéo de

¢ Nomes cientificos completos e familias foram obtidas no site Plants of the World Online
(https://powo.science.kew.org/), ja que ndo sdo plantas brasileiras e, por isso, ndo foran encontradas no
site Flora e Funga do Brasil.
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Ayahuaca aumentou a concentracao de angoletina no soro sanguineo, indicando
gue esta pode estar contida também em uma ou em ambas as plantas da bebida.
Dois dos metabdlitos comuns entre as alteracbes causadas pela
depressao e pela administracdo de Ayahuasca ao grupo de pacientes foram o
acido quiodectdnico???-204 e o acido perfluorohexandico (Figura 29).295-207 O
primeiro € um pigmento amarelo avermelhado encontrado principalmente em
fungos liguenizados. O segundo se trata de um polimero, sendo, portanto, um
composto sintético e que é rapidamente bioacumulado. Este foi adicionado a
bancos de dados como o HMDB por Dinesh Kumar Barupal e Oliver Fiehn. Os
dois realizaram uma busca por publicacdes nos bancos de dados do NCBI com
intuito de mapear o exposoma?®® humano e como resultado registraram 65957
compostos a 50 bancos de dados relacionados a vias metabdlicas.?%

Nem a depressdo, por estar associada a mudancas fisiolégicas,
bioquimicas e psiquicas; nem a Ayahuasca, por ser preparada a partir de
plantas, podem ser responsaveis por alteracdes nos niveis de concentragcao de
acido perfluorohexandico, de forma que as condi¢cdes experimentais possam ter
permitido a visualizacdo de um composto que esteja em concentracdes relativas
diferentes entre o grupo de pacientes e o grupo controle devido a outros motivos,
diferentes daqueles causados pelo design do estudo. H& uma grande
possibilidade de uma anotacao putativa equivocada do composto, visto que 0s
features diferenciais comuns foram identificados apenas pela comparacao de
espectros de MS* com a biblioteca interna do MS-DIAL (apesar da inclusdo de
features assinados por espectros de MS?! e de MS?, os feautures comuns entre
depressédo e Ayahuasca foram anotados apenas com base nos espectros de

MS?).
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Por fim, a histamina (Figura 29) foi identificada como alterada pela
depressdo e também modulada pela administracdo de Ayahuasca ao grupo
controle. Esta é responsavel pela regulacédo de funcbes cerebrais como sono,
ciclo circadiano, fome, temperatura corporal, mecanismos neuroenddocrinos e
locomocdo.?® - 214 Se trata do neurotransmissor ligado a processos
neuroinflamatorios e apresenta quatro receptores (HiR, H2R, H3R e HsR), os
quais possuem diferentes funcbes, porém todos ja foram relacionados a
patologia da depressao, onde o antagonismo do receptor HiR e 0 agonismo do
receptor HaR podem apresentar efeitos ansioliticos.?!®

A partir da atividade do auto receptor pré-sinaptico HsR, a histamina é
sintetizada a partir de L-histidina pela histidina decarboxilase?'® no nicleo
tuberomamilar situado no hipotadlamo e é enviada para todo o SNC.?” O HsR
também atua como um heteroreceptor, modulando a transmissdo de outros
neurotransmissores como serotonina,?'® 2 noradrelanina, dopamina,?? 22!
GABA e N-metil-D-aspartato (receptores de aspartato), que sao afetados em
casos de depressdo.??> 222 Estresse e inflamacdo aumentam a atividade
histaminérgica no SNC que inibe a transmissdo de serotonina via atividade do
receptor HaR.?%4

O receptor H4R, por sua vez, € encontrado em células do sistema
imunolégico (mastoécitos, células T, células dendriticas)?®® e esta ligado a
processos proé-inflamatérios, onde seu agonismo aumenta a atividade de
transportadores de glutamato instantaneamente.?? A modulacéo dos receptores
HiR e Hz2R causa a liberagéo de glutamato nos astrocitos, enquanto a ativagao

do receptor H3R suprime neurdnios glutamatérgicos.??’> 228
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O glutamato vem sendo correlacionado a casos de depresséo e de seu
tratamento.??° A administracédo de cetamina®3® aumenta a liberacéo de glutamato
através da inibicdo do receptor NMDA,?*! que através de uma cascata
bioquimica leva a producédo de BDNF,?3? neutrofina ligada a neurogénese e a
plasticidade e que se encontra baixa em episédios de depressdo?® 234 e que é
rapidamente aumentada pela administracdo de psicodélicos pela ativacdo do
receptor 5-HT2a.235 236

A histamina se apresenta, portanto, como uma ponte entre duas teorias
bioquimicas vigentes sobre a depressdo: a das monoaminas?®’ e a das
citocinas.?®® A primeira relaciona sintomas de depressdo com concentracdes
baixas de monoaminas na fenda sinaptica, principalmente norepinefrina,
dopamina e serotonina; a segunda evidencia a relacdo do sistema imune e a
liberacdo de compostos pré-inflamatérios a sintomas de estresse e depressao.

Mesmo com fortes evidéncias do envolvimento do sistema histaminérgico
em casos de depressdo, 0s mecanismos envolvidos em tal via sob a patologia
ainda estdo sob investigacéo e até o momento trazem resultados inconclusivos.
Um exemplo é que alta liberacdo de histamina no sistema nervoso central ja foi
correlacionada a sintomas de estresse e de depressédo,?® porém, também ja foi

correlacionada a efeitos ansioliticos.24°
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Figura 29 Estruturas dos compostos comuns aos disturbios causados pela
depresséo e as modulagdes disparadas pela Ayahuasca nos experimentos

metabolémicos.

4.2.2 Analise por ANOVA

Das analises por ANOVA, apenas uma comparacao (C vs. D vs. DA) nos
experimentos de metabolébmica no modo negativo trouxe um metabdlito
diferencial, cuja anotacéo putativa através da comparacdo do espectro de MS?
foi miricetina (Figura 29) (p-valor = 5,44 x 10, FDR = 0,0198). Se trata de um
flavonoide encontrado em diversas plantas, bebidas, chas, alimentos e ervas
medicinais.?*! Como outros flavonoides, apresenta atividade antioxidante, anti-
inflamatdria, antiapoptética e neuroprotetiva.?4? 243 Modula a serotonina através
da inibicho da serotonina N-acetiltansferase (enzima responsavel pela
conversdo de serotonina a N-acetilserotonina).?** Sua atividade neuroprotetiva
ocorre pela inibicdo da inflamacdo, do estresse oxidativo e da liberacdo

excessiva de glutamato (o qual é excitotdxico)?*® - 248, Jang et al.?*° relataram a
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diminuicAo de compostos proé-inflamatérios e citocinas em ratos com
neuroinflamacéo induzida por liposacarideos (LPS) apd6s administracdo de
miricetina. Além disso, o composto normaliza baixas concentracdes de BDNF?>°

no hipocampo, apresentando grande potencial antidepressivo.?>!

4.3 Interpretacdes biologicas gerais

Os features diferenciais em comum entre as alteragcdes metabdlicas
causadas pela depressdo e as modulacbes causadas pela administracdo de
Ayahuasca indicam o envolvimento de vias importantes para 0s casos de
depressdo, como a dos glicerofosfolipidios, dos esfingolipidios, das
adipocitoquinas e da necroptose. A andlise de ambas as fases (organica e
aguosa) também evidencia a participacdo da neurotrofina BDNF que se encontra
em baixas concentracdes na patologia e € aumentada por tratamentos
antidepressivos. Varios compostos anotados nesse estudo (level 3 de
identificacédo)?>? apresentam atividades anti ou pré-inflamatéria, evidenciando a
participacdo do sistema imune em casos de depressdo. A histamina,
neurotransmissor identificado entre os metabdlitos, também participa nos
processos inflamatorios, além de estar envolvida na modulacdo de outros
neurotransmissores.

O surgimento dos primeiros antidepressivos na década de 1970 se deu
pela formulacdo da teoria das monoaminas, ligando sintomas da patologia a
baixos niveis de monoaminas (neurotransmissosres) na fenda sinéptica. Sabe-
se que o reequilibrio dos neurotransmissores ocorre de 24 a 48 horas apés a

administracdo dos antidepressivos, porém, seus efeitos necessitam de dias ou
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semanas para poderem surtir. Tal fato indica uma maior complexidade nos casos
de depressao e devido a varios estudos indicando a relacéo do sistema imune a
episodios de depressédo, recentemente surgiu uma nova teoria bioquimica em
torno da patologia: a das citocinas.

A teoria das citocinas relaciona concentracdes excessivas de compostos
pré-inflamatérios a sintomas da depressdo e vem ganhando embasamento
conforme o nimero de publicacfes cientificas aumentam. A histamina, além de
ser o principal neurotransmissor ligado a neuroinflamacéo, também regula a
transmissdo de outros neurotransmissores e tem seu sistema com origem no
hipotalamo, onde esta é sintetizada e liberada para todo o SNC. A atividade
histaminérgica também esta ligada ao funcionamento do sistema de estresse,
ativando o sistema enddécrino no hipotdlamo e causando a liberagcéo de cortisol.
Desse modo, a histamina faz uma ponte entre as teorias das monoaminas e das
citocinas, bem como indica o envolvimento do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal

(HPA) em casos de depresséo (Figura 30).

A Figura 30 apresenta as relagcdes dos compostos identificados neste
trabalho. A mielina € metabolizada em ceramida pela ASM e ativa o0 sistema
inflamatorio, assim como sulfonolipidios, hexosilxeramidas e fosfatidilcolinas
(PCOs). O MGDG, a miricetina e a fitoesfingosina apresentam atividade anti-
inflamatoria, sendo que a mirectina também combate ao estresse oxidativo e
modula a concentracdo de serotonina. A lisofosfatidilserina regula o sistema
histaminérgico e tem concentra¢cdes positivamente correlacionadas com 0s

niveis de serotonina. Ja a histamina regula a inflamacao pelo receptor H4R e

modula neurotransmissores pelo H3R, ativando o eixo hipotalamo-pituitaria-
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adrenal (HPA). Efeitos antidepressivos estdo associados a producao de BDNF e
psicodélicos classicos (os quais incluem a DMT encontrada na Ayahuasca)
levam a producdo de BDFN pela ativacdo do receptor 5-HT2A, enquanto a

cetamina através do receptor NMDAR.

<estresse oxidativo> v
lisofosfatidilserina miricetina

" v

MGDG sulfonolipideo

miricetina .

Receptor H;R

inflamac&o M

Receptor H3R

>

histamina

fitoesfingosina

t Ativacgao receptor 5-HT;4, ~ NMDAR

PCOs,
v
b v »
ceramida :
- ! Eixo HPA glutamato
ASM . . i
Hexosilceramida Psicodélicos classicos ketamina
4 A\
esfingomielina e Ayahuasca BDNF
cortisol
neurogénese
* aumento causado pela depressdo v diminuigdo causada pela depressdo * ativagao neuroplasticidade
aumento causado pela Ayahuasca diminuigdo causada pela Ayahuasca inibicdo

Figura 30. Relacao dos lipideos e metabdlitos encontrados nesse trabalho. A miricetina € um
flavonoide, ndo sendo produzida por humanos e estando diretamente relacionada a

administracdo de Ayahuasca.

4.4 LimitacGes do estudo

Apesar de os features diferenciais encontrados concordarem com dados
encontrados na literatura acerca da depressdo e do tratamento com
psicodélicos, o presente trabalho apresenta limitagdes em varias de suas etapas

de realizacdo. A primeira limitacdo diz respeito ao nimero de amostras, que foi
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pequeno para cada grupo comparado. A analise com uma amostragem maior
contribuiria para a construcdo de modelos com maior poder estatistico.

A segunda limitacdo diz respeito a variacdo instrumental indicado pela
dispersdo das amostras de QCs nos graficos de PCA.

A terceira limitagcdo se refere ao fato de os features diferenciais
encontrados nas comparacdes de grupo terem suas identificacdes obtidas
apenas por meio da comparagdo de seus espectros de MS! com a biblioteca
interna do MS-DIAL (identificacdo putativa de level 3), 22 o0 que traz incerteza
guanto a suas reais identificacdes.

A quarta limitacdo consiste na qualidade dos modelos estatisticos
construidos. Os modelos de PLS-DA ndo apresentaram figuras de mérito
aceitaveis quando aplicados ao conjunto de todas as variaveis para as
comparagdes de grupo e nao foi possivel obter features validados através dos
modelos de Volcano Plot (dentro do préprio programa MetaboAnalyst). Os
modelos de PLS-DA s6 apresentaram figuras de mérito aceitaveis quando
construidos apenas com os features diferencias para cada comparagao.

Por fim, existe a limitacdo quanto ao banco de dados KEGG. Nem todos
os lipidios anotados pelo MS-DIAL possuem um KEGG ID, além de um mesmo
composto poder possuir dois KEGG IDs diferentes ou de um mesmo KEGG ID
ser representativo para mais de uma molécula. Este ultimo caso ocorre, porque
muitos dos compostos encontrados na biblioteca KEGG possuem cadeias
laterais genéricas em suas estruturas, de modo que moléculas semelhantes

sejam enquadradas dentro do mesmo codigo de identificagéo.



110

5. Concluséo e perspectivas

No presente trabalho, pode-se obter indicios de lipidios e metabdlitos
associados a vias metabdlicas alteradas em episddios de depressdo e que
também foram moduladas pela administracdo de Ayahuasca. Tais lipidios,
metabdlitos e vias associadas se apresentam como potenciais alvos para o
tratamento da patologia, ndo s6 com Ayahuasca, mas também atraves de outras
intervencdes terapéuticas.

A administracdo de placebo ao grupo de pacientes também causou
alteracdes metabdlicas comuns com aquelas disparadas pela depresséo. Estas
vias foram excluidas daquelas que também foram moduladas pela Ayahuasca,
a fim de se entender os mecanismos exclusivos da bebida, porém, se
correlacionam com os resultados trazidos por Palhano Fontes et. al.,?® onde o
grupo de pacientes ao qual foi administrado placebo também apresentou
reducdo dos indices de depressdo. Esta foi menos acentuada quando
comparada a reducao dos indices de depresséo relatados para a administracéo
de Ayahuasca, entretanto, e também demonstrou tendéncia de retorno ao nivel
basal ap6s 7 dias. De toda forma, uma mudanca no metabolismo dos pacientes
causada pelo placebo também foi observada e pode indicar uma maior
susceptibilidade de pacientes depressivos a alteragces metabdlicas, ja que o
mesmo fendmeno nao foi observado no grupo de pacientes.

De forma geral, o trabalho corrobora com dados da literatura acerca da
depressao e de seu tratamento com psicodélicos, evidenciando a participagao
do sistema imune na patologia e de sua correlagdo com o desbalanco de

neurotransmissores. Tal correlacdo € evidenciada pela histamina, que é um
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biomarcador de neuroinflamacdo e também modula a transmissao de outros
neurotransmissores como serotonina, dopamina e glutamato, ativando também
0 eixo HPA.

Mesmo se tratando de uma abordagem néo direcionada (untargeted) dos
experimentos de lipidomica e metabolomica e da identificagdo dos features ser
apenas putativa, foi possivel obter indicios da atividade antidepressiva e,
principalmente, anti-inflamatoria da Ayahuasca por meio da correlacéo de varios
lipidios e metabdlitos anotados com suas vias metabodlicas ou com suas
atividades biolégicas apresentadas em artigos cientificos. Os resultados também
trouxeram indicios da correlacéo das variacdes nas concentracées de BDNF e,
consequentemente, na neuroplasticidade e neurogénese, na patologia e em seu
tratamento. O envolvimento do eixo HPA, da microbiota e do estresse oxidativo
na patologia também foi identificado, de forma que o trabalho relne varios
aspectos acerca da depresséao que ja foram reportados na literatura e apresenta
uma correlacéo entre elas.

Uma abordagem direcionada (targeted) poderia confirmar as anotagaos
putativas dessas moléculas, como também averiguar mais profundamente as
diferencas de concentracfes entre 0os grupos estudados com a aplicacdo de
técnicas quantitativas, possibilitando interpretacfes biol6gicas mais acuradas.

A lipiddmica e a metaboldmica sdo abordagens novas e Vvém
apresentando um desenvolvimento constante, no qual novos softwares e novos
métodos sdo apresentados continuamente na literatura cientifica, além também
da expanséo dos bancos de dados e do aprimoramento do planejamento dos

experimentos. Dessa forma, com a evolugdo da area, € bem provavel que novos
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experimentos lipiddmicos e metaboldémicos realizados no futuro com os mesmos
dados utilizados nesse trabalho também tragam melhores e novos resultados.

Quanto ao panorama das pesquisas em torno da Ayahuasca, o niamero
de publicacbes vem crescendo acentuadamente nas Ultimas duas décadas,
incluindo diversas areas dentro da saude, das ciéncias naturais e das ciéncias
sociais (principalmente da antropologia) e revelando diversos potenciais da
Ayahuasca, como no tratamento do uso abusivo de substancias psicotropicas,
em distirbios alimentares como anorexia e no tratamento de questdes
psicoldgicas, dos quais uma parcela pode ser exemplificada por pessoas que
adquiriram alguma questéo psicélogica devido ao descobrimento de uma doenca
cronica e que utilizam Ayahuasca para lidar melhor com suas condicfes e
encontrar a “cura”.

O conhecimento a respeito da bebida vem crescendo paralelamente a
divesas cosnsequéncias derivadas da expansdo de seu uso. As plantas
utilizadas para a preparacdo da bebida sdo nativas da bacia amazobnica e
pertencem ao conhecimento indigena amerindio. Hoje, entretanto, sao
cultivadas em outros continentes devido ao seu uso em pesquisas, pela sua
globalizacéo e pela difusdo das religibes ayahuasqueiras a outros continentes.

Como consequéncia, diversos aspectos probleméaticos surgiram dessa
globalizacéo, dos quais alguns exemplos sao o aumento da invasao de territorios
indigenas por néo indigenas, a colheita predatéria das plantas que as coloca em
perigo de extingdo, e a possivel apropriacdo cultural que ocorre no uso da bebida
sem o reconhecimento de sua origem ancestral e do conhecimento indigena
existente. Desse modo, muita cautela deve ser tomada na execugcao de

pesquisas envolvendo Ayahuasca, durante as quais sempre deve ser lembrado
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gue se trata de uma bebida com alto potencial terapéutico, mas que, porém, esse
potencial ja é conhecido e utilizado pelos povos indigenas ha muito tempo, sendo
a bebida uma composicdo dentre diversas plantas que podem ser aplicadas
contra a depressdo de acodo com o conhecimento indigena. Além disso, as
plantas envolvidas (principalmente a Banisteriopis caapi) estdo ligadas a
processos intrinsecos a cosmovisao desses povos e para eles a Ayahuasca se

trata de uma bebida sagrada.
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7. APENDICES

Graficos de escores de PCA e de Volcano Plot e Graficos de escores de
PLS-DA e suas figuras de mérito para a Condicédo 4 aplicada a fase lipidica e a

fase aquosa.
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D vs. C (modo positivo)
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DA vs. D (modo negativo)
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DP vs. D (modo negativo)
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DP vs. D (modo positivo)
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CA vs. C (modo positivo)
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CP vs. C (modo positivo)
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D vs. C (modo positivo)
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DA vs. D (modo negativo)
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148

Scores Plot
oD
3 DA
(¢ - .
' 113048 12612802
4 . .
Q4 H H
o : E
s : :
. (@] o g 1,898 190.04997
o &F—1355 48198184
o o (R854 458 31110147
o - .. = 13361210 Sgate Status
2 '
o o g o i
: .
o [oXe) g :‘135»2270@\‘217 e
e 1) %o o ;3“" "Wf. 5532_7?00 23752
§ AR
o
NS AL S A S
81 i ¥
9
N ) ]
T T T T T
-40 -20 0 20 40 log2(FC)
PC1(138%)
DAvs. D (m iti
VS. odo pOSItIVO)
Scores Plot
oD
8 1 DA
8 9 - — — — —
— O Accuracy
o R2
o Q2
s S LR Q
(o] g o |
o
& ¢ 0] E
d 2
o & =
(e]
o (0] o
bl (I
o J L | | | |
g o 1 2 3 4J 5
Number of components
8‘ -
T T T T T T T
-15 -10 -5 0 5 10 15

Component 1 (6.4 %)



PC2(89%)

Component 2 ( 14.9 %)

149

DP vs. D (modo negativo)
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CP vs. C (modo positivo)

Scores Plot
i ocC
cp
O .
&7 e o 8063 24023241
X ]
i s . * o 12,938 154: 143
(e®] o =S s s
© ® 2 e. ] eom_m'zoom
s o o e} . 1360 p047ado,
o o o g bags 11325 1841698
(@] =1 10729 180 17488 B
°e & ¥ i | Spar sorsrn
- @.. o E o 7 e 135313908 0904 13 672 780 55206 13733780 55292
9 10.007376257001°. e
: e sl A7B2S .
. . . o5 119513 1013_126102522 10.766_180.17476
(o] KA. &Y P -1'1:'8'75:155 V2" R
o o 1
g :
3 :
T T T 1 H
40 20 0 20 10g2(FC)
PC1(10%)
C P C ( iti
VS. modo pOSIthO)
Scores Plot
ocC
ocp
2 -
o o - - -
] O Accuracy
© [e] o R2
R o © % @ o Q2
o]
00 ® go E e
(e} o) H
=0 | & ;
@ o
o o0 N
Cen, o 3
a4
' r 8 o = = V=
° 2 3 4 5
® Number of components
2
T T T T 1
20 10 0 10 20

Component 1 ( 8 %)

Status
& DOWN
Non-SIG



155

8. ANEXOS



HOSPITAL UNIVERSITARIO Plataforma
ONOFRE LOPES-HUOL/UFRN %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de Marcadores Eletrofisioldgicos, de Neuroimagem, Neuropsicologicos e
Bioquimicos sobre o Potencial Terapéutico de uma nova Substancia para a Depressao
Maior.

Pesquisador: Draulio Barros de Araujo

Area Temaética: Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnésticos novos (fases 1, 1l e lll) ou
ndo registrados no pais (ainda que fase 1V), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicacdes, doses ou vias de administracdo diferentes daquelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em combinacgdes.

Versédo: 4
CAAE: 01266012.8.0000.5292
Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Onofre Lopes

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
Instituto do Cérebro
FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 579.479
Data da Relatoria: 29/11/2013

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de um estudo duplo-cego, randomizado, placebo controlado, envolvendo 60 sujeitos (40 pacientes
internados na enfermaria de psiquiatria do Hospital Universitario Onofre Lopes (HUOL, que apresentem
diagnéstico de transtorno depressivo recorrente e 20 individuos sem histdria de diagnostico de doencas
psiquiatricas. O estudo sera duplo cego para os avaliadores e para o paciente, com respeito ao tratamento
que eles receberao.

Objetivo da Pesquisa:

Verificar o efeito de dose Ginica do DMAQOi em pacientes com diagnéstico de depressdo maior por meio da
avaliacdo de diferentes marcadores bioquimicos, de eletroencefalografia, polisonografia, imagem por
ressonancia magnética, medidas psicométricas e testes neuropsicolégicos.

ESPECIFICOS:

a. Validar liofilizag&o e encapsulamento de composto DMAQi para uso clinico.

b. Correlacionar a severidade da depressao aferida por medidas psicométricas com alteracdes

Endereco: Avenida Nilo Peganha, 620 - 3¢ subsolo

Bairro: Petrépolis CEP: 59.012-300
UF: RN Municipio: NATAL
Telefone: (84)3342-5003 Fax: (84)3202-3941 E-mail: cep_huol@yahoo.com.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO Plataforma
ONOFRE LOPES-HUOL/UFRN &%8ravil

Continuagéo do Parecer: 579.479

guantitativas de diferentes marcadores bioquimicos, de eletroencefalografia, polisonografia, de imagem por
ressonancia magnética e testes neuropsicolégicos na fase basal (antes da sessdo experimental com
DMAO:I).

c. Observar diferencas em medidas quantitativas de marcadores bioquimicos, de eletroencefalografia,
polisonografia, de imagem por ressonancia magnética e testes neuropsicologicos e psicométricos entre o
grupo controle e 0 grupo de pacientes com depressédo antes da sessao experimental.

d. Investigar as possiveis alteracdes agudas dos diferentes marcadores bioquimicos, de
eletroencefalografia, polisonografia, de imagem por ressonéncia magnética, testes neuropsicolégicos e
medidas psicométricas nos pacientes com depressao refrataria a medicacdo e submetidos a ingestéo
pontual de DMAOi.

e. Correlacionar a possivel reducdo aguda de sintomas depressivos aferidos por medidas psicométricas nos
pacientes tratados com DMAOI, com altera¢gBes quantitativas dos biomarcadores sanguineos, de
eletroencefalografia e testes neuropsicolégicos.

f. Identificar possiveis altera¢cdes em biomarcadores sanguineos, de eletroencefalografia, polisonografia, de
imagem por ressonancia magnética, testes neuropsicolégicos e medidas psicométricas em funcao do
tratamento com DMAOQi nos pacientes depressivo.

g. Contribuir para validacdo de biomarcadores sanguineos, de eletroencefalografia, polisonografia, de
imagem por ressonancia magnética e testes neuropsicolégicos e psicométricos para diagndstico e
acompanhamento de terapia medicamentosa da depresséo.

h. Buscar por correla¢des, usando estratégias de bioinforméatica, entre os marcadores bioquimicos,
eletroencefalograficos, de imagem por ressonancia magnética, neuropsicolégicos e psicométricos a fim de
identificar conjunto de medidas caracteristicas da clinica depressao.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Bem redigidos e claros.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Nao ha

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
todos presentes e claros

Endereco: Avenida Nilo Peganha, 620 - 3¢ subsolo

Bairro: Petrépolis CEP: 59.012-300
UF: RN Municipio: NATAL
Telefone: (84)3342-5003 Fax: (84)3202-3941 E-mail: cep_huol@yahoo.com.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO Plataforma
ONOFRE LOPES-HUOL/UFRN %

Continuagéo do Parecer: 579.479

Recomendacdes:
Nao ha
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Adequado

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

NATAL, 03 de Abril de 2014

Assinador por:
Paulo Moreira Silva Dantas

(Coordenador)
Endereco: Avenida Nilo Peganha, 620 - 3¢ subsolo
Bairro: Petrépolis CEP: 59.012-300
UF: RN Municipio: NATAL
Telefone: (84)3342-5003 Fax: (84)3202-3941 E-mail: cep_huol@yahoo.com.br
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Ministériq do Meio AmbieAnte ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n2 ABS8AC9C

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n® 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patriménio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestéao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificagdo e nao foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagdo nao foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: AB8AC9C

Usuario: Alessandra Sussulini
CPF/CNPJ: 300.957.748-66

Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Banisteriopsis caapi
Psychotria viridis
Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: Estudos metabolomicos de pacientes com depressao tratados com
ayahuasca e das plantas que compoem esta bebida

Equipe

Alessandra Sussulini UNICAMP

Taynara Simao Matos Unicamp

Flavia da Silva Zandonadi Unicamp

Luidy Darllan Barbosa Unicamp

Emerson Andrade Ferreira dos Santos Unicamp

Draulio Barros de Araujo Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Luis Fernando Farah de Téfoli Unicamp

Resultados Obtidos
Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao

Identificagdo do meio onde foi Quantification of N,N-Dimethyltryptamine and F

divulgado:
Identificagdo do meio onde foi Preliminary study of the exometabolomic profil
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi Multi-omics data integration for in vitro studies
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi Aplicagao da abordagem lipidémica no estudo
divulgado:



Identificagdo do meio onde foi Avaliacdo da proliferagiao em linhagens celular
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi Understanding ayahuasca effects in major depi
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi Human primary astrocytes finger- and footprint
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi Differentiation of ayahuasca samples according
divulgado:

Outros resultados
Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao

Identificagdo do meio onde foi Chemical Composition of Traditional and Analc
divulgado:

Identificacdo do meio onde foi Preliminary biochemical pathway analysis from
divulgado:

Data do Cadastro: 30/11/2022 11:27:12

Situacdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 11:18 de 19/04/2023.

\NYAYS SISTEMA NACIOMAL DE GESTAO
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AN AN ASSOCIADO - SISGEN



Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 ABSAC9C

A atividade de acesso ao Patrimbénio Genético/CTA, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: AB8AC9C

Usuario: Alessandra Sussulini
CPF/CNPJ: 300.957.748-66

Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Banisteriopsis caapi
Psychotria viridis
Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: Estudos metabolomicos de pacientes com depressao tratados com
ayahuasca e das plantas que compoem esta bebida

Equipe

Alessandra Sussulini UNICAMP

Taynara Simao Matos Unicamp

Flavia da Silva Zandonadi Unicamp

Luidy Darllan Barbosa Unicamp

Emerson Andrade Ferreira dos Santos Unicamp



Draulio Barros de Araujo Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Luis Fernando Farah de Téfoli Unicamp

Resultados Obtidos

Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacéao

Identificacdo do meio onde foi Quantification of N,N-Dimethyltryptamine and F
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi Preliminary study of the exometabolomic profil
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi Multi-omics data integration for in vitro studies
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi Aplicagao da abordagem lipidomica no estudo
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi Avaliacao da proliferagcido em linhagens celular
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi Understanding ayahuasca effects in major depi
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi Human primary astrocytes finger- and footprint
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi Differentiation of ayahuasca samples according
divulgado:

Outros resultados
Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao

Identificagdo do meio onde foi Chemical Composition of Traditional and Analc
divulgado:

Identificacdo do meio onde foi Preliminary biochemical pathway analysis from
divulgado:

Data do Cadastro: 30/11/2022 11:27:12

Situagao do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimbénio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 11:17 de 19/04/2023.
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