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Glosario

SERT: transportadores de serotonina

DAT: transportadores de dopamina

5-HT2A: receptor de 5-hidroxi-triptamina

LSD: dietilamida de acido lisérgico

NGF: factor de crecimiento nervioso

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
Formazan: (E, Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan
DMSO: dimetilsulféxido

RPMI: medio Roswell Park Memorial Institute

CO:: didxido de carbono

H.O: agua

NaCl: cloruro de sodio

PBS: buffer fosfato salino

MgClz: cloruro de magnesio



Resumen

La ibogaina es el principal componente psicoactivo de la planta africana Tabernanthe iboga
y ha sido usada histéricamente por pueblos nativos de Africa Central en rituales de
iniciacion. En los ultimos afios, la ibogaina ha ganado especial interés por sus potenciales
efectos beneficiosos en el sistema nervioso. Su mecanismo de accién todavia esté siendo
investigado, pero pareceria actuar a través de complejas interacciones entre mdaltiples
sistemas de neurotransmisores. También, se ha sugerido que ibogaina podria mediar
procesos de plasticidad neuronal, ya que tiene la capacidad de modificar la expresion de
ciertos factores neurotréficos en el cerebro. Nuestro grupo realizé estudios preliminares con
ibogaina y su metabolito activo noribogaina, para caracterizar su accion sobre la sobrevida
celular y descartar posibles efectos toxicos en las células PC12. Las células PC12
constituyen un modelo neuronal de utilidad para estudiar el sistema nervioso a nivel
molecular y de células Unicas, con el cual el laboratorio tiene gran experiencia.
Sorpresivamente, los resultados obtenidos sugirieron un mayor niamero de células en los
cultivos tratados con ibogaina y noribogaina en comparacién con la condicién control.

Dados estos resultados surgio el interés de profundizar en el estudio de este fenémeno. Fue
asi que para el presente trabajo nos propusimos como objetivo estudiar el efecto de
ibogaina y noribogaina, sobre cultivos de células PC12. Se encontr6 que ibogaina y
noribogaina inducen un aumento en la sefial en ensayos de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) en las células PC12, tanto en su fenotipo naive como
diferenciadas con NGF (factor de crecimiento nervioso). Mediante conteos celulares se vio
gue ibogaina y noribogaina inducen un aumento en el nimero de células en PC12 naive.
Estos resultados evidencian propiedades novedosas para ibogaina y noribogaina que es de
interés seguir estudiando.

Palabras clave

Ibogaina, Noribogaina, PC12, sobrevida celular.



Introduccién
Accién de la ibogaina en el sistema nervioso:

La ibogaina es el principal de los alcaloides presentes en la raiz de la planta Tabernanthe
iboga. (1) Esta planta ha sido usada durante siglos por los pueblos de Gabdn Mitsogho y
Babongo en sus rituales de iniciacion a la disciplina espiritual Bwiti debido a su capacidad
de inducir estados alterados de conciencia. (2,3,4) La planta fue llevada a Francia a
mediados del s.19 y su compuesto psicoactivo primario, el alcaloide indélico 10-metoxi-
ibogamina mejor conocido como ibogaina (figura 1), fue aislado en 1901. (1) La ibogaina ha
sido ampliamente estudiada en occidente debido a su capacidad reportada de reducir las
conductas de busqueda y autoadministracién de diferentes sustancias de abuso en modelos
animales de adiccién y eliminar la necesidad de consumo y los sintomas de abstinencia por
periodos prolongados en humanos. (5)

De acuerdo con estudios de

RO biodistribucién en ratas, la ibogaina

Ibogaina R=CH, N alcanza el cerebro llegando a una
Noribogaina R=H \ concentracion maxima de entre 10 y 20
N MM pasada 1 hora de la administracion

H aguda de una dosis oral de 50 mg/Kg o

Figura 1: Estructura de ibogaina y noribogaina. una dosis de 40 mg/Kg intraperitoneal. Su

principal metabolito es el producto de O-
desmetilacion, la noribogaina (figura 1), de mayor vida media y al igual que la ibogaina es
capaz de atravesar la barrera hematoencefélica. (6,7)

La farmacologia de ibogaina y su metabolito ha sido abordada con el fin de determinar el o
los mecanismos que median la accion mencionada para dicho compuesto sobre el consumo
problematico de sustancias. Ambos compuestos presentan afinidad en el rango micromolar
por multiples receptores y sistemas de neurotransmisores, tanto a nivel del sistema nervioso
central como periférico. A pesar de que las actividades in vitro dentro del rango micromolar
son frecuentemente descritas como auxiliares al caracterizar los mecanismos de accion de
las drogas in vivo, la actividad micromolar puede ser farmacolégicamente importante si
consideramos que ibogaina y noribogaina alcanzan concentraciones relativamente elevadas
en el cerebro. (5)

Ha sido reportado que la ibogaina activa los receptores opioides p y K, asi como también los
receptores asociados a reticulo endoplasmico ¢1 y 02. (1,8) Por otro lado, debido a sus
similitudes estructurales con los neurotransmisores monoaminérgicos, ibogaina y
noribogaina inhiben, con afinidad en el rango micromolar, a los transportadores de
serotonina (SERT) y dopamina (DAT). (8) El mecanismo de accién de ibogaina también
difiere de otros inhibidores de DAT y SERT, ya que se une y estabiliza una conformacién
inusual del transportador, y también porque esta inhibicibn es no competitiva. (1) Cabe
mencionar que ibogaina no presenta afinidad por el receptor de serotonina 5-HT2A, el cual
media los efectos neuroplasticos de psicodélicos clasicos como el LSD. (9)

Por otra parte, ibogaina tiene la capacidad de modificar la expresion de ciertos factores
neurotrdficos en el cerebro, lo cual podria mediar procesos de plasticidad neuronal (10,11) y
permitiria explicar los efectos a largo plazo descritos para ibogaina. Esta actividad de
promover la expresion de factores neurotréficos es muy interesante por su potencial para el
tratamiento de diversas patologias que afectan al sistema nervioso como enfermedades
degenerativas. La estimulacion de procesos de plasticidad podria reforzar y favorecer la
formacion de nuevas conexiones neuronales, promoviendo el correcto funcionamiento
neuronal. (12,13,14) Dado que la ibogaina y su metabolito son moléculas que no han sido
extensamente estudiadas, es altamente probable que, ademas de los mecanismos de
accion y actividades ya descritas, presenten otras particularidades que todavia no
conocemos.



Linea celular PC12 como modelo neuronal:

Los experimentos en este trabajo se realizaron en células PC12, una linea celular con
propiedades neuronales. Las lineas celulares clonales que expresan propiedades
neuronales son modelos Utiles para estudiar el sistema nervioso a nivel molecular y de
células unicas. Estas lineas han sido establecidas a partir de neuroblastomas humanos y
murinos y también de tumores de sistema nervioso central de ratas. (15)

En particular la linea celular PC12 fue clonada en 1976 de un feocromocitoma

transplantable de rata. (15) Son células capaces de sintetizar, almacenar y liberar dopamina

y otras catecolaminas. Estas células proliferativas constituyen un sistema homogéneo, son

faciles de crecer y transfectar lo cual las hace apropiadas para estudios de monitoreo de

farmacos, manipulacién de genes y explorar vias de sefializacion. (16) Ademas, tienen la

particularidad de responder al factor de

crecimiento  nervioso (NGF), sufriendo

\ cambios en su fenotipo que incluyen el dejar

N de proliferar y adquirir algunas caracteristicas

3\)" de las neuronas como lo son la formacion de

\ / / neuritas y conexiones sinapticas (figura 2). La

o N - ™N e ~ cantidad de catecolaminas no varia pese al

/ Wi ;1 tratamiento con NGF, ni tampoco el nivel de

-"—""" ha ,} enzimas necesarias para su sintesis. Lo que

' A :’(‘ si se ha reportado es un aumento en la

o i :3_\, \, excitabilidad en las células PC12

. -k diferenciadas. (17) Dado su fenotipo tipo

neuronal, las células PC12 son ampliamente

utilizadas como modelo para investigar

Figura 2: Células PC12 en su fenotipo naive y diferen- acerca de la fisiologia de Ia_s fieuronas y para

ciadas con NGF. evaluar los efectos de variados compuestos
con actividades a nivel de este tipo celular.

PC12 naive PC12 diferenciadas

Antecedentes particulares:

Desde hace varios afos que en el Departamento de Neuroquimica del IIBCE se desarrollan
lineas de investigacion en las que se evallan efectos neuroprotectores de distintos
compuestos frente a efectos dafiinos de ciertas toxinas en una variedad de modelos in vitro
e in vivo. (18,19,20,21,22,23,24)

En el afio 2019 el grupo de investigacidén se intereso6 en la ibogaina y sus derivados como
posibles agentes neuroprotectores ya que, como se menciond anteriormente, se demostré
gue entre sus mecanismos de accidn se incluia un aumento en los niveles de expresién de
diversos factores neurotroficos. (10,11)

Es asi que en colaboraciéon con el grupo de investigacion del Dr. Ignacio Carrera del Dpto.
de Quimica Organica de la Facultad de Quimica, UdelaR, se comenzaron estudios para
investigar el posible efecto neuroprotector de la ibogaina y noribogaina en células PC12
frente al dafio provocado por diferentes toxinas (rotenona, peréxido de hidrégeno y 6-
hidroxi-dopamina).

Como parte de estos estudios se realizaron ensayos preliminares para evaluar el efecto de
ibogaina y noribogaina sobre la sobrevida celular, para descartar posibles efectos toxicos
de los compuestos en estas células. Contrariamente a lo esperado, los resultados sugirieron
un mayor numero de células en los cultivos tratados con ibogaina y noribogaina, en
comparacion con la condicion control. Dados estos resultados surgié el interés en
profundizar el estudio del posible efecto de la ibogaina y la noribogaina sobre la cantidad de
células sanas (viabilidad) de cultivos de células PC12. De confirmarse que estos



compuestos aumentan la viabilidad, estariamos revelando una propiedad de los mismos
hasta ahora no descrita.

Hipotesis: Ibogaina y noribogaina ejercen un efecto en la sobrevida y/o la proliferacién de
las células PC12.

Objetivo general: Estudiar el efecto de ibogaina y noribogaina sobre la viabilidad de las
células PC12.

Objetivos especificos:

1- Determinar la viabilidad de células PC12 naive frente a la exposicion a ibogaina y su
metabolito noribogaina.

2- Determinar la viabilidad de células PC12 diferenciadas con NGF frente a la exposicion a
ibogaina y su metabolito noribogaina.

Estrategia experimental

Modelo experimental:

En este trabajo se utilizaron células PC12 con ambos fenotipos y se denomina PC12 naive
a las células PC12 en su forma basal, sin diferenciar por NGF, y PC12 diferenciadas a las
gue recibieron el estimulo de NGF adquiriendo caracteristicas neuronales.

Estudio de los efectos de ibogaina y noribogaina sobre la viabilidad celular:

Se estudiaron los efectos de ibogaina y noribogaina sobre la viabilidad de las células PC12
naive y diferenciadas por NGF. Para ello se comenzé evaluando las concentraciones
utilizadas en los experimentos preliminares que motivaron este estudio: 0,1 uM; 1 uM; 10
MM; 25 uM. En una segunda etapa y de acuerdo a los resultados obtenidos, también se
evaluaron las concentraciones de 0,01 yMy 0,001 pM.

La viabilidad celular se determind luego de 48hs de tratamiento con los compuestos
utilizando el ensayo colorimétrico de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Este ensayo evidencia principalmente la actividad de la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa, la cual reduce el MTT a un compuesto coloreado
(formazéan) (figura 3), permitiendo relacionar de manera lineal la actividad de dicha enzima
con el desarrollo de color mediante medidas de absorbancia a 540 nm. Dado que solo las
células metabdlicamente activas pueden reducir el MTT, la absorbancia a 540 nm es
considerada una medida indirecta de viabilidad celular.
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N’N\ Reductasas N
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MTT Formazan
(Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) ((E, Z2)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-1,3-difenilformazan)

Figura 3: Reaccion de MTT.



Para los tratamientos que sugirieron mayor aumento de viabilidad por dicho ensayo
bioquimico, se realiz6 un conteo directo de las células en cdmara de Neubauer para
determinar con otra metodologia experimental si los resultados obtenidos se debian a un
aumento de numero de células.

El disefio experimental empleado se muestra en la figura 4:

PC12 naive
Tratamiento con
ibo/noren
distintas
concentraciones
— T g
0 1 2 3 Dias
Plagueoen LecturaMTT
placa de 96 y conteo
pocillos
PC12 diferenciadas
Plagueoen
placa de 96 LecturaMTT
pocillos y conteo
— T T T 7
-7 -5 -3 0 1 2 3 Dias
- / Tratamiento con
ibo/noren

Diferenciacién
con NGF

distintas
concentraciones

Figura 4: Esquema del disefio experimental para células PC12 naive y diferenciadas.

Materiales y métodos

Compuestos:

La ibogaina y la noribogaina fueron sintetizadas en el Laboratorio de Sintesis Orgéanica de
la Facultad de Quimica UdelaR. (25) Las mismas fueron almacenadas a una concentracion
de 10 mM en dimetilsulféxido (DMSO) a -20°C.

Cultivo de células PC12:

PC12 naive: Las células PC12 fueron mantenidas en medio PC12, (85% RPMI, 10% suero
de caballo, 5% suero fetal bovino, penicilina/estreptomicina) en botellas de cultivo de 25 cm?
de superficie cubiertas con colageno como sustrato (ver mas adelante) y en ambiente de
incubadora (37°C y 5% de CO2). Cada 2 o 3 dias, 2/3 del medio de cultivo se reemplaz6 por
medio fresco y cada 7 dias se repicaron a una nueva botella para mantener la linea celular.
Para ello las células fueron despegadas del sustrato mecanicamente con pipeta Pasteur,
contadas en camara de Neubauer y 1x10° células fueron traspasadas a otra botella
conteniendo medio PC12 termostatizado.




PC12 diferenciadas: Para diferenciar las células PC12 se sembraron 2x10° células en su
estado naive en medio RPMI (sin suero) con 100 ng/mL de NGF en botellas de cultivo. La
misma cantidad de NGF se adicion6 cada 2-3 dias durante 7 dias.

Plaqueo: Para realizar los experimentos se sembraron las células en placas multiwells de 96
pocillos cubiertas con colageno. Para las PC12 naive se sembraron 18000 células por
pocillo, en medio PC12 con un volumen final por pocillo de 80 pL. Para las PC12
diferenciadas se sembraron 25000 células por pocillo en medio RPMI'y NGF 100 ng/mL con
un volumen final por pocillo de 80 pL.

Preparacion de colageno como sustrato: el fondo de las botellas o placas fue cubierto con
colageno 50 pg/mL en acido acético 0.02% disuelto en H,O e incubado entre 2 y 48 hs a
37°C. Luego de un lavado con H:O, las placas quedaron listas para su uso o
almacenamiento (por hasta 1 mes).

Tratamientos: las células fueron tratadas con ibogaina y noribogaina con las siguientes
concentraciones finales; 0 uM (vehiculo=DMSO 0,24%), 0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 uM; 1 uM;
10 uM; 25 uM. Se utilizaron 4 pocillos por concentraciébn en cada experimento. En cada
experimento se dejaron 4 pocillos sin tratamiento como condicion control.

Evaluacion de la viabilidad celular:

Ensayo de MTT: Luego de 48 hs de tratadas las células con ibogaina y noribogaina, las
células se incubaron por 45 min a 37°C con MTT (Sigma, USA; 0,5 mg/ml). Luego se
descartd el medio y los cristales de formazan formados intracelularmente fueron disueltos
con 100 pL/pocillo de DMSO. La absorbancia se midié a una longitud de onda de prueba de
570 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm en un lector multimodo (Varioskan
Flash, Thermo Scientific). (26)

Conteo de nucleos: Luego de 48 hs de tratadas las células con ibogaina y noribogaina se
realizd conteo de las mismas. Para ello, se descartd el medio de cultivo sobrenadante y las
células se resuspendieron en 40 uL/pocillo de solucién de conteo de nucleos (0,5% bromuro
de etilhexadecildimetil amonio; 0,0165% NaCl; 0,28% acido acético, 10% PBS; 0,5% triton;
0,2% MgCly; disuelto en H20). Los nucleos con aspecto viable se contaron en camara de
Neubauer. (27)

Estadistica: El tratamiento estadistico de los datos se hizo con el programa GraphPad
Prism. Se realizé el test de one-way ANOVA seguido del test de comparaciéon multiple de
Dunnet. Se consideré diferencia significativa cuando el p fue menor a 0,05. Los datos fueron
expresados como media £ SD (desviacién estandar) respecto al control.

Resultados
Efecto de ibogaina y noribogaina sobre la sobrevida celular

PC12 naive:

La lectura de MTT mostrdé un incremento significativo de la sefal para las PC12 naive
tratadas con ibogaina o con noribogaina con respecto al tratamiento con vehiculo en todas
las concentraciones ensayadas (figura 5). En una primera etapa se ensayaron las
concentraciones 0,1 uM, 1 uM, 10 uM y 25 yM, y como todas dieron aumento se ensayaron
también las concentraciones menores (0,001 uM y 0,01 uM). Las células tratadas con
vehiculo mostraron una disminucion significativa de la sefial de MTT con respecto al control
en los tratamientos de noribogaina.
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Figura 5: viabilidad celular por ensayo de MTT de PC12 naive tratadas con ibogaina (A) y noribogaina (B). La
significancia estadistica se determiné mediante one-way ANOVA seguido del test de comparaciéon mdltiple de
Dunnet. *p<0,05; ***p<0,001 versus vehiculo y +p<0,05 versus control. N=4.

Un aumento de la sefial de MTT podria deberse a una mayor cantidad de células o a un
aumento del metabolismo mitocondrial. Para evaluarlo se realiz6 un conteo del nimero de
células luego de los tratamientos con ibogaina y noribogaina a las concentraciones de
0,001 pM, 0,01 uMy 0,1 uM. El conteo en PC12 naive mostré un aumento significativo en el
namero de células para los tratamientos con ibogaina a todas las concentraciones
evaluadas. En cultivos tratados con noribogaina se vio una tendencia a presentar mayor
namero de células en todas las concentraciones, alcanzando la significancia estadistica en
la concentracion de 0,01 uM. (figura 6)

Conteo Conteo
A- PC12naive B- PC12naive
Ibogaina N=3 Noribogaina N=3
S 2007 S 2001
frav} Fkk =
e c
o <}
o 1504 © 150+
[ o
© o
X I
S 1009 < 1004
S ©
E 3
T 504 T 50-
S 3
> 0- S 0-
o X% ¥ "
\0\)\ 090 69 ©
X
W K\
Ibogaina (uM) Noribogaina (uUM)

Figura 6: viabilidad celular por conteo directo de PC12 naive tratadas con ibogaina (A) y tratadas con
noribogaina (B). La significancia estadistica se determind mediante one-way ANOVA seguido del test de
comparacion multiple de Dunnet. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 versus vehiculo. N=3.
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PC12 diferenciadas:

En PC12 diferenciadas el MTT mostré6 aumento de sefial con respecto a los vehiculos en las
células tratadas con las concentraciones menores de ibogaina y noribogaina (0,001 pM,
0,01 uMy 0,1 uM). (figura 7)

MTT MTT
A- PC12 diferenciadas B- PC12 diferenciadas
Ibogaina N=5 Norbogaina N=5
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@ < ‘Q\\ Q~
QQ' QQ'
Ibogaina (uM) Noribogaina (uM)

Figura 7: viabilidad celular por ensayo de MTT de PC12 diferenciadas tratadas con ibogaina (A) y noribogaina
(B). La significancia estadistica se determin6 mediante one-way ANOVA seguido del test de comparacion
multiple de Dunnet. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 versus vehiculo. N=5

Por su parte, el conteo de células viables en PC12 diferenciadas no mostr6 aumento
significativo del namero de células tratadas con los compuestos con respecto a los
vehiculos en las condiciones evaluadas (figura 8).

Conteo Conteo
A- PC12diferenciadas B- PCl2diferenciadas
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Figura 8: viabilidad celular por conteo directo de PC12 diferenciadas tratadas con ibogaina (A) y tratadas con
noribogaina (B). La significancia estadistica se determind mediante one-way ANOVA seguido del test de
comparacion miltiple de Dunnet. N=4.
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Discusion
Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la ibogaina y la noribogaina
provocan un aumento en la lectura de MTT en células PC12. En el caso del fenotipo naive

se encontrd que este incremento se debe al menos en parte a un aumento en el nimero de
células.

En PC12 naive, los resultados mostraron que en el ensayo de MTT se vio un aumento
significativo de la sefal con respecto al vehiculo para las células tratadas con ibogaina y
también con noribogaina en todas las concentraciones que se utilizaron.

El clivaje de MTT tiene varias propiedades deseables para analizar la supervivencia celular
y la proliferacion. (28) El reactivo MTT atraviesa la membrana celular y la membrana interna
mitocondrial de las células viables, y es reducido a formazan mayoritariamente por las
reductasas mitocondriales de células metabdlicamente activas. (28) Se asume que los
valores de densidad éptica medidos a 570 nm y tomando como referencia los 630 nm son
una representacion de la concentracion de formazan y por lo tanto se toman como indicador
del nimero de células vivas. Sin embargo, varios estudios han revelado limitaciones en el
ensayo de MTT como indicador del nUmero de células y varios factores que necesitan ser
considerados en el disefio, desarrollo, andlisis e interpretacion de los resultados del ensayo.
(29) Por ejemplo, es posible para dos poblaciones celulares, una con un nimero pequefio
de células y actividad metabdlica alta en el nivel de células Unicas, y la otra con un mayor
namero de células pero con actividad metabdlica mas baja al nivel de célula Unica, se
obtengan los mismos valores de densidad Optica. (29) Es por esto que en este trabajo se
realiz6 conteo directo de nacleos como complemento del ensayo de MTT.

En las PC12 naive, el conteo mostré un aumento estadisticamente significativo del nimero
de células para los tratamientos con ibogaina en las concentraciones ensayadas,
confirmando que efectivamente el tratamiento con los compuestos resulta en una mayor
cantidad de células viables (figura 5.A). Por otro lado, si bien para noribogaina el aumento
observado en la cantidad de células fue significativo Unicamente a 0,01 uM, los resultados
muestran una tendencia analoga a los conteos de células tratadas con ibogaina (figura 5.B).
De todos modos, estos resultados no descartan la posibilidad de que también exista una
mayor actividad enzimatica.

En el caso de las PC12 diferenciadas, también se vio un patrén similar para ambos
compuestos. Para las células tratadas con ibogaina, el ensayo de MTT mostré aumento
significativo en las menores concentraciones estudiadas (0,001 uM; 0,01 uM; 0,1 uM), y
dicho aumento fue decreciendo gradualmente hacia las concentraciones mayores. En los
tratamientos con noribogaina también se vio aumento significativo en el ensayo de MTT
para las tres concentraciones mas bajas. Si bien el comportamiento dosis-respuesta para
noribogaina no se observ6 tan gradual como con ibogaina, en este caso también fue la
menor concentracion de compuesto (0,001 uM) la que mostr6 el mayor aumento en el MTT.
Por razones de tiempo en este trabajo no se analizaron concentraciones menores a ésta,
pero estos resultados indican que seria de interés hacerlo.

Por otro lado, el conteo no mostré aumento significativo en el nimero de células PC12
diferenciadas para ninguno de los dos compuestos. Este resultado esta de acuerdo con que
un porcentaje elevado de las células estan diferenciadas a tipo neuronal por lo que ya no
tienen capacidad para proliferar. Si bien podria haberse visto aumento de niumero de células
de las células PC12 que no hubiesen llegado a diferenciarse con NGF y mantuvieran su
capacidad para replicarse, los resultados obtenidos no apoyan esto ultimo.

Los resultados obtenidos para las PC12 diferenciadas que evidencian un aumento de la
sefial de MTT que no es acompafiado por un incremento en el nimero de células en los
ensayos de conteos celulares, sugieren que la ibogaina y la noribogaina podrian producir
un aumento en la actividad de las enzimas que metabolizan el MTT. La succinato
deshidrogenasa es la enzima responsable en mayor medida de la metabolizacién del MTT a
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formazan. (30) Por lo tanto, este resultado podria indicar un aumento de la actividad de la
succinato deshidrogenasa mitocondrial por ibogaina y su metabolito noribogaina. Dada la
importancia que tiene el metabolismo de la mitocondria para la sobrevida y funcionamiento
celular, este aspecto resulta relevante de estudiar. (31,32)

Conclusién

Ibogaina y noribogaina inducen un aumento de la sefial de MTT en PC12 naive y
diferenciadas. Para PC12 naive, esto se debe, al menos en parte, a un aumento de nimero
de células. Los resultados obtenidos revelan efectos celulares novedosos de ibogaina y
noribogaina que ameritan su estudio con mayor profundidad.

Perspectivas

Los resultados del presente trabajo contribuyen a ampliar el conocimiento acerca de los
efectos que ibogaina y su metabolito tienen sobre células de tipo neuronal y abren una serie
de perspectivas, algunas de las cuales se resumen a continuacion:

Dado que se vio un efecto de ibogaina y noribogaina en el numero de células, en cultivos
de PC12 naive, seria interesante evaluar la proliferacion celular de los cultivos utilizando
técnicas como citometria de flujo. (33)

Teniendo en cuenta que nuestros resultados sugieren que ibogaina y noribogaina podrian
tener un efecto sobre las reductasas mitocondriales, seria relevante evaluar si estos
compuestos afectan la respiracion mitocondrial en PC12 naive y diferenciadas. Para esto
podria analizarse el consumo de oxigeno de células tratadas con ibogaina y noribogaina en
presencia de inhibidores especificos de los distintos complejos de la cadena respiratoria,
incluyendo rotenona que es un inhibidor especifico de la succinato deshidrogenasa. (34,35)
Por otra parte también resultaria relevante evaluar si ibogaina y noribogaina generan algin
efecto en la morfologia de las mitocondrias, ya que se ha reportado que cambios en ésta
pueden tener efectos positivos en la proliferacion celular. (36)
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