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Resumen

Los psicodélicos naturales han sido utilizados durante siglos con fines espirituales y medicinales,
y han despertado interés cientifico por su potencial terapéutico. La ayahuasca es una bebida
psicodélica de origen amazodnico preparada por decoccién de P. viridis y B. caapi. Se compone
mayoritariamente de N,N-dimetiltriptamina (DMT) y las B-carbolinas harmina (HAR), harmalina
(HML) y tetrahidroharmina (THH). Numerosos estudios reportan su potencial para el tratamiento
de depresion, uso problematico de sustancias y, de nuestro interés, la enfermedad de Parkinson,
entre otros. Esto se ha vinculado al probable efecto neuroprotector de la ayahuasca y/o sus
componentes, hipdtesis en que nos basamos.

Dada la implicancia del estrés oxidativo (EO) en neurodegeneracién, nos propusimos evaluar la
actividad antioxidante de DMT, B-carbolinas mayoritarias y farmahuasca (FH) mediante el ensayo
de ABTS, que relaciona la desaparicién del radical coloreado ABTS* con la capacidad antioxidante
del compuesto en estudio. Ademas, evaluamos su accion neuroprotectora contra peroxido de
hidrégeno (generador de EO generalizado) y rotenona (inhibidor mitocondrial), utilizando el
ensayo de viabilidad celular MTT y la linea celular PC12 como modelo, ampliamente utilizada para
estudiar neuroproteccion.

Los resultados obtenidos sefialan hacia una actividad antioxidante por parte de la DMT, HML, THH
y FH, mientras que la HAR no mostro actividad antioxidante. De las concentraciones evaluadas,
la DMT no mostro toxicidad para ninguna de ellas, la HAR lo hizo Unicamente para la
concentracion mas alta evaluada, 20uM, mientras que la FH resulté toxica para las
concentraciones 0.5, 1 y 5uM. Finalmente, los ensayos de neuroproteccién no mostraron que
alguna de las concentraciones testeadas de FH, HAR o DMT tuvieran la capacidad de proteger a
las células PC12 contra la rotenona o H;0..
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Introduccion

Los psicodélicos naturales se han utilizado durante siglos por muchas culturas, tanto en
ceremonias religiosas y espirituales como con fines medicinales (Brito-da-costa et al., 2020;
Nichols, 2016). En los ultimos afios, los psicodélicos han vuelto a despertar enorme interés por
su potencial uso para el tratamiento de una variedad de enfermedades que afectan al sistema
nervioso central (SNC), lo cual se ve reflejado en el aumento reciente y considerable en las
publicaciones cientificas relacionadas al tema (Aday et al., 2020; Belouin & Henningfield, 2018;
Cameron & Olson, 2018; Carhart-Harris & Goodwin, 2017; Flanagan & Nichols, 2018; Inserra et
al., 2021; Nutt et al., 2020; Vann Jones & O’Kelly, 2020).

La ayahuasca, cuyo nombre se traduce del quechua como “liana de los espiritus o de los muertos”,
es una bebida originaria de la selva amazdnica consumida por pueblos originarios en Brasil,
Bolivia, Ecuador y Peru. Se prepara mediante la decoccidon de las hojas de Psychotria viridis y las
raices de Banisteriopsis caapi y luego se consume en forma de té. Originariamente se utiliz6 como
elemento central de la religidn, en ritos de iniciacién y con fines medicinales por su capacidad de
“conexion con lo divino”. En los afios 1930s, esta bebida se expandidé de sus usos chamanicos
tradicionales en la selva amazdnica al uso por grupos religiosos sincréticos en todo Brasil v,
posteriormente, 4 décadas atras, su uso se extendid a todo el mundo con fines espirituales,
medicinales y religiosos (R. G. dos Santos & Hallak, 2021; Niznansky et al., 2022).

En los ultimos afios, debido al renovado interés en el potencial terapéutico de los psicodélicos, la
ayahuasca y sus componentes principales han captado la atencidn de la comunidad cientifica.
Tanto estudios a nivel clinico como observacionales reportan el beneficioso uso de la ayahuasca
0 sus componentes para el tratamiento de depresion (de Osério et al., 2015; Dominguez-Clavé et
al., 2022; Palhano-Fontes et al., 2019; Sanches et al., 2016; Zeifman et al., 2021), duelo (Gonzalez
et al., 2019), desdrdenes alimenticios (Lafrance et al., 2017), uso problemdatico de sustancias
(Apud, 2021; Apud Peldez, 2020; Barbosa et al., 2018; Fabregas et al., 2010) y enfermedad de
Parkinson (EP) (Serrano-Duefias et al., 2001), entre otros (Cameron & Olson, 2018; Dominguez-
Clavé et al., 2016; R. G. dos Santos et al., 2017; R. G. dos Santos & Hallak, 2021; Inserra et al.,
2021; Simdo et al., 2019). Mas aun, a nivel pre-clinico en modelos de animales de depresion
(Cameron et al., 2018; Ferraz et al., 2019; Pic-Taylor et al., 2015) y auto-administracién de alcohol
(Gianfratti et al., 2022), se evidenciaron interesantes actividades de esta bebida y sus
componentes. En esta linea, al dia de hoy, son varios los estudios que reportan su seguridad
fisiologica, permitiendo utilizar esta bebida con fines terapéuticos (Guimaraes dos Santos, 2013;
Nichols, 2016). Para citar algunos ejemplos, un estudio realizado en 2020 concluyé que la
administracién crénica de ayahuasca en concentraciones similares a las usadas en los rituales
religiosos no presenta toxicidad en ratas Wistar (Colago et al., 2020). Adicionalmente, una
investigacion sobre los efectos en personas de consumo frecuente de ayahuasca en Peru asocio
esta practica con longevidad, vigor fisico y agudeza mental. Individuos pertenecientes a religiones
sincréticas que utilizan Ayahuasca por mas de 30 afios no presentan problemas de salud debido
a su consumo. Ademas, estudios sobre efectos a largo plazo en humanos muestran que no hay
toxicidad fisiolégica o alteraciones psicoldgicas y que se encuentran mejoras en lo que respecta a
depresion, pensamiento cognitivo y mindfulness (Bouso et al., 2012; Estrella-Parra et al., 2019;
NiZznansky et al., 2022).



En lo que refiere a su composicion, los principales componentes de la ayahuasca son la N,N-
dimetiltriptamina (DMT) proveniente de P. viridis y alcaloides beta-carbolinicos (o alcaloides de
harmala), siendo los mayoritarios harmina (HAR), tetrahidroharmina (THH) y harmalina (HML),
provenientes de B. capii (fig. 1). La DMT es el principal compuesto psicoactivo mientras que las
beta-carbolinas inhiben reversiblemente la enzima monoamina oxidasa A (MAO-A). Esta
inhibicion de la MAO-A es lo que permite la accion de la DMT en el sistema nervioso central
cuando es consumida oralmente como en la Ayahuasa, ya que la DMT no es activa por esta via
dada a su degradacion periférica por la MAO-A (Cameron & Olson, 2018; Rodriguez et al., 2022;
B. W. L. Santos et al., 2022). De esta manera, la forma de preparacidon y composicién de la
ayahuasca aseguran la inhibicién de esta enzima, lo que permite que la DMT llegue a su sitio de
accién, el cerebro (Cameron & Olson, 2018; Samoylenko et al.,, 2010; Simdo et al., 2019).
Adicionalmente, las beta-carbolinas han demostrado actividad neuroprotectora, neurogénica,
ansiolitica y antidepresiva, entre otras (Cameron & Olson, 2018; Samoylenko et al., 2010; B. W. L.
Santos et al., 2022; Simdo et al., 2019)
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Figura 1. Ayahuasca (b) preparada a partir de B. cappi (a) y P. viridis (c). Estructuras quimicas de los principales
componentes de la ayahuasca (d): HAR 1, THH 2, HML 3, DMT 4. Imagenes extraidas de ACS Omega 2022, 7, 14,
12307-12317.

A pesar de que los mecanismos moleculares que median los efectos terapéuticos mencionados
de la ayahuasca no se conocen con claridad aun, se han relacionado a su capacidad de actuar
sobre fendmenos relativos a la neuroplasticidad (Cameron & Olson, 2018) y neuroproteccion
evidenciados en diferentes modelos in vitro e in vivo. En lo que refiere a su actividad
neuroprotectora, ésta aln se encuentra poco explorada, pero se ha visto que tiene la capacidad
de incrementar los niveles circundantes del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) en
humanos (de Almeida et al., 2019) y su expresion en el hipocampo de ratas (Colaco et al., 2020),
efecto que se ha atribuido a la B-carbolina harmina presente en el brebaje (Fortunato et al., 2009,
2010). Por su parte, las B-carbolinas harmalina y harmalol han mostrado un efecto
neuroprotector contra estrés oxidativo (EO) generado por la neurotoxina MPTP (1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina) en la linea celular PC12 (Lee et al., 2000), y la ayahuasca, la harmina y
extractos separados de B. capi y P. viridis protegen las células de la linea SH-SY5Y contra el dafo
por EO generado por la 6-OHDA (Katchborian-Neto et al., 2020). Ambas lineas celulares son muy



utilizadas como modelos in vitro de neurodegeneracién (Malagelada & Greene, 2008; Xicoy et al.,
2017). La linea celular PC12 se utiliza como modelo de neurona catecolaminérgica mientras que
las SH-SY5Y como modelo de neuronas dopaminérgicas. Recientemente se reportd la actividad
neurogénica de la DMT in vitro e in vivo (Morales-Garcia et al., 2020), actividad dependiente del
receptor sigma 1 (c1-R), del cual la DMT es el Unico ligando enddgeno conocido (Fontanilla et al.,
2008).

Esta acumulacién de datos en las ultimas 2 décadas sobre diferentes propiedades de la ayahuasca
y sus componentes es de suma relevancia en relacion a las enfermedades neurodegenerativas.
Estas patologias se caracterizan por el daino y pérdida progresiva de células neuronales, llevando
a funciones cognitivas y motoras comprometidas. Dentro de estas enfermedades encontramos a
la enfermedad de Alzheimer (AD), la enfermedad de Parkinson (PD) y la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), entre otras (Liu et al., 2017). A pesar de que el desarrollo de estas patologias
afecta regiones distintas del cerebro y tienen etiologias diferentes, se han observado similitudes
en los procesos moleculares y celulares que conducen a la neurodegeneraciéon. Una de las
caracteristicas que se ha observado que comparten todas ellas es el EO resultante de un aumento
en los niveles de Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) (Teleanu et al., 2022). Las ROS son
moléculas quimicamente reactivas generadas naturalmente en las células, principalmente por la
mitocondria como un subproducto de la respiracion celular, y juegan un rol importante en mediar
actividades celulares como la inflamacidn, la supervivencia celular y respuestas al estrés, entre
otros. En condiciones normales, sus niveles intracelulares son mantenidos bajos mediante
sistemas antioxidantes (Liu et al., 2017; Teleanu et al., 2022), sin embargo, cuando existe una
disfuncidon mitocondrial, estrés de reticulo o neuroinflamacién, el balance redox de la célula se
tiende a romper y se acumulan ROS o radicales libres. Este aumento lleva al deterioro oxidativo
de varias moléculas involucradas en diferentes procesos regulativos, causando EOQ, que se define
como una ruptura en el balance de los niveles entre pro-oxidantes y antioxidantes (Liu et al., 2017;
Teleanu et al., 2022). El EO afecta el funcionamiento celular y eventualmente puede llevar a su
muerte.

A pesar de que las ROS no parecen ser un factor desencadenante de las enfermedades
neurodegenerativas, es muy probable que si exacerben la progresion de las mismas mediante el
dafio oxidativo, promoviendo alteraciones mitocondriales y la acumulacién de proteinas mal
plegadas. La acumulacidn de proteinas mal plegadas lleva a su vez a una respuesta inflamatoria
en el cerebro que exacerba la generacidon de ROS y consecuentemente de EO (Liu et al., 2017).
Por lo tanto, debido a que las neuronas son particularmente sensibles al EO por sus bajos niveles
de antioxidantes y alto metabolismo (Chenyr et al., 2012), este jugaria un rol clave en la
patogénesis de estas enfermedades.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, la ayahuasca y/o sus componentes podrian ser una
estrategia efectiva para la prevencién y/o tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas,
por lo que resulta sumamente relevante profundizar en las capacidades antioxidantes vy
neuroprotectoras de la ayahuasca y sus componentes individuales.

Es asi que el objetivo general de este trabajo es caracterizar la actividad antioxidante y
neuroprotectora de la farmahuasca (preparado sintético que emula la composicién de la
Ayahuasca) y sus componentes mayoritarios. Para llevar a cabo esto, en una primera etapa se
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evalud la capacidad de la farmahuasca (FH), DMT, HAR, HML y THH de atrapar el radical catiénico
ABTS como indicativo de su efecto antioxidante directo. Luego, en una segunda etapa, se evalud
la capacidad neuroprotectora de estos compuestos contra perdxido de hidrogeno y rotenona en
cultivos de células PC12 diferenciadas. En todos los casos, se evalué previamente la toxicidad de
estos tratamientos en esta misma linea celular.

Materiales y métodos

Dado que tanto la DMT como la Ayahuasca son sustancias controladas en nuestro pais, es
relevante aclarar que se cuenta con las habilitaciones correspondientes para el trabajo con DMT
Yy, por no contar con la habilitacidon para trabajar con Ayahuasca, se utilizd FH para realizar este
trabajo.

1. Farmahuasca y componentes principales

La HAR y HML utilizadas para las preparaciones son comerciales (Sigma-Aldrich), la DMT y THH
fueron sintetizados en el Laboratorio de Sintesis Orgdnica de la Facultad de Quimica, UdelaR, con
el cual tenemos una colaboracién activa. La FH utilizada fue preparada en nuestro laboratorio.
Los compuestos individuales en forma de sales fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) para
preparar las soluciones stock 10mM. La THH y HAR se usaron como clorhidratos y la DMT como
sal de fumarato en una relacién 2:1.

Para la preparacién de la FH, se pesé la cantidad de mg de cada componente que corresponde a
su proporcioén en la ayahuasca para una concentracién final de DMT de 10mM (la concentracidn
de cada componente se ajusta segln las relaciones de la Tabla 1y provienen del trabajo realizado
por el grupo del Dr. Carrera en la Facultad de Quimica (Rodriguez et al., 2022)) y se disolvié en
DMSO. Para la HAR, como se encuentra en muy baja proporcidn, se prepard una solucién 10mM
y se agreg6 el volumen que correspondia a la proporcidn presente en la ayahuasca.

Alcaloide mg/g de Ayahuasca Porcentaje (%)
DMT 1.195 12.3

Harmina 5.845 59.5
Tetrahidroharmina 2.595 26.8
Harmalina 0.142 1.5

Tabla 1. Alcaloides mayoritarios de la ayahuasca y su proporcién por mg de ayahuasca y relativa.

2. Actividad antioxidante
El primer ensayo que se realizé fue el ensayo de ABTS (ABTS: 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonato atacando). Este ensayo se utiliza ampliamente para evaluar la capacidad antioxidante
de productos naturales como frutas, verduras, plantas medicinales, aceites, entre otros, debido
a su aplicabilidad en fases acuosas y lipidicas. Es una técnica que se basa en la decoloracidn del
catién radical ABTS+, el cual se produce por la oxidacién de ABTS con persulfato de amonio
durante 24 horas (Moon & Shibamoto, 2009). Este ABTS+ tiene una absorcién de cromdforo azul-
verde con un maximo de absorcidn a una longitud de onda de 734nm. Cuando a esta solucién de
ABTS+ se le agrega un agente antioxidante, el catién radical del ABTS inestable se reduce y pierde
su color azul-verde caracteristico (Re et al., 1999), evidenciado por una disminucion de la
absorbancia a 734nm y puede relacionarse con el poder antioxidante del compuesto en



evaluacion. Se expresa como porcentaje (%) de inhibicion del radical ABTS*+: cuanto mayor sea
el % de inhibicion, evidenciado por la pérdida de color del radical ABTS+, mayor capacidad
antioxidante. Es decir, si el compuesto a evaluar tiene capacidad antioxidante, sera capaz de
captar este radical libre y reducirlo.

En este sentido, se probaron diferentes concentraciones de los componentes principales de Ia
ayahuasca individualmente (DMT, HAR, HML y THH) y de la FH, en referencia a un blanco con el
fin de determinar su capacidad antioxidante.

El rango de concentraciones utilizado fue de 1uM a 50uM para todos los componentes
individuales. Para la FH se utilizd el mismo rango de concentraciones expresado como
concentraciéon de DMT.

3. Protocolo ensayo de ABTS

Para este ensayo primero se preparo la soluciéon de ABTS*. Para esto, se realizd, por un lado, una
soluciéon de ABTS a partir de 19mg de ABTS en polvo y 5mL de H,0O mQ, y por otro lado se prepard
una solucién oxidante con 8mg persulfato de amonio, (NH4),S20s, y 250uL H,O mQ. Para preparar
finalmente la solucion de ABTS*, a la solucién de ABTS en H,0 se le agregaronn 88uL de la
solucién de persulfato de amonio. Esto se agitd y se dejé reposar toda la noche en la oscuridad
tapado con parafilm. Pasadas las 24hs y previo a utilizar esta solucién, la misma fue filtrada y
posteriormente diluida en PBS 5mM hasta lograr una absorbancia de 0.7 +/- 0.05 UA. Con esta
solucion de ABTS* se ensayaron los compuestos de interés. Para ello, se prepararon soluciones
en DMSO de los compuestos tal que al diluirlos 100 veces (100x) con ABTS* (de absorbancia
ajustada a 0.7£0.05) las concentraciones finales fueran: 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 50uM. Las soluciones
en ABTS* se agitaron con vortex, se pasaron 200ul/pocillo a una placa multiwell de 96 pocillos y
se midio la absorbancia a 734nm en un lector de micro placas de fluorescencia (Varioskan Flash,
Thermo Scientific). Se midieron 2 réplicas por cada solucién y como control (inhibicidn de 0%) se
utilizdé una solucién vehiculo (DMSO) en ABTS*.

4, Cultivo celular PC12

Para evaluar la capacidad neuroprotectora de la FH y sus componentes principales, se utilizaron
cultivos celulares diferenciados de la linea celular PC12. Esta linea celular deriva de un
feocromocitoma de médula adrenal de rata y una caracteristica que la hace muy aprovechable
es su capacidad de responder al factor de crecimiento nervioso (NGF). Cuando se cultivan
Unicamente en medio RPMI con sueros, estas células tienen una morfologia redonda y proliferan
a una gran densidad celular. Sin embargo, cuando se les agrega NGF al medio, estas se
diferencian: dejan de dividirse y adquieren varias caracteristicas de neuronas maduras, como son
la excitabilidad, la formacién de neuritas y de redes neuronales (Teng et al., 2006). Esta linea
celular es frecuentemente utilizada como modelo de neurona por su facil uso y manejo, es
éticamente conveniente ya que no se utilizan animales de experimentacion y responden a toxinas
usadas comunmente en ensayos para evaluar neuroprotecciéon y neurodegeneracién como son
las toxinas mitocondriales 6-hidroxidopamina o la rotenona. Adicionalmente, es una linea celular
con la cual el grupo tiene amplia experiencia. Estas ventajas y considerando que estamos en
etapas de screening, las convierten en un muy buen modelo a pesar de no representar un tejido
neuronal in vivo.



PC12 naive (PC12n)
a. Preparacién del sustrato:

Las células PC12 son células adherentes y para su adhesion al sustrato (en nuestro caso: botellas
de 25cm? y placas multiwell de 96 pocillos) requieren que placas y botellas se recubran
previamente con colageno. Para esto, se prepard una solucion de coldgeno con las siguientes
proporciones por mL de solucién: 860ul de H,O estéril, 100ulL de acido acético 0.2% y 40uL de
colageno concentrado (preparado en el laboratorio y previamente evaluado para determinar su
dilucién adecuada para ser usado como sustrato para estas células). Las botellas se recubrieron
con 2mL de esta solucion y las palcas con 80uL por pocillo. Se las incubé en estufa entre 2 y 48
horas, se lavaron con H;0 estéril y pueden utilizarse o almacenarse en heladera a 4°C por hasta
un mes.

b. Mantenimiento de la linea (Fig. 2): = pci2n
Las células desdiferenciadas (PC12 naive) -5 . -
se cultivaron en RPMI (85%), suero de .D . :
caballo (HS, 10%), suero bovino fetal (FBS, Medio PC12 —¥ /*E I
5%) y antibidtico Bt e
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Figura 2. Esquema del mantenimiento de la linea celular

Fig.2). PC12 desdiferenciada (PC12n).

PC12 diferenciadas (PC12dif) (Fig. 3)

Para diferenciar a las células PC12n, en el dia 1 se sembraron 2x10° células naive en una botella
de 25cm? previamente recubierta con coldgeno y en un volumen total final de 5SmL de RPMI sin
suero, con 0.1% de p/s y 2uL de NGF por mL. Se les agregd igual volumen de NGF cada 48 horas
(dias 1, 3 y 5 del procedimiento). El dia 5 se las dejé incubar por 72 horas en estufa a 372C en
atmoésfera de 5% de CO,. Pasado este tiempo, se las sembrd en placas de 96 pocillos, a una
densidad de 25000 células y 80uL por pocillo, en RPMI sin suero, con 0.1% de p/sy 2uL/mL de
NGF, para realizar los experimentos (Dia 1, Fig. 4).
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Figura 3. Esquema del protocolo de diferenciacién de las células PC12n

5. Evaluacién de la viabilidad/toxicidad

Cuando se desea evaluar neuroproteccion por un compuesto determinado, es crucial comenzar
por examinar la toxicidad de las drogas en cuestién, de manera de conocer el rango de
concentraciones que no afectan, en este caso, a las células PC12 diferenciadas. Para esto se
realizd el ensayo de viabilidad de MTT ((4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro de
tetrazolio). Este método mide la actividad metabdlica de las células e involucra la reduccién del
MTT (de color amarillo, soluble en agua) a formazan (de color purpura, insoluble), por la accién
de las reductasas mitocondriales (Kumar et al., 2018). Las células viables son capaces de reducir
el MTT a formazan, mientras que las no viables no. El formazan se disuelve en DMSO vy la
viabilidad de las células se relaciona con la medida de absorbancia del formazan a 540nm. A
mayor color violeta (mayor absorbancia a 540nm), mayor viabilidad celular, denotando una baja
toxicidad de la droga hacia las células. Este método es extensamente utilizado gracias a su
simplicidad y efectividad. Para esta investigacién, se evaluaron diferentes concentraciones de FH,
de su componente mayoritario, HAR, y su componente psicoactivo, DMT, en el rango 0.01 a
10uM.

Para testear la toxicidad de los compuestos en investigacion se realizé un procedimiento de 5
dias (Fig. 4A) en el cual el dia 1 se sembraron las células PC12dif en placas de 96 pocillos,
previamente recubiertas con colageno y en el dia 3 se trataron con los compuestos. Se realizaron
diferentes soluciones a partir de las soluciones stock 10mM en DMSO de forma tal que la
concentracidn final una vez que se agregaran a la placa fueran las deseadas. En nuestro caso, las
concentraciones finales fueron en un rango de 0.05uM a 20uM para la HAR, 0.01uM a 5uM para
la FH y 0.01uM a 10uM para la DMT. Se hicieron réplicas de 4 pocillos para cada concentracion
por compuesto. Ademas, se agregaron pocillos control en los que las células recibieron
unicamente RPMI y vehiculo. Esta placa se incubd por 48hs en estufa con las mismas condiciones
mencionadas anteriormente. Al quinto dia se realizé el ensayo de MTT segun el procedimiento
descrito en el punto 6.
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Figura 4. Esquema del protocolo de toxicidad y neuroproteccion en células PC12dif.
A. Protocolo ensayo de toxicidad de los compuestos (DMT, HAR y FH)
B. Protocolo ensayo de toxicidad de las toxinas (Rotenona y H203)
C. Protocolo ensayo de neuroproteccion

Dias 1y 5 comun a todos los protocolos.

6. Protocolo ensayo de MTT:
Se agregaron 10ul/pocillo de una soluciéon 20mg/mL de MTT (menos a los pocillos utilizados
como blanco) y se dejo incubar en estufa por 30 minutos. Pasado este tiempo, se descarté el
medio de cultivo y se agregaron 100ul/pocillo de DMSO. Se homogeneizdé mediante agitacion
suave unos minutos y se midié la absorbancia a 540nm en un lector de micro placas de
fluorescencia (Varioskan Flash, Thermo Scientific).

7. Actividad neuroprotectora en PC12dif
A partir de los resultados del ensayo de toxicidad se determinaron las concentraciones a utilizar
en los ensayos de neuroproteccidon. Para estos ensayos, se utilizaron perdxido de hidrogeno
(H203) y rotenona como toxinas, ambas muy usadas como modelos de neurodegeneracioén in



vitro (Echeverry et al., 2015a, 2021; Giordano et al., 2012; Martinez-Busi et al., 2019; Sherer et
al., 2003). El esquema general del ensayo consistié en el uso del ensayo de MTT para comparar
la viabilidad de células PC12dif pre-tratadas con los compuestos de interés contra las que solo
recibieron una u otra toxina y asi determinar su potencial neuroprotector. En este sentido, fue
importante definir previamente la concentracidn de cada toxina a utilizar, para cual se realizaron
curvas de dosis, como se detalla a continuacion.

8. Ensayos de toxicidad de rotenona y H,O>
Previo a realizar los ensayos de actividad neuroprotectora, se realizaron ensayos de toxicidad
para determinar la concentracion de las toxinas a utilizar, de forma que la toxina mate un
porcentaje de células lo suficientemente elevado como para poder observar una diferencia de
sobrevida con el control, pero no tanto como para que el dafio provocado resulte irreversible. Se
busca que la toxina mate entre 50% y 70% de las células.
La rotenona es un inhibidor sistémico del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, lo
gue genera una deprivacién de energia en la célula y causa EO (Cannon et al., 2009; Perucho et
al., 2017). Por su parte, el peréxido de hidrégeno es un generador de EO generalizado: es un
agente oxidante en si mismo vy, si bien no es un radical libre, cuando interacciona con diferentes
metales dentro de la célula, puede ser convertido facilmente a OH*, uno de los radicales libres
mas toxicos para la célula, generando un estado de estrés generalizado dentro de la célula
(Chen>x et al., 2012; Ransy et al., 2020; Sanders & Greenamyren, 2013).
Para el caso de la rotenona, se testearon dos concentraciones, 40 y 50uM, ya que son las
concentraciones usualmente utilizadas en nuestro laboratorio y se partié de una solucién stock
de concentracion 100mM. En el caso del H,0;, como su respuesta resulta mas variable,
realizamos una curva de toxicidad, donde las concentraciones fueron de 20uM hasta 100uM, y
se partié de una solucidn stock con concentracion 26mM. Como estas son las concentraciones
finales que deseamos una vez que se agregan las soluciones a la placa, realizamos soluciones 21
veces mas concentradas.
El protocolo experimental utilizado es andlogo al que se usé para evaluar la toxicidad de los
compuestos con un Unico cambio: en vez de tratar las células con los compuestos en el dia 3, se
agrega 4ul/pocillo de cada dilucidon de cada toxina en el dia 4 y se deja incubar en estufa por
24hs. Luego se realiza el ensayo de MTT como se describid previamente (Fig. 4B).

9. Ensayo de neuroproteccién:
Para llevar a cabo los experimentos de neuroproteccidon contra peréxido de hidrogeno y rotenona
se realizé un protocolo analogo al de toxicidad, pero con la adicién del tratamiento con las toxinas
en el dia 4: pasadas las 24hs de haber tratado a las células con los compuestos de interés a las
concentraciones determinadas previamente, se las tratd con rotenona o H,O,. A cada pocillo se
le agregd 4ul de la toxina, salvo a los pocillos de control. A las 24 horas, en el dia 5 del protocolo,
se realizé el ensayo de MTT como se explicé anteriormente (Fig. 4C).

10. Analisis estadistico
Todos los datos fueron analizados utilizando el GraphPad Prism 5.0.
Para los ensayos de actividad antioxidante, los datos se graficaron como porcentaje de inhibicién
de ABTS (%inhABTS*) en funcién de la concentracién de cada compuesto (uM). Ademas, se
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calculd la concentracién efectiva 50 (EC50), que se define como la concentracién a la cual se
inhibe el 50% del radical ABTS, para cada compuesto.

Para los resultados de los ensayos de toxicidad (tanto de los compuestos como de las toxinas),
estos fueron analizados en relacion al vehiculo, por lo que 1 corresponde al 100% de viabilidad y
0 al 0%. En el caso de los datos de neuroproteccidn, se analizaron de la misma manera, pero en
relacidn al tratamiento con la toxina en cuestidn, ya que se deseaba saber si habia diferencia de
sobrevida cuando eran pre-tratadas con los compuestos en comparacion a cuando no. Los datos
se analizaron mediante 1-way ANOVA seguido del post-test de comparacidon multiple de Dunnett.
En todos los casos, los valores se expresan media + desvio estandar, y se considerd una diferencia
como significativa (*) cuando p < 0.05.

Resultados

Actividad antioxidante

Como se menciond en el apartado de materiales y métodos, se ensayaron las concentraciones 1,
5, 10, 15, 20, 25 y 50uM para cada compuesto. Los resultados obtenidos se muestran todos en
conjunto en la Figura 5 e individualmente para cada compuesto en la Figura 6, como % de
inhibicién del radical ABTS* (%inhABTS*) vs. concentracién. Se observo que la DMT, HML y THH
tienen actividad antioxidante y son capaces de inhibir al radical ABTS* casi en su totalidad a 50uM
(Fig. 6A, Cy D). Por su parte, la HAR no mostré capacidad de atrapar al radical libre y reducirlo
(Fig. 6B). Asimismo, la FH también mostro actividad antioxidante (Fig. 6E). Un resultado
interesante es que el EC50 de la FH fue menor al de los componentes individuales (Fig. 6F), lo que
nos llevd a cuestionarnos si habria una sinergia entre los compuestos que hiciera descender la
EC50 (4.1uM para FH vs 15.4uM para DMT, 33.1uM para HML, 13uM para THH). En esta linea,
preparamos una solucién nueva conteniendo Unicamente DMT y THH, los dos componentes
mayoritarios de FH con actividad inhibitoria de ABTS* y una concentracion final de 4.1uM de DMT
y su correspondencia de THH, 8.9uM. Los resultados obtenidos mostraron que efectivamente,
con esa concentracién de DMT y THH, se alcanzaba el EC50 de la FH (Fig. 5, DMT+THH).

100+
§ e DMT
T
i T HAR
E E T i THH
m v HML
P 50+ e} ; % Y FH
< ; 1
< 1t 0 DMT+THH
F
0- I___ 1 T T T T T T 1
FPesoeppodoes e

Concentracién (uM)

Figura 5. Grafica de % de inhibicién del radical ABTS* (%inhABTS*) vs. Concentracion (uM) de todas las
concentraciones testeadas para todos los compuestos individualesy la FH. N =4
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Figura 6. Graficas de % de inhibicidn del radical ABTS* (%inhABTS*) vs. Concentracién (uM) para cada
componente testeado: DMT (A), HAR (B), THH (C), HML (D), FH (E). Las lineas punteadas marcan el EC50 para
cada uno de ellos. (F) Tabla con los EC50 de los componentes mayoritarios y la FH. N = 4

Evaluacion de la toxicidad de los compuestos y de las toxinas
Para la evaluacién de la toxicidad de los compuestos se seleccionaron diferentes concentraciones
de FH, por ser la solucién que imita a la ayahuasca, y cinco concentraciones de HAR y DMT: la
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primera por ser el componente mayoritario de la FH y el segundo por ser el componente
psicoactivo de la misma.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7 como viabilidad celular vs tratamiento
recibido. Como se puede ver, no hay disminucion significativa de la viabilidad con respecto al
vehiculo para ninguna de las concentraciones de DMT ensayadas. Por su parte, la HAR mostré
toxicidad Unicamente a la concentracién mas alta ensayada, 20uM. Los resultados de toxicidad
de la FH mostraron que solamente las concentraciones de 0.01uM y 0.1uM no son toxicas,
mientras que 0.5, 1 y 5uM mostraron una disminucidn significativa de la viabilidad (0.67 + 0.19,
0.81 +0.48, 0.28 + 0.21 respectivamente).

A partir de estos resultados seleccionamos las concentraciones de los compuestos a utilizar para
los ensayos de neuroproteccion. Para la DMT seleccionamos las concentraciones 1, 5 y 10uM
mientras que para HAR y FH decidimos probar con 4 y 1uM respectivamente.
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Figura 7. Ensayo de toxicidad de los compuestos. Grafica de viabilidad celular vs. Concentracion de tratamiento
recibido (uM). La viabilidad de las células esta expresada de 0 a 1, siendo 0 0% de viabilidad y 1 100%. (*) p<0.05,
(**) p<0.01, (***) p<0.001, (****) p<0.0001, con relacién al vehiculo. Barras de error corresponden al desvio
estandar de la media. N = 3.

En la Figura 8 se pueden observar los resultados de los ensayos de toxicidad de la rotenona y del
peroxido de hidrogeno. A partir de estos resultados, decidimos utilizar la concentracién de 50nM
para la rotenona ya que mataba un 56% de las células. Por otro lado, para el H.0; decidimos
utilizar dos concentraciones intermedias: 40uM, la cual deja una sobrevida del 50%, y 60uM que
mata el 63% aproximadamente de las células. La concentracion de 20uM no la utilizamos ya que
la disminucién de la viabilidad no es significativa, mientras que las concentraciones de 80 y
100uM eliminaban mas del 80% de las células, por lo que seria dificil revertir el dafio provocado.
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Figura 8. Ensayo de toxicidad de las toxinas Rotenona y H.0.. Grafica de viabilidad celular vs. Concentracién de
tratamiento recibido (uM). La viabilidad de las células esta expresada de 0 a 1, siendo 0 0% de viabilidad y 1 100%.
(A) Ensayo de toxicidad rotenona. N = 5. (B) Curva de toxicidad H202. N = 3. (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.001,
(****) p<0.0001, con relacién al vehiculo.

Neuroproteccion contra Rotenona o perdxido de hidrogeno

Respecto a los resultados del estudio de neuroproteccién contra rotenona 50nM (Rot50) ninguna
de las concentraciones probadas mostré un aumento significativo de la viabilidad celular.
Ademas, la FH 1uM disminuyd significativamente la viabilidad (Fig. 9A).

Por su parte, en los experimentos en los que se utilizé H,02 40uM o 60uM como toxina, los
compuestos tampoco mostraron neuroproteccion contra estos (Fig. 9B y C).

Discusion

Las enfermedades mentales, incluyendo las neurodegenerativas, son un gran problema para la
salud publica y también una gran carga econémica a nivel mundial. Por ejemplo, la EP afecta a
450 personas de cada 100.000 habitantes aproximadamente en diferentes paises europeos. Su
tratamiento con L-DOPA es caro, trae efectos secundarios luego de algunos afios de uso y la
terapia es Unicamente sintomatica, por lo que este tratamiento hoy en dia es incapaz de frenar la
neurodegeneracién o prevenir la progresion natural de la enfermedad. Por lo tanto, identificar
nuevas estrategias terapéuticas es de interés para el sistema de salud publica, especialmente para
las patologias mentales para las cuales no hay, al dia de hoy, tratamientos eficaces.

En los dltimos 30 afios ha surgido un renovado interés en la aplicacion de compuestos
psicodélicos naturales en el area de la psiquiatria y esto ha traido una gran cantidad de trabajos
sobre la accién farmacoldgica y terapéutica de estas moléculas. Una de las razones del interés en
el uso de psicodélicos es su seguridad(Brito-da-costa et al., 2020; Nichols, 2004, 2016). Sin
embargo, actualmente, el volumen de trabajos cientificos sobre ayahuasca para el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas se podria considerar bajo, tanto a nivel clinico como
preclinico. Ademas, también es baja la cantidad de trabajos que se enfoquen en psicodélicos
naturales utilizando todo el producto y no Unicamente sus componentes individuales aislados.
Una ventaja de la ayahuasca es la cantidad de compuestos bioactivos que contiene, ya que esto
sefiala hacia un mecanismo combinado de varios blancos, lo que se conoce como terapia
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polifarmacoldgica (Frecska et al., 2016), por lo
que es de suma relevancia la investigacion
llevada a cabo. El enfoque del trabajo en
caracterizar los principales componentes de la
ayahuasca y su combinacién como agentes
antioxidantes y neuroprotectores es de interés
ya que estas actividades permitirian postularlos
como potenciales agentes para el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas como la
EP o Alzheimer.

Los resultados obtenidos durante esta
investigacién aportan nueva informacién acerca
de la ayahuasca y sus componentes principales.
Por un lado, los resultados del ensayo de
actividad antioxidante mostraron que tanto la
DMT como la HML, THH y FH tienen capacidad
antioxidante mientras que la HAR no. Ademas,
observamos como el EC50 de la FH era menor
en comparacion al de los compuestos
individuales y como se alcanzaba este EC50
cuando generamos una nueva solucién que
contenia Uunicamente 4.1uM de DMT y 8.9uM
de THH (valores que se corresponden a las
concentraciones presentes en la EC50 de la FH).
La estructura quimica de estos cuatro
compuestos principales individuales podria
explicar en parte estos resultados. El ensayo
utilizado para evaluar la capacidad antioxidante
de las soluciones es puramente quimico por lo
qgue las diferentes actividades antioxidantes
frente al ABTS* corresponden a la capacidad de
cada compuesto de reaccionar quimicamente
con el radical libre, y en esto entra en juego la
estructura quimica de los mismos. En este
sentido, nuestros resultados coinciden con que
la DMT, THH y HML permiten reaccionar
guimicamente con un radical libre ya que son
oxidables, mientras que no lo hace la HAR
debido a su aromaticidad y estabilidad, y por lo
tanto poco reactiva frente al radical ABTS. Estos
resultados coinciden también con
investigaciones anteriores donde se reporta
gue en alguna medida, todas las B-carbolinas

—_ 15-
3 A
5
£ 1.01
j=
9
[
g - T T
;G/ 0.5- + *kkk l l
5 |%I
s
> 00- \ T T T T
o
o&-‘o {\\o‘\} &ﬁc‘s Q‘\\’é\ «\0@ &h‘b ,\,\Q b‘"é\
A ¢ & & &
Tratamiento
= 1.57
3 B
L
K
é 1.0
E T T
: T
©
T [L
o
1| =E
Qo
o
> 0.0' T T T T
> o
O&"O (-\\0\ b‘@s ‘b\\s &'\\s\ «%\}é\ \Qo@
&) ) v < A
X &o N & &
Tratamiento
< 1.5
°
E C
g
% 1.0
£
E T
©
S 05 —I— T
z |%|
©
> 0.0_ T T T T
o
& & e‘$ &S S o 8
® \\é‘\\ 0'1:0 QQ* $<\ ék N
& 3 3 &

Tratamiento

Figura 9. Ensayo de neuroproteccion. Graficas de viabilidad
celular vs. Concentracién de tratamiento recibido (uM). La
viabilidad de las células esta expresada de 0 a 1, siendo 0 0% de
viabilidad y 1 100%.

(A) Neuroproteccién contra Rotenona 50nM. N = 6

(B) Neuroproteccion contra H202 40uM. N = 3

(C) Neuroprotecciéon contra H202 60uM. N =3

(*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.001, (****) p<0.0001, con
relacidn a las células tratadas Unicamente con toxina: Rot50,
H202 60uM o H20; 40uM.
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tienen actividad antioxidante pero que su eficacia depende de sus estructuras quimicas y del
ensayo, es decir el radical libre, que se utilice para evaluarla(Lee et al., 2000; Moura et al., 2007;
Senhaji et al., 2022).

Uno de los resultados obtenidos que cabe destacar es la actividad antioxidante de la DMT. Este
dato es de relevancia por dos motivos. Por un lado, porque, hasta el momento, la cantidad de
trabajos cientificos que se enfoquen en esta propiedad de la DMT son escasos. Por otro lado,
sabiendo que el EO es causado por ROS, por un desbalance en el que un exceso de radicales pro-
oxidantes dafa a las células, es mas que interesante ver que la DMT tiene la capacidad de
“atrapar” a esos radicales libres. En este sentido, estos resultados son novedosos y de interés en
la tematica.

Siguiendo en esta linea, los resultados de la actividad antioxidante vista en la FH y especialmente
en la solucion generada unicamente por DMT y THH, resultan interesantes. Estos datos muestran
como la combinacién de las B-carbolinas junto con la DMT (la FH) tiene mayor capacidad
antioxidante en comparacidn a la capacidad antioxidante de cada compuesto individual. En este
sentido, el EC50 de la FH resultd ser menor que el EC50 de los compuestos individuales. Este EC50
obtenido para la FH resulta sumamente interesante ya que si se lo compara con antioxidantes de
referencia, como es la quercetina que tiene un EC50 de 4.4Um (Echeverry et al., 2015b), nuestros
datos muestran la buena actividad antioxidante que tiene la FH.

Con el objetivo de tratar de entender estos resultados, fue que generamos una solucién que
contenia Unicamente DMT y THH, compuestos con los EC50 mas bajos individualmente, en
concentraciones equivalentes a las halladas en la concentracién de la solucidn de FH que alcanza
el EC50 (4.1uM). Los resultados del ensayo de ABTS* para esta solucion mostraron que
efectivamente a esas concentraciones de DMT y THH se alcanzaba el EC50 de la FH, por lo que
sugeriria que la combinacién de estos dos compuestos, por un lado, son los responsables del EC50
de la FH, y, por otro lado, generaria una posible sinergia que aumentaria la capacidad de la FH de
atrapar radicales libres en comparacion a los compuestos individuales.

Estos resultados aportan a seguir entendiendo los mecanismos de accién de la ayahuasca. Al dia
de hoy, en la literatura no se encuentran reportes de actividad antioxidante de la DMT vy lo que
se encuentra reportado para la Ayahuasca, se lo atribuyen a las B-carbolinas presentes en la
bebida, sin darle relevancia a la DMT en esta actividad (Trevisani et al., 2021). A esta ultima se le
atribuye propiedades relacionadas al EO pero debido a su interaccion con diferentes receptores
(Frecska et al., 2016), no por su capacidad de atrapar radicales libres. Por lo tanto, la obtencién
de estos datos en esta investigacion respecto a la capacidad antioxidante de la DMT vy su
importancia en la ayahuasca aportan informacidon novedosa. Estos resultados alientan a seguir
investigando esta propiedad de la DMT, preguntdndonos si esta capacidad produciria algin efecto
en el estrés oxidativo celular y también cuestionarse el mecanismo de accién del compuesto.

Con respecto a lo obtenido sobre la toxicidad de los compuestos, estos también son alentadores
y coinciden con investigaciones pasadas de otros grupos (Katchborian-Neto et al., 2020; Simao et
al., 2020) donde a concentraciones similares tampoco se encontré toxicidad para la DMT vy
Unicamente se reportd para las concentraciones mas altas de HAR.

Uno de los resultados que Ilama la atencién es la toxicidad por parte de la FH 0.5 y 1uM ya que,
a estas concentraciones, las cantidades de HAR y DMT no son toxicas cuando se ensayan
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individualmente (corresponden a las concentraciones 2.5 y 5uM de HAR y 0.5 y 1uM de DMT,
respectivamente), por lo que nuevamente nos estaria dando la pauta de una posible sinergia
entre los compuestos que hiciera que la FH sea toxica para las células. En el caso de FH 5uM, su
toxicidad es mas esperable ya que contiene 25uM de HAR y ya a 20uM de la misma observamos
toxicidad. En la misma linea, otro resultado a tener en cuenta es la EC50 de FH en el ensayo de
ABTS, 4uM, ya que a esta concentracion es esperable que sea téxica en nuestro modelo, ya que
su concentracion de HAR, 20uM, es toxica.

Por ultimo, los resultados de los ensayos de neuroproteccién no fueron los que esperdbamos
luego de los buenos resultados de actividad antioxidante obtenidos. A pesar de no haber
observado neuroproteccion por parte de DMT, HAR y FH, los resultados aportan valiosa
informacidn en la tematica.

La concentracién de los compuestos a utilizar se basé en la toxicidad de los compuestos
individuales por si solos. Por esta razén, siendo la HAR el componente mayoritario en la bebida,
seleccionamos la concentracidn mas alta testeada en el ensayo de toxicidad que no fuera tdxica,
4uM, y su correspondiente concentracion de DMT y FH, 1uM en ambos casos. Ademas, se
seleccionaron las concentraciones de 5 y 10uM para la DMT para evaluar su capacidad
neuroprotectora individualmente.

Mas alld de los resultados obtenidos, el hecho de haber utilizado dos modelos de toxinas
diferentes para testear la proteccidn neuronal por parte de estos compuestos aporta novedosa
informacién en el tema. En este sentido, el no haber obtenido resultados positivos de
neuroproteccién para ninguno de los dos modelos en las concentraciones testeadas, podria estar
indicando sobre el mecanismo de accién por parte de los compuestos ya que en la linea celular
PC12 hay reportes de proteccion pero utilizando dopamina como toxina (Lee et al., 2000). Por lo
tanto, podriamos hipotetizar que estos compuestos podrian tener accidon neuroprotectora, pero
frente a determinado tipo de generadores de EO o ROS, ya que las 3 toxinas, H.0;, rotenona y
dopamina, tienen mecanismos diferentes de generar ROS intracelular, y por lo tanto EO. Ademds,
se ha reportado previamente que la actividad antioxidante de los compuestos es necesaria pero
no suficiente por si sola para generar neuroproteccion en modelos celulares(Echeverry et al.,
2015a), y tampoco hay que dejar de lado el hecho de que durante esta investigacion se testeo
Unicamente en una linea celular.

Conclusiones

Resumiendo, en el presente trabajo se demostrd, mediante el ensayo de ABTS, que la DMT, HML,
THH y FH presentan actividad antioxidante mientras que la HAR no. Asimismo, que la actividad
antioxidante de la FH es mayor comparada a los compuestos individuales, evidenciado en el EC50.
Ademas, se evalud la toxicidad de la HAR y la DMT junto con la FH, asi como su posible potencial
neuroprotector en células PC12dif. Los resultados sobre la citotoxicidad arrojaron que la DMT no
es téxica en las concentraciones testeadas mientras que la HAR lo es Unicamente para la
concentracion de 20uM. La FH por su parte resulta téxica a partir de la concentracién 0.5uM,
resultados que no eran de esperar ya que la cantidad de DMT y HAR presente en las
concentraciones 0.5 y 1uM de FH no resultan tdxicas cada una por separado. Finalmente, los
ensayos de neuroproteccion no mostraron que alguna de las concentraciones testeadas de FH,
HAR o DMT tuvieran la capacidad de proteger contra la rotenona o H;0..
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Mas alld de si los resultados eran los esperados o no, creo que el objetivo del trabajo de
caracterizar la actividad antioxidante y neuroprotectora de la FH y sus alcaloides principales se
cumplid, ya que estos resultados aportan informacién acerca de la actividad de estos compuestos
en células PC12, modelo muy utilizado para el estudio de enfermedades neurodegenerativas.
Ademas, el uso de dos toxinas diferentes (ambas altamente utilizadas como modelos de
neurodegeneracion), que tienen mecanismos de induccién de muerte celular diferentes, aporta
sobre el posible mecanismo de accidn que tienen tanto los compuestos individuales como la FH.

Perspectivas

De los resultados obtenidos en nuestras investigaciones y de los reportados en la literatura, surge
la necesidad de seguir investigando acerca de las capacidades antioxidantes y neuroprotectoras
de la Ayahuasca y sus alcaloides principales aislados, principalmente por el hecho de la cantidad
de materiales bioactivos que contiene la bebida. Es por esto que creo importante seguir
investigando no solo en los componentes individuales aislados sino también en la utilizacion de
todo el producto.

En este sentido, respecto a la capacidad antioxidante y la toxicidad de la FH, seria interesante
investigar la sinergia de los compuestos individuales que estdn presentes en la ayahuasca. Una
forma de realizar esto podria ser mediante ensayos en donde se testee la toxicidad de los
compuestos combinados de a dos, respetando las concentraciones presentes en la FH, y asi poder
determinar: por un lado, si existe sinergia entre los compuestos, y, por otro lado, si tal sinergia
existe, entre qué compuestos y como afecta a las células. Ademads, seria recomendable testear
una concentracion mas baja de FH ya que la testeada durante esta investigacion resulto toxica.
Nuestros resultados de toxicidad podrian relacionarse con los resultados de actividad
antioxidante de la FH evidencidndose la posible sinergia entre los compuestos: mientras que esta
sinergia aumentaria la actividad antioxidante de la FH en relacion a los compuestos individuales,
al mismo tiempo aumentaria la toxicidad de la misma, siendo mds toxica a concentraciones a las
cuales los compuestos individuales no lo son. Por lo tanto, tal vez a concentraciones alin menores
de FH se observe neuroproteccion.

Respecto a la capacidad neuroprotectora, y en relacidn a la accién antioxidante caracterizada, se
podria seguir investigando este punto mediante el ensayo de 2’,7'-Diclorodihidrofluoresceina
diacetato (DCFH-DA) para observar el atrapamiento de ROS intracelular por parte de los
compuestos. Y finalmente, un cuarto ensayo que resultaria de interés es el analizar la cantidad de
compuesto dentro de la célula cuando son tratadas con las toxinas, para determinar si hay
presencia intracelular de ellos o no. Para esto se podria marcar a los compuestos con un isdtopo
radiactivo y luego revelar su presencia a diferentes tiempos de cultivo (Alberts et al., 2002).
Asimismo, seria relevante la evaluacién de la capacidad neuroprotectora de ayahuasca y sus
componentes en neuronas primarias, ya que, el no haber observado neuroproteccion en células
PC12 en nuestros estudios, no implica que estos compuestos puedan ser neuroprotectores para
otros linajes neuronales.

Existe una necesidad de aumentar el volumen de investigaciones con el fin de poder esclarecer
con mas seguridad cuales son los mecanismos que utilizan estos compuestos, su actividad
bioldgica, cual es la interaccidn entre ellos y con la maquinaria celular, y asi poder entender mejor
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su posible potencial como agentes para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
como son el EP o Alzheimer.
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