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RESUMO

A Ayahusca ¢ uma bebida psicotropica que tem sido utilizada h& séculos por populacGes
originais da América do Sul, notadamente da regido Amazonica, com fins religiosos e
medicinais. O ch € obtido pela decoccéao de folhas da Psychotria viridis com a casca e tronco
de um arbusto, a Banisteriopsis caapi. A primeira € rica em N,N-dimetiltriptamina (DMT),
que tem importante e bem conhecido efeito alucindgeno devido a sua atuacdo agonista nos
receptores de serotonina, especificamente 5-HT2A. Por outro lado, as B-carbolinas presentes
na B. caapi, particularmente a harmina e a harmalina, sdo potentes inibidores da monoamina
oxidase (iMAO). Além disso, a tetrahidroharmina (THH), também presente na B. caapi, atua
como leve inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina e um fraco inibidor de MAO. Essa
composi¢do Unica provoca uma série de alteragBes afetivas, sensoriais, perceptuais e
cognitivas em individuos sob o efeito da Ayahuasca. Por outro lado, existe um interesse
crescente na rede de modo padrdo, do inglés Default Mode Network (DMN), que tem sido
consistentemente observada em estudos de neuroimagem funcional. As principais
componentes dessa rede incluem estruturas da linha média do cértex cerebral, como o cértex
frontomedial anterior, cdrtex frontomedial ventral, o giro cingulado posterior, 0 pré-cuneus e
algumas regides do lobo parietal inferior e do giro temporal médio. Acredita-se que a DMN
participe de tarefas que envolvem autojulgamentos, evocacdo de memorias autobiograficas,
realizacdo de simulagdes mentais, pensar em perspectiva, estados meditativos, entre outros.
De maneira geral, essas tarefas requerem um foco de aten¢do interno, dai a conclusao de que a
DMN estaria associada a atividade mental introspectiva. Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar, por meio de ressonancia magnética funcional (fMRI), as possiveis mudangas
da DMN causadas pela ingestdo da Ayahuasca em 10 voluntéarios saudaveis investigados
enguanto se submeteram a dois protocolos: uma tarefa de fluéncia verbal e a aquisi¢do de
dados continuos durante estado de repouso. De maneira geral, observa-se que a Ayahuasca
provoca reducdo na amplitude do sinal de fMRI nos nodos centrais da DMN, tais como o
cingulo anterior, o cértex pré-frontal medial, o cingulo posterior, o pré-cuneus e o lobo
parietal inferior. Além disso, também foram observadas altera¢cdes no padréo de conectividade
da DMN, em particular, diminui¢do da conectividade funcional no pré-cuneus. Juntos, esses
achados indicam a possivel associacdo entre o estado alterado de consciéncia experimentado
pelos individuos sob efeito da Ayahuasca, e mudancas no fluxo de pensamentos espontaneos
ligados ao aumento da introspeccao.

Palavras-chave: Ayahuasca, Default Mode Network, fMRI, conectividade funcional



ABSTRACT

Ayahuasca is psychotropic beverage that has been used for ages by indigenous populations in
South America, notably in the Amazon region, for religious and medicinal purposes. The tea
is obtained by the decoction of leaves from the Psychotria viridis with the bark and stalk of a
shrub, the Banisteriopsis caapi. The first is rich in N-N-dimethyltryptamine (DMT), which
has an important and well-known hallucinogenic effect due to its agonistic action in serotonin
receptors, specifically 5-HT2A. On the other hand, B-carbolines present in B. caapi,
particularly harmine and harmaline, are potent monoamine oxidase inhibitors (MAOI). In
addition, the tetrahydroharmine (THH), also present in B. caapi, acts as mild selective
serotonin reuptake inhibitor and a weak MAOiI. This unique composition induces a number of
affective, sensitive, perceptual and cognitive changes in individuals under the effect of
Ayahuasca. On the other hand, there is growing interest in the Default Mode Network
(DMN), which has been consistently observed in functional neuroimaging studies. The key
components of this network include structures in the brain midline, as the anterior medial
frontal cortex, ventral medial frontal cortex, posterior cingulate cortex, precuneus, and some
regions within the inferior parietal lobe and middle temporal gyrus. It has been argued that
DMN participate in tasks involving self-judgments, autobiographical memory retrieval,
mental simulations, thinking in perspective, meditative states, and others. In general, these
tasks require an internal focus of attention, hence the conclusion that the DMN is associated
with introspective mental activity. Therefore, this study aimed to evaluate by functional
magnetic resonance imaging (fMRI) changes in DMN caused via the ingestion of Ayahuasca
by 10 healthy subjects while submitted to two fMRI protocols: a verbal fluency task and a
resting state acquisition. In general, it was observed that Ayahuasca causes a reduction in the
fMRI signal in central nodes of DMN, such as the anterior cingulate cortex, the medial
prefrontal cortex, the posterior cingulate cortex, precuneus and inferior parietal lobe.
Furthermore, changes in connectivity patterns of the DMN were observed, especially a
decrease in the functional connectivity of the precuneus. Together, these findings indicate an
association between the altered state of consciousness experienced by individuals under the
effect of Ayahuasca, and changes in the stream of spontaneous thoughts leading to an
increased introspective mental activity.

Keywords: Ayahuasca, Default Mode Network, fMRI, functional connectivity
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1. CONSIDERACOES INICIAIS



A Ayahuasca é uma bebida psicoativa utilizada desde periodos entre 1500 a.C. e 2000
a.C. por populagbes indigenas da regido amazonica, com fins religiosos e medicinais
(Callaway et al., 1999). A partir da primeira metade do século XX, a bebida passou a ser
usada ritualisticamente em areas urbanas por igrejas sincréticas modernas brasileiras, tendo
sido reconhecido e autorizado pelo governo Brasileiro, em 1987, o uso ritual da Ayahuasca.
Atualmente, dentre os principais grupos religiosos que a utilizam estdo o Santo Daime, a
Unido do Vegetal e a Barquinha.

Tradicionalmente, o cha é preparado pela decoc¢do de duas plantas: a casca e tronco
de um arbusto, a Banisteriopsis caapi e as folhas da Psychotria viridis. A B. caapi € rica em
[-carbolinas, principalmente harmina, harmalina e tetrahidroharmina (THH). A harmina e a
harmalina sdo inibidores seletivos da enzima monoamina oxidase (iIMAO) enquanto a THH é
um fraco inibidor da recaptacdo de serotonina e fraco inibidor da MAO. J& a P. viridis contém
a triptamina alucinégena N,N-dimetiltriptamina (DMT) que atua principalmente como
agonista nos receptores serotoninérgicos, principalmente o 5-HT,4 (McKenna et al., 1998).

Quando administrada por via oral, a DMT & inativa, pois é degradada pela monoamina
oxidase (MAO) presente no figado e via gastrointestinal. No entanto, a presenca de iMAO na
bebida impede a degradacdo da DMT e possibilita seu alcance até o sistema nervoso central
(Callaway et al., 1999).

A combinacdo dessas duas espécies de vegetais faz com que a bebida proporcione
sensacdes Unicas, sendo comuns alteragdes sensoriais, cognitivas, da percepcao e do afeto
(Riba et al., 2001). Entre esses efeitos, estdo: aumento da introspeccao, sensacdo de bem estar,
pensamentos complexos e rapidos, sensacao de apreensdo, imagens mentais nitidas, alteracoes
visuais da cor, forma e movimento de objetos, sensacdo de percepcdo mais clara e distinta do

som (Shanon, 2002; Riba et al., 2003).



Apesar do grande numero de estudos existentes sobre a Ayahuasca, a maioria se
concentra em aspectos farmacoldgicos e antropoldgicos. Apenas recentemente comegaram a
surgir pesquisas focando no entendimento das alteragfes cognitivas como, por exemplo, pela
utilizacdo de técnicas de neuroimagem (Riba et al., 2006; Prado et al., 2009; Pinto, 2010; de
Araujo et al., 2011).

Entre as técnicas de neuroimagem, a ressonancia magnética funcional (do inglés,
functional Magnetic Resonance Imaging — fMRI) tem sido largamente utilizada em estudos
sobre as bases neurais da percepc¢édo, cognicdo e emocgdo. O foco da imensa maioria desses
estudos tem sido a localizacdo das regides cerebrais onde houve aumento da atividade elétrica
de neurdnios devido a execucdo de uma tarefa, em comparacdo a um estado de base,
tipicamente repouso. Curiosamente, no final dos anos 1990, foi descoberto um conjunto de
regides que apresentavam maior atividade durante o repouso que durante a execugdo de uma
tarefa ativa (Shulman et al., 1997; Mazoyer et al., 2001). O conjunto de regides que compde
essa rede passou a ser conhecida pelo seu nome, em inglés, de Default Mode Network (DMN).

A DMN ¢é composta por um sistema cerebral anatomicamente definido, estando
preferencialmente ativo quando os individuos ndo estdo focados no ambiente externo
(Buckner et al., 2008). Desde sua descoberta, 0 interesse nessa rede tem crescido muito e tem
se tornado tema central nas pesquisas em neurociéncias nos ultimos anos, tendo aparecido
como palavra-chave em 983 artigos de 2009 até os dias atuais no banco de dados Web of
Knowledge.

Embora seja crescente a quantidade de estudos sobre a DMN, suas funcdes
permanecem pouco compreendidas. Acredita-se que ela participe de tarefas que envolvem
autojulgamentos, evocacdo de memorias autobiograficas, realizacdo de simulacdes mentais,
pensar em perspectiva, estados meditativos, entre outros (Buckner and Carroll, 2007; Northoff

et al., 2006). Em termos gerais, uma caracteristica comum dessas tarefas € que elas aumentam



a atencdo dos sujeitos para si, tendo sido argumentado que a DMN estaria associada a
atividade mental introspectiva.

Desse modo, tendo em vista que a Ayahuasca provoca mudancgas relacionadas a
introspeccdo, este estudo objetivou investigar possiveis alteracbes da DMN provocadas pela
ingestdo de Ayahuasca, utilizando fMRI. A hipdtese é de que, caso a DMN esteja ligada a
estados introspectivos, e a Ayahuasca promova a intensificacdo desses estados, observe-se
uma alteracdo do sinal de fMRI da DMN durante periodos em que os individuos estdo sob
efeito da bebida.

Este trabalho esta dividido em 7 secGes principais. A primeira delas é a fundamentacao
tedrica em que é apresentada a técnica de fMRI, com enfoque nas etapas de aquisicdo e
analise dos dados. Em seguida, nessa mesma secdo, introduz-se o conceito de DMN,
abordando sua estrutura anatémica, fungdes e estados alterados. Por tltimo, varios aspectos da
Ayahuasca sdo apresentados.

As secOes seguintes sdo, respectivamente, objetivos, material e métodos, resultados e
discussdo. As conclusGes e perspectivas sdo apresentadas na Ultima parte. Alguns resultados
adicionais sdo mostrados nos apéndices, e nos anexos estdo algumas informacdes que

consideramos relevantes para o trabalho.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA



2.1. IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA FUNCIONAL

A imagem funcional por ressonancia magnética (fMRI) tem sido bastante utilizada, ha
quase duas décadas, no estudo de alguns aspectos das funcbes cerebrais, tanto de cérebros
saudaveis como em diferentes doencas. A fMRI apoia-se em efeitos hemodinamicos, em
particular no fato de que alteracdes da atividade elétrica neural estdo associadas a mudancas
no fluxo sanguineo cerebral. Nesse contexto, 0 mecanismo de contraste mais utilizado é
conhecido por BOLD (Blood Oxygenation Level Dependent), que é sensivel a alteracdes no
nivel de oxigenacdo do sangue, em coincidéncia com estimulos que promovem a modulacédo

da atividade neuronal, descrito em mais detalhes a seguir.

2.1.1. O sinal BOLD e suas caracteristicas

A ideia de que variacdes no sistema vascular cerebral refletem variagbes na funcéo
cerebral ndo é nova. No final do século XIX, os fisiologistas britdnicos Roy e Sherrington
verificaram que varia¢Oes da atividade elétrica de neurbnios poderiam resultar no aumento
local do fluxo sanguineo. Eles indicaram que alguns produtos do metabolismo do cérebro
estimulavam a atividade vasomotora o que provavelmente alteraria o abastecimento vascular
regional em resposta a variagdes locais da atividade elétrica neuronal (Roy and Sherrington,
1890 apud Huettel et al., 2004; Logothetis, 2002).

Outra descoberta importante que levou ao contraste BOLD foi feita pelos quimicos
Linus Pauling e Charles Coryell. Em 1936, eles demonstraram que as propriedades
magnéticas da hemoglobina dependiam do seu estado de oxigenagdo (Pauling and Coryell,
1936), isto é, quando a hemoglobina esta ligada a uma molécula de oxigénio (oxi-Hb) ela é
diamagnética, ou seja, ndo possui elétrons desemparelhados e seu momento magnético
permanente é nulo. Em contraste, quando ndo esta ligada ao oxigénio (deoxi-Hb) ela é

paramagnética, possuindo susceptibilidade magnética cerca de 20% maior que a oxi-Hb. Em



1982, um experimento in vitro mostrou que a constante de decaimento T, do sangue dependia
da proporcdo de oxi-Hb contida em um tubo de ensaio (Thulborn et al., 1982).

No final dos anos 1980, Ogawa e colaboradores investigaram a hipétese de que a
manipulacdo da propor¢do de oxigénio no sangue alteraria a visibilidade de vasos sanguineos
em imagens ponderadas em T2*. Essa hipotese foi testada em ratos anestesiados utilizando
campos magnéticos elevados (7 T). Manipulando niveis de O, e CO; eles mostraram que 0
sangue com deoxi-Hb diminuia o sinal proximo aos vasos e que este podia ser revertido com
0 aumento do fluxo sanguineo oxigenado (Huettel et al., 2004; Ogawa et al., 1990).

Curiosamente, embora parega intuitivo que o aumento da atividade neural leve ao
aumento de consumo de oxigénio e, portanto, a diminui¢do do sinal BOLD, os experimentos
mostraram exatamente o contrario. Foi observado o aumento do sinal relacionado a atividade
neural, devido ao aumento do fluxo sanguineo cerebral (do inglés, Cerebral Blood Flow —
CBF) e do volume sanguineo cerebral (do inglés, Cerebral Blood Volume — CBV). Uma vez
que os aumentos no CBF e no CBV sdo muito maiores do que a demanda metabdlica por
oxigénio, o resultado é o aumento da razdo entre a oxi-Hb e a deoxi-Hb, com consequente
diminuigdo da concentragcdo de deoxi-Hb (Fox and Raichle, 1986). Como resultado, essa
diminuigdo aumenta ligeiramente o tempo de relaxagdo T2*, levando ao aumento da
amplitude do sinal de ressonancia magnética de imagens ponderadas em T2*, como é o caso
das sequéncias do tipo eco-planar (do inglés, echo-planar imaging — EPI).

Em resumo, o diagrama na Figura 1 mostra a sequéncia dos principais eventos que

resultam na formacgéao do contraste (efeito) BOLD.
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Figura 1 — Cascata de eventos hemodindmicos e magnéticos que ocorrem apos atividade elétrica neuronal. O
resultado é o aparecimento do contraste BOLD. Modificado de Bandettini, 2002.

Dois anos mais tarde, trés grupos, simultaneamente e de maneira independente,
utilizaram o mecanismo BOLD para relacionar atividade neuronal, mudancas na oxigenacéo
do sangue e fluxo sanguineo no cdrtex motor e visual em humanos (Bandettini et al., 1992;
Kwong et al., 1992; Ogawa et al., 1992).

Com relacdo aos efeitos vasculares, os parametros fisioldgicos que influenciam o
contraste BOLD séo a taxa de metabolismo do consumo de oxigénio (do inglés, Cerebral
Metabolic Rate of Oxygen — CMRO,), o CBF (do inglés, Cerebral Blood Flow), e 0 CBV (do
inglés, Cerebral Blood Volume) (Buxton et al., 2004). Os cursos temporais desses parametros
sdo esquematizados na Figura 2. Imediatamente apds o inicio do estimulo ocorre um aumento
na extracdo de oxigénio (maior CMRO;). Depois de um curto periodo de laténcia, 0 CBF e 0
CBV aumentam. O aumento de CBV com alta CMRO, causa aumento na concentracdo da
deoxi-Hb e consequente reducdo do sinal. No entanto, o aumento do CBF supera a CMRO; e
0 oxigénio transportado para o local de aumento da atividade elétrica neuronal diminui a

concentragdo da deoxi-Hb aumentando o sinal, resultando no BOLD positivo. Cessada a



atividade neuronal, o CBF decresce mais rapidamente que o CBV. Depois de
aproximadamente 10s, a CMRO; e o CBF retornam aos seus niveis basais. Nesse momento, a
reducdo do CBV continua lenta por um certo intervalo, aumentando dessa forma a
concentracdo da deoxi-Hb e reduzindo o sinal.

A variacdo no sinal de ressonancia magnética ao longo do tempo, em resposta a
atividade elétrica neuronal, é conhecida como funcdo da resposta hemodinadmica (do inglés,
Hemodynamic Response Function — HRF). A Figura 2 mostra a evolugdo temporal
esquematica do sinal BOLD em resposta a um estimulo breve. Logo apds a apresentacdo do
estimulo, a resposta decresce (initial dip) por um breve intervalo de tempo (1-2 segundos).
Esse comportamento ndo é observado de maneira consistente em todos os estudos, e seu
mecanismo fisiologico é assunto controverso (Huettel et al., 2004). Apds essa depressao
inicial, o sinal inicia a fase de resposta BOLD positiva, que chega ao valor maximo em
aproximadamente 5 segundos. Apo6s atingir o pico, o sinal decresce em amplitude,
permanecendo, contudo, positivo. Essa etapa (sinal positivo) tem duracdo entre 5 e 10
segundos. Em seguida, o sinal tende a decrescer para valores abaixo da linha de base (post-

undershoot), retornando a valores basais em cerca de 20 segundos.
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Figura 2 — Funcdo resposta hemodinamica tipica que segue um estimulo breve com as diferentes fases: dip
inicial, resposta BOLD positiva e undershoot negativo. Também séo apresentados os diferentes cursos temporais
dos pardmetros fisiol6gicos que seguem a HRF: CMRO,, CBF e CBV. Adaptado de Mulert et al., 2010.

2.1.2. Aquisicéo das imagens

Comparada a outras técnicas de neuroimagem funcional, a fMRI apresenta resolucédo
espacial razoavelmente alta, os voxels da imagem sdo tipicamente da ordem de 8 mm°.
Entretanto, como é possivel observar pelas caracteristicas do sinal BOLD descritas acima, sua
resolucdo temporal é da ordem de segundos, sendo limitada tanto pelos mecanismos
vasculares que resultam na HRF lenta quanto por fatores técnicos, como veremos a seguir.

Um experimento de fMRI, de maneira geral, consiste de ter um individuo realizando
alguma tarefa de interesse dentro de um tomdgrafo de imagem por ressonancia magnética (do
inglés, Magnetic Resonance Imaging — MRI) enquanto varias imagens do seu cérebro séo
adquiridas em intervalos relativamente curtos de tempo (1-3 s). As imagens, adquiridas por
sequéncias rapidas conhecida como eco-planar (do inglés, echo-planar imaging — EPI), sdo
sensiveis ao contraste BOLD e mostram mudangcas sutis no brilho das imagens nas areas que
seletivamente tiveram modulacdo da atividade elétrica neural pela tarefa. Desse modo, a

estratégia utilizada em experimentos de fMRI é geralmente baseada na tentativa de modular a
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resposta BOLD da rede neuronal estimulada pela tarefa. Ao desenho experimental de fMRI
da-se o nome de paradigma (Amaro Jr and Barker, 2006). Em outras palavras, o paradigma é
a construcdo que leva em conta a estrutura temporal e as previsdes comportamentais das
tarefas executadas pelo sujeito.

Quanto a forma de apresentacdo dos estimulos, dois desenhos experimentais Sdo 0S
mais utilizados: os desenhos em bloco (block design) e relacionados a eventos (event-related
design — ER).

O paradigma em blocos foi o primeiro a ser utilizado em fMRI e provavelmente ainda
é uma das estratégias mais adotadas. A ideia central consiste em manter o engajamento do
individuo em determinada tarefa por periodos relativamente longos (da ordem de 20 s). Esses
periodos sdo alternados com outros, de “repouso”, igualmente longos, que construirdo a linha
de base. Apesar do paradigma em bloco ndo permitir a estimativa precisa da HRF, ele é
bastante preciso na detec¢do da resposta e consequente localizacdo do efeito (Buxton et al.,
1998). Por outro lado, no paradigma ER os estimulos sdo curtos (1-5 s) e os periodos de
repouso sdo relativamente longos, da ordem de 20 segundos (Bandettini and Cox, 2000). A
principal vantagem desta estratégia é a possibilidade de detectar variacBes transitorias da
HRF, permitindo a caracterizacdo mais precisa do sinal BOLD. Além disso, esse desenho
reduz a adaptacdo do sujeito a tarefa e permite a elaboracdo de desenhos experimentais mais
complexos (D'Esposito et al., 1999). Por outro lado, seu poder de deteccdo €
significativamente reduzido quando comparado ao paradigma em bloco, além de ser
relativamente mais longo (Bandettini and Cox, 2000).

Uma variavel comum aos desenhos ER e em blocos € a necessidade do individuo estar
engajado em alguma tarefa. Desse modo, uma alternativa para os estudos envolvendo fMRI
tem sido a caracterizacdo das variacbes da resposta BOLD relacionadas a atividade

espontanea, ou “estado de repouso™ (Amaro Jr and Barker, 2006). Conhecido como protocolos
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de resting state, esse paradigma consiste em medir flutuagdes espontaneas do sinal BOLD de
baixa frequéncia (< 0,1 Hz). Essa estratégia abre um novo cenario de perspectivas, permitindo
por exemplo a avaliacdo de individuos com disfuncBes cognitivas ou fisicas, assim como em
criancas (Shimony et al., 2009). Além disso, tem sido bastante utilizado em estudos que tem
por objetivo avaliar a conectividade entre diferentes regiGes cerebrais (Biswal et al., 1995;

Fox et al., 2005).

2.1.3. Pre-processamento das imagens

Uma vez adquiridas, as imagens devem passar pela etapa de pré-processamento. 1sso
porque a amplitude do sinal BOLD é pequena tanto se comparada a intensidade total do sinal
de ressonancia magnética quanto com a variabilidade espacial e temporal das imagens. O
contraste BOLD provoca aumentos da ordem de apenas 1 a 5% no sinal, fazendo com que
varios fatores influenciem e confundam a andlise das imagens. Assim, 0 pré-processamento
tem dois objetivos principais: remover a variabilidade do dado que nao interessa e prepara-lo
para a analise estatistica.

Dentre as principais estratégias utilizadas estdo o controle de qualidade dos dados
brutos, a correcdo de movimento, a correcdo temporal entre as fatias, a aplicacdo de filtros
espaciais e temporais, 0 corregistro das imagens e a normalizacdo para um espago anatdmico

padrdo.

Controle de qualidade

Essa primeira etapa consiste basicamente em examinar visualmente o dado bruto.
Como as imagens de fMRI sdo adquiridas em fatias bidimensionais ao longo do tempo, elas
sdo suscetiveis a artefatos como os ruidos de radiofrequéncia, artefatos de gradiente, dentre
outros. Tendo em vista as milhares de fatias que precisam ser vistas, uma maneira efetiva de
realizar essa tarefa é visualizar todos os volumes de uma sessao experimental como um filme,
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no qual as fatias sdo rapidamente exibidas uma apds a outra, possibilitando assim a detec¢éo

de artefatos transitorios (Strother, 2006).

Correcao temporal entre as fatias

A aquisicdo das imagens se da de forma sequencial, uma fatia por vez. Dessa forma, as
fatias que compBem um volume estdo discretamente defasadas no tempo. As analises
subsequentes, entretanto, consideram que toda a informagdo de um volume foi adquirida
simultaneamente (Smith, 2001), o que torna necessaria a correcdo de tempo entre as fatias. O
problema é ainda mais critico em aquisi¢des do tipo interleaved, nas quais primeiramente
todas as fatias pares sdo adquiridas seguidas das impares, ou vice-versa. Nesses casos, fatias
vizinhas podem estar consideravelmente afastadas no tempo, em especial se 0 TR (Tempo de
Repeticdo) é longo. Comumente, esse problema é corrigido pela interpolacdo temporal entre

voxels adjacentes (Huettel et al., 2004)

Correcao de movimentos

Provavelmente o problema mais prejudicial em estudos de fMRI é a movimentagdo
involuntaria da cabeca do individuo em estudo. Decorrente da propria tarefa experimental, da
degluticdo e do desconforto do individuo, esse problema pode ser minimizado com uso de
técnicas de imobilizacdo da cabeca e aumento de conforto. Contudo, o uso dessas estratégias
ndo é suficiente para retirar os artefatos, sendo necessaria a utilizacdo de algoritmos
especificos. Essas técnicas tipicamente consideram que todas as imagens do volume sdo
adquiridas instantaneamente, e que apenas movimentos de corpos rigidos ocorrem ao longo
do exame, isto €, que a cabeca mudou sua orientacdo e posi¢cdo mas ndo sofreu deformacdes.
Uma funcdo de custo mede a similaridade de cada volume da série com um volume

referéncia, usualmente a primeira imagem adquirida na sessdo, ou a do meio. A funcéo de
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custo é usada para determinar as melhores estimativas das seis variaveis de movimento de
corpo rigido (trés rotacdes e trés translacoes) (Strother, 2006).

O realinhamento espacial realizado dessa forma minimiza grande parte da variancia
decorrente do movimento da cabeca durante o experimento e assegura que o valor de um dado
voxel em cada volume corresponde anatomicamente ao mesmo ponto em todas as imagens
adquiridas. Esse método, contudo, ndo é suficiente para eliminar totalmente os artefatos. E
possivel que artefatos residuais e sinais de movimento correlacionados com o estimulo
permanecam. Uma forma de verificar se ha relagdo entre o movimento e o estimulo é testar se
0s parametros de movimento estdo correlacionadas com o paradigma do estimulo. Altos
valores de correlacdo sugerem que falsos positivos podem surgir. Nesse caso o dado deve ser

descartado.

Filtros espaciais

A utilizacdo de filtros espaciais € importante para o aumento da relacdo sinal-ruido (do
inglés, signal to noise ratio — SNR). A suavizacdo € frequentemente implementada
convoluindo-se as imagens com um filtro Gaussiano no dominio espacial com os parametros
do filtro especificados pela largura a meia altura da funcdo Gaussiana, ou FWHM (do inglés,
full width at half maximum). Essa etapa tanto € importante como controversa, apresentando
vantagens e desvantagens (Mikl et al., 2008).

Além de melhorar a SNR, outras duas razdes para o uso de filtros espaciais sdo o
aprimoramento da validade de testes estatisticos parameétricos e ajustes de variagoes
anatdmicas e funcionais entre sujeitos. A suavizacdo espacial faz com que a distribuicdo de
erros se aproxime da distribuicdo normal, garantindo a validade dos testes paramétricos. Ja
nos estudos de comparacdo entre grupos, € necessario que os cérebros individuais sejam

normalizados e transformados para um espaco padrdo a fim de estabelecer correspondéncia
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espacial. A suavizacdo ainda € necessaria caso se opte por utilizar estratégias de correcdo para
maultiplas comparagdes baseadas na teoria de campos aleatorios (Worsley et al., 1992).

A principal desvantagem dos filtros espaciais resulta da imperfeicdo na
correspondéncia entre a largura do filtro e o tamanho da area modulada pela tarefa. Por
exemplo, se o filtro utilizado é muito largo (FWHM grande), o sinal de areas cerebrais
pequenas podem ser atenuadas abaixo do limiar de significancia estatistica (Huettel et al.,

2004).

Filtros temporais

Os filtros temporais buscam remover componentes de frequéncia indesejaveis da série
temporal, sem modificar o sinal de interesse. A maior parte do ruido nas séries temporais de
fMRI ocorrem em baixas frequéncias (f < 0,05 Hz), e tem origem principalmente na variacdo
linear lenta do sinal®, ao efeito aliasing do ruido fisiolégico cardiaco e ao ruido proveniente
da respiracdo (Strother, 2006). De regra, a remocdo desses ruidos € feita por um filtro passa-
alta. No entanto, deve-se ter cuidado para ndo se retirar o sinal relacionado ao estimulo. Se a
frequéncia de corte do filtro for muito alta, o sinal de interesse sera reduzido ou até mesmo
eliminado, principalmente se considerarmos os protocolos em bloco, os quais possuem, em

geral, baixa frequéncia.

2.1.4. Analise estatistica das imagens

Uma vez realizado o pré-processamento, os dados estdo prontos para a analise
estatistica. Nessa esta etapa, o objetivo é identificar as regifes cerebrais que foram moduladas
por alguma condicdo experimental. Para tanto, varios métodos tém sido propostos e

desenvolvidos. Aqui, no entanto, optou-se por descrever o Modelo Linear Geral (do inglés,

' Do inglés drift, podem surgir da instabilidade do aparelho de ressonancia magnética e reduzir o poder
estatistico na detec¢do de ativagdes (Smith et al., 1999).
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General Linear Model — GLM) (Friston et al., 1994), tendo em vista que esse foi 0 metodo
utilizado neste estudo. Esse € 0 método mais empregado em estudos de fMRI principalmente
por sua flexibilidade na implementacdo de diferentes testes estatisticos paramétricos e na
incorporacdo de mdaltiplas variaveis independentes (Friston et al., 1994). Cabe notar que a
maioria dos modelos estatisticos usados sdo casos especiais do GLM, como os testes de
correlagdo, teste-t simples, ANOVA e ANCOVA.

O GLM ¢é um método predominantemente paramétrico: formas especificas da funcédo
de distribuicdo de probabilidade e hipdteses especificas em termos dos modelos e parametros
dessas distribuicGes sdo estabelecidas a priori. Ap0s a estimacdo dos parametros, sdo
aplicados métodos estatisticos que refletem a evidéncia contra a hipotese nula. Estatisticas
com distribuicdo nula conhecida séo usadas.

No contexto das analises de fMRI o GLM ¢ utilizado para realizar inferéncias
estatisticas por meio de testes univariados. Ou seja, a analise estatistica é realizada
separadamente para cada série temporal de cada voxel (variavel dependente), conhecido como
mapeamento estatistico paramétrico (SPM?) (Friston et al., 1995).

O principio do GLM consiste em explicar o comportamento de uma variavel Y; ao
longo de J observagbes em termos de uma combinagéo linear de variaveis explanatorias x;,
com | =1,..., L, mais um termo de erro g, e pode ser resumido na equag&o:

Vi =xB1+ -+ B+ + x50+ +¢ )

em que P, sdo parametros desconhecidos, correspondendo a cada uma das L variaveis

explanatorias x;. Para maior clareza, a equacdo 1 pode ser expandida para um conjunto de

equacgOes, uma para cada observacao j:

2 Do inglés, statistical parametric mapping (SPM). N&o confundir com o software de mesmo nome criado pelo
Wellcome Department of Imaging Neuroscience, University College London para realizar tais anlises.
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que podem ser representadas na forma matricial como:

/Yl\ /xn Xy xllL\ /:31\ /gl\

|5 x! ]L +| &
AN A
que pode ser escrito de forma simplificada como:
Y=XB+ ¢ 2

Y é o vetor coluna das J observacdes; X é a matriz de desenho®, em que cada coluna
representa uma dentre as L varidveis explanatorias para cada observacdo J; 5 é o vetor coluna
dos parametros que representa o peso com que cada variavel explanatéria contribui para o
resultado observado Y; € é o vetor de residuos, ou seja, a por¢do de Y ndo explicavel pelas
variaveis de X.

A variavel dependente corresponde a série temporal de fMRI e as funcbes de
referéncia correspondem aos modelos das respostas de fMRI esperadas e determinadas pelo
paradigma experimental, que corresponde a matriz de desenho.

E importante notar que o vetor de parametros estimados (PE) /3 tem a primeira linha
correspondente a f. O correspondente curso temporal do preditor X, tem o valor de 1 para
todos os pontos da série, sendo chamado de termo constante. O valor de f representa o nivel
de sinal da condicéo de linha de base.

A contribuicdo de cada modelo inserido na matriz de desenho é medida pela estimagéo
do pardmetro S. No entanto, ndo é possivel resolver a equacdo 2 simultaneamente e para

valores exatos (¢ = 0), uma vez que 0 nimero de observacdes € maior do que o numero de

* Em inglés, design matrix.
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varidveis explanatorias e erros experimentais podem estar presentes. A solucdo possivel é
estimar os valores de S que melhor se ajustem aos dados minimizando o erro residual. A
abordagem matemaética utilizada para resolver este problema é conhecida por método dos
minimos quadrados ou minimos quadrados ordinarios (OLS — Ordinary Least Square).

Cada série temporal preditora tem um coeficiente g associado, quantificando sua
potencial contribuicdo na explicacdo da série temporal do voxel Y . Enquanto que a exata
interpretacdo dos valores de beta dependem de detalhes da matriz, betas positivos (ou
negativos) indicam que o voxel exibe forte modulacdo durante a condi¢do experimental,
relativa a linha de base. A Figura 3 representa as parcelas Y, X5 e ¢ de uma série temporal de

um voxel modulada por um experimento em bloco.

XQ\PMWMMN \\fw\ w/\

n

o
o n -

Amplitude (% sinal BOLD)
=
(i,

| | | | |
20 30 40 a0 B0
Yolume fMRI

o
=

Figura 3 — Representacdo das diferentes parcelas do modelo GLM. A série temporal Y que se deseja modelar
(azul), a variavel explanatéria X multiplicada pelo  estimado (vermelho) e o erro residual ¢ (verde).

Modelamento da funcdo de estimulo e da resposta hemodinamica

O tipo mais comum de regressor utilizado na matriz experimental do GLM ¢ a funcao
de estimulo. Essa funcdo é usualmente representada matematicamente pela funcgdo stick
(delta) ou boxcar que codifica a ocorréncia de um evento ou uma época. Contudo, utilizar a
funcdo de estimulo diretamente na matriz de desenho resulta em baixa sensibilidade. Deve-se
levar em conta, 0 atraso da resposta BOLD, que ndo se inicia exatamente apds a apresentagdo

do estimulo e sua forma caracteristica. Isso é feito por meio do modelamento da HRF. Ela
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pode ser modelada como uma simples funcgéo de distribuicdo gama (Lange and Zeger, 1997)
ou Poisson (Friston et al., 1994).
Um modelo muito utilizado foi proposto por Glover (1999) como respostas da area

auditiva primaria:

h© = (7) oo (F52) e () "en ((5H) ©
em que t € o tempo em segundos, d; = a;b; € o tempo ao pico (j = 1) e o tempo para o
undershoot (j = 2). Um exemplo para a; =6, a, =12, b; = b, =0,9s, e ¢ = 0,35 (Glover, 1999)
é mostrado na Figura 4. Ainda, se considerarmos que o sinal BOLD ¢ resultado de um sistema
linear invariante no tempo (Boynton et al., 1996), isto é, que a resposta BOLD para um breve
estimulo tem uma duracdo finita e é independente do tempo, e que as respostas para
sucessivos estimulos somam-se linearmente, entdo podemos expressar 0 regressor como a

convolucdo entre a funcéo de estimulo e uma HRF candnica (Figura 4).
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Figura 4 — Modelamento da HRF e da fungdo estimulo. (A) Funcdo da resposta hemodinamica candnica
proposta por Glover (1999). (B) Na parte superior, uma fungdo quadrada que modela um estimulo em bloco. Na
parte inferior, resposta BOLD prevista, resultante da convolugéo entre a funcgdo estimulo e a HRF (A).
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Contraste e inferéncia

Para se fazer afirmagdes a partir dos valores 3 estimados, ou seja, para identificar se o
parametro estimado representa a resposta BOLD modulada pelo desenho experimental,
realiza-se um teste de hipoteses sob o efeito de interesse, por meio da utilizagdo de contrastes.

De maneira geral, o objetivo do pesquisador é rejeitar a hipdtese que ndo existe efeito
da tarefa associado a série temporal de um dado voxel. Essa é a denominada hipotese nula Ho.
Se a hipotese nula € rejeitada, a hipotese alternativa, Hi, é declarada verdadeira, indicando
que a série temporal daquele voxel esta correlacionado com a tarefa experimental.

Os contrastes sdo combinac@es lineares das estimativas dos parametros, organizados
na forma de vetores ou matrizes. Eles permitem testar vérios efeitos sem a necessidade de
refazer a regressdo, etapa computacionalmente custosa. Para um contraste ¢, as hipdteses
podem ser definidas como :

Hy: cTp=0

Hi: cTB #0
em que c' é um vetor linha* e permite a comparacdo direta entre diferentes condices na
estatistica T. Para testar, por exemplo, o efeito da condicdo experimental modelada na
primeira coluna da matriz de desenho X, o vetor de contraste c' deve ser igual a [1 00 ... 0].
Para testar a diferenca entre a primeira e segunda coluna da matriz o contraste seriac' = [ 1 -1
0 ... 0]. O que corresponde ao efeito c¢’B = B, — B,. Portanto, se considerarmos que as
varidveis de resposta sdo independentes e idénticas ao longo dos TRs entdo, sob a hipotese
nula, a estatistica T pode ser calculada dividindo um contraste dos parametros estimados ¢’

pelo seu erro padrao estimado:

r-—__ b @)
G2 T (XTX)1c

* Na forma matricial, o contraste ¢ pode ser usado para calcular a estatistica F.
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que segue distribuicdo T com numero de graus de liberdade (dof - degrees of freedom) igual a

dof =J -1 - L. O estimador de quadrados minimos de 62 é:

52 = % (¥ =xB) (¥ - XB). (5

Os valores para a estatistica T sdo computadas para cada voxel individualmente.
Grandes valores de T correspondem aos voxels que apresentam modulagdo com a tarefa
experimental.

Resta ainda a deciso se determinado voxel é estatisticamente significativo, de acordo
com a magnitude da estatistica T calculada. Essa decisdo é realizada conhecendo-se as
distribuicGes de probabilidade para os valores de T sob a hipdtese nula, e encontrando-se 0s p-
valores para cada voxel. No teste de hipdtese, esses p-valores sdo utilizados para rejeitar Hy
mediante nivel descritivo fixo, a, definido como a probabilidade de se obter estatistica de
teste igual ou mais extrema que aquela observada em uma amostra considerando verdadeira a
hipotese nula. O valor descritivo o = 0,05 é geralmente adotado para os testes de hipoteses. A
estatistica que produz p = o é utilizada para testar a Hp, se ao final do experimento a

estatistica obtida for maior ou igual a estatistica fixada, ou seja p < a, entdo a Hy é rejeitada.

O problema dos testes multiplos

Um dos problemas importantes na anélise de dados de fMRI sdo os testes maltiplos.
Uma vez que o nimero de testes estatisticos realizados é muito grande, ja que é feito um teste
para cada voxel, e um conjunto de dados de fMRI contém milhares de voxels, a probabilidade
de se ter falsos positivos (erro do tipo 1) também é muito grande. Surge a necessidade de
utilizar correcGes para multiplas comparagdes.

A estratégia padrdo para superar esse problema ¢ reduzir o valor de a. Assim, a
probabilidade dos voxels serem significativos devido ao acaso diminui. Um método comum e

bastante restritivo ¢ a corre¢do de Bonferroni, na qual o valor de o decresce
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proporcionalmente com o numero de testes realizados e considera independéncia entre os
voxels (Huettel et al., 2004). Outra abordagem menos conservativa, leva em consideracdo a
observacao explicita de que voxels vizinhos estdo conectados funcionalmente. Conhecida
como teoria dos campos aleatorios (Gaussian Randon Field — GRF), apresenta resultados
mais robustos, porém com suposi¢des mais restritivas, pois exige a suavizacdo dos dados
comprometendo a resolucdo espacial da técnica (Worsley et al., 2002). Alternativo aos
procedimentos que controlam a probabilidade de erro para a familia de testes, o controle da
proporcéo esperada de falsos positivos entre todos os testes permite controlar a taxa de falsas
descobertas, FDR (False Discovery Rate) (Benjamini and Hochberg, 1995; Genovese et al.,
2002).

Uma opcao interessante € aplicar limiares menores e ndo tdo conservativos quanto ao
limiar dnico, e levar em conta 0 numero de voxels conectados. Um método baseado em
simulacdo de Monte Carlo que calcula a probabilidade de obter diferentes tamanhos de cluster
foi proposta por Forman e colaboradores (1995). Combinado com limiares criticos menos
conservativos, os limiares de extensdo de cluster calculados sdo aplicados para os mapas
estatisticos considerando que a probabilidade de erro global de p < 0,05 é satisfeita (Forman
et al., 1995). Assim como a abordagem GRF, essa abordagem incorpora a observacao de que
os voxels vizinhos se ativam em clusters, entretanto, ndo requerem suavizacdo espacial. E
uma abordagem que parece ser muito adequada para os dados de fMRI apesar de apresentar

um alto custo computacional.

Apresentacdo dos mapas estatisticos

O objetivo principal dos testes estatisticos € avaliar a probabilidade de cada voxel sob
a hipotese nula. Quando os testes estatisticos de todos os voxels sdo combinados, o resultado
€ um mapa estatistico. Em geral, esses mapas séo coloridos de acordo com os valores de
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probabilidade de cada voxel, mostrando apenas os voxels significativos, ou seja, aqueles cujo
p-valor ¢ inferior ao limiar estatistico estabelecido (o). A escala de cores varia, sendo
normalmente adotada a seguinte convencdo: cores mais escuras para indicar niveis de
significancia mais baixos, e cores mais brilhantes para niveis mais elevados (Huettel et al.,

2004).

Corregistro e normalizacao

Em estudos de fMRI envolvendo humanos, os mapas sdo habitualmente gerados a
partir de imagens EPI, as quais possuem baixa resolucéo e baixo contraste. Enquanto que as
outras imagens de MRI podem ter contraste e resolucdo anatdmica melhores, da ordem de 1
mm?®. Dessa forma, a combinagéo entre imagens EPI e imagem ponderada em T; pode prover
muito mais informacao do que a analise das imagens isoladamente. O registro entre imagens
de diferentes modalidades € conhecido como corregistro.

Para permitir comparacdes entre resultados de experimentos de fMRI obtidos de
diferentes individuos sob a forma de coordenadas estereotaxicas (x, y, z), ou ainda, para
permitir que experimentos de diversos individuos sejam analisados em conjunto, € necessario
gue as imagens sejam registradas entre si. Esse processo, chamado de normalizacdo, consiste
na transformacao espacial de cérebros de individuos para um sistema de coordenadas padréo
(cérebro de referéncia). O objetivo final € remover a variabilidade devido a diferencas
anatémicas entre as imagens dos individuos.

Existem inumeras abordagens para realizar esse procedimento, incluindo manuais vs.
automaticas e lineares vs. ndo-lineares (Laird et al., 2010). Além disso, ha diferentes espacos
padrdes que sdo usados para a normalizagcdo espacial. Os dois mais usados atualmente séo
baseados no atlas Talairach (Talairach and Tournoux, 1988) e o padrdo MNI (Montreal
Neurological Institute) (Brett et al., 2002). O espaco Talairach, criado pelo médico francés
Jean Talairach e colegas, é baseado em medidas obtidas a partir da dissec¢do post-mortem de
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um anico cerebro, o de uma mulher europeia de cerca de 60 anos. Apesar desse método de
normalizacdo ter sido de extrema importancia para a neurociéncia, 0 uso de um anico cérebro
como padrdo apresenta muitos problemas. Uma abordagem mais recente tem usado um
padrdo populacional definido por imagens de varios sujeitos in vivo desenvolvido pelo
Montreal Neurological Institute (MNI). A versdo atual, chamada de MNI-152, foi gerada a
partir de imagens de 152 voluntarios (Brett et al., 2002). E importante notar que embora o
sistema de coordenadas utilizado pelo atlas MNI seja semelhante ao do atlas Talairach, ha
diferencas na definicdo da origem, orientacdo e dimensdo dos dois (Lancaster et al., 2007).
Assim, as coordenadas Talairach ndo coincidem com as coordenadas MNI, sendo possivel, no

entanto a aplicacdo de transformac6es que levam de um espaco ao outro (Laird et al., 2010).

2.1.5. Analise de conectividade

No ultimos anos, além da identificacdo das regides que foram moduladas pela tarefa,
tém surgido estratégias que visam caracterizar de forma mais abrangente as redes neurais
envolvidas. Dentre essas, foco especial € voltado para a maneira como as diferentes regides se
relacionam entre si, por meio da anélise de conectividade.

Recentemente, duas estratégias tém sido empregadas para caracterizar aspectos de
integracdo funcional por fMRI: a conectividade efetiva e a conectividade funcional (fcMRI).
A primeira busca caracterizar explicitamente a influéncia que um sistema neural exerce sobre
outro. Esse tipo de conectividade leva em conta dois aspectos importantes: a dinamicidade e o
modelo de interagdo ou acoplamento entre as regides (Friston, 2011). Por outro lado, a
conectividade funcional (fcMRI), utilizada neste trabalho, é geralmente inferida a partir de
correlagbes cruzadas entre as flutuacBes do sinal BOLD de diferentes regides. Ela é, dessa
forma, definida como dependéncias estatisticas entre eventos neurofisioldgicos remotos e

pode ser quantificada por correlagdes, coeréncia, ou transferéncia de entropia.
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Em estudo pioneiro, Biswal e colegas (1995) mediram as flutuacbes espontaneas do
sinal BOLD durante o estado de repouso do cortex sensériomotor. Em outras palavras, 0s
individuos ndo realizavam nenhuma tarefa motora. Utilizando abordagem similar aquela de
estudos de eletroencefalografia (EEG) para o estudo de oscilagcbes cerebrais, eles
identificaram voxels cujas séries temporais se mostraram significativamente correlacionadas
entre si (Biswal et al., 1995).

Atualmente, duas abordagens principais sdo utilizadas para avaliar a conectividade
funcional em dados de repouso: a analise baseada em sementes (do inglés, Seed Voxel
Correlation Analysis — SCA) (Biswal et al., 1995)) e a analise de componentes independentes
(do inglés, Independent Component Analysis — ICA; (McKeown et al., 1998)).

A SCA, utilizada neste trabalho, é baseada no calculo dos coeficientes de correlacédo
cruzada de Pearson (Eg. 6) entre as séries temporais de uma regido (seed) de interesse (do

inglés, Region of Interest — ROI) com todos os outros voxels do cérebro.

_ Zim =00 - y)
B Ox 0y

(6)

Txy
em que x e y sdo duas séries temporais, ¥, oy, ¥ € g, S80 as respectivas medias e desvios
padrdes.

Uma vez calculados os coeficientes, obtém-se um mapa de correlagcdo, que revela a
conectividade funcional entre a ROI (seed) e o resto do cérebro. Esses mapas sdo convertidos

em z-valores por meio da transformacéo de Fisher:

Desse modo, testes estatisticos paramétricos podem ser realizados posteriormente a
fim de se estabelecer o limiar estatistico nesses mapas. Além dessa estratégia, conhecida
como correlacdo voxel-wise, é possivel também calcular a correlagcdo entre um conjunto de

regides de interesse, conhecida como correlacdo ROI-wise, e com isso obter-se uma matriz de
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correlagdo. Em ambos os casos, 0 método depende de uma hipdtese a priori, uma vez que é
necessario escolher uma, ou véarias ROI (seed) para se computar os mapas de conectividade.
Diferentemente, a ICA representa uma analise exploratdria, na qual os dados do
repouso sdo decompostos em diversas componentes. Dessa forma, a analise em componentes
independentes requer a intervencdo significativa do operador, a fim de distinguir essas
componentes representativas das de ruido e artefato (Weissenbacher et al., 2009).
Independentemente do método utilizado, a analise de conectividade funcional envolve
basicamente a verificacdo de coeréncias temporais entre diferentes estruturas cerebrais.
Porém, sabe-se que os dados de fMRI sdo contaminados com varias flutuacGes que nao estdo
relacionadas a atividade neural, tais como, movimentos da cabeca, artefatos fisiologicos
(causados pela respiracdo e batimento cardiaco), bem como instabilidades do hardware e
drifts do campo magnético. Desse modo, além das etapas de pré-processamento dos dados,
muitas vezes se torna necessaria a remocgao dos componentes de flutuacao espuria e de grande
coeréncia temporal, o que € geralmente realizado pela remo¢do dos componentes do sinal

ligados a substancia branca, liquor e sinal global (Weissenbacher et al., 2009).

2.2. DEFAULT MODE NETWORK

Cerca de uma década atras, duas meta-analises de estudos com PET (tomografia por
emissdo de pdsitrons), envolvendo aproximadamente 200 sujeitos, concluiram que existe um
conjunto de regides que apresenta maior atividade durante condigfes de controle passivas
(repouso ou fixagdo passiva, por exemplo) do que durante a execucdo de determinada tarefa

ativa (Mazoyer et al., 2001; Shulman et al., 1997).
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A consisténcia dos achados e a observacdo desse mesmo fendmeno em Varios outros
trabalhos que usaram diferentes técnicas de neuroimagem funcional levou Raichle e
colaboradores a proporem a ideia de que existe um modo organizado de funcionamento do
cérebro durante o estado de repouso. A essa rede deu-se 0 nome, em inglés, de Default Mode
Network (DMN) (Raichle et al., 2001). Desde entédo, o conceito de DMN tem sido explorado
de maneira crescente como tema central em diversas areas da neurociéncia.

As principais componentes dessa rede séo estruturas da linha média do cortex cerebral,
como o cértex frontomedial anterior, cértex frontomedial ventral, o giro cingulado posterior e
pré-cuneus. Algumas regides do lobo parietal inferior e do giro temporal médio também estéo
incluidas.

A anatomia da DMN foi caracterizada utilizando-se diversas abordagens. Inicialmente,
foi identificada como um aumento consistente na atividade cerebral durante estados passivos
guando comparado a uma diferentes tarefas ativas, fendBmeno que ficou conhecido como task-
induced deactivation (TID). Dois estudos foram determinantes para a definicdo inicial da
DMN. No primeiro deles, Shulman e colegas (1997) reanalisaram nove estudos de PET,
contabilizando um total de 132 sujeitos. Todos os estudos envolviam comparacdes entre
tarefas ativas nas quais os participantes fizeram julgamentos baseados em um estimulo visual
enguanto mantinham o olhar fixo em uma cruz central e tarefas passivas nas quais 0 mesmo
estimulo ou outro muito similar era apresentado, mas 0s participantes eram orientados a
apenas fixarem o olhar na cruz central. Apesar de cada experimento apresentar caracteristicas
proprias, eles puderam ser agrupados em dois tipos: 0s que ndo envolviam nenhum processo
linguistico e que exigiam como resposta 0 ato de apertar um botéo; e os que envolviam
processamentos relacionados a linguagem e exigiam uma resposta vocal. Quando a tarefa
ativa foi usada como referéncia para a condicdo de fixacdo o fluxo sanguineo diminuiu de

maneira geral tanto para tarefas relacionadas a linguagem como para aquelas néo
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relacionadas. As regibes que mostraram diminui¢cBes consistentes incluiam o cingulo
posterior/pré-cuneus (BA® 31/7), o cortex parietal inferior bilateral (BA 40 e 39/19), o cortex
frontal dorsolateral esquerdo (BA 8), o cortex frontal inferior lateral esquerdo (BA 10/47), o
giro temporal inferior esquerdo (BA 20), regides frontais mediais do eixo dorsoventral (BAs
8,9, 10 e 32) e a amigdala direita. No trabalho de revisdo de Buckner e colaboradores (2008),
esse mesmo resultado é apresentado sobreposto a um cérebro inflado (apenas o hemisfério

esquerdo), ilustrando a topografia da DMN (Figura 5).

Figura 5 — Anatomia da DMN delineada no trabalho de Shulman et al. As regides em azul apresentaram um
maior sinal durante as atividades passivas. Adaptado de Buckner et al., 2008.

No segundo trabalho, Mazoyer e colaboradores (2001) estudaram a anatomia cortical
do estado de repouso consciente por meio de uma meta-analise de nove experimentos que
utilizaram PET, que usaram tarefas cognitivas diferentes mas compartilhavam o repouso
como estado de controle. Durante o repouso, 0s sujeitos permaneceram em siléncio e no
escuro, sendo instruidos a relaxarem, a ndo se mexerem e a evitarem pensamentos
sistematicos. As tarefas cognitivas incluiam protocolos de linguagem, imagem mental, calculo
mental, movimento dos dedos ou memoria de trabalho. Quando havia estimulos estes eram
apresentados tanto de maneira visual guanto auditiva e as tarefas podiam exigir resposta
visual, motora ou, ainda, nenhuma resposta. Ao todo foram reanalisados exames de 63

voluntarios. As analises revelaram uma rede de areas cerebrais que estavam engajadas durante

> Do inglés, Brodmann Area (BA)
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0 repouso consciente quando este era comparado aos periodos de execucdo da tarefa. Essas
areas incluiam o giro angular bilateralmente, o cértex cingulado posterior/pre-cuneus, o cortex
frontal medial e o cingulo anterior, os sulcos frontal medial e superior esquerdo e 0 cortex
frontal inferior esquerdo.

Em um dos primeiros estudos que utilizaram fMRI para estudar o periodo de repouso,
Binder e colaboradores (1999) propuseram a avaliacdo do sinal BOLD em trés condigdes
distintas: estado de repouso, tarefa de monitoramento sonoro e tarefa de recuperacao
semantica. Curiosamente, essas analises identificaram regifes que tinham maior sinal durante
0 repouso que durante a execucdo de uma ou outra tarefa ativa. Em outras palavras, o sinal
dessa rede composta pelo giro angular, cortex pré-frontal dorsal, cingulo posterior e cértex
temporal ventral foi sistematicamente reduzido pela execuc¢do da tarefa, independente do tipo
da tarefa (Binder et al., 1999).

Em 2006, utilizando dados de fMRI, Shannon realizou uma meta-analise de dois
estudos, em um total de 49 individuos, ambos envolvendo tarefas de linguagem (Shannon,
2006). Diferentemente dos trabalhos citados acima que utilizaram tarefas em bloco para
identificar a DMN, o trabalho de Shannon foi baseado em estudos que utilizaram um
paradigma evento-relacionado. O resultado encontrado foi bastante similar aqueles obtidos
por protocolos em bloco, mostrando que o engajamento da DMN pode emergir rapidamente
quando os individuos passam de uma tarefa ativa para o repouso.

Uma abordagem mais recente tem utilizado o conceito de conectividade funcional
(fcMRI) para caracterizar a DMN. Para tanto, de regra, dados de fMRI s&o adquiridos durante
0 estado de repouso de modo a avaliar as regides cerebrais cujas flutuagbes no sinal BOLD
apresentam correlacdes temporais entre si. Os resultados desses estudos sdo bastante
coerentes permitindo afirmar que a DMN existe como uma rede do estado de repouso, do

inglés resting state network (RSN), intrinsecamente conectada (Damoiseaux et al., 2006; Fox
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et al., 2005; Greicius et al., 2003; Greicius and Menon, 2004). Desse modo, € sugerido que 0
conjunto de regides cerebrais cuja atividade diminui durante a realizacdo de tarefas apresenta
fcMRI significativa durante o repouso (resting state), fornecendo evidéncia para a existéncia
de uma rede de modo padréo coesa e tonicamente ativa (Greicius et al., 2003). Por exemplo,
Greicius e colegas (2003) fizeram uso do sinal de duas regides centrais da DMN, o cingulo
posterior (PCC) e o cingulo anterior ventral (vVACC), e observaram que os mapas de fcMRI
dessas regides estavam correlacionadas temporalmente com as demais regides que fazem
parte da DMN. Em particular, o mapa de conectividade do PCC apresentou as mesmas
regides descritas em Shulman e colaboradores (1997), com excecdo da amigdala direita e do
cortex frontal inferior lateral esquerdo.

A Figura 6 mostra a coeréncia dos achados a partir da sobreposi¢do dos mapas obtidos
pelos trés diferentes métodos apresentados anteriormente ( paradigma em bloco, paradigma
evento-relacionado e conectividade funcional). Os resultados sdo bastante consistentes e as
regibes envolvidas sdo praticamente as mesmas, 0 que mais uma vez corrobora para a

definicdo da DMN como uma rede organizada.
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Figura 6 — Diferentes abordagens utilizando fMRI mostram resultados semelhantes na identificacdo da anatomia
da DMN. (A) Cada linha da imagem mostra uma abordagem diferente para definir a DMN: protocolo em bloco
(linha superior), protocolo evento-relacionado (ER) (linha do meio) e conectividade funcional com o hipocampo
(CFH) (linha inferior). Em cada abordagem, os mapas representam uma meta-analise de varios conjuntos de
dados fornecendo assim uma estimativa conservadora da DMN. A escala de cores mostra o0 nimero de conjunto
de dados com efeito significativo em cada andlise. (B) A convergéncia entre abordagens revela as regides
centrais que comp8em a DMN. Adaptado de Buckner et al., 2008.

2.2.1. Fungdes da DMN

O estudo do estado de repouso tem sido tema recorrente nos estudos envolvendo
neuroimagem na Ultima década. Em parte, esse fato se da pela necessidade da grande maioria
dos estudos de neuroimagem de definir uma condi¢do de linha de base que tem sido
geralmente associada a condigdo de repouso. Porém, sabe-se que no estado de repouso o

cérebro é responsavel por 20% do consumo total de oxigénio do corpo (Clark and Sokoloff,
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1999). Além disso, observacfes indicam que mais de 80% desse consumo energético é
dedicado a aspectos funcionais como a manutencao do potencial elétrico de repouso neuronal
(Gusnard and Raichle, 2001; Sibson et al., 1998). Fica, portanto, comprometida a ideia de que
0 estado de repouso caracteriza uma linha de base bem definida.

Raichle e colegas mapearam a fracdo de extracdo de oxigénio (do inglés, oxygen
extraction fraction — OEF), razdo entre a quantidade de oxigénio usado localmente e o
oxigénio fornecido pelo fluxo sanguineo. A OEF parece ser notavelmente uniforme durante o
estado de repouso (com o individuo acordado mas com os olhos fechados). Por outro lado, a
uniformidade da OEF indica equilibrio entre a demanda metabodlica local necessaria para
manter a atividade neuronal e o nivel do fluxo sanguineo na regido. Assim, esse estado de
equilibrio tem sido proposto para definir o nivel basal de atividade neuronal, de forma que a
OEF média representaria a base fisiologica da fungédo cerebral no modo padréo (Raichle et al.,
2001).

A partir dessas observacdes dois outros estudos mostraram as implicacdes tedricas e
empiricas de se definir um estado como linha de base, e neste momento tem inicio a discussdo
do eventual papel funcional da DMN (Gusnard et al., 2001b; Gusnard and Raichle, 2001).
Além disso, foram levantadas algumas hipdteses sobre como as diferentes areas que compdem
a DMN estdo relacionadas, como por exemplo que o cortex pré-frontal medial estaria
relacionado ao processamento autorreferencial (Gusnard et al., 2001b; Gusnard and Raichle,
2001).

Apesar do grande numero de estudos que procuram investigar as bases neurais da
DMN, pouco ainda se sabe sobre suas func6es. De forma geral, parece comecar a aparecer o
consenso que essa rede esta diretamente envolvida em processos mentais internos. Uma
experiéncia compartilhada pelos humanos € a intensa atividade mental interna. Deixados sem

uma tarefa imediata que exija total atencdo, nossas mentes divagam, passando de um assunto
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a outro — o que William James (1890) chamou de “fluxo de consciéncia”. E comum pensar
sobre acontecimentos passados, prever possiveis eventos futuros e se deixar levar por ideias
que estdo alem da realidade vivida. Em outras palavras, esses sd0 0S processos mentais que
compdem a fantasia, imaginacdo, devaneios e pensamentos. A observacdo de que o sinal da
DMN é maior durante estados cognitivos passivos, quando o pensamento esta voltado para o
interior, levanta a possibilidade de que a DMN esteja associada a cogni¢do espontanea, e de
que, além disso, a DMN estaria engajada durante os momentos em que os individuos nao
estdo ocupados com uma tarefa externa. Dentro dessa perspectiva, a DMN teria papel
importante na construcdo de simulagdes mentais (Buckner et al., 2008).

Na auséncia de uma tarefa que requer processamento deliberativo, a mente é ocupada
com pensamentos ditos independentes de estimulos (stimulus-independent thoughts — SIT). A
literatura tem se referido a esse estado como um divagar da mente (mind wandering), uma
linha de base psicoldgica da qual as pessoas partem quando a atencdo é necessaria em outros
lugares e para a qual voltam quando as tarefas ndo requerem mais uma supervisdo consciente
(Smallwood and Schooler, 2006). Outro termo que tem sido bastante utilizado é o de
daydreaming (Buckner et al., 2008).

Vérios estudos combinando amostragem de pensamentos e neuroimagem tém
implicado a DMN na producdo interna e consciéncia dos momentos de mind wandering
durante o repouso e Vvérias tarefas cognitivas (Mason et al., 2007; McKiernan et al., 2006).
Esses estudos tém revelado, por exemplo, que o engajamento dessa rede esta positivamente
correlacionado a frequéncia de mind wandering informada pelos individuos. Por exemplo,
Mason e colaboradores buscando investigar a relagdo entre DMN e mind wandering treinaram
voluntarios em tarefas de memdria de trabalho (verbal e visual/espacial) e verificaram que 0s
periodos de mind wandering coincidiam com o recrutamento da DMN acessada por meio de

fMRI. Também relacionaram o padrdo de atividade da DMN de cada individuo com a
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propensdo para divagarem, ou seja de se encontrarem no estado de mind wandering (relatada
pelo proprio participante). Os resultados demonstraram que redugdes na exigéncia da tarefa
foram acompanhadas por aumentos tanto no mind wandering quanto no sinal da DMN. Além
disso, os individuos que apresentaram maior magnitude do sinal BOLD durante a tarefa se
auto-descreveram como com alta tendéncia a divagarem (daydreamers).

Alguns autores levantam outra hipétese para a funcdo da DMN. Eles sugerem que a
DMN estaria engajada no monitoramento do ambiente externo quando o foco de atengdo nédo
estd direcionado para uma determinada tarefa (Shulman et al., 1997). A hipotese € que a
diferenca fundamental entre as condicGes de tarefas orientadas a um objetivo especifico,
associadas a reducdo do sinal da DMN, e as condi¢des passivas, associadas ao aumento do
sinal dessa rede, € a forma do foco de atencdo no mundo externo. Tarefas ativas normalmente
requerem atencdo concentrada em estimulos foveais ou em outro tipo de dica previsivel. Por
outro lado, as condic¢des passivas liberam o participante para monitorar 0 ambiente externo,
denominado um estado exploratdrio (exploratory state) (Shulman et al. 1997) ou vigilancia
(watchfulness) (Gilbert et al., 2007). Gusnard e Raichle, apontam o PCC/pré-cuneus como
sendo uma regido tonicamente ativa, que estaria continuamente coletando informac@es sobre
0 mundo ao nosso redor. Essa seria, segundo os autores, uma funcdo da DMN com
significado evolutivo ébvio. Por exemplo, na detec¢do de predadores 0s recursos atencionais
devem ser alocados automaticamente e estar continuamente disponiveis (Gusnard e Raichle,
2001). Dentro dessa possibilidade, a DMN hipoteticamente apoiaria um foco amplo, mas com
um nivel de atencdo baixo. Buckner e colaboradores (2008) nomeiam essa hipétese de
“hipdtese do sentinela”, associando esse estado de atengdo a atividade de um sentinela que

monitora 0 mundo externo sempre atento a eventos inesperados.
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2.2.2. Alteracdes da DMN

Recentemente, alguns trabalhos tém procurado por relagdes entre alteragdes da DMN e
alguns distarbios mentais, dentre as quais o autismo (Kennedy and Courchesne, 2008), a
esquizofrenia (Garrity et al., 2007), e a doenca de Alzheimer (Greicius et al., 2004). Essas
doencas causam disfuncdes cognitivas em dominios que estdo relacionados a DMN. Além
disso, outros estudos mostram que individuos apresentando doencas psiquiatricas, tais como
depressdo (Greicius et al., 2007; Sheline et al., 2009; Sheline et al., 2010), transtorno do
déficit de atencdo com hiperatividade (Castellanos et al., 2008) e stress poOs-traumatico
(Buckner et al., 2008) tém a DMN alterada. Por exemplo, Sheline e colaboradores buscaram
examinar a funcionalidade da DMN em pacientes com depressdo maior, investigando se a
capacidade de regular sua atividade e, portanto, seu papel no processamento autorreferencial
estava prejudicada. Para tanto, eles pediram a um grupo de pacientes e controles para
examinarem passivamente imagens com conteldo negativo e reavalia-las ativamente. Os
individuos com depressdo apresentaram falha na reducdo do sinal em diferentes regiGes da
DMN, incluindo o cingulo anterior, o cortex parietal lateral, o cortex pré-frontal medial e o
cortex temporal lateral. Essa falha ocorreu tanto quando da visualizacdo passiva das imagens,
guanto durante a fase de reavaliacdo. Além disso, olhar para as fotos negativas provocou
aumento significativo do sinal em outras regides da DMN (amigdala, parahipocampo e
hipocampo) em deprimidos do que nos individuos controle. Dessa forma, segundo os autores,
esses dados sugerem que a depressdo pode ser caracterizada tanto pelo aumento de atividade
induzida por estimulos como pela falha na reducéo da atividade em estruturas especificas da
DMN (Sheline et al., 2009).

Por outro lado, existem estados ndo patologicos que também podem promover
alteracdes na DMN. Entre eles podemos citar o sono (Horovitz et al., 2009; Koike et al., 2011;

Saemann et al., 2011), a hipnose (McGeown et al., 2009), os estados meditativos (Brewer et
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al., 2011; Jang et al., 2011) e o uso de substancias como anestésicos (Greicius et al., 2008) e
psicodélicos (Carhart-Harris et al., 2012).

Alteracdes na DMN foram estudadas em diferentes fases do sono. Saemann e colegas
mostraram que a medida que o sono ndo REM® se torna mais profundo o sinal é reduzido em
regides importantes da DMN, como o cingulo posterior, 0 cortex pre-frontal medial e o giro
parahipocampal. Além disso, foi observada diminuicdo da conectividade funcional entre as
regides posteriores e anteriores da DMN (Saemann et al., 2011). Em outro estudo, Koike et al.
(2011) mostraram que o padrdo de conectividade funcional entre os diversos componentes da
DMN é diferente no sono REM quando comparado ao sono ndo REM. Dividindo a DMN em
regides principais (cingulo anterior rostral, cingulo posterior, lobo parietal inferior bilateral e
giro angular) e subsistemas (giros temporal inferior e médio bilateral e cortex pre-frontal
medial), foi observado que a conectividade dentro das regides principais ndo variou durante
os diferentes estagios do sono, engquanto que entre elas e os subsistemas houve um aumento
da conectividade durante o sono REM quando comparado ao sono NREM.

Os estados meditativos também podem modificar a atividade da DMN. Sabe-se que
areas associadas a DMN sdo bastante similares aquelas associadas a pratica da meditacao
(Jang et al., 2011). Utilizando praticas meditativas diversas, Brewer e colaboradores (Brewer
et al., 2011) investigaram meditadores experientes e novatos por fMRI. Eles mostraram que
dois dos principais nés da DMN (cingulo posterior e o cortex pré-frontal medial) tiveram sua
atividade reduzida nos meditadores experientes para todos os tipos de meditacdo. Também foi
realizada analise de conectividade funcional, que revelou maior acoplamento entre o cingulo
posterior e o cingulo anterior/cortex pré-frontal medial nos meditadores experientes, tanto

enquanto praticavam a meditacdo, quanto no estado de repouso.

® Do inglés, rapid eye movement.
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O uso de substancias psicoativas € outro fator que pode provocar mudancas na
maneira como a DMN se apresenta normalmente. Em um trabalho no qual se buscava
investigar os correlatos neurais do estado psicodélico induzido pela psilocibina, uma proé-
droga da psilocina (4-hidroxi-dimetiltriptamina) que € um psicodélico classico, Carhart-Harris
e colegas (2012) encontraram decréscimo na atividade do cortex cingulado anterior e cortex
pré-frontal medial quando os individuos estavam sob efeito da droga. Essa diminuicéo
mostrou-se correlacionada aos efeitos subjetivos induzidos, de maneira que quanto maior a
diminuicdo, maiores os efeitos subjetivos avaliados por meio de uma escala visual analdgica
que variava de 0 a 10 (efeitos extremamente intensos). Além disso, a psilocibina provocou
diminuicdo significativa no acoplamento positivo entre o cortex cingulado posterior e 0 cortex

pré-frontal medial, duas regiBes centrais da DMN.

2.3. AYAHUASCA

2.3.1. Origem e usos

A Ayahuasca é uma bebida psicoativa que vem sendo utilizada ha séculos com fins
religiosos e medicinais por populacdes originais da América do Sul, marcadamente da regido
amazonica. O nome em quéchua, Ayahuasca, cujo significado é “videira das almas” (Aya —
"Alma" ou "espirito morto" e Waska — "corda" ou "vinha") faz referéncia tanto a bebida em si
guanto a Banisteriopsis caapi, 0 cip6 usado como ingrediente principal na sua elaboracéo.
Dependendo da regido geografica e do contexto do uso, a bebida também é conhecida por
uma variedade de nomes tais como caapi, daime, yagé, pinde, mihi, dapa, natem, mariri,
vegetal e hoasca.

Tradicionalmente, o cha é preparado pela decoccdo da casca e tronco de um arbusto,

Banisteriopsis sp., escaldados com folhas de outro vegetal, a Psychotria sp. As espécies
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comumente utilizadas sdo, respectivamente, a Banisteriopsis caapi e a Psychotria viridis,
embora haja relatos da rara utilizacdo de outras espécies alem das plantas citadas (Schultes,
1972 apud McKenna et al., 1998). Por exemplo, no nordeste da Amazonia, particularmente no
Equador e Coldémbia, as folhas da Diplopterys cabrerana, um cip6 da mesma familia da
Banisteriopsis, sdo adicionadas a bebida em vez das folhas da Psychotria. Ha, ainda, relatos
do uso de outras plantas no preparo do cha, dependendo do propdsito para o qual a bebida esta
sendo preparada, em adicdo aos componentes padroes — B. caapi e P. viridis — tais como
Nicotina sp., Brugmania sp., e Brunfelsia sp., todas contendo substancias ativas sobre o
sistema nervoso central (SNC) (Schultes, 1972 apud McKenna et al., 1998).

Utilizada por mais de 70 diferentes grupos indigenas da Amazonia, pertencentes a
diferentes familias linguisticas, seu uso se espalhou pelo Brasil, Colémbia, Peru, Venezuela,
Bolivia e Equador (Luna, 1986; Luna, 2011; Shanon, 2002).

A origem do uso da Ayahuasca na bacia amazonica € desconhecida. Nao se sabe ao
certo onde essa pratica comecou, e embora haja evidéncias arqueoldgicas do uso de plantas
alucinégenas na Amazobnia equatoriana desde periodos entre 1500 e 2000 A.C, ndo existe
nada na forma de materiais iconograficos ou restos botanicos preservados que estabeleca
incontestavelmente o uso pré-histérico da Ayahuasca (McKenna, 2004). O uso da Ayahuasca
nas suas mais variadas denominagdes é pratica comum entre as tribos indigenas endémicas da
bacia amazonica (Schultes, 1957 apud McKenna, 2004). A bebida é utilizada para fins
magico-religiosos. Entre esses usos estdo a invocacgao de espiritos protetores, que determinam
as causas e curas de doencas e profetizam o futuro, as preparacbes para a guerra ou
expedicdes de caga, 0 estabelecimento e manutencdo das relacoes entre aldeias, a obtencéo de
prazer e 0 uso como afrodisiaco. Além desses, o cha também faz parte de ritos de passagem e

de cerimdnias envolvendo cantos e dancas (Luna, 1986; Luna, 2011; Shanon, 2002).
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Desde o inicio do século XX, a Ayahuasca tem sido utilizada ritualisticamente por
igrejas sincréticas originarias dos estados amazoénicos brasileiros do Acre e Ronddnia,
resultado do encontro de seringueiros e agricultores com as populagdes indigenas locais. Entre
as organizac0es religiosas que utilizam a Ayahuasca em seus rituais, as mais conhecidas sédo o
Santo Daime, a Unido do Vegetal e a Barquinha. Nesse novo contexto, o cha é utilizado como
um instrumento de cura, para o desenvolvimento espiritual, e como veiculo para acessar o
reino divino (Callaway et al., 1999; Shanon, 2002).

Entre esses grupos, a Igreja do Santo Daime é a mais antiga, tendo sido fundada em
meados de 1930. Essa igreja une elementos indigenas as praticas do cristianismo, e 0 ch4,
chamado de Daime, € consumido como um sacramento. As sessdes do Daime, denominadas
trabalhos, sdo geralmente realizadas duas vezes por més, e todos os participantes ingerem a
bebida no inicio da celebracdo e muitas vezes uma segunda vez no decorrer desta. A Unido do
Vegetal, criada em 1961, também incorpora elementos cristdos nos seus rituais. La, a
Ayahuasca € chamada de vegetal, ou planta professora, e assim como no Daime, as sessdes
sdo realizadas duas vezes por més. Nos dois grupos, sessdes especiais sao realizadas para o
preparo do cha. A menos conhecida das igrejas, a Barquinha, une o uso da Ayahuasca com a
tradicdo afro-brasileira da umbanda. Nesse grupo, ndo é incomum os participantes ingerirem o
chéa até quatro vezes na semana (Shanon, 2002).

Em 1987, o governo brasileiro autorizou o uso ritualistico da Ayahuasca no contexto
das ceriménias religiosas. Essa atitude trouxe implicagdes significativas no ambito da politica
contra as drogas de maneira geral, uma vez que pela primeira vez foi permitido, por um
governo, 0 uso de substancia psicodélica em um contexto religioso ndo indigena (McKenna,

2004).
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2.3.2. Principio ativo

Os principais componentes quimicos da Ayahuasca sdo os alcaloides harmina,
tetrahidroharmina (THH) e, em menor quantidade, a harmalina, todos pertencentes ao grupo
das B-carbolinas, e a triptamina alucindégena N,N-dimetiltriptamina (DMT) (Callaway et al.,
1999; Grob et al., 1996; Mckenna et al., 1984).

As B-carbolinas estdo presentes na Banisteriopsis caapi representando entre 0,05 a
1,36% (media de 0,4%) do peso seco do vegetal (Riba, 2003). Callaway e colaboradores
(Callaway et al., 2005) reportaram a seguinte composicao global média para a B. caapi (peso
seco): 4,83 mg/g harmina; 1,00 mg/g THH; 0,46 mg/g harmalina. Em ensaios realizados com
amostras de Ayahuasca, as concentracfes das p-carbolinas variaram de 0,07 a 22,85 mg/ml
para harmina; de 0,05 para 23,80 mg/ml para THH; e de 0,00 para 1,72 mg/ml para harmalina.
Além disso, tracos de harmol e harmalol que também sdo B-carbolinas estdo presentes na B.
caapi (Santos, 2011).

Por sua vez, a Psychotria viridis fornece a triptamina alucindgena N,N-
dimetiltriptamina (DMT), que corresponde entre 0,1 a 0,66% do peso seco do vegetal (Riba,
2003). Callaway e colaboradores (2005) encontraram na composicao global média cerca de
7,50 mg/g de DMT, 0,75% nas folhas da P. viridis. J& a quantidade de DMT presente em
amostras de Ayahuasca podem variar de 0,00 a 14,15 mg/ml (Santos, 2011).

A DMT é encontrada em raizes, caules e folhas de diversas plantas e em tecidos
animais. Em humanos esta presente no sangue, urina e no fluido cerebroespinhal, sendo
portanto substancia enddgena (Strassman, 2001). Estudos em humanos tém mostrado que
quando administrada por via intravenosa ela provoca profundas modificagbes na percepcao e
realidade, as quais podem ser bastante intensas mas de curta duragdo (Strassman, 2001). No

entanto, quando administrada isoladamente por via oral, ela mostra-se inativa, mesmo em
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doses superiores a 1000 mg (McKenna et al., 1998), decorrente da sua metabolizacdo
realizada pela MAO (monoamina oxidase) hepatica e intestinal (Mckenna et al., 1984).

Por outro lado, as B-carbolinas, especificamente a harmina e a harmalina, atuam como
agente protetor da DMT, tendo em vista que sdo potentes inibidores reversiveis da MAO,
mais especificamente da MAO-A (Callaway et al., 1999; McKenna et al., 1998). Além disso,
a tetrahidroharmina (THH), a segunda B-carbolina em concentracdo na Ayahuasca, age como
fraco inibidor da recaptacdo de serotonina e fraco inibidor da MAO (Callaway et al., 1999).

Assim, a inibicdo periférica da MAO permite que adequados niveis de DMT presente
na bebida alcancem o SNC, causando os efeitos Gnicos desse preparo (Callaway et al., 1999).
Além disso, também tem sido especulado que as f-carbolinas podem contribuir para os efeitos
globais da Ayahuasca bloqueando a MAO cerebral e inibindo de forma leve a recaptacdo de
serotonina, 0 que combinados levaria a um aumento nos niveis de neurotransmissores e
modularia os efeitos da DMT (Riba et al., 2003).

A DMT tem importante efeito alucindgeno em especial devido a estimulacdo de
receptores serotoninérgicos, mais especificamente receptores 5-HT,a, sendo, ainda,
possivelmente modulada pela acdo dos receptores 5-HT,c (Fantegrossi et al., 2006; Smith et
al., 1998; Yritia et al., 2002). A Figura 7 mostra as estruturas moleculares da DMT e das p-
carbolinas, ilustrando suas semelhancas quimicas com a serotonina. Além disso, foi mostrado
recentemente que a DMT também se liga a receptores sigma-1 (Su et al., 2009). Duas formas
de atuacdo foram propostas. Em pequenas concentracGes, a DMT faz com que o0s receptores
sigma-1 atuem como proteinas chaperonas nos receptores inositol 1,4,5-trifosfato (IP3),
favorecendo a sinalizagdo de calcio. J& em concentragdes mais elevadas, a DMT atua nos
receptores sigma-1 fazendo com que esses passem a inibir canais i6nicos dependentes de
voltagem. Os autores ndo sugerem, entretanto, qual desses mecanismos estaria relacionado

aos efeitos psicodélicos induzidos pela DMT.
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Figura 7 — Estrutura molecular dos principais alcaloides presentes na Ayahuasca e do neurotransmissor
serotonina. As B-carbolinas harmina, harmalina e tetrahidroharmina estdo contidas no cip6 Banisteriopsis caapi
enquanto a DMT esté contida nas folhas da Psychotria viridis. Adaptado de Callaway et al., 1999.

2.3.3. Efeitos subjetivos

Os efeitos subjetivos provocados pela Ayahuasca sdo complexos e atuam em Varias
esferas, cabendo destacar: aumento da introspeccdo, sensacdo predominante de bem-estar;
sensacdo fugaz de apreensdo; pensamentos complexos; novas experiéncias sobre a prépria
identidade; imagens mentais nitidas, visiveis mesmo com olhos fechados; alteragdes visuais
da cor, forma e movimento de objetos; sensagdo de percepcdo mais clara e distinta do som; e
alteracdo do tato (de Araujo et al., 2011; Riba et al., 2001; Shanon, 2002). Mesmo com todas
as alteracGes perceptuais e cognitivas, 0s usuarios da bebida permanecem conscientes do seu
entorno e séo capazes de se comunicarem de forma coerente (Riba et al., 2001). De maneira
geral, os efeitos subjetivos provocados pela Ayahuasca sdo mais leves do que aqueles
encontrados anteriormente para a DMT intravenosa (Grob et al., 1996). Tais efeitos iniciam-
se entre 30 e 40 minutos apos a ingestdo do cha, alcangando um maximo de intensidade entre

90 e 120 minutos, e se encerrando apos cerca de 4 horas da administracdo do preparo (Grob et
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al., 1996; Riba et al., 2001; Riba et al., 2003). A duracdo e o pico de intensidade dos efeitos
psicoativos da Ayahuasca coincidem com os niveis plasmaticos dos alcaloides contidos no
cha, em particular da DMT (Riba et al., 2003).

Dentre todos os estudos realizados com a Ayahuasca, cabe destacar o Hoasca Project,
conduzido no Brasil por um grupo internacional de cientistas em 1993. Nesse trabalho
participaram 15 voluntarios membros da Unido do Vegetal usuarios de Ayahuasca ha pelo
menos 10 anos, sobre os quais diversas medidas foram realizadas com o objetivo de investigar
as propriedades psicofarmacoldgicas desse cha (Callaway et al., 1999). Ainda como parte
desse projeto e com o intuito de investigar o caminho que a Ayahuasca percorre até sua
eliminacdo pelo organismo, Callaway e colegas (1999) coletaram dados que permitiram a
medicdo de alguns parametros farmacocinéticos dos alcaloides encontrados na Ayahuasca.
Alguns dos parametros utilizados foram a concentracdo maxima da substancia no plasma
(Crmax) € 0 Tmax, O tempo para se alcancar a concentracdo maxima. Assim, os valores médios
de Cmax € Tmax £ desvio padrdo foram os seguintes: DMT: Cmax de 15,8 + 4,4 ng/ml, Tmax de
107,5 £ 32,5 min; TTH: Cmax= 114,8 + 61,7 ng/ml, Tmax = 102,0 £ 58,3 min; harmina: Cmax =

91,0 + 22,0 ng/ml, Tmax de 174,0 + 39,6 min.

2.3.4. Efeitos neuroendocrinos, autondomicos e cardiovasculares

Os efeitos neuroendécrinos provocados pela Ayahuasca estdo associados ao aumento
do nivel plasmatico de prolactina, cortisol e horménio do crescimento (Callaway et al., 1999).
A resposta neuroenddcrina observada é tipica de agonistas serotoninérgicos, e 0 aumento nos
niveis de prolactina e horménio do crescimento provavelmente refletem o aumento na
ativacdo dos receptores 5-HT (Callaway et al., 1999). Além disso, o resultado encontrado é
comparavel a da DMT administrada via intravenosa, apenas apresentando atraso da ordem de

4 ou 5 vezes no tempo de resposta (Strassman and Qualls, 1994).
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Além disso, sdo observados alguns efeitos autonémicos tais como: aumento do
diametro pupilar, em média de 3,7 mm para 4,9 mm, discreto aumento da frequéncia
respiratoria, em media 18,4 respiragfes/min para 21,5 respiracdes/min; discreto aumento da
temperatura oral, em média de 37,0°C para 37,3 °C (Callaway et al., 1999). Tem sido
observado, ainda, elevacdo moderada dos parametros cardiovasculares (Riba et al., 2003).
Alteraces significativas em relacdo ao placebo foram encontradas somente para a pressao
arterial diastolica (9 mm Hg apds 75 min da ingestdo) na dose mais alta utilizada no estudo
(0,125 g de Ayahuasca), enquanto a pressao arterial sistdlica e a frequéncia cardiaca
aumentaram levemente e ndo foram significativamente diferentes do placebo.

De forma geral, esses estudos demonstram boa seguranca e tolerabilidade da
Ayahuasca, com relato de individuos em uso por mais de 30 anos sem evidéncia de prejuizo a
salde (Callaway et al., 1999; Grob et al., 1996; Riba et al., 2001; Riba et al., 2003). Além
disso, um estudo recente mostrou que o uso ritual frequente da Ayahuasca ndo parece estar
associado com os problemas psicossociais que drogas de abuso normalmente causam

(Fabregas et al., 2010).

2.3.5. Efeitos neurofisiologicos

Riba e colegas realizaram uma série de estudos para avaliar alteracdes
neurofisioldgicas induzidas pela Ayahuasca. Em um primeiro estudo, eles verificaram a
biodisponibilidade cerebral e o curso temporal dos efeitos da Ayahuasca por meio de
eletroencefalografia quantitativa (g-EEG), um método ndo-invasivo que permite caracterizar
flutuacBes da atividade elétrica cerebral com excelente resolugdo temporal. A poténcia
absoluta do sinal de EEG diminuiu em todas as bandas de frequéncias, destacadamente na
banda teta (de 4 a 8 Hz). Ja as poténcias relativas diminuiram nas bandas teta e delta (de 1 a 4

Hz), enquanto aumentaram na banda beta (de 13 a 30 Hz). Esses efeitos atingiram
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significancia estatistica em 1 h, apresentaram um pico entre 1,5 e 2 h e foram gradualmente
diminuindo até desaparecerem entre 6 e 8 h apds, um padrdo temporal que € muito similar aos
dos efeitos subjetivos previamente relatados. As modificacfes vistas em variaveis individuais
do g-EEG estavam em conformidade com as descritas anteriormente para outros psicodélicos
serotoninérgicos e partilham algumas caracteristicas com o perfil de efeitos mostrados por
drogas pro-serotoninérgicas e pro-dopaminérgicas (Riba et al., 2002a).

O mesmo grupo explorou a possibilidade de que a Ayahuasca pudesse interromper
temporariamente mecanismos inibitérios neuronais que poderiam intervir na filtragem de
informacdes irrelevantes. Para tanto foram investigados os efeitos agudos da Ayahuasca no
chaveamento sensorial e sensério-motor medido pela supressdo do P50 e inibicdo pré-pulsiva
do reflexo de sobressalto (PPI), respectivamente (Riba et al., 2002b). A Ayahuasca produziu
reducdes significativas, dependentes da dose, na supressdao do P50, mas ndo foram observados
efeitos significativos na resposta do sobressalto, na sua taxa de habituacdo, ou no PPl em
qualquer dos intervalos estudados. Nas doses testadas, essas descobertas indicam a presenca
de efeito decremental no chaveamento sensorial, tal como medido pela supressdo do P50, mas
sem efeitos sobre as respostas sensdrio-motoras, medido por PPI (Riba et al., 2002b).

Em outro estudo foi realizado mapeamento, também por EEG, utilizando a técnica de
tomografia de baixa resolucéo eletromagnética (LORETA)’ das regides corticais que tiveram
sua atividade elétrica modificada pela administracdo aguda de Ayahuasca. Os registros de
EEG foram obtidos em intervalos de tempo regulares ap6s placebo e ingestdo do cha (doses
baixa e alta). A analise mostrou diminui¢do na poténcia do sinal predominantemente sobre a
juncdo temporoparieto-occipital, no cortex temporomedial e em regides frontomediais,
regibes com papel relevante nos processos que envolvem emoc¢do e memoria. (Riba et al.,

2004).

7 Em inglés, low-resolution electromagnetic tomography.
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2.3.6. Estudos de neuroimagem

Embora seja crescente 0 nimero de estudos envolvendo a Ayahuasca, em especial na
antropologia e farmacologia, na area de neuroimagem esse nimero ainda € bastante reduzido.

Motivados pelas caracteristicas psicotropicas da Ayahuasca, em particular pelo
aumento da atencdo introspectiva, e relatos de alteragdes na percepcdo somatica e
modificagdes emocionais intensas, acompanhadas frequentemente por alucinagdes visuais, um
primeiro estudo de neuroimagem foi conduzido a fim de avaliar mudangas no fluxo sanguineo
cerebral por meio de SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography), em usuéarios
experientes. Essa dose levou a mudancas significativas de regides cerebrais frontais e
paralimbicas. Foi observado aumento da perfusdo sanguinea bilateralmente na insula anterior,
e no cingulo anterior/cértex frontomedial do hemisfério direito. Foi observado, também,
aumentos mais sutis na amigdala/giro parahipocampal esquerdos. De forma geral, o0s
resultados desse trabalho trazem a indicacdo da possivel interacdo da Ayahuasca com 0s
sistemas centrais para o processamento emocional e interoceptivo.

Recentemente, alguns experimentos envolvendo voluntarios saudaveis foram
conduzidos pelo nosso grupo (Pinto, 2010; Prado et al., 2009). Em um desses estudos,
mudancas no fluxo cerebral sanguineo foram avaliadas usando SPECT em 10 voluntarios que
nunca tinham usado psicodélicos antes (Pinto, 2010). Em outro estudo, 10 usuérios
experientes de Ayahuasca, membros da Igreja do Santo Daime, realizaram uma tarefa de
fluéncia verbal enquanto eram submetidos a um exame de fMRI (Prado et al., 2009). De
acordo com os autores, as mudancas comportamentais foram similares nos dois experimentos,
compreendendo alteragfes perceptuais e do pensamento, elevacGes do humor/afeto, e sem
perda de contato com a realidade. Os resultados do SPECT mostraram aumento de fluxo
sanguineo nos cortices temporal e frontal e em areas limbicas (giro parahipocampal/cingulo

anterior/cortex frontomedial). Foram detectadas redugdes de fluxo no cerebelo direito e em
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areas dos lobulos parietal e temporal. Ja os dados de fMRI mostraram reducéo do sinal em
areas envolvidas com o processamento da linguagem (&rea de Broca, regides dos lobulos
frontal, temporal, occipital e parietal, areas limbicas e tdlamo).

Outro estudo recente utilizando fMRI realizado pelo nosso grupo investigou as bases
neurais das imagens mentais visuais, conhecidas como “mira¢des”, produzidas pela
Ayahuasca (de Araujo et al., 2011). Nove usuarios experientes do cha participaram de uma
tarefa de geracdo de imagens mentais na qual permaneciam com os olhos fechados. Duas
sessOes foram realizadas, uma antes da ingestdo da Ayahuasca e outra logo ap6s a ingestdo. A
Ayahuasca produziu aumentos no sinal de diversas areas frontais, temporais e occipitais. Na
area visual primaria, o efeito foi comparavel em magnitude aos niveis de ativacdo de uma
imagem natural vista com os olhos abertos, e foi correlacionado a ocorréncia de mudancas
perceptuais individuais medidas por escalas psicométricas. A Ayahuasca potencializou a
atividade de regides envolvidas em memodrias episddicas e associa¢bes contextuais (BA 30 e
37). Além disso, houve modulacgdo positiva na area de Brodmann 10. Essa regido participa de
memorias de trabalho, da imaginacdo prospectiva intencional e do processamento de
informacBes de fontes internas. Assim, os autores concluem que as visGes provocadas pela
Ayahuasca tém origem na ativacdo de uma extensa rede geralmente envolvida na viséo,

memoria e intencao.
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3. OBJETIVOS



OBJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar, por meio da fMRI, eventuais alteragdes na default mode network

ocasionadas pela ingestdo da Ayahuasca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar uma estratégia de analise capaz de avaliar o sinal de fMRI sobre a DMN;

e Auvaliar se o sinal de fMRI sobre a DMN do grupo de individuos que participaram
deste estudo é maior no estado de repouso que no periodo em que a tarefa estd sendo
realizada;

e Auvaliar se o sinal de fMRI da DMN se altera pela ingestdo da Ayahuasca;

e Correlacionar os achados de sinal da fMRI na DMN a medidas psicométricas;

e Analisar a conectividade funcional da DMN, bem como possiveis alteracdes

provocadas pela ingestdo da Ayahuasca.
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4. MATERIAL E METODOS



4.1. Sujeitos

Os experimentos cujos dados foram analisados neste projeto foram realizados
previamente na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FMRP/USP). Dez voluntarios saudaveis (5 homens e 5 mulheres, com idade média de 33,7
anos) foram selecionados junto a Igreja do Santo Daime Rainha do Céu, de acordo com os
seguintes critérios de inclusdo: idade minima de 18 anos, escolaridade minima de 8 anos, ter
dominancia manual a direita demonstrado pelo Edinburgh Handedness Inventory (Oldfield,
1971), ndo ter feito uso de qualquer medicacdo no periodo de 3 meses anteriores ao estudo,
ndo possuir historico de trauma cranio-encefalico ou doenca clinica baseado em questionario
semiestruturado e em exame fisico, ndo possuir historico de doenca psiquiatrica baseado na
Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-IV (DelBen et al., 1996), ndo possuir
impedimento para a realizacdo de um exame de rotina de imagem por ressonancia magnética
e ser usudrio frequente da Ayahuasca ha pelo menos 5 anos.

Além disso, para a construcdo da mascara da DMN, foram analisadas as imagens de
26 individuos controle (11 homens e 15 mulheres) que realizaram um protocolo de fluéncia

verbal.

4.1.1. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto, FMRP/USP, de acordo com o processo HCRP n° 14672/2006
(Anexo A). Todos os sujeitos preencheram e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido antes do inicio do experimento. Todos os sujeitos foram informados sobre os
procedimentos e possiveis riscos associados a exames de imagens por ressonancia magnética
e gue poderiam retirar seu consentimento em qualquer momento no transcorrer da pesquisa e

deixar de participar do estudo sem qualquer prejuizo para si.
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4.2. Definicdo da DMN

Inicialmente, o grupo de 26 controles foi utilizado para definirmos regides de interesse
que compdem a DMN, que serviram para as analises estatisticas do grupo que participou do
experimento com a Ayahuasca. Esse cuidado foi tomado para que ndo houvesse problemas de
circularidade nas anélises estatisticas (Kriegeskorte et al., 2010; Kriegeskorte et al., 2009) e

porque precisavamos definir a DMN antes de estuda-la.

4.2.1. Aquisicao das imagens

As imagens foram adquiridas em um aparelho de ressonancia magnética Siemens,
modelo Magneton Vision, de 1.5 Tesla, com bobina de cabeca de quadratura e polarizacéo
circular comercialmente disponivel. O aparelho estava em atividade regular no HCFMRP
(Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto) - Servico de
Radiodiagndstico, em condi¢Bes normais de funcionamento, com manutencéo periodica.

Para a aquisicdo da série de imagens funcionais, utilizou-se sequéncias do tipo EPI,
com 0s seguintes parametros: numero de fatias = 16, TR = 4600 ms, TE = 66 ms, FOV = 220
mm, tamanho do voxel = 1.64 mm x 1.64 mm x 5.00 mm, nimero de volumes = 64. Para a
sobreposicdo dos resultados estatisticos, foram adquiridas imagens de boa resolucdo
anatdmica 3DT1, por uma sequéncia Gradiente Echo do tipo MPR (multiplanar
reconstructed) composta por 156 cortes sagitais, resultando em voxels de 1 mm?®, cobrindo
ambos hemisférios cerebrais, com tempo de aquisicdo de aproximadamente 7 minutos.

O desenho experimental seguiu um protocolo de fluéncia verbal que vem sendo
utilizado corriqueiramente pelo nosso grupo para 0 mapeamento pré-cirurgico de linguagem
(Figura 8). Neste, a cada bloco uma letra € apresentada por interlocucdo auditiva e 0s
participantes devem gerar mentalmente o maior nimero de palavras que conseguirem pensar,

e que comecem por aquela letra. Seis blocos, de 27.5 segundos de repouso, foram intercalados
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por cinco blocos, também de 27.5 segundos, com a apresentacdo da tarefa. O tempo total de

realizacéo dessa parte do exame de fMRI foi de aproximadamente 5 minutos.

276°

Figura 8 — Protocolo de fluéncia verbal utilizado para a aquisi¢do dos dados.
4.2.2. Pré-processamento e analise das imagens

O pré-processamento dos dados foi realizado no programa de uso livre FSL (FRMIB
Software Library), versao 4.1.5, (Analysis Group FRMIB, Oxford, United Kingdom).
Inicialmente utilizou-se as rotinas mcflirt e slicetimer do FSL (Jenkinson et al., 2002)

(http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/mcflirt e http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/slicetimer) para a correcéo

de movimento e correcdo temporal entre as fatias. Foram também aplicados um filtro
temporal (passa-alta de 0.015 Hz) e um filtro de suavizacgédo espacial (filtro gaussiano com
FWHM de 5 mm). Os parametros obtidos na corre¢do de movimento foram inspecionados em
cada sujeito para garantir que em nenhum deles 0s movimentos excedessem 2 mm de
translagdo e 1° de rotagdo. Em seguida, as imagens foram transformadas para o espaco padréo
MNI com a finalidade de mapear o cerebro de todos os individuos dentro de uma estrutura
cerebral normalizada. Foi utilizada a rotina flirt (Jenkinson et al., 2002; Jenkinson and Smith,
2001), que realiza apenas transformacdes lineares, para fazer o corregistro das imagens

anatomicas e funcionais com o template MNI 152.
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As analises das imagens ja pré-processadas foram realizadas no software SPM5
(Statistical Parametric Mapping, Wellcome Institute of Cognitive Neurology, London, United
Kingdom). Inicialmente foram realizadas andlises individuais em cada sujeito.

A tarefa de fluéncia verbal foi modelada por um sé regressor no qual os periodos de
repouso estavam implicitamente modelados. Uma operacdo de convolucgéo foi realizada entre
esse regressor e a funcdo de resposta hemodindmica canénica (dupla gama). Esse modelo
estatistico foi estimado utilizando-se o algoritmo GLM (Modelo Linear Geral) e o resultado
obtido foi uma imagem com os valores dos 3 (pardmetros estimados).

Duas imagens de contraste foram geradas por meio de um teste t: uma relativa a tarefa
(tarefa > repouso) e outra relativa ao repouso (repouso > tarefa). Como 0 nosso interesse esta
na DMN, ou seja, regides em que o sinal durante o repouso é maior que na tarefa, apenas o
contraste repouso > tarefa foi analisado. Esse contraste foi em seguida utilizado como
entrada na analise de segundo nivel ou de efeito aleatorio (random effects analysis). Com esse
tipo de analise pode-se inferir o efeito populacional baseado em amostras de poucos sujeitos.
Utilizando o teste-t de Student de uma amostra nas imagens de contraste, foi obtido o Grupo
Repouso Controle. Em seguida, esse resultado foi utilizado para a definicdo de regides de

interesse (region of interest — ROI).

4.2.3. Regides de Interesse da DMN

A definicdo das ROI da DMN foi feita com base no estudo de (Laird et al., 2009), uma
meta-analise de 62 trabalhos pertencentes ao banco de dados BrainMap, incluindo um total de
840 sujeitos. Nesse estudo foram identificadas as regides com maior frequéncia de deteccdo
em tarefas que a DMN estaria envolvida. O resultado das analises revelou um conjunto de 9
regibes principais Figura 9: cingulo anterior (ACC), cingulo posterior (PCC), pré-cuneus

(pC), cortex pré-frontal medial (mPFC), giro frontal médio esquerdo (MFG,), giro temporal
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médio direito (MTGR) e esquerdo (MTG,) e lobo parietal inferior direito (IPLgr) e esquerdo
(IPL,).

Essas mesmas regides foram selecionadas para a definicdo da DMN neste estudo. Para
iSs0, uma vez obtidos os parametros estimados (B) para o Grupo Repouso Controle, foi
estabelecido o limiar estatistico de p < 0,01 corrigido para multiplas comparac@es por FDR
(False Discovery Rate), equivalente a p < 0,002 ndo corrigido. Foram, ainda, selecionadas
apenas os clusters com tamanho minimo de 50 voxels contiguos (equivalente a 400 mm?®). Um
total de 7 clusters foram obtidos apds essa andlise, representando as regides cerebrais que
estdo engajadas durante o repouso. Esses clusters foram em seguida anatomicamente
divididos de acordo como descrito em Laird et al. (2009), para obtermos as regides de
interesse que compdem a DMN. Essa divisdo foi realizada utilizando-se rotinas do fslmaths,
pertencente a0 FSL e seguiu 0s seguintes passos: 0 mapa obtido no grupo repouso foi
transformado em uma imagem binaria e multiplicado por uma imagem de um atlas anatémico
fornecido pelo FSL (Harvard-Oxford cortical and subcortical structural atlases)
(http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/data/atlas-descriptions.html#ho). Nesse atlas 0s voxels
possuem intensidades que variam de acordo com a regido anatdmica a qual eles pertencem.
Assim, ap6s a multiplicacdo, obtivemos uma nova imagem cujos voxels da imagem original
(repouso) possuiam agora valores que os diferenciavam em regides anatbmicas, 0 que

possibilitou criar uma mascara para cada ROI.
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Figura 9 — Regides de interesse que definem a DMN. LMFG - giro frontal médio esquerdo, pC - pré-cuneus,
LIPL - lobo parietal inferior esquerdo, RIPL - lobo parietal inferior direito, PCC - cingulo posterior, MPFC -
cortex pré-frontal medial, LMTG - giro temporal médio esquerdo, RMTG giro temporal médio direito e vVACC -
cingulo anterior ventral. Adaptado de Laird et al., 2009.

Além dessas areas, também foram criadas mascaras para a formacéo hipocampal (giro
parahipocampal + hipocampo) direita (HFR) e esquerda (HF_) e amigdala. A amigdala direita
ndo possuia voxels significativos no grupo controle, por isso ndo foi levada em consideracao.
Essas regides sdo menos consistentes e achadas de forma menos frequente nos trabalhos que
compdem a DMN (Buckner et al., 2008). Apesar disso, resolvemos inclui-las a fim de
possibilitar a avaliacdo de mudancas em estruturas importantes nos processos de memdoria e

emoc&o. Desse modo, no total foram obtidas 12 mascaras que juntas compdem a DMN.
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4.3. Andlises dos dados de Ayahusca

4.3.1. Ayahuasca

A Igreja do Santo Daime Rainha do Céu forneceu a Ayahuasca a ser utilizada. O cha
foi quimicamente analisado por cromatografia no Laboratorio de Toxicologia Analitica
Forense do Centro de Medicina Legal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP)
da Universidade de Sdo Paulo (USP).

Cada sujeito bebeu entre 120 e 200 ml de Ayahuasca (2,2 ml/kg de peso corporal). A
Ayahuasca usada no experimento continha 0,8 mg/ml de DMT e 0,21 mg/ml de harmina. N&o
foi detectada a presenca de harmalina na amostra, sendo o limiar de deteccdo de

cromatografia de 0,02 mg/ml.

4.3.2. Escalas

A Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-IV (DelBen et al., 1996) foi utilizada na
selecdo dos voluntérios para excluir agueles com diagndstico de doenca psiquiatrica. Para a
avaliacdo psicoldgica/psiquiatrica dos participantes antes, durante e apdés o efeito do cha,
foram utilizadas trés escalas: Escala Breve de Avaliacdo Psiquidtrica (Brief Psychiatric Rating
Scale — BPRS) (Zuardi et al., 1994), Escala de Avaliacdo de Estados Dissociativos
Administrada pelo Clinico (Clinician Administered Dissociative States Scale — CADSS)
(Bremner et al., 1998) e Escala de Avaliacdo de Mania de Young (Young Mania Rating Scale
— EAM) (Vilela et al., 2005). As escalas foram aplicadas nos instantes 0 (basal), 40 minutos,
80 minutos e 200 minutos apos a ingestdo do cha.

O DSM-1V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) ¢ um manual
para diagnostico de transtornos mentais elaborado pela Associagdo Americana de Psiquiatria

(American Psychiatric Association — APA) que tem sido bastante utilizado em pesquisas, na
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industria farmacéutica e em menor escala na clinica psiquiatrica. Ele apresenta um sistema de
classificacdo categorico, em que o diagnéstico psiquiatrico € inserido dentro de 5 eixos
principais. Por meio de uma entrevista estruturada (Structured Clinical Interview for DSM
Disorders — SCID), o examinador atribui uma pontuacdo para o individuo que estd sendo
avaliado e o enquadra em alguma categoria. Neste estudo, essa escala foi utilizada para
excluir voluntarios que apresentassem algum transtorno psiquiatrico.

Para avaliar algumas alteracdes comportamentais dos voluntarios durante a acdo da
Ayahuasca foi utilizada a BPRS (Overall and Gorham, 1962) modificada por (Bech et al.,
1986), traduzida e adaptada para o portugués (Zuardi et al., 1994). Por meio desse
instrumento foram avaliados quatro dimensdes sintomatoldgicas: sintomas positivos, sintomas
negativos, ansiedade/depressao e ativacdo (sintomas do tipo maniaco).

A CADSS é uma escala composta de 27 itens graduados de zero (absolutamente ndo) a
quatro (extremamente). Os primeiros 19 itens sdo subjetivos ou de auto-avaliacdo, e 0s oito
restantes sdo de observacdo, respondidos pelo examinador. Os itens de auto-avaliacdo séo
ainda agrupados em trés fatores: desrealizacdo, despersonalizacdo e amnésia. Essa escala foi
traduzida para o portugués independentemente por trés psiquiatras bilingues e em seguida
submetidas a dois juizes que compararam as trés traducOes, decidindo, por consenso, 0s
pontos discordantes (Bremner et al., 1998). Com a aplicacdo dessa escala foram avaliados nos
voluntarios sintomas como lapsos de memoria, experiéncia fora do corpo, distor¢des de
percepcao visual, distarbios de identidade, entre outros.

A EAM ¢ composta por 11 questdes de multipla escolha e é utilizada na clinica para
mensurar a severidade de episddios maniacos em pacientes. Essa escala foi traduzida e
adaptada para o portugués por (Vilela et al., 2005), sendo utilizada para avaliacdo da presenca

de sintomas maniatiformes durante a acdo da Ayahuasca. A pontuacdo de cada um dos 11
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itens varia de 0 a 4, de forma que apds o somatério de todas as questdes, pontuacGes mais

elevadas indicam maior quantidade de sintomas presentes.

4.3.3. Protocolo experimental

O protocolo experimental do grupo que ingeriu Ayahuasca foi composto por 2 sessdes
experimentais. Em cada sessdo, duas aquisi¢des foram realizadas: tarefa de fluéncia verbal e
resting state. A tarefa de fluéncia verbal foi realizada da mesma forma como descrito acima,
no estudo para a definicdo das ROl da DMN. Ja no protocolo de resting state, os voluntarios
foram orientados a permanecerem em repouso com os olhos fechados e evitarem movimentos.

O esquema representado na Figura 10 mostra o protocolo experimental.

&

0 }40 LO 200 (min)

1% gessdo experimental  Ayahuasca / Escalas 22 sessdo experimental [ Escalas Escalas Escalas

Figura 10 — Protocolo experimental. Duas sessfes experimentais foram realizadas no mesmo dia. Em cada uma
delas foram realizadas duas aquisi¢des iguais, tarefa de fluéncia verbal e resting state. A segunda sesséo ocorreu
40 minutos apds a ingestdo de Ayahuasca. Além disso, pode-se observar os momentos em que foram aplicadas
as escalas psicométricas.

Para a aquisi¢do das imagens durante a tarefa de fluéncia verbal foram utilizados os
mesmos parametros ja descritos anteriormente. J& para a aquisicdo dos dados durante o
protocolo de resting state, utilizou-se sequéncias do tipo EPI, com os seguintes parametros de
imagens: nimero de fatias = 16, TR = 1700 ms, TE = 66 ms, FOV = 220 mm, tamanho do
voxel = 1.64 mm x 1.64 mm x 5.00 mm. As imagens de boa resolugdo anatdmica foram

adquiridas usando os mesmos parametros que aqueles descritos anteriormente.
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4.3.4. Analise do sinal de fMRI

As etapas de pré-processamento e andlise das imagens seguiram 0S mesmos passos
descritos anteriormente. Como resultado da analise de segundo nivel, dois grupos foram
obtidos: Grupo Repouso Antes e Grupo Repouso Depois.

Para comparar os grupos foram avaliadas as diferencas entre os valores de B nos
grupos Repouso Antes e Depois, nas ROl da DMN. Para extracdo dos valores de B, foi
utilizado o toolbox Marsbar, do SPM5. Esse programa usa as mascaras criadas, e gera um
arquivo texto contendo todos os valores de 3 por voxel dentro daquela mascara.

As analises estatisticas post-hoc foram realizadas no software GraphPad Prism verséo
4.00 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA). Inicialmente foi feito o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Como o resultado foi negativo para a maioria dos dados,
optou-se por utilizar um teste ndo paramétrico, o teste de Wilcoxon para dados pareados. O
resultado do teste foi corrigido para multiplas comparaces pelo nimero de ROI utilizadas
(12). Foram consideradas significativas diferengas com p < 0,01/12 = 0,00083.

Também foram extraidos os valores de 3 dos mapas individuais de cada sujeito antes e
apos a ingestdo da Ayahuasca. Com isso, foi possivel calcular correlacBes entre a diferenca
dos B médios de cada individuo (AB = Bdepois — Bantes) em cada ROl e as pontuacGes
individuais das escalas psicométricas. Isso foi feito para todas as escalas em todos 0s instantes

de aplicacdo (0, 40, 80 e 200 minutos).

4.3.5. Analise de conectividade funcional

Para avaliar a conectividade funcional da DMN nos individuos antes e apds a ingestéo
de Ayahuasca, utilizou-se os dados adquiridos durante o protocolo de resting state. O pré-
processamento foi realizado da mesma forma como descrito anteriormente, com excec¢do do

filtro temporal (passa-alta de 0.015 Hz) que néo foi aplicado. Seguimos a sequéncia proposta
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por Weissenbacher e colegas (Weissenbacher et al., 2009) para calcular a conectividade
baseada em seeds (seed voxel correlation analysis — SCA).

Em um primeiro momento utilizamos o SPM para realizar a regressao linear entre o
dado e nove confundidores para evitar a possibilidade de correlacdes espdrias: seis parametros
de correcdo de movimento (trés rotacdes e trés translacdes), o sinal da substancia branca, o
sinal do fluido cerebroespinhal e o sinal médio global. As imagens residuos (parte do sinal
que ndo foi relacionada com os confundidores) obtidas apds a regressao foram utilizadas para
a analise de fcMRI.

Sobre esses dados foi utilizado o programa REST (Resting-state fMRI Data Analysis
Toolkit, versdo 1.7, (Song et al., 2011). Em primeiro lugar, os dados foram filtrados por um
filtro passa-banda de 0,01 a 0,08 Hz. Duas seeds foram definidas, uma no PCC e outra no
mPFC, localizadas tendo como base o trabalho de Jang et al. (2011), definidas da seguinte
forma: esferas de 10 mm de raio, centradas nas coordenadas do PCC (-5, -49, 40) e do mPFC
(-1, 47, -4). A Figura 11 ilustra a localizacdo das seeds. As séries temporais médias de cada
seed foram obtidas e os mapas de correlacdo foram produzidos computando-se o coeficiente
de correlacdo de Pearson entre a série temporal de cada voxel e a série média da seed.
Finalmente, os mapas de coeficiente de correlacdo foram convertidos em mapas de z-score

aplicando-se a transformada de Fisher para garantir uma distribuicdo normal dos dados.

Figura 11 — Conectividade funcional baseada em seeds. Observamos a localizagdo das duas seeds utilizadas:
PCC (-5, -49, 40) e mPFC (-1, 47, -4).
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Para revelar as diferencas entre os padrdes de conectividade funcional de cada grupo
(Antes e Depois), foi aplicado o teste-t de Student pareado. Os mapas de z-score das duas
seeds foram comparados ao mesmo tempo, resultando na andlise de 18 pares de mapas de
conectividade (9 sujeitos x 2 seeds). Para evitar possiveis resultados que nao fizessem parte
do escopo deste trabalho, utilizamos a mascara da DMN definida acima para procurar por
diferencas apenas nas ROI. Dois contrastes foram calculados, grupo Antes > Depois e Depois
> Antes. Os valores de significancia foram estabelecidos em q(FDR) < 0,05.

Para a confirmacdo dos resultados, a analise de fcMRI voxel-wise foi conduzida
utilizando-se o SPM. A diferenca é que ao invés de se utilizar as séries temporais médias das
seeds para se calcular os coeficientes de correlacdo de Pearson, essas séries foram usadas
como regressores, uma de cada vez, no modelo do GLM. Os mapas de parametros estimados
obtidos, representam assim os mapas de conectividade funcional (Apéndice A).

Outra maneira de se calcular a conectividade funcional se da a partir da correlacéo
entre regides de interesse (ROI), duas a duas. Essa abordagem também foi utilizada entre
todas as regifes que compdem a DMN. Para tanto, as séries temporais médias de cada uma
das ROI foram extraidas. Nessa andalise foram unidas em uma s6 ROl a formacdo hipocampal
esquerda e amigdala esquerda. O resultado, conhecido como matriz de correlacdo, foi
transformado em z-escore por meio da transformada de Fisher. Em seguida, o z-escore médio
foi calculado para cada par e um test-t pareado foi realizado para verificar se havia diferenca
entre os grupos. O valor de p utilizado foi corrigido para mdaltiplas comparagdes por

Bonferroni, p < 0.05/55 (numero de comparaces realizadas).
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5. RESULTADOS



5.1. CASUISTICA

Neste estudo foi realizado um total de 66 aquisi¢des (runs) de fMRI. Destas, um
primeiro grupo de 26 individuos controle realizaram uma tarefa de fluéncia verbal, cada.
Esses dados serviram para a definicdo das ROI que compdem a DMN. Outros 10 individuos
participaram do estudo que envolvia a ingestdo da Ayahuasca, tendo sido constituido por 4
avaliacdes em cada um dos individuos. Dois protocolos de aquisicdo foram realizados. No
primeiro, o individuo realizou uma tarefa de fluéncia verbal, no segundo ele ficou em repouso
dentro do tomografo enquanto aquisicdes de fMRI eram realizadas. Foram realizadas 2
sessOes para cada uma dessas tarefas: uma antes e outra ap0s a ingestdo da Ayahuasca. Um
dos individuos do grupo da Ayahuasca teve que ser excluido em virtude do excesso de

movimento involuntério da cabeca.

5.2. DADOS PSICOMETRICOS

Na Figura 12 apresentamos os resultados obtidos nas observacGes comportamentais
medidas com as escalas clinicas BPRS, EAM e CADSS para cada voluntario nos instantes de
tempo 0 (TO), 40 (T40), 80 (T80) e 200 (T200) minutos apds a ingestdo da Ayahuasca. Por

questdes técnicas, a escala CADSS ndo foi aplicada no instante T40.
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Figura 12 — Escores individuais nas escalas psicométricas BPRS, EAM e CADSS nos instantes 0 (T0), 40
(T40), 80(T80) e 200 (T200) minutos para todos os sujeitos. A CADSS nédo foi avaliada no instante T40 por
motivos técnicos. Os participantes ingeriram a Ayahuasca no instante TO. Os efeitos avaliados alcangaram
valores maximos em relagdo aos valores basais (T0) ap6s 80 minutos (p < 0,009 para BPRS, p < 0,009 para
EAM e p < 0,004 para CADSS). As linhas conectam os valores médios nos diferentes instantes de tempo.
Observa-se também que os valores no T200 sdo bastante préximos dos valores basais.

A partir da figura acima é possivel notar que a ingestdo da Ayahuasca promoveu
alteracOes importantes nas trés escalas psicométricas, em relagdo aos valores de linha de base.
Os valores da BPRS passaram de 1,11 + 1,76 no instante TO para 9,44 £ 5,75 no instante T80
(p < 0,009), momento cuja alteracdo foi maxima. Da mesma forma, a EAM e a CADSS
também apresentaram valor maximo no T80, passando de 0,44 + 0,88 no instante TO para
7,67 £ 3,46 no instante T80 (p < 0,009) e 1,22 + 1,30 no instante TO para 17,22 = 9,34 no

instante T80 (p < 0,004), respectivamente.

5.3. DADOS DE FMRI

5.3.1. Definicéo das regides de interesse

A primeira etapa deste estudo teve por objetivo definir a DMN a partir de um grupo
diferente de individuos daqueles que participaram da etapa experimental envolvendo a
Ayahuasca. Esse tipo de procedimento tem se tornado cada vez mais comum e importante em

estudos de fMRI, e tem o proposito de evitar circularidade estatistica (double dipping) na
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analise de dados. A partir desses dados foi criada a mascara que contém as areas cerebrais
mais consistentes que definem a DMN. A Figura 13 mostra as 12 ROI extraidas e que seguem
a meta-analise conduzida por Laird et al. (2009) e Buckner et al. (2008): cingulo anterior
(ACC), cingulo posterior (PCC), pré-cuneus (pC), cortex pre-frontal medial (mPFC), giro
frontal médio esquerdo (MFG\), giro temporal médio direito (MTGR) e esquerdo (MTG,),
lobo parietal inferior direito (IPLg) e esquerdo (IPL,), formacdo hipocampal (hipocampo +

giro parahipocampal) direita e esquerda e amigdala esquerda.

Figura 13 — Mascara da DMN. Foram definidas 12 ROl que compdem a DMN: cingulo anterior, cingulo
posterior, pré-cuneus, cértex pré-frontal medial, giro frontal médio esquerdo, giro temporal médio direito e
esquerdo, lobo parietal inferior direito e esquerdo, formacao hipocampal direita e esquerda e amigdala esquerda.

5.3.2. Analise do grupo Repouso

Uma vez definidas as ROl da DMN, foram realizadas as comparagdes estatisticas
sobre as estruturas que compdem a DMN. Em um primeiro momento, foi avaliado se o grupo
experimental apresentava modulacdo significativa da DMN pela tarefa. Em outras palavras,
foi avaliado se as estruturas da DMN foram moduladas negativamente pela tarefa em relagéo
ao estado de repouso. Para tanto foi aplicado o teste-t de Student de uma amostra comparando
0s periodos de repouso versus tarefa, antes dos sujeitos terem bebido a Ayahuasca. Os
resultados revelaram que a amplitude da resposta durante o periodo de repouso foi maior que

durante o da tarefa na maior parte das regides que compdem a DMN (Figura 14-a). Excecédo
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para a formacdo hipocampal direita e esquerda e a amigdala esquerda que ndao mostraram
modulacéo pela tarefa no grupo experimental. De maneira analoga, o teste-t de Student foi
aplicado na condicdo pds-Ayahuasca. Os resultados foram bastante semelhantes a avaliacédo
pré-Ayahuasca no que diz respeito as areas da DMN moduladas (Figura 14-b). Nesse caso, a
formacéo hipocampal esquerda e a amigdala esquerda foram as Unicas que ndo apresentaram

resultados significativos para a modulacdo negativa pela tarefa.
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Figura 14 — Mapas estatisticos mostrando a DMN no grupo de voluntarios antes (a) e depois (b) da ingestdo do
cha. Os clusters foram determinados utilizando-se limiar Z > 2,3 e significancia whole-brain de p < 0,05
(corrigidos para clusters — cluster corrected).

A comparacdo entre os grupos (Antes e Depois), por meio do teste-t de Student
pareado mostrou que existe uma modulacdo do sinal pela Ayahuasca nas estruturas que
compdem a DMN. Para observacdo dessa modulacdo foram utilizados dois contrastes:
Repouso Antes > Repouso Depois; e Repouso Depois > Repouso Antes.

Os resultados mostram que a ingestdo da Ayahuasca levou a reducgéo dos valores de
na maior parte das ROl da DMN, enquanto que em algumas outras os valores de 3 foram
aumentados (Figura 15 e Tabela 1). A reducédo do sinal foi observada no (p < 0,05): cingulo

anterior, cingulo posterior, cértex pré-frontal medial, lobo parietal inferior bilateralmente, e
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pré-cuneus. J& o giro frontal médio esquerdo, o giro temporal médio esquerdo e a formacéo

hipocampal direita apresentaram aumento dos valores de .

Antes > Depois

Figura 15 — Mapas estatisticos mostrando as regides onde o sinal BOLD da DMN se altera apés a ingestdo da
Ayahuasca. As cores frias representam as regides em que houve diminuicdo do sinal BOLD, enquanto as cores
quentes as regides em que o sinal BOLD aumentou. Valores de p < 0,05 ndo corrigido.

Tabela 1 — Regides anatbmicas que apresentaram variagdo do sinal BOLD ap6s a ingestdo da Ayahuasca.
Observamos a quantidade de voxels em cada regido (Nvoxel), bem como a média e o desvio padrao dos valores
de B antes e apds a ingestdo do cha. * p<0,00083, representando um p<0,01 corrigido para mdltiplas
comparaces pelo nimero de ROI.

Antes da Ayahuasca Depois da Ayahuasca

Regides anatdmicas Nvoxel Média Eae;\:;% Média F?:;\;S;O Valor de p
Diminuig&o do sinal

Cingulo anterior 606 0.4193 0.2797 0.3188 0.1497 <0.0001 *
Cingulo posterior 2058 0.6409 0.3636 0.5378 0.2397 <0.0001 *
Cortex pré-frontal medial 2963 0.551 0.3701 0.4211 0.2854 <0.0001 *
Lobo parietal inferior direito 3216 0.5226 0.2997 0.462 0.2612 <0.0001 *
Lobo parietal inferior esquerdo 1749 0.4464 0.265 0.3795 0.2392 <0.0001 *
Pré-cuneus 3929 0.8131 0.3491 0.7818 0.3482 <0.0001 *
Formacdo hipocampal esquerda 69 -0.0621 0.1295 -0.07473 0.165 0.226
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Aumento do sinal

Giro frontal médio esquerdo 98 0.07978 0.08331 0.214 0.1419 <0.0001 *
Giro temporal médio direito 1731 0.1858 0.1631 0.186 0.1309 0.7996
Giro temporal médio esquerdo 1028 -0.0211 0.1868 0.06514 0.174 <0.0001 *
Formagao hipocampal direita 76 0.06865 0.0646 0.1161 0.09524 0.0002 *
Amigdala esquerda 23 -0.1698 0.0506 -0.06331 0.09885 0.0007

Ainda, dentre as regides de interesse, o giro temporal médio direito ndo apresentou
diferenga significativa; a formacdo hipocampal esquerda e a amigdala esquerda apresentaram
valores de B negativos, muito embora pela definicdo da DMN esperava-se sinal positivo.
Como pode-se observar na Figura 16, ndo foi detectada diferenca significativa entre o Antes e

0 Depois nessas ROl na comparacdo utilizando p < 0,05 néo corrigido.

Figura 16 — Regifes que apresentaram um comportamento diferente do esperado. Duas regides, a formacéo
hipocampal esquerda e a amigdala esquerda, apresentaram o sinal BOLD negativo e ndo positivo como as
demais regifes. Como mostra a marcacao na figura, ndo foram encontradas diferengas significativas nessa regiao
quando utilizou-se um p < 0,05 ndo corrigido para fazer a comparacao.

Nas outras 9 regides de interesse, observamos diferencas estatisticamente
significativas na comparacdo do grupo Antes com o Depois, com p < 0,01 corrigido para
multiplas comparacgdes (p<0,01/12 (nimero de ROI) = 0,00083).

Para se promover avaliagdo mais clara, foi realizada analise post-hoc sobre os valores

de B, em todas as regides que compdem a DMN, por meio do teste de Wilcoxon, um teste
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pareado para dados ndo paramétricos. A Figura 17 apresenta os valores de B médio e
respectivos erros médios padréo, de cada ROI estudada nas duas situacdes (Antes e Depois).
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A fim de verificar a eventual relacdo entre os dados de fMRI e as avaliacbes
comportamentais, foi realizada a correlacdo entre a diferenca dos valores de B médios
individuais (AP = pdepois — Bantes) em todas as ROl da DMN e os valores individuais das
escalas psicométricas. Embora bastante sutil, e pontual, foi encontrada co-variacdo entre 0s
escores da EAM no instante 80 minutos ap6s a ingestdo da Ayahuasca e o cingulo anterior,
cingulo posterior, cortex pré-frontal medial e pré-cuneus. De acordo com a Figura 18
podemos observar que essa correlacdo é negativa, ou seja, quanto maior a reducdo dos valores
individuais de AP, maior a pontuacdo do individuo na EAM. As correlagdes entre o cingulo
anterior, o cingulo posterior e o cortex medial pré-frontal foram estatisticamente significativas
com coeficientes de Pearson e valores de p (one-tailed) respectivamente iguaisar =-0,78 e p
= 0,0065; r = -0,59 e p = 0,046; r = -0,68 e p = 0,022. No entanto, quando esse resultado é
corrigido para maltiplas comparagdes pelo nimero de regides significativas analisadas (9
ROI), ele perde significancia, demonstrando certa fragilidade nessas correlagdes. Ja a
correlacdo entre o pre-cuneus e os escores da EAM néo foi significativa (r = -0,57 e p =

0,052) mesmo quando néo corrigido para multiplas comparacoes.
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Figura 18 — Correlacdo entre a diferenca dos betas (antes e depois) de algumas regifes de interesse de cada
sujeito e os escores da escala de mania de Young (EAM) individuais. Uma correlacdo negativa foi encontrada
entre os escores e trés regides: cingulo anterior (r = -0,78 e p = 0,0065), cingulo posterior (r = -0,59 e p = 0,046)
e cortex pré-frontal medial (r = -0,68 e p = 0,022). Em uma regido, o pré-cuneus, a correlacdo ndo foi
significativa.

5.3.3. Analise de conectividade funcional

Para avaliarmos como as diferentes regides da DMN se relacionam entre si, foi
realizada uma andlise de conectividade funcional. Primeiramente, foram utilizadas duas seeds:
o cingulo posterior (PCC) e o cortex pré-frontal medial (mPFC) para calcular as correlacdes
temporais com as demais regides da DMN. Como é possivel observar na Figura 19 quando
obtemos os mapas de conectividade para o grupo Antes e Depois tanto para a seed no PCC no
mPFC, o padrdo encontrado é bastante consistente. Em outras palavras, a DMN po6de ser
identificada dessa forma assim como foi dectectada empregando-se a tarefa de fluéncia

verbal.
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Antes - mPFC Antes - PCC

VG

Depois - mPFC

Figura 19 — Mapas de conectividade funcional obtidos pelo uso de duas seeds. Do lado esquerdo observa-se o
resultado da seed no mPFC enquanto do lado direito o resultado de quando a seed é colocada ho PCC. Em ambos
0s casos sdo mostrados 0s mapas antes e apo6s a ingestdo de Ayahuasca. Valores de p ndo corrigidos para
multiplas comparaces (p < 0,05).

Em seguida, para identificar possiveis diferencas na conectividade causadas pela
ingestdo da Ayahuasca, foi aplicado o teste-t de Student pareado nos grupos Antes e Depois.
Essa analise mostrou que o padrdo de conectividade se altera no pré-cuneus (tamanho do
cluster = 48 voxels), observando-se diminui¢do na conectividade entre essa regido e todas as

demais da DMN ap0s a ingestéo da bebida (Figura 20) (p < 0,05 corrigido por FDR).

Figura 20 — Alteracdes na conectividade funcional da DMN. A conectividade diminuiu entre o pré-cuneus e as
demais regiGes da DMN ap0s a ingestdo da Ayahuasca. Valores de p corrigidos para multiplas comparag6es por
FDR, p < 0,05.

Em um segundo momento foi conduzida a analise de conectividade entre as ROI da
DMN, duas a duas. Como pode-se observar na Tabela 1 o nimero de voxels da Amigdala

73



esquerda € muito pequeno. Dessa forma, unimos essa regido a formacéo hipocampal esquerda
em uma unica ROI. Assim, a conectividade dita ROI-wise foi calculada para 11 regibes de
interesse.

Diferencas significativas (p < 0,05, ndo corrigido) entre os grupos Antes e Depois
foram encontradas em alguns pares de regides: PCC/IPL. (p = 0,024), HFg/HF_ (p = 0,015),
MFG/IPL. (p = 0,043), MTGgr/pC (p = 0,018) e IPL./pC (p = 0,001). Em todos 0s casos
ocorreu uma diminuicdo na conectividade entre as regides. A Tabela 2 mostra os valores dos
z-escores médios para o grupo Antes e Depois, bem como os valores de p para cada
comparacdo realizada. No entanto, percebemos que, aplicando correcdo para mdaltiplas
comparag6es pelo nimero de correlagbes calculadas (55), nenhum par de regides apresentou
diferenca significativa entre as condi¢des Antes e Depois. Dessa forma, esse resultado apesar
de indicar que diferencas na conectividade funcional podem ser vistas entre determinadas

ROI, ndo é tdo consistente como o resultado encontrado na analise voxel-wise.
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Tabela 2 — Conectividade funcional ROI-wise. Média dos z-escores em cada par antes e depois da Ayahuasca. Abaixo da diagonal principal, os valores do teste t entre cada situacao,
antes e depois. Em vermelho, os pares que foram estatisticamente significativos: PCC/IPL, (p = 0,024), HFz/HF_ (p = 0,015), MFG/IPL_ (p = 0,043), MTGRr/pC (p = 0,018) e IPL,/pC
(p = 0,001). Valor de p ndo corrigido para maltiplas comparacdes (p<0,05).

PCC mPFC HFg HF_ MFG_ MTGgr MTG, IPLg IPL, pC

Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois
0,155 0,172 | 0,720 0,590 | 0,012 -0,009 | 0,032 0,082 | 0,078 0,048 | 0,015 0,000 | 0,014 -0,037 |-0,015 -0,050 |-0,014 0,000 | 0,096 0,069 ACC
0,232 0,249 | 0,212 0,140 | 0,111 0,054 | 0,341 0,231 | 0,055 0,076 | 0,154 -0,031 | 0,322 0,379 | 0,479 0,302 | 0,903 0,829 PCC
0,242 0,780 0,048 0,037 | 0,009 0,081 | 0,342 0,315 | 0,016 -0,034 | 0,108 -0,025 | 0,044 0,092 | 0,381 0,247 | 0,201 0,207 mPFC
HF
0,850 0,307 0,918 0,508 0,361 | 0,220 0,055 |-0,147 -0,047 |-0,044 0,015 | 0,047 -0,008 | 0,119 0,058 | 0,190 0,121 R
HF
0,599 0,619 0,310 0,015 0,193 0,127 |-0,098 -0,173 | 0,034 -0,005 |-0,131 -0,052 | 0,047 0,076 |-0,001 0,030 -
MFG_

0,750 0,410 0,736 0,066 0,500 -0,081 -0,029 | 0,158 0,100 | 0,038 0,035 | 0,471 0,315 | 0,214 0,170
MTGgr

0,904 0,749 0,641 0,220 0,409 0,484 0,470 0,433 | 0,347 0,306 | 0,031 -0,065 | 0,121 0,061
MTGL

0,716 0,130 0,408 0,504 0,733 0,430 0,635 0,012 -0,048 | 0,469 0,357 | 0,199 -0,056

0,649 0,558 0,575 0,560 0,446 0,977 0,523 0,457 0,268 0,196 | 0,361 0,424

0,896 0,024 0,238 0,542 0,781 0,043 0,259 0,217 0,542 0,302

0,647 0,488 0,949 0,345 0,733 0,665 0,018 0,067
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6. DISCUSSAO



Este trabalho teve por objetivo investigar possiveis alteragdes sobre a Default Mode
Network (DMN) induzidas pela Ayahuasca em voluntarios experientes no uso ritualistico
desse ch&. Utilizando um protocolo de linguagem bem estabelecido, de fluéncia verbal, em
um primeiro momento foi realizado o mapeamento da DMN desse grupo de individuos para,
em seguida, avaliar as mudangas causadas pela ingestdo de Ayahuasca nessa rede por meio de
fMRI.

Primeiramente, foram identificadas as regides em que o sinal era maior durante o
periodo de repouso que durante a execucdo da tarefa. Essa estratégia tem sido utilizada em
diversos trabalhos, tendo sido, inclusive, empregada nos trabalhos que lancaram as bases do
estudo da DMN (Mazoyer et al., 2001; Shulman et al., 1997). Os mapas estatisticos
resultantes dessa analise revelaram a modulacéo robusta da DMN no grupo de individuos que
compuseram este estudo. As regibes de interesse escolhidas para as analises de grupo foram
baseadas em uma meta-analise (Laird et al., 2009) e em um trabalho de revisdo sobre a DMN
(Buckner et al., 2008).

Para evitar problemas de circularidade, utilizou-se um grupo controle que realizou o
mesmo protocolo do grupo experimental. Essa analise revelou as seguintes regides: cingulo
anterior, cingulo posterior, pré-cuneus, cortex pré-frontal medial, giro frontal médio esquerdo,
giro temporal bilateral, lobo parietal inferior bilateral, amigdala esquerda e formacao
hipocampal bilateral (hipocampo e giro parahipocampal). A partir da definicdo dessas regides
de interesse, buscou-se avaliar as alteragdes provocadas pela ingestdo de Ayahuasca sobre o
sinal de fMRI na DMN.

O resultado das analises mostrou que a Ayahuasca provoca variagdes no sinal BOLD
em todas as ROI investigadas. Predominantemente, o que se observa é a reducdo do sinal nas
principais regides da DMN ap0s a ingestdo da bebida, a saber: cingulo anterior, cingulo

posterior, cortex pré-frontal medial, lobo parietal inferior bilateral, pré-cuneus. Trés das 12
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regides investigadas (giro frontal médio esquerdo, giro temporal médio esquerdo e formagédo
hipocampal direita) apresentaram comportamento inverso, ou seja, tiveram aumento do sinal
po6s-Ayahuasca.

Uma possivel interpretacdo para as mudancas provocadas pela Ayahuasca e a
relevancia dessas alteragdes da DMN podem ser apreciadas a partir de evidéncias de estudos
que mostram alteracfes nessa rede, tanto em individuos saudaveis como em casos de doengas
neuroldgicas e psiquiatricas.

A DMN tem recebido atencdo consideravel por sua possivel participagdo em funcgdes
que refletem mais do que um estado de repouso do cérebro (Gusnard and Raichle, 2001;
Raichle et al., 2001). Entre as mdltiplas possibilidades, é recorrente 0 tema que essa rede
contribui para processos mentais internos que se tornam proeminentes quando as pessoas nao
estédo envolvidas em interacdes externas e suas mentes divagam (Buckner et al., 2008). Como
chamado por William James, esse “fluxo de consciéncia” pode refletir o que os seres humanos
fazem a maior parte do tempo (James, 1890), provavelmente sinalizando importantes funcoes
adaptativas (Buckner et al., 2008). A natureza da contribuicdo da DMN para essas fungdes, no
entanto, tem sido amplamente debatida. Enquanto algumas teorias enfatizam o seu papel no
monitoramento do ambiente externo (Gusnard et al., 2001a; Shulman et al., 1997), outras
destacam seu engajamento nos processos autorreferenciais (Gusnard et al., 2001b).

A DMN também tem sido implicada no chamado estado de daydreaming ou mind
wandering. No cotidiano, é comum notar desvios no foco de atencdo quando se estd
realizando alguma atividade corriqueira. No entanto, geralmente ndo se tem consciéncia de
qguando esses desvios ocorrem e é comum que quando eles sejam percebidos ja tenha
decorrido certo tempo desde que a atencdo teve o foco alterado (Mason et al., 2007;
Smallwood and Schooler, 2006). Assim, dois fatos importantes ligados ao daydreaming

devem ser destacados. Primeiro, que o foco de atencdo é flutuante, e segundo que nos falta
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consciéncia dessas flutuacdes. Condizente com essa interpretacdo, trabalhos que avaliam
individuos em estados meditativos tém mostrado consistentemente redugdo no sinal da DMN
nas principais regides que a compdem (Brefczynski-Lewis et al., 2007; Brewer et al., 2011;
Farb et al., 2007; Jang et al., 2011; Pagnoni et al., 2008).

Em muitos casos, a pratica da meditacdo requer o direcionamento do foco de atencéo
em determinado elemento, externo ou interno, por exemplo, um pequeno estimulo visual ou a
propria respiracdo do praticante. Também é objetivo da meditacéo perceber quando esse foco
mudou de lugar e trazé-lo de volta. De forma esquematica seria possivel dizer que a base da
meditagdo seria o foco no ‘“aqui e agora” permitindo que o fluxo de pensamentos e
sentimentos ocorra de forma natural mas dentro do foco da atencdo. Em outras palavras,
tornar consciente 0s momentos em que o daydreaming acontece, e permanecer focado na
experiéncia momento a momento (Lutz et al., 2008). Dessa forma, pode-se dizer que o estado
meditativo se contrapde ao daydreaming, ja que este representaria estar distante do “aqui ¢
agora”, tendo o foco de atencdo (ainda que de forma nao consciente) no fluxo de pensamentos
espontaneos. Corroborando essa hipdtese, Farb e colaboradores (2007) revelaram diferentes
padres de atividade neural quando compararam individuos controles com os que haviam
praticado 8 semanas de meditacdo mindfulness, um tipo de prética que treina os individuos a
desenvolverem a atencdo com foco no presente. Eles encontraram reducdo no sinal do mPFC
nos individuos treinados ao executar uma tarefa em que eles se engajaram na consciéncia de
pensamentos, sentimentos e sensacfes corporais (Farb et al., 2007). Em outro estudo que
avaliou a DMN durante a pratica da meditacdo, Brewer e colegas (2011) observaram que
meditadores apresentaram sinal relativamente menor no mPFC e PCC, dois nodos principais
da DMN durante a meditacdo. Esse achado € especialmente relevante, pois 0s meditadores
relataram significativamente menos mind wandering durante os periodos de meditacéo

relativamente aos controles. Tomados em conjunto, e na medida em que a atividade em
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regibes da DMN reflete processamento autorreferencial e mind wandering, esses dados
sugerem que os meditadores estdo menos envolvidos nestes processos do que 0s néo
meditadores.

Ainda com relacdo a estudos que avaliaram alteracbes na DMN, McGeown et al.
(2009) relataram que individuos sugestiondveis sob efeito da hipnose tém diminuicéo
significativa na atividade da parte anterior da DMN. A hipnose tem sido associada a um
estado de prontiddo para reagir a qualquer comando assim que sugestfes sdo dadas. Assim,
individuos em estado de hipnose podem ter sucesso em suspenderem a atividade cognitiva
espontdnea em preparacdo para 0 que poderd ser demandado futuramente. Os autores
sugerem, ainda, que esse seria um estado no qual os processos de pensamento irrelevantes sao
inibidos.

Outro estudo, que buscou investigar os correlatos neurais induzidos pela psilocibina,
uma substancia psicoativa que assim como a Ayahuasca possui mecanismo de agao por meio
da estimulacdo de receptores serotoninérgicos, principalmente o 5-HT,a, também relatou
diminuicdo no sinal BOLD no cingulo posterior, cingulo anterior e cortex pré-frontal medial
(Carhart-Harris et al., 2012). De acordo com o0s autores, esses resultados podem explicar
como psilocibina atua no cérebro, implicando que a DMN é crucial para a manutencdo da
integracdo cognitiva sob condi¢fes normais.

Com relagdo as regides que apresentaram sinal maior durante o efeito da Ayahuasca,
como regides do lobo temporal médio, sugerimos considerar uma divisdo da DMN na qual
um dos subsistemas que a compde, o lobo temporal medial, fornece informac6es a partir de
experiéncias anteriores na forma de lembrancas e associa¢des que sdo os blocos de construcéo
da simulagdo mental (Andrews-Hanna et al., 2010). Por exemplo, esse subsistema aumentou a
sua atividade preferencialmente quando individuos tomaram decisfes episodicas sobre seu

futuro. Esse padrdo de atividade é consistente com um grande nimero de estudos de
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neuroimagem e neuropsicolégicos que destacam o papel da DMN tanto em recordar o passado
quanto em imaginar o futuro (Schacter et al., 2007).

Outro estudo mostrou que a DMN é modulada diferentemente via receptores
serotoninérgicos 5-HT;a. Especificamente, ambos os tipos de receptores 5-HT;a (auto e
heteroreceptores) parecem regular a parte posterior da DMN. Em contraste, somente a
inibicdo de 5-HT;A local influencia as sub-partes da DMN envolvidas nas previsdes do futuro
baseadas na memoria e julgamentos autorreferenciais. Assim, parece que as diferentes areas
cerebrais, que envolvem varios aspectos funcionais do processamento autorreferencial,
experimentam regulacbes marcadamente distintas através de diferentes sitios de ligacéo 5-
HTia. Essa especificidade regional por meio de modulagcbes de neurotransmissores
complementa o trabalho de Andrews-Hanna e colegas, mostrando que a DMN pode ser ainda
mais segregada levando-se em conta a especializacdo funcional de diferentes regides do
cerebro (Hahn et al., 2012).

Outro resultado obtido foi a correlagdo negativa entre os escores individuais da escala
de mania de Young (EAM) e o decréscimo do sinal BOLD em algumas regides de interesse
da DMN. Segundo Pinto (2010), o aumento nos escores da EAM se deu principalmente por
alteracdo de elementos centrais na avaliacdo de estados maniatiformes, como a elevagdo do
humor e do afeto, energia aumentada, aceleracdo e aumento da quantidade de fala e alteracéo
do conteido do pensamento. Esse achado aponta para a possibilidade da Ayahuasca induzir
alteracOes psicopatoldgicas a partir da alteracdo primaria do humor/afeto, podendo constituir
um modelo induzido de psicose afetiva-maniatiforme. Ndo ha, porém, na literatura nenhum
trabalho que avalie a DMN durante episodios de psicose maniatiforme. Ainda com relagéo a
associacOes entre escores de escalas psicométricas e mudangas na magnitude do sinal de

fMRI, destacamos que no estudo de Carhart-Harris e colaboradores (2012) foi encontrada
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correlagé@o negativa entre uma escala que media a intensidade dos efeitos subjetivos induzidos
pela psilocibina e a diminuicao do sinal do cingulo anterior/cortex pré-frontal medial.

Diante da associagdo feita entre 0s nossos resultados aqueles encontrados durante a
meditacdo, e visto que a meditacdo também provoca mudancas na conectividade funcional da
DMN, realizou-se um estudo com o objetivo de verificar se a conectividade funcional da
DMN também era alterada pela Ayahuasca, e de que maneira se dariam essas alteragdes.
Curiosamente, o resultado descrito na literatura para a conectividade funcional na meditacéo
vai no sentindo inverso ao que foi encontrado neste trabalho. Enquanto os trabalhos com
praticas meditativas relatam aumento na conectividade funcional na regido do coértex pré-
frontal medial em meditadores (Brewer et al., 2011; Jang et al., 2011), utilizando as mesmas
seeds, observamos decréscimo na conectividade no pré-cuneus.

O pré-cuneus, porcdo posteromedial do lobo parietal, tem recebido tradicionalmente
pouca atencdo em parte decorrente de sua localizacdo anatdmica e da escassez de estudos de
lesBes focais nessa area. No entanto, trabalhos recentes de neuroimagem sugerem um papel
relevante do pré-cuneus em uma vasta gama de funcgdes cognitivas com elevado grau de
integracdo que ndo podem mais ser consideradas como simples extenséo dos processos visuo-
espaciais atribuidos ao cortex parietal lateral (Cavanna and Trimble, 2006). Dentre essas
funcdes estdo o processamento visuo-espacial, no qual o pré-cuneus em associacdo com
outras areas do cortex lateral atuaria deslocando a atencdo entre diferentes alvos no espaco e
entre caracteristicas de objetos diferentes, e em tarefas de imagética motora; a evocacdo de
memorias episddicas, principalmente com contetdo autobibliografico; aléem de também ser
implicado no processamento autorreferencial e na consciéncia (Cavanna and Trimble, 2006).

Fransson e Marrelac destacam ainda o papel central do pré-cuneus, juntamente com o
cingulo posterior (PCC) na DMN. Investigando a conectividade funcional entre os diferentes

nos da DMN, os autores mostram que essa regido foi a Unica que interagiu com praticamente
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todos os outros nodos. Eles afirmam, assim, que o pré-cuneus/PCC podem ter papel crucial
em como a atividade intrinseca é mediada pela DMN (Fransson and Marrelec, 2008). Essa
interpretacdo esta de acordo com a nogdo de que essa € uma regido chave na rede neuronal
que mantém o sentido de auto-consciéncia e que estd engajada nos processos autorrefenciais
que ocorrem durante o repouso. Além disso, tem sido demonstrado que essa &rea € menos
ativa em estados mentais de consciéncia diminuida ou abolida, como o sono, estado hipnético,
sedacdo farmacologica e estado vegetativo (Cavanna and Trimble, 2006). Uma hipétese seria
a de que o pré-cuneus desempenha um papel central na modulacdo de processos conscientes, e
que pertenca a uma rede neural medial que estd envolvida na representagdo mental do self.

Assim como foi observado neste estudo, a reducdo da conectividade da DMN também
foi observada em diversos trabalhos. Estudos que avaliam a DMN durante o sono, mostram
que essa rede vai se desintegrando, e a conectividade entre os nodos anteriores e posteriores
diminui (Horovitz et al., 2009; Koike et al., 2011; Saemann et al., 2011). Carhart-Harris e
colaboradores (2012) também realizaram uma anélise de conectividade funcional em seu
estudo com psilocibina. Utilizando um método conhecido por interacdo farmaco-fisioldgica
(do inglés, Pharmaco-Physiological Interaction — PPI) e uma seed no cértex pré-frontal
ventromedial, eles observaram diminuicdo significativa no acoplamento positivo entre o
cingulo posterior e o cértex pré-frontal medial.

Além disso, Greicius e colegas (2008) mostraram que embora a DMN apresente
conectividade funcional durante o repouso e sedagdo consciente por midazolam, a
comparacdo direta mostrou que a conectividade funcional no cértex cingulado posterior foi
significativamente reduzida durante a sedagao consciente. Esses resultados confirmam que as
oscilacbes de baixa frequéncia na DMN persistem e continuam altamente correlacionados,

mesmo em niveis reduzidos de consciéncia. Assim, as reducdes focais na conectividade da

83



DMN, como nesse caso no cortex cingulado posterior, podem representar correlato da
consciéncia reduzida (Greicius et al., 2008).

E interessante perceber que se aliarmos os dois resultados principais encontrados neste
trabalho, a diminuic¢&o do sinal BOLD na DMN a diminuig8o da conectividade funcional da
DMN no pré-cuneus, podemos levantar a hipdtese de que a Ayahuasca provoca diminui¢do no
estado de daydreaming, ao mesmo tempo que a diminuigdo da conectividade funcional indica
um estado de consciéncia alterado, levando a um estado de consciéncia no qual os
pensamentos deixam de ser desordenados e passamos a ter observacdo mais atenta e focada
sobre o fluxo de pensamentos espontaneos. Essa caracteristica pode sugerir aplicacdo para o
uso da Ayahuasca como facilitador no processo de psicoterapia. Esse uso foi observado para
0 LSD (&cido lisérgico), o qual aumentaria a auto-consciéncia e a capacidade de evocar
mémorias com carga emocional facilitando o processo psicodinamico durante a psicoterapia
(Vollenweider and Kometer, 2010).

O LSD faz parte dos chamados alucinégenos cléssicos, 0s quais podem ser agrupados
em trés classes principais: as triptaminas derivadas de plantas (por exemplo, psilocibina), as
fenetilaminas (por exemplo, mescalina), e as ergolinas semissintéticas (por exemplo, LSD).
Todos eles tém alta afinidade pelos receptores 5-HT,a, mas também interagem com outros
receptores 5-HT (5-HTy, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTs, 5-HT;). O uso dessas substancias com fins
terapéuticos tem sido observado em diferentes transtornos, tais como distdrbios de ansiedade,
transtorno obsessivo-compulsivo (TOC), depressdo, disfuncdes sexuais e abuso de alcool
(Vollenweider and Kometer, 2010).

Também foi mostrado que agonistas 5-HT,a alucinégenos ou ndo alucinégenos
regulam de forma diferente as vias de sinalizagdo intracelular em neurdnios piramidais
corticais, resultando em expressdo diferente de algumas proteinas (Gonzalez-Maeso et al.,

2007). Isso sugere que a elucidacdo de vias de sinalizagéo especificas dos alucinégenos pode
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ajudar o desenvolvimento de ligantes funcionalmente seletivos com propriedades terapéuticas
especificas, por exemplo, ligantes que tém efeitos antidepressivos, mas ndo tem efeitos
alucindgenos (Vollenweider and Kometer, 2010).

Curiosamente, recentemente alguns trabalhos que utilizaram fMRI mostraram que
pacientes depressivos apresentam aumento de atividade induzida por estimulos negativos na
amigdala, giro parahipocampal e hipocampo, além da falha em reduzir a atividade em
algumas regides da DMN, incluindo o cingulo anterior, o cortex parietal lateral e o cortex pré-
frontal. Ou seja, esses individuos apresentam aumento do sinal BOLD nessas regiées quando
comparados a individuos ndo depressivos (Sheline et al., 2009). Por outro lado, nossos
resultados mostram que sob efeito da Ayahuasca, ocorre o fendmeno inverso. Essas mesmas
regides cujo sinal € maior nos pacientes com depressao sofrem reducéo do sinal BOLD.

Em outro estudo que avaliou a conectividade funcional da DMN em pacientes
depressivos, foi verificado aumento da conectividade funcional no cingulo subgenual, no
tdlamo, no cortex orbitofrontal e no pré-cuneus (Greicius et al., 2007). J& o resultado
encontrado com o uso da Ayahuasca foi a reducdo da conectividade do pré-cuneus. Assim,
uma hipotese para a acdo da Ayahuasca como forma de tratamento, especificamente no caso
da depressao, seria em parte pela modulacao da DMN, no intuito de torna-la similar ao padréo

encontrado em individuos saudaveis.

85



7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS



A estratégia utilizada para a deteccdo da DMN foi bem sucedida, podendo nossos
resultados serem validados por meio da comparagdo com diversos outros trabalhos existentes
na literatura.

A Ayahuasca provocou alteracbes na DMN. Essas alteragdes se deram de duas formas:
diminuigdo do sinal BOLD na maioria das ROI investigadas e aumento do sinal em trés
regides de interesse. Considerando como resultado global a reducéo do sinal da DMN quando
0s voluntérios estavam sob efeito do cha, uma hipotese seria a de que, nesse estado, haveria
reducdo no daydreaming e maior atencéo no fluxo de pensamentos espontaneos.

Além disso, encontrou-se correlacdo negativa entre os escores da escala de mania de
Young (EAM) e a magnitude das redugdes do sinal BOLD em algumas regifes principais da
DMN.

Verificou-se também que a conectividade funcional da DMN sofre modificacfes
quando os individuos estdo sob efeito da Ayahuasca. Observou-se diminuicdo na
conectividade do pré-cuneus, que poderia indicar um estado de consciéncia alterado, mas no
qual a conectividade entre os n6s DMN ainda persiste.

Como perspectivas de trabalhos futuros, uma possibilidade é avaliar o potencial
terapéutico da Ayahuasca em doencas psiquiatricas que apresentam alteragdes na DMN, como

por exemplo, a depressé&o.
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APENDICE



8.1. Apéndice A — Conectividade funcional calculada utilizando-se 0 SPM

Além de realizarmos a analise de conectividade calculando correlagdes de Pearson
entre as seeds (PCC e mPFC), também foi conduzida a andlise de fcMRI voxel-wise
utilizando-se o SPM. A diferenca ¢ utiliza-se as séries temporais médias das seeds para se
como regressores, uma de cada vez, no modelo do GLM. Os mapas de parametros estimados

obtidos, representam assim os mapas de conectividade funcional (Figura 21).

Antes - mPFC Antes - PCC

Figura 21 — Mapas de conectividade funcional obtidos pelo uso do método GLM no software SPM. Observa-se
a semelhanca entre esses mapas e aqueles obtidos pelo calculo de correlagdes de Pearson (Figura 19). Valores de
p ndo corrigidos para multiplas comparacdes (p < 0,05).
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8.2. ANEXO A — Termo de consentimento
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