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Resumo

RESUMO

A utilizagdo de compostos psicadélicos em contextos rituais e religiosos ¢ multicultural
e tem uma origem pré-historica. Nas sociedades humanas ancestrais, estas substancias
eram utilizadas para alterar o estado de consciéncia dos xamas, colocando-os “‘em
contacto com a divindade”. Estas substancias foram proibidas durante governagdo de
Richard Nixon em meados da década de 1970, tendo como consequéncia a
estigmatizacao das mesmas. Avancando para finais da época de 1980, a utilizagao
destes compostos em contexto clinico comegou a renascer, com um crescimento mais
acentuado nos ultimos anos. O presente trabalho visa contribuir para a compreensao de
mecanismos celulares e moleculares da mescalina e do LSD utilizando um modelo
celular de leveduras Saccharomyces cerevisiae. Estas leveduras apresentam
mecanismos moleculares e celulares semelhantes as células humanas, traduzindo-se
numa abordagem mais simples que permite compreender a bioquimica fundamental das
cé¢lulas em diferentes condigdes. As metodologias empregues permitiram avaliar os
parametros associados ao crescimento celular, bem como a sensibilidade e viabilidade
celulares e a atividade metabdlica na presenca de concentragdes crescentes de LSD e
mescalina. Os resultados obtidos permitiram concluir que ha um efeito exercido por
ambos os compostos na atividade mitocondrial e, eventualmente, no fluxo glicolitico
das leveduras estudadas. O presente trabalho mostra, pela primeira vez, um aumento do
metabolismo celular na presenca de LSD e mescalina. Esta observacdo podera estar
associada as melhorias detetadas clinicamente. Este ¢ um estudo pioneiro e exploratorio,
pelo que serd necessario repetir alguns ensaios para confirmar as conclusdes

apresentadas.

Palavras-chave: Ensaios de toxicidade; LSD; Mescalina; Saccharomyces cerevisiae
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Abstract

ABSTRACT

The use of psychedelic compounds in ritual and religious contexts is multicultural and
has prehistoric origins. In ancient human societies, these substances were used to alter
the state of consciousness of shamans, putting them “in touch with divinity”. These
substances were banned during Richard Nixon’s administration in the mid-1970s,
resulting in their stigmatization. Towards the end of the 1980s, the use of these
compounds in a clinical context began to revive, with a more marked increase in recent
years. This study aims to contribute to understanding the cellular and molecular
mechanisms of mescaline and LSD using a cellular model of Saccharomyces cerevisiae
yeast. This yeast has similar molecular and cellular mechanisms to human cells, making
this a simpler approach to understanding the fundamental biochemistry of cells under
different conditions. The methodologies used made it possible to evaluate the
parameters associated with cell growth, as well as cell sensitivity, viability, and
metabolic activity in the presence of increasing concentrations of LSD and mescaline.
The results obtained led to the conclusion that there is an effect exerted by both
compounds on the mitochondrial activity and, eventually, on the glycolytic flux of the
studied yeast. This study shows, for the first time, an increase in cellular metabolism in
the presence of LSD and mescaline. This observation may be associated with the
improvements detected clinically. This is a pioneering and exploratory study, so it will

be necessary to repeat some tests to confirm the conclusions presented.

Keywords: Toxicity assays; LSD; Mescaline; Saccharomyces cerevisiae
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SDS — Dodecil Sulfato de Sédio (do inglés Sodium Dodecy! Sulfate)
SNC — Sistema Nervoso Central

SSRIs — Inibidores Seletivos da Recaptagdo de Serotonina (do inglés Selective

Serotonin Reuptake Inhibitors)

TAAR — Recetores Associados a Aminas Vestigiais (do inglés Trace Amine-Associated

Receptors)

UE — Unido Europeia

UV — Ultravioleta

WT - Tipo Selvagem (do inglés Wild Type)

YNB - Base Nitrogenada de Levedura sem Aminoacidos (do inglés Yeast Nitrogen

Base without Amino Acids)
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1. Introducio as substancias psicadélicas
1.1 Terminologia

O termo “psicadélico” surge em 1956, numa carta escrita por Humphry Osmond,
sendo derivado das antigas palavras gregas psyche (jycn) e delein (dhlein). A primeira é
traduzida como “alma” ou “mente” e a segunda como “revelar” ou “manifestar”,
concluindo-se que a tradugdo literal corresponde a “manifestacdo da mente” ou

“revelagdo da alma” (Rucker et al., 2018).

Alucinagdes sdo, por definicdo, “falsas perce¢des” cuja natureza patologica ¢é
tipicamente desconhecida e cuja ocorréncia ¢ efetuada na auséncia de um estimulo
correspondente externo. Uma vez que nao correspondem a uma caracteristica unica ou
tipica de uma experiéncia psicadélica, o termo “alucinogénio” deve ser aplicado
unicamente a substancias que provocam somente alucinagdes, devendo evitar-se a sua
aplicagdo a compostos psicadélicos. Além disso, sdo conhecidas outras substancias
capazes de causar alucinagdes além das psicadélicas (Karch, 1998), como, por exemplo,

os canabinoides.

Também o termo “psicomimético/psicotomimético” ¢ inadequado quando se
trata de substancias psicadélicas, uma vez que coloca demasiado énfase em elementos

individuais de um estado subjetivo multifacetado (Rucker et al., 2018).

De qualquer forma, os termos “alucinogénio”, “psicadélico” e “psicomimético”
sdo utilizados para classificar certas substdncias de acordo com a sua habilidade para

alterar o pensamento, a perce¢ao € o humor a niveis que nao sao toéxicos (Waters, 2021).

Psicadélicos cléassicos, como ¢ o caso da dietilamida do acido lisérgico (LSD) e
da mescalina, apresentam diferentes caracteristicas, mas sdo frequentemente agrupados
devido a acdo comum que exercem nos recetores de serotonina 2A (5-HT2A) (Johansen
et al., 2022). Também apresentam afinidade mais reduzida nos recetores 5-HT2B
(Kozlowska et al., 2022), bem como em determinados recetores de dopamina, assunto

que sera abordado mais adiante.
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1.2 Contexto histérico

A utilizagdo de compostos psicadélicos em contextos rituais e religiosos em
varias culturas tem uma origem pré-historica (van Elk & Yaden, 2022). Nas sociedades
humanas ancestrais, estas substancias eram utilizadas para alterar o estado de
consciéncia dos xamas, colocando-os “em contacto com a divindade” (Mastinu et al.,
2023). No caso destas culturas xamanicas, os psicadélicos de origem natural, como a
psilocibina e a mescalina, eram e sdo usados em cerimoénias terapéuticas, além das
referidas anteriormente, havendo evidéncias arqueoldgicas com mais de 5 000 anos
(Kelly et al., 2023). Na verdade, a evidéncia direta mais antiga que prova a utilizag¢do de
plantas psicotropicas data de ha 5 700 anos, tendo sido encontrados botdes de cato
peiote e feijoes vermelhos contendo mescalina em grutas destinadas a habitagdo

humana, na regido nordeste do México (Rucker et al., 2018).

A época de ouro para os compostos psicadélicos teve lugar nos anos 50 e na
primeira metade dos anos 60 do século passado, altura em que foram observados efeitos
promissores no tratamento de dependéncias e também na resolucdo de problemas dos
foros psicolédgico e psiquiatrico (Henriquez-Hernandez et al., 2023). Na época referida,
o LSD e a psilocibina foram sintetizados para investigacdo farmacologica e

comportamental (Kwan et al., 2022).

Em finais de 1960, verificou-se um aumento das restrigdes ao acesso a
compostos psicadélicos, culminando com a criminalizagdo dos mesmos em 1970,
durante a governacdo de Richard Nixon, tendo sido originada uma diminui¢do
significativa, que durou cerca de 20 anos, nas investigagdes psicadélicas em seres
humanos, bem como uma estigmatizagdo das mesmas (Henriquez-Herndndez et al.,
2023; Johansen et al., 2022). Este momento da historia ¢ marcado pela publicacdo de
artigos com informagdes incorretas e sem validade cientifica, o que levou ao surgimento
de um receio generalizado destes compostos, por parte da sociedade (Henriquez-
Hernandez et al., 2023). Além da pesquisa com psicadélicos ter sido banida
mundialmente nesta fase, esta classe de compostos ficou classificada como perigosa e
sem valor medicinal (Kozlowska et al., 2022). J4 em 1990, vérios estudos com
participantes saudaveis conseguiram aprovagdes éticas para a realizagdo de ensaios com
psicadélicos menos notdrios do que o LSD, como a psilocibina, a N, N-dimetiltriptamina

(DMT) e a mescalina (Johansen et al., 2022).
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Historicamente, existe uma relacdo entre o estudo da acdo dos compostos
psicadélicos e da neuroquimica do cérebro, sendo que se verificam vastas implicagdes
aquando de descobertas relativas aos locais de agdo e aos efeitos destas substancias. Na
verdade, em pesquisas que envolveram o mecanismo de acao dos psicadélicos ja foram
abordadas estruturas neuroldgicas importantes, como os neurdnios piramidais da
camada em V presentes no cortex pré-frontal, que consistem numa populacao celular
com significado funcional no processamento afetivo, cognitivo e sensorial (Slocum et

al., 2022).

O atual conhecimento relativamente a paleodieta e paleoecologia dos primeiros
hominideos, a filogenia primata dos comportamentos micofagicos e
automedicamentosos e, ainda, a biogeografia dos fungos que contém psilocibina,
permite verificar que os cogumelos (incluindo espécies bioativas) t€ém sido um recurso
relevante para o ser humano desde o Plioceno, altura em que foi intensificada a

exploragdo de alimentos do solo nas florestas (Rodriguez & Winkelman, 2021).
1.2.1 Mescalina

O primeiro registo relativamente a utilizacdo de um psicadélico classico foi
realizado em 1895, nos Estados Unidos, quando Prentiss e Morgan relataram o uso
cerimonial de botdes do cato peiote por parte de indigenas da América Central. Por sua
vez, em 1896, Arthur Heffter isolou o componente ativo do peiote, isto ¢, a mescalina,
sendo que as mencdes sobre a mesma foram escassas na literatura medicinal inglesa até
1913, ano em que um estudo realizado por Alwyn Knauer permitiu registar os relatos de
varios pacientes relativamente as alucinagdes experienciadas apos injecdo subcutinea
desta substancia (Rucker et al., 2018). Heffter foi o primeiro a isolar a mescalina, em
1896, mas o primeiro a administrar esta substancia como medicamento experimental foi
o psiquiatra alemao Kurt Beringer, na época de 1920 (Henriquez-Hernandez et al.,
2023; Vamvakopoulou et al., 2023). Em 1936, Erich Guttman efetuou a primeira
observagao relativamente ao potencial terapéutico da mescalina, tendo utilizado uma
grande variedade de individuos com diferentes estados mentais. Nao foram publicados
resultados objetivos, mas o autor do estudo reconheceu a importancia da mescalina para
os psiquiatras que pretendiam obter um melhor entendimento relativamente as psicoses
(Rucker et al., 2018). J4 terminada a Segunda Guerra Mundial, comecaram a surgir

publica¢des médicas que anunciavam a estreia publica da mescalina (Karch, 1998).
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A mescalina apresenta uma elevada relevancia histérico-cultural para varios
povos, cujas praticas incluem peregrinagdes anuais de centenas de quilometros com o
objetivo de obter botdes de cato que sdo utilizados nos rituais semanais, sendo
caracteristico que todos os adultos conhecam e exercam “praticas magicas”
(Escohotado, 1995). Além deste uso ritual e religioso, os povos indigenas e indio-
americanos, desde ha muitos séculos, também utilizam a mescalina no tratamento de
doengas fisicas como, por exemplo, queimaduras, feridas, dores de dentes e febre, o que
permite salientar os potenciais beneficios de saude deste composto (Vamvakopoulou et
al., 2023). De facto, estima-se que o consumo sacramental de mescalina realizado pelos
povos nativo-americanos, através da ingestdo do cato peiote Lophophora williamsii,
ocorre desde ha 5 milénios (Johansen et al., 2022), tal como referido anteriormente, em
relacdo aos botdes de cato peiote e feijoes vermelhos que foram encontrados em grutas

destinadas a habitagdo humana.
1.2.2 Dietilamida do acido lisérgico

“Tudo no meu campo de visdo oscilava e era distorcido como se fosse visto num
espelho de casa de diversdes. Tive também a sensagdo de ndo me poder mexer do sitio.
No entanto, o meu assistente disse-me mais tarde que tinhamos andado de bicicleta
muito depressa.” — Albert Hofmann (2013) sobre a viagem até casa apos ter ingerido

propositadamente uma pequena dose de LSD (Hofmann, 2013).

A dietilamida do &cido lisérgico foi primeiramente sintetizada por Albert
Hofmann, em 1938, no decorrer de uma investiga¢do sistematica sobre compostos
derivados dos alcaloides da cravagem do centeio, com o objetivo de sintetizar um
estimulante respiratorio e circulatorio (Lowe et al., 2022; Rucker et al., 2018). Foi o 25°
derivado do 4cido lisérgico identificado, explicando, assim, a designagdo “LSD-25. Os
alcaloides referidos foram responsdveis por varios envenenamentos na Europa
medieval, uma vez que as pessoas ingeriam cereais que se encontravam afetados pelo

fungo Claviceps purpurea (Rucker et al., 2018).

Avangando até 1943, ano em que o LSD foi considerado psicologicamente
irrelevante apds a realizacdo de testes em animais, Hofmann teve um “pressentimento
peculiar” relativamente a esta substancia, pensando que poderia “possuir propriedades

além daquelas estabelecidas nos primeiros testes farmacologicos” (Hofmann, 2013).
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Assim sendo, Hofmann decidiu sintetizar o composto uma vez mais e, no dia 16 de abril
de 1943, teve de abandonar o seu trabalho e ir para casa, devido aos efeitos psiquicos
incomuns pelos quais estava a passar, ap0s ter contactado diretamente com a substancia,
por acidente — talvez durante o processo de cristalizagdo da dietilamida do acido
lisérgico, que consiste no ultimo passo da sintese deste composto (Hofmann, 2013;
Rucker et al, 2018). No dia 19 de abril de 1943, o cientista decidiu efetuar uma
autoexperiéncia com o LSD, de modo a comprovar se, de facto, tinha sido esta a
substancia responsavel pelos acontecimentos anteriores (Hofmann, 2013). Apds a
ingestdo de 0,25 mg de LSD, Hofmann constatou os seus efeitos totais e notavelmente
potentes, concluindo, ainda, que o composto ndo era fisiologicamente toxico (Rucker et
al., 2018). O LSD ficou, entdo, conhecido como a substancia neuroativa mais potente
nesta época, sendo necessario menos de 1 pg/kg para que os seus efeitos se realizem

(Karch, 1998).

Em 1947, os Laboratorios Sandoz, onde Hofmann realizou a sua investigacao,
publicitaram e distribuiram LSD como uma substancia psiquiatrica para o tratamento de
neuroses ¢ alcoolismo (Lowe et al., 2022). Assim, a partir de 1950 e ao longo dos anos
de 1960, a investigacao clinica desta substancia criou a ideia de que se tinha descoberto
uma nova ferramenta passivel de ser utilizada por varios profissionais de saide mental,
especialmente em casos de resisténcia aos tratamentos habituais da €época. Na verdade,
cerca de 1 000 casos clinicos foram publicados na altura mencionada, sendo discutido o
tratamento de cerca 40 000 individuos maioritariamente recorrendo ao LSD; nestes
ensaios, foram reportadas taxas muito baixas de efeitos adversos (Nichols & Grob,

2018).

Ainda durante as décadas de 1940 e 1950, o LSD chegou mesmo a ser testado,
pelos Estados Unidos, como “psicoquimico” para um potencial papel na guerra ndo
convencional, sendo que a Central Intelligence Agency (CIA) também efetuou uma
investigacao para utilizar este composto como “soro da verdade” durante interrogatorios

(Waters, 2021).

Ja em 1967, comegaram a surgir relatos de que o LSD provocava danos
cromossomicos, mas esta informagdo polémica foi refutada posteriormente (Karch,

1998). Nesse mesmo ano, o LSD passou a ser uma substancia proibida, comecou a
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“Guerra Contra as Drogas” e todas as pesquisas cientificas e utilizagdes terapéuticas

onde se recorria a este composto foram terminadas (Hofmann, 2013).
1.3 Aspetos psicofarmacoldgicos

Em termos de estrutura, as substancias psicadélicas apresentam uma amina
substituida que se encontra separada de um ntcleo aromatico por dois carbonos
alifaticos. Quando ocorrem pequenas modificagdes na molécula-mae, podem ser
originados derivados de menor poténcia ou inativos e, apesar de existirem diferentes
estruturas moleculares, os psicadélicos apresentam efeitos subjetivos semelhantes e a
afinidade elevada com os recetores de serotonina mantém-se comum entre 0S mesmos

(Karch, 1998).

A atividade neuronal ¢ afetada por interagcdes neuroquimicas € os compostos
neuroativos, uma vez ligados aos recetores, apresentam-se como sendo substratos dos
circuitos neuronais. Assim, tal como se verifica na presenga de outros farmacos, as
substancias psicadélicas ionizam-se nos locais recetores, formando complexos de
transferéncia de carga e modificando, desta forma, o fluxo local de eletrdes e,

consequentemente, a transmissao de informacao neuronal (Karch, 1998).

Os efeitos psicoldgicos mais comuns associados as substancias psicadélicas sao
efeitos percetuais (mudancas na percecao de tempo e espaco), despersonalizagdo,
distorcoes, ilusdes (interpretacdes erradas de um estimulo sensorial), intensificagcdes
percetuais e alucinagdes (auditivas, visuais ou experiéncias sensoriais que sao
originadas sem qualquer estimulo externo). A ocorréncia de distirbios visuais € referida
como uma ‘““viagem” ou “trip”, sendo possivel experienciar os designados “flashbacks”
dias ou mesmo semanas apoOs a ingestdo inicial de um composto psicadélico. Estes
podem estar entre uma ilusdo visual agradavel ou aterradora. Além disso, apesar de ser
pouco frequente, ¢ possivel que ocorram efeitos psicoticos agudos, havendo ja relatos de
individuos que sofreram de psicose prolongada apds a utilizagdo de psicadélicos

(Waters, 2021).

Quimicamente, os psicadélicos eram classificados em dois grupos: as
indolalquilaminas, que incluem as triptaminas e as ergotaminas, ¢ as fenetilaminas

(Karch, 1998). No entanto, atualmente, estes compostos sdo divididos nas categorias de
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triptaminas indolaminas simples, triptaminas ergotaminas e fenetilaminas (Waters,

2021).
1.3.1 Triptaminas indolaminas simples

O triptofano ¢ um aminoacido que pode ser decomposto em triptaminas naturais,
incluindo a serotonina. Em termos de estrutura, estas apresentam um anel indol, ligado
no carbono-3, a um grupo 2-aminoetil, partilhando algumas semelhangas com as

fenetilaminas (Waters, 2021).

A presenca de alcaloides indol ¢ comum em varias plantas, animais e
microrganismos. As triptaminas, correspondentes a grande parte das substancias
psicadélicas, possuem propriedades neuroativas e apresentam uma alquilagdo na cadeia
secundaria da etilamina, que tem uma ampla gama de movimento molecular. A
psicoatividade ¢ determinada pelos locais de substitui¢ao importantes do anel indol, dos

carbonos das cadeias laterais e do azoto alifatico (Karch, 1998).

\
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| N \
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Figura 1 — Estruturas quimicas de psilocibina (a esquerda) e de DMT (a direita). Estes compostos
incluem-se na classe das triptaminas indolaminas simples. Adaptado de Waters, 2021.

1.3.2 Triptaminas ergotaminas

A designagdo destas moléculas deve-se a sua origem, isto é, ao fungo da
cravagem do centeio. Este grupo apresenta uma estrutura mais complexa do que as
triptaminas simples, devido a presen¢a de um sistema indol, que corresponde a uma
combinagdo biciclica de benzeno com um anel pirrélico, e de um anel tetraciclico,

resultando numa estrutura semelhante a serotonina (Waters, 2021).

Relativamente ao fungo referido, Claviceps purpurea ¢ um fungo parasitico que
cresce no centeio, bem como noutras gramineas. A sua utilizacdo desde a antiguidade

tem sido feita com o objetivo de recorrer as suas propriedades abortivas, uma vez que as
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ergotaminas sdo poderosas contratoras do utero, cujo tecido ¢ rico em recetores de

serotonina (Karch, 1998).

O LSD ¢ um composto semissintético, sendo obtido a partir do acido lisérgico
(através da reagao entre o acido carboxilico e a dietilamina) proveniente da ergotamina,
um alcaloide natural extraido do fungo referido (Schlag et al., 2022). Em termos de
recetores, o LSD apresenta agonismo total para o recetor 5S-HT1A, agonismo parcial
para os 5-HT?2 e, ainda, afinidade para o 5-HT1D. Também tem a capacidade de se ligar
com elevada afinidade aos recetores da dopamina D1 e D2 (Karch, 1998). Desta forma,
este composto ¢ considerado um alucinogénio atipico, pois, para produzir os seus
efeitos psicoativos, interage com recetores serotoninérgicos ¢ dopaminérgicos (Lowe et

al., 2022). Além disso, o LSD possui afinidade para o recetor a2 (Waters, 2021).

O LSD pode ser ingerido na forma de comprimido oral, liquido ou em pedacos
de papel embebidos no composto (Waters, 2021). Fisiologicamente, ¢ considerado
extremamente seguro quando s3o utilizadas doses moderadas (entre 50 e 200 pg) em
ambientes controlados, sendo que os Unicos efeitos observados sdo pequenas elevacdes
da pressdo arterial, da frequéncia cardiaca e da temperatura corporal (Nichols & Grob,
2018). Sendo um composto de elevada poténcia, o estado de €xtase provocado pelo
LSD, bem como a sinestesia audiovisual (mistura de sentidos como “ver sons” e “ouvir
cores”), a desrealizacdo e a despersonalizacdo, podem ser significativamente mais

intensos (Waters, 2021).

A absorc¢do de LSD ocorre de forma rapida e completa no trato gastrointestinal,
apresentando uma biodisponibilidade oral de aproximadamente 71% e atingindo a
concentracdo plasmatica maxima 1,5 h apds ingestao oral. Dependendo da dose, os
efeitos desta substancia tém uma duragdo entre 6 ¢ 12 h e a cinética de eliminagdo ¢
linear (Marta, 2019; Waters, 2021). A semivida de elimina¢do ¢ de aproximadamente 3
h e o metabolito principal, isto €, o 2-0x0-3-hidroxi-LSD, pode manter-se ativo e estar
presente na urina durante um periodo mais longo (Waters, 2021). Quanto ao volume de
distribuicdo, este foi reportado como sendo baixo, correspondendo a 0,28 L/kg (Marta,

2019).

O figado ¢ o local onde ocorre a metabolizagdo de LSD, principalmente através

de N-desalquilagao e/ou processos de oxidagdo, sendo esta bastante extensa, ja que
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apenas 1% deste composto ¢ excretado na sua forma ndo-alterada através da urina. Nos
seres humanos, o processo mais comum ¢ a N-desmetilagdo na posi¢do 6, levando a
formag¢dao de N-desmetil-LSD (Nor-LSD), cuja semivida ¢ de cerca de 10 h, valor
bastante superior a semivida do LSD. Este metabolito ja foi detetado em amostras de
urina e plasma. Por outro lado, a hidroxilagdo aromatica (nas posi¢des 13 e 14) ¢ um
processo que leva a formagao de outros dois metabolitos bastante comuns: 13-hidroxi-
LSD e 14-hidroxi-LSD. Tal como o Nor-LSD, estes metabolitos apresentam uma
semivida superior a do LSD. Um outro metabolito ja mencionado ¢ o 2-oxo-3-hidroxi-
LSD, sendo este considerado como marcador principal na identificagdo do consumo de
LSD, devido as elevadas concentragdes (16 a 43 vezes superior ao LSD) e a janela de

dete¢do superior (Marta, 2019).

De acordo com estudos citados por Nichols e Grob (2018), a dose oral letal de
LSD para o ser humano corresponde a 100 mg e a ingestdo de uma dose fatal deste
composto € 800-1600 vezes superior a dose habitual de venda, que varia entre 200 e 400
ng. Os autores reportam varios casos de mortes associadas ao LSD, mas referem sempre
que a causa de morte em si ndo se deve a ingestdo da substancia mencionada; ao invés,
indicam outros motivos, como, por exemplo, morte por asfixia devido a imobilizagdo ou
asfixia posicional em casos em que os individuos precisavam de ser fisicamente
imobilizados devido a bad trip pela qual estavam a passar. Mesmo em casos onde o
médico legista refere uma causa de morte associada a toxicidade de LSD, existem
sempre problemas nos exames post-mortem que levam os autores a considerar que o
obito pode ndo ter ocorrido devido ao consumo do composto referido. Assim, € feita a
sugestdo de que se deve considerar quais sdo as concentragdes de LSD atingidas apos a
administracdo de uma dose tipica do mesmo, para que futuras mortes ndo sejam
atribuidas a toxicidade desta substincia. Os autores concluem que o LSD ndo tem o
alegado grau de toxicidade fisiologica que tem sido reportado na literatura e nos media,
indicando que € necessaria uma compreensdo clara e exata da toxicidade genuina do
composto, pois, em humanos, esta toxicidade tem demonstrado ser muito baixa (Nichols

& Grob, 2018).

Um dos maiores desafios que as toxicologias clinica e forense enfrentam ¢ o
consumo de derivados de LSD em doses recreativas. Este problema surge devido a
semelhanca de metabolitos que se verifica entre estes compostos € o proprio LSD.

Assim, ¢ importante que se faca uma analise rigorosa aquando da obten¢do de um
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resultado positivo para LSD, pois pode ndo ser decorrido do consumo desta substancia

(Marta, 2019).

L

Figura 2 — Estrutura quimica de LSD. Este composto inclui-se na classe das triptaminas ergotaminas.
Adaptado de Waters, 2021.

1.3.3 Fenetilaminas

As fenetilaminas sdo caracterizadas por uma estrutura central de fenetilamina
com um ou mais dtomos de hidrogénio na estrutura substituidos por outro grupo

funcional (Lowe et al., 2022).

A mescalina (3.,4,5-trimetoxifenetilamina) ¢ um alcaloide natural que pode ser
encontrado em varias espécies de Cactaceae, incluindo, como ja referido anteriormente,
0 cato norte-americano peiote (Lophophora williamsii) e o cato sul-americano Sdo
Pedro (Echinopsis pachanoi) (Waters, 2021). Na opinido publica, esta substancia nao ¢
tdo estigmatizada como o LSD, talvez pela sua menor poténcia, j& que os efeitos
psicoativos da primeira sdo 2000 vezes menos intensos do que os efeitos do segundo

(Schlag et al., 2022; Waters, 2021).

A mescalina ndo tem sido estudada da mesma forma que outros psicadélicos,
mas, em termos de recetores, pensa-se que € agonista dos recetores 5S-HT2A, 5-HT2B e
5-HT1A, agonista total do 5-HT2C e, ainda, que exerce acdo no recetor adrenérgico
02A (Vamvakopoulou et al., 2023; Waters, 2021). Os principais efeitos alucinogénios
provenientes da mescalina devem-se ao agonismo desta com o recetor 5-HT2A

(Vamvakopoulou et al., 2023).

Além dos recetores ja mencionados, a mescalina apresenta ainda baixa afinidade
com os recetores de dopamina D1, D2 e D3, com o recetor adrenérgico alA e com o
recetor TAARI, isto é, o recetor associado a aminas vestigiais 1, responsavel pela

regulagdo da transmissao de dopamina, noradrenalina e serotonina. Por fim, o composto
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em questdo também apresenta baixa afinidade com os transportadores de dopamina

(DAT), norepinefrina (NET) e serotonina (SERT) (Vamvakopoulou et al., 2023).

A mescalina compoe 0,4% do peiote fresco e 3-6% do peiote seco, sendo a
maior concentracao encontrada nos botdes do cato. Uma vez que € um composto menos
potente, os efeitos farmacoldgicos sao 2000 e 20 vezes menos intensos do que o LSD e

do que a psilocibina, respetivamente (Waters, 2021).

Entre todos os compostos psicadélicos, ¢ possivel afirmar que a mescalina surge
como uma anomalia, no sentido em que € necessaria uma dose extremamente elevada
para que se verifique a sua eficacia. Além disso, mesmo entre as proprias fenetilaminas,
a mescalina ¢ Gnica no que diz respeito aos seus efeitos psicoativos (Karch, 1998), uma
vez que ¢ a unica molécula dentro desta classe que permite experienciar as cores “mais
bonitas”, bem como toda uma variedade de fenomenos envolvendo cores, como, por

exemplo, “sentir o sabor”” das mesmas (Vamvakopoulou et al., 2023).

As doses de mescalina variam bastante, ndo existindo um consenso exato quanto
a dose média. No entanto, esta pode variar entre os 20 e os 500 mg, equivalendo a cerca
de 3 a 6 botdes de cato, ou entre os 10 e os 20 g, no caso de se tratar de peiote seco
(Waters, 2021). Nao sdo conhecidos casos de mortes que tenham ocorrido em
consequéncia da ingestdo do cato ou da administragcdo do alcaloide, pelo que nao existe

conhecimento quanto a uma dose letal de mescalina (Escohotado, 1995).

A absorc¢ao desta substancia ocorre rapidamente no trato gastrointestinal, sendo
que uma elevada percentagem da dose ingerida ¢ distribuida para os rins e figado. A
combinacdo com proteinas hepaticas atrasa a chegada de mescalina ao sangue e
aumenta a sua semivida, resultando num retardamento dos seus efeitos
(Vamvakopoulou et al., 2023). Por sua vez, os efeitos ocorrem entre 1-3 h apds ingestao

e, embora menos intensos, podem ter uma duragdo de cerca de 10 a 12 h (Waters, 2021).

Existem varios alcaloides presentes nos catos que, segundo se acredita, podem
aumentar os efeitos da mescalina, apesar de alguns nao apresentarem qualquer atividade
farmacoldgica por si s6. Um dos alcaloides mais comuns encontrados nos catos ¢ a
pelotina, que apresenta propriedades sedativas/hipndticas. Outro exemplo corresponde a
hordenina, cujas propriedades sdo antibidticas. Esta substancia encontra-se na cevada

(Hordeum vulgare), sendo possivel encontra-la na cerveja e deteta-la em sangue e urina
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humanos apds o consumo desta bebida. Desta forma, a hordenina pode ser utilizada para
provar o consumo de cerveja através de uma andlise toxicoldgica forense, motivo pelo
qual este composto ¢ utilizado como marcador forense qualitativo e quantitativo para

cerveja (Vamvakopoulou et al., 2023).

NH2

Figura 3 — Estrutura quimica de mescalina. Este composto inclui-se na classe das fenetilaminas. Adaptado
de Waters, 2021.

2. Psicadélicos, lei e relatorios de monitorizaciao

O surgimento de leis nacionais rigorosas de controlo de substancias psicadélicas
teve a sua origem na globalizagdo destes compostos além dos seus paises e culturas
nativos. Estas leis foram responsaveis pela construgdo social negativa associada aos
psicadélicos e pela criagdo de regulamentos governamentais que impediram o estudo

cientifico dos mesmos (Lowe et al., 2022).

A Convencao das Nacdes Unidas contra o Trafico Ilicito de Estupefacientes e de
Substancias Psicotropicas, aprovada em 1988, representa um instrumento de direito
internacional publico, tendo sido criadas varias leis devido a mesma (Decreto-Lei
n°15/93). Esta Convencao teve como objetivo “promover a cooperagdo entre as Partes a
fim de que possam fazer face, de forma mais eficaz, aos diversos aspetos do trafico
ilicito de estupefacientes e substancias psicotropicas de ambito internacional”

(Resolucao da Assembleia da Republica n® 29/91).

Em Portugal, a mescalina e o LSD sdo substancias sujeitas a controlo, de acordo
com as tabelas anexas presentes no Decreto-Lei n° 15/93, de 22 de janeiro, cujo objeto é
“a defini¢do do regime juridico aplicavel ao trafico e consumo de estupefacientes e
substancias psicotropicas”. A mescalina ¢ mencionada na Tabela II-A e o &cido
lisérgico na Tabela V. O artigo 4° do diploma em questdo define licenciamentos,

condicionamentos e autorizagdes, sendo este o artigo onde se pode consultar quais as
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entidades responsaveis que permitem a realizagdo de trabalhos cientificos como o
presente estudo. Em termos de fiscalizagdo de todas as atividades devidamente
autorizadas em que estejam envolvidas plantas, substancias e preparacdes
compreendidas nas tabelas I a VI, cabe ao Instituto Nacional da Farmacia e do
Medicamento (INFARMED) a realizagao deste ato, segundo consta no artigo 5° do DL
n°® 15/93. Por outro lado, a fiscalizac¢do relativamente as substancias compreendidas nas
tabelas V e VI deve ser efetuada pela Inspecao-Geral das Atividades Economicas, sem

o

prejuizo das competéncias das autoridades policiais e administrativas (Decreto-Lei n

15/93).

A Portaria n° 94/96, de 26 de margo, consiste num diploma que possui uma
relacdo direta com o DL n°® 15/93, uma vez que define os “procedimentos de diagndstico
e dos exames periciais necessarios a caracterizagdo do estado de toxicodependéncia”,
bem como o “modo de intervengao dos servigos de saude especializados no apoio as
autoridades policiais e judiciarias” e os “limites quantitativos maximos para cada dose
média individual diaria das plantas, substancias ou preparagdes constantes das tabelas I
a IV anexas ao Decreto-Lei n° 15/93, de 22 de janeiro, de consumo mais frequente”
(Portaria n° 94/96). Relativamente as substancias estudadas no decorrer deste projeto de
dissertacdo, uma vez que a mescalina ndo corresponde a uma das substancias mais
comumente consumidas em Portugal, a Portaria n° 94/96 apenas refere o limite
quantitativo maximo para cada dose individual didaria de LSD, sendo este

correspondente a 50 pg (Portaria n® 94/96).

Em 2000, foi criada a Lei n® 30/2000, de 29 de novembro, onde se define o
“regime juridico aplicdvel ao consumo de estupefacientes e substancias psicotropicas,
bem como a prote¢do sanitaria e social das pessoas que consomem tais substancias sem
prescrigdo médica”, sendo ainda referido que “as plantas, substancias e preparacdes
sujeitas ao regime previsto neste diploma sdo as constantes das tabelas [ a IV anexas ao
Decreto-Lei n® 15/93, de 22 de janeiro” (Lei n® 30/2000). Assim, a Lei n® 30/2000, de
29 de novembro, acaba por estar também relacionada com o DL j& mencionado, tal
como a Portaria indicada no paragrafo anterior. E possivel encontrar, nesta Lei, artigos
relativamente a apreensdo e identificagdo, ao juizo sobre a natureza e circunstancias do
consumo, a sujeicao a tratamento (por parte do toxicodependente), bem como artigos
que indicam as sanc¢des € coimas associadas a estupefacientes e substancias

psicotropicas. Mais do que um diploma sobre o controlo de substancias, esta Lei
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consiste num diploma cuja aplicagdao ¢ direcionada aos individuos envolvidos com as
mesmas. E importante mencionar o artigo 29° da Lei n° 30/2000, onde ¢ referida a
descriminaliza¢do aprovada pela mesma, cuja entrada em vigor se realizou a partir do

dia 1 de julho de 2001 (Lei n° 30/2000).

Uma vez que ja se verificam mudangas em termos de construgdo social, bem
como alteragdes nas politicas dos governos, as oportunidades de investimento na

industria psicadélica e na pesquisa cientifica t€ém vindo a aumentar (Lowe et al., 2022).
2.1 RASI 2023 e o trafico de estupefacientes

O Relatorio Anual de Seguranca Interna (RASI) consiste num documento onde
sdo apresentados os resultados do trabalho de diversas entidades que concorrem para a
Seguranca Interna em Portugal. Este relatorio apresenta os dados de criminalidade
anuais (de janeiro a dezembro) e tem por base a “informac¢do coligida e centralizada
pela DGPJ! a partir dos dados disponibilizados pelos OPC?, aos quais se aplicam
técnicas e processos estatisticos (...), agregando resultados a partir da informagao

desagregada e de pormenor oriunda de cada um” (Sistema de Seguranca Interna, 2023).

No RASI de 2023, relativamente ao trafico de estupefacientes, ¢ referida a
“continuagdo de um elevado niimero de ocorréncias na costa algarvia e um nimero
significativo de organizagdes criminosas.” Além disso, ¢ mencionado o facto de o
territorio nacional portugués possuir “caracteristicas geograficas muito especificas que
propiciam operagdes de trafico destas substincias”, sendo referida especificamente a
entrada de “quantidades significativas de cocaina e haxixe em territorio nacional.” Sao
ainda destacados ‘“aumentos no numero de detidos por trafico de estupefacientes
(19,2%) e das apreensoes efetuadas (+13,6%)” (Sistema de Seguranga Interna, 2023).
Tais aumentos demonstram a complexidade que as Forgas de Seguranga continuam a
enfrentar para combater este tipo de criminalidade. Enquanto a cocaina, o ecstasy e o
haxixe sofreram aumentos na quantidade de apreensdes (31,4%, 47,3% e 62,3%

respetivamente), houve uma diminui¢do de 43,5% nas apreensdes de heroina (Sistema

de Seguranca Interna, 2023).

Dire¢do-Geral de Politica de Justiga
2Orgao de Policia Criminal
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Relativamente ao LSD e a mescalina, estas substiancias ndo sdo mencionadas no
RASI de 2023, uma vez que este apenas avalia os quatro principais tipos de drogas
ilicitas, que correspondem, como referido, a heroina, a cocaina, a canabis e ao ecstasy.
Assim, ndo ¢ possivel obter informacao relativamente ao trafico, ao consumo e as

apreensdes destas substancias em territorio portugués nos ultimos anos.
2.2 A atual situagio europeia

O European Drug Report 2024, criado pela European Union Drugs Agency,
destaca o interesse acrescido relativamente ao potencial terapéutico dos psicadélicos,
sendo referido o facto de estarem a decorrer varios estudos clinicos nao s6 europeus,
como internacionais, que pretendem explorar uma vasta gama de substancias
psicadélicas no tratamento de variadas condi¢des mentais. Apesar de ja se terem
verificado resultados promissores que apoiam o eventual valor que estes compostos
possam ter no tratamento de doencas neuropsiquiatricas especificas, a agéncia salienta
que surgem certas preocupacgoes associadas; dada a atencdo consideravel que os media
tém fornecido a este tema, € possivel que as pessoas se sintam “encorajadas” a
experimentar substincias psicoativas potentes (nas quais se incluem os psicadélicos)
sem apoio médico apropriado. Isto pode fazer com que os individuos que ingressem
nestas experiéncias corram o risco de sofrer consequéncias adversas. Além disso, sdo
também mencionados neste relatorio programas nao regulamentados onde se recorre a
utilizagdo de psicadélicos de modo a atingir o bem-estar e em intervencdes ditas
terapéuticas ou espirituais, que estdo a decorrer na Unido Europeia (UE) e noutros
locais. Desta forma, surge a recomendagdo de uma fortificagdo na monitorizagao destas
situagdes, dadas as consequéncias que poderdo afetar individuos vulneraveis com

condi¢des mentais pré-existentes (European Union Drugs Agency, 2024).

Em relacdo ao consumo de LSD, o relatério refere que a prevaléncia estimada
deste composto (e de cogumelos magicos) entre jovens adultos, entre os 15 e os 34 anos
de idade, ¢ igual ou inferior a 1%, sendo que, apos a realizagdo de um inquérito cuja
amostra ndo € representativa de todos os consumidores, os dados indicam que 20% dos
individuos utilizaram LSD no ultimo ano. Em 2022, 15 centros pertencentes a 12 dos 17
Estados-Membro da UE, bem como a Noruega, procederam a notificacdes nas quais o
LSD esteve envolvido numa estimativa de 0,7% das apresentacdes, sendo que trés

quartos destas foram em homens e 4 em cada 10 tinham menos de 25 anos. Além disso,
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uma em cada 3 apresentagdes foi admitida nos cuidados intensivos (European Union

Drugs Agency, 2024).

Em toda a Europa, ndo s@o monitorizadas, de forma coerente, as apreensodes de
substancias alucinogénias e dissociativas; na verdade, as limitadas informagdes
disponiveis sdo fornecidas pelo Observatério Europeu das Drogas e da
Toxicodependéncia (OEDT) e sdo incompletas, divergentes e dificeis de generalizar. No
ano de 2022, foram registadas 1 700 apreensdes de LSD na Europa (total de 99 700
unidades e 2,1 kg) (European Union Drugs Agency, 2024).

3. A possibilidade da terapia psicadélica

A utiliza¢ao de substancias psicadélicas € particularmente estigmatizada, sendo
esta questdo importante dada a ilegalidade das mesmas, surgindo um obstaculo para
quem prescreve e quem consome (Lowe et al., 2022). Assim, a mudanga que se verifica
no status quo relativamente aos compostos psicadélicos ¢ extremamente importante,
uma vez que cada vez mais ¢ discutida a sua utilizagdo terapéutica. Estas substancias
apresentam baixa toxicidade fisiologica, respostas psicologicas seguras®, baixo
potencial de dependéncia/adi¢do, baixa probabilidade de défices neuroldgicos apds uso,
ndo se verificando efeitos fisioldgicos ou psicologicos adversos persistentes associados
durante ou apds a utilizacdo (Lowe et al., 2022; Psiuk et al., 2021). Adicionalmente,
uma outra vantagem apresentada pelas substancias psicadélicas no tratamento de
doencas psiquidtricas reside no facto de os seus efeitos se iniciarem de forma rapida
(num intervalo de 24h), ocorrerem apds uma Unica dose ou um pequeno nimero de

doses e durarem bastante tempo ap0s a sua eliminag¢do do organismo (Olson, 2022).

O facto de existir uma grande diversidade de substancias psicadélicas pode criar
uma certa “discussdo sobre qual destas ¢ a melhor”, isto €, qual apresenta menos falhas
ou menos caracteristicas que sejam prejudiciais, por exemplo. Lowe e colegas (2022)
afirmam que se deve reconhecer que “a questdo nao € se um psicadélico ¢ globalmente
melhor do que outro”. Os autores referem que, tal como existem varios antidepressivos

para o tratamento da depressdo, os psicadélicos — cujas estruturas quimicas e

3A ocorréncia de uma resposta psicologica segura significa que ndo se verificam reagdes ou efeitos
psicologicos adversos, como, por exemplo, situa¢des de ansiedade extrema, crises de paranoia ou psicose
temporaria (Johnson et al., 2008).
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mecanismos de agdo também variam — podem ser mais adequados a determinados
subconjuntos de pacientes dependendo das suas caracteristicas clinicas (Lowe et al.,

2022).

Uma das perturbagcdes mais comuns no mundo consiste na depressdao, cuja
etiologia permanece desconhecida (Psiuk et al., 2021). Os inibidores seletivos da
recaptagdo de serotonina (SSRIs) sdo os antidepressivos prescritos com maior
frequéncia e produzem efeitos secundarios graves, como, por exemplo, o aumento do
risco de suicidio e de hemorragias internas (devido a capacidade reduzida de
coagula¢do). Além disso, também os antidepressivos triciclicos sdo correntemente
prescritos, apresentando efeitos secunddrios igualmente graves, como ¢ o caso de
disturbios na frequéncia cardiaca e tonturas que podem resultar em quedas. Ambos o0s
medicamentos referidos podem representar um potencial risco para o feto, em casos de
gravidez, bem como podem levar a um aumento de interacdes medicamentosas (Lowe

et al., 2022).

Alguns ensaios clinicos recentes demonstraram resultados promitentes em
relacdo aos beneficios terapéuticos de psicadélicos cldssicos numa série de perturbacdes
psiquiatricas, sendo que foi maioritariamente estudada a psicoterapia assistida por
psicadélicos, onde um destes agentes ¢ administrado em conjunto com terapia/apoio
psicologico (Johansen et al., 2022). Em comparagdo com os farmacos anteriormente
mencionados, os psicadélicos produzem efeitos secundarios ligeiros e, além disso, os
efeitos terapéuticos sdo alcangados mais rapidamente, ndo se verificando o mesmo nos
atuais tratamentos de primeira linha — as alteragdes dos sintomas podem demorar
semanas ou meses a manifestar-se — e podem, ainda, ser produzidos efeitos positivos e
duradouros ap6s uma Unica dose/sessdo de terapia (Johansen et al., 2022; Lowe et al.,
2022). No entanto, ¢ importante referir que hd um elevado potencial de abuso
relativamente as substancias psicadélicas, principalmente em ambientes recreativos

(Lowe et al., 2022).

Kozlowska e colegas (2021) demonstraram os resultados benéficos do
tratamento psicadélico para a perturbagdo depressiva grave, tendo tido como foco os
processos nos microambientes do tecido neural que podem ser afetados pelos
psicadélicos, que incluem a inducao da neurogénese e da neuroplasticidade, bem como a

redu¢do da inflamagdo e do stress oxidativo. Desta forma, os psicadélicos podem
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desempenhar um papel fundamental no restabelecimento do equilibrio saudavel a longo
prazo em individuos deprimidos. Foram, ainda, destacadas potenciais areas de agdo
terapéutica na neurodegeneracdo especifica do cérebro em que os psicadélicos podem
ser benéficos, incluindo o stress oxidativo ¢ a inflamacao, como referido anteriormente,
a rutura da barreira hematoencefalica e a perda de oligodendrocitos e de mielina

(Kozlowska et al., 2022).

Existem outras perturbacdes, além da depressdo, que afetam mundialmente
milhdes de pessoas. Alguns psicadélicos, como o caso do LSD e da psilocibina, t€ém
demonstrado capacidades promissoras no que diz respeito ao tratamento de perturbagdes
do humor e da ansiedade, neurodegenerativas, de consumo de alcool e, ainda, de varias
substancias. Tal observagdo ¢ acentuada em pacientes que sdo resistentes aos
tratamentos e/ou que enfrentam doengas terminais (Lowe et al., 2022). Também foram
efetuados ensaios clinicos em humanos para testar os potenciais beneficios dos
psicadélicos no tratamento das perturbacdes de stress poOs-traumatico e obsessivo-
compulsiva e da ideacdo suicida (Waters, 2021). Nestes ensaios, as conclusoes
apontaram para o sucesso das substincias estudadas — entre elas, MDMA, ayahuasca,
psilocibina e varios psicadélicos classicos — no tratamento de diversos problemas de
génese psicologica (Danforth et al., 2018; Gill et al., 2020; Mithoefer et al., 2018;
Palhano-Fontes et al., 2019).

A hipotese de utilizar compostos psicadélicos no tratamento de doengas
neurodegenerativas e lesdes cerebrais foi ja colocada, sendo discutidas a
neuroplasticidade, a neurogénese e a gliogénese induzidas pelas referidas substancias.
De facto, as doengas neurodegenerativas sdo um grave e crescente fendmeno para as
sociedades modernas, sendo que ndo se verifica um desenvolvimento de terapéuticas
eficazes para a resolucdo deste problema como se verifica para doengas
cardiovasculares e para o cancro, por exemplo. Assim, ¢ necessario recorrer a novos
candidatos e os psicadélicos podem corresponder a tdo necessaria nova abordagem
terapéutica, uma vez que algumas destas substincias ja demonstraram eficacia
terapéutica numa variedade de ensaios clinicos, além de serem utilizadas de forma
segura por populagdes indigenas, como referido no contexto histérico, ha séculos

(Kozlowska et al., 2022).
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Uma das evidéncias que serve de apoio a terapia com recurso a substancias
psicadélicas consiste no facto de os efeitos terapéuticos dos psicadélicos serem
acompanhados por alteragdes neuroldgicas na estrutura e na fungdo cerebral — aumento
do significado pessoal, da atencdo plena, da introspecdo e mudanca positiva na
perspetiva de vida. Por outro lado, ¢ importante ter em conta que pacientes com
historico familiar de disturbios psicéticos e/ou qualquer grau de comportamento suicida
sdo0 menos provaveis de beneficiar do tratamento psicadélico e devem ser excluidos
deste tipo de terapia (Lowe et al., 2022). Além disso, a restricdo do uso de psicadélicos
também se aplica a individuos com doengas cardiacas graves (Galvao-Coelho et al.,

2021).

O potencial terapéutico do LSD e dos seus derivados ja foi investigado em
relagdo ao tratamento de doencas caracterizadas por inflamac¢do crénica, como o
Alzheimer, entre outras, e de comportamento criminal, perturbagdes sexuais, autismo e
outras perturbagdes — cefaleias em salvas, enxaquecas, cefaleias vasculares, dor

fantasma nos membros e dependéncias (Lowe et al., 2022).

Relativamente a mescalina, ha estudos que relatam melhorias no bem-estar e na
capacidade de superar o alcoolismo apds utilizagdo desta substancia em contextos
naturalisticos ou religiosos, o que sugere um certo potencial terapéutico

(Vamvakopoulou et al., 2023).
3.1 Processos neurobiologicos
3.1.1 Neuroplasticidade induzida por psicadélicos

Os compostos psicadélicos influenciam fungdes essenciais no Sistema Nervoso
Central (SNC), sendo este um motivo que tem levado ao aumento do reconhecimento
destes como agentes terapéuticos para condi¢des psiquiatricas. Assim, tal como referido
anteriormente, os psicadélicos podem afetar a neuroplasticidade. A plasticidade neural
refere-se as alteracdes que ocorrem na conectividade neural funcional, sendo que os
mecanismos responsaveis pelas mesmas sdo maioritariamente associados a células
neurais, apesar de o processo ir além da plasticidade das sinapses neurais (Kozlowska et
al., 2022). De facto, o interesse pelos efeitos dos psicadélicos na morfologia das
espinhas dendriticas tem vindo a ressurgir devido a observacdo frequente de que os

farmacos antidepressivos convencionais, como, por exemplo, os SSRIs, alteram a
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morfologia da coluna dendritica ap6s administragdo aguda e cronica (Slocum et al.,

2022).

Sabe-se que as substancias psicadélicas podem induzir um elevado estado de
entropia cerebral, levando a um aumento da capacidade de aprendizagem e
“desaprendizagem” de certas informacgdes; esta agdo pode ser terapéutica, estando
associada a um aumento dos mecanismos de plasticidade neural a nivel celular. Além
disso, ja foi demonstrado em modelos in vitro e in vivo que os psicadélicos e a ativagdo
do recetor 5-HT2A podem induzir alteragdes agudas na densidade e complexidade da

arquitetura sinaptica, através de diversos mecanismos (Kozlowska et al., 2022).

Os efeitos duradouros da terapia psicadélica ndo se encontram devidamente
justificados, mas ¢ possivel que estejam relacionados com mudangas na expressao
genética e/ou com fatores epigenéticos subjacentes a manutencdo dos processos neurais
normalizados pelo tratamento. De facto, existem varios genes que estdo envolvidos na
plasticidade sinaptica, cuja expressdo ¢ alterada em resposta as substancias psicadélicas
e, além disso, a neurogénese também pode ser um fator relacionado com os efeitos
duradouros. No seu conjunto, as vias de sinalizacdo neurotrofica e de promocao da
neuroplasticidade ativadas pelos psicadélicos sdo consideradas fundamentais para os

mecanismos de acao dos seus efeitos terapéuticos (Kozlowska et al., 2022).

O envolvimento das células da microglia no alcance dos efeitos terap€uticos
consiste num potencial componente mecanicista essencial, apesar de ndo ser
frequentemente considerado, pois quase toda a atencdo ¢ dirigida para os neurénios no
mecanismo de acdo da psilocibina e de outros psicadélicos. As células da microglia sdo
especificas para determinado tecido e renovam-se, correspondendo ao tipo macrofago
do SNC; além disso, sdo diferentes de outros tipos de células, pois o seu surgimento
ocorre no cérebro e na medula espinal durante o desenvolvimento fetal. Estas células, ao
longo da sua vida no SNC, desenvolvem caracteristicas e fungdes especificas de células
imunitarias, apresentando uma mobilidade bastante elevada que permite uma anélise
continua do ambiente que, por sua vez, permite dar resposta a lesdes e infecdes. As
células da microglia também participam de forma ativa na reorganizag@o sinaptica e na
regeneragdo do tecido neural, modulando a eliminacdo de ligacdes desnecessarias e a
formacao de novas ligagdes. Assim, ¢ possivel que os psicadélicos estimulem a

plasticidade neural através da regulacao das células da microglia, sendo esta hipotese
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suportada pela existéncia de recetores que sdo alvo de certos psicadélicos — 5-HT2A, 5-
HT2B, 5-HT7 e sigma-1 —, como a psilocibina ¢ o LSD, nas células da microglia

(Kozlowska et al., 2022).
3.1.2 O envolvimento da default mode network

Existe um grupo de regides cerebrais, conhecido por default mode network
(DMN), que demonstra atividade acrescida durante a fase de descanso e atividade
decrescida durante a realizacdo de tarefas cognitivamente exigentes. A atividade e a
conectividade funcional interna na DMN ¢ acentuadamente reduzida, segundo varios
estudos, na presenca de psicadélicos classicos, o que leva a uma redugdo potencial da
ruminacdo abstrata (perceptualmente dissociada) e autorreferencial, que consiste numa
caracteristica do pensamento depressivo. Também se verificaram mudangas
semelhantes apos a administragao de sertralina, o que pode indicar que estas nao sdo
especificas dos psicadélicos. O estado psicadélico produz co-ativacao entre a DMN e as
designadas fask positive networks, que consistem numa rede de regides cerebrais que se
ativam durante tarefas que exigem atencdo, sendo que, normalmente, estas duas redes

sdo anti-correlacionadas (Johansen et al., 2022).
3.1.3 Recetores alvo e imunomodula¢ao

As substancias psicadélicas modificam a dindmica das atividades neurais através
da ativagdo de varios recetores. Especificamente, o agonismo com o recetor 5-HT2A
exerce um aumento na excitabilidade neuronal por meio de diversos mecanismos, como
despolarizagdo da membrana e diminuicdo da pos-hiperpolarizagdo. Por outro lado,
alguns psicadélicos também possuem a capacidade de se ligar a outros recetores, cujas
consequéncias funcionais sdo opostas as referidas. Desta forma, a abundancia relativa e
a distribuicdo subcelular dos diferentes subtipos de recetores sdo fatores cruciais no que
diz respeito aos efeitos destes compostos nas atividades elétricas de um neurdnio (Kwan

et al., 2022).

Os recetores da serotonina, bem como os recetores sigma-1 e os recetores
associados a aminas vestigiais (TAAR), estdo presentes no SNC e noutros tecidos,
incluindo células de imunidade inata e adaptativa, e s3o responsdveis pela
imunomodulacdo, isto é, pela mediagdo da resposta imunoldgica. Os psicadélicos

classicos interagem com os referidos recetores € a serotonina ¢ considerada como sendo
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critica para a homeostasia imunitaria. Desta forma, estas substancias podem regular as
respostas imunitarias adaptativas e inatas, pois os recetores mencionados desempenham
um papel importante na resposta imunitaria e todos eles podem ser estimulados por

psicadélicos (Kozlowska et al., 2022).
a) Recetores 5-HT

A serotonina apresenta-se como um dos mais criticos fatores durante o
desenvolvimento do cérebro fetal e durante a neurogénese, sendo responsavel pela
formacao de axonios e dendrites. Além de atuar como neurotransmissor, a serotonina
tem um efeito enddcrino na regulacdo da homeostasia corporal, afetando a frequéncia

cardiaca, a motilidade intestinal e a resposta imunitaria (Kozlowska et al., 2022).

Em 1960, surgiu a hipdtese da serotonina, segundo a qual os distarbios do humor
e da ansiedade seriam o resultado de défices nos niveis de serotonina no cérebro. A
partir desta hipotese, foram desenhados os antidepressivos para aumentar os niveis deste
neurotransmissor ¢ reverter os referidos distarbios. Atualmente, ¢ aceite pela
comunidade cientifica que existem varios fatores que afetam os diversos disturbios
mentais — fatores genéticos, ambientais e outros sistemas bioldgicos, como o caso do

sistema da norefedrina e do dopaminérgico (Lowe et al., 2022).

Os recetores de serotonina sdo responsaveis pela mediagdo das emocdes e do
humor, como a ansiedade e a agressao, da cognicao, da memoria de aprendizagem, do
apetite e de muitos outros processos bioldgicos, neuroldgicos e neuropsiquidtricos
(Lowe et al., 2022). Estes recetores localizam-se nos sistemas nervosos central e
periférico e estdo presentes na maioria dos diferentes tipos de células do SNC, sendo
que sao alvo de numerosos compostos recreativos € medicamentos, tais como
alucinogénios, empatogenos, antipsicoticos, antidepressivos, antieméticos, etc.

(Kozlowska et al., 2022; Lowe et al., 2022).

A descri¢ao primaria dos recetores da serotonina associa-se com a capacidade
destes para ativarem as vias pro-inflamatérias; no entanto, também apresentam
propriedades anti-inflamatérias quando ativados por certos agentes psicadélicos. Assim,
surge a hipotese que indica que os psicadélicos recrutam e ativam vias de sinalizacdo
anti-inflamatorias efetoras, enquanto a serotonina por si sO recruta vias pro-

inflamatoérias (Kozlowska et al., 2022).
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O recetor de serotonina mais associado aos psicadélicos corresponde ao 5-
HT2A, uma vez que estes exercem os seus efeitos através de agonismo com o mesmo.
A afinidade com o recetor 5-HT1A também se verifica, mas nio foi demonstrado o

mesmo nivel de psicoatividade (Waters, 2021).
b) Recetores sigma-1

Os recetores sigma-1 s3o proteinas transmembranares localizadas nas
mitocondrias e no reticulo endoplasmatico, estando abundantemente presentes no SNC,
nomeadamente em neuronios, astrocitos, oligodendrécitos e células da microglia, onde
exercem efeitos neuroprotetores. A atividade destes recetores promove o funcionamento
e a sobrevivéncia neural através da modula¢io da homeostasia do calcio (Ca*"), da
atenuacdo do stress oxidativo, da regulagdo da gliose, da neuroplasticidade e¢ da

atividade do glutamato (Kozlowska et al., 2022).

Quando os recetores sigma-1 de células progenitoras de oligodendrdcitos sdo
estimulados ocorre a diferenciacdo de oligodencrocitos; por sua vez, a estimulagdo
destes recetores em astrocitos melhora a secre¢ao do fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF). Assim, selecionar os recetores sigma-1 pode ser uma estratégia
terapéutica promissora para condi¢des psiquidtricas e neurodegenerativas; para isso,
poder-se-a recorrer a agonistas destes recetores, como ¢ o caso do DMT (Kozlowska et

al., 2022).
¢) Recetores associados a aminas vestigiais

Os TAARs sdo recetores associados a proteinas G e encontram-se de forma
abundante no SNC, sendo que, na maioria dos seres vertebrados, existem em nove

isoformas (Kozlowska et al., 2022).

O TAARI ¢ o tnico recetor deste tipo que foi estudado em profundidade, sendo
conhecido por ser relativamente ndo-seletivo e por ter afinidade para as aminas
vestigiais endogenas, para os neurotransmissores classicos serotonina e dopamina e para
varias substancias psicoativas, incluindo anfetaminas, derivados da ergolina, psilocina,
DMT e mescalina. Este recetor especifico ¢ responsavel pela modulagio da
neurotransmissdo induzida por recetores canonicos de dopamina, serotonina e glutamina

e, quando ocorrem variantes raras, estas podem contribuir para a etiologia da
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esquizofrenia. O TAARI1 ¢ expresso além do SNC, em tecidos como a tiroide, o
estdbmago, o pancreas e o intestino, onde pode regular as fun¢des corporais de forma
endocrina. Além da esquizofrenia, existem dados que sugerem o envolvimento de
anormalidades na expressdo ou na fun¢do dos TAARs noutras condi¢des

neuropsiquiatricas (Kozlowska et al., 2022).

Os recetores TAA encontram-se em células imunitarias e podem exibir efeitos
imunomodulatérios, mas o conhecimento relativamente a estes recetores e as respostas

imunitarias ¢ escasso (Kozlowska et al., 2022).
3.2 Set e setting terapéuticos

O contexto em que ocorre a terapia assistida por psicadélicos pode ser um fator
determinante nos resultados da mesma, isto é, estes resultados sdo fortemente
influenciados pelo set e pelo setting nos quais decorrerd a experiéncia. O set
corresponde a mentalidade do participante, nomeadamente as suas expectativas,
suposi¢des ¢ intengdes relativamente a “viagem” psicadélica, bem como a sua
personalidade e eventual presenga de psicopatologias. Por outro lado, o setting refere-se

ao ambiente fisico, social e cultural no qual ocorre a experiéncia (Johansen et al., 2022).
3.3 Preparacio dos individuos e sessdao de dosagem

Primeiramente, os participantes sdo acompanhados em varias sessoes de
psicoterapia para que se sintam preparados para a experiéncia psicadélica e capacitados
para responder de forma construtiva a mesma, estabelecendo-se, assim, uma relacdo
entre o participante e os terapeutas. Uma vez realizada e terminada a sessdo psicadélica,
os individuos recebem assisténcia através de novas sessdes de psicoterapia com o

objetivo de integrar a experiéncia (Johansen et al., 2022).

A sessdo de dosagem psicadélica ¢ efetuada através de uma abordagem
terapéutica ndo-diretiva, ou seja, a concentragdo dos participantes ¢ dirigida para o seu
préprio interior. Adicionalmente, o envolvimento com quaisquer pensamentos ou

memorias que possam surgir € encorajado pelos terapeutas (Johansen et al., 2022).

Em relagdo a dosagem propriamente dita, importa referir que, no geral, as

dosagens terapéuticas benéficas dos compostos psicadélicos demonstraram ser bem
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toleradas e apresentam um perfil de seguranca favoravel no tratamento de uma série de

doengas (Kozlowska et al., 2022).
3.4 Microdosagem

As microdoses contém concentracdes muito baixas de um determinado
composto psicadélico, ndo atingindo o limiar dos efeitos comportamentais percetiveis.
Normalmente, estas doses correspondem a 10% das doses recreativas ativas (no caso do
LSD, 10-15 pg) que sdo administradas até trés vezes por semana (Kozlowska et al.,

2022).

Pensa-se que a microdosagem melhora o pensamento criativo, a fungdo
cognitiva ¢ o bem-estar psicologico geral, sendo descrita maioritariamente, por
entusiastas saudaveis, no contexto da autoaplicacdo. Por outro lado, existem poucos
estudos controlados de forma rigorosa sobre a microdosagem e os efeitos terapéuticos
deste tipo de doses psicadélicas para o tratamento de perturbagdes psiquiatricas sao

questionaveis (Kozlowska et al., 2022).
3.5 Abordagem sem alucinagoes

Ja foi proposta a associag@o direta entre os efeitos alucinogénios das substancias
psicadélicas e o potencial terapéutico das mesmas na abordagem psicoterapéutica
assistida por psicadélicos. No entanto, surge um problema relativamente aos efeitos
psicotropicos destes compostos quando os individuos em causa sofrem de
neurodegenerescéncia especifica do cérebro, pois esses mesmos efeitos podem
apresentar-se como sendo uma limitag¢do grave, principalmente se for necessario, devido
a fisiologia da doenca, administrar o medicamento com maior frequéncia e utilizar

doses mais elevadas (Kozlowska et al., 2022).

A poténcia ja demonstrada que os psicadélicos exercem em multiplos modelos
animais de diferentes doengas sugere que a eliminacdo dos comportamentos
alucinogénios das moléculas eficazes pode ndo ser necessaria, uma vez que a dose € tao
baixa que os efeitos sobre os comportamentos ndo seriam observados a niveis
terapéuticos relevantes. Apesar disso, foi sugerida a possibilidade de afastar os efeitos
alucinogénios dos efeitos terapéuticos, de forma a desenvolver agonistas do recetor 5-

HT2A ndo-alucinogénios com potencial anti-inflamatorio; este desenvolvimento iria
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permitir a utilizagdo de doses mais elevadas, especialmente no caso de psicadélicos cuja
poténcia ¢ menor, permitindo, por sua vez, uma maior eficicia em determinadas
circunstancias (Kozlowska et al., 2022), como as discutidas no paragrafo anterior. Por
outro lado, ja foi demonstrado que os efeitos dos alucinogénios serotoninérgicos podem
ser bloqueados através da administragdo de antagonistas do recetor 5-HT2, como ¢ o
caso da cetanserina e da pirenperona (Waters, 2021), por isso, talvez este seja um dos
caminhos promissores a considerar para resolver o problema das alucinagdes na terapia

psicadélica.
4. Limitacoes

O grande obstaculo inicial que se encontra por ultrapassar ¢ a falta de elucidagao
relativamente aos mecanismos de agdo neurobioldgicos e fisioldgicos dos compostos
psicadélicos (Lowe et al., 2022). Além disso, sabe-se que a ativacdo dos recetores 5-
HT2A ¢ responsavel pelos efeitos alucinogénios destas substancias e pode mediar
alguns dos efeitos terapéuticos; no entanto, ndo existem estudos clinicos que tenham
testado explicitamente a base molecular dos potenciais efeitos terapéuticos dos

psicadélicos no ser humano (Kwan et al., 2022).

Outro ponto a considerar consiste no facto de muitas substancias psicadélicas
ativarem o recetor 5-HT2C, cuja expressao ¢ elevada e que regula a fung¢do dos
neurdnios dopaminérgicos. Devido as diferencas que podem ocorrer no RNA, ou seja,
devido ao splicing alternativo que ocorre no gene do recetor 5-HT2C, existem varias
isoformas do mesmo, mas ndo ¢ possivel diferenciar estes recetores dos 5-HT2A pois
ndo existem ferramentas farmacologicas que permitam efetuar essa distingao.
Adicionalmente, também nao existem agonistas potentes, nem antagonistas seletivos do
recetor 5-HT2A (Kwan et al., 2022), sendo este um outro obstidculo para proceder a

diferenciacgao entre este ¢ o 5-HT2C.

No que diz respeito a estudos que tém por base a terapia assistida por
substancias psicadélicas, o problema reside no facto de que muitos dos ensaios
completos até hoje tém sido estudos abertos ou estudos-piloto, com pequenos tamanhos
de amostra. Adicionalmente, nenhum ensaio demonstra a utilizacdo de um controlo
ativo e estudos onde sdo utilizados placebos ou controlos ndo-psicoativos correm o risco

de permitir aos participantes a identificagdo da substancia que ingeriram, devido a
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natureza psicoativa dos psicadélicos. Simultaneamente, ¢ necessario realizar uma
pesquisa exploratoria que permita compreender a forma como os “avangos emocionais”
derivados da terapia assistida por psicadélicos afetam os respetivos resultados

terapéuticos, principalmente em individuos depressivos (Johansen et al., 2022).

Os psicoestimulantes, que incluem os psicadélicos, podem alterar a arquitetura
dendritica, como vimos noutros pontos desta introducdo, e as exposicdes cronicas
podem levar a perda de espinhas dendriticas corticais. Assim, a compreensdo da
plasticidade neural induzida por psicadélicos ¢ crucial para a descoberta de
medicamentos, uma vez que pode ser utilizada como biomarcador de remodelagao
estrutural. Além disso, o papel dos tipos de células nas respostas neurais as substancias
psicadélicas ndo € claro, pois os registos neurofisiologicos foram realizados numa altura

em que a diversidade celular era menos estudada (Kwan et al., 2022).

Para terminar, ¢ de salientar que uma das maiores limitagdes das pesquisas que
envolvem psicadélicos prende-se com o pouco conhecimento atual que temos
relativamente a ligacdo entre as suas agdes neurobioldgicas e os seus efeitos
comportamentais, ndo existindo uma compreensdo dos alvos dos recetores, dos
processos de plasticidade ou dos tipos de células responsaveis pelos efeitos benéficos

dos ensaios clinicos (Kwan et al., 2022).
5. Saccharomyces cerevisiae como modelo para estudos toxicologicos

As leveduras tém sido indispenséveis, nomeadamente, na producdo de pao,
cerveja e vinho, sendo que existe alguma discordincia quanto a fase em que
primeiramente se recorreu a estes seres vivos para a referida produgdo. Por um lado, ha
quem acredite que a sua utiliza¢dao ocorre desde 14 000 — 13 000 a.C. (Vanderwaeren et
al., 2022); por outro lado, pensa-se que as primeiras cervejas tenham sido produzidas na
China por volta de 7 000 a.C. e na Mesopotamia e no Egito por volta de 3 500 — 3 100
a.C. Ja a producao de pao utilizando leveduras apresenta fortes evidéncias que podem
ser datadas de 10 000 a.C. (Nielsen, 2019). Independentemente de quando, de facto, se
iniciou a utiliza¢do de leveduras em processos de producdo de alimentos, a verdade ¢
que ndo ha como negar a importancia destas células para os mesmos. Foi apenas no
século XIX que Louis Pasteur demonstrou o papel essencial das leveduras no processo

de fermentagdo, tendo observado que a formagdo de alcool durante a produgdo de
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cerveja e vinho nao decorria de forma espontanea, mas sim gracas a células vivas que

convertiam os agucares derivados de cereais em etanol e didxido de carbono (Nielsen,

2019; Vanderwaeren et al., 2022).

Um dos primeiros organismos eucariotas a ter o seu genoma completamente
sequenciado e publicado, em 1996, foi a levedura Saccharomyces cerevisiae (Ting et
al., 2023). Tendo sido introduzida como organismo experimental na época de 1930 por
Herschel Roman e colegas, esta ¢ a espécie de levedura mais utilizada atualmente em
estudos fundamentais e como fabrica de células (Gaikani et al., 2024; Nielsen, 2019). Ja
em finais de 1940, os estudos genéticos efetuados por Jjvind Winge e Carl Lindegren

ajudaram a preparar o terreno para adocdo das leveduras como modelo de sistemas

(Gaikani et al., 2024).

Em 1987, foi demonstrado que um mutante de levedura com defeito no ciclo
celular podia ser complementado por um gene humano, o que, por sua vez, demonstrou
a alta conservacdo verificada nos mecanismos de controlo do ciclo celular entre
leveduras e seres humanos (Vanderwaeren et al., 2022). O sucesso da utilizacdo de
leveduras como organismo modelo € atribuido a este elevado grau de conservacdo de
varios processos celulares essenciais entre a levedura e as células humanas — por
exemplo, autofagia, translocacdo e secrecdo de proteinas, degradacdo de proteinas
associadas ao reticulo endoplasmatico, etc. (Nielsen, 2019). Além disso, existem cerca
de 32% de identidade na sequéncia de aminoacidos das proteinas entre a levedura e o
ser humano no genoma completo e também se verifica um elevado grau de conservagao,
pois 47% dos 414 genes da levedura com um ortdlogo humano 1:1 podem ser
substituidos pelos mesmos (Nielsen, 2019; Vanderwaeren et al., 2022). Na verdade,
apesar de estarem separados por cerca de mil milhdes de anos, em termos evolutivos,
mais de um ter¢co do genoma da levedura tem uma parte homdloga no ser humano

(Vanderwaeren et al., 2022).

Os estudos em leveduras utilizam uma abordagem imparcial e os conhecimentos
adquiridos através dos mesmos podem ser transferidos para o ser humano, confirmando
os dados obtidos com recurso a uma abordagem orientada num modelo celular humano

(Yu & Nielsen, 2020). Por exemplo, a S. cerevisiae tornou-se fundamental para estudar
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o metabolismo, a morfologia, a divisdo celular, a secrecao e outras fungdes celulares
essenciais (Gaikani et al.,, 2024). Existem varias caracteristicas da levedura que a
tornam altamente adequada para estudos de biologia de sistemas, nomeadamente a
capacidade para exercer um controlo preciso sobre a composi¢ao dos nutrientes, o fluxo
metabolico e a taxa de crescimento das células. Assim, a analise de conjuntos de dados
multiomicos ¢ facilitada, pois as varidveis referidas sdo eliminadas, melhorando a
qualidade dos dados, ¢ o controlo ortogonal das mesmas permite obter novos

conhecimentos biologicos (Yu & Nielsen, 2020).

Enquanto os trés aspetos-chave da biologia celular — crescimento celular,
metabolismo e expressdo genética — estdo altamente ligados e¢ atuam de forma
concertada para dar origem a fenomenos biolodgicos, o recurso a biologia de sistemas de
leveduras permite dissecar as suas dinamicas e interagcdes através da manipulagdo
cuidadosa das condi¢des experimentais e da andlise de dados. O elevado grau de
conservagdo dos principais processos celulares entre a levedura e as células humanas
permite que os modelos de células humanas (incluindo amostras primarias de doentes)
sejam utilizados de forma mais eficaz em experiéncias de validagdo simples e bem

concebidas (Yu & Nielsen, 2020).

Outras vantagens associadas a utilizacdo de S. cerevisiae como modelo
experimental prendem-se com o facto de estas células serem faceis de cultivar em
condi¢des laboratoriais, pois ndo necessitam de um meio complexo para crescer. Além
disso, as células dividem-se rapidamente, em intervalos de cerca de 90 min, se as
condicdes laboratoriais forem 6timas. Esta divisdo decorre, durante a mitose, através de
um processo em que células filhas mais pequenas e geneticamente idénticas “emergem”

das células mae (Vanderwaeren et al., 2022).

E importante referir que a utilizacdo de leveduras como organismo modelo para
organismos mais complexos apresenta alguns “riscos”, no sentido em que os resultados
nem sempre podem ser traduzidos sem verificacdo. Por exemplo, a maioria dos estudos
com leveduras sdo efetuados em haploides, mas os organismos mais complexos, como ¢é
o caso dos seres humanos, sdo diploides (Vanderwaeren et al., 2022). Outro problema
que se pode verificar na transposi¢do de resultados “leveduras-humanos” consiste no
facto de diferentes tecidos humanos, apesar de terem codigos genéticos semelhantes,

exibirem propriedades anatdmicas e fisiologicas distintas, sendo que ainda nao se
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compreende totalmente os processos bioquimicos especificos e as biomoléculas
associadas que diferenciam varios tecidos, tal como ndo ¢ ainda compreendida a
extensdao a que um organismo unicelular, como ¢ o caso da levedura, pode ser utilizado
como modelo para estes processos dentro de cada tecido (Mohammadi et al., 2015). No
entanto, apesar de pequenos problemas que possam surgir, a levedura mantém-se como
modelo fundamental para uma diversidade de questdes experimentais, como, por
exemplo, desvendar os mecanismos moleculares das proteinas que funcionam na
resposta aos danos no DNA, bem como para explorar melhor a coordenacdo ¢ a

regulacdo da resposta a esses danos (Vanderwaeren et al., 2022).
6. Objetivos e importancia do estudo

O presente trabalho visa contribuir para a compreensao de mecanismos celulares
e moleculares da mescalina e do LSD utilizando como modelo celular leveduras
Saccharomyces cerevisiae. Estas leveduras apresentam mecanismos moleculares e
celulares semelhantes as células humanas, traduzindo-se numa abordagem mais simples
que permite compreender a bioquimica fundamental das células em diferentes
condi¢des. Desta forma, estes seres vivos podem ser utilizados como modelo em
estudos de mecanismos moleculares envolvidos em varias doencas humanas (Ferreira et
al., 2019). Pretende-se, assim, verificar que alteragdes ocorrem nos padrdoes metabolicos
das leveduras quando expostas aos compostos psicadélicos referidos, através da andlise
das alteragdes da taxa de crescimento e do metabolismo celular. As vantagens de utilizar
as leveduras S. cerevisiae, além da sua semelhanga com as células humanas, prendem-se
com o facto de ser possivel implementar metodologias mais rapidas e econdmicas, bem
como com o facto de ser possivel um estudo mais profundo a nivel molecular. Os
resultados deste estudo permitirdo posteriormente desenhar outros estudos em modelos

mais complexos como células humanas ou modelos animais.
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CAPITULO II - MATERIAIS E METODOS

1. Lista de reagentes e materiais
1.1 Reagentes

A base nitrogenada de levedura sem aminoicidos (YNB — Difco™ Yeast
Nitrogen Base without Amino Acids) e o agar (Bacto™) foram adquiridos através da
Quilaban (referéncias: 291940 e 214010, respetivamente). A glucose foi adquirida a
Panreac (referéncia: 143140.1211) e a mistura de aminoacidos (CSM — Complete
Supplement Mixture) foi adquirida a MP Biomedicals (referéncia: 4500-022). O
dimetilsulfoxido (DMSO) foi adquirido a partir da VWR Chemicals (referéncia:
23486.297). O reagente de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetraol (MTT) foi
adquirido a Sigma-Aldrich (referéncia: M5655-1G) e, para o ensaio de quantifica¢do de
adenosina trifosfato (ATP), foi utilizado o ATP Colorimetric Assay Kit, pertencente a

Elabscience® (referéncia: E-BC-K157-S).
1.2 Substincias estudadas

A mescalina (lote: 2-GHB-47-4) e o LSD (lote: 1222287) foram adquiridos
através do LGC GmbH (Louis Pasteur Str. 30, 14943, Luckenwalde, Alemanha).

1.3 Materiais

Os materiais utilizados durante o manuseamento de células foram esterilizados
recorrendo a uma autoclave (MLS-3780, Sanyo), sendo que o ciclo de esterilizagdo
tinha uma duracdo de 15 min a 121°C. A manipulacdo dos materiais foi efetuada em
ambiente estéril, utilizando uma cdmara de seguranga biologica (SafeFAST Classic

212).

As células foram incubadas numa incubadora orbital (Agitorb 200IC,
Norconcessus) e as microplacas numa incubadora orbital de microplacas com
espetrofotometro de ultravioleta (UV) (Biotek ELx 808). Por sua vez, as leituras de
absorvancia a 492 nm efetuadas no decorrer do ensaio do MTT foram realizadas com
recurso a uma incubadora orbital de microplacas com espetrofotdémetro UV distinta

(TECAN, Infinite 200 Pro).
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2. Cultura de células e ensaios de toxicidade

O presente trabalho foi desenvolvido com recurso a células de levedura
Saccharomyces cerevisiae BY4741 Wild Type (WT). As propriedades citotoxicas do
LSD e da mescalina foram investigadas através da avaliacao das curvas de crescimento
celular e da viabilidade celular na presengca de concentragdes crescentes de cada

composto.

2.1 Cultura celular em microplaca de S. cerevisiae para estudo das curvas

de crescimento na presenca de LSD e mescalina

O modelo seguidamente descrito ¢ utilizado no Forensic, Biochemistry and
Toxicology Lab, de acordo com as especificagdes previamente publicadas (Ferreira et
al., 2019). As culturas celulares foram efetuadas recorrendo a microplacas de fundo
plano de 96 pocos. As substincias estudadas foram o LSD e a mescalina, tendo sido
obtidas varias curvas de crescimento com diferentes concentracdes. Cada microplaca foi
preparada utilizando 3 pré-culturas, as quais foram analisadas em triplicado, obtendo-se
um total de 9 replicados para cada concentracdo. A tabela representativa da microplaca

pode ser consultada na Tabela 1.

Tabela 1 — Tabela representativa da microplaca utilizada para a realizagdo das culturas celulares de S.
cerevisiae na presenga de diferentes concentragcdes de composto. Nos espagos em azul, “C” significa
“cultura” e os nimeros 1, 2 e 3 diferenciam as trés culturas utilizadas, que foram analisadas em triplicado.
Na linha B3-B11 foi colocada a cultura controlo e nas linhas C3-C11, D3-D11, E3-E11, F3-F11 e G3-
G11 foram colocadas as culturas contendo os padrdes de mescalina/LSD de 1 a 5, respetivamente, sendo
1 correspondente a concentragdo mais baixa e 5 a concentra¢do mais alta.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 HO0 HO HO0 HO HO H0
B(OWM) H,0 YNB C1 €1 € € € € € € @ Ho0
C(P1) H,O = YNB c1 C1 c1 c2 c2 c2 c3 c3 c3 H,O
D (P2) HO YNB €1 € C1 € € € € € € Ho
E (P3) HO YNB €1 €1 €1 € € (€ € € € Ho
F (P4) H,O YNB €1 € € € €@ € € € € Ho
G (P5) HO YNB €1 € €1 € € € € @ € Ho

H H,0 | H,0 | H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,O | HO HO H,0 H,0

Para a mescalina, foram realizados 3 ensaios, sendo que o leque de

concentragdes das solugdes padrao do primeiro ensaio correspondeu a 10, 25, 50, 75 e
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100 uM; no segundo ensaio, foram utilizadas concentragoes de 20, 50, 100, 150 e 200
uM; no terceiro e ultimo ensaio, utilizaram-se concentracdes de 100, 200, 300, 400 e
500 uM. Para o LSD, foram realizados 3 ensaios, sendo que os padrdes utilizados no
primeiro ensaio apresentavam concentragoes de 10, 25, 50 75 e¢ 100 uM. Para os

restantes ensaios, as concentracoes utilizadas foram de 25, 50, 60, 75 ¢ 100 uM.

O procedimento iniciou-se com a inoculagdo de uma colonia isolada de S.
cerevisiae BY4741 WT em 3 mL de meio YNB (1% base nitrogenada de levedura sem
aminoacidos; 2% glucose; CSM em concentracdo recomendada pelo fornecedor),
seguindo-se uma incubagdo a 30°C com agitacdo orbital de 200 rpm, durante 6 h. Uma
vez que se pretendia obter uma pré-cultura celular cujo valor de densidade dtica a 600
nm (D.O.600nm) inicial correspondesse a 0,002 (=1,67x10° células/mL), o inéculo foi
diluido no mesmo meio apos a realizagdo dos célculos efetuados através da Equagao 1,
a qual também permite que, no dia seguinte, o valor de D.O.s0onm final seja
aproximadamente 0,4 (=3,34x10® células/mL). Os valores 0,002 e 0,4 permitiram obter
culturas em fase de crescimento exponencial. A Equacdo 1 apresenta a relagdo entre os
valores de D.O. inicial e final, bem como os tempos de crescimento e de duplicacdo.
D.O.;i corresponde a concentragdo do indculo, D.O.r a concentragdo pretendida no dia
seguinte, T ao tempo, em horas, do intervalo que vai desde o momento da dilui¢do até a
realizagdo da cultura e Td ao tempo de duplicagdo, também em horas.

DOl— D.O.f

= e Equacio 1

Assim, considerando as condi¢des Td =2 h, T=16 h e D.O.r= 0.4, foi realizada
a diluicdo do indculo, recorrendo a 3 mL de meio YNB. Seguiu-se uma incubacgdo a
30°C com agitacao orbital de 200 rpm, durante 16 h. Uma vez decorrido este intervalo
de tempo, procedeu-se a realizagdo das culturas finais, utilizando o mesmo meio de
cultura e as pré-culturas, sendo o valor de D.O.¢oonm pretendido correspondente a

aproximadamente 0,03 (2,5x10* células/mL).

Depois de efetuados os célculos com recurso a Equagdo 1, foram transferidos os
volumes necessarios de meio YNB, de pré-cultura e de LSD/mescalina em DMSO
(percentagem final de 0,4%) para uma microplaca de 96 pogos, de modo que o volume
final de cada poco correspondesse a 100 pL. A microplaca foi incubada a 30°C e 200

rpm durante 24 h, num leitor de microplacas. A medi¢do do valor de D.O.s00nm foi
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efetuada a cada hora decorrida. Os dados foram recolhidos com recurso ao software de
analise de dados Gene 5. A analise dos resultados teve como base uma representacdo

grafica em dispersao, sendo apresentada a cinética de crescimento em fungdo do tempo.
2.2 Modelo de regressio logistica para adaptacao de ensaios de toxicidade

As curvas de crescimento foram ajustadas a forma padrao da equacao logistica
(Equagdo 2) apds subtracdo do valor minimo, através do pacote growthcurver v.0.2.1

para R v.3.5.0 (Sprouffske & Wagner, 2016).

K
Ny = —f——— Equacio 2
t K—No__r¢ quag
1+(—N0 e
Na equacdo anterior, r corresponde ao valor da taxa de crescimento (h!), No a

biomassa inicial da populagdo e K a biomassa final. O valor do tempo de duplicagdo

(Td, em h) foi calculado a partir da taxa de crescimento, r, utilizando a formula Ln2/r.
3. Spot assay para estudo da sensibilidade celular

As concentragdes testadas no decorrer deste procedimento correspondem as
utilizadas nos ultimos ensaios de cinética de crescimento, ou seja, 100, 200, 300, 400 e
500 uM para a mescalina e 25, 50, 60, 75 ¢ 100 uM para o LSD. Para a realizagdo dos
testes de sensibilidade, foi utilizado o mesmo procedimento descrito em 2.1 até ao passo
em que ¢ realizada a medi¢@o do valor de D.O. apds 16 h de crescimento a 200 rpm e
30°C. De seguida, foi preparada uma microplaca de 96 pocos para cada replicado
biologico, ou seja, cada ensaio procedeu a preparacdo de trés microplacas, utilizando

um récio de diluicdo de 10° a 107, de acordo com o seguinte esquema (Tabela 2):
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Tabela 2 — Tabela representativa da microplaca utilizada para a preparagdo das culturas celulares de S.
cerevisiae para a realizagdo do teste de sensibilidade. Na linha B4-B9 foram efetuadas as diluigdes da
cultura controlo e nas linhas C4-C9, D4-D9, E4-E9, F4-F9 e G4-G9 foram diluidas as culturas contendo
os padrdes de mescalina/LSD de 1 a 5, respetivamente, sendo 1 correspondente a concentragdo mais baixa

¢ 5 a concentragdo mais alta.

1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B (0 uM) 10° | 10t 102 | 10° | 10% | 10°%
C(P1) 100 | 101 102 | 10° @ 10% | 105
D (P2) 100 | 100 102 | 10® | 10 | 10%
E(P3) 100 | 10 102  10° @ 10¢ @ 105
F(P4) 100 | 100 102 | 10® | 10 | 10%
G (P5) 100 | 10 102  10° @ 10¢ @ 105
H

Para que fosse possivel obter o racio de dilui¢ao pretendido, foram adicionados

os seguintes volumes aos respetivos pocos (Tabela 3):

Tabela 3 — Volumes de cultura celular de S. cerevisiae, de meio YNB 2% glucose e de composto
adicionados a cada poco, de modo a obter as dilui¢gdes pretendidas.

Dilui¢oes

Sem composto

100 pL pipetados diretamente do

Com composto
99,6 uL pipetados diretamente do

10° replicado biolégico para 0 pogo replicado bioldgico para o poco + 0,4
uL de composto
10 puL pipetados diretamente do 10 puL pipetados diretamente do
107! replicado bioldgico para o poco  replicado biologico para o pogo + 89,6
+ 90 puL de meio YNB 2% pL de meio YNB 2% glucose + 0,4 pL
glucose de composto
1 uL pipetado a partir do poco 1 pL pipetado a partir do pogo anterior
102 anterior (107') + 109 uL de meio  (107") + 108,6 pL de meio YNB 2%
YNB 2% glucose glucose + 0,4 uLL de composto
10 uL pipetado a partir do pogo 10 uL pipetado a partir do pogo
10 anterior (10) + 100 pL de meio = anterior (10%) + 99,6 uL de meio YNB
YNB 2% glucose 2% glucose + 0,4 uL de composto
10 pL pipetado a partir do poco 10 pL pipetado a partir do pogo
10 anterior (10%) + 100 pL de meio ~ anterior (10%) + 99,6 uL de meio YNB
YNB 2% glucose 2% glucose + 0,4 uLL de composto
10 uL pipetado a partir do pogo 10 uL pipetado a partir do pogo
107 anterior (10%) + 90 uL de meio  anterior (10*) + 89,6 uL de meio YNB

YNB 2% glucose

2% glucose + 0,4 L de composto
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Uma vez preparadas as microplacas, com recurso ao objeto apresentado na
Figura 4 (A e B), foram transferidas as culturas diluidas para uma placa de Petri de 50
mL contendo meio YNB 2% glucose agar. As placas foram colocadas na estufa a 30°C,

durante 3 dias.

A

Figura 4 — Instrumento utilizado para a transferéncia das culturas diluidas a partir de uma microplaca de
96 pogos para uma placa de Petri de 50 mL contendo meio YNB 2% glucose agar.

4. Ensaio MTT para estudo da viabilidade celular

O ensaio MTT baseia-se na redugao, por células viaveis, do sal amarelo brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, resultando na formacdo de cristais
violeta de formazano. Para a realizagdo deste ensaio, foram utilizadas as concentragdes
de 0, 100, 200, 300, 400 e 500 uM para a mescalina e de 0, 25, 50, 60, 75 ¢ 100 uM
para o LSD. A solucdo de MTT foi preparada numa concentragdo de 5 mg/mL em agua

desionizada.

Tal como no ensaio de crescimento celular, este protocolo iniciou-se com a
inoculagdo de colénias de BY4741 WT em meio YNB 2% glucose, seguindo-se as
incubagdes de 6 h e de 16 h, ja mencionadas em 2.1. Depois do célculo para saber quais
os volumes de cultura a transferir para os erlenmeyers, estes foram incubados a 30°C e
100 rpm. Cada substancia foi sujeita a quatro ensaios distintos, uma vez que se
pretendia a recolha de leveduras em diferentes fases de crescimento. Assim, as recolhas
foram realizadas 1 h e 30 min (fase de crescimento inicial), 4 h (fase exponencial), 7 h
(fase médio-exponencial) e 24 h (fase estaciondaria) apds o inicio do crescimento. A
densidade otica foi medida em cada recolha efetuada. Na fase de crescimento inicial,
foram recolhidos 1500 pL, nas fases exponenciais foram recolhidos 1000 pL e na fase
estacionaria foram recolhidos 500 pL, seguindo-se uma centrifugacdo a 11200 g

durante 3 min. A recolha de diferentes volumes serve para compensar o crescimento das

Pagina 50 de 84



Capitulo IT — Materiais e Métodos

culturas, ou seja, serve para que nao haja diferengas no niumero de células analisado.
Prosseguiu-se com uma lavagem recorrendo a agua desionizada fria, seguida de uma
ressuspensdao em 100 pL de dgua, aos quais foram adicionados 10 pL de solugdo MTT.
Depois desta preparagdo, os tubos foram incubados no escuro durante 3 h, a uma
temperatura de 30°C e com agitacao orbital de 100 rpm. Uma vez decorridas as 3 h de
incubagdo, foram efetuadas uma nova centrifugacdo a 4032 g durante 3 min ¢ uma nova
ressuspensao em 100 pL. de DMSO. Por fim, realizou-se a medi¢do da reducdo do MTT

num comprimento de onda de 492 nm, recorrendo a um leitor de microplacas.

De forma a garantir que o ensaio decorria como esperado, foi também preparado
e analisado um controlo positivo. Assim, foi utilizada uma solu¢do de Dodecil Sulfato
de Sodio (SDS) a 5% (V/V), uma vez que, em estudos anteriores, ja foi verificada uma
perda de viabilidade celular entre os 85 e os 90% na presenca deste composto em

leveduras S. cerevisiae (Valério et al., 2020).

Os valores do MTT reduzido foram calculados através da normaliza¢do dos
valores obtidos para a absorvancia pelo maximo (controlo negativo) e pelo minimo
(controlo positivo), recorrendo a Equacdo 3, em que A corresponde a amostra (culturas
de levedura contendo mescalina/LSD), CN corresponde ao controlo negativo (culturas
de levedura sem adi¢do de qualquer composto) e CP corresponde ao controlo positivo
(culturas de levedura contendo SDS a 5% (V/V)).

_ A—CN
~ CP—CN

Equacio 3

5. Quantificacdo de ATP para estudo da atividade metabdlica

Para quantificar o ATP, recorreu-se ao ATP Colorimetric Assay Kit da
Elabscience®, cujo principio de detegdo tem por base a catalise do ATP e da creatina,
realizada pela creatina quinase, sendo produzido fosfato de creatina, que ¢ detetado por
colorimetria do 4cido fosfomolibdico. Este ensaio foi efetuado utilizando as
concentragdes de 0, 100 e 500 uM no caso da mescalina e de 0, 25 e 100 uM no caso do

LSD.

Mais uma vez, este protocolo comegou pela inoculagdo de colonias de BY4741
WT em meio YNB 2% glucose, seguindo-se as incubagdes de 6 h e de 16 h,

mencionadas em 2.1. Apdés o calculo de volumes a transferir para novos falcons,
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procedeu-se a uma incubacao de 7 h, a 30°C e 200 rpm. Desta forma, a recolha de 1500
uL de amostra foi realizada na fase de crescimento médio-exponencial, a qual se seguiu
uma centrifugacdo a 12 100 g e 4°C, durante 5 min e uma lavagem com agua
desionizada. Apds o descarte do sobrenadante, os sedimentos celulares foram
imediatamente congelados em azoto liquido até ao dia seguinte. O protocolo prosseguiu
com a ressuspensao dos sedimentos celulares, utilizando a buffer solution cedida pelo
kit. A lise celular foi realizada recorrendo a um volume idéntico de esferas de vidro,
através de 5 etapas consecutivas de agitagdo em vortex (15 s) e refrigeragao em gelo.
Para que fosse possivel separar os sedimentos celulares e as esferas de vidro do
sobrenadante, foi efetuada uma centrifugagdo a 12 100 g e 4°C, durante 2 min. A
quantificagdo de ATP prosseguiu de acordo com as instru¢des fornecidas no kit. O
calculo da concentragao de ATP foi efetuado de acordo com a Equagdo 4, considerando
uma massa de amostra correspondente a 1 g, em que ¢ corresponde a concentragdo do
padrdo (1 mmol/L), m corresponde ao peso liquido de amostra, V; corresponde ao
volume utilizado de solugdo de extracdo durante o pré-tratamento da amostra e f

corresponde ao fator de diluigao.

D.O. -D.O. m ~
ATP (mmol /kg) = —=anestra——controlo 5 ¢ % — x f Equagio 4
D-O-padrio_D-O-branco 41
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Capitulo III — Resultados e Discussido

CAPITULO III - RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Curvas de crescimento celular

O presente trabalho pretendia avaliar a curva de crescimento celular de leveduras
S. cerevisiae BY4741 WT na presenca de diferentes concentragdes de mescalina e de
LSD. Dada a baixa solubilidade dos referidos compostos em 4gua, foi utilizado DMSO
como solvente, de forma a permitir a solubilizacdo das moléculas no meio em contacto
com as cé¢lulas. O DMSO ¢ um solvente organico anfipatico que possui a capacidade de
dissolver varios compostos organicos e inorganicos, sendo que ja foram efetuados
estudos que indicam que a utilizagdo de baixas percentagens deste solvente, por norma
até¢ 0,4% (V/V), ndo implica uma toxicidade significativa para as células (Kakolyri et
al., 2016; Sadowska-Bartosz et al., 2013). Assim, a percentagem de DMSO utilizada
neste estudo foi exatamente de 0,4% (V/V), estando de acordo com os protocolos ja
instituidos no Forensic, Biochemistry and Toxicology Lab da Egas Moniz School of
Health and Science. Nao obstante, de forma a garantir que este solvente nao afetaria os
resultados dos ensaios pretendidos, foram realizadas duas curvas de crescimento num

ensaio comum, com e sem adigdo de DMSO — Figura 5.

BY4741 WT without DMSO BY4741 WT with DMSO

Optical Density (600 nm)

==

a 5 10

( 15 20 25 [ 5 10
Time (hours)

[ 15
Time (hours)

Figura 5 — Curvas de crescimento celular de S. cerevisiae BY4741 WT na auséncia (a esquerda) e na
presenga (a direita) de DMSO a 0,4% (V/V). O eixo YY corresponde ao valor de densidade 6tica, medida
a 600 nm, e o eixo XX corresponde ao tempo, em horas.

A andlise visual das curvas de crescimento acima representadas ndo aparenta
demonstrar diferencas entre a curva controlo (sem DMSO) e a curva onde foi
adicionado DMSO a cultura celular. No entanto, ¢ necessario verificar os pardmetros
associados as curvas de crescimento. Na Tabela 4, sdo demonstrados os valores de
tempo de duplicagdo (Td), taxa de crescimento (r) e biomassa final (K) obtidos para as
curvas de crescimento de levedura na auséncia e na presenca de DMSO. Estes valores

foram calculados com recurso a Equagdo 2, apresentada no ponto 2.2 do Capitulo II,
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que permitiu efetuar o ajuste dos dados cinéticos dos crescimentos das leveduras na

presenca e na auséncia de DMSO.

Tabela 4 — Valores obtidos para o tempo de duplicagdo (Td), para a taxa de crescimento (r) e para a
biomassa final (K) das curvas de crescimento representadas na Figura 5.

C (% VIV) Td (min) r (h') K (D.0.600nm)
0 75,0 0,553 £ 0,006 0,510+ 0,001
0,4 76,8 0,540 +0,010 0,484 + 0,002

Os parametros obtidos mostram diferengas muito ligeiras entre os tempos de
duplicacdo e as taxas de crescimento. Apesar da diferenca ser diminuta, ocorre um
ligeiro impacto negativo no valor de biomassa final. Como este valor ¢ o resultado do
crescimento celular durante 24 horas, qualquer diferenca, mesmo sendo ligeira, na taxa

de crescimento tera diferengas potencialmente significativas na biomassa final.

Foram efetuadas trés curvas de crescimento de células de levedura S. cerevisiae
BY4741 WT na auséncia e na presenca de mescalina, sendo as concentragdes testadas
de 0 (controlo negativo), 10, 25, 50, 75 e 100 uM no primeiro ensaio; 0, 20, 50, 100,
150 e 200 uM no segundo ensaio e 0, 100, 200, 300, 400 e 500 uM no terceiro ensaio.
As Figuras 6, 7 e 8 correspondem as curvas de crescimento obtidas para os referidos

ensaios, respetivamente.
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Figura 6 — Curvas de crescimento celular de S. cerevisiae BY4741 WT na auséncia (identificado como
BY4741 WT) e na presenca de diferentes concentragdes de mescalina (10, 25, 50, 75 e 100 pM) — ensaio
1. O eixo YY corresponde ao valor de densidade o6tica, medida a 600 nm, e o eixo XX corresponde ao
tempo, em horas.

A anélise visual dos gréaficos correspondentes ao primeiro ensaio efetuado com
concentragdes de 0, 10, 25, 50, 75 e 100 uM de mescalina permite aferir que ndo
existem diferencas entre a biomassa final de cada curva, uma vez que todas apresentam
uma fase estaciondria com valores de densidade 6tica proximos de 0,5. A escolha do
intervalo de concentragdes utilizadas neste primeiro ensaio foi feita de acordo com
aquelas ja instituidas no protocolo em questdo. No entanto, a dose necessaria para
produzir efeitos €, normalmente, mais elevada para a mescalina do que para outros
compostos com ac¢do psicofarmacoldgica. Por este motivo, foi realizado um segundo
ensaio, no qual se procedeu ao aumento das concentragdes das solucdes padrdo, no
sentido de perceber se a substancia em estudo nao afeta o crescimento das células ou se,
no primeiro ensaio, ndo se verificaram alteragdes devido ao uso de baixas

concentragoes.
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Figura 7 — Curvas de crescimento celular de S. cerevisiae BY4741 WT na auséncia (identificado como
BY4741 WT) e na presencga de diferentes concentragdes de mescalina (20, 50, 100, 150 e 200 uM) —
ensaio 2. O eixo YY corresponde ao valor de densidade 6tica, medida a 600 nm, e o eixo XX corresponde

ao tempo, em horas.

Avaliando visualmente as curvas de crescimento presentes na Figura 7, os

valores de densidade oOtica atingidos na fase estacionaria aparentam ser semelhantes

para as curvas de controlo e de 20, 50 e 100 uM. Por outro lado, para os graficos em

que a concentracdo de mescalina corresponde a 150 e 200 pM, parece existir uma

ligeira diminui¢@o destes valores no decorrer da fase estaciondria.

Foi realizado um terceiro ensaio onde, mais uma vez, se recorreu ao aumento das

concentragdes das solucdes padrao, com o pretexto de confirmar se ocorrem diferengas

nos crescimentos utilizando solu¢des de mescalina mais concentradas.
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Figura 8 — Curvas de crescimento celular de S. cerevisiae BY4741 WT na auséncia (identificado como
BY4741 WT) e na presenca de diferentes concentragdes de mescalina (100, 200, 300, 400 e 500 pM) —
ensaio 3. O eixo YY corresponde ao valor de densidade 6tica, medida a 600 nm, e o eixo XX corresponde
ao tempo, em horas.

Visualmente, observa-se que as fases estaciondrias obtidas para os seis
crescimentos do ensaio realizado com concentragdes de 0, 100, 200, 300, 400 e 500 uM
de mescalina atingiram valores de densidade dtica muito proximos, o que podera ser
uma indica¢do de que nenhuma das concentracdes de mescalina afetou o ciclo de vida

das leveduras.

A andlise visual de graficos ndo ¢ a forma mais fiavel de se interpretar qualquer
resultado, principalmente em casos como o que aqui se verifica, em que as curvas de
crescimento se apresentam muito semelhantes, dificultando, ou até mesmo

impossibilitando, a distingao.

Na Tabela 5, sdo demonstrados os valores de tempo de duplicacdo (Td), taxa de
crescimento (1) e biomassa final (K) obtidos para as curvas de crescimento de levedura

na auséncia e na presenca de mescalina. Estes valores foram calculados com recurso a
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Equagao 2, apresentada no ponto 2.2 do Capitulo II, que permitiu efetuar o ajuste dos
dados cinéticos dos crescimentos das leveduras na presenca e na auséncia de mescalina.
Tabela 5 — Valores obtidos para o tempo de duplicagdo (Td), para a taxa de crescimento (r) e para a

biomassa final (K) das curvas de crescimento de S. cerevisiae BY4741 WT na presenca de concentragdes
crescentes de mescalina (representadas nas Figuras 6, 7 e 8, que correspondem aos ensaios 1, 2 e 3,

respetivamente).

Ensaio C (uM) Td (min) r (h) K (D.0O.600nm)
0 74,4 0,559 £ 0,007 0,477 £ 0,001

10 72,0 0,577 £ 0,005 0,450 £ 0,001

| 25 73,2 0,567 £ 0,005 0,469 + 0,001
50 84,6 0,492 + 0,004 0,494 £ 0,001

75 78,0 0,531 £0,007 0,469 + 0,001

100 82,8 0,501 £ 0,006 0,476 £ 0,001

0 69,6 0,596 + 0,009 0,560 + 0,001

20 72,6 0,570 £ 0,012 0,554 + 0,002

5 50 72,6 0,572 £0,012 0,555 +0,002
100 79,8 0,522 + 0,008 0,565 + 0,001

150 73,2 0,568 £0,012 0,547 + 0,002

200 78,6 0,530+0,010 0,553 +£ 0,002

0 85,2 0,487 £ 0,006 0,482 + 0,001

100 84,0 0,497 + 0,008 0,465 + 0,001

3 200 84,0 0,495 + 0,008 0,475 + 0,001
300 94,2 0,440 £ 0,007 0,490 + 0,002

400 87,0 0,479 + 0,008 0,475 £ 0,002

500 95,4 0,437 £ 0,005 0,493 £ 0,001

A obteng¢do dos valores presentes na tabela anterior permitiu tragar graficos onde
¢ possivel observar visualmente a variagdo dos parametros de tempo de duplicagdo e de
biomassa final de cada ensaio efetuado com mescalina. Estes graficos podem ser

consultados na Figura 9.
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Figura 9 — Variacdes graficas das constantes K (2 esquerda) e Td (a direita) correspondentes as curvas de
crescimento apresentadas nas Figuras 6, 7 e 8 (ensaios 1, 2 e 3, respetivamente).

Os valores obtidos para os parametros referentes as curvas de crescimento
efetuadas com mescalina revelam algumas diferencgas entre a curva controlo de cada
ensaio e as respetivas curvas com adi¢cdo de diferentes concentragdes de mescalina. No
caso do primeiro ensaio, verifica-se um aumento de Td, sendo que K se mantém
relativamente semelhante, excetuando nas concentracdes de 10 e 50 uM, onde houve
uma diminuicdo € um aumento substancial, respetivamente, de biomassa final. No
segundo ensaio, em termos de Td, verificam-se diferencas entre a curva controlo e todas
as concentracOoes de mescalina testadas, salientando-se uma diferenca mais acentuada
relativamente as concentragdes de 100 e 200 uM. Por sua vez, os valores de biomassa
final mantém-se constantes. Por fim, os valores do terceiro ensaio demonstram
diferengas entre o controlo e as concentragdes de 300 e 500 uM, tendo-se verificado um
aumento de Td. Os valores de K, por sua vez, apresentam aumentos ligeiros para as
concentragdes de 300 e 500 uM e uma diminuigdo ligeira no caso da concentracao de

100 uM. E possivel verificar, olhando para os trés ensaios em conjunto, que as
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concentragdes de 75, 150 e 400 uM de mescalina ndo mantém a tendéncia que se

observa nas concentragdes imediatamente inferiores e superiores as mesmas. Assim, €

provavel que tenha ocorrido alguma falha de equipamento, uma vez que estas amostras,

apesar de pertencentes a diferentes ensaios, foram posicionadas nos mesmos pocos, de

acordo com o esquema apresentado na Tabela 1. Fica, assim, destacada a importancia de

avaliar os parametros associados aos crescimentos celulares, pois, apesar da analise

visual indicar, aparentemente, que nao ha diferencas, a andlise do tempo de duplicacdo e

da biomassa final permitiu averiguar o contrario.

Nas Figuras 10, 11 e 12, estdo dispostas as curvas de crescimento de células de

levedura obtidas na auséncia e na presenca de LSD, com as concentracdes de 0

(controlo negativo), 10, 25, 50, 75 e 100 uM para a Figura 10 e de 0, 25, 50, 60, 75 ¢

100 uM para as Figuras 11 e 12.
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Figura 10 — Curvas de crescimento celular de S. cerevisiae BY4741 WT na auséncia (identificado como
BY4741 WT) e na presenga de diferentes concentragdes de LSD (10, 25, 50, 75 ¢ 100 uM) — ensaio 1. O
eixo Y'Y corresponde ao valor de densidade o6tica, medida a 600 nm, e o eixo XX corresponde ao tempo,

em horas.
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Avaliando visualmente os graficos da Figura 10, aparentemente, ndo existem
diferengas entre a biomassa final das curvas, excetuando as curvas cuja concentraciao
utilizada corresponde a 75 ¢ a 100 uM. Ambas as curvas referidas apresentam uma
diminui¢do da biomassa final, pois os valores de densidade oOtica da fase estacionaria
encontram-se proximos de 0,5, enquanto, nas restantes curvas, os valores sao
relativamente superiores a 0,6. Uma vez que a diferenca ocorre entre as concentragdes
de 50 e 75 uM, foi efetuado um novo ensaio utilizando uma concentragdo intermédia de

60 uM, tendo sido descartada a concentragao de 10 uM.
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Figura 11 — Curvas de crescimento celular de S. cerevisiae BY4741 WT na auséncia (identificado como

BY4741 WT) e na presenga de diferentes concentragdes de LSD (25, 50, 60, 75 e 100 uM) — ensaio 2. O

eixo YY corresponde ao valor de densidade o6tica, medida a 600 nm, e o eixo XX corresponde ao tempo,
em horas.

Na Figura 11, ndo se verifica diminuicdo da biomassa final em nenhuma das
curvas de crescimento, pois todos os valores de densidade otica da fase estacionaria

estao proximos de 0,5. A discordancia verificada entre ambos os ensaios para as curvas
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de 75 e 100 uM foi o motivo pelo qual se efetuou um terceiro ensaio, utilizando as

mesmas concentragdes do segundo.
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Figura 12 — Curvas de crescimento celular de S. cerevisiae BY4741 WT na auséncia (identificado como
BY4741 WT) e na presenca de diferentes concentragdes de LSD (25, 50, 60, 75 ¢ 100 uM) — ensaio 3. O
eixo Y'Y corresponde ao valor de densidade 6tica medida a 600 nm e o eixo XX corresponde ao tempo em
horas.

As curvas de crescimento obtidas apds a realizagdao do terceiro ensaio com LSD
demonstram, tal como no primeiro ensaio, uma diminui¢ao da biomassa final nas curvas
de 75 e 100 puM, ja que os valores de D.O.s00nm de ambas se encontram abaixo de 0,5, ao

contrario das restantes, onde estes valores sdao superiores a 0,6.

Mais uma vez, torna-se necessario recorrer a avaliacdo dos parametros
associados as curvas de crescimento para que seja possivel efetuar, ou ndo, uma
distincdo entre os ensaios. Assim, na Tabela 6, apresentam-se os valores de tempo de
duplicagdo (Td), taxa de crescimento (1) € biomassa final (K) obtidos para as curvas de
crescimento de levedura na auséncia e na presenca de LSD. Estes valores foram

calculados com recurso a Equagdo 2, apresentada no ponto 2.2 do Capitulo II, que
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permitiu efetuar o ajuste dos dados cinéticos dos crescimentos das leveduras na

presenca e na auséncia de LSD.

Tabela 6 — Valores obtidos para o tempo de duplicagdo (Td), para a taxa de crescimento (r) e para a
biomassa final (K) das curvas de crescimento de S. cerevisiae BY4741 WT na presenca de concentragdes
crescentes de LSD (representadas nas Figuras 10, 11 e 12, que correspondem aos ensaios 1, 2 e 3,
respetivamente).

Ensaio C (uM) Td (min) r (h') K (D.0O.600nm)
0 84,0 0,494 £ 0,011 0,632 + 0,002

10 90,6 0,459 +£ 0,013 0,617 £0,003

| 25 88,8 0,469 + 0,012 0,638 +£0,003
50 105,0 0,397 £ 0,013 0,642 + 0,004

75 85,2 0,489 £0,017 0,463 + 0,003

100 84,0 0,494 £ 0,010 0,447 + 0,002

0 76,8 0,540 £ 0,011 0,469 £+ 0,002

25 74,4 0,559 + 0,009 0,436 £ 0,001

5 50 76,2 0,546 £0,010 0,448 + 0,001
60 88,2 0,472 £ 0,007 0,471 £ 0,001

75 82,2 0,505 +£0,011 0,457 £ 0,002

100 91,2 0,455 + 0,006 0,471 £ 0,001

0 64,8 0,644 + 0,027 0,578 £ 0,003

25 67,2 0,618 +£ 0,030 0,578 £ 0,004

3 50 59.4 0,698 £ 0,021 0,537 £ 0,002
60 72,6 0,573 £ 0,009 0,530 + 0,001

75 70,8 0,588 + 0,007 0,504 £ 0,001

100 76,2 0,546 + 0,007 0,516 £ 0,001

Tal como para a mescalina, foram também tracados graficos de acordo com os
valores presentes na Tabela 6, onde ¢ possivel observar visualmente a variacdo dos
parametros de tempo de duplicacdo e de biomassa final de cada ensaio efetuado com

LSD. Estes graficos podem ser consultados na Figura 13.
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Figura 13 — Variagoes graficas das constantes K (a esquerda) e Td (a direita) correspondentes as curvas de
crescimento apresentadas nas Figuras 10, 11 e 12 (ensaios 1, 2 e 3, respetivamente).

Os valores obtidos para os parametros correspondentes as curvas de crescimento
realizadas com LSD apresentam certas diferencas entre a curva controlo de cada ensaio
e as respetivas curvas efetuadas com diferentes concentracoes de LSD. No primeiro
ensaio, verifica-se um ligeiro aumento de Td na concentracdo de 10 uM e um aumento
notorio na concentra¢do de 50 uM. O valor de K mantém-se mais ou menos constante
até atingir as concentracdes de 75 e 100 M, onde ocorreu um decréscimo significativo
de biomassa final. No segundo ensaio, em termos de Td, verificam-se diferencas entre a
curva controlo e as concentragdes de 60, 75 e 100 uM. Por sua vez, os valores de
biomassa final mantém-se relativamente semelhantes, apesar de serem observadas
pequenas variagdes. Finalmente, no terceiro ensaio, verificam-se diferencas entre a
curva controlo e trés concentragdes mais elevadas, sendo que os valores de Td
aumentaram com o aumento da concentracdo. Em relacdo aos valores de K, estes

apresentam um decréscimo a partir da concentracao de 50 pM.
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2. Spot assay — teste de sensibilidade celular

O ensaio de sensibilidade celular permitiu testar a suscetibilidade das células de
levedura quando sujeitas a diferentes concentragdes dos compostos em estudo, neste
caso, LSD e mescalina. Este ensaio pressupde uma avaliacdo meramente qualitativa,
uma vez que a sensibilidade celular ¢ avaliada através da observagao macroscopica
entre as células-controlo e as células incubadas com LSD e mescalina. O tempo de
incubag¢do de 3 dias foi escolhido devido ao facto de ser o tempo necessario para que as

leveduras apresentem colonias adequadas para avalia¢do visual.

Na Figura 14 ¢ possivel verificar os resultados do crescimento dos trés

replicados de S. cerevisiae BY4741 WT com a adi¢do de mescalina.
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Figura 14 — Resultados do teste de sensibilidade celular efetuado para os replicados biologicos 1,2 e 3 (da
esquerda para a direita) de células de levedura S. cerevisiae BY4741 WT na presenca de diferentes
concentragdes de mescalina, para diferentes diluigdes.

Primeiramente, ¢ de destacar que a quantidade de coldnias presentes na diluigao
10° do primeiro replicado bioldgico é inferior ao esperado, o que pode ser explicado
pela recolha de pouco liquido a partir das culturas presentes nos pogos da microplaca.
Nao obstante, ¢ possivel observar que nenhuma das concentracdes levou a uma inibigao

do crescimento celular, a semelhanca do que se verifica nos restantes replicados.

Na Figura 15 s@o apresentados os resultados do crescimento dos trés replicados

de S. cerevisiae BY4741 WT com a adi¢ao de LSD.
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Figura 15 — Resultados do teste de sensibilidade celular efetuado para os replicados biologicos 1,2 e 3 (da
esquerda para a direita) de células de levedura S. cerevisiae BY4741 WT na presenca de diferentes
concentragdes de LSD, para diferentes diluigdes.

No caso do LSD, os resultados apontam para a ndo-toxicidade desta substancia,
uma vez que em nenhum dos replicados bioldgicos se verifica sensibilidade celular por

parte das leveduras a qualquer concentragdo do composto em causa.
3. Estudo da viabilidade celular através da reducao de MTT

Tal como referido no ponto 4 do Capitulo II, este ensaio baseia-se na redugao,
por células viaveis, do sal amarelo MTT, resultando na formagdo de cristais violeta de
formazano. Pretende-se, entdo, medir a viabilidade celular, de forma indireta, através da
atividade mitocondrial das células, uma vez que o sal ¢ reduzido por enzimas presentes
nas mitocondrias. Na verdade, sabe-se que a quantidade de formazano gerada por cada
célula depende do nivel de metabolismo energético mitocondrial e que células ativas

produzem mais formazano do que células inativas (Sanchez & Konigsberg, 2006).

Foram efetuados ensaios para cada substancia em estudo, utilizando todas as
concentragdes presentes nas ultimas curvas de crescimento, ou seja, foram utilizadas as
concentracgdes de 0, 100, 200, 300, 400 e 500 uM e de 0, 25, 50, 60, 75 e 100 uM para a
mescalina e para o LSD, respetivamente. Para cada ensaio, foram obtidos resultados em
diferentes fases de crescimento celular, nomeadamente, na fase inicial de crescimento (1
h e 30 min), na fase exponencial (4 h), na fase médio-exponencial (7 h) e na fase
estaciondria (24 h), com o objetivo de perceber as diferengas de redugao de MTT ao

longo do crescimento das células sujeitas a diferentes concentragcdes de mescalina e

LSD.

Na Figura 16, sao apresentados os graficos, em formato box plot, obtidos para

cada fase de crescimento celular na presenca das diferentes concentragdes de mescalina
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estudadas. Os valores da reducao de MTT foram normalizados através da densidade
celular das amostras. Os resultados apresentados foram calculados considerando o
controlo negativo (concentragdo de 0 pM) como aquele cuja percentagem de MTT

reduzido corresponde a 100%.
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Figura 16 — Representagao grafica, em box plot, do MTT reduzido em cada fase de crescimento ao longo
das diferentes concentragdes de mescalina testadas. O eixo XX corresponde a concentragao de mescalina
(em uM) e o eixo Y'Y corresponde ao valor de MTT reduzido (em percentagem).

(*p <0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001)

Na fase inicial de crescimento, correspondente a 1 h e 30 min, verifica-se uma
ligeira tendéncia no aumento da redu¢do de MTT a medida que aumenta a concentragdo

de mescalina. Uma vez que o aumento do valor de MTT reduzido decorre do aumento

da funcdao mitocondrial, pode aferir-se que a atividade da cadeia respiratoria da
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mitocondria aumentou. Quanto a variabilidade dos dados, ¢ possivel observar que os
intervalos interquartis de todas as concentragdes sdo semelhantes e, portanto,
consistentes, com exce¢do da concentracdo de 300 uM, onde hd um ligeiro aumento do
intervalo. Os outliers presentes neste grafico sdo casos isolados que ndo afetam a
tendéncia geral da reducdo de MTT e que podem ter ocorrido devido a erros
experimentais ou varia¢des naturais. No entanto, ndo deve ser descartada a hipotese de
que o outlier obtido para a concentragdo de 500 uM podera ser uma indicagdo de uma
certa vulnerabilidade, em relacdo a mescalina, por parte de algumas subpopulagdes de
leveduras. Foi, ainda, efetuado um teste ANOVA simples que permitiu verificar que
existem diferencgas significativas da concentragao de 100 uM para as concentragdes de

300 uM (p < 0,05), 400 pM (p < 0,001) e 500 pM (p < 0,01).

Na fase exponencial de crescimento, correspondente a 4 h, a percentagem da
reducdo de MTT mantém-se estavel, havendo apenas uma ligeira diminui¢do na
concentragdo de 400 uM, o que indica uma atividade mitocondrial constante e
independente da concentragdo de mescalina, que podera ser derivada de uma adaptagdo
das células a mesma. Neste grafico, a variabilidade dos dados apresenta-se menor do
que no grafico box plot obtido para a fase inicial de crescimento, sendo visivel que os
intervalos interquartis sao mais reduzidos, com excec¢do das concentragdes de 100 e 200
UM, cujos intervalos se mantém idénticos aos do grafico acima. Neste caso, observa-se
um ligeiro aumento do numero de outliers, sendo bastante provavel que tenham
ocorrido erros experimentais durante a manipulagdo das amostras provenientes desta
recolha. Uma vez que existem outliers abaixo do intervalo interquartil nas duas
concentracdes mais elevadas de mescalina, ¢ possivel que, tal como referido
anteriormente, algumas subpopulagdes de leveduras tenham ficado vulneraveis a
substancia em causa. O teste ANOVA simples permitiu confirmar a existéncia de
diferencas significativas entre as concentracdes de 100 e 400 uM (p < 0,01), entre 300 e

400 uM (p <0,01) e entre 400 e 500 uM (p < 0,05).

Na fase de crescimento médio-exponencial, correspondente a 7 h, observa-se
uma tendéncia, até 300 pM, para a diminui¢do do MTT reduzido, que, a partir de 400
UM, volta a estabilizar em valores semelhantes aos de 200 uM. Assim, fica claro que a
atividade mitocondrial variou consideravelmente durante esta fase de crescimento. A
variabilidade dos dados ¢ ligeiramente superior nesta fase de crescimento e foram

obtidos dois outliers. Tendo estes dois fatores em consideragdo, ¢ possivel aferir que a
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adaptacao das leveduras a mescalina nao decorreu de forma uniforme em todas as
subpopulagdes, ja que, no geral, existe uma quantidade significativa de valores
diferentes de MTT reduzido dentro de cada concentracdo. Apenas se verificou uma
diferenca significativa entre as concentragdes de 100 e 300 uM (p < 0,001), de acordo

com o teste ANOVA simples.

Por ultimo, na fase estaciondria, correspondente a 24 h, a estabilidade da
viabilidade celular ¢ bastante notéria, uma vez que, ndo so6 todos os intervalos
interquartis se apresentam significativamente reduzidos e consistentes, como se verifica
uma proximidade do valor da mediana em todas as diferentes concentracdes de
mescalina. Verifica-se, ainda, que a viabilidade celular aumentou relativamente ao
controlo (cuja percentagem de viabilidade é de 100%) para todas as concentragdes
testadas. Verifica-se a ocorréncia de um outlier que podera ser derivado da
vulnerabilidade das células a concentragdo de 500 uM e, ainda, um outlier que podera
ser derivado da resisténcia das células a concentragdo de 100 uM, sendo que os
restantes outliers presentes no grafico sdo casos isolados, provenientes de erros

experimentais ou de variagdes naturais.

Avaliando os graficos no seu todo, verifica-se que a reducao de MTT através da
cadeia respiratéria aumentou ao longo do tempo, sendo que, para todas as
concentragoes, os valores percentuais de MTT reduzido rondam os 110% na fase final

de crescimento.

Na Figura 17, apresentam-se os graficos, em formato box plot, obtidos para cada
fase de crescimento celular na presenca das diferentes concentracdes de LSD estudadas.
Os valores da redugao de MTT foram normalizados através da densidade celular das
amostras. Os resultados apresentados foram calculados considerando o controlo
negativo (concentragdo de 0 pM) como aquele cuja percentagem de MTT reduzido

corresponde a 100%.
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Figura 17 — Representagdo grafica, em box plot, do MTT reduzido em cada fase de crescimento ao longo
das diferentes concentragdes de LSD testadas. O eixo XX corresponde a concentragdo de mescalina (em
UM) e o eixo Y'Y corresponde ao valor de MTT reduzido (em percentagem).

(*p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001)

O grafico obtido para a fase inicial de crescimento (1 h e 30 min) apresenta uma
tendéncia para o aumento da redu¢do de MTT a medida que a concentragdo de LSD
aumenta até 75 uM. Tal como se verificou na fase inicial de crescimento obtida para a
mescalina, esta tendéncia sugere um aumento da atividade mitocondrial. Em termos de
variabilidade dos dados, as caixas apresentam variagdes relativamente distintas,
principalmente para a concentragdo de 50 uM, onde se observa a maior variabilidade, e
para a concentragdao de 100 uM, cuja variabilidade ¢ a menor. Tendo sido obtido apenas
um outlier, o mesmo ¢ considerado como um caso isolado que nao afeta a globalidade

dos resultados para esta fase de crescimento. O teste ANOVA realizado permitiu aferir a
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ocorréncia de diferengas significativas entre a concentragdo de 75 uM e as restantes (p <

0,05 para 100 e 60 uM; p < 0,001 para 50 e 25 uM).

Para a fase de crescimento exponencial (4 h), verifica-se uma certa estabilidade
da percentagem de redu¢ao de MTT, sendo possivel que as células se tenham adaptado
ao LSD, ja que a atividade mitocondrial se tornou consistente ¢ independente da
concentragdo de substancia adicionada ao meio da cultura celular. A variabilidade dos
dados ¢ um pouco menor do que no grafico anterior, uma vez que os intervalos
interquartis se apresentam mais reduzidos, com exce¢do da concentragdo de 100 uM,
onde apenas a mediana sofreu alteragao em relacao a fase de crescimento anterior. Nao
ha outliers neste caso e, ap6s a realizacdo do teste ANOVA simples, verifica-se que ha
diferengas significativas da concentragdo de 50 uM para as concentragdes de 75 ¢ 100

uM (p <0,01).

Observando o grafico obtido para a fase de crescimento médio-exponencial (7
h), mais especificamente analisando as medianas, a redu¢cdo de MTT mantém-se estavel
para as trés concentragdes mais baixas e para a concentragao de 100 uM, enquanto na
concentragdo de 75 uM se verifica uma ligeira redu¢do do valor percentual de MTT
reduzido. Desta forma, nota-se a consisténcia da atividade mitocondrial e a
independéncia da mesma em relacdo a concentracdo de LSD adicionada, excetuando o
caso dos 75 pM, onde ¢ provavel que tenha ocorrido uma reducdo da fungdo
mitocondrial. Além disso, ¢ de salientar que os dados variam de forma muito superior
nas concentragdes de 75 e 100 uM relativamente as restantes concentragdes, onde os
intervalos interquartis se encontram reduzidos. A existéncia de apenas um outlier &,
como ja referido, um caso isolado, que podera ser decorrente de algum erro
experimental ou de variagdes naturais. Apesar de ser notavel a ligeira redugdo da
mediana na concentragdo de 75 puM relativamente as restantes concentragdes, o teste
ANOVA efetuado nao revelou quaisquer diferencas significativas entre todas as

concentracoes.

Por fim, na fase estacionaria (24 h), os valores percentuais de viabilidade sdo
mais elevados comparativamente ao controlo (100%), sugerindo um aumento em termos
de atividade mitocondrial com o aumento da concentracdao de LSD. A variabilidade dos
dados ¢ bastante reduzida nas concentracdes de 50 e 100 uM, sendo relativamente

superior nas restantes concentragdes. Verificam-se alguns outliers neste caso, que
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podem ter ocorrido devido a erros experimentais ou variagdes naturais, ndo afetando a
tendéncia geral dos dados. A utilizagdo do teste ANOVA permitiu obter diferencas
significativas da concentragdo de 25 puM para as concentragdes de 60 ¢ 100 uM, bem

como da concentragao de 50 uM para as concentracdes de 60 ¢ 100 uM (p < 0,05).

A avaliagdo global dos graficos obtidos no ensaio com LSD permite aferir que
ha uma maior variabilidade dos dados do que aquela que se verificou para a mescalina.
No entanto, ¢ possivel observar um aumento geral da percentagem de viabilidade

celular, uma vez que, na fase estacionaria, os valores percentuais se encontram todos

acima de 100%.
4. Estudo da atividade metabdlica através da quantificacio de ATP

Para que fosse possivel estudar a atividade metabodlica das leveduras na presenga
de mescalina e LSD, foi realizado um ensaio de quantificagdo de ATP, tendo sido
utilizado um kit de analise colorimétrica. Foram testadas as concentracdes de 0, 100 ¢
500 uM no caso da mescalina e de 0, 25 e 100 uM no caso do LSD, tendo sido obtidos

resultados ao fim de 24 h de crescimento celular (fase estacionaria).

Na Figura 18, estdo representados os graficos que mostram a relagdo obtida entre
as concentracdes crescentes de mescalina ou LSD e o conteudo de ATP total* existente

nas leveduras.

Mescalina LSD

C(ng/mL)
C (ng/mL)

. . - 100 4
2.5 5.0 7.5 1.0 1.5 2.0 25

ATP (mmol/L) ATP (mmol/L)

Figura 18 — Representagdes graficas da variagdo do contetido de ATP, em mmol/L, em fungdo das
concentragoes estudadas, em ng/mL, de mescalina (a esquerda) e de LSD (a direita).

4ATP total = ATP citoplasmatico + ATP mitocondrial
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Para a concentragao de 100 uM de mescalina, foi obtido um valor médio de ATP
de 5,56 mmol/L, sendo notéria uma distribuicdo bimodal. No caso da concentracao de
500 uM, o valor médio de ATP correspondeu a 3,88 mmol/L. Por sua vez, para o LSD
foram obtidos valores médios de ATP de 1,76 e 2,03 mmol/L para as concentragdes de
25 e 100 uM, respetivamente, tendo ocorrido uma distribuicdo bimodal em ambos os
casos. Em ambos os casos, verifica-se que ocorreu um aumento da quantidade de ATP
em comparagdo com o controlo, que apresentou um valor de 0,78 mmol/L. Contudo,
com o aumento da concentracdo de mescalina, verifica-se uma diminui¢do na
quantidade de ATP, enquanto o aumento da concentragdo de LSD induziu um aumento

da concentragdo de ATP.

Além da obtencao dos graficos, foi efetuado o teste de Brunner-Munzel para
averiguar a existéncia de diferencas significativas entre as concentragdes testadas, tendo
este sido escolhido como alternativa mais robusta do que o teste de Mann-Whitney U.
Assim, foi possivel verificar que existem diferencas significativas entre as duas
concentragdes testadas de LSD (p < 0,05), ndo se tendo verificado o mesmo no caso da

mescalina.

Estes resultados devem ser observados com muita cautela, dada a elevada
variacdo obtida relativamente aos valores de ATP determinados. Idealmente, a
distribuicdo bimodal dos resultados ndo ¢ normativa dentro de uma concentragdao
especifica de composto, sendo esta uma forte indicacdo de ocorréncia de problemas
experimentais. Posto isto, o ensaio deveria ser repetido para confirmar a veracidade dos

dados obtidos no presente estudo.
5. Discussao global

Seguidamente, ¢ apresentada a Tabela 7, que associa os resultados obtidos
através do ensaio final de crescimento celular, de redu¢do de MTT e de quantificacdo de
ATP. Uma vez que apenas se obtiveram dados ao fim de 24 h para os crescimentos e
para a quantificacdo de ATP, sdo apenas apresentados os valores de reducao de MTT

correspondentes a este tempo.
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Tabela 7 — Valores de tempo de duplicagdo (Td), biomassa final (K), MTT reduzido ¢ contetido de ATP
obtidos para cada concentragdo testada de mescalina e LSD.

Crescimentos celulares

Substancia  C (uM) MTT (%) ATP (mmol/L)
Td (min) K (D.O.600nm)

0 85,2 0,482 100 0,78
Mescalina 100 84,0 0,465 108 5,56
500 95,4 0,493 110 3,88
0 64,8 0,578 100 0,78
LSD 25 67,2 0,578 125 1,76
100 76,2 0,516 109 2,03

Os ensaios de crescimento celular 1 e 2 realizados com mescalina ndo constam
da tabela anterior pois ndo foi utilizada a concentracdo de 500 uM. Assim, para a
integracao de informacdo dos varios testes, foi considerado apenas o ensaio final de
crescimento celular efetuado com o composto em causa. Verifica-se que ambos o0s
parametros (Td e K) sdo mais elevados para a concentragdo de 500 uM do que para a de
100 puM. Os valores obtidos para a concentragdo mais elevada ultrapassam,
inclusivamente, os da cultura controlo. A relagdo entre o tempo de duplicacdo e a
biomassa final deveria ser inversamente proporcional, pois, se as células de uma cultura
apresentam um tempo de duplicacdo superior, significa que a sua divisdo ¢ mais lenta;
logo, seria expectavel que a biomassa final desta cultura fosse menor, uma vez que
levaria mais tempo a atingir valores semelhantes aos de outra cultura cujo tempo de
duplicagdo fosse inferior. No entanto, existem estudos que demonstraram que uma
cultura celular, ao ajustar o seu Td, pode levar a que as células aumentem a sua
dimensao (Turner et al., 2012). Tendo em consideragdao que o valor de biomassa final ¢
proporcional ao valor de densidade 6tica medido numa determinada cultura e que esta
medi¢do nao diferencia a dimensdo e o numero de células, o facto de serem obtidos
valores de Td e de K simultanecamente mais elevados pode derivar do aumento da
dimensao das células. Assim, € possivel que a mescalina esteja a exercer algum tipo de
interferéncia no tempo de crescimento celular, levando a um aumento da dimensao das
células e, consequentemente, a um aumento do valor de K. Além disso, também existem
estudos que indicam que células maiores prosperam em meios mais ricos em nutrientes,
enquanto células menores em meios mais pobres (Smith et al., 2014). Neste sentido, se
a mescalina estd a produzir valores de K e Td mais elevados, este efeito pode sugerir

que hd um aumento da dimensdo celular, o que poderd implicar algum tipo de
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sinalizagdo, por parte da mescalina, que faz com que as leveduras percecionem o

ambiente como rico em nutrientes.

Quanto aos ensaios de MTT e ATP, verifica-se que ambas as concentragdes de
mescalina apresentam valores mais elevados de reducdo de MTT e quantidade de ATP
relativamente ao controlo, sendo o aumento do conteido de ATP muito acentuado.
Comparando as concentracdes de 100 e 500 uM, o ligeiro aumento dos valores de MTT
reduzido ¢ uma indicacdo de que a atividade da cadeia respiratéria da mitocondria

aumenta, podendo ser interpretado como um aumento da viabilidade celular.

A quantidade de ATP celular ¢ o resultado do balango entre a sua produgdo e o
seu consumo. Assim, o aumento da concentragdo total de ATP pode tanto indicar um
aumento da produgdo, como uma diminui¢do do consumo. No entanto, na presenga de
mescalina, o ensaio do MTT permitiu verificar um aumento da atividade mitocondrial e
o crescimento celular um aumento da biomassa final, para a concentragdo mais elevada.
Assim, o aumento de ATP total na presenca de concentragdes elevadas de mescalina
comparativamente ao controlo sugere um aumento da atividade metabdlica, que além de
ser mitocondrial, de acordo com o MTT, podera, eventualmente, envolver a via

glicolitica.

E interessante notar que, comparando os niveis de ATP total das concentragdes
de 100 e 500 uM de mescalina, existe uma diminui¢gdo dos mesmos. Uma possivel
explicagdo para esta diminui¢do ¢ que o ATP mitocondrial estd a ser consumido para o

crescimento e divisdo celular, tal como indica o valor obtido de biomassa final superior.

No caso do LSD, também foi considerado apenas o ensaio de crescimento final
para a discussdo global. O valor de Td aumenta com o aumento da concentragdo da
substancia referida e o valor de K mantém-se constante para a concentragdo mais baixa
e diminui para a concentracdo mais alta. Em relagdo aos ensaios de MTT e ATP,
observa-se que ambas as concentracdes de LSD aumentaram a redug¢do de MTT e a
quantidade de ATP relativamente ao controlo. Assim, tal como verificado para a
mescalina, o aumento dos valores de MTT reduzido sugere um aumento da atividade da
cadeia respiratoria da mitocondria, podendo ser uma indicagdo de um aumento da
viabilidade das células. Em relacdo a concentracdo de ATP total, verifica-se que esta

aumenta com o aumento da concentragao de LSD. Relacionando este aumento com a
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diminui¢do da biomassa final para a concentracdo mais elevada, € possivel verificar que,
apesar de ocorrer um aumento da quantidade de ATP total formado, é provavel que este
ndo esteja a ser consumido para o crescimento e para a divisdo celular, o que pode
sugerir uma eventual toxicidade de LSD nas concentracdes mais elevadas, ainda que

sejam necessarios mais ensaios para confirmar esta hipotese.
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CAPITULO IV — CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo contribuir para a compreensao de
mecanismos celulares e moleculares da mescalina ¢ do LSD utilizando como modelo
celular leveduras Saccharomyces cerevisiae. Mais especificamente, pretendeu-se
verificar potenciais alteragdes que podem ocorrer nos padrdes metabolicos das
leveduras (cadeia respiratoria e glicolise) quando expostas aos compostos referidos.
Assim sendo, foram realizados diversos ensaios, nomeadamente curvas de crescimento,
estudos de sensibilidade celular (spot assay), de viabilidade celular (medi¢do de MTT
reduzido pelas células) e de funcdo metabolica (quantificacdo de ATP total). Para
ambos os compostos psicadélicos estudados, a analise dos parametros associados aos
crescimentos celulares permitiu concluir que quer a mescalina, quer o LSD exercem
efeitos no crescimento das leveduras. Os testes de sensibilidade efetuados ndo
permitiram comprovar o que se verificou nas curvas de crescimento, uma vez que nao
foram notoérias diferencas nos crescimentos celulares em nenhum dos casos. E de
salientar que os testes de sensibilidade deveriam ser repetidos recorrendo a
micropipetas, ao invés de se utilizar o instrumento referido no presente documento
(Figura 4), uma vez que um dos problemas enfrentados, claramente observavel nas
Figuras 14 e 15, corresponde a aplicagdo de pouco liquido no meio depositado nas
placas de Petri, o que afeta, de forma evidente, o resultado do ensaio. O terceiro teste
realizado, correspondente a medi¢cdo da reducdo de MTT, demonstrou que a viabilidade
celular tende a aumentar na presenga de mescalina e LSD. Por fim, o ensaio de
quantificagdo de ATP demonstrou que, apesar de ocorrer um aumento acentuado da
concentragdo de ATP na presenca de mescalina relativamente ao controlo, a
comparagdo entre as duas concentragdes testadas indicou uma relagdo
proporcionalmente inversa entre a concentracdo de ATP e a concentragdo de mescalina.
No caso do LSD, verificou-se o oposto, isto €, apesar de ambas as concentracdes
testadas terem resultado em valores superiores relativamente ao controlo, verificou-se

um aumento da concentracdo de ATP com o aumento da concentragao de LSD.

Considerando todas as informagdes do paragrafo anterior, ¢ possivel concluir
que as duas substancias psicadélicas utilizadas neste estudo apresentam efeitos na

atividade mitocondrial e, eventualmente, no fluxo glicolitico de leveduras
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Saccharomyces cerevisiae, uma vez que os resultados obtidos apontam para alteragoes

notorias do metabolismo celular.

E importante realgar que estes sdo os primeiros resultados de um estudo pioneiro
e, devido ao tempo restrito para a realizacdo do mesmo, um estudo de natureza
exploratoria. Sera importante repetir alguns dos ensaios para obter respostas mais claras,
bem como confirmar as conclusdes apresentadas no presente documento. Além disso,
devem ser efetuadas outras metodologias relevantes que avaliem diferentes parametros
como, por exemplo, a quantificacdo da glutationa, permitindo avaliar os niveis de stress
oxidativo das substancias estudadas. O foco da comunidade cientifica tem sido a
avaliagdo dos compostos psicadélicos no sentido de perceber se a sua utilizagdo ¢ viavel
em contexto terapéutico, sendo que varios estudos tém sido desenvolvidos na ultima
década com o objetivo de estudar o que acontece a nivel psicologico e quais os sintomas
fisicos causados pelas referidas substancias. Além disso, também tem sido estudada a
atuacdo de substancias psicadélicas ao nivel do cérebro, tendo-se verificado, por

exemplo, um aumento de neuroplasticidade.

O presente trabalho mostra, pela primeira vez, um aumento do metabolismo
celular na presenca de LSD e mescalina. Esta observacdo podera estar associada as

melhorias detetadas clinicamente.
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