UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

MATHEUS FERNANDES ALVES

ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS DE
PRODUTOS NATURAIS PSICODELICOS

ALFENAS/MG
2025



MATHEUS FERNANDES ALVES

ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS
DE PRODUTOS NATURAIS PSICODELICOS

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencao do titulo de Mestre em Quimica pela
Universidade Federal de Alfenas. Area de
concentragdo: Quimica Organica.

Orientador: Prof'. Dr®. Daniela Aparecida Chagas
de Paula
Coorientador: Prof. Dr. Tiago Arruda Sanchez

ALFENAS/MG
2025



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central

Alves, Matheus Fernandes.

Aspectos quimicos e farmacoldgicos de produtos naturais psicodélicos /
Matheus Fernandes Alves. - Alfenas, MG, 2025.

120 f. :il. -

Orientador(a): Daniela Aparecida Chagas de Paula.

Dissertagao (Mestrado em Quimica) - Universidade Federal de Alfenas,
Alfenas, MG, 2025.

Bibliografia.

1. Etnobotanica. 2. Triptaminas. 3. Anadenanthera. 4. Metabolomica. 1.
Paula, Daniela Aparecida Chagas de, orient. II. Titulo.

Ficha gerada automaticamente com dados fornecidos pelo autor.




MATHEUS FERNANDES ALVES

ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS DE PRODUTOS NATURAIS PSICODELICOS

A Coordenadora do Programa de Pds-graduacao em
Quimica abaixo assina a aprovacdo da Dissertacdo
apresentada como parte dos requisitos para a obtencdo
do titulo de Mestre em Quimica pela Universidade

Federal de Alfenas. Area de concentra¢io: Quimica
Organica

Aprovado em: 04 de abril de 2025.

Profa. Dra. Marisi Gomes Soares
Presidente da Banca Examinadora

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Profa. Dra. Daniela Aparecida Chagas de Paula

Orientadora

Instituicao: Universidade Federal de Alfenas

Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes

Instituicdao: Universidade de Sao Paulo

Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira

Instituicdo: Universidade de Sao Paulo

I Documento assinado eletronicamente por Danielle Ferreira Dias, Coordenador(a) do Programa de
Je' j Pés-graduagdo Em Quimica, em 16/05/2025, as 12:33, conforme hordrio oficial de Brasilia, com

assinatura I‘-

eletrénica fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

e A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.unifal-

] .|:!:t: __ mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0,
:.;. ,-1:_.,-_ informando o cédigo verificador 1516967 e o cddigo CRC 34FF76B6.



http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Dedico este trabalho especialmente a minha mae,
Agda, e ao meu pai, Sebastido. A missao de pais esta
mais que cumprida. Além do trabalho, dedico

também todo meu amor a eles!



AGRADECIMENTOS

Ao pensar em agradecer, inicialmente coloco minha gratidao ao que, dentre diferentes
cosmologias e crengas, entendemos como Deus, forca que rege o universo € que nos permite
estar no aqui e no agora. Agradecgo por ter tido a oportunidade de estar onde estou.

Em relagdo a pessoas a agradecer, comeg¢o com o principal agradecimento a minha
familia: meu pai e mae, Sebastido e Agda, e meu irmao Marcos Paulo, que foram a minha base
de tudo desde que me lembro por gente. Estendo este mesmo agradecimento a minha cunhada,
Karina, e meu afilhado, Hiago, por serem tao presentes dentro da minha vida e estarem comigo
como minha familia. Eu amo muito todos vocés!

Além deles, faco um agradecimento geral a toda a minha familia, que mesmo sendo
grande, ¢ exemplo de amor e unido. Ao alicerce da familia, V6 Il, agrade¢o pelo amor
incondicional e pela criagdo, bem como o V6, Chico Rex, que mesmo nao estando mais entre
nods, deixou um legado e um mar de ensinamentos para minha vida. Do outro lado da familia,
agradeco a V6 Nésia, que me ensinou muito também sobre a vida, especialmente durante essa
caminhada.

Ainda dentro da familia, agradeco especialmente a minha madrinha, Vivi, e a0 meu tio
M3, por todo apoio e incentivo, tanto financeiros quanto emocionais, para sustentar essa jornada
no mundo cientifico, desde comprar um computador até ajudar a ir em um congresso em outro
pais. Assim que possivel pago vocés. Também muito importante, agradego meus tios e tias: Rex
e Diana, Dod6 e Fatinha, padrinho Guinardao e tia Sil, tio Dri e tia Li, Teté e Ju por toda parceria
da vida! Amo todos vocés!

Agradecgo de forma também especial a meus primos, que também sao meus irmaos, pela
parceria da vida, que junto com meu irmao compdem a minha alcateia: Pepe, Felipe (Diou),
Netto, Léo, Lucas. Adicionalmente, Pepe pelos anos de reptiblica compartilhados em Alfenas,
€ ao meu irmao e Diou, por também fazerem parte desse processo de vida universitaria. Foram
bons tempos! Estendo esse agradecimento para todos os outros primos mais novos nao citados
diretamente. Amo todos vocés!

Nao posso deixar de agradecer meus cachorros, Thor, Tomé, Negdo, Neguinha, Diou e
Torresmo, por sempre me receberem da melhor forma, mesmo em dias ndo tdo bons.
Especialmente, agradego a Janis, que por muito tempo foi minha companhia em Alfenas, em
bons e em maus momentos, € me ensinou muito sobre muitas coisas. Ali estd a resposta para
muitas questoes, inclusive sobre o que ¢ amor.

Para além da familia, agradeco aos meus amigos, de infancia, principalmente Dozza,



Tavares e Justin, e meus amigos de Alfenas, muitos dos quais dividi republica: Gavido, Gutinho,
Gui, Deilson, Cisdo, Yaguinho, dentre muitos outros, que acabaram por sendo também irmaos
da vida. Valeu demais.

Pensando em Alfenas, agradego em especial a Jandira, que cuidou muito bem de mim e
de todos os outros moradores da saudosa Republica Sénarquia. Também, agradeco ao S6 Tié e
Dona Conceigdo, por terem o melhor bar de Alfenas, e por me empregarem como gar¢om
durante um tempo dificil para mim. Sem duvida foi o melhor emprego que ja tive. Agradeco
também a Lu, Adriano e Tiaguinho do Comercial Alves pela parceira e por todas as notinhas
feitas quando precisei. E também importante, deixo um agradecimento ao S6 Nilton, que em
todos os dias que vim para Unifal, seja com chuva, vento, frio ou calor, estava varrendo as
folhas sorridente, e sempre com um bom papo. Sem saber, ele me ensinou e me ajudou muito
durante minha trajetoria aqui.

Agradeco também a tantas outras amizades que tive durante a trajetoria, feitas tanto por
festas e bares, quanto por trabalhos e estudos. Nao cito todos os nomes pois sdo muitas, e sei
que todos sabem o qudo sou grato. Especialmente, agradeco as amizades da graduacdo em
farmacia que ainda estiveram presentes durante a pos-graduacao, em especial a Renatinha, pela
companhia e parceria de sempre. Também de forma especial, 4 Camilinha, que além da parceria,
me ajudou muito em muitos momentos, principalmente quando precisei cuidar da Janis. Nunca
vou esquecer tudo fez, mesmo! Amo vocés!

Nesse mesmo contexto da minha vida pessoal em Alfenas, agradeco especialmente a Gi,
que me acompanhou por grande parte de minha jornada, me apoiou, € me ensinou muito.
Simplesmente ndo tenho palavras, a ndo ser Obrigado e Te amo!

Agradeco a varios professores que tive e considero como verdadeiros mestres,
principalmente Lucas, Diogo, Marcinha, Fabio, ambos professores Eduardo, da toxicologia e
da bioquimica, Paula e Dani, todos da Unifal, e também agradeco professores e pesquisadores
externos com quem tive a oportunidade de aprender: Eliezer, Manssour, Giba, Alan, Fausto,
Betdo, Mard, lan, Choi, Carlos, Roy, dentre outros. Meu muito obrigado pelos ensinamentos.

Agradeco as varias colaboragdes que tive nos meus projetos, Paula, Rosana e Fausto por
me ajudarem nos meus primeiros trabalhos, Michael pelas anélises de massas, bem como Joao
e Marina pelas analises de RMN. A Ana e Wand pela ajuda com os ensaios de neuroprotecao e
parceria. Ao SO Quintino, da fazenda Santa Helena, pela ajuda e simpatia com a coleta dos
Angicos, e ao Jeronimo, curador do herbario do jardim botanico de Pocos de Caldas, da mesma
forma, pela ajuda na identificagdo botanicas das amostras. Agrade¢o também ao Alan e Hector,

pela discussao no exame de qualificacdo. Sem essas pessoas o trabalho nao seria possivel.



Na mesma linha, agradeco novamente a Dani, minha orientadora, por me acolher
durante a graduagdo como aluno de iniciacdo cientifica, no estdgio, e no mestrado. Por todos
conselhos e orientagdes profissionais, e também pessoais. Espero um dia conseguir levar meus
dias com a mesma leveza que sempre levou, e agradeco por ser um exemplo e referéncia para
mim, ndo s6 de pesquisadora, mas como de pessoa. Agrade¢o da mesma forma ao Tiago, meu
coorientador, que além de referéncia profissional se tornou também um grande amigo da vida.
Meu muito obrigado, por tudo!

Agradeco ao pessoal da equipe da pesquisa clinica, Lucdo, Zez¢, Michele, Gui, Victoria,
pela parceira e leveza na constru¢do de nossas discussdes. A todo grupo do Laboratoério,
LFQMM, por toda colaboragdo, discussdes, brincadeiras e descontra¢des. Especialmente
Gabriel, Albert, Miller, Igor, Lulinha e Luiz nas discussdes, e Paulinho e Lara pelos materiais
roubados e cafés. Agradeco imensamente as professoras que, juntamente com minha
orientadora Dani, coordenam o laboratorio, Marisi ¢ Dani Dias. S0 exemplos de mulheres
incriveis e batalhadoras.

No contexto institucional, agradego ao Instituto de Quimica, ao PPGQ, e a PRPPG da
UNIFAL-MG pelo apoio. Agradeco especialmente a PRACE, que me permitiu auxilio
alimentagdo no RU por todos esses anos. As agéncias de fomento, CAPES, FAPEMIG ¢ CNPq
por fomentarem ndo apenas os laboratorios de pesquisa, mas também e principalmente as bolsas
de estudos dos diversos estudantes das universidades brasileiras, meu muito obrigado!

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento 001.

Em adicdo, apoios da FAPEMIG — cddigos de financiamento APQ-02882-24, APQ-
05218-23, APQ-00544-23, APQ-05607-24, APQ-00207-18 e BPD-00760-22, ¢ do CNPq —
cddigos de financiamento 408115/2023-8, 316204/2021-8 e 406837/2021-0. Por fim, agradeco
os colaboradores e parceiros do grupo de pesquisa, UFJF, pelas andlises celulares, UFABC,
pelas andlises de RMN (projeto FAPESP 2022/11550-0), e Waters Corporation pelas analises
de LC-HRMS.

Se esqueco aqui algum agradecimento, ndo € nada pessoal, s6 eram muitos nomes para
agradecer. Saibam que sou grato mesmo assim, se estiver na minha historia. E fico
extremamente contente de ter tantas pessoas e motivos para agradecer. Isso mostra como
existem muitas pessoas importantes na minha vida e, eu espero, singelamente, que em alguma
instancia eu possa ter sido importante na vida de cada um que agradeco da mesma forma!

Muito obrigado!



“Nothing is more important to human beings today than
understanding how nature works”

(Ehrlich, 1986, p.12)



RESUMO

Produtos naturais psicodélicos (PNPs) sao substancias quimicas especializadas encontradas em
plantas, fungos e animais, com amplo historico de uso tradicional por diferentes culturas. Este
uso ¢ devido principalmente as suas propriedades psicoativas e terap€uticas relacionadas a
interagdo com receptores de serotonina. Estas substancias t€ém despertado interesse crescente
na ciéncia moderna, sobretudo por seu potencial no tratamento de transtornos
neuropsiquiatricos ¢ doengas neurodegenerativas (ND). Neste trabalho foram investigados os
perfis quimicos e o potencial de neuroprotecdo de fontes naturais contendo PNPs com
relevancia etnobotanica, como Mimosa tenuiflora, Anadenanthera spp., Banisteriopsis caapi,
Psychotria viridis e Ipomoea purpurea. Metabolomica ndo direcionada via cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢do (LC-HRMS) e ressonancia
magnética nuclear (RMN) foi a abordagem utilizada. Foi possivel observar uma tendéncia de
acumulo de triptaminas 5-substituidas em espécies de Anadenanthera, principalmente os PNPs
5-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina (5-OH-DMT, bufotenina) e 5-metoxi-N, N-dimetiltriptamina
(5-MeO-DMT). Por meio dessa observacao, foi levantada uma hipotese sobre a via de
biossintese da 5-MeO-DMT através da 5-metoxi-N, N-triptamina (5-MeO-T), precursora da
melatonina em plantas. Além de plantas utilizadas no preparo de rapés tradicionais indigenas,
como Anadenanthera e Virola, triptaminas psicodélicas sdo encontradas como mediadores
quimicos no sistema nervoso central (SNC) de mamiferos (e.g. Homo sapiens), e venenos em
anuros (e.g. Incilus alvarius), o que traz questionamentos sobre mecanismos ecoldgicos
envolvidos. Além das observacdes quimicas, ensaios in vitro conduzidos evidenciaram que os
extratos avaliados ndo foram neurotoxicos na concentracao avaliada (2,5 pg/mL), e diferentes
extratos de Anadenanthera, bem como de M. tenuiflora, apresentaram atividade de
neuroprote¢do no modelo de neurotoxicidade induzida. Entretanto, os resultados
farmacologicos sdo ainda preliminares devido ao numero de experimentos independentes
conduzidos, e futuras replicatas experimentais poderdo consolidar os achados deste trabalho.
De modo geral, os resultados encontrados avancam o conhecimento sobre essas matrizes
naturais e direcionam futuras pesquisas sobre o metabolismo especializado de triptaminas e o
potencial de neuroprotegdo de fontes de PNPs empregadas tradicionalmente em rituais

espirituais e de cura na América do Sul.

Palavras-chave: Etnobotanica; Triptamina; Anadenanthera; Metabolomica



ABSTRACT

Psychedelic natural products (PNPs) are specialized chemical compounds found in plants,
fungi, and animals, with a long history of traditional use across various cultures. This use is
primarily attributed to their psychoactive and therapeutic properties, which are linked to
interactions with serotonin receptors. These substances have garnered increasing interest in
modern science, particularly for their potential in treating neuropsychiatric disorders and
neurodegenerative diseases (ND). In this study, the chemical profiles and neuroprotective
potential of natural sources containing PNPs with ethnobotanical relevance were investigated,
including Mimosa tenuiflora, Anadenanthera spp., Banisteriopsis caapi, Psychotria viridis, and
Ipomoea purpurea. Untargeted metabolomics using liquid chromatography coupled with high-
resolution mass spectrometry (LC-HRMS) and nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy was applied. A trend of 5-substituted tryptamine accumulation was observed in
Anadenanthera species, particularly the PNPs 5-hydroxy-N, N-dimethyltryptamine (5-OH-
DMT, bufotenine) and 5-methoxy-N, N-dimethyltryptamine (5-MeO-DMT). Based on this
observation, a biosynthetic pathway for 5-MeO-DMT via 5-methoxy-N, N-tryptamine (5-MeO-
T), a melatonin precursor in plants, was hypothesized. In addition to plants used in the
preparation of traditional indigenous snuffs, such as Anadenanthera and Virola, psychedelic
tryptamines are also found as chemical mediators in the central nervous system (CNS) of
mammals (e.g., Homo sapiens) and as toxins in anurans (e.g., Incilius alvarius), raising
questions about the ecological mechanisms associated. Beyond the chemical observations, in
vitro assays demonstrated that the evaluated extracts were not neurotoxic at the tested
concentration (2.5 pg/mL), and different Anadenanthera extracts, as well as M. tenuiflora
extracts, exhibited neuroprotective activity in an induced neurotoxicity model. However, the
pharmacological results remain preliminary due to the limited number of independent
experiments conducted, and future experimental replicates will be necessary to further validate
these findings. Overall, the results contribute to the understanding of these natural matrices and
guide future research on the specialized metabolism of tryptamines and the neuroprotective

potential of PNP sources traditionally used in spiritual and healing rituals in South America.

Keywords: Etnobotany; Tryptamine; Anadenanthera; Metabolomics
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais (PN) sdo substancias quimicas especializadas produzidas por
organismos com fins de adaptagdo ao ambiente, sendo essenciais para a sobrevivéncia dos
mesmos, como no caso das plantas (Erb; Kliebenstein, 2020; Gobbo-Neto; Lopes, 2007;
Gottlieb, 1990; Verpoorte, 2000). Em geral, sdo produtos do metabolismo especializado de
plantas e microrganismos que estdo envolvidos em mecanismos ecoldgicos ou de adaptagao
(Atanasov et al., 2015; Cragg; Newman, 2013; Wolfender et al., 2019). Dentre os focos da
pesquisa na area de PN, estdo a caracterizagdo dessas substancias e compreensdo de suas
propriedades bioldgicas, biossintese e fungdes, por exemplo. Os métodos classicos de pesquisa
em PN se baseiam no isolamento de substancias presentes em extratos e fracdes bioativos
(Atanasov ef al., 2021; Wolfender et al., 2019). Para isso, geralmente sdo utilizadas técnicas de
extragdo e isolamento, que por mais que sejam eficazes e amplamente utilizadas, sdo laboriosas
e demandam grandes quantidades de solventes orgénicos, intenso trabalho de bancada e tempo
(Zhang; Lin; Ye, 2018).

Em contrapartida, a quimica de PN moderna ¢ marcada pela utilizagdo de técnicas
analiticas hifenadas, com alto poder de separagdo e elevada sensibilidade, que permitem
analises mais abrangentes acerca do metabolismo especializado de matrizes naturais
(Demarque et al., 2020; Gaudéncio; Pereira, 2015; Pilon et al., 2020; Wolfender et al., 2019).
Dentre as abordagens modernas, a metabolomica, definida como estudo sistematico da
composicdo metabdlica de sistemas biologicos (Oliver, 1998; Wolfender et al., 2015), possui
grande valor para a quimica de PN, tanto para o entendimento de vias metabolicas, quanto para
a racionalizagdo de protocolos de descoberta de substincias bioativas (Allard et al., 2018;
Caesar et al., 2021; Harvey; Edrada-Ebel; Quinn, 2015).

O fato de PN serem substincias especializadas resulta em uma grande diversidade de
arquiteturas moleculares, relacionadas com um amplo espectro de atividades biologicas. E no
contexto da adaptacdo de povos tradicionais aos recursos naturais do meio, foram criados
sistemas de conhecimento local inestimaveis acerca do uso de plantas em geral, especialmente
de espécies medicinais (Elisabetsky; Wannmacher, 1993). Consequéncia disto, muitas matrizes
naturais contendo PN bioativos sdo utilizadas pela humanidade historicamente, como medicinas
tradicionais no contexto da etnofarmacologia (Buenz; Verpoorte; Bauer, 2018). Além disso,
algumas dessas matrizes contém PN psicoativos, e representam matrizes sagradas para diversas

culturas, no contexto da etnobotanica (Bruhn; Rivier, 2019; Schultes; Hofmann; Rétsch, 2001).



21

Contudo, PN estdo presentes na terapéutica moderna, onde aproximadamente 50% dos
farmacos aprovados pela Administragdo de Alimentos ¢ Medicamentos (FDA - EUA) de 1981
a 2019 tiveram sua origem ou inspiracao em PN (Newman; Cragg, 2020).

Um grande exemplo de PN de relevancia etnofarmacologica e também etnobotanica,
sdo os ditos psicodélicos, que sdo definidos como substincias que alteram a consciéncia via
agonismo, parcial ou total, de receptores de serotonina do subtipo 2A (5-HTr2A) (Nichols,
2016). Essas substancias tém recebido ateng¢do devido ao grande potencial terapéutico
observado para tratamento de transtornos neuropsiquiatricos, com resultados clinicos
promissores para aliviar sintomas de depressao e ansiedade, bem como para promover redugdes
significativas no consumo de nicotina e alcool (Jaster; Gonzalez-Maeso, 2023). Além disso,
evidéncias apontam potencial terapéutico para manejo de doengas neurodegenerativas (DN) via
efeitos de neuroplasticidade e neuroprote¢do (Calder; Hasler, 2023; Dakic et al., 2016;
Katchborian-Neto et al., 2020; Olson, 2018; Pilozzi ef al., 2023).

Os principais psicodélicos conhecidos sdo derivados da natureza, podendo assim serem
denominados de produtos naturais psicodélicos (PNPs). Em geral os PNPs sdo alcaloides
derivados dos aminodcidos L-triptofano e L-tirosina, produzidos por plantas, fungos e animais
(Jamieson et al., 2021). Apesar do interesse por pesquisas envolvendo PNPs ter crescido apenas
no ultimo século, essas substancias estdo em contato intimo com a humanidade ha milénios.
Usos tradicionais de PNPs estendem da religido a medicina de diferentes povos originarios
(Schultes; Hofmann; Rétsch, 2001).

Como importante exemplo de PNP, a 5-metoxi-N, N-dimetiltriptamina (5-MeO-DMT) é
presente no veneno produzido nas glandulas pardtidas do sapo Incillus alvarius (Schwelm et
al., 2022). Essa substancia tem recebido grande aten¢do por apresentar afinidade superior por
receptores de serotonina do subtipo 1A (5-HTr1A) em relacdo a 5-HTr2A (Reckweg ef al.,
2022). A 5-MeO-DMT ¢ encontrada também em espécies de plantas, com do género
Anadenanthera e Virola, que sdo amplamente presentes na etnobotanica de povos originarios
da Amazonia (Gottlieb, 1979; Schultes et al., 1977). Além deste PNP, espécies de plantas destes
géneros produzem as triptaminas 5-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina (5-OH-DMT, bufotenina) e
N,N-dimetiltriptamina (DMT), que sdo também responsaveis pelos efeitos psicodélicos dessas
plantas (Agurell et al., 1969; Fellows; Bell, 1971; Mckenna; Riba, 2016).

Outro importante exemplo de fonte de PNPs ¢ a Ayahuasca, um decocto
tradicionalmente utilizado na regido amazonica. Sabe-se que essa bebida contém DMT, oriunda

das folhas de Psychotria viridis, e também alcaloides B-carbolinicos oriundos da liana
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Banisteriopsis caapi (Ruffell et al., 2023; Santos et al., 2022). Os ditos “cogumelos magicos”
do género Psilocybe, que contém psilocibina (4-fosforiloxi-N, N-dimetiltriptamina), sao
também fontes naturais com extenso contexto etnobotanico no México (Geiger; Wurst; Daniels,
2018; Nichols, 2020).

Além destes exemplos, muitas outras plantas contendo PNPs possuem amplo uso
etnobotanico, principalmente na regido das Américas (Mckenna; Riba, 2016; Schultes, 1969,
1970; Schultes; Farnsworth, 1980). Entretanto, apesar do amplo contexto etnobotanico e do
grande potencial terapéutico observado para diversos PNPs, muitas matrizes naturais contendo
essas substancias permanecem pouco estudadas no ponto de vista quimico. O exemplo mais
evidente sdo as espécies de Anadenanthera, onde a grande maioria dos estudos sdo baseados
em fitoquimica cléssica, e foram realizados durante as décadas de 40 a 80 (Fellows; Bell, 1971;
Fish; Johnson; Horning, 1955; lacobucci; Ruveda, 1964; Pachter; Zacharias; Ribeiro, 1959;
Schultes, 1984; Stromberg, 1954). Apesar de robustos ¢ de alta qualidade, estes trabalhos
baseados puramente em métodos classicos podem ndo oferecer uma visdo abrangente da
natureza quimica dessas matrizes naturais, que em grande maioria sdo plantas.

Neste contexto, o presente trabalho teve como foco analisar quimicamente extratos
obtidos de fontes de PNPs, especialmente com relato etnobotanico, a fim de uma melhor
compreensdo de suas respectivas diversidades quimicas. Adicionalmente, teve como objetivo
avaliar o potencial de neuroprote¢do de tais fontes naturais de PNP in vitro de neuroprotecdo
dos extratos. Como abordagem do estudo, foi realizada metabolémica ndo direcionada baseada
em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢ao (LC-HRMS) e
ressonincia magnética nuclear (RMN). Além disso, esse trabalho inclui uma revisao completa
sobre os principais PNPs, englobando aspectos quimicos, etnobotanicos, farmacologicos e

biossintéticos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.2 Objetivo geral

Compreensdo, por meio de metabolomica, de aspectos quimicos e farmacologicos

relacionados ao perfil metabolico de diferentes fontes naturais de PNPs.
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1.1.3 Objetivos especificos

a) Obtencdo e analise do perfil metabdlico via RMN e LC-HRMS de extratos de
raizes de Mimosa tenuiflora; cascas e sementes de Anadenanthera spp.; liana
Banisteriopsis caapi; folhas de Psychotria viridis e sementes de Ipomoea
purpurea,;

b) Avaliacdo do perfil de neurotoxicidade e neuroprotecao dos extratos analisados;

c) Analises estatisticas para a identificacdo de biomarcadores de atividade de

neuroprotecao presentes nos extratos avaliados;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUTOS NATURAIS PSICODELICOS

Psicodélicos (do grego “Psyché”, que significa “alma” ou “mente” + “déloun”, que
significa “revelar”) denotam substancias que “revelam a mente”. Essas substancias quimicas
possuem profundos significados socioculturais, espirituais e medicinais em sociedades antigas
e modernas, estando profundamente enraizadas na historia da humanidade (Kelmendi et al.,
2022; Schultes, 1969; Schultes; Hofmann; Ratsch, 2001). Atualmente, essas tradi¢es antigas
convergem com a pesquisa cientifica moderna, que tem revelado o potencial essas substancias
para explorar fundamentos psicoldgicos da cognicdo, emocdo e percepcdo (Arruda Sanchez et
al., 2024; Carhart-Harris; Friston, 2019).

Os psicodélicos estdo na fronteira da neurociéncia e da psiquiatria moderna como
agentes terapéuticos promissores para tratamento e manejo de distdrbios do sistema nervoso
central (SNC), incluindo depressao resistente ao tratamento (DRT), ansiedade, transtorno de
estresse pos-traumatico (TEPT) e dependéncia de drogas (Carhart-Harris; Goodwin, 2017;
Jaster; Gonzélez-Maeso, 2023; Vollenweider; Preller, 2020). Além disso, dados pré-clinicos
evidenciam efeitos de neuroplasticidade e os efeitos neuroproliferativos para algumas
substancias psicodélicas, posicionando-as como potenciais terapias também para algumas DN
(Calder; Hasler, 2023; Dakic et al., 2016; Katchborian-Neto et al., 2020; Olson, 2018; Pilozzi
et al., 2023).

O interesse crescente no estudo desses compostos é impulsionado pelo significativo
onus global de doencas de satde mental. Em 2019, estimava-se que 970 milhdes de pessoas
viviam com alguma forma de doenca mental, sendo depressdo e ansiedade responsaveis por
metade desses casos (OMS, 2022). A pandemia de COVID-19 exacerbou ainda mais a
prevaléncia e a gravidade dessas condi¢des, principalmente entre individuos com comorbidades
e fatores de risco preexistentes (Cruz et al., 2023; OMS, 2022). Além disso, a ligacdo entre
essas condicdes e as taxas globais de suicidio € preocupante (Barry et al., 2023; Mangione et
al., 2022) e destaca a urgéncia de intervengdes mais eficazes, ja que mais de 720 mil pessoas,
principalmente jovens, morrem por suicidio a cada ano (OMS, 2024). Além disso, as DN, como
as doencas de Alzheimer e Parkinson, representam desafios criticos devido ao
comprometimento da qualidade de vida e da independéncia funcional dos pacientes,

especialmente em sua capacidade de realizar tarefas diarias (OMS, 2025). Apesar do impacto
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global desses distlrbios, os tratamentos atuais permanecem limitados a tratar parte dos
sintomas, ndo impedindo a progressao dessas doencas. Esses fatos ressaltam a necessidade
urgente de novas opcOes terapéuticas para tratar os transtornos de satde mental (Kwan et al.,
2022; Volkow; Gordon; Wargo, 2023).

A maioria dos psicodélicos conhecidos € derivada da natureza, sendo assim PNPs.
Esses compostos sdo predominantemente alcaloides derivados do L-triptofano ou L-tirosina
provenientes de plantas, fungos e animais (Jamieson et al., 2021). Embora seu uso tradicional
ocorra desde milénios atras, o potencial de aplicacdo terapéutica dos psicodélicos foi apenas
observado pela sociedade contemporanea em meados do século XX. Isso foi impulsionado por
esforcos pioneiros de pesquisa para compreender a etnobotanica no “Novo Mundo” (Agurell et
al., 1969; Hofmann, 1961; Hofmann et al.,, 1959; Schultes; Farnsworth, 1980), e
posteriormente, na busca de melhores tratamentos para distrbios da saide mental. Esses
esforcos refletiram em importantes mudancas culturais nas sociedades ocidentais (Friesen,
2022).

PNPs tem sido classificados cientificamente de diferentes maneiras na literatura. Em
um contexto etnobotanico, a palavra entedgenos (do grego “Entheos”, que significa “Deus
interior” + “gen”, que significa “tornar-se”) ¢ usada para se referir a substancias que produzem
visdes e que historicamente desempenharam um papel em ritos e praticas xamanicas ou
religiosas (Ruck et al., 1979). Uma classificacdo amplamente aceita é baseada na
neurofarmacologia, em que psicodélicos ditos “classicos” sdo definidos como compostos que
atuam como agonistas totais ou parciais em 5-HTr2A (Nichols, 2016). Outra classificagcdo
importante para os psicodélicos é baseada em seu ndcleo quimico, dividido principalmente nas
classes quimicas das triptaminas (ou indoletilaminas), feniletilaminas e ergolinas (Kelmendi et
al., 2022; Kwan et al., 2022). Por exemplo, compostos como a 5-MeO-DMT, a DMT e a
psilocibina pertencem a classe das triptaminas (Halberstadt; Geyer, 2016). A mescalina e 0s
derivados sintéticos 2C-B (4-bromo-2,5-dimetoxifeniletilamina) e 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA\) séo exemplos da classe das feniletilaminas, enquanto o
acido D-lisérgico amida (LSA) e seu derivado semissintético acido D-lisérgico dietilamida
(LSD) pertencem a classe das ergolinas (Duan et al., 2024). Todos esses compostos atuam como
psicodélicos classicos, e ha também psicodélicos ndo classicos, substancias atipicas que
produzem efeitos relacionados, mas ndo compartilham o mesmo mecanismo de a¢do, como
ibogaina, cetamina, salvinorina A e muscimol (Kelmendi et al., 2022) (Figura 1). No entanto,

essas classificagbes e denominagdes frequentemente se sobrepem umas as outras, uma vez
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muitos PNPs classicos sdo também entedgenos, e comumente pertencem as classes das
triptaminas, feniletilaminas ou ergolinas, por exemplo.

Desta forma, PNPs sdo parte integrante da cultura humana ancestral e suas
propriedades tem sido revisitadas pela pesquisa moderna (Arunotayanun; Gibbons, 2012;
Geyer, 2024). Exemplos relevantes incluem a DMT, que é biossintetizada em espécies de
plantas dos géneros Psychotria, Diplopterys e Mimosa (Appendino; Minassi; Taglialatela-
Scafati, 2014; Pachter; Zacharias; Ribeiro, 1959; Schultes; Hofmann; Ratsch, 2001); analogos
de DMT 5-substituidos: 5-MeO-DMT e 5-OH-DMT, encontrados em espécies dos géneros
Anadenanthera e Virola (Agurell et al., 1969; Fish; Johnson; Horning, 1955; Mckenna; Riba,
2016; Stromberg, 1954); e seus analogos 4-substituidos de DMT, psilocibina e psilocina (4-
hidroxi-N,N-dimetiltriptamina), que estdo presentes nos chamados ‘“cogumelos magicos”,
como os do género Psilocybe (Hofmann et al., 1959; Nichols, 2020). A psilocibina nao é
psicodélica por si s6, mas uma pré-droga da psilocina, que exerce efeitos psicodélicos ao
interagir com a 5-HTr2A (Dinis-Oliveira, 2017; Glatfelter et al., 2022).

Além do DMT e derivados, alcaloides B-carbolinicos como harmina, harmalina e
tetrahidrohidroharmina, apesar de ndo serem PNPs classicos, sdo encontrados na liana
Banisteriopsis caapi, e sdo componentes essenciais da bebida amazonica Ayahuasca (Morales-
Garcia et al., 2017; Santos et al., 2020).

Os alcaloides ergolinicos, acido D-lisérgico e LSA, sdo produzidos pelo fungo
Claviceps purpurea, conhecido como ergot, do qual se originou o derivado semissintético LSD
(Hofmann, 1979). O acido D-lisérgico e LSA também séo encontrados em sementes de plantas
da familia Convolvulaceae, como as “Morning Glories” Ipomoea spp. e Turbina corymbosa, e
a “Hawaiian Baby Woodrose” Argyreia nervosa (Burm. f.) Bojer (sinonimia A. speciosa L. f.
Sweet) (Galani; Patel; Patel, 2010; Paulke et al., 2015; Steiner; Leistner, 2018). Outros
exemplos notaveis incluem a mescalina, encontrada nos cactos Peiote e San Pedro, e também a
ibogaina, encontrada na raiz da planta Iboga (Cassels; Saez-Briones, 2018; Jamieson et al.,
2021; Wasko; Witt-Enderby; Surratt, 2018).

Além de plantas e fungos, PNPs também sdo biossintetizados e encontrados em
mamiferos e anuros. Exemplos incluem o sapo Incilius alvarius, que produz 5-MeO-DMT, 5-
OH-DMT e DMT na secrecdo de suas glandulas parétidas (Schwelm et al., 2022). Também,
DMT, 5-OH-DMT, e 5-MeO-DMT sédo encontradas na urina, sangue e SNC de humanos,

embora seus papéis endogenos sejam ainda pouco compreendidos (Barker, 2018; Barker;
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Mcilhenny; Strassman, 2012; Chilton; Bigwood; Jensen, 1979; Dean et al., 2019;
Schimmelpfennig; Jankowiak-Siuda, 2025).

Figura 1 — Principais nucleos quimicos de psicodélicos.
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Fonte: Autor (2025). ChemDraw Ultra 12.0.2.

Como existem diferentes classificagdes para os psicodélicos (Kelmendi et al., 2022;
Kwan et al., 2022; Nichols, 2016), neste trabalho foi utilizada a classificacdo de acordo com

suas estruturas quimicas e origens biossintéticas: i. alcaloides inddlicos simples, que incluem
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triptaminas de nucleo basico, e.g. triptaminas e -carbolinas; ii) alcaloides terpeno inddlicos,
e.g. ibogaina; iii. ergolinas, e.g. acido D-lisergico e LSA); e iv. feniletilaminas, e.g. mescalina.
Estes PN tém em comum um farmacdforo primario composto por uma unidade aromatica,

espacada por uma cadeia alquil de dois carbonos, de um grupo amino basico (Figura 2).

Figura 2 — Farmacoforo principal e diversidade quimica dos principais PNPs.
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Fonte: Autor (2025). ChemDraw Ultra 12.0.2.

Além do farmacoforo principal, substituintes no anel aromatico, na cadeia alquilica e
no grupo amina, também contribuem para a dinamica da interacdo farmaco-receptor,

influenciando na bioatividade dessas substancias (Barreiro; Fraga, 2015). Assim, o perfil
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quimico dos psicodélicos pode ser afetado por modificacBes quimicas em relagcdo a essas
subunidades auxoforicas (Nichols, 2017; Shulgin; Shulgin, 1991, 1997; Warren et al., 2024).

O nucleo indolico, presente na maioria dos PNPs, & considerado uma subestrutura
privilegiada em quimica medicinal, uma vez que esta presente em varios farmacos que atuam
em diferentes tipos de receptores biologicos (Barreiro, 2015; De Sa Alves; Barreiro; Manssour
Fraga, 2009; Duan et al., 2024; Kumari; Singh, 2019). Um dos mais importantes PNP indélicos,
a DMT, presente em plantas e animais, destaca-se por sua simplicidade, como um agonista
triptaminico de 5-HTr2A de baixo peso molecular e hidrofébico, o que permite boa permeacao
na barreira hematoencefélica (BHE) (Cameron; Olson, 2018).

Vale ressaltar que sua estrutura basica esta presente em varios outros PNPs, como
psilocina, LSD e 5-MeO-DMT, bem como no horménio melatonina (5-metoxi-N-
acetiltriptamina) e na serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina), um dos mais importantes
neurotransmissores de mamiferos (Figura 3) (Cameron; Olson, 2018; Schimmelpfennig;
Jankowiak-Siuda, 2025). Tanto a melatonina quanto a 5-HT sdo também mediadores quimicos
em plantas (Back; Tan; Reiter, 2016; Negri et al., 2021), e apresentam uma substituicdo de
oxigénio na posicdo C-5, que é uma das principais caracteristicas moleculares desses

neuromoduladores (Cameron; Olson, 2018; Nichols, 2017).

Figura 3 — Relagao estrutural da DMT e de outros compostos de ocorréncia natural.
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A presenca de um atomo de oxigénio nas posicdes C-4 e C-5 das triptaminas € um
importante fator de aumento da afinidade por receptores de 5-HT, assim como a N-alquilacéo
da amina (Cameron; Olson, 2018; Nichols, 2017; Warren et al., 2024). Por exemplo, a amina
secundaria norpsilocina (4-hidroxi-N-metiltriptamina) apresenta uma afinidade menor para 5-
HTr2A do que a correspondente amina terciaria psilocina (Sherwood et al., 2020). Apesar da
interacdo com o receptor 5-HT de triptaminas possuindo grupo amina secundaria, a por¢ao N,N-
dimetil de aminas terciarias, como a DMT, a 5-MeO-DMT e a psilocina, parece ser essencial
para permitir efeitos farmacoldgicos in vivo (Glatfelter et al., 2022). No entanto, N-substituintes
maiores que isopropila reduzem significativamente a afinidade por 5-HTr2A (Cameron; Olson,
2018).

Os perfis bioldgicos aprimorados das triptaminas 5-metoxi- e N,N-dimetil-substituidas
podem ser associadas ao efeito de grupo metila (Barreiro; Kiimmerle; Fraga, 2011), onde esse
substituinte pode ter grande contribuicdo a melhora de perfis de farmacocinética — na absorcéo,
e farmacodindmica — no reconhecimento molecular por biorreceptores (Barreiro; Kimmerle;
Fraga, 2011; Ferreira et al., 2022). As variacdes no perfil de atividade de diferentes triptaminas
estdo relacionadas a soma das interagcdes quimicas das subunidades moleculares e dos residuos
de aminoécidos no sitio de interacdo com o receptor de 5-HT (Warren et al., 2024).

Para as ergolinas, o semissintético LSD é uma das substancias mais potentes, e as
principais caracteristicas para a sua acdo psicodélica via agonismo de 5-HTr2A sdo 0 nucleo
de inddlico intacto, a estereoquimica 5R,8R e a insaturacdo entre C-9 e C-10 (Nichols, 2012,
2016). Notavelmente, a porcdo N,N-dietilamida do LSD é apontada como essencial para sua
poténcia excepcional (Wacker et al., 2017). A relacdo estrutura-atividade do LSD é particular,
de modo que pequenas variagOes estruturais podem levar a atenuacdo da poténcia e a alteraces
na psicofarmacologia (Nichols, 2018).

No caso das feniletilaminas, em que o derivado 3,4,5-trimetoxi substituido mescalina
foi o protétipo para estudos, modificacfes na cadeia alquilica e também no grupo fenila afetam
drasticamente a atividade desses compostos (Cassels; Saez-Briones, 2018; Nichols, 2017). Por
exemplo, a introdu¢do de um grupo a-metila na cadeia lateral da feniletilamina produz os
psicodélicos do tipo anfetamina (fenilisopropilaminas), como os derivados sintéticos MDMA e
2,5-dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI) (Dunlap; Andrews; Olson, 2018). A mudanca do padrao
de substituicdo 3,4,5 para o padrdo 2,4,5 € observada nos compostos 2C-X inspirados na
mescalina, como o0 2C-B, que s&o significativamente mais potentes do que a mescalina (Cassels;

Séaez-Briones, 2018; Poulie et al., 2020). Além disso, a substitui¢do do grupo metoxila em C-4
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por pequenos substituintes lipofilicos, como os halogénios bromo e iodo, aumenta
substancialmente a afinidade por 5-HTr2A (Blaazer; Smid; Kruse, 2008; Poulie et al., 2020).
Por outro lado, a substitui¢cdo da amina primaria por um grupo benzila aumenta tanto a afinidade
por 5-HTr2A quanto a poténcia. Essa alteracdo estrutural di origem a classe das N-
benzilfeniletilaminas, comumente conhecidas como NBOMes (Poulie et al., 2020). Tanto as
anfetaminas, os compostos 2C-X, quanto os NBOMes podem ser entendidos como uma
subclasse de feniletilaminas, pois o nacleo estrutural basico permanece intacto.

A ibogaina, apesar de ter o nucleo triptamico em sua estrutura, tem uma quimica
particular e se destaca como um dos principais psicodélicos ndo classicos (Wasko; Witt-
Enderby; Surratt, 2018). Da mesma forma que as triptaminas, as feniletilaminas e o LSD, a
ibogaina interage com o 5-HTr2A e apresenta efeitos psicodélicos quando administrada em
altas doses. Entretanto, as propriedades terapéuticas observadas dessa substancia parecem estar
ligadas a atividade nos receptores opioides e de N-metil-D-aspartato (NMDA) (Brown, 2013;
Mash, 2023). A salvinorina A, outro psicodélico ndo cléssico, e um dos poucos exemplos de
PNP ndo nitrogenado, também exerce seus efeitos via agonismo de receptores opioides
(Arunotayanun; Gibbons, 2012; Roth et al., 2002).

2.2 ASPECTOS HISTORICOS DE PRODUTOS NATURAIS PSICODELICOS

2.2.1 Contexto etnobotanico

O uso de plantas, fungos e animais com propriedades alterar estados da consciéncia é
uma pratica antiga observada em diferentes culturas humanas difundidas h& milénios por razées
espirituais, de cura e de organizacdo social, em diferentes localidades (Schultes, 1937, 19609,
1970, 1984). O uso dessas fontes de PNPs remonta quase a pré-histdria, com evidéncias diretas
de seu uso durante o periodo neolitico (~10000 a.C.) e hipoteses que levam ao possivel uso por
hominideos ha milhdes de anos (Samorini, 2019; Winkelman, 2019).

Na Africa, as raizes da planta nativa Iboga (Tabernanthe iboga Baill.), cujo principal
componente ativo é a ibogaina, tém sido usadas para fins ritualisticos e medicinais em regides
do Gabao e do Congo. Por exemplo, sdo utilizadas em praticas de iniciagdo e comunhao da
religido Bwiti (Underwood; Bright; Les Lancaster, 2021). Da mesma forma, as culturas da
antiga Eurasia empregavam plantas psicoativas, como a Cannabis sativa L. (Reekie; Scott;

Kassiou, 2017; Tahir et al., 2021). Faziam utilizacdo também de fungos, conforme relatado na
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Sibéria no consumo dos cogumelos psicoativos da espécie Amanita muscaria (“Fly Agaric”),
que contém muscimol (Lee et al., 2022; Rivera-1llanes; Recabarren-Gajardo, 2024).

Além disso, ha evidéncias arqueoldgicas e quimicas que indicam o uso ancestral de
vérias outras plantas psicoativas contendo alcaloides na Europa e na Asia, como Papaver
somniferum L., Ephedra spp., Peganum harmala L. e Mandragora officinarum L. (Merlin,
2003). Por exemplo, anélises quimicas de amostras de cabelo de escavagdes arqueoldgicas em
uma ilha mediterranea espanhola evidenciaram a presenca dos alcaloides efedrina, atropina e
escopolamina, sugerindo o uso de plantas psicoativas no “Velho Mundo” hd mais de 3000 anos.
Os PN encontrados indicam o uso de possivelmente Datura stramonium L., Hyoscyamus albus
L., Mandragora automnalis Bertol. e Ephedra fragilis Desf. (Guerra-Doce et al., 2023).

No entanto, os principais exemplos de PNPs com significancia etnobotanica residem
no “Novo Mundo” (Figura 4), onde essas substancias e suas fontes naturais estiveram e estao
presentes na cultura e préaticas de diferentes povos nativos das Américas (Mckenna; Riba, 2016;
Schultes; Farnsworth, 1980).

Figura 4 — Fontes de PNPs e localizagcdo geografica dos usos relacionados.
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Fonte: Autor (2025). Grafico criado com MapChart (www.mapchart.net).
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Na regido do Rio Grande, na América do Norte (sudoeste dos Estados Unidos até o
norte do México), o cacto Peiote (Lophophora williamsii Lem. ex Salm-Dyck J. M. Coult.) tem
uso tradicional por diferentes povos dessa regido por razbes ritualisticas e medicinais
(Doesburg-Van Kleffens; Zimmermann-Klemd; Griindemann, 2023; Schultes, 1937, 1938;
Vamvakopoulou et al., 2023). O uso do Peiote tem sido legalmente protegido ha décadas na
América do Norte sob estruturas como a Emenda & “Lei de Liberdade Religiosa dos indios
Americanos” (“American Indian Religious Freedom Act Amendments”). O peiote contém
mescalina, e tem profundo significado espiritual e cultural, servindo como um sacramento em
cerimdnias que visam cura, autorreflexdo e unido da comunidade (Doesburg-Van Kleffens;
Zimmermann-Klemd; Grindemann, 2023; Nichols, 2016).

Na Mesoamérica, uma rica historia de utilizacdo de PN psicoativos, incluindo varios
PNPs, compde a etnomedicina dessa regido (Geck et al., 2021). Também no México, o uso de
cogumelos dos géneros Psilocybe, Panaeolus, Conocybe e Stropharia sdo exemplos
importantes do uso antigo de PNPs. Seu uso se estende a diferentes regides da América Central,
sendo utilizado em diversas culturas mesoamericanas. Para os Mazatecas, povo original da
Serra Mazateca, no estado de Oaxaca, 0s cogumelos Psilocybe eram chamados de Teonanacatl,
traduzido literalmente como “Carne dos Deuses” ou “Alimento dos Deuses”. Entretanto, para
0s Maias, 0 P. cubensis era chamado de K'aizalaj Okox. Esses cogumelos séo ricos em
psilocibina e sdo fundamentais para praticas espirituais e cerimoniais desses povos, refletindo
sua profunda integracdo na vida religiosa (Carod-Artal, 2015; Hofmann et al., 1959; Mckenna;
Riba, 2016; Nichols, 2016).

Além dos cogumelos, a planta Salvia divinorum Epling & Jativa, que contém o
diterpeno de neoclerodano psicoativo salvinorina A, era usada pelo povo Mazateca em rituais
de divinacdo e como medicamento (Roth et al., 2002; Siebert, 1994).

As sementes de “Morning Glories”, por exemplo, Turbina corymbosa (L.) Raf.
(sinonimia Rivea corymbosa (L.) Hallier f.), chamada Ololiuqui - “coisa redonda” na lingua
asteca Nahuath, e também Ipomoea violacea L, chamada Tlilitzin - “muito preta”, também eram
usadas pelos Mazatecas, bem como pelos povos Asteca, Maia, Chinanteca, Mixteca e Zapoteca.
Acreditava-se que essas sementes, contendo alcaloides ergolinicos psicoativos, como o &cido
D-lisérgico e seus derivados amidicos, facilitavam a comunica¢do com o Divino e eram parte
integrante de rituais destinados a buscar orientacdo ou resolucdo de disputas comunitarias
(Carod-Artal, 2015; Hofmann, 1961; Schultes; Farnsworth, 1980; Steiner; Leistner, 2018).
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Apesar da auséncia de evidéncias quimicas ou antropoldgicas diretas, existem indicios
da utilizagdo da secrecdo das glandulas parétidas de Incilius alvarius (sinonimia Bufo alvarius)
por sociedades pré-colombianas também na regido mexicana. I. alvarius é conhecido como
sapo do deserto de Sonora, ou sapo do rio Colorado (Mckenna; Riba, 2016; Villa, 2023; Weil;
Davis, 1994). Vale ressaltar, que o povo tradicional Seris, situado no estado de Sonora, €
conhecido por utilizar essa secrecdo (Dakic et al., 2017). A secrecdo contém concentraces
significativas de 5-MeO-DMT, um potente PNP conhecido por induzir experiéncias misticas e
introspectivas profundas e de curta duracdo (Ermakova et al., 2022; Schwelm et al., 2022;
Wells; Hambye; Blankert, 2023). 5-OH-DMT (5-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina) também ¢é
encontrada na secrecdo de I. alvarius, mas é debatida sobre sua acdo direta sob o efeito
psicodélico, uma vez que ndo atravessa a BHE, e supostamente produz apenas efeitos
autondémicos periféricos (Mckenna; Riba, 2016). No entanto, ela esta presente em diferentes
rapés utilizados ritualisticamente na America do Sul (Ott, 2001a, 2001b; Safford, 1916;
Schultes, 1954, 1984).

Na regido andina, ha relatos do uso de espécies de Brugmansia e do cacto San Pedro,
ou Aguacolla (Echinopsis pachanoi Britton & Rose Friedrich & G. D. Rowley, sinonimia de
Trichocereus pachanoi Britton & Rose) na Bolivia, Peru e Equador, relacionados a contextos
rituais e medicinais dessas regides. Assim como o Peiote, esse cacto é conhecido pela presenca
de mescalina e, juntamente com outras plantas psicoativas, € a base de uma bebida usada
ritualisticamente no Peru e no Equador, chamada Cimora (Schultes; Farnsworth, 1980;
Schultes; Hofmann; Ratsch, 2001).

Nas Américas Central e do Sul, como mencionado, existem varios relatos da utilizacdo
de rapés psicoativos utilizados como entedgenos por diversas etnias indigenas (Mckenna; Riba,
2016; Schultes, 1984). No Haiti, um rapé conhecido como Cohoba, preparado com sementes
de Piptadenia peregrina (L.) Benth. (atualmente Anadenanthera peregrina L. Speg.) tem
registros importantes de usos religiosos e medicinais para os povos nativos (Mckenna; Riba,
2016; Safford, 1916). As sementes de A. peregrina sdo ricas em 5-OH-DMT (Chagnon; Le
Quesne; Cook, 1971; Schultes et al., 1977; Stromberg, 1954), o0 mesmo PN encontrado na
secrecdo de I. alvarius. Além disso, DMT e 5-MeO-DMT também estdo presentes nas suas
sementes, mas em menores concentracdes (Schultes et al., 1977). As sementes dessa planta
também séo utilizadas por diferentes povos nativos distribuidos ao longo da bacia do Orinoco,
na Coldmbia e na Venezuela, até a regido amazonica. O rapé preparado nessa regido é chamado

Nyopo ou Yopo, pelo povo Guahibo, e Hisiona ou Sisiona, pelo povo Yanomami (Chagnon;
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Le Quesne; Cook, 1971; Moretti et al., 2006; Schultes, 1984). Além disso, propde-se que A.
peregrina e T. pachanoi, bem como Erythroxylum coca Lam. e Datura spp. eram utilizadas
pelo antigo povo Nazca no sul do Peru em seus rituais religiosos (De Rios; Cardenas, 1980).

Preparacdes semelhantes, chamadas Cebil na Argentina, e Huilca ou Vilca na Bolivia,
Peru e Brasil, séo preparadas a partir das sementes de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
(Delices et al., 2023; Mckenna; Riba, 2016), também na forma de rapé, por nativos como 0s
Comechingon e os Huarpe (Schultes, 1984; Schultes; Hofmann; Rétsch, 2001). De fato, é
sugerido que A. colubrina foi de grande importancia para diferentes culturas andinas
(Domnauer, 2020; Pochettino; Cortella; Ruiz, 1999). Como no caso da A. peregrina, as
sementes da A. colubrina sdo uma fonte rica de 5-OH-DMT (Pachter; Zacharias; Ribeiro, 1959).

Também de forma semelhante, as cascas do caule e a resina de espécies de plantas do
género Virola, como V. elongata (Benth.) Warb., foram e sdo utilizadas na forma de rapé por
diferentes povos originarios da Amazoénia (Carvalho et al., 2024; Di Serio et al., 2024; Schultes,
1979), como venenos de flecha para caca (Donald Macre; Neil Towers, 1984), bem como na
etnomedicina de comunidades ribeirinhas da Microrregido do Norte Araguaia do Brasil
(Ribeiro et al., 2017). V. elongata e V. theiodora (Spruce ex Benth.) Warb. sdo as principais
espécies utilizadas pelo povo Waika, um subgrupo Yanomami, e pelo povo Paumari, enquanto
V. calophylla (Spruce) Warb. e V. calophylloidea Markgr. sdo usadas principalmente na
Amazonia colombiana (Mckenna; Riba, 2016). O povo Yanomami Waika ao longo dos rios
Cauaburi e Tototobi, chamam o rapé preparado a partir de Virola de Yakoana ou Nyakwana, e
Epena, respectivamente. De modo diferente, esses rapés sao chamados de Ya-kee, Ya-to e Pa-
ree-ka pelos povos Puinave, Koripako e Tukano, respectivamente (Agurell et al., 1969;
Chagnon; Le Quesne; Cook, 1971; Schultes, 1954, 1984). Os rapés de Virola spp. contém
principalmente 5-MeO-DMT, e em concentracdes menores derivados de DMT e triptamina
(TR) em (Agurell et al., 1969; Chagnon; Le Quesne; Cook, 1971; Donald Macre; Neil Towers,
1984; Mckenna; Riba, 2016).

E importante ressaltar que o uso de rapés de Anadenanthera spp. e Virola spp. varia e
estd além do escopo da documentacdo cientifica, uma vez que as preparagdes e as
nomenclaturas podem diferir dependendo do local e da etnia (Chagnon; Le Quesne; Cook,
1971; De Smet; Rivier, 1985; Rodd, 2002). Outras plantas psicoativas usadas na forma de rapés
pelas sociedades pre-colombianas na América do Sul incluem Maquira sclerophylla (Ducke)

C. C. Berg, E. coca, llex guayusa Loes, Nicotiana tabacum L., Justicia pectoralis Jacq,
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Pagamea macrophylla Spruce ex Benth e Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bureau & K.
Schum. (Schultes, 1984).

Dentre os PNPs usados na América do Sul, o exemplo etnobotanico mais notavel
reside na bebida Ayahuasca - “cip6 das almas” na lingua Quechua. E uma decocgéo preparada
essencialmente a partir da liana Banisteriopsis caapi, que ¢ rica em alcaloides B-carbolinicos.
Além disso, as preparagdes geralmente incluem uma planta que contéem DMT, como Psychotria
viridis Ruiz & Pav. e Diplopterys cabrerana (Cuatrec.) B. Gates (Da Silva; Daros; De
Bitencourt, 2021; Rodriguez et al., 2017; Ruffell et al., 2023). Outros nomes tradicionais para
a bebida sdo Caapi, Yage, Natema, Kahi, entre outros. Os nomes variam entre etnias, assim
como no caso dos rapés. Outras plantas psicoativas eventualmente podem ser adicionadas a
preparacdo, como Brugmansia suaveleolens (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Bercht. & J. Presl e
N. tabacum (Schultes, 1969; Schultes; Hofmann; Réatsch, 2001).

O uso da Ayahuasca é muito difundido em diferentes regides amazonicas da Bolivia,
Brasil, Coldmbia, Equador, Peru e Venezuela, com uma estimativa de que pelo menos 70 povos
nativos de diferentes origens linguisticas consomem B. caapi tradicionalmente, com ou sem
aditivos. Isso pode se refletir em mal-entendidos com relacdo a terminologia precisa de cada
preparacédo (Luna, 2011; Mckenna; Riba, 2016). No entanto, a mistura envolvendo B. caapi e
P. viridis foi a preparacdo mais popularizada da Ayahuasca na sociedade moderna. Assim como
no caso do Peiote na América do Norte, seu uso € protegido no Brasil, e tem sido a base de
praticas religiosas de igrejas sincréticas brasileiras, a citar: Unido do Vegetal, Barquinha e Santo
Daime (Luna, 2011; Maia et al., 2023; Perkins et al., 2023).

Por fim, no Nordeste do Brasil, as raizes da planta Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.,
antigamente denominada M. hostilis (C. Mart.) Benth, também rica em DMT, é outro exemplo
importante da etnobotanica de PNPs da América do Sul (De Sousa et al., 2024; Gaujac et al.,
2013; Silva et al., 2024). A bebida preparada a partir das raizes é chamada de Jurema ou Ajuca,
e constitui a base do culto de varios povos nativos, como os Kariri, Pankararu, Truka, Kambiwa
e Atikum, bem como de religides afro-brasileiras (Pachter; Zacharias; Ribeiro, 1959; Schultes;
Farnsworth, 1980; Souza et al., 2008). De fato, a cerim6nia da Jurema parece ter sido praticada
por algumas tribos nativas extintas da regido (Mckenna; Riba, 2016).

Todo o conhecimento tradicional sobre plantas e fontes naturais, construido sob
diferentes culturas espalhadas pelo mundo, constitui uma grande farmacopeia ancestral. Ela
inclui medicamentos preparados a partir de uma série de plantas e fungos sagrados para essas

culturas, e representam meios de cura, cada cultura a sua maneira. Um grande exemplo do
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conhecimento dessa farmacopeia é a Ayahuasca, onde um composto que ndo é absorvido
oralmente devido ao metabolismo intestinal, a DMT de P. viridis, é o principal PNP da bebida.
Isso devido a inibigdo das enzimas monoamina oxidase pelas p-carbolinas de B. caapi (Ruffell
et al., 2023). Um sistema sinérgico semelhante é realizado na preparacdo do rapé Yopo pelo
povo Piaroa do sul da Venezuela, onde as sementes de A. peregrina, B. caapi e provavelmente
as cascas de Virola spp. sdo também combinadas (De Smet; Rivier, 1985; Rodd, 2002).
Notavelmente, evidéncias quimicas apontam a manipulacdo de vérias plantas psicoativas (por
exemplo, Erythroxylum spp., Anadenanthera spp. e B. caapi), pela presenca de certos alcaloides
(5-OH-DMT, cocaina, DMT e harmina) em uma bolsa de 1000 anos encontrada em uma
escavacdo arqueoldgica no sudoeste da Bolivia (Miller et al., 2019).

Esse conhecimento contribuiu para a construcdo e a consolidacdo dos conceitos
modernos sobre essas plantas e os compostos nelas presentes, por meio da antropologia,
etnobotanica e quimica. Além disso, levou a descoberta das préaticas ancestrais pela sociedade
contemporanea e a insercao delas em contextos modernos. Esse choque cultural refletiu-se em

varios marcos e eventos que compdem a controversa histdria social dos psicodélicos.

2.2.2 Contexto contemporineo

Embora evidente a importancia de fontes naturais contendo PNPs para sociedades
ancestrais, 0 conhecimento pela sociedade moderna sé ocorreu no final do século XIX, com o
isolamento da mescalina do cacto Peiote por Arthur Heffter (Heffter, 1898). Na sequéncia
houve a descoberta dos efeitos do LSD por Albert Hoffman em 1943 (Hofmann, 1979), e o
isolamento da psilocibina e da psilocina do cogumelo Psilocybe mexicana pelo mesmo, 16 anos
depois (Hofmann et al., 1959). Além disso, durante o mesmo periodo, a DMT foi isolada pela
primeira vez das raizes de M. tenuiflora por Oswaldo Gongalves de Lima. Inicialmente, a DMT
foi denominada nigerina (Gongalves-Lima, 1946). A substancia isolada foi posteriormente
caracterizada como DMT (Fish; Johnson; Horning, 1955; Pachter; Zacharias; Ribeiro, 1959),
que havia sido sintetizada 15 anos (Manske, 1931).

Apbs essas descobertas, durante as décadas de 50 e 60, foram realizadas extensas
pesquisas clinicas com LSD e psilocibina no campo da psiquiatria, embora limitadas pela falta
de metodologias robustas e projetos experimentais adequados (Geyer, 2024). De fato, até 1965,
o LSD foi disponibilizado para institutos de pesquisa e médicos como farmaco experimental

para psicoterapia analitica e estudos sobre psicose, com o0 nome comercial Delysid™, pela
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empresa farmacéutica Sandoz (Hofmann, 2009). No entanto, o uso recreativo de psicodélicos,
vinculado a movimentos populares de contracultura, levou a assinatura do “Ato de Substancias
Controladas dos EUA” em 1970. Varios psicodelicos conhecidos, incluindo LSD, psilocibina
e mescalina foram inclusas Artigo 1, levando a proibicdo das mesmas. Isto afetou drasticamente
a pesquisa sobre psicodélicos em todas as areas (Carhart-Harris; Goodwin, 2017; Nutt; King;
Nichols, 2013; Poulie et al., 2020). Depois de quase trés décadas de interrup¢do dos estudos
envolvendo psicodélicos, no inicio dos anos 90, as pesquisas comecaram a ser retomadas
(Strassman, 1994a, 1994b). Com o aumento gradual delas em meados e no final dos anos 90,
ficou marcado a chamada “renascenca psicodélica” (George et al., 2019; Hadar et al., 2023;
Sessa, 2018). A flutuacéo da pesquisa cientifica em relacdo a esses marcos pode ser visualizada

pelo nimero de publicacdes por ano relatadas no repositério PubMed (Figura 5).

Figura 5 — Linha do tempo das pesquisas sobre os principais psicodélicos.
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Com relagdo ao LSD, que é uma substancia semissintetica, os principais estudos

relatados na década de 60 indicaram beneficios para o tratamento e manejo de alcoolismo
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(Krebs; Johansen, 2012). Mais recentemente, um estudo clinico de fase 2 evidenciou resultados
positivos no tratamento da depresséo e da ansiedade (Holze et al., 2023). Entretanto, apesar da
existéncia de ensaios clinicos em andamento com o LSD, o conjunto limitado de evidéncias
clinicas pode ser atribuido a fatores como estigmatizacao social, poténcia excepcionalmente
alta e duracéo prolongada dos efeitos (horas), o que pode complicar sua aplicacédo terapéutica.

Por outro lado, a 5-MeO-DMT e a DMT s&o PNPs caracterizados por seu rapido inicio
e curta duracdo dos efeitos (minutos), 0 que os torna potencialmente mais adequados para
ambientes clinicos. Estudos clinicos de fase | e 11 demonstraram um potencial significativo para
esses compostos no tratamento de varias condi¢des psiquiatricas, inclusive DRT, ansiedade e
dependéncia de alcool (Reckweg et al., 2023; Tap, 2024; Uthaug et al., 2019). Por exemplo,
ensaios clinicos exploraram a seguranca e a eficacia da 5-MeO-DMT, mostrando sua
capacidade de produzir efeitos terapéuticos rapidos, sem os desafios logisticos impostos por
sessOes prolongadas (Reckweg et al., 2023; Uthaug et al., 2019, 2020). Da mesma forma, a
DMT tem sido investigada por suas propriedades antidepressivas, com estudos destacando sua
capacidade de aumentar a neuroplasticidade e proporcionar alivio rapido dos sintomas
depressivos (Almeida et al., 2019; Falchi-Carvalho et al., 2024, 2025; Frecska; Bokor;
Winkelman, 2016). Esses PNPs de acdo curta podem oferecer uma abordagem mais pratica e
escalonavel para a terapia assistida por psicodélicos, mantendo a eficacia terapéutica.

Além disso, a cetamina, um psicodélico ndo classico, primeiramente sintetizado e
posteriormente encontrado nos fungos Pochonia chlamydosporia (Ferreira et al., 2020), é o
exemplo de psicodélico em estagio clinico mais avangado, com o isdmero “S” - escetamina -
aprovado pela FDA, EMA (Agéncia Europeia de Medicamentos - Europa) e ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - Brasil), na forma de spray nasal e nome comercial
Spravato™, para o tratamento de DRT, ap0s resultados promissores em estudos clinicos
(Meshkat et al., 2023). Os estudos sobre a cetamina incluem ensaios clinicos de fase 2 (Lapidus
et al., 2014; Murrough et al., 2013, 2015), fase 3 (Phillips et al., 2019) e fase 4 (Grunebaum et
al., 2018), além de ser considerada uma opcao para o tratamento do TEPT em ensaios de fase
2 e 3 (Feder et al., 2014, 2021). Além disso, em estdgios avancados de pesquisa, outro
psicodélico ndo classico é o sintético MDMA, que foi designado como uma terapia inovadora
(“Breakthrough Therapy”) para TEPT pela FDA em 2017. Essa designacédo refere-se a um
processo projetado para agilizar o desenvolvimento e revisdo de substancias destinadas ao
tratamento de condi¢Bes graves, com evidéncias clinicas que sustentam que a susbtancia

candidata pode apresentar melhora substancial quando comparado a terapia disponivel, com
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resultados clinicos significativos (FDA, 2024). Além disso, 0 MDMA tem mostrado resultados
promissores em estudos de fase 2 (Feduccia et al., 2019) e de fase 3 (Mitchell et al., 2021,
2023).

Seguindo com psicodélicos ndo classicos, a ibogaina que tem sido experimentada
como possibilidade para tratamento de transtornos de uso de substancias, principalmente de
opioides (Kock ef al., 2022). Além dos ensaios clinicos propriamente ditos, um estudo aberto
combinando ibogaina e 5-MeO-DMT demonstrou melhorias significativas em TEPT, depressao
e ansiedade em veteranos de guerra expostos a traumas, com efeitos sustentados por até seis
meses (Davis ef al., 2023). Além disso, essa combina¢do mostrou-se eficaz no tratamento do
transtorno por uso de alcool em um relato de caso envolvendo também um veterano militar,

com administracao sequencial de ibogaina e 5-MeO-DMT (Barsuglia ef al., 2018).

Esses estudos clinicos atuais e os resultados cientificos robustos das Ultimas décadas
indicam que psicodélicos, a maioria deles PNPs (5-MeO-DMT, DMT, psilocibina, ibogaina e
ergolinas), podem ser um tratamento eficaz para uma série de distdrbios que prejudicam o SNC,
como doengas neurogenerativas e condi¢des psiquidtricas, incluindo DRT, ansiedade e
dependéncia de drogas, oferecendo esperanca as pessoas que ndo respondem as abordagens
convencionais. Com o0 avango das pesquisas, esses compostos estdo remodelando a forma como
entendemos e abordamos a saude mental, convidando a uma reavaliagdo de seu lugar na ciéncia

e na sociedade.

2.3 BIOSSINTESE DE PRODUTOS NATURAIS PSICODELICOS

Os alcaloides ind6licos simples, ergolinas e alcaloides terpeno indélicos sdo derivados
do aminoéacido L-triptofano, enquanto as feniletilaminas sdo derivadas da L-tirosina, ambas
originadas da via do &cido chiquimico (Dewick, 2009; Jamieson et al., 2021). Neste topico,
discutimos as principais vias biossintéticas para essas quatro classes, destacando os PNPs

discutidos.

2.3.1 Alcaloides de indolicos simples

A biossintese de alcaloides inddlicos simples (Figura 6) é altamente regulada em nivel
subcelular. Muitas etapas enzimaticas ocorrem em organelas especificas, facilitando a

canalizacdo do substrato e protegendo as células de intermediarios potencialmente toxicos. Por
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exemplo, as triptaminas (5-MeO-DMT, DMT e psilocibina) e B-carbolinas (por exemplo,
harmina), originadas do aminoécido aromaético L-triptofano, geralmente ocorrem no reticulo
endoplasmatico. As reacdes quimicas sequenciais de descarboxilacdo, hidroxilacdo e metilacédo
podem ocorrer no citoplasma, onde a disponibilidade de cofatores, como o piridoxal-5'-fosfato
(PLP) e a S-adenosilmetionina (SAM), também desempenha um papel fundamental na
regulacdo dessas vias. A ordem e a sequéncia dessas reagdes dependem de varios fatores,
incluindo o produto final da via, 0 compartimento celular, o organismo envolvido e varios
fatores abioticos. Fatores ambientais, incluindo luz, temperatura e disponibilidade de nutrientes,
influenciam ainda mais a atividade enzimética e o fluxo da via (Back; Tan; Reiter, 2016;
Dewick, 2009; Jamieson et al., 2021; Negri et al., 2021).

Além de sua funcdo como neurotransmissor em mamiferos e fitohorménio em plantas,
a 5-HT é um intermediario essencial nas vias biossintéticas de alcaloides indélicos simples. E
interessante notar que a 5-HT é biossintetizada de forma diferente nesses organismos. Nos
mamiferos, a 5-HT é produzida por meio da oxidacdo do triptofano em 5-hidroxi-L-triptofano,
seguida por descarboxilagéo via L-aminoacido aromatico descarboxilase (AACD), que depende
do cofator PLP (Schimmelpfennig; Jankowiak-Siuda, 2025). Por outro lado, nas plantas, a 5-
HT é gerada principalmente a partir da descarboxilacéo do L-triptofano via AACD/PLP em TR,
seguida pela hidroxilacdo na posi¢do C-5 do anel inddlico via triptamina 5-hidroxilase (T5H)
(Back; Tan; Reiter, 2016; Negri et al., 2021). No entanto, h& evidéncias que sugerem que a via
observada em mamiferos também pode ocorrer em plantas sob certas condi¢bes (Back; Tan;
Reiter, 2016).

Tanto a 5-HT quanto a TR desempenham funcgdes reguladoras na fisiologia das
plantas, atuando como precursores importantes na biossintese de metabdlitos especializados
(Negri et al., 2021). Por exemplo, a DMT é biossintetizada em plantas e mamiferos a partir da
TR, por meio da adi¢do sequencial de dois grupos metila via indol N-metiltransferase (INMT)
e cofator SAM. Esse processo leva a formacdo de N-metiltriptamina (NMT) e, posteriormente,
DMT (Barker, 2018; Coutinho et al., 2023; Dean et al., 2019; Schimmelpfennig; Jankowiak-
Siuda, 2025). Além disso, derivados substituidos da DMT sdo amplamente distribuidos em
varios organismos, com diferentes vias biossintéticas, a depender do organismo. Entretanto,
evidéncias sugerem que a DMT em si ndo parece ser o precursor desses derivados (Barman et
al., 2024; Fellows; Bell, 1971; Jamieson et al., 2021; Lenz et al., 2021a).
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Figura 6 — Vias biossintéticas propostas para alcaloides indolicos simples.
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Legenda: AACD, L-aminoacido aromatico descarboxilase; ADP, difosfato de adenosina; ASMT, N-
acetilserotonina metil transferase; ATP, trifosfato de adenosina; COMT, acido cafeico O-metil
transferase; INMT, Indol N-metil transferase; Pi, fosfato inorganico; PLP, pirodoxal-5’-
fosfato; SAM, S-adenosilmetionina; TPH, triptofano hidroxilase; TS5H, triptamina 5-
hidroxilase; [H], redugdo; [O], oxidagdo; 4-OH-DMT, 4-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina; 5-
MeO-DMT, 5-metoxi-N, N-dimetiltriptamina; 5-MeO-T, 5-metoxitriptamina; 5-OH-DMT, 5-
hidroxi-N, N-dimetiltriptamina;.

Por exemplo, no caso de cogumelos do género Psilocybe, a hip6teses anteriores eram
de que a biossintese de psilocina e psilocibina ocorria por meio da hidroxilacdo da DMT na
posicdo C-4, para formar psilocina, seguida de fosforilagdo para produzir psilocibina (Dewick,

2009). Entretanto, evidéncias atuais sustentam que a via envolve a oxidacdo da TR na posicao
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C-4 para gerar 4-hidroxitriptamina, seguida de fosforilagédo para produzir norbaeocistina (4-
fosforiloxitriptamina). Adicbes sequenciais de dois grupos metila levam a formagdo de
baeocistina (4-fosforiloxi-N-metiltriptamina) e psilocibina, respectivamente. As enzimas
envolvidas nessas reacOes sdo identificadas como PsiD (descarboxilase), PsiH
(monooxigenase), PsiK (quinase) e PsiM (metiltransferase) (Geiger; Wurst; Daniels, 2018;
Hudspeth et al., 2024; Lenz et al., 2021a).

Essa compreensdo biossintética desafia a crenca anterior de que a psilocina era um
intermediario na via e um precursor da psilocibina. Em vez disso, as evidéncias atuais indicam
que a producao de psilocina estd associada a mecanismos de protecdo nos cogumelos e ocorre
principalmente in situ durante injdrias nos cogumelos, ou in vivo por meio da a¢ao de enzimas
fosfatases, intrinsecas ou extrinsecas (Lenz et al., 2021a). Como a psilocina é propensa a
oxidacdo e oligo/polimerizacdo devido a presenca da hidroxila na posi¢édo C-4 do anel inddlico
(Lenz et al., 2022), sua producédo dentro das celulas é minimizada pela rapida re-fosforilacéo
em psilocibina via agdo da enzima PsiK (Figura 6) (Lenz et al., 2021a). No entanto, sob injurias,
esta via de oxidacdo é catalisada pela enzima lacase PsiL, levando a formacao de 5-5 e 7-7
dimeros principalmente, que podem seguir oligo/polimerizacdo (Figura 7) (Lenz et al., 2020,
2022). Essas substancias sdo responsaveis pela coloracdo azul observada em cogumelos
injuriados (Lenz et al., 2021b), e parecem fazer parte do mecanismo de defesa dos cogumelos
contra insetos macréfagos (Barbehenn; Peter Constabel, 2011). Isso por que 0s produtos dessa
via atuam como produtores de espécies reativas de oxigénio em ambientes basicos e oxidativos,
como no intestino de insetos, e podem, portanto, criar lesdes intestinais, que é presumivelmente
seu principal mecanismo de toxicidade (Lenz et al., 2020). Além do fator enzimatico, a
substituicdo da hidroxila em C-4 pode influenciar nesse processo pela formacéo de um pseudo
anel via interacdo intermolecular de hidrogénio entre a hidroxila e o grupo amina, que parece
também ser um fator importante para a boa permeacao da psilocina na BHE (Lenz et al., 2022).

Além dos derivados 4-substituidos que sdao amplamente encontrados em Varios
géneros de cogumelos, os derivados 5-substituidos da TR séo encontrados em Vvarias espécies
de plantas, como Anadenanthera spp. e Virola spp. (Agurell et al., 1969; Gottlieb, 1979;
Mckenna; Riba, 2016; Stromberg, 1954), bem como em sapos, por exemplo, na familia
Bufonidae (Chen et al., 2023; Erspamer et al., 1967; Rodriguez et al., 2017; Schwelm et al.,
2022). As vias biossintéticas desses compostos ainda sdo pouco conhecidas. No entanto,

estudos indicam que, nas plantas, a 5-OH-DMT ¢é produzida a partir de 5-HT por meio de N-
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metilacdo sequencial, e pode sofrer uma reacdo de O-metilagdo para gerar 5-MeO-DMT
(Barman et al., 2024; Fellows; Bell, 1971).

Figura 7 — Proposta da via de oligo/polimerizagao da psilocina em cogumelos Psilocybe.
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Fonte: Autor (2025). ChemDraw Ultra 12.0.2. Adaptado de Lenz et al. (2020).

A producédo de varios derivados de TR (por exemplo, 5-HT, DMT, 5-OH-DMT, 5-
MeO-DMT) em mamiferos (por exemplo, Homo sapiens), anfibios (por exemplo, 1. alvarius),
plantas (por exemplo, Anadenanthera spp. e Virola spp.) e fungos (por exemplo, Psilocybe
spp.) podem estar relacionados a mecanismos de convergéncia biossintética, moldados a partir

da coevolucéo de espécies (Barman et al., 2024; Chilton; Bigwood; Jensen, 1979).



45

Além disso, triptaminas 6-substituidas - B-carbolinas, como harmina,
tetrahidroharmina e harmalina, sdo encontrados em plantas (por exemplo, Banisteriopsis spp. e
Peganum harmala L.) e em cogumelos do género Psilocybe. Essas substancias inibem enzimas
da familia monoamina oxidase (MAOQ), responsaveis pela oxidacdo de monoaminas, como a 5-
HT e os alcaloides inddlicos simples (Jamieson et al., 2021; Lenz et al., 2021a; Santos et al.,
2020). O nucleo B-carbolinico é formado pela sequéncia de incorporacdo de uma unidade de
acido piravico na estrutura da TR para a formacdo de uma base de Schiff. Esse intermediario
passa por uma reacdo intramolecular de Mannich/Pictet-Spengler, formando um anel
substituido de 6 membros. O anel é subsequentemente modificado por meio de descarboxilacéo,
hidroxilagdo e O-metilagcdo para produzir harmalina, que pode ser reduzida para formar
tetrahidroharmina, ou oxidada para formar harmina (Dewick, 2009; Jamieson et al., 2021;
Katchborian-Neto et al., 2020).

Entre as diferentes vias, as etapas de hidroxilacdo do anel inddlico parecem estar
relacionadas a rearranjos do tipo NIH. Esse fenbmeno mecanistico € um rearranjo quimico em
gue um substituinte de um anel aromatico sofre uma migracéo 1,2 intramolecular facilitada por
processos enzimaticos. Ele é observado em reacGes de hidroxilagdo aromatica no metabolismo
de compostos aromaticos (Daly; Jerina; Witkop, 1972; Zhao et al., 2018). Esse mecanismo leva
a formacédo de 4,5-epdxidos tanto no triptofano quanto na TR, sendo que a Gltima possivelmente
também gera 6,7-epdxidos. A abertura subsequente desses epdxidos pode resultar em derivados
substituidos em C-4 (por exemplo, psilocina e psilocibina), em C-5 (por exemplo, 5-HT, 5-OH-
DMT e 5-MeO-DMT) e em C-6 (por exemplo, harmalina e harmina) (Chilton; Bigwood;
Jensen, 1979). Alcaloides indélico mais complexos, como derivados terpeno inddlicos e
ergolinas, também sdo biossintetizados a partir do L-triptofano, mas por meio de vias

biossintéticas distintas (Figura 8) (Dewick, 2009; Jamieson et al., 2021).

2.3.2 Alcaloides terpeno indolicos — Ibogaina

A ibogaina pertence ao grupo dos alcaloides monoterpeno indélicos (MIAS), uma
subclasse de PN derivada da condensacao de TR com secologanina, um secoiridoide produzido
pela via do acido mevaldnico (Dewick, 2009; Jamieson et al., 2021). Essa etapa fundamental
de condensacdo, catalisada pela enzima estrictosidina sintase (ETS), prossegue por meio de
uma reacdo de Mannich/Pictet-Spengler, levando a formacdo de estrictosidina, que é um

precursor fundamental na biossintese de varios MI1As (Dewick, 2009).



46

A via biossintética da ibogaina (Figura 8) progride com a clivagem da ligacdo
glicosidica na estrictosidina, mediada pela estrictosidina O-B-glicosidase (ETG), seguida pela
reducdo e oxidacdo catalisadas pela geissoschizina sintase (GS) e geissoschizina oxidase (GO),
respectivamente, para produzir a preakuammicina. Esse ultimo intermediario sofre um
rearranjo espontaneo seguido de duas etapas de reducdo para produzir o intermediario estavel
estemmadenina. Posteriormente, uma reacdo de acetilagio via estemmadenina O-
acetiltransferase produz o éster correspondente, que passa por uma sequéncia de reagdes redox
e ciclizagdes divergentes por meio de uma reacdo de Diels-Alder, para gerar (-)-coronaridina.
Nos estagios finais, a (-)-coronaridina sofre hidroxilagdo em C-5, catalisada pela enzima do
citocromo P450 ibogaina 10-hidroxilase (110H), seguida pela O-metilacdo via noribogaina 10-
O-metiltransferase (N1IOOMT), formando a (-)-voacangina. Esse intermediario é entdo clivado

no grupo carboximetil éster para produzir ibogaina, completando a via (Jamieson et al., 2021).

2.3.3 Ergolinas

Ergolinas sdo uma classe de alcaloides ind6licos produzidos por meio do metabolismo
enzimatico combinado de plantas, como Ipomoea spp. € Turbina corymbosa, e fungos, como
por exemplo Claviceps purpurea. Esses compostos sdo caracterizados por um ndcleo de
ergolina 3,4-dissubstituido, que constitui o sistema tetraciclico caracteristico dessa classe
(Dewick, 2009; Tasker; Wipf, 2021).

A biossintese das ergolinas (Figura 8) comeca também com o L-triptofano, mas
diferentemente das triptaminas, ndo ocorre via descarboxilacdo ou hidroxilagdo. A via € iniciada
por uma etapa de adicdo de grupo isoprenila, catalisada pela preniltransferase DmaW, em que
uma unidade de dimetilalil difosfato (DMAPP) é incorporada na posicdo C-3 por meio de
substituicdo aromatica eletrofilica, para gerar um intermediério altamente instavel, que segue
via rearranjo de Cope, deslocando o grupo dimetilalil para a posi¢cdo C-4, e formando 4-
dimetilalil-L-triptofano (4-DMAT). O intermediério 4-DMAT sofre entdo N-metilagdo via N-
metiltransferase EasF e SAM como cofator, para produzir N-metil-4-dimetilalil-L-triptofano
(N-Me-DMAT) (Jamieson et al., 2021; Tasker; Wipf, 2021).
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Figura 8 — Vias biossintéticas propostas para o acido lisérgico e a ibogaina.
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Legenda: 4-DMAT, 4-dimetilalil-L-triptofano; AACD, L-aminoacido aromatico descarboxilase;
DMAPP, difosfato de dimetilalila; ETS, estrictosidina sintase; FAD/FADH", flavina e
adenina dinucleotideo; N-Me-DMAT, N-metil-4-dimetilalil-L-triptofano; NAD*/NADH,
dinucleotideo de nicotinamida e adenina; NADP*/NADPH, dinucleotideo fosfato de
nicotinamida e adenina; PLP, pirodoxal-5’-fosfato; SAM, S-adenosilmetionina.

A biossintese segue via duas oxidagdes sequenciais: inicialmente uma oxidoredutase
EasE, com cofator flavina adenina dinucleotideo (FAD), catalisa a formacdo de um
intermediério dieno, que sofre ciclizagdo oxidativa com descarboxilagcdo concomitante. Esse
processo € mediado pela enzima EasC e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
como cofator, resultando na formacéao do sistema triciclico para gerar o alcool chanoclavina-I.
A oxidacgdo subsequente via EasD e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™) converte o
alcool em aldeido, resultando no aldeido chanoclavina-I. Esse intermediario sofre isomerizaco
catalisada pela isomerase EasA, seguida de ciclizacdo e reducdo, catalisada pela redutase EasG,
produzindo agroclavina, que contém o ndcleo basico tetraciclico ergolinico (Jamieson et al.,
2021; Tasker; Wipf, 2021).

Uma vez formado o sistema tetraciclico de ergolina, a agroclavina sofre oxidacdo
mediada via citocromo P450 monooxigenase em elymoclavina, que é posteriormente oxidada
em &cido paspaspico pela enzima clavina oxidase (CloA). Em seguida, o &cido paspalico sofre
isomerizacdo ndo enzimatica pra gerar um derivado termodinamicamente mais estavel, o &cido
D-lisérgico, com uma ligagdo alilica conjugada ao anel aromatico. O &cido D-lisérgico serve
como precursor de lisergamidas (por exemplo, LSA) e ergopeptideos (por exemplo,
ergotamina) (Dewick, 2009; Jamieson et al., 2021; Tasker; Wipf, 2021).

2.3.4 Feniletilaminas — Mescalina

Como principal representante da classe das feniletilaminas, a mescalina se destaca
como um importante PNP psicoativo derivado de plantas (Courdavault; Papon, 2024). Apesar
de ser o primeiro PNP isolado (Heffter, 1898), a biossintese da mescalina em L. williamsii foi
totalmente caracterizada recentemente (Berman et al., 2024; Watkins et al., 2023). Ela se
origina do aminoacido L-tirosina e envolve uma série de reacdes de descarboxilagdo,
hidroxilagdo e metilacdo (Figura 9) Semelhante a biossintese de alcaloides inddlicos simples,

diferentes vias podem levar a formacéao do principal intermediario da via, no caso, a dopamina.
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Figura 9 — Via biossintética proposta para a mescalina.
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Fonte: Autor (2025). ChemDraw Ultra 12.0.2.

Legenda: L-DOPA, L-3,4-dihidroxifenilalanina; PLP, piridoxal-5'-fosfato; SAM, S-adenosilmetionina;
TH, tirosina hidroxilase; [O], oxidagao.

Relatos anteriores defendem que a via se inicia com a hidroxilagdo da L-tirosina em
C-3 para produzir L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), seguida de descarboxilagéo,
formando dopamina (Jamieson et al., 2021). No entanto, essas primeiras etapas, juntamente
com suas enzimas, foram mais bem compreendidas recentemente, apesar de descobertas

ligeiramente diferentes. Watkins et al. (2023) corroboram as propostas anteriores de que a via
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passa pela hidroxilagdo da L-tirosina em L-DOPA via hidroxilase LWCYP76AD94, seguida
pela descarboxilagcdo pela descarboxilase LwTyDC1, uma AACD PLP-dependente, para
resultar em dopamina. De modo diferente, Berman et al. (2024) relatam o inicio da via por
descarboxilacdo inicial da L-tirosina, via descarboxilase LWTyDC2/PLP, para produzir
tiramina, que é submetida & hidroxilagéo via hidroxilase LWCYP76AD131. Essas descobertas
estdo alinhadas com a hipotese de que a via pode passar por ambas as vias (Dewick, 2009).

A partir da dopamina, a biossintese da mescalina prossegue por meio de uma série de
etapas de O-metilacdo e hidroxilacdo. Inicialmente, a dopamina sofre uma adicdo de metila via
O-metil transferase LWOMT1/5 (ou LwWOMT 2/6), utilizando SAM como doador de metila,
para formar 3-metoxitiramina. A hidroxilacdo subsequente em C-5, catalisada pela hidroxilase
LWCYP76AD131, produz 3-metoxi-5-hidroxitiramina, que prossegue com duas reacgdes
adicionais de O-metilacdo. A primeira ocorre em C-5, catalisada também por LWOMTL1/5 (ou
LWOMT 2/6), e produz 3,5-dimetoxitiramina, que sofre a segunda O-metilacdo em C-4,
catalisada pela metil transferase LwWOMT10/11, para finalmente resultar na mescalina (Berman
et al., 2024; Watkins et al., 2023).

Além disso, derivados de feniletilamina N-metilados foram evidenciados na via
biossintética de L. williamsii, sugerindo que a mescalina ¢ na verdade um intermediario da via,
e o potencial papel de outras substancias nos efeitos do Peiote (Berman ef al., 2024; Watkins et

al., 2023).

2.4 FARMACOLOGIA DE PRODUTOS NATURAIS PSICODELICOS

Psicodélicos agem principalmente modulando receptores de 5-HT, interferindo em
redes neurais padrdo e aumentando a neuroplasticidade - mecanismos que se alinham com seu
potencial para tratar doencas mentais. Estd bem estabelecido que os psicodélicos classicos,
como a psilocina, DMT e 5-MeO-DMT, agem como agonistas parciais ou totais de receptores
de 5-HTr2A e modulam vias corticais, 0 que se reflete em estados de consciéncia alterados e
efeitos terapéuticos, sem ocorréncia de dependéncia quimica (Daws et al., 2022; Kelmendi et
al., 2022; Nutt; Spriggs; Erritzoe, 2023). Além disso, de modo geral psicodélicos parecem nédo
estar correlacionado diretamente com a ocorréncia de problemas de saude mental (Krebs;
Johansen, 2013). O cenario atual da pesquisa psicodelica tem sido marcado por pesquisas de
ponta, desde a pesquisa pré-clinica envolvendo organoides derivados de células-tronco

pluripotentes humanas (Salerno; Rehen, 2024) até ensaios clinicos avangados, com percepgdes
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relevantes sobre a farmacologia dessas substancias, bem como aspectos intrinsecos do potencial
terapéutico.

Os aspectos farmacoldgicos discutidos aqui estdo relacionados aos psicodélicos
classicos, devido ao maior numero de evidéncias disponiveis. Conforme mencionado, a maioria
dos psicodélicos classicos pertence as classes de PNPs triptaminas, feniletilaminas e ergolinas,
e agem principalmente nos receptores 5-HTr2A. No entanto, pesquisas recentes destacam que
0s mecanismos de acdo dessas substancias sdo complexos e envolvem varios receptores de
membrana neuronal adicionais, e diversas vias de sinalizacdo (Duan et al., 2024). Por exemplo,
varios outros receptores serotoninérgicos, por exemplo, 5-HTr1A e do subtipo 2C (5-HTr2C),
bem como com receptores dopaminérgicos e adrenérgicos, apresentam interacdo com essas
substancias, contribuindo para seus perfis farmacologicos complexos (Cameron; Olson, 2018;
De Vos; Mason; Kuypers, 2021).

Mais especificamente, a 5-MeO-DMT tem a maior afinidade de ligacdo para 5-HTr1A
(1,9-3 nM), com uma seletividade 300-1000 vezes maior para 5-HTr1A em comparagdo com
5-HTRr2A (Halberstadt; Nichols; Geyer, 2012; Ray, 2010). Isso é significativo, pois
psicodélicos classicos sdo conhecidos principalmente por ativar 5-HTr2A, que esta associado
aos efeitos psicodélicos experimentados pelos seres humanos (Barker, 2018; Madsen et al.,
2019; Nichols, 2016; Vollenweider et al., 1998). Além disso, os receptores 5-HTr1A sdo alvos
terapéuticos validados para medicamentos ansioliticos (por exemplo, buspirona) e
antidepressivos (por exemplo, vilazodona), e evidéncias sugerem que 0s subtipos 1A e 2A
desempenham papéis cruciais na farmacologia da 5-MeO-DMT (Warren et al., 2024).

Os 5-HTR1A/2A, parte da familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR), sdo
predominantemente expressos em regides corticais, especialmente nos neurdnios piramidais da
camada V. Apds a ativacdo por substancias psicodélicas, esses receptores iniciam varias
cascatas de sinalizacdo intracelular, principalmente por meio da ativacdo da proteina quinase C
(PKC) via diacilglicerol, bem como a translocacdo de B-arrestina e liberagdo de &cido
araquidénico (De Vos; Mason; Kuypers, 2021; Sapienza, 2023). Essas vias de sinalizacdo séo
cruciais para os efeitos posteriores dos psicodélicos, inclusive a inducéo da neuroplasticidade,
gue é um fator essencial para seu potencial terapéutico (Kwan et al., 2022).

E importante ressaltar que estudos recentes destacaram a funcdo de 5-HTr2A
intracelulares na mediacdo desses efeitos. Ao contrario da visdo classica de que apenas oS
receptores de superficie de membrana estdo envolvidos, 5-HTr2A intracelulares, quando

ativados, demonstraram promover neuroplasticidade ao influenciar o crescimento e a
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reorganizacdo de conexdes neurais. Esse processo é também influenciado pela interagdo com
receptores de neurotrofina, como o TrkB, que se liga ao fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF), contribuindo para o efeito de neuroplasticidade, e apoiando os efeitos terapéuticos de
longo prazo (Almeida et al., 2019; Moliner et al., 2023). Esses efeitos também sdo importantes
para processos de regulacdo emocional, o que é particularmente importante para o
desenvolvimento de aplicacOes terapéuticas para condi¢cbes como ansiedade, depresséo,
dependéncia de drogas e TEPT, onde sistemas de regulacdo emocional sdo frequentemente
prejudicados (Arruda Sanchez et al., 2024).

Pesquisas emergentes sugerem que os psicodéelicos também podem modular a
atividade dos receptores Sigma-1 (Sig-1r), que estdo envolvidos em neuroprotecdo e
neuroplasticidade. Alem disso, a DMT parece agir como um modulador endégeno de Sig-1r
(Fontanilla et al., 2009; Frecska et al., 2013). Essa interacdo pode contribuir para as
propriedades anti-inflamatérias e neuroprotetoras dos psicodélicos, destacando seu potencial
no tratamento de disturbios neurodegenerativos e condi¢des associadas a ativa¢do imunoldgica
cronica. Ao modular a atividade de Sig-1r, 0s psicodélicos podem potencialmente contribuir
para a atenuacéo da progressdo de DN como Alzheimer e Parkinson, em que a inflamacdo e a
perda neuronal sdo caracteristicas proeminentes (Frecska et al., 2013; Winkelman; Szabo;
Frecska, 2023).

Estudos pré-clinicos evidenciam o potencial terapéutico da Ayahuasca no tratamento
de DN, incluindo a doenca de Parkinson. Esses beneficios sdo atribuidos principalmente a
harmina, um composto essencial encontrado na B. caapi, que apresenta efeitos de
neuroprotecao e neuroproliferacdo (Dakic et al., 2016; Katchborian-Neto et al., 2020).

PNPs também tém sido cada vez mais reconhecidos por seus potenciais efeitos
imunomoduladores, que podem ter implicac6es significativas no tratamento de vérias doencas
do SNC. As propriedades imunomoduladoras dos psicodélicos se devem principalmente as suas
interacbes com os receptores 5-HT, que também desempenham um papel importante na
regulacdo do sistema imunologico (Arreola et al., 2015; Wan et al., 2020). Foi demonstrado
que a ativacdo desses receptores modula a producdo e a liberagdo de citocinas, que sdo
moléculas de sinalizagdo essenciais na resposta imunolégica. Por exemplo, os psicodélicos
classicos podem aumentar a producdo de citocinas anti-inflamatérias como a interleucina (IL)-
10, que ajuda a reduzir a inflamacao, a0 mesmo tempo em que reduzem os niveis de citocinas
pro-inflamatorias como IL-1p, IL-6 e o fator de necrose tumoral (TNF-a) (Banushi; Polito,

2023; Flanagan; Nichols, 2022; Kozlowska et al., 2022). Além disso, a Ayahuasca e a harmina
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indicaram modulagdo imunoldgica positiva das imunoglobulinas (IgGs), especialmente pelo
aumento dos niveis de anticorpos IgG e 1gG1 totais in vivo (Katchborian-Neto et al., 2022). As
propriedades imunomoduladoras dos psicodélicos ainda estdo sendo exploradas, mas as
evidéncias existentes apontam para um papel promissor no tratamento de distdrbios que
envolvem desregulacdo imunoldgica. Isso inclui ndo apenas condigdes neuropsiquiatricas como
depressdo e ansiedade, em que a inflamacdo é cada vez mais reconhecida como um fator
contribuinte, mas também condi¢cdes neurodegenerativas, inflamatérias e autoimunes
(Quintero-Villegas; Valdés-Ferrer, 2020).

2.5 PESQUISAS FUTURAS COM PRODUTOS NATURAIS PSICODELICOS

No campo da pesquisa de PN, a maioria dos estudos continuam baseados
principalmente em métodos classicos, ou seja, fracionamento e isolamento de compostos ativos.
Embora essas abordagens sejam fundamentais, técnicas analiticas modernas e metodologias
holisticas, como a metabol6mica e a gendmica, estdo ganhando cada vez mais relevancia no
campo de pesquisa com PN (Caesar et al., 2021; Harvey; Edrada-Ebel; Quinn, 2015; Wolfender
et al., 2015). A metabolémica tornou-se uma ferramenta interessante também no ambiente
clinico, na descoberta de biomarcadores e na elucidacéo de mecanismos bioquimicos (Johnson;
Ivanisevic; Siuzdak, 2016; Kennedy et al., 2018; Kirwan, 2023; Zang; Monge; Fernandez,
2019).

Embora ainda existam poucos estudos utilizando metabolémica e focados em PNPs,
pesquisas recentes com a Ayahuasca (Katchborian-Neto et al., 2020; Madrid-Gambin et al.,
2022; Zandonadi et al., 2023) e P. cubensis (Shahar et al., 2024) ressaltaram o valor da
metabolémica na elucidacdo dos mecanismos subjacentes a atividade dessas substancias. O
interesse cada vez maior em abordagens holisticas decorre da observacdo de que os efeitos
bioldgicos dos extratos geralmente resultam de interacGes sinérgicas entre varios compostos,
em vez da atividade de constituintes majoritarios isolados. Por exemplo, os compostos isolados,
como a harmina e a DMT da Ayahuasca, e a psilocibina dos cogumelos P. cubensis, diferem
dos efeitos bioldgicos observados quando se usam os extratos naturais brutos (Katchborian-
Neto et al., 2020; Shahar et al., 2024). Ao ir além das abordagens reducionistas, a metabolémica
pode ajudar a permitir uma compreensao mais profunda das vias metabolicas e dos mecanismos

complexos subjacentes aos efeitos dos compostos psicodélicos. Essa perspectiva holistica ndo
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sO avanga o conhecimento na pesquisa de PN, mas também pode fornecer percep¢des valiosas
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Além disso, organoides cerebrais derivados de células-tronco pluripotentes humanas
tém sido apontados como uma ferramenta poderosa para a pesquisa de caracteristicas celulares
e moleculares de substdncias psicodélicas, bem como de distarbios relacionados a
neuropsiquiatria (Salerno; Rehen, 2024). Aliadas a utilizacdo de organoides cerebrais,
abordagens protedmicas baseadas em LC-HRMS revelam pontos relevantes sobre a acao de
PNPs, como o LSD (Costa et al., 2024; Ornelas et al., 2022) e a 5-MeO-DMT (Dakic et al.,
2017).

Embora os principais PNPs classicos sejam relativamente bem caracterizados, a
maioria das fontes naturais contendo essas substancias permanecem pouco estudadas, como no
caso de Anadenanthera spp., onde praticamente todas as investigacdes fitoquimica foram
baseadas em isolamento, e foram feitas durante as décadas de 40 a 80 (Fellows; Bell, 1971;
Fish; Johnson; Horning, 1955; lacobucci; Ruveda, 1964; Pachter; Zacharias; Ribeiro, 1959;
Schultes, 1954, 1984; Schultes et al., 1977; Stromberg, 1954). Assim, a utilizacdo de
abordagens holisticas empregando técnicas analiticas modernas, como a metabolémica,
aplicada a quimica de PN, sdo valiosas para a obtencao de perfis metabdlicos e identificacdo de
marcadores bioldgicos, o que tem grande importdncia na compreensdo, tanto do perfil
farmacoldgico de PNPs, quanto de mecanismos ecoldgicos relacionados biossintese dessas

substancias em organismos distintos.

2.6 METABOLOMICA

Metabdlitos especializados sdo produtos de processos celulares regulatorios e
consequentemente moléculas de sinalizacdo das vias do metabolismo, de modo que o perfil
qualitativo e quantitativo desses metabodlitos em um organismo ¢ diretamente relacionado com
respostas do mesmo a alteragdes genéticas e ambientais (Baker; Rutter, 2023; Fiehn, 2002).
Com um dos primeiros relatos formais por Oliver et al. (1998), o termo metabolomica refere-
se ao estudo sistematico para identificacdo e quantificagdo de metabdlitos em um sistema
biologico, visando obter fingerprints metabolicos, detectar diferengas entre metabdlitos e gerar
hipoteses para explicar tais diferengas (Alseekh et al., 2021; Wolfender et al., 2015).

Nas ultimas décadas, a integracdo de abordagens modernas, como metaboldmica,

ferramentas quimiométricas e técnicas de aprendizado de méaquina (ML), revolucionou o campo
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de pesquisa de PN e caracterizagdo de perfis metabolicos (Chagas-Paula et al., 2015a, 2015b;
Ebbels et al., 2023). Ferramentas quimiométricas auxiliam na andlise de conjuntos de dados
multidimensionais, identificando tendéncias e extraindo informagoes significativas (Y1 ef al.,
2016), enquanto que ML por sua vez ¢ um subconjunto de inteligéncia artificial que envolve
algoritmos de treinamento para aprendizado e predi¢do. Na pesquisa de PN, modelos de ML
podem prever a atividade biologica de compostos e extratos, identificar padrdes nos dados
metabolomicos e auxiliar na previsdo de novas amostras bioativas (Chagas-Paula et al., 2015a;
Alcantara et al., 2023).

A metabolomica permite uma andlise mais abrangente de matrizes biologicas
complexas, facilitando a rapida identificacdo de compostos bioativos e suas vias biossintéticas
(Ebbels et al., 2023; Pilon et al., 2020). Atualmente, esse tipo de analise desempenha um papel
central em varias areas das ciéncias e plantas, e oferece novas perspectivas para o avanco da
descoberta de substancias bioativas, ecologia quimica e taxonomia, por exemplo (Brunetti et
al., 2018; Harvey; Edrada-Ebel; Quinn, 2015; Pilon et al., 2020).

A metabolomica estuda o metaboloma, que ¢ definido como o conjunto de substincias
de baixo peso molecular presentes em amostras biologicas oriundas de um organismo vivo
(Fiehn, 2002; Van Der Laan et al., 2020). Embora a cobertura total do metaboloma ndo seja
vidvel com apenas uma Unica técnica analitica, especialmente para plantas devido ao
metabolismo especializado, estratégias de metabolomica podem auxiliar significativamente na
identificacdo e caracterizacdo de metabolitos sob uma determinada condig¢do, qualitativa e
quantitativamente (Pilon et al., 2020).

Em estudos de metaboldmica, as principais técnicas analiticas utilizadas sio LC-HRMS,
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e RMN, que podem ser
utilizadas separadamente e de maneira complementar, ou concatenadas em uma mesma anélise
(Ebbels et al., 2023; Perez De Souza; Fernie, 2023; Spicer et al., 2017). Como dados de
metabolomica geralmente contém alta complexidade, relacionada a varias classes diferentes de
moléculas e diversidade quimica presentes nas amostras, as analises de dados brutos gerados
nas plataformas analiticas geram uma quantidade complexa, grande e inevitavel de dados.
Assim, ¢ indispensavel a utilizagdo de softwares e ferramentas computacionais para o
processamento e a analise de dados, como os principais softwares abertos de espectrometria de
massas, MZmine e MS-DIAL (Heuckeroth et al., 2024; Schmid ef al., 2023; Tsugawa ef al.,
2015, 2020), além de diversas outras ferramentas (De Jonge et al., 2022; Nothias et al., 2020;
Spicer et al., 2017; Zhang et al., 2020).
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Em geral, esses softwares permitem o processamento de dados e o uso de bancos de
dados livres e comerciais, bem como bancos de dados internos, o que facilita a desreplicacao e
o direcionamento de novas substancias para isolar ou aquelas com interesse farmacoldgico
(Allard et al., 2018; Demarque et al., 2020; Wolfender et al., 2019). Desreplicagcdo, também
comumente chamada de anotacdo ou identificagdo putativa, ¢ a identificacdo de compostos por
comparacdo com dados de compostos conhecidos com diferentes niveis de confianca
(Schymanski et al., 2014; Spicer; Salek; Steinbeck, 2017; Sumner et al., 2007).

Acerca de estudos utilizando metabolomica, existem duas abordagens principais: as
direcionadas (alvo) e ndo direcionadas (ndo alvo). As abordagens direcionadas consistem em
analises de amostras em que os metabolitos sob analise ja sdo conhecidos e, portanto, o processo
de extragdo exige seletividade para andlises quantitativa. Assim, a configuragdo instrumental ¢
otimizada para sensibilidade méxima na faixa de relagdo massa-carga (m/z) relacionado aos
metabolitos de interesse (Canuto et al., 2018; Davies et al., 2021). Em geral, essas técnicas
requerem o uso de padrdes analiticos para descobrir um potencial mecanismo bioldgico.

Na metabolomica nao direcionada, por sua vez, sdao analisados componentes
desconhecidos nas amostras em estudo e, portanto, uma extragdo mais abrangente ¢ necessaria.
O instrumento analitico é otimizado para uma ampla de m/z (50-2000, tipicamente). Esse tipo
de abordagem ¢ comumente empregada para descoberta de biomarcadores, por exemplo, de
doengas, atividade farmacologica ou propriedade toxicoldgica. Biomarcadores sdao definidos
como substancias que indicam um processo bioldgico, como por exemplo, uma resposta
farmacologica (Chagas-Paula et al., 2015a; Chen et al., 2021; De Vos et al., 2007).

A andlise de dados processados geralmente ¢ seguida por analises estatisticas
multivariadas, que sdo adequadas para o estudo da correlagdo entre variaveis do estudo. Os
métodos quimiométricos mais comuns usados para dados metaboldmicos sdo as analises de
componentes principais (PCA), de cluster hierdrquico (HCA), de regressdo de minimos
quadrados parciais (PLS) e de minimos quadrados parciais ortogonais (OPLS). As principais
finalidades das andlises multivariadas sdo reduzir a dimensionalidade da complexidade dos
dados, no caso de andlises nao supervisionadas (e.g. PCA, HCA), e facilitar a visualizacdo das
varidveis discriminantes na composi¢do quimica das espécies investigadas, no caso de métodos
supervisionados (e.g. PLS, OPLS) (Pilon et al., 2020; Yi et al., 2016; Yuliana et al., 2013).

Seja pela analise de fluidos biologicos, células ou tecidos, a metabolomica tem grande
relevancia na descoberta de biomarcadores e na elucidacio de mecanismos bioquimicos

(Johnson; Ivanisevic; Siuzdak, 2016; Qiu ef al., 2023), e seu uso tem grande valor ndo s6 para
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a area de PN, como também para a area clinica, de descoberta de fairmacos, de ecologia, dentre
outras (Atanasov et al., 2021; Baker; Rutter, 2023; Brunetti et al., 2018; Harvey; Edrada-Ebel;
Quinn, 2015; Kirwan, 2023; Wolfender; Marti; Ferreira Queiroz, 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 SOLVENTES E SUBSTANCIAS

Foram utilizados solventes organicos de grau de pureza para cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
para as etapas de extracao e preparo de amostras. Acetonitrila (ACN), metanol (MeOH),
hexano, heptano, etanol (EtOH), além de acido foérmico padrao analitico (PA), bem como
solventes deuterados foram adquiridos da Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA) e diclorometano
e cloroférmio da Synth (SP, Brasil). Em adigdo, foi utilizada dgua ultrapura purificada via
sistema de purificacdo de dgua Millipore Milli-Q™ (Bedford, MA, EUA).

Em relagdo aos padroes quimicos utilizados, DMT e harmina foram isoladas de M.
tenuiflora ¢ B. caapi, respectivamente. Em adigcdo, 5-MeO-T, TR, harmalina, boldina,
isoorientina, rutina, quercetina, apigenina, kaempferol, cafeina, acido cafeico, acido ferulico,

acido clorogénico e cloranfenicol foram adquiridos da Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA).

3.2 OBTENCAO DE PNPS — HARMINA E DMT

PNPs foram obtidos via isolamento para a utilizacdo como padrdes quimicos em
analises de LC-HRMS. As substancias isoladas foram caracterizadas via RMN em um
espectrometro Avance I1I 300 MHz (Bruker-Biospin, MA, EUA) no laboratério de RMN da
Central Analitica da UNIFAL-MG, e processados no software TopSpin 3.6.2 (Bruker-Biospin,
MA, EUA). Além de RMN, as substincias foram também caracterizadas via LC-HRMS em um
instrumento Xevo G3™ (Waters, Milford, USA).

3.2.1 Harmina

Para obtencdo de harmina, utilizada como padrao de referéncia, foi utilizado material
vegetal de B. caapi, coletada em Pindamonhangaba-SP (22°45°47.5” S 45°28°05.9”) em 2017
(SisGen #A89B532), armazenado em local arejado, sob protecdo da luz e em temperatura
ambiente. A exsicata da espécie estd depositada no herbario da Universidade Federal de Alfenas
— MG (UALF), sob o codigo 3168, e pode ser consultado pelo sistema de gerenciamento de
cole¢oes botanicas — JABOT (https://jabot.jbrj.gov.br/v3/consulta.php).
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Inicialmente foi realizada uma de extragdo pelo método de maceragdo com mistura
etanol:agua 7:3 (v/v) e 0,1% de &cido acético como solvente extrator, por 24h e com renovagao
do mesmo durante 5 dias. Foram adicionados 174 g de liana de B. caapi seca e triturada para o
processo extrativo, ¢ 850 mL de solvente extrator foram utilizados em cada ciclo.
Subsequentemente, o extrato bruto hidroalcdolico obtido foi filtrado e seco em rotaevaporador
a 50°C (remogao do etanol do meio), e entdo, seguiu para a etapa de fracionamento pelo método
de extragdo acido-base. Inicialmente, o extrato foi acidificado com solu¢ao de HCI 3M até pH
2. Em seguida, particdes liquido-liquido com solventes de polaridade crescente foram
realizadas para a obtencdo das fragdes. Para cada etapa de extracdo liquido-liquido, foram
realizadas 3 extracdes com cada solvente, e o volume de solvente organico utilizado em cada
extracdo foi igual a um terco (1/3) do volume total da fase aquosa.

Hexano foi primeiramente adicionado ao extrato bruto aquoso ¢ fracionado para
remocao de substancias lipofilicas e ndo ionizadas. A fase aquosa resultante foi fracionada com
diclorometano para remocgao de substancias de média polaridade ndo ionizadas. A fase aquosa
resultante foi entdo basificada com NaOH 3M até pH 10, e em seguida, novamente fracionada
com diclorometano para obten¢ao de uma fracdo rica em alcaloides. A fragao obtida foi
submetida a cromatografia em camada delgada (CCD) com revelador em UV. Reagente de
Draggendorft foi utilizado para a confirmacdo da presenca de alcaloides na fracao.

A fragdo alcaloidica seguiu para posterior etapa de fracionamento por meio da técnica
de cromatografia em coluna, para a obtencdo de subfracdes de menor complexidade. Para
realizagdo da técnica, silica flash, com tamanho de particula 40-63 pm foi utilizada. A coluna
utilizada foi de 4 cm de didmetro e montada com 14 cm de silica flash, conforme Still ef al.
(1978). Foi utilizado método cromatografico em gradiente envolvendo 3 fases moveis na
seguinte ordem: diclorometano:metanol nas propor¢des de 9:1 (800 mL) e 7:3 (200 mL) (v/v),
e por fim metanol 100% (100 mL). Aliquotas de 30 mL foram coletadas, analisadas por CCD e
agrupadas com base no perfil cromatografico.

As subfragdes obtidas foram analisadas por HPLC em um instrumento SPD-M20A, com
injetor SIL-20AHT, duas bombas LC-20AD, detector de arranjo de diodos — DAD, e software
Class VP, versao 5.02 (Shimadzu, Quioto, JP). O volume de injecao foi de 20 pL e fluxo de 1
mL/minuto. A coluna cromatografica utilizada foi uma C-18 Shim-pack CLT-ODS (M), 4,6 mm
x 250 mm e tamanho de particula de 5 pm (Shimadzu, Quioto, Japao). O método
cromatografico foi em gradiente com fase movel ACN em dgua com 0,1% de &cido acético, de

5-100% por 35 minutos.
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Por fim, a subfracdo D obtida revelou alta concentragdo de harmina pelas analises de
HPLC, e seguiu para uma ultima etapa de cromatografia em coluna com silica flash (40-63 um),
novamente conforme Still et al. (1978), para o isolamento da substidncia majoritaria. Foi
utilizado método isocratico em gradiente envolvendo 3 fases moveis na seguinte ordem:
diclorometano:metanol nas proporg¢des em de 9:1 (v/v) (500 mL), metanol 100% (150 mL), e
metanol acidificado a 0,1% com dacido acético glacial (100 mL). Aliquotas de 30 mL foram

coletadas, analisadas por CCD e agrupadas com base no perfil cromatografico.

3.2.2 DMT

Para a extragdo de DMT, foram utilizadas cascas das raizes de M. tenuiflora adquiridas

comercialmente pela loja online natureza divina (https://www.naturezadivina.com.br/), que

certificou a origem das amostras. O protocolo de extracdo foi otimizado e adaptado a partir de
uma metodologia denominada extragdo Direto-para-Base (“Straight-to-Base”) (DMT-NEXUS,
2025; Rossi et al., 2019).

Inicialmente, 20 g de material vegetal foram triturados sob nitrogénio liquido utilizando
pistilo e grau. Em seguida, o material triturado foi transferido para um béquer de 250 mL, onde
foram adicionados, pouco a pouco, 100 mL de solu¢ao de NaOH 5 M, e misturados com bastao
de vidro. A mistura, com aspecto pastoso e pH 14, foi transferida para um Erlenmeyer de 500
mL, onde foram adicionados 200 mL de uma solu¢do hexano/heptano (7:3, v/v) e mantidos em
chapa de aquecimento a 30°C e agitagdo magnética por 1h. Apds 1 hora, o solvente extrator foi
coletado e mantido sob aquecimento brando (~30 °C), e foram repetidos mais 2 ciclos com
renovacao de solvente. Ao final, as fracdes de solvente coletadas foram reunidas em um baldo
de fundo redondo de 1000 mL, e concentradas sob aquecimento e pressdo reduzida em
rotaevaporador, até o volume médio de 100 mL. Em seguida, a solugdo foi filtrada em papel de
filtro, com o papel e o filtro previamente aquecidos em estufa a 50°C, e coletados em frasco de
vidro de 250 mL com tampa, que foi armazenado em freezer a -20°C para cristalizagdo da DMT.

Apo6s 24h, o solvente extrator foi coletado com pipeta, e os cristais de DMT formados
foram lavados com hexano gelado. Por fim, os cristais lavados foram solubilizados em heptano
sob aquecimento a 40°C, e em seguida resfriado a temperatura ambiente (t.a) por lh, e em

freezer a -20°C por 24h para recristalizagao.
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3.3 COLETA DE MATERIAL E PREPARO DE EXTRATOS

As amostras de material vegetal foram adquiridas conforme disponibilidade de coleta
ou comercialmente. Dessa forma, as amostras de cascas e sementes de Anadenanthera spp., da
liana B. caapi, das folhas de P. viridis e das sementes de I. purpurea foram coletadas em campo
ou lugares conhecidos, enquanto que as raizes de M. tenuiflora foram adquiridas

comercialmente pela loja online natureza divina (https://www.naturezadivina.com.bt/), que

certificou a origem das amostras.

As amostras coletadas foram inicialmente tombadas no UALF, com exce¢do de P
viridis, uma vez que nao foi possivel coletar o espécimen nos estagios de floragdo, necessario
para o processo de tombamento em herbarios. Entretanto, o material coletado foi confirmado
como P. viridis por membros de uma igreja de Santo Daime que a empregam no preparo de
Ayahuasca (Katchborian-Neto et al., 2020), e uma futura coleta permitira o tombo de amostras
do mesmo espécimen no UALF. Adicionalmente, as amostras de dificil identificacdo, e.g.
Anadenanthera spp. e I. purpurea, foram identificadas pelo bidlogo Jeronimo Schultz da Silva,
e tombadas também no herbario Anders Fredrik Regnell (AFR), situado no Jardim Botanico de
Pogos de Caldas — MG. Todas as amostras coletadas estdo cadastradas no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen -

https://sisgen.gov.br) sobre o cédigo AFSC345.

Para preparo dos extratos brutos, foram pesados 500 mg de cada amostra que seguida
foram pulverizados usando gral e pistilo em nitrogénio liquido. Em seguida, 300 mg de cada
amostra foram transferidos para tubos Falcon de volume 15 mL juntamente com 6 mL de
solucao EtOH/H>O (7:3, v/v) para extragdo em banho de ultrassom por 15 minutos a 25 °C (170
W, 50 kHz, L100 Schuster), seguida de maceracao por 48 horas. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 22 °C e 112 rcf, e os sobrenadantes coletados (~5 mL) foram filtrados em filtros
de seringa de politetrafluoretileno (PTFE) de 0,22 um, e particionados com hexano (3 x 1,5
mL) para a remocao de substancias de baixa polaridade (clean up). Apos o preparo, os extratos
foram transferidos para tubos plasticos Eppendorf de 2,5 mL e secos utilizando-se um aparelho
concentrador a vacuo (Speed vac) Eppendorf Concentrator plus® a 40 °C por 5 horas. Em
adicao as amostras de material vegetal, foram preparadas trés amostras de branco de extragao
(B1-B3), que consistiram em tubos sem amostras reais, mas que passaram por todas as etapas
do processo de extragcdo. Apds secos, os extratos e brancos foram armazenados em freezer a -

20 °C até o momento das analises de LC-HRMS e de RMN.
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3.4 ENSAIOS DE NEUROTOXICIDADE E NEUROPROTECAO

Ensaios in vitro sobre neurotoxicidade e neuroprotecao dos extratos foram realizados
em parceria com o Laboratorio de Células-Tronco e Parasitologia Molecular da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF) sob supervisao da professora Dr®. Ana Claudia Chagas de Paula

Ladvocat. Ambos os ensaios foram realizados em quadruplicatas de amostra.

3.4.1 Cultivo celular

Células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) foram adquiridas do Banco de células
do Rio de Janeiro (BCRJ Lote 000893) na passagem 37, e foram cultivadas em mistura 1:1 de
meio Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) e DMEM/F12, com L-glutamina (2 mM),
suplementado com 1% de aminoacidos ndo essenciais, 1% de penicilina/estreptomicina e 10%
soro fetal bovino (SFB), o pH do meio foi ajustado para 7,2-7,4. As culturas foram mantidas
em incubadora 5% CO: e 37°C. O meio de cultura basal foi renovado a cada 2 dias e as culturas
subcultivadas na confluéncia de 80%. Para isso, o meio de cultura foi removido, as células
aderentes lavadas com PBS e incubadas com 1 mL de tripsina 0,05% &cido tetracético
etilenodiamina (EDTA), por 5 minutos. Apos a acdo da tripsina, esta foi inativada com meio de
cultura basal suplementado com SFB, e a suspensdo das células formada foi dividida em 2

novas garrafas.

3.4.2 Preparo de amostras para ensaios

Extratos foram preparados em uma concentragdo estoque de 1000 pg/mL. Para isso foi
diluido 1 mg de cada extrato/substancia em 10 pL de dimetilsulféxido (DMSO), e levados ao
vortex até completa dissolu¢do. Em seguida, foram acrescentados 990 puL dgua ultrapura. Todas
as solucdes foram filtradas em filtro de membrana 0,22 um e armazenadas a -20 °C. Extratos e

solugdes foram diluidos no meio de cultura utilizado, na concentragdo de 2,5 pg/mL.
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3.4.3 Avaliacao da neurotoxicidade

As células SH-SY5Y foram plaqueadas em placas de 96 pogos na densidade de 5x10°
células/ poco em meio de cultura basal. Apdés 24h, as células foram incubadas com os
tratamentos na concentracdo de 2,5 pg/mL em meio de cultura basal, para avaliagao da
citotoxicidade durante 48h. Posteriormente foi avaliada a toxicidade dessas substancias,
utilizando o ensaio de MTT, que se baseia na capacidade de enzimas desidrogenases, presentes
em cé¢lulas vidveis, em converter o sal de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium, que ¢ soltivel em 4gua, em cristais de formazan, um produto azul escuro
insolivel em agua. O nimero de células vidveis ¢ diretamente proporcional a quantidade de

cristais de formazan produzido (Mosmann, 1983).

Apo6s os devidos tratamentos, o meio de cultura foi retirado e substituido pela solugao
de MTT 0,5 mg/mL, e a placa foi incubada em estufaa 37° C e 5 % COa, por 4h. Ap6s o periodo
de incubagdo, as células foram observadas em microscopio dptico para visualizacdo dos cristais
de formazan. Estes cristais foram solubilizados com solu¢ao de isopropanol com 0,05 M de
HCl, sob agitagdo por 5 minutos. Em seguida a densidade Optica foi mensurada em
espectrofotometro BioTek — Epochh (Agilent, CA, EUA) através do software Gen5 3.08, a 570
nm com subtra¢ao de fundo a 645 nm. Durante os experimentos utilizando a solugcdo de MTT,
os ensaios foram feitos em condi¢des de baixa luminosidade. A viabilidade celular foi calculada

da seguinte forma:

Viabilidade celular (%) = [(Abs. teste - Abs. branco) x 100] + (Abs. controle - Abs. branco)

3.4.4 Avaliaciao da neuroprotecio

Para avaliar a neuroprotec¢ao, as células foram plaqueadas e tratadas conforme descrito
no item anterior apds o tratamento de 48h com os extratos/substancias. A neurotoxicidade foi
induzida utilizando a concentracdo inibitéria minima para matar 50% da cultura (ICso) de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) para as células SH-SY5Y, 30 uM e, ap6s 24h a viabilidade celular

foi avaliada através do MTT.

A viabilidade celular foi expressa como uma percentagem relativa ao grupo controle de
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células ndo tratadas (células com veiculo) e a atividade neuroprotetora foi analisada
considerando a viabilidade de cada grupo em comparagdo ao grupo controle tratado com 6-

OHDA.

Os dados obtidos foram avaliados no software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software
Inc., EUA), onde foram realizadas analises estatisticas univariadas: analise de variancia nao
pareada (ANOVA one-way) e teste t, utilizando um valor de P < 0,05 para consideragao de

diferenga estatistica.

3.5 PREPARO DE AMOSTRAS PARA ANALISES QUIMICAS

Para o preparo de amostras dos extratos vegetais para analises de RMN, foram pesados
6 mg de cada extrato em tubos eppendorf de volume 1 mL, que foram solubilizados em 600 pL
de dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) (10 mg/mL) no momento das analises. Em seguida,
as amostras foram transferidas para tubos de RMN de 7 polegadas.

Para o preparo das amostras para analise de LC-HRMS, foram seguidos os protocolos
estabelecidos para analises de metabolomica, incluindo critérios como randomizagao, utilizagao
de controles de qualidade, de padrao interno, e batch analitico (Broeckling et al., 2023; Dunn
et al., 2023; Kirwan et al., 2022; Lippa et al., 2022). Foram pesados 1 mg de cada extrato em
tubos eppendorf de volume 1,5 mL, e em seguida solubilizados em 1 mL de solugdo ACN/H,0O
(1:9, v/v, 1 mg/mL) com cloranfenicol (20 pg/mL) adicionado como padrdo interno analitico.
Adicionalmente, para analises de LC-HRMS foram preparadas 3 tipos de amostras utilizadas
como medidas de controle de qualidade (CQ): 1 - mistura de todas amostras (preparados a partir
de 50 pL de cada amostra) (2 replicatas técnicas); 2 - mistura de 15 padrdes quimicos de
referéncia representados por PN de diferentes polaridades e valores de massa (1 replicata
técnica) (Tabela 1); 3 — brancos de extra¢do, consistindo de amostras preparadas sem material
vegetal, mas utilizando-se os mesmos materiais e solventes (3 replicatas biologicas).

As amostras de controle de qualidade foram solubilizadas na mesma solucao que as
demais amostras.

Em seguida, as amostras e controles foram filtradas novamente em filtros PTFE de 0,22
uM, transferidas para vials de analise de cromatografia, e armazenados a -20°C até o momento

das analises.
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Tabela 1 — Lista de padrdes quimicos utilizados para amostra de CQ-2.

Substincia Massa Molar LogP Massa pesada | Concentrac¢io
(g.mol™) (mg) final (uM)
DMT 188,27 2,5 1,1 58,40
5-MeO-T 190,24 0,5 0,9 47,30
TR 160,22 1,6 1,1 68,60
Harmina 212,25 3,6 0,9 42,40
Harmalina 214,26 2,1 1,1 51,30
Boldina 327,40 2,7 0,9 27,50
Isoorientina 448,40 -0,2 0,7 15,60
Rutina 610,50 -1,3 1,6 26,20
Quercetina 302,23 1,5 1,2 39,70
Apigenina 270,24 1,7 0,8 29,60
Kaempferol 286,24 1.9 0,5 17,46
Cafeina 194,19 -0,1 0,9 46,34
Acido cafeico 180,16 1,2 0,9 49,95
Acido ferulico 194,18 15 0,5 25,75
Acido

clorogénico 354,31 -0,4 0,6 16,90

Fonte: Autor (2025).

3.6 AQUISICAO DE DADOS

As analises dos extratos via RMN foram realizadas em colaboragao com o Laboratorio
de Biologia Quimica da Universidade Federal do ABC (UFABC), sob supervisao do professor
Dr. Jodo Henrique Ghilardi Lago. As andlises foram feitas em um instrumento Bruker
AscendEvo 600™ (Bruker-Biospin, MA, EUA), operando a 600 MHz para experimentos com
nicleos de hidrogénio (‘H-NMR). A aquisi¢io foi realizada utilizando o software TopSpin 4.4.1
(Bruker-BioSpin, MA, EUA), utilizando o experimento seletivo 1D de supressdo de
multisolvente, onde foi aplicado um pulso de pré-saturagao em 6 3,3 ppm para a supressao do
sinal referente aos hidrogénios da agua. Cada espectro foi acumulado com 32 scans.

As analises de LC-HRMS foram realizadas em colaboragdo com a empresa Waters para

analise, em um instrumento Xevo G3™ (Waters, Milford, USA), que possui analisador do tipo
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Quadrupolo-Tempo de Voo (QTOF). O método cromatografico utilizado foi em gradiente,
utilizando as fases moveis A — H20 + 1% de acido férmico, € B — ACN + 1% de acido formico.
O método seguiu com 1% B até 5 min., 40% B até 7,5 min., 98% B até 8,5 min., 1% B até 10
min. O volume de injecao foi de 3 uL, e o fluxo de 500 uL/min foi mantido. Foi utilizada uma
coluna cromatografica ACQUITYT™ Premier HSS T3 UPLC, com tamanho de particula de
1,8 um. O espectrometro foi operado no modo de aquisi¢io de dados independente (DIA) MSE
com resolucao de 30000, e foi configurado para voltagem no capilar de 2 kV, voltagem no cone
de amostragem de 40 eV, e temperatura na fonte e do géas de dessolvatagao (N2) de 140 e 550
°C, respectivamente. Analises foram realizadas nos modos de ionizagdo positivo (ESI") e
negativo (ESI") separadamente. Os fluxos de gas no cone e de gas de dessolvatagdo foram de
50 e 900 L/h, respectivamente. A aquisi¢do foi realizada em uma janela de 100 — 1000 m/z, e
uma solu¢ao de leucina-encefalina foi utilizada como como massa de bloqueio para calibragao
interna do instrumento. Para aquisicdo de dados de fragmentagdo (MS/MS), o instrumento
variou entre canais de baixa (10 eV) e alta energia (rampa de 25 — 50 eV) para aquisi¢ao de

espectros de MS! e MS/MS, respectivamente.

3.7 PROCESSAMENTO DE DADOS

Os dados de RMN obtidos foram processados através do software MestreNova 14.2
(Mestrelab Research, Santiago, ES) utilizando-se a extensdo de quimiometria. Os espectros de
"H-NMR foram processados com ajuste de fase e correcdo de linha de base, aplicando um
“binning” em uma regido integral de o 0,04 ppm utilizando o método de soma.
Subsequentemente, os dados espectrais foram formatados em formato de tabela (.xlsx)
utilizando o software Excel (Microsoft Windows, WA, USA), e convertidos para o formato .csv
para subsequentes analises estatisticas. Valores de deslocamentos quimicos foram estabelecidos
entre 6 0,0 e 12,0 ppm.

Dados de LC-HRMS foram analisados pelo software MZmine 4.3.0 (mzio GmbH,
Bremen, DE) (Heuckeroth ef al., 2024; Schmid et al., 2023). Foram realizadas as etapas de
detec¢do de massas, construcdo de cromatogramas, desconvolucdo, remog¢do de isétopos,

atribui¢@o de espectros de fragmentacao e alinhamento.

Os moédulos e parametros utilizados foram os seguintes: deteccdo de massas usando o
algoritmo centroide e um nivel de ruido de 1ES. Para constru¢do de cromatogramas, foram

aplicados filtros para espectros MS!, com um niimero minimo de 5 scans consecutivos em
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intensidade minima de 5E5. A altura absoluta minima foi definida em 5ES5, e a tolerancia de m/z
para scans consecutivos foi de 0,005 m/z ou 10 ppm. Para a desconvolu¢do, a dimensao
considerada foi o tempo de retengao (RT). O limiar cromatografico foi definido como 0,85, com
uma faixa minima de busca de 0,05 para RT. A altura relativa minima foi 0%, e a altura absoluta
minima foi de 7,5E5. A razdo minima entre o topo e a borda do pico foi 2,0, com duragio de

pico limitada entre 0 e 1,5 min., e nimero minimo de varreduras (pontos de dados) foi de 5.

Para deisotopagem, o algoritmo de filtro de isétopos de 13C foi utilizado, com tolerancia
de m/z intra-amostra de 0,003 m/z ou 5 ppm, tolerancia de tempo de reten¢ao de 0,05 min.,
carga maxima permitida foi 2, e o is6topo mais intenso como representativo. Para associa¢dao
de dados de fragmentacdo, O moddulo DIA pseudo MS2 builder foi configurado para uma
intensidade minima de 5E5, e uma intensidade minima de ions fragmento de 1E5. Foram
exigidos 10 pontos correlacionados, uma correlacio de Pearson minima de 80%, e uma
tolerancia de m/z (varredura a varredura) de 0,003 m/z ou 5 ppm. O alinhamento dos dados foi
realizado com o algoritmo Join Aligner, considerando uma tolerancia de m/z entre amostras de
0,005 m/z ou 10 ppm, com pesos de 3 para m/z ¢ 2 para RT. A tolerancia de RT foi de 0,05 min.,
e a tolerancia de m/z para iso6topos foi de 0,002 m/z ou 5 ppm. O preenchimento de lacunas (gap
filling) foi realizado com uma tolerancia de intensidade de 20%, uma tolerancia de m/z entre
amostras de 0,003 m/z ou 5 ppm, e uma tolerancia de tempo de reten¢do de 0.05 min.,

considerando no minimo 4 pontos de dados.

Para a subtracdo de amostras de branco, foi exigido um minimo de 1 deteccdo em
amostras de branco com requisito de 10 vezes para ndo exclusdo em amostras. Na busca por
correspondéncias espectrais em bibliotecas, foram utilizadas bibliotecas como MSMS-GNPS,
MSMS-Respect, MSMS-PlaSMA e MSMS-Vaniya-Fiehn Natural Products Library, com um
total de milhares de espectros de referéncia. Por fim, foi realizada uma busca em espectros
MS/MS, com uma tolerancia de 0,01 m/z ou 10 ppm para o precursor e 0,02 m/z ou 15 ppm
para os espectros. O precursor foi removido antes da comparacao. O niimero minimo de sinais
correspondentes foi 4, e a similaridade foi avaliada por Weighted Cosine Similarity, com pesos
baseados no MassBank (mz? * I°%) e uma similaridade minima de 0,65. Os dados foram

exportados no formato .csv para analises quimiométricas.

As planilhas de dados geradas a partir de ambos os dados de RMN e LC-HRMS foram
exportadas para o software MetaboAnalyst 6.0 (Pang et al., 2024) para realizagdo das analises
quimiométricas. As matrizes de dado de cada analise foram analisadas separadamente, e

passaram por operagdes de normalizagdo pelo método de soma e escalonamento de Pareto para



68

normaliza¢do dos dados. Foi aplicado o modelo ndo supervisionado PCA, seguido pelo modelo

supervisionado de analise discriminante de minimos quadrados (PLSDA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 OBTENCAO DE PNPS — HARMINA E DMT
4.1.1 Harmina

A fracdo rica em alcaloides do extrato de B. caapi, obtida por extragdo acido-base,
apresentou massa de 754 mg (0,43% de rendimento em relagdo a massa total - my¢), que apos
um subfracionamento em cromatografia em coluna resultou em 8 subfracdes (A-H). A fracao
D, exibiu maior massa, sinal cromatografico e padrao de absorcao caracteristicos de alcaloides

B-carbolinicos via HPLC (Figura 10).

Figura 10 — Cromatograma de HPLC e perfil de absor¢ao de UV da fracdo D.

Fonte: Autor (2025).

Essa fracao foi entdo purificada por cromatografia em coluna, resultando na obtencao
de uma massa de 335 mg de substancia pura (rendimentos de 0,19% em relagdo a m¢ e 44,43%
em relacdo a fragdo alcaloidica). A substancia isolada foi caracterizada como harmina via LC-
HRMS (m/z 213,1001 [M+H]", formula calculada Ci3Hi2N.O com erro de 9,8 ppm) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H): § 2,70 (s, 3H), 3,85 (s, 3H), 6,83
(d, 1H, 8,7 Hz), 6,99 (s, 1H), 7,78 (d, 1H, 5,3 Hz), 8,03 (d, 1H, 8,7 Hz), 8,12 (d, 1H, 5,3 Hz),
11,43 (s, N-H) ppm (Figura 11, 12).
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Figura 11 — Espectro de HRMS da harmina, ESI" QTOF.
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Fonte: Autor (2025).

Figura 12 — Espectro RMN de 'H da harmina (300 MHz, DMSO-d6).
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Fonte: Autor (2025).
4.1.2 DMT
A partir da metodologia utilizada para obtengdo de DMT, adaptada do método

denominado “Direto-Para-Base”, foram obtidos 789 mg de soélido cristalino (3,94% de

rendimento) a partir de uma Uinica etapa de extragdo e uma etapa de purificagdo.
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O sélido isolado foi caracterizado como DMT via LC-HRMS (m/z 189,1388 [M+H]",
formula calculada C12H16N> com erro de 1,06 ppm) e RMN de 'H: § 2,36 (s, 6H), 2,66 (t, 2H,
7,5¢8,5Hz),2,96 (t, 2H, 7,5 ¢ 8,5 Hz), 7,01 (s, 1H), 7,15 (t, 1H, 7 Hz), 7,22 (t, 1H, 7 Hz), 7,33
(d, 1H, 7,8 Hz), 7,63 (d, 1H, 7,8 Hz) e 8,26 (s, N-H) ppm (Figura 13, 14).

Figura 13 — Espectro de HRMS da DMT, ESI" QTOF.
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Figura 14 — Espectro de RMN de 'H da DMT (300 MHz, CDCls).
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4.2 IDENTIFICACAO BOTANICA DE AMOSTRAS VEGETAIS

A maior parte das amostras vegetais foram coletadas, em diferentes locais da regido de
Alfenas e Areado — MG, com uma exceg¢ao, All, que foi coletada no municipio de Itajuba —
MG. Para essas amostras, foram realizadas essencialmente 3 trabalhos de campo para a coleta
das amostras devido a sazonalidade e disponibilidade.

Uma primeira coleta serviu para a localizagdao de diferentes arvores de Angico (nome
popular para Anadenanthera) no periodo de junho/2024. O material obtido nessa coleta ndo
permitiu a identificagdo botanica das espécies, uma vez que ndo foram obtidos frutos e flores,
mas permitiu a identificacdo como membras da familia Fabaceae.

Uma segunda coleta, no periodo de agosto/2024 permitiu a obteng¢do dos frutos e
sementes dos respectivos individuos da primeira coleta. A partir deste material foi possivel a
identificacdo da maior parte dos individuos como do género Anadenanthera Speg., ¢ um
individuo provavelmente de Leucochloron incuriale (Vell.) Barneby & J.W.Grimes.

Por fim, uma ultima coleta, no periodo de outubro/2024, permitiu a obtencao de flores,
o que levou a identificagdo das espécies: A. peregrina var. falcata (Benth.) Altschul (ASHI1 e
All), A. peregrina (L.) Speg var. peregrina (ASH3 e AU3) e L. incuriale (ASH4). Para apenas
um dos individuos nao foi possivel obter ainda amostras com flores, ASH2, que continuou
identificada parcialmente como A4. colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul.

As amostras coletadas foram tombadas inicialmente no herbario UALF (coletas 1 e 2),
e para auxilio na identifica¢do, posteriormente no herbario AFR (coleta 3), situado no Jardim
Botanico de Pocos de Caldas — MG, realizada pelo bidlogo Jeronimo Schultz da Silva, que
também identificou a amostra de “Morning Glory” como Ipomoea purpurea (L.) Roth. As
amostras de facil identificacdo foram tombadas apenas no herbario UALF.

Informagdes sobre as amostras coletadas estdo contidas na tabela 2. Ambos os herbarios
sao cadastrados no sistema de gerenciamento de cole¢des botanicas — JABOT, e as exsicatas

digitalizadas podem ser consultadas em https://jabot.jbrj.gov.br/v3/consulta.php.

Tabela 2 — Amostras vegetais obtidas e informagdes sobre coleta e deposito.

(continua)

Data de | Cddigo | Cddigo

Amostras Fonte Origem Localizacao coleta |(UALF)| (AFR)

B. caapi Coletado Jundiai — 23°10'10" S,

(liana) Sp a6°52'1an\y /624 3770


https://jabot.jbrj.gov.br/v3/consulta.php
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Tabela 2 — Amostras vegetais obtidas e informagdes sobre coleta e deposito.

(conclusdo)
i o x Datade Cddigo Cddigo
Amostras Fonte Origem Localizacéo coleta (UALF) (AFR)
. . Casa
M.ter]mflora Adq‘ﬂ'“do Nova—  N&oinformado 27/5/24
(raizes) comercialmente BA
|. purpurea Alfenas —  21°25'47" S,
(sementes) Coletado MG 45°57'0. 7" W 2/5/24 . 7157
A. peregrina
var. falcata - Areado -  21°21'15"S, 37731
ASHI (casca  COletado MG a6c02g W 2908124 gge5 7154
€ sementes)
A. colubrina
var. cebil - Areado —  21°21'15" S,
ASH2 (casca Coletado MG 46°02'7" W 23/8/24 3774
e sementes)
A. peregrina
var. peregrina Areado — 21°21'15" S, 3775/
ASH3 (casca  coletado MG a6°025 W 2908124 ageg 7155
e sementes)
Leucochloron
incuriale - Areado—  21°21'15" S, 3776/
ASH4 (casca  Coletado MG o026 W 2908124 ggey 7156
e sementes)
A. peregrina - onRIEEN
Alfenas—  21°26'55" S, 3777/
AU3 (casca e Coletado MG 45°56'50" W 26/8/24 3788 7153
sementes)
A. peregrina
var. falcata - Itajuba — 22°24'45" S,
Al (casca e Coletado MG 45°26'21" W 29/9/24 3782 7152
sementes)

Fonte: Autor (2025).

4.3 PREPARO DE EXTRATOS BRUTOS VEGETAIS

Foram preparados extratos brutos de todas amostras vegetais coletas com rendimentos
calculados com base no percentual de massa restante ap6s o preparo (Tabela 3). Os rendimentos
de cada extrato variaram conforme a matriz e espécie, sendo o menor rendimento o das
sementes de . purpurea (7,8%) e o maior rendimento o das raizes de M. tenuiflora (30%). Para
as amostras de angico (Anadenanthera spp. € L. incuriale), os rendimentos tanto para os
extratos de cascas quanto de sementes ficaram na faixa de 17 a 25%. Para as ultimas duas

matrizes diferentes, ambas componentes da bebida Ayahuasca, os extratos das folhas de P.



74

viridis e cipd de B. caapi tiveram um rendimento de 13,2 e 16,4%, respectivamente.

Tabela 3 — Rendimentos dos extratos brutos preparados a partir das amostras vegetais.

Amostras — Codigo Massa (mg) Rendimento (%)
B. caapi (liana) — BC 39,47 13,2
P. viridis (folhas) — PV 49,33 16,4
M. tenuiflora (raizes) - MT 90,03 30,0
I. purpurea (sementes) — PV 23,40 7,8
A. peregrina var. falcata - ASH1 (casca) 74,97 25,0
A. peregrina var. falcata - ASH1 (sementes) 58,47 19,5
A. colubrina var. cebil - ASH2 (casca) 64,83 21,6
A. colubrina var. cebil - ASH2 (sementes) 73,50 245
A. peregrina var. peregrina - ASH3 (casca) 67,20 22,4
A. peregrina var. peregrina - ASH3 (sementes) 67,23 22,4
L. incuriale - ASH4 (casca) 52,83 17,6
L. incuriale - ASH4 (sementes) 12,47 24,2
A. peregrina - AU3 (casca) 57,93 19,3
A. peregrina - AU3 (sementes) 64,97 217
A. peregrina var. falcata - All (casca) 69,80 23,3
A. peregrina var. falcata - All (sementes) 66,57 22,2

Fonte: Autor (2025).

Como uma medida de controle de qualidade e eliminag@o de potenciais sinais de ruidos

ou contaminantes nas analises (CQ-3), foram preparadas 3 amostras de brancos de extracao

(B1-B3), que foram submetidas a todos os passos do preparo dos extratos, a fim de se detectar

interferentes analiticos oriundos de materiais e solventes utilizados no processo. Como

esperado, todos as amostras de branco de extra¢do tiveram rendimentos igual ou proximos a

Z€10.
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4.4.1 Perfil metabdlico das amostras analisadas — visao geral

As andlises realizadas permitiram compreender melhor o perfil metabdlico das matrizes,

que apresentaram padrdes de distribuicdo interessantes tanto via RMN (Figura 15), quanto via

LC-HRMS (Figura 16).

Nos espectros de RMN, foi possivel observar sinais distintos para amostras de sementes

na regido de o 6-8 ppm, relacionados a hidrogénios ligados a anéis aromaticos, além de um sinal

intenso em de & 10,5 ppm, relacionado possivelmente a hidrogénios ligados a heteroatomos em

sistemas aromaticos ou hidroxilas/aminas ligadas a sistemas aromaticos.

Figura 15 — Perfil espectroscopico dos extratos analisados na faixa de & 0-13 ppm.
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Fonte: Autor (2025). MestRe Nova 14.2.0.

A partir dos dados de LC-HRMS, foi possivel observar uma melhor distingdo das

amostras em ESI', com sinais também evidentes para amostras de sementes. Uma vez que a
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maior parte das amostras ¢ conhecida por conter alcaloides bioativos, era esperado que
ocorresse uma boa ionizacao dessas substancias. De fato, isso pode ser observado através da
amostra CQ-2, onde foi possivel ver que diferentes alcaloides triptaminicos utilizados como
padrdes quimicos de referéncia, apresentaram boa ionizagdo no modo positivo. Foi observado
também que a grande maioria das substancias presentes nos extratos apresentaram tempo de
retengdo menor até 6 min., onde apos esse tempo sinais prevalentes e mais intensos eram

oriundos das amostras de branco de extragao — CQ-3.

Figura 16 — Perfil cromatografico dos extratos analisados na faixa de 0-6 min.

7.0E7 —
191.055; e

6.5E7 A) ESI

6.0E7 707.1817

5.5E7

5.0E7 3871131 289.0707

4567 561.1390

Base peak intensity

w W oa
o o 9o
m m m
L/ [ 1

60l 1662

»N
2
m
~

2.0E7

1.567

TOE? 207.0855

I 3292323
! \‘.

0.0E0

_ANN R A A A< A & b Al sy Y R AN
020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 3.80 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 6.

Retention time

3.0e7

477.2031

28E7 B) ES|+

26E7

24€7

2.2€7 477.2022

Cod 291.0871

1.8E7

ty

609.1818

intensi

1.6E7

14€E7

Base peak

1.2E7 269.2018

2051351

1.0E7

8.0E6

6.0E6

4.0E6

2.0E6

0.0E0

Retention time

Fonte: Autor (2025). MZmine 4.3.0.

Para uma melhor visualizagdo do grau de dispersdo das amostras com maior
variabilidade do conjunto de dados, independentemente de sua classe, foi realizada uma PCA,

que revelou uma boa distribuicao das amostras (Figura 17). A PCA é uma analise multivariada



77

ndo supervisionada, que permite reduzir a variagao de conjunto de dados com muitas varidveis,
como dados os dados de RMN e LC-HRMS (Yi et al., 2016). Assim como outros métodos nao
supervisionados, a PCA facilita a visualizagdo da distribuicao das amostras e, portanto, em
termos gerais, ¢ a primeira escolha para explorar a estrutura geral de um conjunto de dados de

metabolomica (Yi ef al., 2016).

Figura 17 — Graficos de PCA 2D e 3D dos dados de RMN e LC-HRMS dos extratos analisados.

Scores Plot

> Anadenantherz barks
R M N Anadenatheraseeds
=3 [6) > B. caapi %0
1. tricolor N
@ L. incuriale barks .
Q L. incuriale seeds w
> M. hostilis R
& P. viridis 2
;\E
0 10
F 24 8
o b -
s
< g 0 &
o )
B e o ) oo
e® & 0 s
% A
o
"] ® 2
5
©
e® 8 5
8 ° PC3 (13.3%)
§ - e
zlo 1Io é 1|0 2|o alo PG1I(446%) N “
PC1(44.6%)
Scores Plot
30
Barks
s4 LC-HRMS Onerse
QC ® ®
Seeds
2 8 ®
4 o °
] ° 1) ] i
e 10
= 0] . ®
ﬁ © o g , ®
v
S o4 o o ﬁ Cd
& ) (9 = -
O
o a -1 57 o 30
L/ 2
&4 10
© © 20 ‘
o PC3(13.6%)
g i T 2
' T 8 2 o
' 2 s o B
T T T T T T T ®
60 -40 20 0 20 40 60
PC1(22.9%)

PC1(229%)

Fonte: Autor (2025). MetaboAnalyst 6.0.

Ambos os graficos de PCA de dados de RMN e de LC-HRMS resultaram em uma
distribuicdo semelhante entre amostras, o que € esperado uma vez que estdo presentes diferentes
tipos de matrizes vegetais: cascas, sementes, liana, folhas, raizes, refletindo a consisténcia de
perfis obtidos por técnicas complementares. Assim, foi possivel observar dois grupos distintos
bem definidos, formados pelas amostras de sementes e de cascas, e um grupo diverso, incluindo

os extratos da liana B. caapi, das folhas de P viridis e de sementes de I tricolor.
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Adicionalmente, foi observado pelo grafico de PCA dos dados de RMN que os extratos de
raizes de M. tenuiflora apresentaram proximos aos das amostras de cascas de Anadenanthera,
sugerindo semelhangas na composi¢ao quimica dessas matrizes vegetais.

No contexto das analises de RMN, onde a técnica apresenta grande reprodutibilidade
devido a estabilidade instrumental, ndo foram necessarios amostras adicionais de CQ além das
amostras de branco de extracao (CQ-3). Entretanto, para analises de LC-HRMS, onde ha maior
suscetibilidade de variagdo instrumental, a utilizacdo de amostras de CQ se mostrou

fundamental para a qualidade de processamento ap6s a aquisi¢ao (Figura 18).

Figura 18 — Amostras de CQ utilizadas nas analises de LC-HRMS.
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Fonte: Autor (2025). MZmine 4.3.0.

Foram utilizadas misturas de amostras como padrio de qualidade (CQ-1), e o
agrupamento proximo ao centro dos eixos das componentes indica qualidade na aquisi¢ao e
processamento de dados. Além desse tipo de controle, a utilizagcdo dos controles CQ-2 (mistura
de padrdes quimicos de referéncia) e CQ-3 (brancos de extragdo), bem como de padrio interno,
sdo importantes para a analise de dados metabolomicos de LC-HRMS. O emprego de controles
do tipo CQ-2 permite a compreensdo do comportamento cromatografico e de ionizacdo das
diferentes classes, auxilia na anotagdo e identificagdo de substancias, além de fornecer
informagdes sobre o erro de massa do instrumento. Brancos de extragdo, por sua vez, permitem
a eliminacdo de sinais de contaminagdes do preparo de amostra (solventes, impurezas, etc) e
indicam as regides cromatograficas de interesse.

Com base nos resultados observados, ¢ possivel observar a clara distingao do perfil



79

quimico de amostras de extratos de cascas e sementes evidenciado pela PCA. Essa observacao
levou ao direcionamento de anélises adicionais utilizando-se das amostras de sementes e cascas
de A. peregrina, uma vez que para essa espécie foram obtidas 4 replicatas bioldgicas
englobando 2 variedades - 4. peregrina var. falcata (Benth.) Altschul (ASHI e All), A.
peregrina (L.) Speg var. peregrina (ASH3 e AU3). Além disso, dentre as amostras deste
trabalho, A. peregrina consta como a espécie menos estudada, e os estudos disponiveis sao

concentrados nas décadas de 40-80, o que refor¢a a necessidade de analises.

4.4.2 Perfil de triptaminas nas sementes e cascas de A. peregrina.

As sementes de Anadenanthera sao conhecidas pela presenca abundante de 5-OH-DMT,
que na maioria dos relatos ¢ a Unica substancia a ser isolada das sementes (Fish; Johnson;
Horning, 1955; Pachter; Zacharias; Ribeiro, 1959; Stromberg, 1954). Entretanto, Schultes et al.
(1977), em um dos tnicos estudos fitoquimicos sobre cascas de Anadenanthera, e também um
dos tnicos sobre o género utilizando técnicas analiticas hifenadas (CG-MS), evidenciam a
presenca de outras triptaminas nas sementes, incluindo DMT e 5-MeO-DMT. Estes dois Gltimos
PN foram também encontrados em cascas de espécies de Anadenanthera no mesmo trabalho
(Schultes et al., 1977).

No presente trabalho, foram estudadas sementes e cascas de 4 individuos de A. peregrina
coletadas, incluindo as duas variagdes existentes quanto a seus perfis metabolicos. Nao foram
incluidas nessas analises subsequentes amostra coletada de A. colubrina, que nao foi
identificada botanicamente com certeza por falta de estruturas florais, bem como a amostra
identificada como L. incuriale, nao foram incluidas nesta analise.

Tanto o perfil cromatografico (LC-MS) quando espectroscopico (RMN) dos extratos de
sementes e cascas de 4. peregrina apresentaram uma distribui¢do caracteristica, com sinais de
RMN na regido de 6 6-11ppm (Figura 19 — A), e picos de LC-HRMS na regido de 1-5 min.
(Figura 19 — B) particulares para as amostras de extratos de sementes. Esta distingdo foi
corroborada pela analise multivariada PCA (Figura 20), na qual os extratos de casca e sementes
formaram grupo bem definidos, refletindo a diferenca quimica das diferentes matrizes
analisadas. De forma notével, as replicatas biologicas de extratos de sementes de A. peregrina
se apresentaram uma sobreposi¢ao no grafico de PCA dos dados de LC-HRMS, indicando uma

composicao quimica muito semelhante entre os diferentes individuos.



Figura 19 — Perfil cromatografico e espectroscopico de sementes e cascas de A. peregrina
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Legenda: A) Perfil de '"H-NMR dos extratos de sementes e cascas de A. peregrina e amostras de branco
na faixa de 6 0-11ppm. B) Cromatogramas de pico base (BPI) por LC-HRMS dos extratos de
sementes e cascas de A. peregrina nos modos positivo (ESI) e negativo (ESI') de ionizagao,
na faixa de 4-6 min.
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Figura 20 — Graficos de PCA e VIPs da PLSDA, de RMN e LC-HRMS dos extratos de sementes

e cascas de Anadenanthera.
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Fonte: Autor (2025).

Para se explorar as principais variaveis responsaveis pela diferenciacdo de amostras de
cascas e sementes, foi realizada uma analise supervisionada por PLSDA. Nesta analise foram
observados valores de m/z e d discriminantes para diferenciagdo dos grupos (Figura 21). O valor
de m/z com maior pontuacao de pontuagdo de varidveis importantes para a projecao (VIP) foi
de 205,1330, anotado como 5-OH-DMT (2,08 min., [M+H]", Ci2HisN20, erro -2,92 ppm).

A anotacdo ¢ corroborada pela presenca do ion m/z 160,0766 (2,08 min.) entre os valores
mais altos de VIP, uma vez que este valor € observado para o ion formado na fonte de ionizagdo
a partir da perda neutra do grupo dimetilamina (-45 Da) da 5-OH-DMT [M+H-NH(CH3)2]".
Além disso, sinais de RMN nas regides de 6 2,77, 6,81, 7,09, 10,45, 7,01, 2,73 e 6,57 ppm,
listados como com maiores valores de VIP, sdo relacionados a 5-OH-DMT (Moreira et al.,
2015), fornecendo evidéncias complementares que reforcam a presenca desse alcaloide.

Para complementar esta observacao, foi realizada uma analise do perfil de triptaminas
nos extratos de cascas e sementes. Utilizando-se os padrdes quimicos de referéncia utilizados,
foi possivel observar a presenca de 5-MeO-T, DMT e TR nas amostras através da comparacao
de massa de alta resolugcdo e tempo de retengdo, caracterizando anotagdes de nivel 1 de
confianga, conforme as recomendagdes da “Metabolomics Standards Initiative” (MSI) (Sumner

et al., 2007). 5-MeO-DMT (m/z 219,1500, 3,18 min., [M+H]", Ci3H13N20, erro 3,5 ppm) foi



82

também anotada através da massa de alta resolucdo e anélise do espectro de MS/MS (Tabela 4,

Figura 21).

Figura 21 — Cromatogramas extraidos para as triptaminas anotadas em A. peregrina por

LC-HRMS.
TR o 5-MeO-T
[M+H]* [M+H]'

N N
H i
: \ H '
N'_/ ,j: \N,/
DMT = 5-MeO-DMT 1
[M-+H]* - e [M+H]*

RRRER
i -4

—— Casca Sementes CQ2

Fonte: Autor (2025). MZmine 4.3.0.

Legenda: Cromatogramas de amostras de semente em marrom, de sementes em amarelo, e CQ-2
(padroes quimicos de referéncia) em azul.

Em adigao, outras substancias cujos padroes de referéncia ndo eram disponiveis, além
da comparagdo da massa de alta resolu¢do, foram analisados espectros de MS/MS
correspondentes, e comparados com dados disponiveis na literatura ou em bases de dados
espectrais, como “Mass Bank of North Ameria - MoNA” e “Global Natural Products Social
Molecular Networking - GNPS” (Wang ef al., 2016), assim como descrito para 5-OH-DMT e
5-MeO-DMT. Este tipo de anotacdo configura uma anotacdo em nivel 2 de confianca
(Schymanski et al., 2014; Sumner et al., 2007). Foram anotadas neste nivel de confianga os
derivados tritpaminicos 5-HT, 5-OH-DMT, 5-MeO-DMT, N-metiltriptamina (NMT), 5-
hidroxi-N-metiltriptamina (5-OH-NMT) e 5-metoxi-N-metiltriptamina (5-MeO-NMT) (Tabela
4). Foi preconizado um erro de massa de no maximo 10 ppm, juntamente com a presenca de ao
menos 2 ions fragmentos, e um valor de tempo de retengdo condizente com as propriedades
fisico-quimicas preditas para cada substincia, para se carecterizar as anotagdes. No caso das

substancias com disponibilidade de padrdes de referéncia, apenas a massa e exata e tempo de
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retengdo foram suficientes para a anotacao.

Tabela 4 — Perfil de triptaminas anotadas em extratos de cascas e sementes de A. peregrina.

PN [ MSI| Aduto | TR | miz | Erro | Fragmento(s) (MS/MS)
observado observada (ppm) diagndstico
5-MeO- N 174,0921, 159,0685,
DMT 2 [M+H] 3,18 219,1500 3,5 131.0731

5-MeO- 174,0922, 159,0685,

NMT 2 [M+H] 300 2051344 44 151,073
5-OH- R 160,0762, 142,0655

NMT 2 [M+H] 203 1911187 4,2 132,081
. 174,0919, 159,0686,

5-MeO-T 1 [M+H] 295 1911185 3,0 131,072
NMT 2 [M+H]* 301 1751240 57 144,0812, 132,0812
DMT 1 [M+H]* 311 1891393 3,6 144,0813, 117,0672
TR 1 [M+H]* 284  161,1080 4,2 144,0812, 117,0622
5-HT 2 [M+H]* 191  177,1028 3.4 160,0764, 132,0811
5-OH- R 160,0765, 142,0658

OMT 2 [M+H] 208 2051329  -2,9 1320814

Fonte: Autor (2025).

Tabela 5 — Distribuig@o de triptaminas em extratos de cascas e sementes de A. peregrina.

Areas do pico em LC-HRMS / ESI*
All ASH1 ASH3 AU3
PN coz e
asca Cascas Cascas Casc-
s as
5-MeO-
DMT - - 8,7E5 1,0E5 7,1E05 6,84 3,1E5 1,7E5
5-MeO-T 2E5 - - 4 9E4 - 1,5E4 - 9,3E3 -
5-MeO-
NMT - - 1,2E7 - 1,1E7 1E7 -
5-OH-
NMT - - 1,1E7 2,6E6 - 2,2E6 1,1E7 3,7E6 1E7
NMT - 1E7 - 7,8E6 - 9,2E6 - 8,9E6 -
DMT 8E5 2,6E5 9,3E4 7,3E04 - 2,0E5 - 5,2E4 -
TR 15E5 2,5E4 - 1,5E4 - 2,5E4 - 2,7E4 -
5-HT - - 2,9E6 5,3E6 - 3E6 6,2E6 3,1E6 2E6
5-OH-
DMT - 1,7E7 - 1,7E7 - 1,7E7 - 1,7E7

Fonte: Autor (2025).

Dentre os padrdes de fragmentacdo em fase gasosa observados para triptaminas, o
mecanismo predominante envolve a perda neutra do grupo amina, (NHs, -17 Da; NH>CH3, -31

Da; NH(CHa;)., -45 Da), provavelmente via rearranjo remoto de hidrogénio. Esse mecanismo
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envolve uma eliminagdo 1,2 intramolecular com a consequente formacdo de uma nova ligagao
7 no ion fragmento detectado (Demarque et al., 2016). Este mecanismo gera a formacao de ions
base distintos conforme o padrdo de substituicdo das triptaminas. Por exemplo, a perda neutra
do grupo amina resulta no pico base de m/z 144,08 no caso de triptaminas nao substituidas (e.g.
TR, NMT e DMT), m/z 160,08 para triptaminas hidroxiladas (e.g. 5-HT e 5-OH-DMT), e m/z
174,09 para triptaminas metoxiladas (e.g. 5-MeO-T, 5-MeO-NMT, 5-MeO-DMT) (Figura 22).

A importancia dessa observagao se da no fato de que em alguns casos, como no caso da
5-HT, essa via de fragmentacdo mostrou ocorrer na fonte de ionizacdo e resultar no ion
fragmento como pico base do espectro de MS! ao invés do ion [M+H]". Isso reforca a
importancia da inspe¢do manual dos dados espectrais em qualquer analise envolvendo LC-
HRMS (Theodoridis ef al., 2023). Desse modo, através do sinal do pico base nos espectros de
MS/MS e a diferenga entre o sinal respetivo referente ao ion [M+H]"™ é possivel observar o tipo

de substituicao do anel inddlico, e o tipo de amina — primadria, secundaria ou terciaria.

Figura 22 — Mecanismo de fragmentacao proposto para triptaminas.
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b. NR = NHCH, R4 = OH, m/z 160.0757
c. NR = N(CHs), Rq= OCH3, m/z 174.0913

Fonte: Autor (2025). MZmine 4.3, ChemDraw Ultra 12.0.2.

Por exemplo, a 5-OH-DMT (2,08 min, m/z 205,1329 [M+H]", C12H6N20, erro 2,9 ppm)
foi detectada apenas em extratos de sementes pela busca pela m/z e comparacdo do espectro de
MS/MS com dados da literatura (Tabela 4, Figura 23 — A) (Vigerelli et al., 2014). E possivel
observar a formagdo do fon fragmento principal [M+H-NH(CH3):2]" ocorrendo na fonte de
ionizacio pela analise do espectro de MS' (Figura 23 — B). Além do fragmento principal, foram
observadas provaveis perdas de dgua (-18 Da) e monoxido de carbono (-28) (Figura 23 — C).

Como ¢ possivel observar pelos graficos e imagens, a 5-MeO-DMT foi detectada em

amostras de cascas e sementes de todas amostras com exce¢do de All (4. peregrina var.
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falcata). 5-OH-DMT foi detectada apenas nas sementes de todas as amostras, como indicado
pelas analises quimiométricas. 5-MeO-T foi detectada nas amostras de cascas de todos os
individuos de 4. peregrina onde foi encontrada 5-MeO-DMT e estando ausentes nas amostras

de sementes. 5-MeO-NMT foi detectada nas cascas e sementes das mesmas amostras.

Figura 23 — Cromatograma extraido de 5-OH-DMT anotada em sementes de A. peregrina.

20E7 A) EIC

\N/
15E7
1.0E7 HO N
5.0E6
N
H
0.0E0 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 160 1.80 2.00 2.20 240 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 460 4.80 5.00 5.20 540 560 580
Retention time
\N/ p—
1 N HO
B) MS HA __ ©)Pscudo MS/MS A
.
HO -NH(CHz), HO vare -CO ”
2.0E7 —» AN a0e8 2
11867 N s N . m/z160.0757

i ™ He o =
7| m/z 205.1335 m/z 160.0757 i -H0
> 1.267 fosee \I(,l 18 Da
H

§ 1.0E7
c

ases _—
- 8.0E6 4.0E6
sses
6.0E6 scee m/z 132.0808 . N
268 s . -
4.0E6 2066 N
vses .

2086 miz 142.0651

108
0.0EQ 50E5
0.0E0

30,0000 1350000 140.0000 1450000 150.0000 155.0000 160,000

100.0000 150.0000 200.0000 250.0000
miz

Fonte: Autor (2025). MZmine 4.3, ChemDraw Ultra 12.0.2.

Em adicao, TR, DMT e NMT foram anotadas em todas as amostras de casca, € em
adicao, DMT foi encontrada nas sementes de All, a inica amostra sem a presenca de 5-MeO-
DMT. Por fim, 5-HT e 5-OH-NMT foram encontradas tanto em amostras de cascas quanto de
sementes. Esse padrdo de distribuicdo metabolica pode revelar pontos importantes sobre a
dinamica do metabolismo especializado de A. peregrina (Figura 24).

Estes achados, por mais que preliminares, indicam um ponto interessante na via de
biossintese da 5-MeO-DMT em A. peregrina, que ainda é pouco explorada. Estudos anteriores
reportam que em plantas essa via deve ocorrer através da O-metilacdo em 5-OH-DMT (Barman
et al., 2024; Fellows; Bell, 1971). Entretanto, como as analises deste trabalho indicam, a 5-OH-
DMT, em plantas, pelo menos da espécie A. peregrina, estd presente apenas nas sementes, 0
que é também corroborado pela literatura (Schultes et al., 1977).

A alta concentragdo de 5-OH-DMT nas sementes e auséncia nas cascas de

Anadenanthera alinha-se contra a ideia de que a esta deva ser um intermediario de biossintese
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da 5-MeO-DMT, pelo menos nas cascas de A. peregrina. Por outro lado, estre trabalho
apresenta o primeiro relato da presenca de 5-MeO-T em Anadenanthera, o que gera a hipdtese

do papel dessa substancia nas vias de metabolismo de triptaminas no género.

Figura 24 — Esquema de distribui¢do de triptaminas observada nas cascas e sementes dos

individuos de A. peregrina analisados.
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Fonte: Autor (2025).

A 5-MeO-T foi recentemente evidenciada como importante intermediaria na
biossintese da melatonina em plantas, especialmente em condicGes de acimulo de 5-HT, como
durante periodos celulares de senescéncia (Negri et al., 2021; Tan et al., 2016). A formac&o de
5-MeO-T ocorre via O-metilacdo de 5-HT, que pode ocorrer via N-acetilserotonina
metiltransferase (ASMT) (anteriormente conhecida como hidroxi-indol O-metiltransferase -
HIOMT) ou da acido cafeico O-metiltransferase (COMT) (Back; Tan; Reiter, 2016). A
presenca da 5-MeO-T nas cascas de A. peregrina ao invés de 5-OH-DMT, indica a possibilidade
de a mesma ter o papel de precursora da 5-MeO-DMT, que assim como a TR na biossintese de
DMT, pode sofrer duas N-metilages sequenciais catalisadas por INMT/SAM para produzir 5-
MeO-DMT. A presenca do intermediario da primeira N-metilagdo da 5-MeO-DMT, 5-MeO-
NMT (3,09 min., m/z 205,1344 [M+H]", erro 4,39 ppm) reforca esta hipétese.
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Relatos indicam que essa via proposta € também plausivel para a biossintese de 5-
MeO-DMT no sapo I. alvarius (Chen et al., 2023; Erspamer et al., 1967; Rodriguez et al.,
2017). Em relacdo a producdo de 5-OH-DMT, a detec¢do de 5-HT (3,91 min., m/z 177,1028
[M+H]", erro 3,4 ppm) e 5-OH-NMT (2,03 min., m/z 191,1187 [M+H]", erro 4,2 ppm) nas
sementes, corroboram propostas anteriores de que essa via ocorre por N,N-dimetilacdo de 5-HT
(Chilton; Bigwood; Jensen, 1979). Como ponto de observagéo interessante, pode ser observado
a auséncia de TR e 5-MeO-T em extratos de sementes, onde por outro lado ha presenca a
presenca de 5-HT, 5-OH-NMT, 5-OH-DMT, e 5-MeO-DMT. Este padrdo sugere a existéncia
de vias preferenciais de metabolismo a depender do 6rgdo vegetal, onde nas cascas a producao
de 5-MeO-DMT ocorre via TR - 5-MeO-T, e nos frutos a via ocorra via TR = 5-HT - 5-
OH-NMT - 5-OH-DMT - 5-MeO-DMT, corroborando também com as hipoteses anteriores
do papel da 5-OH-DMT como precursora de 5-MeO-DMT (Figura 25) (Berman et al., 2024;
Fellows; Bell, 1971), porém nos frutos de A. peregrina.

Figura 25 — Proposta das vias de biossintese para as substancias anotadas via LC-HRMS.
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Fonte: Autor (2025). ChemDraw Ultra 12.0.2.

Legenda: Estruturas coloridas de marrom: presenca em cascas, apenas. Estrutura colorida em amarelo:
presenca em sementes, apenas. Estruturas coloridas em preto: presenga em cascas e sementes.

No entanto, talvez a observagdo mais interessante seja de que esses achados indicam

uma provavel especializacdo metabolica direcionada ao acimulo de triptaminas 5-substituidas
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em Anadenanthera, principalmente 5-MeO-DMT e 5-OH-DMT. Esse acimulo pode estar
relacionado com mecanismos ecologicos do género ainda ndo elucidados. Gottlieb (1982)
propOs que a ocorréncia natural de PN especificos € ecologicamente e sistematicamente
condicionada, e que seu uso tradicional, seja como venenos, entedgenos, ou remédios, pode
estar correlacionada com a posi¢do sistematica das espécies nas quais ocorrem (Gottlieb, 1982;
Gottlieb; Borin; De Brito, 2002).

De fato, este metabolismo especializado de espécies de Angiospermas contendo
triptaminas S-substituidas, como Anadenanthera spp e Virola spp., ¢ relacionado com a
utilizagcdo das sementes e cascas dessas espécies para o preparo de rapés psicodélicos por
diversas etnias indigenas distribuidas na América do Sul, principalmente na regido amazonica
(Schultes, 1984; Schultes; Hofmann; Rétsch, 2001). Neste contexto, poderia o metabolismo
especializado de triptaminas 5-substituidas apresentar uma relacao funcional para espécies

superiores que acumulam estes PN?

Assim, mais do que reforcar a relevancia dessa espécie no contexto etnobotanico e
farmacoldgico sul-americano, esses achados abrem caminho para novas investigagdes sobre a
regulacdo do metabolismo especializado em espécies produtoras de alcaloides inddlicos, com
potencial aplicacdo tanto na bioprospec¢do de PNPs quanto no maior entendimento da ecologia

evolutiva dessa classe de metabdlitos especializados.

4.5 NEUROPROTECAO E NEUROPROLIFERACAO

4.5.1 Resultados de ensaios in-vitro

Com relagdo aos ensaios farmacologicos realizados, na concentracdo avaliada (2,5
pg/mL) nenhum extrato apresentou neurotoxicidade (Figura 26). Na verdade, a amostra tratada
com Allc (cascas de A. peregrina var. falcata) demonstrou aumento da viabilidade celular,
indicando um potencial efeito neuroproliferativo.

Em relagdo ao potencial de neuroproteg¢do, como esperado, na concentragdo avaliada
(2,5 pg/mL) a mesma amostra que indicou neuroproliferagdo foi também neuroprotetora,
juntamente com outras 7 amostras: além de Allc, ASH4c (cascas de L. incuriale), MT (raizes
de M. tenuiflora), AU3s e AU3c (sementes e cascas de 4. peregrina), ASH2c e ASH2s (cascas
e sementes de A. colubrina var. cebil), ASH1s (sementes de 4. peregrina var. falcata) foram

também ativas (Figura 27). Vale ressaltar que os resultados da amostra PV ndo foram



considerados devido ao alto desvio padrdo apresentado entre a leitura das quadruplicatas.

Figura 26 — Grafico de viabilidade celular do ensaio de neurotoxicidade.
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Fonte: Autor (2023). GraphPad Prism 8.

Legenda: * P < 0,05 em relagcdo ao grupo controle.

Figura 27 — Gréfico de viabilidade celular do ensaio de neuroprotecao das amostras em

estudo.
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Existem relatos relevantes na literatura sobre efeitos de neuroplasticidade e
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neuroproliferacdo apresentados por psicodélicos, que sdo chamados de psicoplastdogenos por
esses efeitos (Kargbo, 2023; Olson, 2018). Por exemplo, para a 5-MeO-DMT, anotada
amplamente nos extratos de cascas e sementes de Anadenanthera, Lima-Cruz et al.
evidenciaram efeitos de neuroproliferagdao, aumento de viabilidade celular em camundongos
adultos ap6s uma unica dose de 100 pg (Lima-Cruz et al., 2018). Em outra avaliagdo in vivo,
foi observado que a 5-MeO-DMT induz plasticidade estrutural no coértex frontal medial de
camundongos ap6s uma unica dose de 20 mg/kg, relacionada com um efeito duradouro de
aumento na densidade das espinhas dendriticas - pequenas protrusdes membranosas dos

dendritos de neuronios (Jefferson et al., 2023).

De fato, evidéncias apontam que o mecanismo de a¢ao de neuroplasticidade da 5-MeO-
DMT se estende a expressdao génica, onde uma unica dose, também de 20 mg/kg, resulta na
alteracdo de genes relacionados a plasticidade, e gera efeitos ansioliticos em camundongos
estressados (Nogueira et al., 2025). Este efeito € corroborado por resultados de Dakic et al., que
observaram, via protedmica, alteracdes na expressdo de proteinas em organoides cerebrais
tratados com 5-MeO-DMT, incluindo proteinas associadas a formagdo de espinhas dendriticas
(Dakic et al., 2017). Além disso, outros efeitos neuronais parecem estar associado com efeito
de neuroplasticidade e neuroproliferacio da 5-MeO-DMT, como por exemplo efeitos no
hipocampo (Souza ef al., 2024), além da provavel acdo em receptores de BDNF (Moliner ef al.,

2023) e Sig-1r (Fontanilla et al., 2009; Frecska et al., 2013).

Entretanto, ao que parece, a principal via bioquimica envolvida nos mecanismos de
neuroplasticidade da 5-MeO-DMT e outras triptaminas metiladas est4 na interacdo com 5-HTr
(Calder; Hasler, 2023; Cameron et al., 2023; Krebs-Thomson et al., 2006; Sapienza, 2023;
Vargas et al., 2023).

Em especial, a 5-MeO-DMT apresenta como particularidade uma maior seletividade por
5-HTr1A, o que ¢ relacionado a mecanismos de plasticidade (Aguiar ef al., 2020; Higa et al.,
2022; Meunier et al., 2013; Pazinatto Aguiar, 2020), e também um alvo farmacoldgico para
farmacos ansioliticos e antidepressivos (Warren et al., 2024). Além disso, ¢ evidenciado que 5-
MeO-DMT tem a¢do importante em 5-HTr2A intracelulares, relacionados também com efeitos

de neuroplasticidade (Vargas et al., 2023).

Do ponto de vista quimico, existe uma correlagdo positiva entre a lipofilicidade de
triptaminas e a indug¢do de neuroplasticidade induzidas por 5-HTr2A intracelulares

(Puigseslloses ef al., 2024; Vargas et al., 2023). Esta correlacao se deve possivelmente a maior
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permeacao de membranas celulares de triptaminas lipofilicas, onde a 5-MeO-DMT se destaca
como agonista de 5-HTr2A intracelulares (Vargas et al., 2023). O aumento da lipofilicidade de
triptaminas € relacionada com aumento no grau de N-metilagao (Figura 28).

Essa observacao ¢ interessante uma vez que DMT, 5-OH-DMT e 5-MeO-DMT sao
substancias enddégenas em humanos (Barker; Mcilhenny; Strassman, 2012; Vargas et al., 2023).
Uma vez que triptaminas tercidrias hidrofilicas, como 5-HT, ndo atravessam membranas
celulares e dependem de transportadores, reforga a possibilidade do papel de triptaminas N, N-
dimetiladas em mecanismos neurais especificos (Barker, 2018; Barker; Mcilhenny; Strassman,

2012; Puigseslloses et al., 2024; Schimmelpfennig; Jankowiak-Siuda, 2025).

Figura 28 — Relacdo da lipofilicidade com grau de N-metila¢do de triptaminas.

Lipofilicidade
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H H N
R=H, TR (cLogP 1.4) R=H, NMT (cLogP 1.6) R=H, DMT (cLogP 2.1)
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R=OMe, 5-MeO-T (cLogP 1.4)  R=OMe, 5-MeO-NMT (cLogP 1.6) R=OMe, 5-MeO-DMT (cLogP 2.1)

Grau de N-metilacao

Fonte: Autor (2025). ChemDraw Ultra 12.0.2.

Ademais, a semelhanca quimica dos extratos de raizes de M. tenuiflora e cascas de
Anadenanthera evidenciada pela PCA (Figura 21) corrobora com a atividade neuroprotetora
demonstrada por MT, juntamente com as amostras de casca. Investigacdes futuras poderdo
detalhar melhor os constituintes quimicos das raizes de M. tenuiflora, que assim como
Anadenanthera, apresenta poucos relatos quimicos abrangentes.

Apesar dos resultados obtidos, foi possivel até o momento a realizagdo de apenas um
ensaio in vitro, € a0 menos mais dois experimentos independentes sdo necessarios para

assegurar reprodutibilidade e confianca nos resultados (Hothorn, 2014; Ranstam, 2012).
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4.5.2 Analises quimiométricas

Englobando a abordagem de metabolomica, foram aplicados 0 modelo quimiométrico
supervisionado de analise discriminante de minimos quadrados parciais ortogonais (OPLSDA).
Assim, buscou-se determinar varidveis que estejam diferencialmente distribuidas em amostras
que foram ativas no ensaio de neuroprote¢do (Figura 30). Entretanto, como discutido
anteriormente, os resultados de bioatividade sdo referentes a um Unico experimento, sendo,
portanto, preliminares. Assim, as inferéncias geradas através de analises quimiométricas sao
configuradas também como preliminares.

Os modelos de OPLSDA apresentaram como métrica de do coeficiente de determinagao
(R?), que indica o quanto modelo explica a variabilidade da varidvel dependente — efeito
bioldgico, 0.65 e 0.68 para os dados de RMN e LC-HRMS, respectivamente. Valores de R? >
0.5 sdo considerados adequados para metabolomica (Chagas-Paula et al., 2015b; Yuliana et al.,
2011). Contudo, os valores de coeficiente de predigio (Q?), que mede a capacidade do modelo
de predizer a variavel dependente em amostras desconhecidas, foram 0.47 para os dados de
RMN, e -0.2 para dados de LC-HRMS. Isso indica que o modelo ¢ capaz de discriminar as
amostras ativas das inativas, mas nao ¢ capaz de predizer a atividade de outros extratos (Yuliana
etal.,2011).

Foram observadas variaveis correspondentes a S-OH-DMT (m/z 205.1341,6 10.4 ¢ 7.01
ppm) com valores de VIP > 1.5 positivamente correlacionadas com as amostras ativas. Isso se
deve aos fatos de 5-OH-DMT estar presente em todas as amostras de sementes de
Anadenanthera, ¢ 3 destas terem demonstrado neuroprotecdo. O fato de 5-MeO-DMT estar
presentes em praticamente todas as amostras de Anadenanthera, tanto de cascas, quanto de
sementes, ativas € ndo ativas, pode justificar a auséncia de sinais advindos dessa substancia
com altos valores de VIP, e traz a possibilidade da presenca de outros metabdlitos responsaveis
pelo efeito. Como ressaltado, essa analise representa uma triagem preliminar dos efeitos de
neuroprote¢do de extratos de fontes naturais de PNPs, bem como da busca de biomarcadores

nos respectivos extratos.

Embora as andlises quimiométricas ndo tenham evidenciado claramente nenhum
biomarcador, a atividade de neuroprote¢do observada para amostras tratadas com diversos
extratos analisados, traz a possibilidade de efeitos adicionais a se explorar. Futuras analises,
como dados de mais experimentos independentes, incluindo maior numero de replicatas,

permitirdo a formulagdo de hipoteses com maior rigor cientifico.



Figura 29 — Graficos de OPLSDA e de valores de VIP.

93

$ o
Scores Plot oS
LY
=1 RMN g -
257282 ° om
237282 ° B
569282 ° [ | ]
High
o % 7.73282 ° BE s
— AUd.C
%‘ 933282 ° [E15] '
g 4 ASH1sa 1.77282 ° BE
N oece S 104128 ° om
S Bes Aisa
= 265282 o om
e o MTh
g 7.01262 ° om I
; O ASHICA ey 821282 om Low
€ oma 2 a0 AU 373282 ° mo
g onms oA anames
£ y 0.652824 ° mo
g ] i 7Y 103728 ) om
1282 | ® mo
T T T T
1.9 20 21 2.2
2 abre Ativas VIP scores
Nio ativas
T T T T
-10 5 5 10 &
T score [1] ( 8%) o &
<~ Y
®1 LC-HRMS ac ol o
160.0975818 o mE
455100695 ° m0
g 315.0714024 3 B0
High
195 0502853 ° ] m)
O ASHIC
S 209 0293736 ° oo I
g e 165.0397327 @O
s £ ASHE:  Alc 371149111 ° ]w}
= A e 235 1658642 ° @O
.Q_l' O Mls
5 A O ASH:
g o . 491 2180982 o | | | l
fod
g .. 4901 2181125 ° um
§, T A 205.134146 ° 0|
g 2 1751196003 ]}
o 1911184548 | ® B0
osc 847.222602 | ® om
8 T T T T T T
1.60 1.65 1.70 1.75 1.80 1.85
Ativas
VIP scores
8 - Nao ativas
] T T T T T T T
20 -15 10 5 0 5 10 15

T score [1] ( 10 %)

Fonte: Autor (2025). MetaboAnalyst 6.0.

4.6 MANUSCRITOS EM PREPARO E PUBLICACOES

4.6.1 Manuscritos relacionados em fase de preparo

Como produgdes oriundas desta dissertagdo, 2 manuscritos encontram-se em fases

avancadas de preparo. O primeiro manuscrito envolve uma revisdo bibliografica cléassica

completa acerca do

tema da dissertacdo,

englobando aspectos

etnobotanicos

€
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etnofarmacoldgicos, quimicos, biossintéticos e sintéticos, farmacoldgicos e clinicos sobre os
principais PNPs conhecidos. Esta revisdo, intitulada “A deep look into the science of
psychedelic natural products” ¢ pretendida a ser submetida para revisdao em um periddico
cientifico de produtos naturais abrangente e relacionada com o tema, como Natural Product
Reports (JCR 10,2) ou Journal of Ethnopharmacology (JCR 4,8).

O segundo manuscrito sumariza os achados relacionados as analises quimicas dos
extratos de sementes e cascas das espécies de A. peregrina que fazem parte do grupo de
amostras estudadas. Dados de LC-MS e RMN evidenciam a presenga de um metabolito nunca
reportado para estas espécies, 5-MeO-T, que pode ser um intermedidrio na via biossintética de
triptaminas 5-substituidas. Além disso, o estudo mostra a distribui¢ao das principais triptaminas
conhecidas por efeitos psicodélicos dessas substancias, corroborando seu uso ancestral como
entedgeno por povos origindrios da Amazdnia. Este trabalho, intitulado “Revisiting the
chemistry of Anadenanthera peregrina L. Speg., a plant-source of psychedelic snuffs from South
America” é pretendido a ser submetido como comunicagdo curta em um periddico cientifico de
produtos naturais relacionado com aspectos de etnofarmacologia ou quimica, como Journal of
Ethnopharmacology (JCR 4,8), Journal of Brazilian Chemical Society (JCR 1,3), ou Chemistry
and Biodiversity (2,3).

4.6.2 Producdes paralelas

Durante o periodo de mestrado, foi possivel também o desenvolvimento de trabalhos
em outras linhas de pesquisa do laboratorio, envolvendo principalmente a caracterizagdao de
espécies de Ocotea Aubl. (Lauraceae) e abordagens de processamento de dados de LC-HRMS.
Esses trabalhos resultaram em duas publica¢des (Anexo B) como primeiro autor: A primeira foi
publicada no periddico RSC advances (JCR 2023: 3.9) sob o identificador:
https://doi.org/10.1039/D4RA01384K, e fez parte da colecdo especial de “Jovens

Pesquisadores da Sociedade Brasileira de Quimica”, e incluido na “série de Pesquisadores
Emergentes” da Royal Society of Chemistry. Este trabalho aborda uma estratégia desenvolvida
para a andlise de flavonoides glicosilados utilizando se LC-HRMS com DIA, e foi aplicado em
um conjunto de dados envolvendo 6 espécies: O. diospyrifolia (Meisn.) Mez, O.
guianensis Aubl., O. lancifolia (Schott) Mez, O. notata (Nees & Mart.) Mez, O. odorifera Vell.
Rohwer, e O. porosa (Nees & Mart.) Barroso. A estratégia desenvolvida permite a anotacao

abrangente de flavonoides de maneira inovadora ao utilizar dados de LC-HRMS/DIA com
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aquisicio MSE. Além do mais, a estratégia envolve a utilizagdo do software gratuito MZmine
3. Aaplicagdo de caso foi anotagdo de flavonoides em extratos de diferentes espécies do género
Ocotea, incluindo 2 espécies com relato etnofarmacolédgico na literatura, O. lancifolia e O.
odorifera, a ultima sendo também uma espécie ameagada, juntamente com O. porosa (Alves et
al., 2024a). Os resultados sugerem a presenca de 49 flavonoides ndo descritos anteriormente
em Ocotea Aubl., juntamente com 45 outros conhecidos dentro do género. Os flavondis
kaempferol e quercetina, ambos exibindo padroes de O-glicosilagao, foram particularmente
prevalentes. Reagdes de fragmentacdo em fase gasosa reforgaram essas observagdes. Pela
primeira vez, a flavona apigenina foi anotada na maioria das espécies. Derivados da apigenina
foram encontrados principalmente na forma C-glicosideos, com O. porosa exibindo a maior
proporcao flavona:flavonol. A abordagem também permitiu a deteccdo de kaempferol e
quercetina em espécies de O. porosa, e ressaltou o potencial inexplorado dos dados de LC-
MS/DIA para um perfil amplo e confiavel de flavonoides. Foram anotadas mais de 50 estruturas
de flavonoides em cada espécie, superando a literatura presente (Alves et al., 2024a).

A segunda publicacdo, no periddico Chemistry and Biodiversity (JCR 2023: 2.3) sob o
identificador: https://doi.org/10.1002/cbdv.202402227, trata da obtencdo de um perfil

metabolico abrangente de O. diospyrifolia (Meisn.) Mez utilizando-se LC-HRMS com DIA e
uma estratégia integrada com banco de dados in-house (OcoteaDB) e conhecimento acerca da
biossintese do género. A estratégia utilizada resultou em PN anotados em niveis de confianca 2
(n=27), 3 (n=231) e 4 (n=21) de acordo com a Metabolomics Standards Initiative (MSI)
(Sumner et al., 2007). Anotacdes adicionais baseadas em propostas de fragmentacdo (n=16)
também foram incluidas. O estudo revelou que O. diospyrifolia ¢ uma grande produtora de
alcaloides, embora diferentes lignoides, que também vém da via do acido chiquimico, tenham
sido anotados. Além disso, o perfil de flavonoides consiste predominantemente em glicosideos
de flavonol, complementando relatorios anteriores. Este estudo fornece o primeiro perfil
quimico abrangente das folhas de O. diospyrifolia, o que corrobora a quimiotaxonomia da
espécie e também contribui para estudos de caracterizagdo posteriores, pois os dados LC-
HRMS estao disponiveis publicamente (Alves et al., 2024b)

Além disso, foi também desenvolvido um trabalho focado no processamento de dados
de LC-HRMS com DIA utilizando-se softwares e plataformas abertos. Como este trabalho foi
fruto de colaboracdo, o0 mesmo ndo compde diretamente essa dissertagdo, embora seja um
trabalho como segundo autor. Vale ressaltar que neste trabalho o método desenvolvido foi

aplicado a caracterizagdo quimica de 60 diferentes espécies do género Ocotea. Dentre estas,
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varias estdo na lista de espécies ameacadas de extingdo, e outras apresentam historicos
etnofarmacoldgicos (Katchborian-Neto et al., 2024). Essas espécies foram entdo quimicamente
caracterizadas por estratégias metabolomicas. Este trabalho foi publicado no periddico
Briefings in Bioinformatics (JCR 2023: 6.8), e pode ser livremente acessado sob o identificador:

https://doi.org/10.1093/bib/bbae013.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O projeto englobado nesta dissertacdo buscou explorar aspectos quimicos, intrinsecos e
extrinsecos, de fontes naturais de PNPs por meio de abordagens metabolomicas e
farmacolodgicas. Dentre as espécies de planta analisadas, varias foram pouco estudas ou foram
estudadas a muito tempo, de modo que existem poucos relatos sobre perfis metabolicos obtidos
utilizado técnicas analiticas modernas, como LC-HRMS e RMN. De fato, este trabalho consta
como o primeiro estudo quimico abrangente com Anadenanthera peregrina em quase 50 anos
(Fellows; Bell, 1971; Schultes et al., 1977). Além disso, apesar dessas espécies apresentarem
extenso histérico etnobotanico de uso como entedgenas, relacionados com PNPs que sido
evidenciados como psicoplastogenos, ndo existem estudos publicados acerca da atividade de
neuroprote¢do de seus extratos. Desse modo, foram realizadas andlises quimicas via LC-HRMS
e RMN para andlise do perfil quimico contido nos extratos dessas plantas, e ensaios
farmacoldgicos para atividade de neuroprote¢do em culturas de células. Em adi¢do, foi
construida uma revisdo bibliografica abrangente sobre o tema de PNPs, que objetiva servir
como base de consulta multidisciplinar na area da quimica, farmacologia, etnobotinica e
neurociéncia.

Os achados quimicos de maior destaque sdo relacionados ao perfil quimico de
triptaminas, principalmente em espécies de Anadenanthera. As evidéncias quimicas analisadas
corroboram hipdteses, mesmo que especulativas, sobre a origem biossintética da 5-MeO-DMT.
Também, coloca como ponto importante se ha algum papel quimico-ecoldgico das triptaminas
5 substituidas 5-OH-DMT e 5-MeO-DMT para Anadenanthera, uma vez que a presenca dessas
substancias € uma caracteristica que parece ser amplamente conservada em espécies
empregadas etnofarmacologicamente como entedgenas (Schultes et al, 1977). Como
caracteristica de um estudo nao alvo, a observacao de tendéncias em um conjunto de dados
amplo, o refino do mesmo e formulacdo de hipoteses a partir de achados estatisticamente
significativos, compde parte fundamental do trabalho, e permite o direcionamento de analises
alvo futuras. Estudos futuros poderdo ser delineados para o esclarecimento de aspectos
biossintéticos da via das triptaminas em espécies Anadenanthera, e do papel ecoldgico da 5-
OH-DMT e 5-MeO-DMT nas suas sementes. Por fim, este estudo direciona novos caminhos
para a compreensao do metabolismo de triptaminas em plantas superiores.

Em relagdo aos achados farmacologicos, diferentes extratos, principalmente de
sementes e cascas de Anadenanthera, contendo diferentes perfis de triptaminas, exibiram bons

perfis de neuroprotecdo. Entretanto, os resultados farmacologicos, bem como as analises
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quimiométricas, sdo de carater preliminar, uma vez que foi possivel realizar apenas um
experimento de neuroprote¢do. A realizagdo de replicatas de experimentos € prevista e permitira
consolidar as observagdes aqui apresentadas.

De modo geral, o projeto de mestrado incluiu diferentes abordagens da quimica de PN,
como extracdo, fracionamento, isolamento e sintese de PN utilizando métodos de bancada e
caracterizagdo via RMN e LC-HRMS, bem como abordagens modernas para analises de dados
e quimiometria. Os resultados obtidos oferecem dire¢des para estudos futuros tanto acerca do
metabolismo especializado de Anadenanthera, quanto do potencial neuroprotetor dessas

espécies.
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