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En los últimos años, los psicodélicos han despertado un renovado interés científico por su potencial terapéutico. Estudios en personas y en
modelos animales muestran beneficios en depresión, adicciones y enfermedad de Parkinson, entre otras condiciones. Estos efectos se han
vinculado con su capacidad de favorecer procesos de neuroplasticidad (la habilidad del cerebro para generar nuevas conexiones) y de
neuroprotección (mecanismos que ayudan a las neuronas a resistir el daño). Sin embargo, aún se conoce poco sobre cómo actúan a nivel
molecular.
Nuestro proyecto se propuso estudiar de estos mecanismos, enfocándonos en algunos de los compuestos presentes en la ayahuasca —
como la dimetiltriptamina (DMT), harmina y tetrahidroharmina—, tanto por separado como en combinación (“farmahuasca”). También
analizamos a los llamados alcaloides de la iboga, como la ibogaína y su metabolito, la noribogaína.

Nos propusimos responder dos preguntas principales:
1. ¿Pueden estos compuestos estimular la plasticidad neuronal? Para ello, analizamos su capacidad de promover la generación de nuevas
proyecciones neuronales (neuritogénesis) y si potencian la acción del factor de crecimiento nervioso (NGF) en células PC12, un modelo
clásico para estudiar neuronas.
2. ¿Pueden ejercer un efecto neuroprotector? Evaluamos si protegen a las células frente a toxinas como la rotenona o el peróxido de
hidrógeno, y si esta protección se relaciona con propiedades antioxidantes, que medimos mediante un ensayo específico llamado ABTS.

Los resultados de este proyecto aportan información novedosa sobre su capacidad de promover plasticidad en un modelo neuronal
novedoso para estos compuestos, como son las células PC12, estableciendo un protocolo experimental adecuado e identificando al receptor
sigma-1 como elemento clave en la neuritogénesis. Estos hallazgos son relevantes para comprender mejor su potencial terapéutico y su
mecanismos de acción, y podrían inspirar el diseño de nuevas moléculas con actividades mejoradas.
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1. ANTECEDENTES:
1.1. SOBRE EL POTENCIAL TERAPÉUTICO DE PSICODÉLICOS
En los últimos años ha habido un resurgimiento de la investigación sobre psicodélicos,[1]–[9] que han vuelto a despertar interés por su
potencial para el tratamiento de enfermedades que afectan al SNC. Ejemplos de ello son la ayahuasca, la ibogaína y su metabolito
noribogaína. La ayahuasca es una bebida psicodélica de origen amazónico, que ha sido usada durante siglos con fines medicinales y
espirituales.[10] Se prepara por decocción de dos plantas, Banisteriopsis caapi, fuente de alcaloides tipo beta-carbolinas, y una segunda
planta, que contiene al psicodélico N,N-dimetiltriptamina (DMT), usualmente Psychotria viridis. Los componentes principales de la
Ayahuasca son las beta-carbolinas harmina (HAR), tetrahidroharmina (THH) y harmalina (HML), y DMT. [10]–[12] Varios estudios a nivel
clínico y observacional reportan el potencial de la ayahuasca o sus componentes para tratar depresión,[13]–[17] duelo,[18] desórdenes
alimenticios,[19] uso problemático de sustancias [20]–[23] y enfermedad de Parkinson (PD).[24] Adicionalmente, la bebida y sus
componentes muestran interesantes actividades en modelos animales de depresión [25]–[27] y auto-administración de alcohol.[28] La
ibogaína es el alcaloide principal de la corteza de la raíz del arbusto africano Tabernanthe iboga, utilizada durante siglos en ritos de
pasaje y ceremonias espirituales de los Bwiti.[29], [30] Tanto ibogaína como su metabolito mayoritario, noribogaína, han despertado interés
por su actividad reportada de interrumpir la dependencia a diversas sustancias de abuso de manera rápida, sostenida y sin síntomas de
abstinencia.[31]–[36] También se ha descrito una disminución de síntomas relativos a depresión en humanos, [35], [36] y ambas actividades
han sido comprobadas en modelos animales.[37]–[39] 
Si bien los mecanismos moleculares que median los efectos beneficiosos de los psicodélicos aún no se conocen con claridad, se han
relacionado a su capacidad promover fenómenos relativos a la generación de plasticidad neuronal (es decir, la modificación o generación
de nuevas conexiones neuronales) y a la neuroprotección. En este sentido, DMT y noribogaína promueven procesos de plasticidad
estructural (modificación de la arquitectura neuronal) y funcional (relativo a la conectividad neuronal) en cultivos de neuronas corticales
de rata, actividad dependiente del receptor de serotonina 5-HT2A (5-HT2AR), del receptor del Factor Neurotrófico Cerebral (BDNF), TrkB, y
de la vía intracelular de mTOR/Akt.[40],[41] La ayahuasca por su parte, incrementa los niveles de circundantes de BDNF (proteína que
promueve la protección y la palsticidad cerebral) en humanos [42] y su expresión en el hipocampo de ratas,[43] efecto atribuido a la HAR
presente en el brebaje.[44], [45] Recientemente se reportó la actividad neurogénica (generación de nuevas neuronas) de HAR, HML, THH y
HOL in vitro, [46] y de la DMT in vitro e in vivo, siendo esta actividad dependiente del receptor sigma 1 (S1-R).[47] Por último, ibogaína
promueve la expresión de los factores neurotróficos BDNF, NGF (Factor de Crecimiento Nervioso) y GDNF (Factor Neurotrófico Derivado de
Células Gliales) en regiones específicas del cerebro de ratas,[48] lo cual se ha relacionado con su acción como antiadictivo.[49]
Si bien la actividad neuroprotectora de estos compuestos está menos explorada, se ha reportado que HAR, HML y HOL , ayahuasca y
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extractos separados de B. capi y P. viridis tienen efecto neuroprotector contra estrés oxidativo (OS) en las líneas celulares PC12[50] y SH-
SY5Y,[51] ambas muy utilizadas como modelos de neurodegeneración. [52],[53] Aún se desconoce si esta acción neuroprotectora está
mediada por una actividad antioxidante directa o por activación de vías relativas a la neuroprotección. Para ibogaína y noribogaína, no se
encuentra reportada en la literatura su acción neuroprotectora frente a OS. 
La actividad antioxidante y neuroprotectora de los psicodélicos resulta relevante en el campo de las enfermedades neurodegenerativas,
[54] donde las neuronas poseen menor capacidad anti-oxidante aumentando la formación de las (ROS) y provocando daño neuronal por OS.
[55]–[57] 

1.2. SOBRE LA POTENCIACIÓN DE LA NEURITOGÉNESIS MEDIADA POR NGF
Los factores neurotróficos son proteínas liberadas por neuronas o células gliales que, mediante su interacción con un receptor de tipo
tirosinquinasa (Trk), regulan aspectos relativos al desarrollo y la funcionalidad de los circuitos neuronales, incluyendo el crecimiento de
neuritas, la función sináptica y la plasticidad neuronal.[58]–[60] El NGF al unirse a su receptor TrkA, activa al menos una de estas tres
cascadas intracelulares:[60]–[65] 
- PI3-K / Akt: La activación de la fosfatidilinositol-3-quinasa – PI3-K activa la quinasa Akt, principal señal de superviviencia neuronal,
promoviendo además la síntesis proteica y la potenciación sináptica. 
- MEK/Erk: La activación de la quinasa MEK activa Erk, principal regulador de la diferenciación neuronal, promueve el crecimiento de
neuritas y axones. Protege frente a daño, promueve la supervivencia neuronal y la generación de plasticidad.
- PLCgamma: la activación de la fosfolipasa C gamma – PLCgamma regula los niveles intracelulares de Ca2+ y la actividad de la
proteinquinasa C – PKC, resultando en la generación de plasticidad sináptica. PKC puede además activar Erk.
Numerosos reportes en la literatura describen compuestos capaces de potenciar el efecto de bajas concentraciones de NGF sobre la
neuritogénesis en la línea celular PC12. [66]–[79] Las células PC12, ampliamente usadas para el estudio de neurodegeneración y
neuroprotección, responden al NGF sufriendo cambios en su fenotipo y adquiriendo características neuronales como dejar de proliferar,
formar neuritas y establecer conexiones sinápticas.[53], [80], [81] Mediante ensayos de inhibición farmacológica, han identificado como
mediadores de la potenciación de la neuritogénesis vía NGF dicho efecto a las vías mencionadas y los receptores S1R, S2R, TrkA y 5-
HT2AR. [67]–[79]

Dada la relevancia que se ha atribuido a algunos de estos receptores y vías en la acción neuroplástica de los psicodélicos, pensamos en la
posibilidad de un efecto potenciador de NGF para psicodélicos, tratándose de un aspecto de su activad biológica que aún no ha sido
explorado.

2. DESCRIPCIÓN DEL PROYECTO
Basada en lo que conocemos hasta el momento sobre la farmacología de psicodélicos para la generación de plasticidad neuronal,
mediados en parte por los receptores 5-HT2AR, TrkB y S1-R, y la vía de mTOR/Akt; considerando además la literatura existente sobre la
potenciación del NGF sobre la neuritogénesis en células PC12 de compuestos cuya farmacología coincide en parte con los blancos
farmacológicos identificados para psicodélicos (punto 1b), este proyecto se propuso caracterizar el efecto de los alcaloides psicoactivos
mayoritarios la Ayahuasca DMT, Harmina (HAR), y Tetrahidroharmina (THH), su combinación Farmahuasca (FAR), el psicodélico ibogaína
(IBO) y su metabolito activo noribogaína (NOR) sobre la neuritogénesis en células PC12 por sí mismos y en condiciones deficientes de NGF,
en busca de un efecto de potenciación. 
Encontramos interesante estudiar esta actividad como indicativo de la promoción de plasticidad neuronal, ya que la generación de nuevas
conexiones sinápticas requiere de prolongaciones nerviosas cuya pérdida es característica en neurodegneración.[82]–[84] Además,
compuestos capaces de potenciar al NGF incluso cuando se encuentra a bajas concentraciones fisiológicas pueden resultar relevantes en
la terapéutica de enfermedades neurodegenerativas. 
Identificada una acción sobre la neuritogénesis, nos propusimos estudiar vías y receptores implicados mediante el uso de inhibidores
selectivos para las vías PI3K/Akt, MEK/Erk y PLCgamma/PKC y los receptores S1-R, S2-R, 5-HT2AR y TrkA/B. Dichas vías son requeridas
para la diferenciación de PC12 por NGF.[65] Además, recientemente Inserra postuló la modulación de S1R como mecanismo sinérgico a la
modulación de 5-HT2AR,[6] un paradigma novedoso sobre el mecanismo de acción de los psicodélicos ya que históricamente el foco ha
estado sobre 5-HT2AR. [41] Además, S1R es fundamental en la diferenciación de PC12 por NGF.[85] Por otro lado, ibogaína y noribogaína
presentan afinidad por S1R y S2R,[87]–[89] quien media los efectos potenciadores de NGF por rivastigmina,[79] y es un blanco
farmacológico de interés en neurodegeneración.[90] 5-HT2AR, es reconocido como mediador clave de los efectos beneficiosos de los
psicodélicos. [4], [5], [40] Por último, dada la implicancia del receptor de BDNF, TrkB, en la generación de plasticidad por DMT y
noribogaína,[40] y del receptor de NGF, TrkA, en la potenciación de la neuritogénesis por NGF en PC12 por rivastigmina,[79] nos propusimos
evaluar ambos receptores. 
Además, nos propusimos evaluar la actividad antioxidante de DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR mediante los ensayos de ABTS
(colorimétrico) y la neuroprotección en células PC12 diferenciadas frente a dos toxinas generadoras de daño por OS, rotenona y peróxido
de hidrógeno (H2O2). 

En su conjunto, el proyecto buscó aportar al conocimiento sobre la acción neuritogénica de los compuestos psicoactivos mencionados y
sobre vías y receptores implicados. También generar información novedosa sobre su actividad antioxidante y neuroprotectora, y sobre los
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mecanismos implicados. 

OBJETIVOS
Objetivo general: Determinar el efecto de: los alcaloides psicoactivos mayoritarios la Ayahuasca DMT, Harmina (HAR) y Tetrahidroharmina
(THH), su combinación Farmahuasca (FAR), el psicodélico no clásico ibogaína (IBO) y su metabolito activo noribogaína (NOR), sobre aspectos
relativos a la plasticidad y la protección neuronal, así como de los mecanismos moleculares implicados. 

Objetivos específicos:
o Determinar el efecto de DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR sobre la neuritogénesis por sí solos y en condiciones concentraciones bajas de
NGF utilizando la línea celular PC12.
o Caracterizar la implicancia del receptor de serotonina 5-HT2A, los receptores sigma-1 y sigma-2 y las vías intracelulares de Akt, Erk y
PLC? en la acción neuritogénica encontrada.
o Determinar la actividad antioxidante DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR mediante el ensayo de ABTS. 
o Determinar la actividad neuroprotectora de DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR utilizando PC12 diferenciadas como modelo y rotenona y
peróxido de hidrógeno (H2O2) como agentes de daño oxidativo.
o Para los tratamientos identificados como neuroprotectores, estudiar su capacidad de atrapar ROS intracelulares mediante el ensayo de
DCFH-DA y la implicancia de las vías de Akt y Erk.

En el contexto actual, con un renovado interés en la investigación del potencial terapéutico de los psicodélicos y con los efectos
beneficiosos de los mismos a la vista, aún resta mucho por conocer sobre los mecanismos moleculares que median su actividad. Esto
último atañe a la investigación fundamental y básica en el tema. 
El proyecto parte de la base de que los efectos beneficiosos sobre la salud reportados para los psicodélicos son producto de su capacidad
de promover procesos relacionados a la plasticidad y protección neuronal, y propone como hipótesis de trabajo que: 
• Los compuestos DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR tienen acción neuritogénica. Este efecto está mediado por al menos una de las
siguientes vías: Akt, Erk, PLCgamma, y los receptores S1-R, S2-R y 5-HT2AR pueden estar implicados en este efecto.
• DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR tienen acción antioxidante y neuroprotectora. 

METODOLOGÍA:
1. Evaluación del efecto sobre la neuritogénesis mediada por NGF en células PC12
Existen numerosos reportes sobre compuestos potenciadores de la diferenciación de PC12 con bajas concentraciones de NGF. [66]–[68],
[70]–[79] Esta actividad aún no se encuentra explorada en psicodélicos, por lo que es interesante en sí misma. Esto se evaluó como se
describe a continuación:
1.1. Determinación de la concentración mínima de NGF: 
Dado que se busca un efecto de tipo potenciador, la concentración de NGF se optimizó tal que el porcentaje de células con neuritas sea
cercano al 15%. [72] Para ello, se evaluó el rango 1-100ng/mL de NGF y se determinó su Concentración Efectiva 50 (CE50) y la concentración
mínima necesaria de NGF (NGFmin) para alcanzar entre 10% y 25% de células con neuritas. Además, fue necesario determinar la densidad
óptima de células por pocillo para el experimento, ya que se la densidad celular es alta no es posible diferenciar con claridad células con
neuritas y células sin neuritas. Las células fueron tratadas por 72h con NGF en el rango mencionado, incluyendo pocillos sin tratamiento
como controles.
1.2. Lectura del experimento y tratamiento de datos:
El MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio) se suele utilizar en ensayos de viabilidad celular ya que las enzimas
mitocondriales de células viables reducen el MTT a formazán (coloreado). [95], [107] En este caso, se utilizó para teñir las células viables y
posteriormente fijarlas con paraformaldehído 4% y tomar fotografías (entre 4 y 6 fotografías por tratamiento). Utilizando el software
ImageJ se determinó por conteo manual el porcentaje de células con neuritas. 
1.3. Obtención de DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR; inhibidores farmacológicos.
DMT, HAR, THH, IBO y NOR fueron sintetizados en el Laboratorio de Síntesis Orgánica (LSO) de la Facultad de Química, UdelaR como parte
de nuestras colaboración activa con el grupo del Dr. Ignacio Carrera, participante del proyecto. FAR se preparó a partir de los
componentes mayoritarios de la Ayahuasca tomando como referencia la composición de Ayahuasca reportada recientemente por el grupo
de Carrera.[11] Los inhibidores farmacológicos fueron de comercial.
1.4. Efecto potenciador de NGF por DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR:
Las células PC12n se trataron con concentraciones 1, 5 y 10µM de los compuestos, en presencia y en ausencia de NGFmin, durante 72h. Se
determinó el porcentaje de células con neuritas para cada tratamiento y se utilizó el programa GraphPad para el tratamiento estadístico
de los datos. 
1.5. Estudio de las vías implicadas:
Se inhibieron selectivamente las vías de PI3K/Akt, MEK/Erk y PLCgamma/PKC usando inhibidores específicos para bloquearlas de
manera independiente y determinar su implicancia la neuritogénesis.[65], [108] 

Metodología/Diseño del estudio
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1.6. Implicancia de los receptores S1R, 5-HT2AR y TrkA/B 
Se realizó de manera análoga a lo descrito en el punto 1.5, utilizando los inhibidores correspondientes.

2. Actividad antioxidante y neurorpotectora 
Se evaluó la acción antioxidante de DMT, HAR, THH, FAR, IBO y NOR utilizando el ensayo de ABTS y la neuroprotección contra rotenona y
H2O2 con el ensayo de MTT. Los ensayos sobre células se realizaron sobre PC12dif. 
2.1. Actividad antioxidante: Se realizó el ensayo de ABTS (ABTS: 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) como evaluación preliminar
de la actividad. Este experimento permite determinar espectrofotométricamente la capacidad de un compuesto de atrapar radicales.[109]
Esto es de interés ya que la acción antioxidante de algunos de estos compuestos no estaba explorada.
2.2. Neuroprotección: Se evaluó el efecto neuroprotector contra rotenona y H2O2 [96] utilizando el ensayo de MTT para comparar la
viabilidad de PC12dif pre-tratadas con los compuestos contra las que solo recibieron toxina. La elección de estas toxinas se basó en la
experiencia del grupo, su extenso uso en modelos de neurodegeneración y en que representan dos tipos de daño diferente e interesante
de estudiar. [95], [97], [110]–[112]
2.3. Ensayo de DCFH-DA: para aquellos tratamientos con mejor actividad neuroprotectora se propuso utilizar el ensayo de DCFH-DA, el
cual permite determinar la capacidad de atrapar ROS intracelularmente. DCFH-DA es una sonda que ingresa a la célula y, en presencia de
ROS, emite fluorescencia. Una disminución respecto al control (H2O2 o rotenona solos) de fluorescencia se asocia al atrapamiento de ROS
intracelulares por el tratamiento recibido.[95],[107] Esto permitiría determinar si existe relación entre esta acción y la neuroprotección.
2.4. Inhibición farmacológica: para determinar la implicancia de las vías de Akt y Erk en la acción neuroprotectora.

En este proyecto evaluamos el efecto de distintos alcaloides psicoactivos presentes en la Ayahuasca —dimetiltriptamina (DMT), harmina
(HAR) y tetrahidroharmina (THH)—, su combinación conocida como “Farmahuasca” (FAR), así como de la ibogaína (IBO) y su metabolito
noribogaína (NOR), sobre procesos relacionados con la plasticidad y la protección neuronal.

En primer lugar, analizamos la capacidad de estos compuestos para promover neuritogénesis en células PC12, tanto en ausencia como en
presencia de concentraciones bajas de factor de crecimiento nervioso (NGF). Encontramos que DMT fue el único compuesto capaz de
inducir un aumento significativo en el porcentaje de células con neuritas y, además, potenciar la diferenciación mediada por NGF. Ninguno
de los otros alcaloides ensayados mostró este efecto. La combinación FAR no fue evaluada en esta etapa, dado que priorizamos otros
experimentos.

Posteriormente, exploramos los mecanismos moleculares involucrados en la acción de DMT mediante el uso de inhibidores selectivos.
Evaluamos la participación de receptores como 5-HT2A, sigma-1 y Trk, y de vías intracelulares como Akt, Erk y PLCgamma. 
Nuestros resultados indican que la neuritogénesis mediada por DMT en células PC12 depende de los receptores Trk y Sigma-1, ya que al
tratar las células con DMT en presencia del inhibidor correspondiente, la acción neuritogénica se pierde. Es interesante destacar que la
inhibición del receptor 5-HT2A, el cual se ha vinculado a la acción neuroplástica de DMT en neuronas de corteza, no modifica el porcentaje
de células PC12 que desarrollan neuritas sugiriendo otras vías neuroplásticas para este compuesto según el tipo neuronal en cuestión. En
lo que refiere a las vías intracelulares evaluadas, Akt y PLCgamma nos necesarias para la acción neuritogénica de DMT mientras que la
vía de Erk no parece estar implicada. 
Al combinar DMT con NGFmin y cada inhibidor de los mencionados, encontramos que la inhibición de Trk elimina toda acción neuritogénica,
llevando los porcentajes de células con neuritas al valor del vehículo. Esto es razonable ya que la neuritogénesis en células PC12 requiere
sí o sí de la activación de Trk. Por su parte, la inhibición de los receptores S1R y 5-HT2A no disminuyó el porcentaje de PC12 con neuritas.
Esto es interesante compararlo con lo obtenido con DMT sola, en ausencia de NGFmin, ya que nos sugiere que DMT y NGF presentan
mecanismos diferentes para la neuritogénesis en PC12. Además, el hecho de que el receptor S1R se necesario para la acción de DMT pero
pierda relevancia en presencia del NGF, podría indicar una relación entre la activación de S1R y Trk mediada por DMT. 
Al evaluar las vías intracelulares implicadas en la neuritogénesis de DMT+NGFmin, encontramos que inhibir las vías de Akt y PLCgamma el
porcentaje de células con neuritas disminuye hasta valores comparables a NGFmin solo. La vía de Erk parece no participar. Si
relacionamos estos resultados con la obtenida con los inhibidores de S1R y Trk, podríamos pensar que Akt y PLCgamma podrían activarse
tanto vía Trk como S1R, lo cual se encuentra reportado en otros sistemas.

Examinamos también la actividad antioxidante de todos los compuestos utilizando el ensayo de ABTS. Todos ellos mostraron capacidad de
atrapar especies reactivas. En cuanto a la actividad neuroprotectora, evaluamos los compuestos frente a daño oxidativo inducido por
rotenona y peróxido de hidrógeno en células PC12 diferenciadas. Ninguno de los tratamientos ensayados mostró efectos protectores
significativos, lo que impidió avanzar con los estudios mecanísticos de ROS intracelulares y de señalización a través previstos.

Finalmente, dado que DMT fue el único alcaloide con actividad neuritogénica, decidimos ampliar nuestro abordaje hacia otro psicodélico de
interés, la psilocina, que también mostró un efecto positivo sobre la formación de neuritas. Actualmente, estamos profundizando en el
estudio de su mecanismo de acción de manera análoga a lo realizado con DMT.

Resultados, análisis y discusión
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El proceso de publicación de estos resultados se encuentra en curso. El manuscrito fue enviado inicialmente a la revista Neurotoxicity
Research, donde recibimos sugerencias de modificaciones y cambio de destino. Actualmente, estamos preparando una nueva versión para
ser enviada a Molecular and Cellular Biology.

El proyecto permitió evaluar de manera sistemática el potencial de distintos alcaloides psicoactivos de la ayahuasca (DMT, harmina y
tetrahidroharmina), su combinación sintética (“farmahuasca”), así como la ibogaína y la noribogaína, en relación con la plasticidad neuronal
y la neuroprotección.
Se extraen las siguientes conlcusiones:
- DMT promueve la neuritogénesis en células PC12.
- DMT tiene un efecto de tipo aditivo en la neuritogénesis mediad por bajas concentraciones de NGF.
- Los receptores S1R y Trk son necesarios para la acción neutitogénica de DMT.
- Solo el receptor Trk parece ser imprescindible para la acción neuritogénica de la combinación de DMT con NGFmin.
- Ibogaína, noribogaína, tetrahidrohamrina y harmina no promueven la neuritogénesis en PC12 en las condiciones ensayadas.
- Todos los compuestos ensayados tiene la capacidad de atrapar al radical catiónico ABTS*
- Ninguno de los compuestos evaluados protege a la células PC12 contra el daño causado por rotenona ni por H2O2.

Conclusiones y recomendaciones
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