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RESUMO 
 

 

A Organização Mundial da Saúde relata que o consumo abusivo de etanol é 

responsável por cerca de 2 bilhões de mortes por ano, não contabilizando as 

pessoas que ficam incapacitadas, seja pelos acidentes causados ou pelos danos 

lesivos do etanol ao organismo. Apesar de diversos fármacos serem utilizados no 

tratamento do transtorno causado pelo uso de etanol, o tratamento disponível não é 

eficaz, sendo que cerca de 2/3 dos pacientes tratados voltam a beber em menos de 

um ano. Ainda, estudos indicam que substâncias com ações psicodélicas, como 

ayahuasca, têm sido cada vez mais estudadas como possíveis estratégias 

terapêuticas para reabilitação de usuários de drogas de abuso. Neste contexto, o 

presente projeto tem como objetivo avaliar possíveis intervenções terapêuticas, 

como a ayahuasca, no tratamento da farmacodependência ao etanol. Para tanto, 

camundongos Swiss machos adultos foram submetidos ao ensaio de sensibilização 

comportamental ao etanol por meio da análise da atividade locomotora em campo 

aberto. Os animais sensibilizados ao etanol foram tratados com ayahuasca durante 

oito dias. No sétimo dia de tratamento foi realizado o teste de labirinto em cruz 

elevado. Após o tratamento, os animais foram desafiados com uma dose única de 

etanol e a atividade locomotora foi registrada (expressão da sensibilização). 

Imediatamente após os ensaios comportamentais os animais foram eutanasiados e 

o estriado e o hipocampo foram dissecados para futuras análises de westen blot. 

Nossos resultados sugerem que 10 dias alternados de administração de etanol é 

capaz de promover a aquisição e expressão da sensibilização ao etanol, sendo que 

o tratamento de oito dias de ayahuasca na dose de 1,76 mg de DMT/Kg de animal é 

eficaz na diminuição da expressão da sensibilização ao etanol. Além disso, 

sugerimos que a ayahuasca pode apresentar um efeito ansiolítico nesta mesma 

dose. Nossos resultados mostram que a ayahuasca é capaz de prevenir os efeitos 

da exposição prévia ao etanol na concentração de dinorfina e de c-fos no estriado e 

no hipocampo, bem como na concentração dos receptores 5HT1a e 5HT2a no 

hipocampo. 

Palavras chaves: Etanol. Sensibilização do Sistema Nervoso Central. Banisteriopsis. 

Ansiedade. 



 
 

ABSTRACT  
 

 

The treatment of ethanol addiction, a public health concern worldwide, usually is 

not effective and new substances have been evaluated. Accordingly, the aim of this 

study was to evaluate the effects of ayahuasca in ethanol-sensitized mice (Ethics 

Com. 34/2017). Adult male Swiss mice received 2.2 g/kg ethanol or saline i.p. on 

every other day for 9 days (D1, D3, D5, D7 and D9) and locomotor activity was 

evaluated. Then, animals were treated with ayahuasca (AYA - equivalent to 1,76 

mg/kg of DMT) or water by oral gavage daily for 8 days. In the seventh day, mice 

were evaluated in the elevated plus maze test. After the treatment, the mice were 

challenged with a single dose of ethanol to measure the locomotor activity (groups: 

SAL/SAL/SAL, n=10; SAL/SAL/ET, n=9; SAL/AYA/ET, n=12; ET/SAL/ET, n=18; 

ET/AYA/ET, n=24). Immediately after that, animals were euthanized and striatum and 

hippocampus were dissected and stored at -80°C for Western blot analysis of D1, 

D2, 5HT1a and 5HT2a receptors, dynorphin, pro-dynorphin and c-Fos protein. Our 

results suggest that 10 alternate days of ethanol administration is able to promote the 

acquisition and expression of sensitization to ethanol, and eight-days treatment of 

ayahuasca at the dose of 1.76 mg DMT / kg of animal is effective to block the 

expression of sensitization to ethanol. We also observed an anxiolytic effect induced 

by ayahuasca. In addition, ayahuasca is able to prevent the effects of ethanol 

exposure on the concentration of dynorphin and c-Fos in the striatum and 

hippocampus, as well as the concentration of 5-HT1a and 5-HT2a receptors in the 

hippocampus.  

 

 

Keywords: Ethanol. Central Nervous System sensitization. Banisteriopsis. Anxiety. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

O etanol é livremente comercializado para maiores de 18 anos, sendo uma 

droga lícita. Com o uso abusivo dessa bebida, estima-se a ocorrência de mais de 2 

milhões de morte ao ano, representando um problema de saúde pública (WHO, 

2011). O uso abusivo do etanol ocorre por todo mundo, tanto em países 

considerados desenvolvidos, como Espanha e Alemanha como em países em 

desenvolvimento, assim como no Brasil (LARAMÉE et al., 2013; MUNHOZ et al., 

2017). 

O uso abusivo de etanol pode levar a um transtorno classificado como 

transtorno causado pelo uso de uma substância, uma doença cíclica e crônica 

(KOOB; VOLKOW, 2009). Quando o usuário se torna dependente, há uma perda 

total do controle da quantidade administrada, o que torna a droga mais importante 

do que até mesmo aspectos básicos como alimentação e higienização (NESTLER; 

AGHAJANIAN, 1997). Além disso, quando ocorre privação da droga, o usuário entra 

na fase de abstinência, que é caracterizada por sintomas emocionais negativos, 

como ansiedade, depressão e irritabilidade. Tais sintomas representam um reforço 

negativo para o uso da droga, já que o usuário tende a buscar a substância para 

eliminar esses sintomas (KOOB; VOLKOW, 2009).  

O tratamento deste transtorno relacionado ao uso do etanol disponível 

atualmente envolve ações multiprofissionais como terapia psicológica, grupos de 

apoio, uso de ansiolíticos e antidepressivos para tratar os sintomas da abstinência e 

uso de alguns medicamentos que tentam causar uma aversão ao uso do etanol 

(CFM, 2011). Apesar do tratamento disponível, mais da metade dos individuo voltam 

a ingerir etanol depois de tratados (MERKX et al., 2011). 

Neste contexto, substâncias alucinógenas têm sido vastamente estudas como 

possíveis estratégias terapêuticas para o tratamento de usuários dependentes. 

Ayahuasca, ibogaína e ácido lisérgico são substâncias mais seguras em relação às 

principais drogas com potencial abusivo, apresentam pouco potencial de indução da 

farmacodependência e possuem um baixo índice de mortalidade (WINKELMAN, 

2014).  
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 A ayahuasca é preparada por meio da decocção de duas plantas: 

Banisteriopsis caapi e Psychotria viridis, sendo uma bebida psicoativa originalmente 

usada em rituais indígenas da Amazônia. Com a expansão da colonização do Brasil, 

na época do ciclo da borracha, “os homens brancos” entraram em contato com os 

costumes e rituais indígenas e começaram a dissipar o uso dessa bebida em ritos 

religiosos, que deram origem a religiões como Santo Daime, União do Vegetal e 

Barquinha, sendo que cada religião tem o seu modo de preparo do chá (GOULART, 

2004). O caule da B. caapi contém alcaloides β-carbolinas como harmina (HRM), 

harmalina (HRL) e tetraidro-harmina (THH), que são inibidoras da enzima 

monoaminoxidase (MAO). As folhas da P. viridis contém N,N-dimetiltriptamina (DMT) 

que é um alcaloide alucinógeno. 

Existem estudos sobre ações benéficas da ayahuasca em humanos, realizados 

em usuários em um rito religioso do qual a ayahuasca faz parte. Em um estudo 

realizado com membros das igrejas Santo Daime e Barquinha, usando a ayahuasca 

no período de um ano, esses apresentaram uma redução nos sintomas de 

ansiedade e depressão (BOUSO et al., 2012). Além disso, em outro estudo realizado 

em membros da igreja Santo Daime com histórico de síndrome do pânico, houve 

redução dos sintomas de pânico após a ingestão da ayahuasca em duas sessões do 

ritual, no período de duas semanas, em um estudo duplo cego placebo controle 

(SANTOS et al., 2007). Entretanto, essas ações da ayahuasca parecem ter um 

efeito “placebo”, visto que pode estar associado à questão religiosa. Neste contexto, 

nosso trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da ayahuasca sobre a 

sensibilização comportamental pelo etanol em camundongos, fenômeno associado à 

neuroadaptação relacionada ao processo de transtorno relacionado ao uso de 

substâncias. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 
 
2.1 Epidemiologia  
 

 

O consumo excessivo do etanol, bebida alcoólica proveniente da fermentação 

de açúcares, representa um grave problema de saúde pública, além de estar 

relacionado a problemas sociais e econômicos. O etanol é considerado uma droga 

lícita, sendo vendido livremente no Brasil para pessoas maiores de 18 anos. A World 

Heath Organization (WHO) relata que o consumo abusivo de etanol é responsável 

por cerca de 2 bilhões de mortes por ano, não contabilizando as pessoas que ficam 

incapacitadas pelos acidentes causados ou pelos danos lesivos do etanol ao 

organismo (WHO, 2011). A Europa apresenta cerca de 15 milhões de usuários de 

etanol (LARAMÉE et al., 2013). A América é o continente que possui maior consumo 

médio de etanol no mundo, sendo que em 2015 as taxas de consumo excessivo de 

etanol aumentaram cerca de 8% entre as mulheres e 11% nos homens (WHO, 

2015). O consumo médio se dá pela média de consumo entre a população. 

De acordo com o Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia para Políticas 

Públicas do Álcool e outras Drogas, em 2012, 66% dos homens e 48% das mulheres 

beberam em bingue, termo usado para o consumo excessivo que ocorre quando 

uma pessoa bebe o equivalente a cinco doses ou mais, no caso de homens, e 

quatro doses ou mais, no caso de mulheres, em uma mesma situação num período 

de tempo de até duas horas (INPAD, 2012). A definição de dose padrão é dada pela 

quantidade de etanol puro nas bebidas, sendo essa dose diferente entre os países. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, uma dose contém uma média de 12 g 

de etanol puro, sendo equivalente a uma dose de destilado (30 ml) uma lata de 

cerveja ou chope (330 ml) ou uma taça de vinho (100 ml) (CISA, 2019). Cabe 

destacar que dentre os adultos que mais bebem; 20% deles consomem 56% de todo 

etanol ingerido, podendo causar problemas de intoxicação aguda (INPAD, 2012).  

Segundo Galduróz e Caetano (2004), a prevalência do uso de etanol no Brasil 

era de 11,2% em 2004, sendo que a farmacodependência pelo etanol era de 17,1% 

dos homens e 5,7% das mulheres. O autor ainda relata que nos estados 
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pertencentes às regiões Norte e Nordeste há maior prevalência de usuários 

dependentes pelo etanol, apresentando porcentagens acima dos 16%, considerando 

ambos os gêneros (GALDURÓZ; CAETANO, 2004). Já em 2012, a prevalência de 

dependentes pelo etanol foi de 10,48% para os homens e de 3,63% para as 

mulheres (INPAD, 2012). Em um estudo feito nas capitais brasileiras entre os anos 

de 2006 e 2013, contatou-se que a prevalência do uso do etanol é alta nestes locais, 

principalmente entre pessoas que possuem maior escolaridade, mais jovens e 

homens, sendo que o consumo abusivo apresenta uma tendência estacionária. Os 

valores de prevalência para o consumo abusivo de etanol foram de 15,6% em 2006 

e 16,4% em 2013 (MUNHOZ et al., 2017). O padrão de consumo do etanol e o 

volume ingerido, assim como casos de intoxicações e de dependência química 

influenciam nas consequências de curto e longo prazo à saúde. Entre as patologias 

atribuídas ao consumo crônico de etanol estão: cirrose hepática, pancreatite crônica, 

câncer, entre outras. Adicionalmente, também podem ocorrer problemas sociais 

envolvendo terceiros, como acidentes de trânsito e violência doméstica (WHO, 

2004). Dentre os dependentes, são poucos os que recebem o devido tratamento. Na 

Europa, apenas 10% dos dependentes pelo etanol recebem tratamento; além disso, 

dos pacientes que recebem, mais de dois-terços voltam a beber nos primeiros 12 

meses sendo, portanto, o tratamento ineficaz (KOHN et al., 2004; MERKX et al., 

2011).  
 

 
2.2 Transtorno por uso de substâncias 
 
 

O transtorno causado por uso de substâncias é uma doença cíclica e crônica 

que começa com a administração da droga (intoxicação), sendo o comportamento 

mantido por processos de desejo, compulsão e abstinência. Em outras palavras, o 

individuo apresenta uma busca exacerbada, perdendo o controle da quantidade 

administrada. Além disso, quando a pessoa é privada da substância, seu estado 

emocional fica abalado (KOOB; VOLKOW, 2009). A diferença entre um simples 

usuário para outro que possui o transtorno está em sintomas como a ausência do 

uso compulsivo, tolerância e a síndrome de abstinência. Entretanto, no processo de 

transição entre o uso recreativo e o transtorno por uso de substâncias, a 
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impulsividade é considerada um fator vulnerável, pois se caracteriza por uma 

resposta breve e sem planejamento a um estímulo que pode ser externo ou interno e 

ainda sem o conhecimento de sua adversidade (DE WIT, 2009; MOELLER et al., 

2001). 

Com o desenvolvimento deste transtorno, a droga de abuso passa a ser 

prioritária na vida do indivíduo, sendo mais importante até mesmo sobre aspectos 

que antes eram primordiais para o mesmo, como fazer a higiene pessoal e 

alimentar-se (NESTLER; AGHAJANIAN, 1997). Sem o autocontrole, o indivíduo 

desenvolve um estado de compulsão, de repetir ou perseverar em um 

comportamento que antes era recompensador, mas que agora apresenta 

implicações repulsivas (ERSCHE et al., 2011). Esse estado de compulsão é 

possivelmente conduzido por loops palidal-tálamo-cortical do estriado ventral-dorsal 

(KOOB; SIMON, 2009). Com isso, o desejo do indivíduo pela droga é aumentado; 

todavia, o prazer da experiência não (ROBINSON; BERRIDGE, 2008). Portanto, o 

uso repetitivo, sobretudo em altas doses e/ou em períodos críticos do 

desenvolvimento, pode levar a um processo de neuroadaptação, o que constitui uma 

das bases neurobiológicas para o desenvolvimento do transtorno por uso de 

substâncias (THOMSEN, 2014; VOLKOW et al., 2013). 

Quando há privação do acesso à droga, o indivíduo entra em um estado de 

abstinência, que possui sinais e sintomas desagradáveis, como disforia, 

irritabilidade, ansiedade e agitação, que são sinais contrários aos produzidos pela 

droga (MACIEL; KERR-CORRÊA, 2004; LARANJEIRA et al., 2000). 

Consequentemente, o indivíduo consome a droga para evitar estes sintomas, sendo 

deste modo, o transtorno guiado por um mecanismo de reforço negativo.  
 
 
2.3 Sensibilização em roedores 

 

 

Um importante fenômeno associado à neuroadaptação depois de um uso 

crônico de drogas é a sensibilização.  Em estudos relacionados a drogas de abuso, 

sensibilização refere-se a um aprimoramento da administração crônica de uma 

droga, sendo esta uma das teorias do transtorno causado pelo uso de substâncias 
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(CAMARINI; PAUTASSI, 2016). Mais especificamente, a sensibilização 

comportamental em roedores está relacionada a um aumento na atividade 

locomotora do animal resultante de uma administração crônica de uma droga 

(MASUR; BOERNGEN, 1980; POST, 1980). Assim, a exposição repetida às 

substâncias psicoestimulantes em um determinado contexto ambiental pode induzir 

uma sensibilização no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e elevação de 

corticosterona, além de levar à sensibilização comportamental (ANDERSON; 

PIERCE, 2005). Quando os processos de atividade locomotora dos efeitos iniciais 

são aumentados (sensibilizados), ocorre uma neuroadaptação acompanhada por 

alterações neurobiológicas, como o aumento de dopamina no núcleo de accumbes, 

que se correlacionam com um estado de incentivo emocional, alterando o circuito 

neuronal envolvido na motivação. Com isso, há alterações na plasticidade sináptica 

resultando na intensificação dos processos que levam uma busca mais intensa pela 

droga, podendo tornar-se compulsiva (WOLF, 2002).  

Este fenômeno apresenta dois componentes: a aquisição e a expressão. A 

aquisição é um termo operacional referente aos efeitos moleculares e celulares 

imediatos que induzem a sensibilização, ou seja, a aquisição da sensibilização 

refere-se ao desenvolvimento desta, em que se observam alterações em nível 

celular e molecular em neurônios de diferentes regiões cerebrais, principalmente no 

córtex pré-frontal e na área tegumental ventral (STEKETEE; KALIVAS, 2011). Tais 

alterações são associadas ao aumento da liberação de glutamato e de dopamina, 

que estão relacionados à ocorrência de uma potenciação de longa duração 

(UNGLESS et al., 2001). Já a expressão refere-se às consequências prolongadas 

desses efeitos. Em outras palavras, a expressão é a manifestação da sensibilização 

que se dá após um período de abstinência. A expressão da sensibilização envolve 

mudanças na função neuronal responsável pelas respostas comportamentais, 

principalmente no núcleo accumbens (STEKETEE; KALIVAS, 2011).  
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2.4 Mecanismos de ação do etanol e mecanismo associados ao transtorno por 
uso de substâncias 

 
 

O etanol não possui um sítio de ligação específico no sistema nervoso central 

(SNC), por isso seu efeito ocorre pela ação em numerosos alvos moleculares, que 

levam à alterações nos sistemas catecolaminérgico, opioide, glutamatérgico, 

serotoninérgico, GABAérgico e colinégico (ZALESKI et al., 2004). Seu efeito é dose-

dependente, ou seja, em doses baixas há efeito estimulante, enquanto doses 

elevadas levam a depressão do SNC (TAMBOUR et al., 2006).  O efeito estimulante 

é caracterizado pela desinibição comportamental, com aumento da fala e da 

afetividade, e diminuição da atenção, da autocrítica e do nível de preocupação (CUI; 

KOOB, 2017). O efeito depressor é caracterizado por um intenso cansaço e grande 

debilidade ocasionada por fadiga (FADDA; ROSSETTI, 1998).  

A ação inibitória do neurotransmissor ácido gama-aminobutírico (GABA) é 

potencializada pelo etanol, que, assim como os benzodiazepínicos, também atua em 

receptores GABAA, porém de forma menos efetiva (BURNETT; CHANDLER; 

TRANTHAM-DAVIDSON, 2016). A ação do GABA se dá pelo aumento do tempo de 

abertura dos canais de cloro, permitindo que o íon se desloque em maior quantidade 

para o meio intracelular. Assim, o meio intracelular fica cada vez mais negativo, 

promovendo a hiperpolarização neuronal. Entretanto, o uso crônico o etanol pode 

causar alterações no sistema GABAérgico, como a diminuição da capacidade de 

estimulação do GABA, diminuição da ação de fármacos benzodiazepínicos e 

diminuição da densidade de RNAm relacionado a expressão do receptor GABAA 

(AGUAYO et al., 2002).  

Assim como as outras drogas de abuso, o etanol também leva ao aumento de 

dopamina no corpo estriado, no entanto, a estimulação da liberação da dopamina 

ocorre por mecanismos indiretos. Estudos com roedores descrevem que o etanol 

aumenta a concentração de dopamina extracelular no núcleo accumbens e no 

núcleo caudado, sendo que a liberação de dopamina é predominante no núcleo 

accumbens (MORZORATI; MARUNDE, 2006). Uma explicação para esse fato é que 

o etanol em baixas doses estimula a síntese, o metabolismo e a taxa de renovação 
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de dopamina por meio de sua ligação nos receptores pré-sinápticos GABAA 

presentes em interneurônios na área tegumental ventral (ATV) (DAVIES, 2003).  

O uso crônico de etanol leva uma inibição dos receptores pós- sinápticos de 

NMDA (N-metil D-Aspartato) (BELL et al., 2016). Ainda, a exposição crônica do 

etanol leva a um aumento da concentração extracelular de glutamato em uma serie 

de regiões do encéfalo, induzindo um estado hiperglutamatérgico oque contribui 

para o transtorno causado por uso de substâncias (GASS; OLIVE, 2008; 

SPANAGEL, 2009). 

 O aumento de dopamina no núcleo accumbens leva a uma maior ativação dos 

receptores metabotrópicos D1, que parece induzir a expressão de genes que são 

fundamentais para os mecanismos de dependência (DUDMAN et al., 2003). Esses 

receptores são do tipo acoplado a proteína G estimulatória, que quando ativada, 

aumenta os níveis intracelulares de AMP cíclico pela estimulação da enzima adenil 

ciclase. Com o aumento de AMP cíclico, a proteína quinase do tipo A (PKA) é 

ativada, desencadeando o translocamento de subunidades catalíticas para o núcleo 

da célula, levando a consequente fosforilação do CREB (cAMP response element 

binding protein). O CREB é uma proteína de ligação ao elemento de resposta do 

AMP cíclico, o qual é responsável por modular a transcrição de diversos genes, 

como o c-fos que está relacionado com a modulação dos processos de aprendizado 

e memória. Tais processos estão envolvidos com a dependência por estarem 

associados à recompensa (HYMAN et al., 2006). Com isso, dependendo do gene 

modulado, o efeito da droga pode ser imediato ou duradouro (NESTLER, 2004). 

O etanol atua no sistema catecolaminérgico por meio da ativação da via 

mesolímbica/mesocortical e da via nigroestriatal. Na via mesolímbica/mesocortical os 

corpos de neurônios estão localizados na ATV e possuem fibras eferentes 

direcionadas para áreas límbicas (como tálamo, núcleos da base, hipocampo e 

amígdala) e para o neocórtex (áreas sensórias e motoras). Na via nigroestriatal, os 

corpos de neurônios estão localizados na substância negra e as fibras eferentes 

estão direcionadas para o corpo estriado. O sistema opioide também está envolvido 

com efeitos como a euforia e a estimulação psicomotora, que se caracterizam como 

propriedades reforçadoras do etanol (LEE et al., 2005). Estudos mostram que a 

liberação de β-endorfina e de encefalinas é induzida pela ingestão aguda de etanol 

(OLIVE et al., 2001). Esses neurotransmissores atuam modulando a transmissão do 
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sistema dopaminérgico mesocorticolímbico. A β-endorfina atua por meio de 

receptores µ presentes em interneurônios GABAérgicos. Tais receptores são 

acoplados à proteína G inibitória, portanto, a ativação de destes receptores leva a 

retirada do tônus inibitório na AVT, com consequente aumento da liberação de 

dopamina no núcleo accumbens (FROEHLICH; LI, 1994; FONT; LUJÁN; PASTOR, 

2013). A dinorfina, que tem como percussor a pró-dinorfina é um potente opioide 

endógeno que tem ação preferencialmente nos receptores opioides do tipo k. 

Estudos indicam que a dinorfina e os receptores k estão envolvidos em várias 

desordens psiquiátricas, incluindo ansiedade, depressão e dependência (HANG et 

al., 2015; WEE; KOOB, 2010; BUTELMAN et al., 2012; LALANNE et al., 2014). 

Sabe-se que tanto a exposição crônica, quanto a aguda ao etanol produz 

adaptações nesse sistema que refletem em uma mudança da expressão e da 

atividade da dinorfina e do receptor k. A exposição aguda ao etanol aumenta a 

concentração de dinorfina em locais como o núcleo accumbens e a VTA, enquanto a 

administração repetida de etanol induz aumento de expressão de dinorfina-b 

(MARINELLI et al., 2006; JARJOUR et al., 2009; LINDHOLM et al., 2000).  

Em relação ao sistema colinérgico, os mecanismos de atuação do etanol ainda 

não estão claros. No entanto, estudos associam a redução na concentração de 

acetilcolina com a ingestão crônica de etanol, enquanto a baixa ingestão de etanol 

leva a um aumento na concentração de acetilcolina no córtex pré-frontal de ratos 

(SASAKI et al., 1995; STANCAMPIANO et al., 2004). Mikki et al. (2014) observaram 

que ratos intoxicados com etanol apresentaram alterações significativas na razão 

entre a concentração e a expressão de RNAm de fatores neurotróficos em regiões 

colinérgicas, porém, tais alterações não foram observadas no córtex encefálico e no 

hipocampo. Estes resultados sugerem que a distribuição desequilibrada de ligantes 

e receptores do fator neurotrófico pode ser um fenômeno primário no mecanismo de 

dependência pelo etanol. De fato, as regiões de projeção colinérgica do 

prosencéfalo basal estão conectadas neuroanatomicamente, sendo que os fatores 

neurotróficos são importantes na comunicação retrógrada/ anterógrada. Entretanto, 

o exato mecanismo subjacente às alterações induzidas pelo etanol nos fatores 

neurotróficos e seus receptores no sistema colinérgico ainda é desconhecido (MIKKI 

et al., 2014).  
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Em concentrações elevadas o etanol parece bloquear a passagem de cálcio 

por meio de sua ação nos canais de cálcio tipo L (ZALESKI et al., 2004). Como o 

influxo de íons cálcio para célula é fundamental para a liberação de 

neurotransmissores, o etanol leva a diminuição da liberação de neurotransmissores, 

com consequente diminuição na atividade dos segundos mensageiros na célula pós-

sináptica (ZHANG et al., 2000; ZALESKI et al., 2004). Quando ocorre a abstinência 

na dependência ao etanol, existe uma elevação do influxo de cálcio por meio desses 

canais, o que contribui para os sintomas característicos dessa síndrome, como 

tremores, náuseas e vômitos (LARANJEIRA et al., 2000). Assim, a administração de 

antagonistas de canal de cálcio pode diminuir esse efeito compensatório 

(KENNEDY; LUI, 2003). 

Ainda, o etanol é capaz de influenciar o sistema serotoninérgico, sendo que o 

aumento ou diminuição nas concentrações de serotonina (5-HT) estão relacionados 

com a frequência do uso do etanol. Quando o etanol é usado de forma crônica, 

evidencia-se uma diminuição na concentração de serotonina e um aumento do 

número de receptores serotoninérgicos expressos na membrana celular. Por outro 

lado, se o consumo de etanol for agudo, há aumento na concentração de serotonina 

na fenda sináptica (JAIN; KANNAMWAR; VERMA, 2016). Além disso, as vias 

serotoninérgicas parecem ser ativadas indiretamente pelo sistema dopaminérgico 

quando este sofre ação do etanol, uma vez que a concentração de dopamina pode 

ser reduzida com o uso de antagonistas do receptor 5-HT3 (CARBONI et al., 1989; 

ALDERAZI; BRETT, 2007). Segundo Barcker et al. (2014), o uso de antagonistas de 

5-HT3 diminui os efeitos comportamentais relacionados a dependência em ratos.  

 

 
2.5 Tratamento do Transtorno pelo uso de substâncias  
 
 

O transtorno pelo uso de substâncias é tido como um fenômeno 

biopsicossocial, incluindo vários aspectos sociais, políticos e econômicos que gera 

polêmicas em relação à prevenção e ao tratamento. Com isso, o tratamento envolve 

abordagens multidisciplinares com acompanhamento psicológico e familiar, grupo de 

autoajuda, reabilitação neuropsicológica e psicossocial, ações preventivas e redução 
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de danos (CFM, 2011). Segundo os critérios do DSM-V, pessoas com transtornos 

pelo uso de etanol e outras substâncias são diagnosticados com problema 

psiquiátrico adicional, como por exemplo, esquizofrenia, transtorno de humor, 

transtorno de ansiedade, distúrbios de personalidade, além de depressão maior 

(GRANT et al., 2004; HASIN et al., 2007; DI NICOLA et al., 2015).  

Didaticamente, a terapia usada com os pacientes com este transtorno pode ser 

dividida em etapas: desintoxicação e manutenção da abstinência, farmacoterapia, 

além da psicoterapia. Na psicoterapia são realizadas terapias individuais, a qual tem 

como foco a reestruturação da personalidade do paciente; em grupos para uma 

discussão dos aspectos da dependência; e familiar para melhorar a relação entre os 

membros e o paciente (ANTONIASSI; LEAL; TEDESCO, 2008). A terapia 

medicamentosa se inicia com a desintoxicação, período em que o tratamento é feito 

para amenizar o desconforto sintomático da retirada da substância e prevenir as 

recaídas. Portanto, é feito o uso de antidepressivos, anticonvulsivantes, 

estabilizadores de humor, antipsicóticos e benzodiazepínicos (CFM, 2011). Na 

farmacoterapia podem ocorrer várias modalidades nos tratamentos. O dissulfiram é 

um medicamento que age como inibidor irreversível da enzima acetaldeído-

desidrogenase (ALDH), que causa um acúmulo de acetaldeído no organismo. Tal 

efeito resulta em uma série de efeitos adversos, como cefaleia, hepatite, erupções 

cutâneas. Consequentemente, o paciente associa esses efeitos ao consumo da 

droga podendo gerar uma aversão à mesma (CASTROA; BALTIERI, 2004). A 

naltrexona age antagonizando os efeitos das encefalinas e endorfinas, as quais são 

liberadas no consumo de etanol nas vias mesolímbicas (CASTROA; BALTIERI, 

2004). O nalmefene, derivado da naltrexona, é um modulador do sistema opioide de 

dupla ação, sendo um antagonista nos receptores opioide µ e δ e agonista parcial no 

receptor opioide ĸ (BIGGIO, 2015; ROSE et al., 2016). Ambos os fármacos têm 

mostrado redução no consumo total de etanol (GUAL et al., 2013; MANN et al., 

2013). No entanto, o tratamento disponível atualmente não é efetivo, pois como 

mencionado, mais de 60% dos individuos tratados voltam a beber nos primeiros 12 

meses (MERKX et al., 2011).   
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2.6 Ayahuasca 
 
 

Ayahuasca é uma palavra de língua indígena que traduzida significa “vinho das 

almas” ou “vinho dos mortos” (GOULART, 2004). Feita através da decocção de duas 

plantas: Banisteriopsis caapi e Psychotria viridis, é uma bebida psicoativa 

originalmente usada em rituais indígenas da Amazônia. Com a expansão da 

colonização do Brasil, na época do ciclo da borracha, “os homens brancos” entraram 

em contato com os costumes e rituais indígenas e começaram a dissipar o uso 

dessa bebida em ritos religiosos, que deram origem a religiões como Santo Daime, 

União do Vegetal e Barquinha (GOULART, 2004). O caule da B. caapi contém 

alcaloides β-carbolinas como harmina (HRM), harmalina (HRL) e tetraidro-harmina 

(THH), que são inibidoras da enzima monoaminoxidase (MAO). As folhas da P. 

viridis contém N,N-dimetiltriptamina (DMT) que é um alcaloide alucinógeno. A Figura 

1 demonstra as estruturas químicas dos alcaloides presentes na ayahuasca e da 

serotonina. 

 

 

Figura 1 - Estruturas químicas dos alcaloides da ayahuasca e da serotonina  
Fonte: Da Autora 
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A combinação das duas plantas forma uma associação sinérgica, já que as β-

carbolinas inibem as enzimas MAO que metabolizam o DMT, e assim esse potente 

alucinógeno consegue ser absorvido e ter a sua ação após administração por via 

oral (PIRES et al., 2010; CALLAWAY; GROB,1998). Como pode se observar na 

Figura 1, o DMT é estruturalmente parecido com o neurotransmissor serotonina, 

agindo, portanto como um agonista serotoninérgico, principalmente nos receptores 

5-HT1a , 5HT1b , 5-HT2a e 5HT2c (FRECSKA, 2008). Os neurônios serotoninérgicos 

estão envolvidos em funções relacionadas ao sono, humor e em condições 

patológicas, como ansiedade e depressão (MCCORVY; ROTH, 2015; YOHN; 

GERGUES; SAMUELS, 2017). As β-carbolinas, como já descrito, são inibidoras da 

MAO, e por consequência inibem a degradação do DMT. Entretanto, THH também 

age como inibidora da recaptação da serotonina, aumentando assim ainda mais os 

níveis de serotonina no encéfalo (FRECSKA, 2008; MCKENNA, 1998). 

Castro-Neto et al. (2013) avaliaram as mudanças nos neurotransmissores do 

hipocampo após a ingestão de diferentes concentrações de ayahuasca em ratos. A 

concentração de glutamato não mudou, no entanto houve aumento nas 

concentrações de GABA nas diferentes doses administradas. Em relação à 

serotonina, houve aumento na sua concentração nos animais que receberam as 

doses de 500 e 800 mg/kg de ayahuasca.   

Os níveis destes alcaloides presentes na ayahuasca variam dependendo da 

origem da planta utilizada e do modo de preparo da bebida, que não é padronizado. 

As diferentes concentrações dos alcaloides nas plantas se devem a inúmeros 

fatores, como diferentes tipos de solo da área da plantação, humidade do local, 

luminosidade, dentre outros (CALLAWAY, 2005). Na literatura podem ser 

encontrados diversos valores para as concentrações, a Tabela 1 apresenta alguns 

valores encontrados.  
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Tabela 1 - Valores das concentrações dos alcaloides da ayahuasca encontrados na literatura. 

Fonte  Via de 
administração Dose Concentração (mg/ml) 

   HRL HRM THH DMT 

MICKENNA et al. (1984) - - 0,04 0,47 0,16 0,60 

CALLAWAY et al. 
(1996) - - 0,20 1,70 1,07 0,24 

YRITIA et al. (2002) Oral 
(humanos) 

0,6 e 0,85 mg 
de DMT/Kg 0,04 0,90 0,72 0,53 

PIRES et al. (2009) - - 1,01 0,54 0,36 0,53 

OLIVEIRA-LIMA  et al. 
(2015) I.p 100 ou 300 mg 

Aya/Kg 0,15 3,39 2,70 35 

Fonte:  Mickenna et al. (1984); Callaway et al. (1996); Yritia et al. (2002); Pires et al. (2009)l Oliveira-                              
Lima et al. (2015). 

 

 

Entre as aplicações terapêuticas possíveis da ayahuasca está o tratamento da 

farmacodependência. Em um estudo realizado no Canadá, pesquisadores 

realizaram colaboração com um grupo de “guias espirituais” (retreat team’s work) 

para avaliar o efeito do uso da ayahuasca em duas cerimônias religiosas em 

pessoas de uma comunidade arborígena que possuíam fatores psicológicos e 

comportamentais relacionados ao uso de drogas de abuso (THOMAS et al., 2013). 

Thomas et al. (2013) observaram que após essa terapia houve uma redução no 

consumo de cocaína, etanol e tabaco, porém, não houve diferença no uso de 

Cannabis e de opioides. Além de estudos realizados em humanos, existem também 

estudos em roedores. Oliveira-lima et al. (2015) demostraram que a ayahuasca foi 

eficaz na prevenção do desenvolvimento da sensibilização ao etanol e também se 

mostrou eficaz no bloqueio da sensibilização ao etanol na dose de 100 a 300 mg de 

ayahuasca/kg de animal via intraperitoneal (i.p).   

O tratamento do transtorno causado pelo uso de drogas de abuso com o uso 

de substâncias alucinógenas como ayahuasca, ibogaína e ácido lisérgico tem sido 

vastamente estudado, uma vez que essas substâncias apresentam um perfil de 

segurança maior em relação às principais drogas com potencial abusivo, pouco 
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potencial de indução de transtornos e possuem baixo índice de mortalidade 

(WINKELMAN, 2014).  
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3 JUSTIFICATIVA 
 

 

A OMS (2014) mostra que o uso abusivo de etanol representa um problema de 

saúde pública, sendo considerada uma das principais doenças do século. De acordo 

com a OMS, 5,9% de todas as mortes do mundo são devido ao consumo de etanol, 

sendo que seu uso está entre os líderes de fator de risco de morbidade, 

incapacidade e mortalidade (WHO, 2014). Apesar de diversos fármacos serem 

utilizados no tratamento do transtorno causado pelo uso de substâncias, o 

tratamento não é efetivo (MERKX et al., 2011). O tratamento farmacológico é 

basicamente sintomático, com o objetivo de tratar as comorbidades e prevenir as 

recaídas. 

Estudos indicam que a ayahuasca pode ter aplicações terapêuticas, como no 

tratamento de transtorno causo pelo uso de substâncias (WINKELMAN, 2014; 

OLIVEIRA-LIMA et al., 2015). De fato, substâncias como os alcaloides presentes na 

ayahuasca apresentam baixos índices de mortalidade e não possuem potencial para 

induzir dependência, sendo, portanto, alvos interessantes para o tratamento da 

farmacodependência. Neste contexto, o presente projeto tem como objetivo avaliar 

possíveis intervenções terapêuticas (ayahuasca) no tratamento do transtorno 

causado pelo uso de etanol por meio de um estudo pré-clínico que avalia os efeitos 

da ayahuasca na sensibilização comportamental pelo etanol. Espera-se produzir 

aporte científico para ampliar os índices de tratamento e recuperação dos pacientes. 

A hipótese do nosso estudo é de que a ayahuasca bloqueie a expressão da 

sensibilização comportamental pelo etanol. 
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4 OBJETIVOS 
 

 

O objetivo geral deste projeto é investigar o efeito da ayahuasca na 

sensibilização comportamental pelo etanol, além de avaliar os mecanismos 

envolvidos neste processo por meio da quantificação de biomarcadores dos 

sistemas dopaminérgico e serotoninérgico. 

 

 

Estratégias experimentais: 

 
 

a) avaliar a sensibilização comportamental pelo etanol em camundongos  

adultos; 

b) avaliar o tratamento com ayahuasca durante o período de abstinência, 

anterior a um novo desafio com o etanol (expressão da sensibilização); 

c) quantificar os receptores D1, D2, 5-HT1a e 5-HT2a e as proteínas pró-

dinorfina, dinorfina e c-Fos no estriado e hipocampo dos animais por meio de 

Western blot.  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
5.1 Animais 

 

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, provenientes do biotério da 

Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas de 

polietileno, com livre acesso à água e comida (ração para roedores Nuvilab CR1®), 

temperatura controlada (21±2°C) e ciclo claro/escuro de doze horas (luz ligada às 

7:00 h). Todos os experimentos foram realizados no período claro. O presente 

projeto foi aprovado pelo comitê de ética desta Instituição (34/2017). 

 

 
5.2 Substâncias 

 

 

A ayahuasca foi obtida por meio de doação, foi liofilizada e os alcaloides 

presentes foram quantificados. Ela foi diluída em água filtrada para que fosse 

possível a administração por via gavagem na dose de 1,76 mg de DMT/Kg de 

animal. O etanol (ET) (Merck do Brasil, S.A.) foi administrado em uma solução de 

15% (v/v), preparada com solução salina (NaCl 0,9%) na dose de 2,2 g/Kg. A 

solução salina foi utilizada como solução controle (SAL). As injeções de ET e salina 

foram administradas por via intraperitoneal (i.p.). 
 
  
5.3  Determinação dos alcaloides da ayahuasca em amostras de chá  

 
 

As análises foram realizadas em modo positivo (ESI+, [M+H]+) para todos os 

analitos. Foram utilizados os seguintes os parâmetros otimizados: cone gas flow, 2 

L/min; desolvation gas flow, 10 L/min; source temperature, 100 ºC; desolvation 

temperature, 350 ºC. O seguinte sistema cromatográfico foi utilizado: Coluna Acquity 
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UPLC BEH C18 2,1 mm x 100 mm, ID 1,7 µm (Waters Corporation, Milford, MA) 

eluída com um gradiente de tampão formiato de amônio 2 mM com 0,1% de ácido 

fórmico (Solução A) e metanol 0,1% ácido fórmico (Solução B), a um fluxo de 300 

µL/min, 40 ºC, nas seguintes condições: 0 – 7 min, 90 – 50 % A; 7,1 – 8 min, 50 – 90 

%  B. O tempo total de corrida foi de 8 minutos. As fragmentações utilizadas no 

MRM e os tempos de retenção de cada analito estão descritas na Tabela 2.   
 

 

Tabela 2 - Descrição dos íons precursores, íons produto, tempo de retenção, voltagem do cone e 
energia de colisão no método por UPLC-ESI-MS/MS. 

Analito Tempo de 
Retenção (min.) 

Íon 
precusor (m/z) 

Íon produto 
(m/z) 

Voltagem 
do cone 

Energia 
de colisão 

DMT-d6  
(PI) 2,87 

195,1 63,9 15 14 
195,1 114,9 15 36 
195,1 143,8* 15 22 

DMT 2,88 
188,9 57,8 25 11 
188,9 116,7 25 29 
188,9 143,8* 25 17 

THH 4,37 
217,1 172,8 25 29 
217,1 187,9 25 17 
217,1 200,0* 25 13 

HRL 5,27 
215,2 130,4 50 41 
215,2 171,7 50 33 
215,2 199,9* 50 25 

HRM 5,56 
213,2 143,8 50 41 
213,2 169,8 50 33 
213,2 198,0* 50 25 

* Transição utilizada para quantificação dos analitos. PI - padrão interno. m/z - razão massa/carga. 
Fonte: Da autora 

 

 

O preparo da amostra consistiu em diluir a amostra de chá para uma 

proporção final de 1:5000 por meio de diluição seriada em três etapas (1:10 x 1:10 x 

1:50). Primeiro diluiu-se 100 µL da alíquota de chá em 900 µL de fase móvel A 

(tampão formiato de amônio com 0,1% ácido fórmico). Desta, foram retirados mais 

100 µL e diluídos com 900 µL de fase móvel A e, finalmente, 100 µL da última foi 

diluído em 4900 µL da solução de fase móvel A. A cada etapa de diluição a solução 

era submetida à agitação em vórtex para melhor homogeneização. Em 90 µL da 
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solução final adicionaram-se 10 µL do padrão interno (DMT-d6 1 µg/mL) para 

concentração final de 100 ng/mL. Por fim, 5 µL desta solução foram injetados no 

sistema de UPLC-ESI-MS/MS. 

 Após quantificação, o valor obtido com a equação da reta foi multiplicado por 

5000 para correção da diluição. Este ensaio foi realizado na Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo, em colaboração com o Prof. Maurício 

Yonamine.Dentre os alcaloides presentes no chá da ayahuasca, foram determinados 

o N,N-6 dimetiltriptamina (DMT) e as β-carbolinas harmalina (HRL), harmina (HRM) 

e tetraidro-harmina (THH). Na Tabela 3 estão descritos os valores correspondentes 

de cada alcaloide determinado.  

 

 
Tabela 3 - Valores das concentrações dos alcaloides presentes na ayahuasca. 

Alcaloide Concentração 
(mg/ml) DP 

HRL 0,15 ± 0,01 

HRM 1,13 ± 0,27 
THH 1,18 ± 0,09 
DMT 1,62 ± 0,04 

Fonte: Da autora 

 

 

5.4 Atividade locomotora em campo aberto e labirinto em cruz elevado 
 

 

A atividade locomotora dos animais foi avaliada por meio de campo aberto 

(uma arena circular de madeira com 40 cm de diâmetro e 40 cm de altura) 

(BROADHURST, 1960). Cada animal foi colocado, individualmente, no centro da 

arena do campo aberto e observado por um período de 10 minutos. Após cada 

observação, o campo aberto foi limpo com uma solução de álcool-água 5%, antes da 

introdução do próximo animal, a fim de evitar possíveis rastros de odor deixados 

pelo sujeito anterior. Para evitar efeitos circadianos no comportamento dos 

camundongos, as observações de todos os animais foram realizadas sempre em um 

horário específico, sendo o horário da manhã o escolhido (7h30min às 11h30min). O 
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registro da atividade foi realizado com uma câmara digital. O software EthoVision 

(Noldus, The Netherlands) foi utilizado para quantificar a distância percorrida por 

cada animal. 

O labirinto em cruz elevado consiste em dois braços abertos (30 x 5 x 0,25 cm) 

e dois braços fechados de mesmo tamanho com paredes de 20 cm de altura, 

elevado a 60 cm do chão. Os braços similares são cruzados em ângulo reto e 

ligados através de uma área central. Observou-se, manualmente, o tempo gasto na 

exploração dos braços abertos e dos braços fechados em um período de 5 minutos 

(PELLOW et al., 1985). Ainda, foi observado o comportamento relacionado ao 

grooming de cada animal neste mesmo tempo (REEVES, 2016).  

 

 
5.5 Desenho experimental 

 

 

Como mencionado, a sensibilização comportamental é um processo induzido 

por algumas drogas de abuso, como o etanol, sendo caracterizado pelo aumento 

progressivo da atividade locomotora. O ensaio de sensibilização comportamental 

consiste em duas fases: aquisição e expressão da sensibilização. Para que ocorra o 

desenvolvimento da sensibilização comportamental ao etanol, nos três primeiros 

dias do experimento os animais foram expostos durante 10 minutos ao campo 

aberto 5 minutos após a injeção de salina. Este procedimento permitiu a habituação 

dos animais ao aparelho de observação. No quarto dia, os animais receberam uma 

injeção de salina ou etanol na dose de 2,2 g/Kg de animal, de acordo com o grupo 

experimental, e após 5 minutos da aplicação a atividade locomotora foi quantificada 

durante 10 minutos em campo aberto. Este procedimento foi repetido cinco vezes 

em dias alternados, conforme descrito por Abrahão et al. (2011).   

O tratamento com ayahuasca foi realizado durante oito dias, após a aquisição 

da sensibilização, da seguinte forma: os animais receberam água filtrada ou 

ayahuasca por gavagem na dose de 1,76 mg de DMT/Kg de animal, sendo realizada 

a correção da dose diariamente pela massa corporal. Após a ingestão da ayahuasca 

os animais foram colocados novamente nas caixas e depois de 40 minutos foram 

colocados em campo aberto por 10 minutos. No sétimo dia de tratamento, foi 
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realizado o teste de labirinto em cruz elevado.  Após o período de tratamento, foi 

realizada a análise da expressão da sensibilização (desafio), quando os animais 

receberam uma injeção de etanol e após o período de 5 minutos foram expostos ao 

campo aberto para análise da atividade locomotora durante 10 minutos. A Figura 2 

ilustra o desenho experimental.  

 

 

 
Figura 2 - Desenho experimental do presente estudo. O desenvolvimento da sensibilização 

comportamental foi avaliado por meio de ensaio em campo aberto. Para habituação no 
equipamento os animais receberam injeção salina i.p. durante três dias (H1 a H3) e após 
5 minutos foram avaliados no campo aberto durante 10 minutos. Em D1, D3, D5, D7 e 
D9 os animais receberam uma injeção de salina ou etanol, de acordo com o grupo 
experimental. Durante os 8 dias de tratamento, os animais receberam salina ou 
ayahuasca de acordo com o grupo experimental, via gavagem. No sétimo dia de 
tratamento (T7) os animais foram submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado 
(LCE). Após este período, foi realizada a expressão da sensibilização comportamental, 
em que os animais receberam uma injeção de salina ou etanol, de acordo com o grupo 
experimental, e foram avaliados em campo aberto durante 10 minutos. Os animais foram 
eutanasiados (#) imediatamente após o ensaio da expressão da sensibilização 
comportamental.  
Fonte: Da autora 

 

 

Assim, os animais foram divididos em cinco grupos experimentais, conforme 

descrito a seguir: 

a) grupo SAL/SAL/SAL (n=10): animais que receberam salina durante a aquisição da 

sensibilização comportamental, salina durante o período de abstinência e salina para 

avaliar a expressão da sensibilização; 

b) grupo SAL/SAL/ET (n=10): animais que receberam salina durante a aquisição da 

sensibilização comportamental, salina durante o período de abstinência e etanol 

para avaliar a expressão da sensibilização; 
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c) grupo SAL/AYA/ET (n=9): animais que receberam salina durante a aquisição da 

sensibilização comportamental, ayahuasca durante o período de abstinência e 

etanol para avaliar a expressão da sensibilização. Cabe destacar que, originalmente, 

este grupo tinha n=10, no entanto, um animal morreu durante o experimento; 

d) grupo ET/SAL/ET (n=18): animais que receberam etanol durante a aquisição da 

sensibilização comportamental, salina durante o período de abstinência e etanol 

para avaliar a expressão da sensibilização; 

e) grupo ET/AYA/ET (n=24): animais que receberam etanol durante a aquisição da 

sensibilização comportamental, ayahuasca durante o período de abstinência e 

etanol para avaliar a expressão da sensibilização. 

Imediatamente após o ensaio que avaliou a expressão da sensibilização, os 

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O encéfalo foi rapidamente 

retirado e mergulhado em solução fria de tampão salina-fosfato. O estriado e o 

hipocampo foram dissecados sobre uma placa de petri gelada coberta por papel de 

filtro embebido em solução salina gelada e congelados em nitrogênio líquido. As 

amostras foram armazenadas em freezer a -80°C para os futuros ensaios de 

western blot. As amostras de sangue dos animais foram colhidas em tubos 

heparinizados (1Ul/mL) para futura dosagens de etanol. O sangue foi centrifugado a 

10.000 rpm durante 5 minutos; o plasma foi coletado em microtubos e armazenado a 

-20 ºC.  

 

 

5.6 Determinação do etanol no plasma 
 

 

As amostras de sangue foram coletadas em microtubos heparinizados (1 

Ul/mL), centrifugadas a 10000 rpm durante 5 minutos para retirada do plasma que 

foi então congelado em freezer -20 ºC. A determinação de etanol no plasma foi 

realizada por meio da técnica de headspace com detecção por cromatografia gasosa 

com detector de ionização por chama (GC-FID). Uma alíquota de 100 µL de plasma 

e 900 µL de água destilada foi adicionada a um frasco de headspace. Após adição 

de 1000 µL de solução padrão de n-butanol 0,6 g.L-1  o frasco foi lacrado com lacre 

prata e septo de borracha. Este sistema foi incubado em estufa a 70 ºC por 30 
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minutos e, após esse período, recolheu-se 500 µL do vapor do headspace com 

auxílio de uma seringa gastight para posterior injeção no GC-FID. Os dados do 

método cromatográfico são: temperatura do injetor: 250°C; temperatura do detector: 

280°C; temperatura do forno: 150°C/ 15 minutos; fluxo de gás:1,8 mL.min-1; modo de 

injeção: Split. Tempos de retenção etanol e n-butanol foram 0,85 e 3,1 minutos, 

respectivamente. 

 

 
5.7 Western blot 

 

 

Os receptores D1, D2, 5-HT1a e 5-HT2a e as proteínas pró-dinorfina, dinorfina 

e c-fos foram quantificados no estriado e no hipocampo por meio de Western blot. 

As amostras foram homogeneizadas com auxílio de um sonicador com tampão Tris-

HCl 50 mM (pH 7,4 contendo 1,0 mM de PMSF e coquetel inibidor de protease 

1:1000 (Sigma)) na diluição 1:5(g/ml) e ajustadas para a mesma concentração 

proteica pelo método de Bradford. Em seguida, 130 µL da amostra foram diluídos 

com 30 µL de tampão de Laemmli. Padronizou-se a concentração proteica para 10 

µg/µL. As amostras foram submetidas à eletroforese por SDS-PAGE, em gel de 

poliacrilamida 15%, onde as proteínas migraram durante 180 minutos, sob diferença 

de potencial elétrico de 90 V nos primeiros 10 minutos, e 100V no restante do 

tempo. Após a separação eletroforética, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana PVDF (Millipore, 0,2 µm de diâmetro) sob amperagem constante de 0,4 

durante 90 minutos. A transferência foi confirmada pela coloração das membranas 

com o corante vermelho de Ponceau e as membranas lavadas com TBST (Tampão 

Tris-Salina com Tween 20). Após a confirmação, houve o bloqueio com leite 

desnatado 5% em tampão Tris-Salina por 90 minutos a fim de saturar os sítios de 

ligações inespecíficas. As membranas foram incubadas overnight a 4oC com 

anticorpos primários específicos diluídos em TBST e em concentrações previamente 

padronizadas. Em seguida, as membranas foram lavadas com Tris-Salina e 

incubadas por 2 horas com um anticorpo secundário marcado com peroxidase (anti-

rabbit, 1:3000 – Santa Cruz Biotechnology). O excesso de conjugado foi removido 

com mais um ciclo de lavagens e as bandas imunorreativas foram reveladas por 
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incubação com substratos específicos para as enzimas conjugados aos anticorpos 

secundários, cujas reações envolvem emissão de quimioluminescência. As imagens 

foram detectadas (ImageQuant LAS 500, GE Healthcare) e digitalizadas 

(IQuantCapture 400, v.1.0.0, GE Healthcare) e as intensidades das bandas 

imunorreativas foram comparadas pelo programa ImageQuant (GE Healthcare) e 

expressas em unidades arbitrárias. A β-actina (controle interno; 1:10000) foi utilizada 

como fator normalizador.  

 

 
Tabela 4 - Proteínas e seus anticorpos específicos. 

Proteína Anticorpo Fabricante Peso 
Molecular Diluição 

Quantidade 
de proteína 

aplicada 

Receptor de D1 rabbit polyclonal Abcam 48 kDa 1:500 75 µg 
Receptor de D2 rabbit polyclonal Abcam 49 kDa 1:1000 75 µg 
Receptor de 5HT1a rabbit polyclonal Abcam 46 kDa 1:000 75 µg 
Receptor de 5HT2a rabbit polyclonal Abcam 53 kDa 1:500 75 µg 
c-Fos rabbit monoclonal  Abcam 62 kDa 1:2000 75 µg 
Dinorfina rabbit polyclonal Abcam 28 kDa 1:500 200 µg 
Pró Dinorfina rabbit polyclonal  Abcam 28 kDa 1:500 200 µg 

Fonte: Da autora 

 

 
5.8 Análises estatísticas 

 

 

Nas análises da atividade locomotora, os grupos foram comparados por meio 

de análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do teste post-hoc 

Newman-Keuls. Nas análises de labirinto em cruz elevado e grooming os grupos 

foram comparados por meio de análise de variância (ANOVA) uma via seguida do 

teste post-hoc Newman-Keuls. As análises de Western blot foram feitas por ANOVA 

uma via, seguido do teste post-hoc Tukey. Os dados foram apresentados como 

média ± EPM (erro padrão da média) e considerados significativamente diferentes 

para valores de p<0,05. 
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6 RESULTADOS 
 
 

6.1 Sensibilização comportamental pelo etanol e tratamento com ayahuasca 
 
 

Em relação à atividade locomotora total dos animais, avaliada em campo 

aberto durante o período da aquisição da sensibilização (dia 1 ao dia 9), observa-se 

um aumento na distância percorrida pelos animais que receberam etanol em relação 

ao grupo que recebeu salina, como mostra a Figura 3A, sendo que a ANOVA para 

medidas repetidas mostrou efeito de tempo (F5,340 = 11,61; p<0,001) e interação 

entre tempo e tratamento (F20,340 = 9,93; p<0,001). A Figura 3B mostra a 

comparação entre os dias 1 e 9 da aquisição da sensibilização. Os resultados 

mostram que os grupos ET-SAL-ET (p<0,001) e ET-AYA-ET (p<0,05) apresentaram 

aumento estatisticamente significativo da atividade locomotora entre o dia 9 e o dia 

1, enquanto nenhuma diferença estatística foi observada para os grupos SAL-SAL-

SAL, SAL-SAL-ET e SAL-AYA-ET, confirmando que houve sensibilização 

comportamental pelo etanol nos animais tratados inicialmente com esta substância. 

Para avaliar o efeito a ayahuasca na sensibilização comportamental pelo 

etanol, o dia do desafio foi comparado aos dias 1 e 9 da aquisição, conforme 

observado nas Figuras 3C e 3D. A ANOVA para medidas repetidas mostrou efeito 

significativo de tempo entre o dia 1 e o dia do desafio (F1,68 = 27,44; p<0,01), além de 

interação estatística entre o tempo e o tratamento (F4,68=11,43; p<0,01). Quando se 

comparou o dia 9 com o dia do desafio a estatística se repetiu, mostrando efeito de 

tempo (F1,68 = 8,57; p<0,01) e interação entre tempo e tratamento (F4,68 = 16,76; 

p<0.01). 

Na comparação entre o dia do desafio e o dia 1, pode-se observar que os 

animais dos grupos SAL-SAL-ET (p<0,001), SAL-AYA-ET (p<0,001) e ET-SAL-ET 

(p<0,05) apresentaram aumento estatisticamente significativo na atividade 

locomotora, enquanto não houve diferença estatística entre os dias para os animais 

do grupo ET-AYA-ET. Ainda, os animais do grupo ET-AYA-ET apresentaram menor 

atividade locomotora no dia do desafio quando comparados aos animais do grupo 
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ET-SAL-ET (p<0,01). Tais resultados sugerem que a ayahuasca é capaz de 

bloquear a sensibilização comportamental pelo etanol. 

A comparação entre o dia do desafio e o dia 9, confirma os resultados obtidos 

na comparação com o dia 1. Pode-se observar que os animais do grupo SAL-SAL-

ET (p<0,01) e SAL-AYA-ET (p<0,01) apresentaram aumento estatisticamente 

significativo na atividade locomotora, enquanto o grupo ET-AYA-ET apresentou 

diminuição da atividade locomotora (p<0,01). Os resultados também mostram que os 

animais do grupo ET-AYA-ET apresentaram menor atividade locomotora no dia do 

desafio quando comparados aos animais do grupo ET-SAL-ET (p<0,01). 
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Figura 3 - Distância total percorrida em campo aberto nos diferentes dias da sensibilização e do 

desafio. Dados expressos em cm (média ± EPM). Os animais foram submetidos a injeção 
(i.p) de etanol (15%) na dose 2,2 g/Kg ou salina e depois de 5 minutos foram colocados 
em campo aberto por 10 minutos. (A) curva temporal comparando os grupos: SAL-SAL-
SAL (n=10), SAL-AYA-ET (n=9), SAL-SAL-ET (n=10), ET-SAL-ET (n=18) e ET-AYA-ET 
(n=24) nos 5 dias de sensibilização (D1, D3, D5, D7, D9) e no desafio; (B) comparação 
entre os grupos nos dias 1 e 9, (a) D1 ET-SAL-ET vs D9 ET-SAL-ET, p<0,001; (b) D1 ET-
AYA-ET vs D9 ET-AYA-ET, p<0,01; (C) comparação entre os grupos no dia 1 e desafio, 
(a) D1 SAL-SAL-ET vs Desafio SAL-SAL-ET, p<0,001; (b) D1 SAL-AYA-ET vs Desafio 
SAL-AYA-ET, p<0,001; (c) D1 ET-SAL-ET vs Desafio ET-SAL-ET, p<0,05; (d) comparação 
entre os grupos ET-SAL-ET e ET-AYA-ET no dia do desafio, p<0,01; (D) comparação 
entre os grupos nos dias 9 e desafio, (a) D9 SAL-SAL-ET vs Desafio SAL-SAL-ET, p<0,01; 
(b) D9 SAL-AYA-ET vs Desafio SAL-AYA-ET, p<0,01; (c) D9 ET-AYA-ET vs Desafio ET-
AYA-ET, p<0,01; (d) comparação entre os grupos ET-SAL-ET e ET-AYA-ET no dia do 
desafio, p<0,01. ANOVA para medidas repetidas, seguido do teste Newman-Keuls. 
***p<0,001; **p<0,01.  
Fonte: Da autora. 
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6.2 Tratamento com Ayahuasca 
 

 

Em relação aos dias do tratamento com a ayahuasca, a Figura 4 representa a 

distância percorrida pelos animais em campo aberto para todos os grupos: SAL-

SAL-SAL (n=10), SAL-AYA-ET (n=9), SAL-SAL-ET (n=10), ET-SAL-ET (n=18) e ET-

AYA-ET (n=24). ANOVA com medidas repetidas mostrou interação entre tempo e 

tratamento (F12,204 = 2,19; p<0,05). Na análise estatística de post-hoc, não houve 

nenhuma diferença estatística.  

 

 

 
Figura 4 - Distância total percorrida em campo aberto nos diferentes dias do tratamento com a 

ayahuasca. Dados expressos em cm (média ± EPM). Os animais foram submetidos a 
gavagem de ayahuasca na dose 1,76 mg de DMT/Kg de animal ou água filtrada e depois 
de 30 minutos foram colocados em campo aberto por 10 minutos. Curva temporal 
comparando os grupos: SAL-SAL-SAL (n=10), SAL-AYA-ET (n=9), SAL-SAL-ET (n=10), 
ET-SAL-ET (n=18) e ET-AYA-ET (n=24) nos 8 dias de tratamento (T2, T4, T6, T8). 
ANOVA para medidas repetidas, seguido do teste Newman-Keuls. ***p<0,001; **p<0,01; 
*p<0,05. 
Fonte: Da autora  

 
 

A Figura 5 representa a comparação da distância percorrida pelos animais em 

campo aberto para todos os grupos nos dias 1 e no dia 8 do tratamento: SAL-SAL-

SAL (n=10), SAL-AYA-ET (n=9), SAL-SAL-ET (n=10), ET-SAL-ET (n=18) e ET-AYA-

ET (n=24). ANOVA para com medidas repetidas mostrou efeito de tempo (F1,66 = 

4,25; p<0,05). No entanto, não houve nenhuma diferença estatística na análise post-

hoc. 
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Figura 5 - Distância total percorrida em campo aberto nos diferentes dias do tratamento com a 

ayahuasca. Dados expressos em cm (média ± EPM). Os animais foram submetidos a 
gavagem de ayahuasca na dose 1,76 mg de DMT/Kg de animal ou água filtrada e depois 
de 30 minutos foram colocados em campo aberto por 10 minutos. Comparação entre 
grupos: SAL-SAL-SAL (n=10), SAL-AYA-ET (n=9), SAL-SAL-ET (n=12), ET-SAL-ET 
(n=18) e ET-AYA-ET (n=24) entre o dia 1 e dia 8 do tratamento. ANOVA para medidas 
repetidas, seguido do teste Newman-Keuls. ***p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05. 
Fonte: Da autora.  

 
 
6.3 Labirinto em cruz elevado: avaliação da ansiedade e padrão grooming 

associado 
 
 

A Figura 6 apresenta a porcentagem de tempo gasto nos braços abertos do 

labirinto em cruz elevado dos animais no sétimo dia de tratamento em relação ao 

tempo total do teste (5 minutos) para os animais tratados ou não com ayahuasca. 

Cabe ressaltar que o ensaio em labirinto em cruz elevado foi realizado antes do 

desafio final, assim, os grupos representam as duas etapas iniciais do protocolo 

(aquisição da sensibilização e tratamento), sendo então os grupos: SAL-SAL (n=20), 

SAL-AYA (n=9), ET-SAL (n= 18) e ET-AYA (n=24). É possível observar que os 

animais tratados com ayahuasca apresentaram um maior tempo de permanência 

nos braços abertos em comparação aos grupos não tratados (p<0,001). Os animais 
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do grupo SAL-AYA permaneceram por mais tempo nos braços abertos em 

comparação com todos os outros animais (SAL-SAL, ET-SAL, ET-AYA; p<0,001). Já 

os animais do grupo ET-AYA, tiveram um maior tempo de permanência nos braços 

abertos quando comparados aos animais do grupo ET-SAL (p<0,001). Tais 

resultados sugerem que a ayahuasca pode ter um efeito ansiolítico. Outro fato é que 

os grupos que receberam etanol na aquisição da sensibilização apresentaram um 

menor tempo de permanência nos braços abertos em comparação com os animais 

grupos salina: os animais do grupo ET-SAL permaneceram por menos tempo nos 

braços abertos que os outros animais dos demais grupos (SAL-SAL, SAL-AYA, ET-

AYA; p<0,001), enquanto os animais do ET-AYA apresentaram menor tempo de 

permanência nos braços abertos quando comparados aos animais do grupo SAL-

AYA (p<0,001). Com isso, os resultados sugerem que os animais que estão em 

abstinência ao etanol estão mais ansiosos.   

 
 

 

Figura 6 - Porcentagem da permanência nos braços abertos em relação ao tempo total de 
permanência no labirinto em cruz elevado no sétimo dia do tratamento com a ayahuasca 
ou salina. Dados expressos % de permanência nos braços abertos ± EPM. Grupos: SAL-
SAL (n=20), SAL-AYA (n=9), ET-SAL (n= 18) e ET-AYA (n=24). (a) comparação do 
grupo SAL-AYA com os grupos SAL-SAL, ET-SAL, ET-AYA; p<0,001. ANOVA uma via, 
seguido do teste Newman-Keuls. ***p<0,001  
Fonte: Da autora. 
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Na análise do comportamento relacionado ao grooming, a Figura 7 demonstra 

a porcentagem de grooming nos animais durante o ensaio em labirinto em cruz 

elevado. É possível observar que os animais do grupo ET-SAL tiveram uma 

frequência maior de grooming quando comparados aos demais grupos (p<0,001). 

Tais resultados corroboram os dados da percentagem de permanência nos braços 

abertos, e sugerem que os animais que estão em abstinência ao etanol estão mais 

ansiosos.  

 

 

 

Figura 7 - Frequência total de grooming no labirinto em cruz elevado no sétimo dia do tratamento com 
a ayahuasca. Dados expressos números absolutos, como média da frequência de grooming 
± EPM. Grupos SAL-SAL (n=20), SAL-AYA (n=9), ET-SAL (n= 18) e ET-AYA (n=24). (a) 
comparação do grupo ET-SAL com os grupos SAL-SAL, SAL-AYA e ET-AYA; p<0,001. 
ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls.      
Fonte: Da autora. 

 

 
6.4 Determinação de etanol no plasma 

 

 

A concentração de etanol presente no plasma após 15 minutos da 

administração por via i.p. no dia do desafio pode ser observado na Tabela 5.   
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Tabela 5 - Valores da concentração do etanol presente no plasma. 

Grupo Concentração (g/L) DP 

SAL-SAL-SAL Não Detectado - 
SAL-SAL-ET 3,10 ± 0,52 
SAL-AYA-ET 2,55 ± 1,43 
ET-SAL-ET 2,89 ± 0,23 
ET-AYA-ET 3,00 ± 0,70 

Fonte: Da autora. 
 

 

6.5 Western blot 
 

 

6.5.1 Estriado 
 

 

A Figura 8 apresenta a quantificação dos receptores serotoninérgicos, das 

proteínas dinorfina, pró-dinorfina e razão entre ambas, dos receptores 

dopaminérgicos e da proteína c-fos no estriado. Observa-se que em relação aos 

receptores serotoninérgicos 5HT1a e  5HT2a (Figuras 8A e 8B) não houve diferença 

estatística entre os grupos.  

Em relação à dinorfina (Figura 8C), os animais dos grupos SAL-AYA-ET, ET-

SAL-ET e ET-AYA-ET apresentaram uma diminuição em sua concentração quando 

comparados ao grupo SAL-SAL-SAL (p<0,01). Ainda, os animais do grupo ET-SAL-

ET apresentaram diminuição estatística na razão dinorfina/pró-dinorfina (Dy/ProDy) 

em relação ao grupo SAL-SAL-ET (p<0,05; Figura 8E).  

Na quantificação dos receptores dopaminérgicos (Figura 8F e Figura 8G), 

observa-se que os animais dos grupos SAL-SAL-ET, SAL-AYA-ET, ET-SAL-ET e 

ET-AYA-ET apresentaram diminuição na concentração do receptor de D1 em 

relação aos animais do grupo SAL-SAL-SAL (p<0,05). Já em relação à proteína c-

fos (Figura 8H), os animais dos grupos SAL-SAL-ET, ET-SAL-ET e ET-AYA-ET 

apresentaram diminuição estatística em sua concentração em relação ao grupo 

SAL-SAL-SAL (p<0,01). 
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Figura 8 - Quantificação das proteínas 5HT1a, 5HT2a, dinorfina, pró-dinorfina, D1, D2 e c-fos no 
estriado (ES) de camundongo Swiss adulto nos grupos  SAL-SAL-SAL, SAL-AYA-ET, 
SAL-SAL-ET, ET-SAL-ET e ET-AYA-ET (n=5). Dados expressos como % em relação ao 
controle (média ± EPM). (A) Receptor 5HT1a; (B) Receptor 5HT2a; (C) Dinorfina; (D) Pró-
dinorfina; (E) Razão entre dinorfina e pró-dinorfina; (F) Receptor D2; (G) c-Fos. ANOVA 
uma via, seguido do teste Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.  
Fonte: Da autora. 

 
 

6.5.2 Hipocampo 
 
 
A Figura 9 apresenta a quantificação dos receptores serotoninérgicos, das 

proteínas dinorfina, pró-dinorfina e razão entre ambas, dos receptores 

dopaminérgicos e da proteína c-fos no hipocampo. Nossos resultados mostram que 

houve aumento estatístico na concentração do receptor 5HT1a no grupo ET-SAL-ET 

em relação aos grupos SAL-SAL-SAL, SAL-AYA-ET e ET-AYA-ET (p<0,01; Figura 
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ET em relação aos grupos SAL-AYA-ET, ET-SAL-ET e ET-AYA-ET (p<0,05; Figura 

9B). 

Ainda, os animais do grupo ET-AYA-ET apresentaram aumento na 

concentração de dinorfina em relação ao grupo ET-SAL-ET (p<0,05; Figura 9C), 

enquanto houve aumento na concentração de pró-dinorfina no grupo ET-SAL-ET em 

relação ao grupo SAL-SAL-SAL (p<0,01; Figura 9D) e aumento na razão Dy/ProDy 

no grupo ET-AYA-ET em relação ao grupo ET-SAL-ET (p<0,05; Figura 9E). Em 

relação à quantificação da proteína c-Fos, observamos aumento em sua 

concentração no grupo SAL-SAL-ET em relação ao grupo SAL-SAL-SAL (p<0,05; 

Figura 9H). Não houve nenhuma diferença estatística na quantificação dos 

receptores dopaminérgicos D1 e D2 no hipocampo (Figura 9F e Figura 9G). 
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Figura 9 - Quantificação das proteínas 5HT1a, 5HT2a, dinorfina, pró-dinorfina, D1, D2 e c-fos no 

Hipocampo (HC) de camundongo Swiss adulto nos grupos (n=5) SAL-SAL-SAL, SAL-AYA-
ET, SAL-SAL-ET, ET-SAL-ET e ET-AYA-ET. Dados expressos como % de controle (média 
± EPM). (A) Receptor 5HT1a; (B) Receptor 5HT2a; (C) Dinorfina; (D) Pró-dinorfina; (E) 
Razão entre dinorfina e pró-dinorfina; (F) Receptor D1; (G) Receptor D2; (H) c-Fos. 
ANOVA uma via, seguido do teste Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
Fonte: Da autora. 
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7 DISCUSSÃO 
 
 

O uso abusivo de etanol representa um problema de saúde pública e apesar de 

diversos fármacos serem utilizados para o transtorno pelo uso do etanol, o 

tratamento não é efetivo (MERKX et al., 2011). Estudos indicam que o uso de 

ayahuasca em um contexto religioso tem sido eficaz no tratamento do transtorno por 

uso de substâncias (THOMAS et al., 2013). Neste contexto, estudos pré-clínicos são 

importantes ferramentas para avaliar a efetividade e os mecanismos pelos quais a 

ayahuasca atua. Nossos resultados mostram que a ayahuasca foi capaz de diminuir 

a expressão da sensibilização pelo etanol em camundongos, além de possuir efeito 

ansiolítico nos animais. Os resultados do presente estudo também mostram que a 

ayahuasca foi capaz de prevenir os efeitos da exposição prévia ao etanol na 

concentração de dinorfina e de c-fos no estriado e no hipocampo, bem como na 

concentração dos receptores 5HT1a e 5HT2a no hipocampo. 

Tais dados são coerentes com os observados por Oliveira-Lima et al. (2015). 

Os autores observaram que a ayahuasca bloqueou a expressão da sensibilização 

pelo etanol após oito dias de tratamento assim como observado no presente estudo. 

Apesar de nossos dados serem coerentes com os apresentados por Oliveira-Lima et 

al. (2015), a via de administração e a dose de ayahuasca utilizada foi diferente. 

Enquanto Oliveira-Lima et al. (2015) administraram a ayahuasca nos animais por via 

i.p., nosso grupo optou por administrar a ayahuasca por gavagem, já que a via oral é 

a utilizada pelos indivíduos que consomem esta bebida. O DMT é uma amina 

indólica que é degradada pela enzima MAO, enzima que está amplamente 

distribuída no sistema gastrointestinal. Portanto, o DMT é rapidamente degrado após 

ingestão oral.  Porém, no chá de ayahuasca também estão presentes as β-

carbolinas, que são potentes inibidores da MAO. Consequentemente, o DMT 

consegue ser absorvido antes de ser degradado. Entretanto, se a ayahuasca não 

passa pelo sistema gastrointestinal esta interação não ocorre na mesma proporção, 

podendo potencializar a ação do DMT. 

Com relação a dose, Oliveira-Lima et al. (2015) utilizaram a dose de 100 mg e 

300 mg de ayahuasca/Kg de animal, enquanto em nosso estudo optamos pela dose 

de 1,76 mg de DMT/Kg de animal. A padronização da dose ayahuasca de acordo 
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com a concentração de DMT é importante para a reprodutibilidade dos resultados. A 

concentração dos alcaloides presentes na ayahuasca não é homogênea e depende 

de vários fatores, como a composição da planta, que depende da região e do tipo de 

solo, e o preparo da bebida, que não é padronizado. A dose utilizada em nosso 

estudo foi baseada no estudo de Sanches et al. (2016), que observou que esta dose 

é efetiva para o tratamento clínico de pacientes com depressão. Ainda, outros 

estudos clínicos mostram que doses equivalentes são efetivas no tratamento de 

ansiedade e síndrome do pânico (DOS SANTOS et al., 2007; DOS SANTOS et al., 

2016). Nossos resultados indicam que a dose de escolha foi efetiva para diminuir a 

expressão da sensibilização pelo etanol em camundongos. 

Além do efeito de bloqueio da expressão da sensibilização da ayahuasca, 

nossos resultados mostraram que os animais tratados com a ayahuasca 

apresentaram-se menos ansiosos que os demais. Estudos comportamentais com 

fármacos ansiolíticos demostram que animais tratados com esses fármacos 

apresentam uma maior porcentagem de permanência nos braços abertos (PELLOW 

et al., 1985). Portanto, em nosso estudo a ayahuasca apresentou um efeito 

ansiolítico. Carmeron et al. (2018) mostraram em seu estudo que o DMT na dose de 

10 mg/kg produz um efeito antidepressivo e ansiolítico em ratos. Nosso resultado é 

condizente com esse trabalho, apesar da dose utilizada por Carmeron et al. (2018) 

ser bem maior que a dose utilizada no presente estudo.   

Este efeito ansiolítico da ayahuasca ainda pode ser observado em estudos 

clínicos com humanos. Vários estudos envolvendo consumidores do chá da 

ayahuasca mostram uma melhora na ansiedade nos mesmos (DOS SANTOS et al., 

2016). Por exemplo, em um estudo que avaliou sintomas psiquiátricos em 40 

membros da igreja União do Vegetal, que consumiram ayahuasca no mínimo de 24 

vezes nos últimos dois anos, o grupo que usou ayahuasca teve uma redução na 

incidência dos sintomas de ansiedade quando comparado com o grupo controle de 

não usuários de ayahuasca (DA SILVEIRA et al., 2005). Além disso, a ansiedade é 

um dos sintomas mais comuns na fase de abstinência dos dependentes, o que 

poderia justificar o uso da ayahuasca no tratamento da farmacodependência 

(SHARMA et al. 2007).   

Para complementar o efeito ansiolítico da ayahuasca, temos o resultado 

relacionado ao grooming. Um dos fatores que estão relacionados com o aumento 
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desse padrão comportamental em roedores é o estresse psicológico, gerando a 

ansiedade (KALUEFF et al., 2005). Sharma et al. (2015), em um experimento 

usando ratos Wistar, verificou um aumento de ansiedade no período de abstinência 

ao etanol, o qual é condizente ao nosso resultado em que os animais em abstinência 

apresentaram um aumento no número de grooming. Entretanto, esse aumento no 

número de grooming não é verificado nos animais que estavam em abstinência ao 

etanol e que foram tratados com a ayahuasca, o que confirma o efeito ansiolítico da 

ayahuasca.  

Diversos estudos avaliam fármacos e outras substâncias com ações 

psicoativas que influenciam nas etapas de aquisição e expressão da sensibilização 

pelo etanol, com foco em diferentes sistemas de neurotransmissores. Em um estudo 

sobre os efeitos dos principais fitocanabinóides presentes no Cannabis sp, 

canabidiol (CBD) e delta-9-tetrahidrocannabinol (THC) na sensibilização pelo etanol 

foi evidenciado que o THC sozinho, ou em associação com CBD, foi capaz de inibir 

a expressão da sensibilização induzida pelo etanol em camundongos DBA/2 após 

tratamento de quatro dias (FILEV et al.,  2017). Outro estudo demostrou que a 

administração de CBD foi capaz de reduzir o consumo, a motivação e as recaídas 

ao etanol em camundongos (VIUDEZ-MARTÍNES et al., 2017). Na ação de 

antagonistas opioides, como o naloxona e naltrexona, evidencia-se somente 

bloqueio da aquisição da sensibilização em camundongos Swiss, sendo a expressão 

não bloqueada (CAMARINI et al., 2000; PASTOR; ARGON, 2006). Entre os 

fármacos capazes de bloquear a expressão da sensibilização pelo etanol estão o 

SB-242084, um antagonista de receptores 5HT2C, o cilnidipine, um bloqueador do 

canal de cálcio administrados via intracranial no núcleo accumbens e o SCH-

233890, um antagonista de receptores D1 administrado via i.p. (ANDRADE et al., 

2011; BHUTADA et al., 2012; ABRAHAO; QUADROS; SOUZA-FORMIGONI, 2011). 

De fato, diversos estudos mostram que o receptor D1 é importante no processo de 

sensibilização pelo etanol. Camarini et al. (2011) avaliaram os efeitos de 

antagonistas de receptores D1 e D2 na sensibilização ao etanol, utilizando 

camundongos Swiss. Os autores verificaram que a sensibilização depende 

preferencialmente dos receptores D1 ao invés de receptor D2, já que somente o 

antagonista de receptor D1 foi capaz de bloquear a expressão da sensibilização ao 

etanol. Tal resultado corrobora nossos resultados, visto que observamos apenas 
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diminuição na concentração de D1 no estriado enquanto nenhuma diferença 

significativa ocorreu entre os grupos em relação à concentração de receptor D2. 

Abrahao, Goeldner e Souza-Formigoni (2014) propuseram que um aumento na 

sensibilidade de D1 representa uma relação neurobiológica associada com o 

desenvolvimento da sensibilização ao etanol, visto que a ativação do receptor de D1 

nos animais sensibilizados promoveu um aumento da proteína phospho-DARPP-32, 

uma proteína regulatória, no núcleo accumbens. Nossos resultados mostram que 

tanto a administração aguda, como a repetida de etanol diminuiu a concentração de 

D1 no estriado, sendo que o tratamento da ayahuasca não foi capaz de prevenir 

esse efeito, sugerindo que o bloqueio induzido pela ayahuasca na expressão da 

sensibilização comportamental pelo etanol não ocorre por meio do receptor D1.   

Lister e Prickett (2012) postularam hipóteses sobre a ação da ayahuasca na 

dependência química. Segundo os autores, como o DMT é um agonista 

serotoninérgico, a ação da ayahuasca envolveria uma diminuição nos níveis de 

dopamina na visa mesolímbica, através de dois mecanismos. O primeiro envolvendo 

uma conexão direta entre os neurônios serotoninérgicos e os dopaminérgicos, sendo 

que agonistas pós- sinápticos dos receptores de 5HT2a apresentam uma direta ação 

inibitória na liberação de dopamina (LISTER; PRICKETT, 2012). O segundo 

mecanismo envolve conexões indiretas entre neurônios serotoninérgico, 

dopaminérgico e via interneurônios GABAérgicos (STAHL, 2008). O agonismo nos 

receptores serotoninérgicos ativa interneurônios GABAérgicos, que por sua vez 

inibem a liberação de dopamina (LISTER; PRICKETT, 2012). Além disso, em outro 

estudo feito com usuários de ayahuasca foi evidenciado um aumento de prolactina 

(MCKENNA; CALLAWAY; GROB, 1998). Sabe-se que a dopamina é um dos 

reguladores da liberação de prolactina, sendo que o aumento na concentração de 

dopamina leva a diminuição de prolactina, como no estudo de MCKENNA, 

CALLAWAY e GROB (1998) os níveis de prolactina estão aumentados, entende-se 

que o de dopamina está baixo.   

 Segundo Marcinkiewcz et al. (2016), os níveis dos receptores de serotonina 

apresentam uma ligação com a dependência ao etanol. Em um estudo post morten 

feito com indivíduos suicidas que foram confirmados com depressão e dependência 

ao etanol, constatou-se por meio de imuno radiografia um aumento de serotonina 

verificador a partir de um aumento da enzima triptofano hidrogenase, o qual é um 
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substrato deste neurotransmissor na região dorsal raphe, a qual é uma regiãi que 

contem neurônios serotoninérgicos que inervam todo o encéfalo (BONKALE et al., 

2006). Outro estudo mostra um aumento da sensibilidade receptores 5HT1a em 

camundongos C57BL/6J machos após exposição crônica ao etanol (KELAI et al., 

2008). De fato, a serotonina está envolvida nos processos de neuroadaptação 

induzidos pelo uso crônico de etanol. O receptor de 5-HT2c parece modular a 

severidade da abstinência ao etanol, visto que o agonista (mCPP) desse receptor 

diminui a severidade da abstinência, enquanto o antagonista (SB 242084) exacerba 

a severidade da mesma (BUCK et al., 2004). Ainda, estudos apontam que os 

receptores serotoninérgicos estão ligados à ansiedade, um dos principais sintomas 

observados durante a abstinência (MARCINKIEWCZ et al., 2016). O DMT, principal 

componente ativo da ayahuasca, possui estrutura química bastante similar a da 

serotonina e atua como agonista serotoninérgico, especialmente em receptores 

5HT1a (HEISE; BROOKS, 2017). No presente estudo, observamos efeitos do etanol 

nos receptores serotoninérgicos apenas no hipocampo, já que a administração 

repetida de etanol induziu aumento na concentrações do receptor 5HT1a, enquanto 

a administração aguda levou ao aumento do 5HT2a.  Em ambos os casos a 

ayahuasca foi capaz de prevenir o efeito do etanol nos receptores serotoninérgicos, 

tanto na exposição repetida como na exposição aguda ao etanol.  

A dinorfina é um potente opioide endógeno que se liga preferencialmente aos 

receptores opioides do tipo k (ANDERSON; MOORMAN; BECKER, 2018). O seu 

percussor pró-dinorfina pode ser clivado por uma série de peptídeos como dinorfina 

A, dinorfina B, α e β neoendorfinas dentre outras (CHAVKIN, 2013). Como já 

descrito, a dinorfina está envolvida na neuroadaptação que ocorre após exposição 

ao etanol.  Entretanto, sua expressão e atividade em decorrência do uso do etanol 

parecem estar ligadas a fatores biológicos e variáveis experimentais, que incluem 

fatores genéticos, a dose e a forma de exposição, bem como a região do encéfalo 

analisada. Estudos demonstram que a administração aguda de etanol leva a 

aumento da expressão de pró-dinorfina e de dinorfina na amigdala e no córtex pré-

frontal (D’ADDARIO et al., 2013; CHANG et al., 2007). Outros estudos demonstram 

que a administração crônica de etanol induz aumento na concentração e expressão 

de dinorfina no núcleo paraventricular do hipotálamo e de pró-dinorfina no núcleo 

accumbens (CHANG et al., 2007; PRZEWLOCKA et al., 1997). Ainda, adaptações 
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no sistema dinorfina/ receptor opioide tipo k também ocorrem no período de 

abstinência ao etanol, com um upregulated da sinalização do receptor opiode tipo k 

e expressão de dinorfina observado no núcleo central da amigdala (KISSLER et al., 

2014). Em nosso estudo observamos  que no estriado a administração repetida de 

etanol levou a uma diminuição de dinorfina, sendo que a ayahuasca não foi capaz 

de prevenir este efeito. Entretanto, a ayahuasca contribuiu para uma diminuição de 

dinorfina após uma administração aguda de etanol. A diminuição da razão Dy/ProDy 

na administração aguda versus administração repetida de entanol, sugere que a 

administração repetida de etanol leva a um aumento de pró-dinorfina. No 

hipocampo, nossos resultados mostram que a administração repetida de etanol mais 

o tratamento de ayahuasca leva a um aumento de dinorfina, sendo que o aumento 

da razão Dy/ProDy no grupo que recebeu etanol de maneira repetida e foi tratado 

com ayahuasca em comparação com o grupo que recebeu etanol de maneira aguda 

e também foi tratado com ayahuasca comprova esse efeito. Além disso, o aumento 

de pró-dinorfina no grupo ET-SAL-ET sugere que a ayahuasca acelera o processo 

de conversão de pró-dinorfina em dinorfina. 

É interessante notar que ratos alcohol-preferring (AA), ratos Lewis, 

camundongos DBA/2 e outros animais geneticamente modicados que possuem 

preferência ao etanol mostram uma diminuição dos peptídeos dinorfina em relação 

aos animais que geneticamente não preferem o etanol, como ratos alcohol-avoiding 

ANA, ratos Fischer 344 inbred e camundongos C57BL/6 (TERENIUS; 1994; 

NYLANDER et al., 1995; JAMENSKY; GIANOULAKIS, 1997; PLOJ et al., 2000). No 

entanto, diferente do observado em nosso estudo, Chang et al. (2007),  observaram 

que a exposição intragástrica de etanol na dose de 4,3 g/kg/dia durante seis dias 

resultou em aumento de dinordina-A e dinorfina-B no hipocampo de ratos Wistar três 

ou sete dias depois da última exposição.  Apesar dos estudos mostrarem diferentes 

resultados, é importante considerar as diferenças nos protocolos, como via de 

administração, dose e o dia em que o tecido foi coletado.  

A proteína c-Fos, juntamente com as outras proteínas da família Fos, é 

importante na diferenciação e na proliferação celular, na resposta ao estresse e no 

desenvolvimento da oncogênese, sendo que quando um neurônio é ativado de uma 

forma intensa segue a ativação de genes de expressão imediata como o c-fos. Com 

isso, a c-Fos e outras proteínas da sua família têm sido amplamente utilizadas no 
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mapeamento funcional de áreas do encéfalo que podem ser ativadas por diversos 

processos que afetam o SNC, como por exemplo, marcador da atividade neuronal 

em estudos sobre dependência de drogas, como cocaína e heroína, em diferentes 

regiões do encéfalo (TULCHINSKY, 2000; KOBERTA et al., 2004; CRUZ; RUBIO; 

HOPE, 2015). Em um estudo com ratos Sprague-Dawley que foram tratados com 

etanol, nicotina e com ambas a drogas por infusão direta na região basal anterior do 

encéfalo, observou-se um aumento na expressão de c-Fos no núcleo accumbens 

(SHARMA et al., 2014).  Pic-Taylor et al. (2015) observaram aumento na 

concentração de c-Fos em ratas Wistar tratadas com dose única de ayahuasca, em  

dose equivalente a 30x a dose usual (3,3 mg/kg de harmina, 0,3 mg/kg de DMT e 

0,26 mg/kg de harmalina), no núcleo dorsal da rafe, núcleo amigdaloide basolateral 

posterior e regiões de formação do hipocampo. Noli (2018) avaliou a concentração 

de c-Fos no consumo crônico de etanol em ratos Wistar tratados via gavagem com 

diferentes concentrações de ayahuasca. Neste estudo os animais recebiam livre 

acesso ao etanol três vezes na semana por um período de sete semanas; na oitava 

e última semana os animais foram tratados com ayahuasca nos dias que eram 

expostos ao etanol, sendo eutanasiados no último dia de tratamento e exposição ao 

etanol.  Seus resultados mostraram que o consumo crônico de etanol induziu 

diminuição na concentração de c-Fos no córtex pré-frontal. No presente estudo 

observamos que a exposição ao etanol induziu alterações na concentração de c-

Fos, sendo que o efeito foi diferente no estriado e no hipocampo. No estriado, tanto 

a exposição aguda quanto a repetida de etanol levou a diminuição na concentração 

de c-Fos, sendo que a ayahuasca foi capaz de prevenir o efeito da administração 

aguda de etanol, mas não da administração repetida. Já no hipocampo, observamos 

apenas aumento na concentração de c-Fos após administração aguda de etanol, 

sendo que a ayahuasca preveniu este efeito. 

Nosso trabalho apresenta como limitações o fato da sensibilização 

comportamental não representar o transtorno pelo uso abusivo substâncias como 

um todo. A sensibilização é um importante fenômeno associado à neuroadaptação, 

referindo-se a um aprimoramento da administração crônica de uma droga. Outro fato 

é o modelo experimental ser heterogênico, fazendo com que nem todos os animais 

sejam sensibilizados e aumentando assim o n experimental. Com isso, os grupos 

experimentais foram decididos, visando o princípio dos 3 R’s (reduction, 
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replacement, refinement). Portanto, foram levados em conta os grupos que 

responderiam as duas principais questões de nosso trabalho: um tratamento prévio 

de ayahuasca diminui ou bloqueia uma resposta aguda do etanol? O tratamento da 

ayahuasca durante um período de abstinência diminui ou bloqueia a expressão da 

sensibilização (resposta repetida ao etanol)? 

Em resumo, nossos resultados sugerem que 10 dias alternados de aplicação 

do etanol é capaz de promover a aquisição e expressão da sensibilização ao etanol, 

sendo que o tratamento de oito dias de ayahuasca na dose de 1,76 mg de DMT/Kg 

de animal é eficaz no bloqueio da expressão da sensibilização ao etanol. Além 

disso, sugerimos que a ayahuasca pode apresentar um efeito ansiolítico nesta 

mesma dose, o que pode estar relacionado ao seu efeito no bloqueio da expressão 

da sensibilização. Sugerimos ainda que a ayahuasca é capaz de prevenir os efeitos 

da exposição prévia ao etanol na concentração dos receptores de 5HT1a e 5HT2a 

no hipocampo e na concentração de c-Fos no estriado e no hipocampo, bem como 

contribuir para a diminuição de dinorfina após uma administração aguda no estriado 

e também acelerar o processo de conversão de pró-dinorfina em dinorfina no 

hipocampo. 
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8 CONCLUSÕES  
 
 

1. Os 10 dias alternados de tratamento com o etanol foram capazes de 

sensibilizar a maioria dos animais tratados com etanol.  
2. A ayahuasca na dose de 1,76 mg de DMT/kg de animal se mostra eficaz 

no bloqueio da expressão da sensibilização.  
3. A ayahuasca na dose de 1,76 mg de DMT/Kg de animal apresenta um 

efeito ansiolítico em camundongos.  
4. O etanol leva a diminuição na concentração de receptores de D1 no 

estriado sendo que a ayahuasca não foi capaz prevenir este efeito. 
5. A administração repetida de etanol aumentou a concentração do 

receptor 5HT1a, enquanto a administração aguda induziu aumento de 

5HT2a no hipocampo. A ayahuasca foi capaz de prevenir esses 

aumentos respectivamente. 
6. O etanol administrado de maneira repetida diminuiu a concentração de 

dinorfina e a razão Dy/ProDy no estriado e no hipocampo. Tanto no 

hipocampo quanto no estriado a ayahuasca foi capaz de prevenir esse 

efeito, sendo que no estriado a ayahuasca também contribuiu para a 

redução na concentração de dinorfina após administração aguda de 

etanol. 
7. A administração aguda e repetida de etanol levou a diminuição de c-Fos 

no estriado, enquanto no hipocampo houve aumento de c-Fos após 

administração aguda. A ayahuasca foi capaz de prevenir o efeito da 

administração aguda de etanol, tanto no estriado quanto no hipocampo. 
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