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ABREVIACIONES

02 — Receptor sigma tipo 2

5-HT — Serotonina (5-hidroxitriptamina)

5-HT2A — Receptor serotoninérgico 2A

5-HT3 — Receptor serotoninérgico 3

Acb — Nucleo accumbens

AcbC — Nucleo accumbens, subregién Core
AcbSh — Nucleo accumbens, subregion Shell
AP-1 — Proteina activadora 1

BDNF — Factor neurotréfico derivado del cerebro
BLA — Amigdala basolateral

CeA — Amigdala central

Cg — Corteza cingulada

CPu — Caudado-putamen

c-Fos — Proteina del gen inmediato temprano c-fos
DAB — Diaminobencidina

DAT — Transportador de dopamina

DOI - 2,5-dimetoxi-4-yodoanfetamina

fmi — Fornix menor

GDNF — Factor neurotréfico derivado de la glia
hERG - Canal idnico human ether-a-go-go-related gene
HSR — Head Shake Response

IL — Corteza infralimbica

i.p. — Intraperitoneal

LSD - Dietilamida del acido lisérgico

M1/2 — Receptores muscarinicos tipo 1y 2
mPFC — Corteza prefrontal medial

MMP9 — Metaloproteinasa de matriz 9

NET — Transportador de noradrenalina

NMDA — Receptor N-metil-D-aspartato

PFA — Paraformaldehido

PrL — Corteza prelimibica

REM - Suefo de movimientos oculares rapidos
ROI — Regio6n de interés

SEM - Error estandar de la media

SERT - Transportador de serotonina

SN — Sustancia negra

SNC - Sistema Nervioso Central

VMAT2 — Transportador vesicular de monoaminas tipo 2




RESUMEN

La ibogaina es un alcaloide psicodélico presente en la raiz del arbusto Tabernanthe iboga.
Evidencias anecdaticas respecto a su potencial antiadictivo han impulsado ensayos a nivel
clinico y preclinico que apoyan su potencial terapéutico. No obstante, su perfil de seguridad,
asi como sus acciones sobre el sistema nervioso central (SNC) subyacentes a los efectos
descritos aun no estan completamente dilucidadas.

Este trabajo analiza los efectos del tratamiento agudo con ibogaina en la expresion proteica
del gen inmediato temprano c-fos como indicador de actividad neuronal en el SNC de ratas
adultas. Particularmente, nos enfocamos en determinar su expresion a nivel de la corteza
prefrontal medial (mPFC), amigdala y ndcleo accumbens (Acb), zonas fuertemente
interrelacionadas que integran al sistema limbico y participan en procesos de inhibicion
comportamental, en la regulacién de procesos emocionales y en la recompensa.

Ratas macho adultas Wistar recibieron una inyeccion intraperitoneal de ibogaina (40 mg/kg)
o su vehiculo. Inmediatamente después se cuantificaron durante 30 minutos los
comportamientos asociados al sindrome serotoninérgico en un modelo de campo abierto.
Este sindrome consiste en un conjunto de comportamientos estereotipados que se
desencadenan tras un aumento abrupto de serotonina (5-HT) en el SNC y son
caracteristicos de la administracion de sustancias psicodélicas. 90 minutos después de la
administracion del psicodélico, los animales fueron anestesiados y sus cerebros fijados y
congelados para la obtencion de cortes coronales a nivel de la mPFC, amigdala y Acb.
Posteriormente, se realizé una inmunohistoquimica contra c-Fos en las areas recolectadas.

A nivel comportamental, se constato la accion de la droga a nivel del SNC y el despliegue
de conductas asociadas al sindrome serotoninérgico, en particular, altos niveles de temblor
y piloereccién, acompafiados en menor intensidad por postura aplanada y caida de
parpados. A su vez, hubo una reduccién en los comportamientos exploratorios y de
autoacicalamiento, pero no se observé cambios en el nimero de head shakes. Los analisis
de la inmunohistoquimica indicaron un aumento en la reactividad a c-Fos en todas las
subregiones analizadas de la mPFC y la amigdala, mientras que en el Acb dicho aumento
se restringio unicamente al Shell.

Estos hallazgos sugieren la participacion de la mPFC, del Acb y de la amigdala en las
acciones agudas tempranas de la ibogaina y aportan informacién relevante sobre sus
efectos diferenciales en el SNC. Al mismo tiempo, constituyen una base para la posterior
profundizacion en el estudio de los efectos de este psicodélico.




INTRODUCCION

1. Psicodélicos: generalidades

Los psicodélicos son un grupo de sustancias psicoactivas que producen un estado alterado
de conciencia, con profundos cambios sobre distintos procesos como la cognicion, el
procesamiento sensorial, el estado de humor, e incluso la percepcion del espacio-tiempo y
de uno mismo (Jaster etal., 2022; Kelmendi etal., 2022; Nichols, 2016). El término
“psicodélico” engloba una amplia variedad de sustancias, las cuales pueden ser clasificadas
de acuerdo a su estructura quimica o segun su farmacologia y efectos subjetivos (Calvey
& Howells, 2018).

De acuerdo a su clasificacién quimica, distinguimos tres familias: las triptaminas, las
feniletilaminas y las ergolinas (Figura 1). Las triptaminas poseen un grupo indol del cual se
extiende una cadena lateral con un grupo etilamina desde su posicion C3. Este es el caso
de la psilocibina o de la 5-MeO-dimetiltriptamina (5-MeO-DMT). Por otro lado, las
feniletilaminas, como la 2,5-dimetoxi-4-yodoanfetamina (DOI) o la mescalina, consisten en
una amina primaria o secundaria unida por una unidad de dos carbonos a un anillo fenilo,
el cual puede estar sustituido con diversos grupos funcionales. Finalmente, las ergolinas
presentan un nucleo estructural mas complejo, derivado de los alcaloides producidos por el
hongo Claviceps purpurea. Este esqueleto puede ser luego modificado quimicamente para
generar distintos compuestos psicodélicos, entre los cuales se destaca la dietilamida de
acido lisérgico (LSD)(Kelmendi et al., 2022; Walker et al., 2023
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Figura 1 | Representacion esquematica de la clasificacién segun estructura quimica de los
psicodélicos clasicos.

También podemos clasificar a los compuestos psicodélicos segun sus acciones y efectos
particulares en dos amplias categorias: clasicos o no clasicos. Por un lado, la familia de




psicodélicos clasicos comparten la caracteristica principal de actuar como agonistas del
receptor de serotonina 2A (5HT2a) y son sustancias que generan alteraciones a nivel
sensorial, perceptual y sobre el estado de animo (Nichols, 2017). Por otro lado, la categoria
de psicodélico “no clasico” engloba una diversidad de sustancias de farmacologia y efectos
muy diferentes. Estos se dividen a su vez en cuatro grupos principales: empatoégenos,
oneirogeénicos, disociativos y delirantes. Los empatégenos o entactégenos, como la 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA), son psicodélicos que generan un aumento de la
sensacion de empatia, conexion emocional y de euforia (Olson, 2022). Los oneirogénicos
son aquellos que inducen visiones similares a los suenos al alterar multiples sistemas de
neurotransmision, como, por ejemplo, la ibogaina (Alper, 2001). Los disociativos producen
una sensaciéon de desapego o disociacion del cuerpo y la realidad. Entre ellos, la ketamina
es uno de los mas conocidos (Marguilho et al., 2023). Finalmente, existen también los
psicodélicos delirantes, como la atropina, que generan comportamientos incoherentes en
los individuos, asi como alucinaciones confundibles con la realidad (Olson, 2022; Reiff et al.,
2020).

El uso humano de plantas psicodélicas se encuentra registrado por evidencias
arqueologicas en diversas civilizaciones antiguas a lo largo de todo el planeta,
frecuentemente con fines religiosos, espirituales o medicinales. Los ejemplos son varios: el
uso de hongos Psilocybes y otras sustancias en civilizaciones de la mesoamérica
precolombina como los Aztecas, los Maya, los Oztec y Zapotec (Johnson & Giriffiths, 2017;
Nichols, 2016; Nkadimeng et al., 2020). La ayahuasca, también conocida como yagé o
hoasca, tiene una larga historia de uso en grupos indigenas nativos de la selva Amazoénica
(Frecska et al., 2016; McKenna, 2004; Nichols, 2016).

Si bien estas practicas ancestrales indican un uso extendido y diverso de los psicodélicos
en contextos tradicionales, el interés cientifico moderno por estas sustancias surgié a partir
de un enfoque muy distinto, centrado en su potencial para reproducir estados mentales
patoldgicos y contribuir al estudio de los trastornos psiquiatricos, como la esquizofrenia
(Osmond, 1957). Por esta razon, recibieron en un comienzo el nombre de
"psicotomiméticos”, reflejando en el término acuiado una preocupacion predominante en
torno al potencial riesgo que implicaba su uso (Beecher, 1958; Cole & Katz, 1964).
Posteriormente, en 1956, Humphry Osmond, propone el término “psicodélico”, derivado del
griego “psyche” (mente) y “delous” (develar), referenciando la capacidad de estas
sustancias de hacer aflorar o manifestar aspectos de la mente del sujeto que previamente
se encontraban ocultos. Esta nueva denominacion sugeriria una perspectiva mas positiva
respecto al uso de estas drogas, en contraste con la vision patologizante implicita en el
término “psicotomimético” (Cole & Katz, 1964; Osmond, 1957).

Sin embargo, no fue hasta el descubrimiento de los efectos psicoactivos del LSD por Albert
Hoffmann en 1943 que se dispard un importante interés cientifico en el uso beneficioso de
estas sustancias, el cual comenz6 a principios de los afos cincuenta y perdur6 en su auge
hasta 1960 (Garcia-Romeu & Richards, 2018; Hofmann, 1979). En los afos 60 las
limitaciones impuestas al estudio y la aplicacion terapéutica de los psicodélicos se
intensificaron de forma marcada; no obstante, su adopcién por parte de corrientes




populares y contraculturales favorecié que alcanzaran una gran influencia en la sociedad
(Carhart-Harris & Goodwin, 2017). En 1970 la incorporacién de varias drogas psicodélicas
en la categoria mas restrictiva de la Ley de Sustancias Controladas de los Estados Unidos
frend por completo la investigacion de estas sustancias (Belouin & Henningfield, 2018;
Carhart-Harris & Goodwin, 2017). Los ensayos clinicos con psicodélicos realizados en
aquella época indicaron seguridad en su uso y un posible valor terapéutico para diversas
patologias; sin embargo, los resultados no llegaron a consolidarse porque, desde la
perspectiva actual, muchos de estos estudios presentan limitaciones metodoldgicas y
deficiencias en su disefio (Garcia-Romeu & Richards, 2018).

Luego de décadas de pausa, la investigacion en psicodélicos fue retomando interés de
manera gradual a partir de 1990 (Garcia-Romeu & Richards, 2018), hasta llegar a estos
ultimos afios, donde ha ocurrido lo que algunos autores denominan un “Renacimiento
Psicodélico”, caracterizado por la emergencia de numerosos articulos cientificos y de
caracter general que describen con optimismo los efectos terapéuticos de estas sustancias
(Sessa, 2018). El interés y la investigacion en torno al uso de psicodélicos han ido en
aumento dado que estos compuestos podrian representar una alternativa terapéutica para
diversas condiciones psiquiatricas (Reiff et al., 2020; Vargas et al., 2021).

A nivel del sistema nervioso central (SNC), se ha demostrado que los psicodélicos son
capaces de inducir procesos rapidos de neuroplasticidad estructural y funcional,
tipicamente entre 24-72 horas luego de una unica administracion. Los cambios que estos
compuestos promueven a nivel circuital pueden traducirse en modificaciones a nivel
comportamental, que se prolongan mas alla de los efectos agudos del farmaco y son
relativamente duraderas (Aday et al., 2020; Olson, 2022). En linea con esta caracteristica,
los psicodélicos han sido denominados “psicoplastégenos” (Olson, 2018).

2. Ibogaina

La ibogaina es el alcaloide psicoactivo mas abundante de la corteza de la raiz de la planta
Tabernanthe iboga, originaria de la Republica Democratica del Congo, Angola y Gabén
(Alper, 2001) (Figura 2). Su uso originario se remonta a la tradicion Bwiti, cuyos miembros
la consumen en bajas dosis como estimulante para la caza o, en altas dosis, durante
ceremonias religiosas de comunion o de iniciacion a la cultura Bwiti (Bonhomme, 2023;
Underwood etal.,, 2021). La existencia de evidencias anecdodticas respecto a las
propiedades antiadictivas de este compuesto ha llamado la atencion del area clinica,
conduciendo al desarrollo de estudios de serie de casos que evaluan el potencial
terapéutico de la droga en la reduccion de sintomas de abstinencia a opioides en humanos,
obteniendo, por lo general, resultados positivos (Dos Santos et al., 2017). A su vez, diversos
estudios preclinicos han demostrado su efectividad para disminuir la autoadministracién de
morfina y/o cocaina (Dworkin et al., 1995; Glick, 2006) y alcohol (Rezvani et al., 1995) en
roedores. Sin embargo, aun no existen ensayos clinicos controlados a gran escala que
hayan determinado el efecto terapéutico de esta sustancia (Kock et al., 2022).



https://www.zotero.org/google-docs/?q6JZOV

De todas maneras, pese a la falta de aprobacién médica actual para su uso terapéutico,
existen clinicas no convencionales que emplean ibogaina para el tratamiento del trastorno
por uso de sustancias. Estas intervenciones se realizan en entornos controlados y
supervisados, dado que la administracion del psicodélico puede provocar importantes
efectos adversos (Gomes & Tofoli, 2022; Kock et al., 2022). Entre estos, se remarca su
efecto inhibitorio sobre el canal human ether-a-go-go-related gene (hERG) del corazon, el
principal encargado de conducir la corriente repolarizante del potencial de accién cardiaco
(Thurner et al., 2014). Este efecto cardiotéxico del alcaloide ha sido asociado a muertes
repentinas o fallas en el electrocardiograma de pacientes administrados con la droga
(Koenig & Hilber, 2015).

En animales de experimentacion la administracién aguda de ibogaina induce una respuesta
comportamental similar a la observada con compuestos que promueven un aumento en los
niveles de serotonina (5-HT) en el SNC, como los psicodélicos clasicos, conocida como
sindrome serotoninérgico (Haberzettl et al., 2013). Este cambio en la concentracion local
de 5-HT ocurre ya sea por un aumento en la liberacién o sintesis del neurotransmisor, o
bien por la inhibicién de su recaptaciéon o degradacion, dependiendo del mecanismo de
accion de la droga administrada (Francescangeli etal., 2019). En ratas, el sindrome
serotoninérgico se manifiesta como un conjunto de comportamientos estereotipados y
cuantificables, tales como temblor, piloereccién, y movimientos anormales de las patas
anteriores y de la cabeza, entre otros. El perfil de expresion de las conductas asociadas al
sindrome varia segun la droga administrada y depende de la dosis (Gonzalez et al., 2018;
Haberzettl etal., 2013). Adicionalmente, como parte de la caracterizacién del efecto
comportamental de los psicodélicos, es comun evaluar otras respuestas comportamentales
agudas asociadas a la administracion de la droga, como la head shake response (HSR). La
HRS consiste en un movimiento lateral y rapido de la cabeza del roedor, que forma parte
del repertorio comportamental habitual de estos animales. Sin embargo, se ha observado
que la administracion de psicodélicos provoca un aumento en la frecuencia de este
comportamiento, principalmente en ratones, aunque también en algunos casos en ratas
(Corne & Pickering, 1967; Lucki et al., 1987). Su induccién esta asociada a la activacion del
receptor 5HT2a y su potencia se correlaciona con acciones psicodélicas en humanos (Corne
& Pickering, 1967; Jaster et al., 2022).
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Figura 2 | a) Dibujo representativo de Tabernanthe iboga. b) Estructura quimica de la
ibogaina, tomada de Baumann et al. (2001).

La farmacologia de la ibogaina es compleja y sus mecanismos de accion aun no estan
completamente dilucidados. No parece presentar preferencias en cuanto a su uniéon a
receptores; la misma interactua con proteinas de diversos sistemas de neurotransmision,
siempre con baja afinidad (Litjens & Brunt, 2016). En el orden micromolar, la ibogaina actua
como antagonista del receptor de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) (Wasko et al.,
2018). A su vez, algunos estudios remarcan como relevante su interaccion con el receptor
opioide k (Codd, 1995; Deecher, 1992; Glick et al., 1997). Por otro lado, también con baja
afinidad micromolar, la ibogaina se une al receptor opioide p, receptor nicotinico a3f4,
receptor 02, receptores serotoninérgicos como 5HT2a y 5HT3, receptores muscarinicos
(M1/2), y puede actuar como inhibidor del recaptador de serotonina (SERT), de dopamina
(DAT), de noradrenalina (NET) y del transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2)
(Brown, 2013; Codd, 1995; Deecher, 1992; Dos Santos et al., 2017; Glick, 2006; Hwu et al.,
2025; Maciulaitis et al., 2008; Wasko et al., 2018).

En relacion a las regiones cerebrales afectadas por la ibogaina, no resulta extrafio que al
tener numerosos blancos de accién moleculares en el SNC, esta pueda afectar diversas
zonas del cerebro. Por ejemplo, dos estudios que evaluaron cambios en los niveles de
dopamina en distintas zonas del cerebro de la rata luego de la administracion de ibogaina,
observaron efectos asociados a la administracion del psicodélico en el estriado (St), corteza
prefrontal (PFC) y nucleo accumbens (Acb) (Maisonneuve et al., 1991b, 1992). En cuanto
a su afectacion de otros neurotransmisores, la ibogaina aumenta los niveles extracelulares
de 5-HT en el Acb a los pocos minutos luego de su administracion intraperitoneal (i.p.)
(Baumann et al., 2001). A la vez, en las mismas regiones mencionadas (Acb y PFC), pero
también en el area tegmental ventral (VTA) y en la sustancia nigra (SN), la ibogaina en una
dosis de 40 mg/kg altera la expresion de proteinas vinculadas a la neuroplasticidad, como
el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y el factor neurotroéfico derivado de la glia
(GDNF) a las 24 horas de su administracion. Especificamente, eleva los niveles de ARNm
de BDNF en Acb, PFC, Sty VTA; mientras que sus efectos sobre el GDNF se restringen a
un aumento unicamente a nivel del VTAy de la SN (Marton et al., 2019).
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En conjunto, estas evidencias indican que la ibogaina ejerce una accién a distintos niveles
del sistema nervioso, que también se ve reflejada en los patrones de actividad eléctrica
cerebral. Por ejemplo, este psicodélico en ratas genera un aumento de las ondas gamma y
la aparicion de rasgos similares al suefio de movimientos oculares rapidos (REM). Es decir,
que se induce una actividad neuronal con caracteristicas tanto de actividad cognitiva
intensa, relacionada con las ondas gamma, como de experiencia onirica, asociada al suefio
REM, que reflejan los efectos subjetivos descritos en humanos (Gonzalez et al., 2021).

Sin embargo, pese al avance sobre los efectos de la ibogaina en el SNC y su interés
creciente en cuanto a sus acciones terapéuticas, aun se desconocen muchas de sus
acciones agudas en el SNC, incluidas las regiones que son preferentemente afectadas en
las primeras horas luego de su administracion.

3. Genes inmediatos tempranos: c-fos

Los genes inmediatos tempranos (IEGs) son un grupo de genes que responden
inmediatamente a diversos estimulos celulares. El ARNm de los IEGs es sintetizado en el
rango de minutos luego de que ocurra el estimulo, y la maquinaria proteica necesaria para
su transcripcion ya se encuentra normalmente en la célula (Sng et al., 2004; Aparicio et al.,
2022). Los IEGs son, por lo tanto, un mecanismo regulatorio fundamental, y participan en
la respuesta inicial a numerosos estimulos, incluyendo las sustancias psicoactivas
(Bahrami, 2016). Uno de los genes tempranos mas conocidos y estudiados es el factor de
transcripcion c-fos. Este gen se caracteriza por expresarse de manera rapida y transiente
en el cerebro en respuesta a diversas sefiales (Herrera, 1996). La proteina para la que
codifica, c-Fos, no es capaz de actuar como factor de transcripcién por si sola, sino que
para unirse al ADN y regular la expresion de otros genes, debe primero formar un
heterodimero con c-Jun a través de sus dominios cremallera de leucina. EI complejo
resultante de la unién c-Fos/c-Jun, denominado proteina activadora 1 (AP-1), se une a
elementos de respuesta TAP (TRE) ubicados rio arriba de la regidon promotora de los genes
que esta regula, modulando asi su expresion (Figura 3). Estos genes diana participan en
diversos procesos celulares fundamentales, como la proliferacion, diferenciacién, apoptosis
celular o inflamacion (Bahrami, 2016; Ye et al., 2014).
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Figura 3 | Esquema representativo de la induccion
de AP-1 vy sus efectos celulares asociados.

La expresion de c-Fos en el SNC es relativamente baja, pero aumenta tras la activacion
sinaptica. Por esto mismo, c-Fos ha sido utilizado como marcador de actividad celular luego
de un estimulo (Sagar et al., 1988). Esta caracteristica que presenta este IEG ha sido
aprovechada como herramienta para generar mapas de vias sinapticas o areas activadas
ante distintos estimulos; entre ellos, distintas drogas psicoactivas (Davoudian et al., 2023;
Gresch et al., 2002; Scruggs et al., 2000). En el caso de los psicodélicos, existen algunos
estudios que han aplicado esta herramienta a fin de visualizar areas cerebrales activas
luego de la administracion de la droga. Por ejemplo, Frankel & Cunningham (2002) analizan
el curso temporal de expresion de la proteina c-Fos luego de tratar ratas con d-LSD. En
dicho estudio se observa un aumento en la induccion de c-Fos causada por el psicodélico,
de manera dependiente del tiempo y de la region. Especificamente, se observan diferencias
significativas respecto al salino en la corteza cingulada anterior 60 minutos luego de la
administracién de d-LSD, pero, por otro lado, en el nucleo accumbens shell (AcbSh)
esta diferencia es observable tanto a los 60 como a los 120 minutos (Frankel &
Cunningham, 2002). En una investigacion mas reciente, se compararon las regiones
activadas por ketamina y por psilocibina también utilizando c-Fos como marcador, en un
analisis de cerebro completo. De esta manera, se logré obtener una lista de regiones
involucradas en la accion de dichas drogas, donde se destaca la activacién de la corteza
cingulada (Cg), amigdala central (CeA) y basolateral (BLA), y corteza visual primaria, entre
otras (Davoudian et al., 2023). La expresion de este IEG también ha sido utilizado para




realizar un analisis de activacion celular a nivel del cerebro para el caso de la ayahuasca
(Daldegan-Bueno et al., 2022) y la MDMA (Aboharb et al., 2025).

El analisis de la expresién de c-Fos constituye asi una herramienta de uso actual para
indagar sobre la intensidad de las acciones de las sustancias psicodélicas en distintas
regiones del SNC. En el caso de la ibogaina, sin embargo, las investigaciones que han
empleado esta herramienta son limitadas. Hasta el momento, solo se ha analizado la
expresion de la proteina c-Fos inducida por ibogaina utilizando una dosis extremadamente
alta en relacion a los estudios preclinicos actuales (100 mg/kg) (Scallet et al., 1996) y en
dosis mas bajas (50 mg/kg) unicamente a nivel del ARN (Ali et al., 1999).

En este contexto, resulta relevante conocer la expresion proteica de c-Fos en el cerebro de
rata luego de la administracién aguda de ibogaina a dosis comunmente utilizadas en los
ensayos preclinicos comportamentales (Gonzalez et al., 2018; Maisonneuve et al., 1992).
Este conocimiento puede colaborar a una comprension mas profunda de sus efectos
agudos y sitios de accion en el SNC, y aportar a la orientacion y avance del estudio de los
mecanismos que subyacen a sus efectos terapéuticos.
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HIPOTESIS

La administracion aguda de ibogaina a una dosis de interés preclinico (40 mg/kg) inducira
un incremento en la inmunorreactividad a c-Fos en distintas areas cerebrales asociadas al
circuito motivacional.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta comportamental aguda y la induccion de c-Fos en ratas tratadas con
ibogaina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar la respuesta comportamental asociada al sindrome serotoninérgico luego
de la administracion aguda de ibogaina.

2. Evaluar la inmunorreactividad a c-Fos en la corteza prefrontal medial (mPFC), Acb
y amigdala de ratas adultas luego del tratamiento agudo con ibogaina.




MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratas macho (n total = 15), cepa Wistar, de 75-85 dias de edad, provenientes
del Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA) de la Facultad de Ciencias. Los animales
tuvieron acceso a agua y comida ad libitum y se mantuvieron con un ciclo de luz-oscuridad
12/12 hrs (luces encendidas 03:00 hrs) y temperatura controlada (21+1°C). Todos los
procedimientos experimentales realizados contaron con la aprobacion de la Comisién de
Etica en el Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de Ciencias (n.° de expediente 240012-
000011-24).

2. Ibogaina

La ibogaina fue proporcionada por el Dr. Ignacio Carrera, del Departamento de Quimica
Organica de la Facultad de Quimica, UdelaR, con el aval del Ministerio de Salud Publica.
La misma se disolvio en salino/etanol (9:1) tibio, y se administré6 mediante una inyeccion
intraperitoneal. Se utilizé una dosis de 40 mg/kg de ibogaina, seleccionada en base a
estudios previos realizados por el grupo de trabajo del Dr. Carrera (Gonzalez et al., 2018;
Marton etal., 2019), nuestro grupo (Vidal, 2024) y otros equipos de investigacion
(Cappendijk & Dzoljic, 1993; Levant & Pazdernik, 2004; Maisonneuve et al., 1991). El grupo
control fue tratado con el vehiculo de ibogaina, salino/etanol (9:1).

3. Protocolo Experimental

3.1. Objetivo especifico 1: respuesta comportamental asociada al sindrome
serotoninérgico

3.1.1 Evaluacion de conductas asociadas al sindrome serotoninérgico

Los animales fueron llevados al cuarto de experimentacion previo al comienzo de los
experimentos para su aclimatacién. Posteriormente, estos recibieron una inyeccién
intraperitoneal (i.p.) de ibogaina (40 mg/kg) o su vehiculo. Seguidamente, se coloco al
animal en un modelo de campo abierto donde explord de forma libre durante 30 minutos.
Este modelo consiste en una caja de acrilico con dimensiones de 30 x 40 x 40 cm.

En el campo abierto se cuantificaron los comportamientos desplegados asociados al
sindrome serotoninérgico (Figura 4), utilizando una escala de intensidad del 0 al 3, en
periodos de 5 minutos (Gonzalez et al., 2018; Haberzettl et al., 2013). En dicha escala, el 0
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representaba la ausencia total del comportamiento, el 1 la manifestacion leve e intermitente
del mismo, el 2 una presencia e intensidad de expresion intermedia, y el 3 una expresién
de alta intensidad y frecuencia (Baumann etal., 2001; Gonzalez etal., 2018).
Particularmente, se evalud el temblor, la piloereccion, la postura aplanada (flat body
posture), la caminata hacia atras (backtrack walking), ptosis palpebral (caida de parpados)
y el movimiento repetitivo y alternante de patas delanteras (forepaw treading, FPT).

El analisis comportamental se complementdé con la cuantificacion de conductas
espontaneas de exploracion y autoacicalamiento, como el numero de rearings y groomings
respectivamente. También se evalud el numero de head shakes a modo de utilizar la HSR
como indicador de efecto psicodélico clasico.

Una vez finalizada la evaluaciéon del comportamiento, cada animal fue colocado de forma
individual en una caja hasta el momento de obtencidn de tejido para los experimentos de
inmunohistoquimica. El campo abierto se limpid con alcohol al 50% previo a la colocacion
del siguiente animal.

f)

\

Figura 4 | Imagenes ilustrativas de los comportamientos asociados al sindrome
serotoninérgico. Las imagenes corresponden a: a) temblor b) piloereccion ¢) postura
aplanada d) caminata hacia atras e) ptosis palpebral f) forepaw treading.

3.2. Objetivo especifico 2: inmunorreactividad a c-Fos en el cerebro de la rata adulta

3.2.1. Obtencion y preparacion de tejido para la deteccion de c-Fos

90 minutos después de la inyeccion de ibogaina o su vehiculo, los animales fueron
anestesiados con tiopental sédico (100 mg/kgi.p.) y sus cerebros fijados mediante perfusion
transcardiaca con paraformaldehido (PFA) (75 mL de heparina 0,1 % seguido de 250 mL




de PFA al 4% en PBS). El momento de la fijacion del tejido fue seleccionado en base a
estudios de la dinamica temporal de expresion de c-Fos, los cuales sefalan que, en los 90
minutos posteriores al estimulo, se alcanzan niveles cercanos al pico maximo de
inmunorreactividad de la proteina (Lara Aparicio et al., 2022; Morgan, 1987).

Una vez fijados, los cerebros fueron disecados y sometidos a una postfijacion por inmersion
en PFA 4% durante 24 horas. Luego pasaron por un proceso de crioproteccion mediante
incubaciones sucesivas de sacarosa de concentracion creciente (24 horas en sacarosa
20% y otras 24 horas en sacarosa 30%). Una vez crioprotegidos, los cerebros se congelaron
con isopentano helado y fueron almacenados a -80°C hasta su procesamiento.

Posteriormente, se obtuvieron cortes histoldgicos a nivel de la mPFC, Acb y amigdala, en
base al atlas Paxinos y Watson (2004). Las coordenadas relativas a Bregma utilizadas
fueron: mPFC, +3,72 mm a +2,76 mm; Acb, +2,28 a +1,28 mm; amigdala, -2,04 mm a -
3,24 mm. Los cortes fueron realizados con criostato, de manera coronal y con 40 uym de
espesor, y recolectados en flotacion en PBS. Finalmente, los cortes fueron transferidos a
una solucion crioprotectora y almacenados a -20°C hasta el momento de su utilizacion en
el ensayo de inmunohistoquimica.

3.2.2 Inmunohistoquimica para la deteccion de c-Fos

El dia previo a la realizacion de los ensayos, se seleccionaron dos cortes por regiéon y por
animal en una placa con PBS, la cual fue conservada en la heladera hasta el dia siguiente.
La inmunohistoquimica fue realizada con los cortes en flotacion.

El primer dia del ensayo, se pretratoé a los cortes con H2O; al 0.3% para el bloqueo de la
peroxidasa endogena y luego con albumina de suero bovino (BSA) al 5% en PBS Triton
(PBS-T) 0,3% para prevenir interacciones inespecificas del anticuerpo primario.
Posteriormente, las regiones seleccionadas se incubaron con anticuerpo primario policlonal
anti-c-Fos (cabra; 1:2000 en BSA 2%; Santa Cruz Biotechnology Inc) durante toda la noche
a 4°C con agitacion. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con PBST 0.3% con agitacion,
previos a la incubacion con anticuerpo secundario anti-cabra biotinilado (caballo, 1:200;
Vector Laboratories) preparado en PBS-T 0.3% y BSA 2%. Esta incubacion se realizé a
temperatura ambiente con agitacion, durante 2 horas. A continuacion, con el objetivo de
amplificar la sefal, los cortes se incubaron con solucién ABC (1:300; Vector Laboratories).

Como método de revelado se utilizd el kit de diaminobencidina (DAB) de Vector
Laboratories, agregando niquel como agente intensificador de la sefal. La solucion de
revelado se incubd durante 6-7 minutos antes de frenar la reaccion con PBS 1X. Se incluy6
en cada ensayo un pocillo de control negativo, el cual fue expuesto a todas las soluciones
utilizadas en la técnica a excepcion del anticuerpo primario anti-c-Fos.
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Una vez finalizado el ensayo de inmunohistoquimica, los cortes fueron montados sobre
portaobjetos y sometidos a un protocolo de deshidratacion, que consistié en su exposicion
secuencial a soluciones de etanol en concentraciones crecientes (50%, 70%, 80%, 90%,
95% y 100%), finalizando con lavados en xilol. Posterior a la deshidratacion, los cortes se
cubrieron con medio de montaje Entellan para su conservacion.

3.2.3. Obtencién de imagenes y cuantificacion de células c-Fos positivas

Las imagenes para el analisis de la induccion de c-Fos fueron obtenidas con el escaner de
portaobjetos MoticEasyScan One del Laboratorio de Patobiologia de Facultad de
Veterinaria de la Universidad de la Republica. Se capturaron imagenes de los cortes enteros
de forma panoramica hasta un aumento de 40X. Posteriormente se obtuvieron imagenes
de las regiones de interés en la plataforma online del servicio, a un aumento de 4X 'y 10X.
La cuantificacion del numero de células c-Fos positivas (c-Fos+) se realizé6 por conteo
automatico utilizando el software de analisis de imagen Image J. Dentro del software se
ubicdé cada subregién de interés en las imagenes a 10X y dentro de las mismas se
selecciono un area de muestreo representativa (ROI), la cual, dependiendo del area, conto
con las siguientes caracteristicas:

-Para la mPFC se realiz6 el analisis cuantitativo en sus tres subregiones: Cg, corteza
prelimbica (PrL) y corteza infralimbica (IL). Las dimensiones de las grillas fueron de
400x450 um para Cg e IL, mientras que para la PrL el tamafio utilizado fue de 500x500 pum.

-En el caso de Acb, se evalud la inmunorreactividad a c-Fos en sus subdivisiones core
(AcbC) y AcbSh. Las dimensiones de las grillas utilizadas fueron de 300x350um y
600x300um, respectivamente.

-Para las subregiones BLA y CeA de la amigdala, se emplearon circulos de 400 um de
diametro.

Las respectivas ubicaciones de cada ROI en la subregion se muestran en la Figura 5. Se
cuantificod el nimero de nucleos c-Fos+ dentro de las mismas mediante conteo automatico.
Para ello, las imagenes se convirtieron a 8-bits y se aplico la funcion Substract background
con un radio de 50 pixeles para facilitar la deteccion de los nucleos c-Fos+. Se empleé el
autoumbral de deteccion Triangle y se realiz6 el analisis automatico de particulas, utilizando
tanto el tamafio (10-150 ym?) como la circularidad (0.60—1.00) como criterios de seleccion.
Finalizado el conteo, se efectudé un control visual de las particulas detectadas por el
software, corrigiendo manualmente aquellos casos puntuales en los que la clasificacion
automatica resulté erronea, mediante la inclusion o exclusibn de nucleos segun
correspondiera.

Para cada animal se obtuvo un unico valor de expresion de c-Fos por subregion. Este valor
corresponde al promedio de cuatro mediciones: las cuantificaciones de la misma subregion
en ambos hemisferios, tomadas en dos cortes del mismo cerebro.




4. Analisis estadistico

Todos los resultados se muestran como promedio + error estandar de la media (SEM). Tanto
para los datos comportamentales como de inmunorreactividad, se evalué la normalidad
mediante el test Shapiro-Wilk. Luego, se realiz6 prueba t de Student entre los valores del
grupo control versus grupo tratado para evaluar efecto de tratamiento. El analisis estadistico
y la representacion grafica de los datos fueron realizados con el software GraphPad Prism
9. La significancia estadistica fue fijada a p < 0,05.
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Figura 5 | Regiones de interés seleccionadas para el analisis de la inmunorreactividad
a c-Fos. Los recuadros o circulos punteados marcan la ubicacion y forma aproximada de
las grillas utilizadas. a) corteza prefrontal medial: fmi, fornix menor; Cg, corteza cingulada;
PrL, corteza prelimbica; IL, corteza infralimibica b) nicleo accumbens: gcc, genu del
cuerpo calloso; CPu, caudado-putamen; AcbSch; nucleo accumbens shell; AcbC, nucleo
accumbens core c¢) amigdala: BLA, amigdala basolateral; CeA; amigdala central.




RESULTADOS |

Evaluacion de la respuesta comportamental asociada al sindrome serotoninérgico
luego de la administracion aguda de ibogaina.

En la Figura 6 se observan los resultados obtenidos de la respuesta comportamental
asociada al sindrome serotoninérgico tras la administracion aguda de ibogaina 40 mg/kg o
su vehiculo. Se grafico el promedio de las intensidades para cada comportamiento por
individuo. Dichas intensidades fueron medidas en intervalos de tiempo de 5 minutos por un
total de 30 minutos.
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Figura 6 | Intensidad de los comportamientos asociados al sindrome serotoninérgico.
Comparacion de los comportamientos cuantificados en cada grupo experimental luego de
la administracién aguda de ibogaina o su vehiculo. Student’s t-test, promedio + SEM. (****)
p<0,0001. (**) p<0,01. (*) p<0,05. n=7-8.

En el perfil de comportamientos inducidos por la droga se observan altos niveles de temblor
y piloereccién, acompafiados en menor intensidad por postura aplanada y caida de
parpados. No se observa expresion de los comportamientos cuantificados en el grupo
salino, con la excepcion de niveles muy bajos de piloereccion (0.04 + 0.1429, n=7). Se
aprecia un efecto de tratamiento para cuatro de las seis conductas analizadas: temblor
(t(13)=7.846, p<0.0001), piloereccion (t(13)=3.991, p<0.01), postura aplanada (t(13)=2.325,
p<0.05), caida de parpados ((13)=2.189, p<0.05). Por otro lado, no se observé efecto del




tratamiento con ibogaina en el caso de forepaw treading (t(13)=2.046, p=0.0615) y caminata
hacia atras (t(13)=1.352, p=0.1995).

Otros comportamientos cuantificados durante la observacién de los animales en el modelo
de campo abierto se muestran en la Figura 7. Se observa un efecto de tratamiento tanto el
nuamero de rearings (t(13=3.720, p<0.01) como en el numero de groomings (t(13)=5.612,
p<0.001), donde en ambos casos la ibogaina disminuy6 significativamente la cantidad de
veces que el animal desplego la conducta. No se identifica una diferencia significativa entre
grupos para el caso del numero de head shakes (1(13)=1.483, p=0.1619).
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Figura 7 | Numero de rearings, groomings y head shakes observados segun
tratamiento. Student’s t-test, promedio + SEM. (***) p<0,0001. (**) p<0,01. n=7-8.

RESULTADOS II

Evaluacion de la inmunorreactividad a c-Fos en mPFC, Acb y amigdala de ratas
adultas luego del tratamiento agudo con ibogaina.

Finalizada la evaluacion comportamental, se realizé la inmunohistoquimica para la
deteccién y cuantificacion de c-Fos en ambos grupos experimentales. En la Figura 8 se
observa una vista representativa de la respuesta de c-Fos a nivel de la mPFC.

El tratamiento con ibogaina generé un aumento en la expresion de c-Fos en las tres
subregiones de mPFC analizadas (PrL, t(13)=3.160, p<0.01); IL, t(13)=2.727, p<0.05; Cgq,
t(13)=4.363, p<0.01) (Figura 9 a-c). Este efecto también se observa al comparar la
induccion en la mPFC total entre vehiculo e ibogaina (t(13)= 3.552, p<0.01) (Figura 9 d).
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Figura 8 | Imagenes representativas de la induccion de c-Fos en subregiones de la
corteza prefrontal medial (mPFC): corteza infralimbica (IL), corteza prelimbica (PrL) y

corteza cingulada (Cg).
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Figura 9 | Cuantificacion de la induccion de c-Fos en a) Cg b) PrL ¢) IL y d) mPFC total.
Student’s t-test, promedio + SEM. (***) p<0,0001. (**) p<0,01. (*) p<0,05. n=7-8

En cuanto a la inmunorreactividad inducida en el Acb, el analisis por subdivisiones se
observa en las Figuras 10 y 11 a-b. La ibogaina indujo un incremento significativo en la
expresion de c-Fos a nivel del AcbSh (1(13)=2.723, p<0.01), mientras que en el AcbC no se
observaron cambios significativos (t(13)=2.125, p=0.0534). Sin embargo, al considerar el
efecto global en el Acb, la administracién de ibogaina resultdé en un incremento de la
inmunoreactividad a c-Fos en la region (t(13)= 2.929, p<0.05) (Figura 10 c).
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Figura 10 | Imagenes representativas de la inducciéon de c-Fos en subregiones de
nucleo accumbens (Acb): nucleo accumbens core (AcbC) y nucleo accumbens shell
(AcbSh).
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Figura 11 | Cuantificacién de la inducciéon de c-Fos en nucleo accumbens a) Core (AcbC)
b) nucleo accumbens shell (AcbSh) y c) total. Student’s t-test, promedio + SEM. (*) p<0,05.

n=7-8

Por ultimo, al realizar el analisis a nivel de la amigdala se observé un aumento en la
expresion de c-Fos generado por la administracién de ibogaina, tanto a nivel de BLA
(t(13)=2.756, p<0.05) como de CeA (1(13)=5.228, p< 0.001) (Figura 12 y 13 a-b). Al evaluar
la induccion total, también se aprecié un aumento de la expresion del IEG (1(13)=4.610,

p<0.001) (Figura 12 c).
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Figura 12 | Imagenes representativas de la induccion de c-Fos en subregiones de la
amigdala: basolateral (BLA) y central (CeA).
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Figura 13 | Cuantificacion de la induccion de c-Fos en amigdala a) basolateral (BLA) b)
central (CeA) y c) total. Student’s t-test, promedio + SEM. (***) p<0,0001. (*) p<0,05. n=7-8
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DISCUSION

En el presente trabajo se investigaron parte de los mecanismos de accién tempranos de la
ibogaina sobre el cerebro de la rata macho adulta. Especificamente, se evalué la expresion
de c-Fos en tres areas clave del cerebro de la rata luego de la administracion aguda del
psicodélico. Estos resultados se complementaron con la caracterizacién de las conductas
asociadas al sindrome serotoninérgico inducido por la ibogaina y otros comportamientos
estereotipados.

Comportamientos asociados al sindrome serotoninérgico

El sindrome serotoninérgico es la manifestacion a nivel conductual de una hiperactividad
del sistema serotoninérgico, ya sea por un exceso de 5-HT en el SNC o por una
sobreactivacion de los receptores serotoninérgicos 5-HT2a y 5-HT1a, normalmente luego de
la administracién de una droga serotoninérgica (Francescangeli et al., 2019; Scotton et al.,
2019). En este estudio, la ibogaina indujo algunos comportamientos asociados a este
sindrome, en particular, temblor, piloereccion, postura aplanada y caida de parpados. Estos
primeros tres comportamientos coinciden con lo reportado previamente por nuestro grupo
(Vidal, 2024). Otro estudio de Gonzalez et al. (2018), realizado con la misma dosis de
ibogaina, también registré temblor y postura aplanada. No obstante, en el presente trabajo
también evidenciamos, aunque en baja intensidad, caida de parpados, un comportamiento
que no habia sido mencionado en estudios previos con ratas adultas pero que si fue
reportado en animales adolescentes tratados con ibogaina (Vidal, 2024). Por otra parte,
Vidal (2024) describe en animales adultos la presencia de caminata hacia atras, una
conducta que en nuestro caso no alcanzé significancia estadistica. Estas pequenas
diferencias en el despliegue comportamental pueden adjudicarse a la variacion
interindividual de la respuesta conductual de los animales. Sin embargo, es importante
destacar que aquellos comportamientos mas intensamente registrados, como el tembilor,
piloereccién y postura aplanada, resultan consistentes y se ven replicados entre estudios.

Es interesante considerar que in vivo la ibogaina se desmetila a 12-hidroxibogaina
(noribogaina), un compuesto que a nivel estructural es mas similar a la serotonina y que
ademas posee una vida media mas prolongada respecto a su precursor (Baumann, 2001).
Aproximadamente a los 45 minutos de la administracién i.p. de ibogaina hay mas
abundancia de noribogaina que del compuesto original en plasma (Baumann, 2001;
Rodriguez et al., 2020). Tanto la ibogaina como la noribogaina actian como inhibidores de
SERT e interactian con baja afinidad con el receptor 5-HT2a; sin embargo, estudios de
microdialisis en ratas han observado que la noribogaina genera una mayor elevacion en los
niveles de 5-HT en Acb que su precursor (Baumann et al., 2001). Por tanto, si bien la
administracion de ibogaina induciria un incremento en la actividad del sistema
serotoninérgico, su metabolito principal tendria una mayor potencia de accién sobre este
sistema.




Al considerar la temporalidad de la respuesta comportamental inducida por este psicodélico
y su desencadenamiento abrupto luego de la administracién, es razonable pensar que esta
no depende exclusivamente de su conversién metabdlica a noribogaina, ya que a dicho
momento habria mas abundancia del compuesto original. En esta linea, Baumann et al.
(2001) propusieron que la respuesta comportamental aguda inducida por ibogaina podria
estar mediada por su accion como antagonista del receptor NMDA o por su interaccion con
los receptores o, dado que, aunque la noribogaina presenta una mayor potencia de
inhibicion de SERT y es mas efectiva en elevar los niveles de serotonina, no es
tremorogénica. En contraste, la ibogaina, que si induce temblor, muestra una afinidad
superior por los receptores NMDA y 62 (Baumann et al., 2001; Mash et al., 1995). Sumado
a esto, también se ha descrito que la ibogaina activa con mayor intensidad al eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) en comparacion con la noribogaina, induciendo un
aumento mas pronunciado en los niveles de corticosteroides. Este efecto podria estar
mediado por la modulacién de los receptores NMDA o 62, dado que otros farmacos con
accion sobre estos receptores, como el MK-801 y la fenciclidina (PCP), también elevan los
niveles de corticosterona (Baumann et al., 2001).

Por otro lado, O’'Hearn y Molliver (1993, 1997) sugieren otra alternativa como base
neurobiologica del temblor producido por la administracion de este psicodélico. La ibogaina,
administrada en una dosis de 100 mg/kg en ratas, presenta un efecto excitatorio toxico
indirecto sobre las células de Purkinje del cerebelo, derivado de una sobreactividad de las
fibras trepadoras del nucleo olivar inferior del tronco encefalico (O’Hearn & Molliver, 1993,
1997). Esta excitotoxicidad generada conduce a una degeneracion significativa de las
células de Purkinje GABAérgicas del vermis cerebeloso, en un patron similar al efecto
neurodegenerativo generado por la harmalina, un alcaloide de estructura y efectos
comportamentales similares con la ibogaina que se caracteriza por inducir temblor intenso
(Lavita et al., 2016; Miwa et al., 2006; O’'Hearn & Molliver, 1993). Algunos estudios han
atribuido el temblor producido por la harmalina a una activacién ritmica de las
motoneuronas, dependiente de la sincronizacion de las vias descendentes del tronco
encefalico con la via olivocerebelosa (de Montigny & Lamarre, 1973; Llinas & Volkind,
1973). De esta manera, O’Hearn y Molliver proponen que el temblor inducido por la ibogaina
posee estos mismos mecanismos subyacentes.

A su vez, otro estudio que evalué la degeneracion a nivel del cerebelo inducida por ibogaina
observd, ademas de una degeneracion en el vermis, una gran pérdida de terminales de
células de Purkinje, especificamente en los nucleos fastigiales (Welsh et al., 2002). Estos
autores proponen, entonces, que dada la disminucion de terminales GABAérgicas
inhibitorias sobre estos nucleos, seria esperable que ocurra una activacion ténica intensa
de las estructuras del tronco encefalico reguladas por los nucleos fastigiales, entre ellas,
estructuras motoras y autonémicas. Siguiendo este razonamiento, se ha sugerido que la
administracién de ibogaina podria inducir una disfuncion autonémica (Maas, 2006).

Sin embargo, aunque en ratones la ibogaina produce temblor, este psicodélico no genera
neurodegeneracion a nivel del cerebelo en este modelo animal, incluso al replicar la misma




metodologia empleada por O’'Hearn y Molliver (Scallet et al., 1996). Del mismo modo, en
otro estudio en ratas en el que se utilizd la misma dosis de 40 mg/kg seleccionada en el
presente trabajo, no se encontraron evidencias de degeneracion neuronal (Molinari et al.,
1996). Por lo tanto, aunque la dosis utilizada para este estudio puede producir una
alteracion en el funcionamiento cerebeloso capaz de generar temblor en la rata, es probable
que otros factores también contribuyan al temblor inducido por la ibogaina. En este sentido,
es interesante considerar que la ibogaina inhibe al NET, mientras que su principal
metabolito, la noribogaina, no presenta esta accion (Hwu et al., 2025). La inhibicion del NET
implicaria una acumulacion de noradrenalina en la hendidura sinaptica, generando una
sobreactivacion del sistema noradrenérgico y, en consecuencia, una activacién simpatica.

Este mecanismo cobra especial relevancia al considerar que la liberacion de noradrenalina
por los nervios simpaticos estimula los musculos erectores del pelo, provocando
piloereccién en roedores (Shwartz et al., 2020). Ademas, esta misma accién podria explicar
la aparicion del temblor, dado que la noradrenalina actua como agonista de los receptores
B-adrenérgicos, principalmente 3,, del musculo esquelético, induciendo una oscilacion fina
y rapida en las extremidades o en todo el cuerpo (Ahrens, 1990; Tesfamariam, 1998). Sin
embargo, el temblor causado por una activacion noradrenérgica solo ha sido registrado en
humanos. En roedores, por otro lado, no se logré replicar dichos resultados (Hallberg &
Almgren, 1985). No obstante, Hallberg (1986) observé que el temblor inducido por la
administracion del precursor biosintético de la 5-HT, el L-5-hidroxitriptéfano, se veia
potenciado en intensidad si previamente se administraba a las ratas un agonista 3,. Esta
respuesta, inhibida por la administracion de un antagonista del mismo receptor, sugiere una
interaccion entre el sistema noradrenérgico y el serotoninérgico en la manifestacion
conductual del sindrome serotoninérgico y, especificamente, en el temblor (Hallberg,
1986).

Como proponen Hwu et al. (2025), la existencia de multiples bancos moleculares de la
ibogaina sugiere una “farmacologia en matriz”, caracterizada por una accion farmacoldgica
amplia y de baja potencia, en contraste con el perfil de un compuesto selectivo que actua
sobre pocos blancos con alta afinidad. Teniendo esto en consideracion, es razonable pensar
que los efectos conductuales agudos de la ibogaina podrian depender de sus multiples
interacciones con distintos sistemas de neurotransmision. En particular, un incremento de
la actividad noradrenérgica derivado de la inhibicion del NET, junto con una posible
activacion simpatica indirecta mediada por los nucleos fastigiales, podria contribuir a
generar una respuesta de tipo simpaticomimética ante el psicodélico (Hwu et al., 2025;
Welsh et al., 2002). Esta activacion, sumada a una desregulacion de los ritmos cerebelosos,
ofrece una explicacion plausible para dos de las conductas mas destacadas tras la
administracion de ibogaina a una dosis de 40 mg/kg, la piloereccion y el temblor.

La ibogaina indujo también una disminucion en el numero de rearings y groomings, un
efecto esperable dada la afectacion motora que produce esta droga y que replica otros
resultados previos (Gonzalez et al., 2018; Vidal, 2024).

Por otro lado, no se observaron diferencias en el numero de head shakes, también en
concordancia con lo reportado por Vidal (2024) y Gonzalez (2018). Aunque la ausencia de
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HSR en respuesta a la ibogaina ya ha sido previamente reportada, su discusién aun resulta
relevante, dado que esta establecido en la literatura que diversos compuestos
serotoninérgicos generan un incremento en la HSR, y que la intensidad de esta respuesta
se correlaciona con la potencia psicodélica de la sustancia (Halberstadt & Geyer, 2013).
Entre los efectos subjetivos de la ibogaina se describe la induccién de visiones oniricas en
estado de vigilia, pero esta sustancia no parece evocar, al menos en la rata, un aumento en
el niumero de head shakes. Una posible explicacion para esta ausencia de respuesta podria
vincularse al receptor 5-HT2a. La expresion de la HSR se asocia principalmente al agonismo
5-HT.a (Halberstadt & Geyer, 2013), caracteristico de los psicodélicos clasicos (Canal &
Morgan, 2012). La ibogaina, en cambio, presenta una afinidad en el orden micromolar por
este receptor, lo que puede explicar que no induzca head shakes en este modelo animal
(Wasko et al., 2018). Asimismo, existen diferencias entre el tipo de distorsiones sensoriales
descritas para psicodélicos clasicos, que si evocan head shakes, en relacion a las
descripciones de la experiencia subjetiva de la ibogaina. Por ejemplo, las visiones evocadas
por el LSD, potente agonista del receptor 5-HT2a, son en general destellos de luz, lineas
que se reorganizan o se mueven Yy figuras geométricas con patrones repetitivos (Stoliker
et al., 2025). La ibogaina genera un estado onirico en vigilia, en el cual la persona
experimenta cambios en la percepcidn visual y sensorial, junto con una rememoracion de
eventos pasados de su vida (Kéck et al., 2022). A su vez, es interesante considerar que la
mayoria de estudios que correlacionan la HSR con la potencia psicodélica de una sustancia
estan hechos en ratén, y son pocos los estudios que validan esta relacion en la rata como
modelo experimental (Halberstadt & Geyer, 2013; Shahar et al., 2022).

Inmunorreactividad a c-Fos

En la segunda parte de este trabajo se evalué la reactividad a la proteina del gen inmediato
temprano c-fos, con el objetivo de caracterizar parte de las acciones agudas de la ibogaina
sobre el SNC de la rata adulta. Dicha evaluacion reveld un aumento en la
inmunorreactividad en las regiones PrL, IL y Cg de la mPFC, en las regiones BLAy CeA de
la amigdala, y en la region AcbSh del Acb. Estos resultados sugieren un incremento en la
actividad inducida por este psicodélico en las areas previamente mencionadas, € indican
su participacion en los efectos agudos tempranos de la droga en el SNC de la rata.

A nivel funcional y anatomico, la amigdala, la mPFC y el Acb son zonas fuertemente
interrelacionadas. Como integrantes del sistema limbico, forman un circuito implicado en la
regulacion de procesos cognitivos y emocionales. A grandes rasgos, la mPFC tiene una
fuerte influencia sobre procesos de flexibilidad cognitiva y toma de decisiones, y regula la
actividad del sistema dopaminérgico (Lodge, 2011). La amigdala juega un rol en la
regulacién de procesos emocionales vinculados principalmente al miedo, la ansiedad y la
recompensa (Shih & Chun-hui, 2024). El Acb también participa en procesos de recompensa
y motivacion, y constituye una interfaz limbico-motora con aferencias provenientes de
regiones limbicas y eferencias hacia los nucleos motores de los ganglios basales (Salgado
& Kaplitt, 2015). La participacion global de estas zonas en los efectos inmediatos de la
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ibogaina son particularmente interesantes de acuerdo al efecto antiadictivo de este
psicodélico (Dos Santos et al., 2017).

Ademas, si bien la expresion de c-Fos es utilizada como un marcador para elaborar mapas
anatémicos de activacion neuronal, c-Fos también cumple un papel relevante en procesos
de neuroplasticidad (Agnorelli et al., 2025; Jaworski et al., 2018). Diversos estudios han
demostrado que la actividad del complejo AP-1 es importante para la induccion de la
plasticidad sinaptica; aunque aun no se ha definido con precision qué genes regula. Hasta
el momento, solo se han identificado dos genes directamente asociados a la
neuroplasticidad bajo regulacion del mismo, Timp-1 y mmp-9 (Ganguly etal., 2013;
Jaworski et al., 1999). Sin embargo, en modelos con expresion alterada de c-Fos se ha
observado una desregulacion de multiples genes que guardan vinculo con procesos
neuroplasticos (Benito etal., 2011; Malik etal., 2014; Paletzki etal., 2008). En este
contexto, los elevados niveles de expresion de c-Fos en las distintas regiones del cerebro
de la rata luego de la administracion de ibogaina podrian estar relacionados con la
activacion de mecanismos neuroplasticos.

Al contrastar nuestros resultados con los reportes de otros grupos, observamos que la
activacion en la mPFC coincide con la activacion generalizada de esta region descrita por
Scallet et al. (1996) tras la administracion de 100 mg/kg de ibogaina en ratas. Seria
relevante comparar la magnitud de dicha respuesta, considerando que en el presente
estudio se empled una dosis significativamente menor; sin embargo, el trabajo mencionado
no presenta valores cuantitativos de expresion de c-Fos ni datos para las demas regiones
analizadas en este estudio. A su vez, el mismo grupo evalué la respuesta de c-Fos a la
misma dosis de 100mg/kg en ratones y observo un patrén diferencial en la corteza: mientras
que en ratas la activacion inducida por ibogaina abarcé todas las capas corticales, en
ratones se limitd principalmente a la capa Il (Scallet et al., 1996). Por otro lado, el analisis
de la expresion del ARNm de c-fos mediante hibridacion in situ en ratones reportd también
un aumento en la PFC, pero no en el Acb (Ali et al., 1999).

Empleando una estrategia experimental distinta, Levant y Pazdernik (2003) evaluaron de
forma indirecta la actividad cerebral en ratas tras la administracion de 40 mg/kg de ibogaina,
mediante el analisis del consumo local de glucosa en cortes cerebrales. Si bien se observa
una coincidencia a nivel de la Cg, el resto de las regiones donde observamos un incremento
en la inmunoreactividad a c-Fos no muestran un aumento en la utilizacion de glucosa
(Levant & Pazdernik, 2004). Estas discrepancias entre trabajos ponen de manifiesto la
importancia de abordar el estudio de las acciones centrales de los psicodélicos desde
diferentes aproximaciones metodoldgicas. Es probable que las divergencias observadas en
las areas afectadas se deban a las diferencias inherentes a cada técnica, ya que la medicion
de glucosa refleja una estimacién mas general de la actividad metabdlica, mientras que la
deteccién de c-Fos permite identificar activacion a nivel nuclear. Esto explicaria la presencia
de sefial en regiones del cerebro que podrian pasar inadvertidas con métodos de menor
resolucion.




En las siguiente seccion se discutiran los resultados de manera especifica por region
analizada:

Corteza prefrontal medial

La mPFC corresponde a una region especifica de la PFC, que se diferencia de otras zonas
de acuerdo a su citoarquitectura, funciones asociadas, aferencias y eferencias. En
roedores, esta region se subdivide en cortezas Cg, PrL e IL (Anastasiades & Carter, 2021;
Francis-Oliveira et al., 2022; Heidbreder & Groenewegen, 2003). En humanos, lesiones en
la mPFC promueven el desencadenamiento de diversos déficits con componentes
emocionales y/o cognitivos, que recuerdan a ciertos aspectos de la sintomatologia de la
depresion (Elliott & Dolan, 2003).

Brevemente, la Cg en roedores se ha vinculado a diversas funciones de flexibilidad
conductual, que abarcan desde regulacién autonémica hasta el monitoreo del desempefio
(performance monitoring) (Heukelum et al., 2020). Ventral a la Cg, se encuentra la PrL, otro
componente de la mPFC, el cual participa principalmente en procesos de tipo cognitivo,
como la atencién y la memoria de trabajo, y posee un patrén de proyecciones que la
convierten en parcialmente analoga de la corteza prefrontal dorsolateral de primates
(Granon & Poucet, 2013; Vertes, 2003). Por ultimo, ventral a la PrL se halla la IL, la cual
tiene un gran impacto sobre la actividad autonémica al regular procesos como el ritmo
cardiaco y respiratorio, la movilidad gastrointestinal y la presién sanguinea (Vertes, 2003).

En pacientes con depresion se ha reportado una atrofia sinaptica asi como niveles de
neuroplasticidad reducidos en la PFC (Kang et al., 2012; Noda et al., 2018; Normann et al.,
2007; Smith etal., 2013). Los psicodélicos, por su parte, son potentes inductores de
cambios neuroplasticos en el cerebro, particularmente en la PFC. Compuestos como el LSD
y la 5-MeO-DMT son capaces de promover un incremento en la densidad de espinas
dendriticas, numero de sinapsis, excitabilidad neuronal, neurogénesis y expresion de BDNF
en PFC (Agnorelli et al., 2025; De Gregorio et al., 2021, 2022; Jefferson et al., 2023). Estos
cambios en la plasticidad del cerebro han sido asociados a los efectos terapéuticos de los
psicodélicos (Aleksandrova & Phillips, 2021; Vargas et al., 2023). En cuanto a la ibogaina,
existen reportes de un efecto tipo antidepresivo inducido tras su administracién en roedores
(Rodriguez et al., 2020), a la vez que se ha visto que es capaz de alterar la expresion de
BDNF en la PFC (Marton et al., 2019). En este contexto, la marcada activacion generada
por la ibogaina a nivel de mPFC es consistente con lo reportado hasta el momento.

Por otro lado, la activaciéon de esta area también resulta interesante en cuanto a los efectos
antiadictivos de este mismo psicodélico, ya que se ha observado que en el trastorno por
uso de sustancias puede ocurrir una hipofuncion de la PFC, generando una incapacidad de
inhibir la conducta de consumo a pesar de las consecuencias negativas que esta acarrea
(Romero-Martinez & Moya-Albiol, 2015). Un aumento en la actividad en esta zona podria
promover a la restauracion de este circuito y revertir este déficit, restableciendo el control
top-down de la PFC sobre el sistema limbico (Calder & Hasler, 2023).




En conjunto, al analizar la expresion de c-Fos como marcador de actividad en los efectos
de otras sustancias, la mPFC parece ser un sitio de actividad altamente implicado en los
efectos agudos de varios compuestos psicodélicos (Frankel & Cunningham, 2002; Funk
et al., 2024). Por ejemplo, la induccion de c-Fos a nivel de mPFC es la mas intensa en todo
el cerebro de raton al administrar tanto psilocibina como ketamina (Davoudian et al., 2023).
Nuestros resultados con ibogaina son consistentes con estos estudios, y apoyan una
implicacion clave de la mPFC en sus acciones centrales. Esto resulta esperable de acuerdo
a los distintos efectos cognitivos inducidos por psicodélicos (Zamani et al., 2022).

Nucleo accumbens

La motivacion y el comportamiento motor son dos ejemplos de procesos regulados por el
Acb. Esta regién se divide en dos partes principales, Shell y Core, que se distinguen de
acuerdo a su electrofisiologia, citoarquitectura, y conexiones neurales (Jongen-Rélo et al.,
1994; Salgado & Kalpitt, 2015). EI AcbSh se ha vinculado con las propiedades reforzantes
de la novedad, las drogas adictivas, la conducta alimentaria y la recaida en el consumo de
drogas; mientras que el AcbC se asocia a la impulsividad en la toma de decisiones, a las
respuestas condicionadas y a la respuesta conductual ante estimulos motivacionales
(Salgado & Kaplitt, 2015).

En el presente trabajo observamos una induccion de la actividad global en el Acb, pero al
analizar sus subregiones, Unicamente hubo un aumento de la expresion de c-Fos en AcbSh.
Constatar la accién de esta droga a nivel de una region fuertemente vinculada al
reforzamiento es particularmente interesante dados los reportes del efecto antiadictivo de
este psicodélico (Dos Santos et al., 2017; Glick, 2006). La ibogaina administrada a 40 mg/kg
genera una fluctuacién en los niveles de dopamina y DOPAC en Acb (Maisonneuve et al.,
1991, 1992) y a esa misma dosis, reduce el consumo de morfina y cocaina en un modelo
de autoadministracion en roedores (Glick, 2006). Considerando que se ha demostrado que
un aumento en la actividad dopaminérgica puede inducir la expresion de c-Fos (Kang et al.,
2000), estos hallazgos coinciden en que la ibogaina genera una actividad a nivel del Acb.

No obstante, como se mencioné anteriormente, un estudio previo que evalué la induccién
del ARNm de c-fos no reporté un aumento de actividad en el Acb (Ali et al., 1999), pese a
que la dosis utilizada (50 mg/kg) es comparable a la empleada en el presente estudio. Esto
podria deberse a ciertas diferencias en los efectos agudos de la ibogaina que se han
descrito entre ratas y ratones, aunque sean especies que comparten gran similitud a nivel
del SNC. Por ejemplo, en un trabajo que evalua la respuesta de c-Fos ante la administracion
del psicodélico, se observaron discrepancias en la expresion de dicha proteina entre ambas
especies (Scallet etal.,, 1996a). También, a nivel del cerebelo la ibogaina induce
neurodegeneracion en ratas pero no en ratones, a dosis equivalentes (Scallet et al., 1996b).

En la literatura también se han evaluado otros psicodélicos con potencial antiadictivo, por
ejemplo, la psilocibina. Un estudio que evalua la capacidad de la misma para reducir la
autoadministracién de alcohol en ratas observé un efecto de tratamiento tras una micro-
infusién local del psicodélico en el Acb del hemisferio izquierdo (Jeanblanc et al., 2024).




Este efecto fue bloqueado por la inyeccién de ketanserina, un antagonista del receptor 5-
HT2a, también en el mismo lugar. A su vez, también con psilocibina, se ha reportado un
aumento de c-Fos en varias regiones, incluido a nivel del AcbSh pero no en AcbC (Funk
et al., 2024). Resulta interesante que este efecto diferencial en las subregiones del Acb
coincide con nuestros resultados, a pesar de tratarse de psicodélicos farmacolégicamente
distintos. Esto sefala al AcbSh como un sitio de accion preferencial en los efectos de los
psicodélicos sobre el Acb.

Amigdala

La amigdala es una region del cerebro que se encuentra en todos los vertebrados y esta
conformada por mas de una docena de nucleos, cada uno con sus subdivisiones
(McDonald, 2020). Entre ellos, encontramos a la BLA y a la CeA, que actuan como los
principales sitios de entrada y de salida, respectivamente (Feng et al., 2023). En términos
funcionales, la BLA participa en la codificacion de las caracteristicas sensoriales especificas
de los eventos emocionales, y media el aprendizaje asociativo tanto del miedo como de la
recompensa (Simi¢ etal., 2021). Por su parte, la CeA estd mas relacionada con la
coordinacion de respuestas motivacionales o afectivas generales, especialmente en la
expresion de conductas defensivas y de ansiedad (Balleine & Killcross, 2006).

No existen hasta el momento estudios que evaltuen la induccidén de c-Fos en esta area
luego del tratamiento con ibogaina. Sin embargo, en estudios realizados con psilocibina y
ketamina se observa una elevacién en la inmunorreactividad a c-Fos tanto a nivel de BLA
como de CeA (Davoudian et al., 2023; Effinger et al., 2023; Funk et al., 2024). A su vez, la
psilocibina es capaz de promover cambios en la reactividad y conectividad de esta
area, procesos que se han vinculado con algunos de sus efectos beneficiosos, como la
generacion de un estado emocional positivo (Kraehenmann et al., 2015). Incluso se ha
planteado que estos cambios podrian subyacer a su accion antidepresiva (Mertens et al.,
2020).

En conjunto, nuestros resultados sefialan a la amigdala como un sitio de interés poco
explorado en el estudio de las acciones de los psicodélicos en el SNC, que seria interesante
incorporar en las investigaciones de los psicodélicos en general, e ibogaina en particular.




CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, podemos concluir que:

e La ibogaina indujo comportamientos distintivos asociados al sindrome
serotoninérgico; principalmente altos niveles de temblor y piloereccion,
acompafados en menor intensidad de postura aplanada y caida de parpados.

e La ibogaina gener6 un aumento de inmunorreactividad a c-Fos en todas las
subregiones de mPFC y de la amigdala, asi como en la subregion Shell del Acb.
Estos hallazgos sugieren la participacién de la mPFC, amigdala y la subregion
AcbSh en las acciones agudas tempranas de la ibogaina.

o Estos resultados constituyen una base para una posterior profundizacién en el
estudio de los efectos de este psicodélico.

PERSPECTIVAS

Determinar qué regiones se ven activadas luego de la administracion de la ibogaina nos
aporta conocimiento sobre sus acciones agudas a nivel general en el SNC y nos da una
pauta de hacia donde profundizar el estudio de sus efectos en el cerebro. Sin embargo,
aunque sabemos que la ibogaina genera una potente activacion a nivel de la mPFC, no
tenemos informacion sobre qué poblacion celular es la responsable de esta accion. Se sabe
que c-Fos no solo se expresa en neuronas en respuesta a estimulos, sino también en glias
y, por ejemplo, el d-LSD genera expresién de c-Fos en neuronas pero también en
oligodendrocitos a nivel de la PFC (Reissig et al., 2008). Los oligodendrocitos pueden, a su
vez, secretar BDNF y contribuir a los efectos terapéuticos de los psicodélicos (Jang et al.,
2019). Realizar ensayos de co-localizacion de c-Fos con anticuerpos especificos para la
identificacion del tipo celular, como anticuerpos anti-NeuN (neuronas), anti-GFAP
(astrocitos) o anti-Olig2 (oligodendrocitos), puede aportar informacion relevante sobre los
tipos celulares involucrados en las acciones centrales de la ibogaina.

Por otro lado, se ha reportado una induccion diferencial de las respuestas asociadas al
sindrome serotoninérgico en ratas adolescentes y adultas tras la administracion de ibogaina
(Vidal, 2024). No obstante, en el presente trabajo se evalu6 la expresién de c-Fos
unicamente en ratas adultas. Es posible que las diferencias conductuales observadas entre
grupos etarios se traduzcan en patrones de activacion diferenciales a nivel neuronal. Por
esa razon, hemos realizado un experimento analogo utilizando ratas macho adolescentes
(40 dias de edad). Se evaluo6 su respuesta comportamental ante la misma dosis de ibogaina




(40 mg/kg) y se determinara la expresion de c-Fos en las mismas regiones analizadas para
adultos.

También, de acuerdo a los efectos de la ibogaina sobre el cerebelo, realizaremos un analisis
de actividad en esta zona. Los cerebelos de las ratas adultas utilizadas para este trabajo se
almacenaron a -80°C, asi como los cerebelos de animales adolescentes. Se planifica la
realizacién de una inmunohistoquimica contra c-Fos para determinar la actividad en esta
area. Esta evaluacion de la inmunorreactividad entre grupos etarios nos permitira ahondar
en las diferencias ya registradas en resultados previos del laboratorio, donde se ha visto un
efecto diferencial en los niveles de temblor entre adultos y adolescentes tras la
administracion de ibogaina (Vidal, 2024).
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