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RESUMEN 

Este trabajo buscó evaluar si existe un aumento en la sensibilidad de receptores de dopamina (D2), en neuronas 

dopaminérgicas expuestas a niveles decrecientes de dopamina. El motivo de esta evaluación es encontrar un 

mecanismo sináptico que explique en parte la aparición de conductas compulsivas, como las presentadas en el 

trastorno obsesivo compulsivo (TOC). Previamente se encontró que ratas tratadas con quinpirol (QNP), un 

agonista de receptores D2, presentaron chequeo compulsivo, lo cual dio origen a un modelo farmacológico de 

TOC en ratas. En experimentos posteriores se encontró, a través de microdiálisis y voltametría cíclica de barrido 

rápido (FSCV), que tras el tratamiento crónico con QNP, los niveles tónicos y fásicos de dopamina disminuyeron, 

lo cual sugiere un rol para los receptores D2 en el chequeo compulsivo, específicamente en la sensibilidad 

presináptica de estos. Para lograr la evaluación de tales receptores, en el presente estudio se inhibieron neuronas 

dopaminérgicas, y positivas para tirosina hidroxilasa (TH) en el área tegmental ventral (VTA) de ratones TH-Cre, 

durante 5 días seguidos mediante quimiogenética, utilizando la familia de receptores de diseño exclusivamente 

activado por drogas de diseño (DREADDs, por sus siglas en inglés), específicamente el receptor hM4Di. Con esta 

metodología se logra imitar el efecto del tratamiento crónico con QNP, pero exclusivamente sobre las neuronas 

dopaminérgicas que proyectan hacia el Nucleus Accumbens (NAc), sin activar los receptores postsinápticos. 

Luego, se realizó FSCV en NAc para evaluar si es cambia la liberación fásica de dopamina luego de la inhibición 

quimiogenética crónica. Para evaluar si la sensibilidad del autoreceptor D2 se modifica luego del tratamiento, se 

aplicó QNP durante el FSCV. Se observó una disminución mayor de liberación de dopamina en las 

concentraciones más bajas de QNP en los ratones inhibidos crónicamente. Interesantemente, se observó un 

aumento de la liberación en tales concentraciones en los ratones controles, mientras que en los tratados 

quimiogenéticamente, hubo una disminución en la liberación a la concentración mínima que luego aumentó. Es 

posible que el efecto de inhibición crónica sea apreciable a dosis muy pequeñas de QNP, volviendo a la 

normalidad en concentraciones más altas. Se sugiere realizar experimentos con concentraciones aún menores y 

con otros agonistas.  Nuestros resultados sugieren que la inhibición crónica de la actividad dopaminérgica 

sensibiliza los autoreceptores D2 del NAc, requiriéndose experimentos conductuales para evaluar si este 

mecanismo contribuye o no al desarrollo de conductas compulsivas.  

 

Palabras clave: receptores D2, DREADDs, disminución en dopamina, inhibición crónica. 
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ABSTRACT 

This study aimed to evaluate whether there is an increase in the sensitivity of dopamine (D2) receptors in 

dopaminergic neurons exposed to decreasing levels of dopamine. The purpose of this evaluation is to find a 

synaptic mechanism that explains in part the occurrence of compulsive behaviors such as those that occur in the  

obsessive-compulsive disorder (OCD). Previously, it was found that rats treated with quinpirol (QNP), a D2 receptor 

agonist, exhibited compulsive checking, leading to the development of a pharmacological model of OCD in rats. 

Subsequent experiments, using microdialysis and fast scanning cyclic voltammetry (FSCV), showed that after 

chronic treatment with QNP, tonic and phasic dopamine levels decreased, suggesting a role for D2 receptors in 

compulsive checking, specifically in their presynaptic sensitivity. To evaluate these receptors, dopaminergic 

neurons, positive for tyrosine hydroxilaze (TH) in the ventral tegmental area (VTA) of TH-Cre mice were inhibited 

for 5 consecutive days using chemogenetics, using the designer receptors exclusively activated by designer drugs 

(DREADDs), specifically the hM4Di receptor. This methodology achieves the effect of chronic QNP treatment but 

exclusively on dopaminergic neurons that project to the Nucleus Accumbens (NAc), without activating postsynaptic 

receptors. Next, FSCV was performed in the nucleus accumbens to assess whether phasic dopamine release 

changes after chronic chemogenetic inhibition. To assess whether D2 autoreceptor sensitivity changes after 

treatment, QNP was applied during FSCV. A greater decrease in dopamine release was observed at the lowest 

QNP concentrations in chronically inhibited mice. Interestingly, an increase in release was observed at these 

concentrations in control mice, while in the chemogenically treated mice, there was a decrease in release at the 

minimum concentration, which then increased. The chronic inhibition effect may be noticeable at very low doses 

of QNP, returning to normal at higher concentrations. Experiments with even lower concentrations and other 

agonists are suggested. Our results indicate that chronic inhibition of dopaminergic activity sensitizes NAc D2 

autoreceptors, requiring behavioral experiments to assess whether this mechanism contributes to the development 

of compulsive behaviors. 

Key words: D2 receptors, DREADDs, decrease in dopamine, chronic inhibition. 
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ABREVIACIONES 

 

CRE  :  Enzima recombinasa  

D2  :  Receptor de dopamina tipo y subtipo D2  

DAT  :  Transportador de dopamina 

DREADD :  Receptor de Diseño Activado Exclusivamente por Droga de Diseño 

FSCV                   :              Voltametría Cíclica de Barrido Rápido 

NAc  :  Núcleo Accumbens 

QNP  :  Quinpirol (agonista D2) 

SNc  :  Sustancia Nigra Pars Compacta 

TH  :  Tirosina Hidroxilasa (Enzima limitante de la síntesis de catecolaminas) 

VTA  :  Área Tegmental Ventral 
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1.-  INTRODUCCIÓN 

1.1  SISTEMA DOPAMINÉRGICO.  

1.1.2  Funciones  

La dopamina es un neurotransmisor que pertenece a la familia de las monoaminas. Este se asocia a diversas 

funciones en los mamíferos, entre ellas movimiento voluntario, alimentación, afecto, recompensa, sueño, atención, 

memoria de trabajo y aprendizaje (Beaulieu, 2011). La dopamina que se origina desde el área del tegmento ventral 

(VTA) ha sido relacionada con el procesamiento de la recompensa y el reforzamiento del aprendizaje (Surmeier 

et al., 2014; Grace, A.A, 2016; Gershman S. J & Uchida N, 2019; Berke, J.D, 2018). 

1.1.3  Neuronas dopaminérgicas 

A nivel central, en el mesencéfalo, existen 2 lugares en donde se concentra la mayoría de las neuronas que 

producen dopamina: la sustancia nigra pars compacta (SNc), y VTA. Se estiman entre 400.000 y 600.000 

neuronas dopaminérgicas en el cerebro humano, lo cual representa tan solo el 0.0005% del total de neuronas del 

cerebro (Pakkenberg et al. 1991). En particular, el VTA tiene proyecciones dopaminérgicas hacia el núcleo 

accumbens (NAc) y se estima que el 60% de sus neuronas (en ratas) son dopaminérgicas (Margolis et al. 2006b, 

Swanson 1982). En este mismo sentido, tanto el VTA como la SNc tienen poblaciones heterogéneas de neuronas, 

incluyendo neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas como también dopaminérgicas que co-liberan glutamato (EL 

Mestikawy et al., 2011) o GABA (Tritsch et al., 2012). Esta heterogeneidad neuroquímica podría contribuir a 

diferencias de conducta en ratones y ratas, lo que se debe considerar al hacer generalizaciones entre ambas 

especies, además nos da un panorama de la citoarquitectura del VTA.   Para ilustrar la complejidad de los circuitos 

dopaminérgicos y sus posibles efectos conductuales, revisar Fields et al., (2007) donde se pueden observar las 

distintas proyecciones dopaminérgicas desde el VTA de ratas. Además de la complejidad en la circuitería de las 

proyecciones dopaminérgicas, para comprender mejor las diversas funciones de las neuronas dopaminérgicas, 

es útil considerar las formas de disparo que tienen estas neuronas. Desde la literatura pertinente, se han registrado 

in vivo, 3 patrones de actividad en las neuronas dopaminérgicas de ratas: uno inactivo (hiperpolarizado), uno 

tónico o lento (2-10 Hz) y uno fásico (<10 Hz) (Grace et al., 2007). Estos patrones de actividad se han 

correlacionado con diversos fenómenos en distintos niveles. En el caso del (disparo) fásico, las correlaciones 

conductuales han sido señales de recompensa, motivacionalmente relevantes o de alerta (Schultz, 2007). Desde 

el punto de vista de los niveles de dopamina, la convención es que el disparo tónico tiene la función de mantener 

estos niveles estables, mientras que el disparo fásico los aumenta en tiempos muy cortos, por lo cual se ha 

propuesto que median el error de predicción para recompensas anticipadas (Schultz, 2000) 

 

1.1.4  Tipos de receptores dopaminérgicos y función de los receptores D2 sobre la liberación de dopamina 

En los mamíferos, se han descrito 5 tipos de receptores de dopamina, que por sus efectos de excitación o 

inhibición de la célula en la que se expresan, se subdividen en dos grupos: los D1, cuyos subtipos son D1 y D5, 

están acoplados a proteína Gs. Por su parte, los D2, cuyos subtipos son D2, D3 y D4 están acoplados a la proteína 

Gi. En esta tesis, nos centramos en el subtipo D2, los cuales pueden ser, a diferencia de la subcategoría D1, tanto 

heteroreceptores (postsinápticos) como autorreceptores (presinápticos). Los D2 sufren, splicing alternativo lo cual 

genera dos variantes de splicing:  una variante corta o D2s y otra variante larga, D2L (Usiello et al., 2000; De Mei 

et al., 2009), ambas proteínas tienen una diferencia de 29 aminoácidos. Estudios en animales knock out de la 

versión D2s, indican que esta variante funciona como autorreceptor (Bello et al., 2011; Anzalone et al., 2012), por 
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lo que su localización sería preferentemente presináptica, en los terminales dopaminérgicos, mientras que la 

variante D2L se localizaría postsinápticamente. En esta tesis se estudia la función presináptica de D2.  

A nivel central, la mayor expresión de receptores D2 se encuentra en el estriado, el núcleo accumbens y el 

tubérculo olfatorio. También en sustancia SNc, VTA, hipotálamo, áreas corticales, amígdala e hipocampo (Missale 

et al., 1998; Gerfen, 2000; Vallone et al., 2000). Como autorreceptores, estos regulan la transmisión de dopamina 

por distintos mecanismos tales como disminuir la probabilidad de liberación de dopamina (Benoit-Marand et al., 

2001), disminuir la síntesis de dopamina (Wolf and Roth, 1990) y alterar la recaptación de dopamina (Truong et 

al., 2004). La regulación de liberación de dopamina ocurre en un rango que va entre varios cientos de milisegundos 

hasta varios segundos (Benoit-Marand et al., 2001). Existen varios mecanismos por medio de los cuales se logra 

la disminución de la liberación. Un mecanismo común es a través de la inhibición por las subunidades βƔ de la 

proteína G de los canales de calcio activados por voltaje (Herlitze et al., 1996) como los de tipo P/Q y los de tipo 

N (Cardozo y Bean, 1995), aunque también se ha visto que pueden inhibir la liberación a través de mecanismos 

independientes o río abajo, de los canales de calcio (Congar et al., 2002). También se ha visto una 

hiperpolarización vía canales de potasio dependientes de voltaje (Kv1.2) dado que el bloqueo de estos canales 

redujo la inhibición de liberación de dopamina en el estriado inducida por el quinpirole, un agonista D2 (Fulton et 

al., 2011). Al parecer, distintos mecanismos regulan la liberación en los axones y las dendritas, ya que en el caso 

de la liberación somato dendrítica, esta regulación ocurre por medio de GIRK y no de Kv1.2 (Beckstead et al., 

2007) 

1.1.5  Afinidad de receptores de dopamina D2 

La dopamina activa los receptores dopaminérgicos con una afinidad que va desde concentraciones nanomolares 

a micromolares (Beaulieu, 2011). Sobre las diferencias de sensibilidad a los agonistas y antagonistas entre los 

distintos subtipos de receptores revisar (Missale et al., 1998; Sokoloff et al., 2006). Estudios tempranos (Richfield 

et al., 1989) sugieren un estado de afinidad mayor por parte de los D2 (Kd = ~25 nM) que por parte de los D1 (Kd = 

~1 μM). Esto aportó en la construcción de un modelo basado en afinidad, en el cual los D1 responderían a la 

liberación fásica (Grace and Bunney, 1984), mientras los D2 a la liberación tónica (Grace and Bunney 1984). Sin 

embargo, este modelo ha sido cuestionado, dado que asume que las cinéticas de los receptores son idénticas y, 

por lo tanto, que los cursos temporales de cambios en concentración de dopamina y en la ocupación de receptores 

son iguales (Hunger et al., 2020). Además, se han hecho estudios que cuestionan la capacidad de saber realmente 

en qué estado de afinidad se encuentran los receptores (van Wieringen et al., 2013; Skinbjerg et al., 2012) y, por 

lo tanto, se acumula evidencia que cuestiona los efectos biológicos que tengan estos estados. Al parecer, más 

que diferencias de afinidad de los receptores, podría ser una diferencia en la cantidad de estos, lo que produce 

inhibición de dopamina inducida por bajas concentraciones de agonistas dopaminérgicos (Ford, 2014). Dilucidar 

esto último es parte del proyecto al cual tributa esta tesis.  

1.1.6  Remoción extracelular de dopamina: rol del DAT e interacción con D2 

La remoción de neurotransmisores desde el espacio extracelular, es un mecanismo muy importante, tanto para 

evitar que el neurotransmisor continúe activando los receptores produciendo una desensibilización de los 

receptores y una consecuente refractariedad de la sinapsis, como también para reciclar el material y evitar el 

desgaste energético que implicaría volver a sintetizar neurotransmisores. Aunque existen enzimas que degradan 

dopamina (monoaminoxidasas, catecol-o-metiltransferasa), la recaptura es la principal manera que tienen las 

neuronas para mantener la regulación extracelular de dopamina (Benoit-Marand et al., 2000; Gonon et al., 2000; 

Jones et al., 1998) 
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Una vez que la dopamina es liberada al espacio sináptico, además de ligarse a sus respectivos receptores, es 

removida por los transportadores de dopamina (DAT) ubicados a nivel presináptico, en los terminales 

dopaminérgicos. El proceso de remoción de la dopamina es principalmente realizado por estos, siendo esta la 

razón de que su inhibición a través de drogas (e.j cocaína) provoque niveles de dopamina extracelular mayores 

que en estados basales. La evidencia muestra que la activación de receptores D2 aumenta la actividad de DAT 

(Meiergerd et al., 1993; Parsons et al., 1993; Cass and Gerhardt, 1994). Además, como indica Lee (et al., 2007) 

se ha visto que los receptores D2 interactúan en una forma proteína-proteína para físicamente translocar a DAT 

hacia la membrana, incrementando así la capacidad total de transporte de dopamina. Así, modificaciones en la 

actividad del receptor D2 podrían influir en el nivel de remoción de dopamina por medio de un mecanismo que 

involucre a DAT y no solamente por inhibición de la neurona dopaminérgica presináptica, lo cual también es 

reafirmado por Dickinson (et al., 1999) quienes encontraron una función disminuida de DAT en ratones knock-out 

D2.   

1.2  MODELO ANIMAL Y FARMACOLÓGICO DE TRASTORNO OBSESIVO COMPULSIVO (TOC) 

INDUCIDO POR TRATAMIENTO REPETIDO CON QUINPIROL.  

El TOC es una patología neuropsiquiátrica en la que un individuo presenta una o varias dimensiones de conducta 

problemáticas. Esta patología no solo afecta la vida personal de la persona que la padece, sino que también tiene 

un impacto en la sociedad. Su prevalencia se estima entre 1% a 3% globalmente (Pauls et al., 2014). Algunas de 

sus dimensiones son observables, como por ejemplo el chequeo compulsivo (ej. revisar varias veces los bolsillos) 

y otras no observables (ej. pensamientos intrusivos/obsesiones). Alteraciones en los circuitos dopaminérgicos 

subyacen a la generación de varias patologías neuropsiquiátricas. En el caso del TOC, se han desarrollado 

modelos explicativos que provienen de trabajos farmacológicos. Por ejemplo, Goodman (et al., 1990), introducen 

el sistema dopaminérgico en el mecanismo explicativo de por lo menos algunas dimensiones del TOC, dada la 

refractariedad al tratamiento por inhibidores de serotonina (SSRIs). Luego, McDougle (1997) muestra que el 

tratamiento en conjunto entre SSRI y drogas que afectan al sistema dopaminérgico, redujeron los síntomas del 

TOC en pacientes refractarios a los SSRI por si solos.  

Para esta tesis utilizamos un modelo animal de inducción farmacológica de conductas tipo compulsivas, descrito 

por el grupo del Dr. Henry Szechtman en 1998, quienes inyectaron en ratas el agonista de receptores D2 quinpirol  

(QNP), crónicamente (8-10 inyecciones cada 48-72 hrs), de forma intraperitoneal. Luego de cada día de inyección, 

las ratas fueron dejadas en una arena de medición de conducta donde se ubicaron en cuadrantes 5 objetos 

dispuestos siempre de la misma manera. El resultado fue una serie de comportamientos que se podían relacionar 

el comportamiento tipo chequeo compulsivo tal como una dimensión del TOC en humanos, proponiéndose así, el 

primer modelo animal de TOC con validez aparente para esta dimensión. Entre las actividades que se mostraron 

significativamente distintas a las de las ratas controles, se observó un interés exacerbado por ciertos objetos de 

la arena, una disminución de variabilidad en sus movimientos realizados en ese objeto de interés, como también 

disminución de visitas a otros objetos distintos. Junto con inducir chequeo compulsivo, las inyecciones repetidas 

de QNP inducen sensibilización locomotora (Szumlinski et al., 2000), que se define como un aumento progresivo 

en la actividad locomotora en respuesta a la misma dosis del fármaco (Pierce and Kalivas 2007). Con el tiempo, 

este modelo de TOC ha sido validado como un modelo de chequeo compulsivo. Esto también confirmó el modelo 

que Goodman et al., (1990) había propuesto anteriormente como una forma específica de TOC basada en el 

sistema dopaminérgico, que difería del modelo que venía explicando al TOC solamente desde alteraciones en la 

transmisión serotoninérgica, aunque tampoco son excluyentes, dado que ahora se comprende que cada uno se 

correlaciona con una forma distinta de TOC (o dimensión del TOC). Por ejemplo, Azaoka et al., (2019) pudieron 

rescatar inflexibilidad cognitiva en ratones, pero no la masticación compulsiva.  
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Estas evidencias fueron mostrando más claramente la relación que tiene el sistema dopaminérgico mesolímbico 

con conductas compulsivas. Sumado a esto, la inyección aguda de algunas drogas psicoestimulantes (e.j: 

anfetamina) elevan el nivel de dopamina en el núcleo accumbens (Di Chiara and Imperato 1988), mientras que la 

inyección repetida de anfetaminas en el VTA genera sensibilidad a la sustancia, es decir, luego de repetir las 

inyecciones, una inyección sistémica con la misma dosis de anfetaminas generó mayor liberación de dopamina 

en el NAc medido con microdiálisis (Vezina 1993) que en ratas no inyectadas previamente. 

A partir de lo revisado hasta aquí, Escobar (et al., 2015) proponen que existe un mecanismo molecular compartido 

entre sensibilización locomotora por psicoestimulantes y por QNP, mediado por el receptor D2. Sin embargo, como 

muestran Koeltzow (et al., 2003), a diferencia de los psicoestimulantes, dicha sensibilización por QNP no es 

producto del aumento de la liberación de dopamina en el NAc. Esta diferencia entre psicoestimulantes y agonistas 

D2, conduce a preguntarse si las diferencias entre disparo tónico y fásico de dopamina son parte clave del efecto 

que tiene la manipulación de receptores D2 en las conductas compulsivas. Se ha visto que la liberación tónica y 

fásica tienen distintas funciones. Por ejemplo, a la liberación tónica, se le ha atribuido, entre otras, la función de 

mantener niveles constantes de neurotransmisor en el espacio intersináptico (Floresco et al., 2003), mientras que 

a la liberación fásica se le ha atribuido, también entre otras, la función de señalizar el error de predicción de 

recompensa positivo requerido para el aprendizaje por refuerzo (Schultz 2002; Grace y Bunney, 1984), lo cual 

tiene relación con la repetición de acciones para obtener recompensas. Es por esto último que se ha hipotetizado 

una relación entre alteraciones de esta función y la adicción a drogas (Konova et al., 2023), la cual tiene un 

componente compulsivo, por lo que se ha acuñado el concepto de “adicción conductual” (Holden, 2001). Visto así, 

se podría pensar en la compulsión como una adicción a la acción que se repite. Estas razones hacen a la liberación 

fásica un foco de interrogantes. En este sentido, se encontró que las ratas sensibilizadas a QNP mostraron una 

disminución en la liberación fásica de dopamina en el núcleo accumbens (NAc) y un aumento de la respuesta 

inhibitoria aguda del receptor D2 sobre la liberación de dopamina (Escobar et al., 2015), sugiriendo que estas 

modificaciones podrían subyacer a la sensibilización locomotora y chequeo compulsivo inducido por QNP.   

Nuestro laboratorio tiene resultados previos de ratones inyectados crónicamente con QNP, los cuales no 

presentaron diferencia de locomoción en comparación con los estudios clásicos en ratas (Szechtman et al., 1998; 

Escobar et al., 2015) A partir de todos estos antecedentes, nuestra pregunta de investigación es: ¿la disminución 

crónica de dopamina en el NAc induce sensibilización de la función inhibitoria del receptor D2 

presináptico?  

Para responder a esta pregunta de una manera independiente de la activación del receptor D2, en esta tesis 

inhibimos crónicamente la actividad dopaminérgica mesolímbica por medio de quimiogenética.  

1.3  TÉCNICA QUIMIOGENÉTICA COMO MODELO PARA INHIBIR NEURONAS DOPAMINÉRGICAS  DE 

UNA FORMA PARECIDA AL D2. 

 

La quimiogenética es una técnica que desde su inicio ha ganado terreno rápidamente en la investigación en 

neurociencia debido a que permite manipular el estado de excitación de las neuronas objetivo de forma bastante 

específica. La versión de esta técnica que se utilizó en este estudio es la de los DREADDs, ya que estos permiten 

un mayor grado de control que otras técnicas.  

Como su nombre en inglés indica, los DREADDs (Designer Receptors Exclusively Activated by Designers Drugs) 

son receptores de diseño que son activados por drogas diseñadas. Estos receptores podrán ser activados cuando 

los experimentadores lo necesiten, a través de un activador químico que no active a otros receptores endógenos. 

En otras palabras, se busca que los receptores tengan tres características: afinidad alta (nanomolar) al agente 

químico que lo activa, insensibilidad a su ligando endógeno y bajos niveles de actividad constitutiva (que el 

receptor se active en ausencia del ligando). La mayoría de los DREADDs son receptores metabotrópicos 
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derivados de los receptores muscarínicos, existiendo algunos acoplados a proteína Gq (estimuladores) o Gi 

(inhibitorios)   

Los DREADDs son receptores cuya expresión puede ser inducida a través de un vector viral, como, por ejemplo, 

el virus adenoasociado (AAV) (Roth et al., 2016). Estos receptores imitan la función de los receptores acoplados 

a proteína G (GPCRs) endógenos, motivo que los hace idóneos para uno de los objetivos de este trabajo, que es 

imitar la función inhibitoria de los autorreceptores dopaminérgicos D2, pero sin activarlos por sus ligandos o 

agonistas. Es por esto que se utilizarán hM4Di, los cuales son receptores muscarínicos humanos que se han 

modificado para que no unan su ligando endógeno. Al igual que D2, el receptor hM4Di se acopla a proteína Gi, 

por lo que activan a canales rectificadores de entrada de potasio acoplados a proteína G (GIRKs) (Urban et al., 

2014) ganando así, la capacidad de inducir una hiperpolarización de la neurona en la que se expresan (Armbruster 

et al., 2007). En otras palabras, se espera poder imitar la acción de los D2 de una forma ecológicamente “más” 

válida y cercana a lo que ocurre fisiológicamente (desde el punto de vista del receptor D2), en el sentido de que, 

sin activarlos, se produzca una disminución crónica en los niveles de dopamina. 

Resultados preliminares de nuestro laboratorio indican que la expresión de hM4Di en neuronas de la vía 

dopaminérgica mesolímbica y luego la inhibición de su actividad de manera crónica inducen un efecto potenciador 

de la sensibilización locomotora inducida por QNP, sugiriendo que la inhibición de la actividad dopaminérgica 

mesolímbica previa al tratamiento con QNP sensibiliza la función de los receptores D2 postsinápticos (en las MSN). 

Esto hace plausible sugerir que la función de D2 presináptica también podría estar modificada.  

 

1.4  VOLTAMETRÍA CÍCLICA DE BARRIDO RÁPIDO (FSCV) COMO UNA FORMA DE MEDIR LA 

FUNCIÓN DEL RECEPTOR D2 PRESINÁPTICO EN EL NAc. 

 

En la voltametría cíclica de barrido rápido (Fast Scan Cyclic Voltammetry, FSCV) se aprovecha una propiedad 

característica de las catecolaminas: su rápida oxidación-reducción. Al oxidarse-reducirse, el paso de electrones 

entre grupos funcionales de la molécula genera una corriente de electrones, la cual es captada por el electrodo 

de carbono cercano al terminal dopaminérgico (Figura 1). Así, se deduce que la corriente captada será el reflejo 

de la concentración de dopamina liberada (Venton & Cao, 2021) 

La voltametría es una técnica idónea para medir la liberación de dopamina fásica dada su alta resolución temporal, 

la cual permite medir la liberación de dopamina en el orden de microsegundos. Además, dado que podemos 

evaluar el efecto en el corte que contiene el NAc, podemos evaluar aquellos mecanismos que controlan la 

liberación como lo son los receptores D2 presinápticos (o autoreceptores) por medio de la aplicación de drogas al 

baño en el que está inmerso el corte, sin activar o innhibir los receptores ubicados en los cuerpos celulares de las 

neuronas dopaminérgicas. Dada la resolución temporal de la técnica, es posible medir parámetros de recaptura 

de dopamina, lo que no es posible con otras técnicas como la microdiálisis cerebral o la amperometría.  Para 

inducir la liberación de dopamina se debe estimular eléctricamente por medio de un electrodo de estímulo, el que 

en la técnica ex vivo es puesto en el corte, a unos 100 µm del electrodo de registro, mientras que en la técnica in 

vivo se posiciona en los cuerpos celulares, usualmente en el VTA.  

 
Figura 1. Tomada de Venton & y Cao, 2021. Esquema del funcionamiento de la voltametría cíclica de barrido rápido. En cada rampa de voltaje, de 

-0.4 V a 1.3 V, la dopamina es oxidada a dopamina o-quinona, el cambio de voltaje de vuelta (1.3V a -0.4V) produce la reducción nuevamente a 

dopamina, en el proceso de oxido reducción se mueven 2 electrones por molécula de dopamina creando una corriente que es captada por el 

electrodo de detección (electrodo de carbono), el flujo de electrones es proporcional a la cantidad de dopamina que haya en el medio.   
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2.- HIPOTESIS:  

La inhibición crónica de la actividad dopaminérgica modifica la función inhibitoria del autorreceptor D2. 

3.- OBJETIVOS  

3.1  OBJETIVO GENERAL  

 

Evaluar la función del autorreceptor D2 sobre la liberación de dopamina en condición de inhibición crónica 

quimiogenética en ratones. 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Inhibir crónicamente las neuronas dopaminérgicas mesolímbicas de ratones mediante quimiogenética. 
 

• Medir la función inhibitoria del receptor D2 sobre la liberación de dopamina por medio de FSCV en ratones 
con o sin inhibición crónica de la actividad dopaminérgica. 
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4.-  MATERIALES Y MÉTODOS. 

4.1  DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se utilizaron 4 grupos de ratones TH-CRE, ratones transgénicos que tienen la enzima CRE recombinasa en 

neuronas que expresan tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante de la síntesis de dopamina. 2 grupos fueron 

sometidos a cirugía estereotáxica para inyección viral (Grupo experimental: hM4Di/C21; Grupo Control: 

hM4Di/Sal) y los otros 2 grupos no fueron sometidos a cirugía estereotáxica (Grupo Control: sin hM4Di/C21 y 

Grupo control sin hM4Di/Sal) (Figura 2).  

A los grupos inyectados con virus se les realizó una cirugía estereotáxica para inyectar el virus adenoasociado 

condicional, pAAV-hSyn-DIO-HA-hm4Di-IRES-mCitrine, en el VTA, que contiene la secuencia que codifica hM4Di 

y la proteína reportera mCitrine. Se esperó por al menos 21 días a que el virus infectara a las neuronas TH. Luego, 

se les administró, intraperitonealmente, C21 (agonista de los receptores hM4Di) una vez al día por 5 días. Después 

de cada inyección se dejó a los ratones en una caja de acrílico blanco (campo abierto u openfield, en inglés) 

durante 60 minutos para medir su locomoción y estadía en el centro o borde de la caja.  

El procedimiento de FSCV se realizó únicamente en los grupos hM4Di/C21 y hM4D2/Sal. Al finalizar los 5 días de 

inyección intraperitoneal, se esperaron 24 horas más, luego de lo cual fueron anestesiados, sacrificados y sus 

cerebros extraídos para la adquisición de cortes coronales que contienen el NAc. Los cortes obtenidos fueron de 

300 micras de grosor, se recogieron todos los cortes que contienen la comisura anterior como marcador anatómico 

del posicionamiento del NAc, es decir, cortes que abarcan desde 1.7-0.7 mm anterior a bregma. Obteniéndose, 

aproximadamente, 3 cortes en los cuales se realizó la voltametría (FSCV). Durante el experimento se obtuvieron 

registros de liberación de dopamina en situación basal y luego se aplicaron concentraciones crecientes de 

quinpirol, agonista D2.   

 

Figura 2. Diseño experimental. A 2 grupos de ratones TH-Cre se les inyectó estereotáxicamente el virus condicional AAV8-Syn-DIO-HA-hM4Di-

IRES-mCitrine en el VTA (AP= -3.2 mm; ML=0.5 mm; DV=-4.2mm). A uno de estos grupos se les inyectó C21 (agonista hM4Di) y al otro, suero 

salino. Los otros 2 grupos de ratones TH-Cre no fueron inyectados estereotáxicamente, para ser asignados como grupos control. A uno de estos 

grupos se les inyectó C21 y al otro, suero salino. A los 4 grupos de ratones se les midió la locomoción por 1 hora después de cada inyección 

intraperitoneal, por 5 días. Para los experimentos de FSCV solo se utilizaron los ratones de los inyectados con hM4Di.  Este procedimiento se 

realizó luego de 24 horas de la última inyección intraperitoneal de C21 o salino. Los ratones fueron anestesiados y sus cerebros extraídos para 
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obtener cortes coronales que incluyen el NAc (1.7-0.7 mm de Bregma). Durnte el FSCV los cortes fueron incubado  con concentraciones crecientes 

de QNP. 

 

4.2  ANIMALES Y MATERIALES  

4.2.1 Animales  

Se utilizaron ratones transgénicos TH-Cre, 34 en total, de los cuales 10 fueron sometidos a voltametría, lográndose 

la obtención de datos en 6 de ellos, los que fueron obtenidos del bioterio de ratones transgénicos de la Universidad 

de Valparaíso.  Los ratones fueron aclimatados en la sala de mantenimiento (EX303) del laboratorio del Dr. Pablo 

Moya por 21 días luego de la inyección estereotáxica, con un máximo de 5 ratones por caja en condiciones 

controladas de temperatura (25°C) bajo un ciclo luz/oscuridad de 12 h (luz encendida a las 07:00 h), con acceso 

ad libitum a alimento y agua. Tras su llegada, los ratones permanecieron 1 semana en la sala de mantención para 

su aclimatación.  

Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los principios de reducción en el número de animales y 

minimización del dolor, de acuerdo con las normativas del National Institutes of Health para el cuidado y uso de 

animales de laboratorio. Los protocolos fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias de 

la Universidad de Valparaíso (CBC-89-2023 y CBC 90-2023). 

4.2.2 Virus adenoasociado 

Se utilizó el virus adenoasociado serotipo 8 que contenía el plasmidio AAV8-Syn-DIO-hM4Di-IRES-mCitrine (ID 

50467), con un título de 1013vg/ml que fue obtenido de Addgene (repositorio de vectores sin fines de lucro, 

www.addgene.org). El virus fue alicuotado en volúmenes de 3uL y almacenado a -80°C hasta su uso durante la 

cirugía.  

4.2.3 Drogas 

C21 o 11-(1-piperazinyl)-5H-dibenzo[b,e]diazepine. La droga C21 hidrocloruro (# 6422/10) fue adquirido en Tocris 

Bioscience y disuelto en suero fisiológico a una concentración de 0.6 mg/ml y administrado intraperitonealmente 

a los roedores a una dosis de 3.0mg/kg. 

Quinpirol: quinpirol hidrocloruro, QNP, (#1061/10) fue adquirido de Tocris Bioscience, fue disuelto en agua milli Q 

a una concentración de 20µM y mantenida a -20°C hasta su uso. Durante los registros de FSCV fue añadido a la 

solución extracelular a las siguientes concentraciones 0.002nM, 0.02nM, 0.2nM, 2nM, 20nM. 

4.3.  MÉTODOS 

4.3.1  Cirugía Estereotáxica para inyección de virus adenoasociado 

Para la cirugía, los ratones fueron anestesiados en una caja de acrílico conectada a una bomba (RWD isoflurane) 

con isoflurano al 3% como dosis de inducción y después mantenidos entre 1.5 y 2% dependiendo de los signos 

vitales y luego posicionados gentilmente en el equipo estereotáxico (KOPF instruments). Para expresar 

selectivamente los constructos virales en neuronas dopaminérgicas del VTA, se infundió el virus condicional 

AAV8-Syn-DIO-hM4Di-IRES-mCitrine, bilateralmente en el VTA, utilizando las siguientes coordenadas 
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estereotáxicas: AP= -3.2 mm; ML=0.5 mm; DV=-4.2mm. Las inyecciones virales se realizaron a través de una 

pipeta de vidrio desechable, a un flujo de 0.1 μl/min para completar 1.0 μl por medio de una bomba neumática 

(World Precision Instruments, Micro 4 TM) y se esperaron 10 minutos para retirar la pipeta de inyección. Luego se 

suturó la herida y administró ketoprofeno (5.0 mg/kg) y suero salino para favorecer su recuperación. Los ratones 

se recuperaron durante al menos 21 días antes de realizar las inyecciones intraperitoneales de C21 o suero salino.  

4.3.2  Medición de actividad locomotora 

Luego de la recuperación de la cirugía para inyección del constructo viral se procedió con la medición de la 

actividad locomotora por activación de hM4Di. Para ello, los animales fueron inyectados diariamente con C21 

(3.0mg/kg, i.p.) o con un volumen equivalente de salino. Luego de la inyección, cada ratón fue introducido en una 

cámara de acrílico blanco de 40 x 40 x 40 cm durante una hora con luz blanca. Desde arriba de la caja se posicionó 

una cámara y se grabó la actividad locomotora, para ser analizada posteriormente con el programa EthoVision XT 

(v15.0). Este procedimiento se hizo una vez cada día por 5 días. 

4.3.3  Voltametría Cíclica de Barrido Rápido 

24 horas después de la última inyección de C21 o salino se procedió con la realización de FSCV. Los animales 

fueron anestesiados  con isoflurano a saturación en una cámara hermética especialmente diseñada para ello, 

luego de comprobar el estado de anestesia profunda, los animales fueron decapitados y sus cerebros extraídos y 

posicionados en una cámara que contenía líquido céfalo raquídeo artificial (ACSF) hecho con la siguiente 

composición: 126.0 mM NaCl, 25.0 mM NaHCO3, 11.0 mM glucosa, 2.5 mM KCl, 2.4 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 

1.2 mM NaH2PO4 and 0.4 mM L-ácido ascórbico (ajustado a pH 7.4) frío y continuamente burbujeado con gas 

carbógeno (O2/CO2 95%/5%; pH 7.4; Linde Gas Chile S.A) y KREB (1259.4 nM NaCl; 24.95 nM KCL; 12.03 nM 

NaH2PO4; 8.16 nM CaCL2; 12 nM MgCL2), e inmediatamente se les cortó la base (porción del cerebelo) y fueron 

adheridos a la placa móvil del vibratomo (modelo vibroslice VSL; World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) 

con un pegamento en base a cianoacrilato y continuamente perfundidos con el ACSF frio. Se obtuvieron cortes 

coronales de 300µm de grosor que contenían el NAc, los que se dejaron reposando en ACSF a temperatura 

ambiente por 45 min. 

Para los registros de voltametría, los cortes fueron posicionados en una cámara de registro con ACSF burbujeado, 

a 32°C  y se posicionaron 3 electrodos: el de registro, hecho atravesando un pelo de carbono de 7µm de diámetro 

en un tubo de borosilicato, luego fue cortado a 150µm desde el sello y finalmente rellenado con una solución de 

KCl al 10%, el que fue posicionado aproximadamente a  50-100 µm al lado de la comisura anterior; un electrodo 

de estimulación (bipolar, plastics one) el que se posicionó 50-100 µm alrededor del electrodo de registro; un 

electrodo de referencia de Ag/AgCl, posicionado en el baño. Los registros y análisis de datos se realizaron por 

medio del software Demon Voltammetry and Analysis Software (Wake Forest Health Science, Winston-Salem, 

NC, USA). Para el registro se aplicó continuamente un tren triangular de voltaje de -0.4V a 1.2V y viceversa, a 

una frecuencia de 10Hz (modelo Chem-Clamp Potentiostat, Dagan Corporation, Minneapolis, MN, USA). La 

liberación de dopamina fue estimulada por el electrodo de estímulo al que se le aplicó una corriente de 300mA 

(current stimulus isolator NL800A; Digitimer, Ltd., Hertfordshire, UK) cada 3 min. Se consideraron niveles de 

dopamina estables cuando estos no variaron más del 10% en su altura.  Se obtuvieron 6 datos de niveles de línea 

base y luego se aplicó al baño concentraciones crecientes (1 orden de magnitud) de QNP (0.002 nM a 20 nM). 

Para cada concentración se tomaron 10 muestras (30 min). 

Para calcular la concentración de dopamina equivalente a la corriente generada por su oxidación los electrodos 

de registro fueron calibrados previo al experimento con una concentración de dopamina de 1mM, el promedio de 

sensibilidad de los electrodos fue de: 17,7 nA/µM  
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El análisis de los datos obtenidos se realizó calculando la concentración de dopamina liberada o bien comparando 

la altura en nA de los peaks obtenidos. La recaptura de dopamina fue calculada analizando la fase descendente 

del peak por medio del cálculo de Tau, la medida del ancho de la curva producida en los registros de voltametría, 

al 66% desde el peak (punto máximo de liberación). 

4.3.4  Perfusión transcardíaca 

Para la obtención de tejido cerebral, se realizó una perfusión transcardíaca bajo anestesia con isoflurano. 

Mediante una aguja 25G insertada en el ventrículo izquierdo, se perfundió inicialmente con PBS 0.1 M (pH 7.4, 

4°C) hasta eliminar la sangre circulante, seguido inmediatamente de paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS para 

fijación tisular. Tras la perfusión, el cerebro fue extraído y posfijado en PFA 4% a 4°C durante 4 horas, luego 

crioprotegido en sacarosa al 30% en PBS a 4°C por 48 horas. Los tejidos se incluyeron en OCT y se realizaron 

cortes coronales de 30 μm en criostato a -20°C, abarcando regiones de interés (núcleo accumbens, VTA, SNc, 

hipocampo, estriado y corteza). Las secciones se almacenaron en PBS con azida sódica 0.1% a 4°C en placas 

de cultivo de 6 pocillos para su posterior procesamiento histológico. 

4.3.5  Inmunofluorescencia Indirecta 

Los cortes cerebrales de 30 µm fueron sometidos a tres lavados de 10 min con PBS 1X, seguidos de 

permeabilización con PBS-Triton X-100 0.3% durante 2 h a temperatura ambiente. Tras tres lavados adicionales 

con PBS-Triton 0.05%, se bloqueó la unión inespecífica incubando los cortes en solución de PBS-Triton 0.05% 

con 3% suero de caballo y 1% BSA durante 2 h. Posteriormente, se incubaron overnight a 4°C con agitación 

suave con los anticuerpos primarios diluidos en PBS-Triton 0.05% con 1% suero y 1% BSA: anti-TH de Guinea-

Pig (1:3000, SynapticSystems 213004) y anti-D2R de conejo (1:2000, Merck #AB5084P). Al día siguiente, tras 

tres lavados con PBS-Triton 0.05%, se incubaron 2 h a temperatura ambiente (protegidos de luz) con los 

anticuerpos secundarios correspondientes: Para el Anti-TH se usó Anti-GP 488 (verde) y para el Anti-D2R se usó 

Anti-Rb 594 (rojo) 

Finalmente, tras tres lavados con PBS, los cortes se montaron en portaobjetos Superfrost Plus™ con medio 

antifade con DAPI (Abcam #ab104139) y se analizaron mediante microscopía confocal (Zeiss LSM 900) usando 

láseres de 405 nm (DAPI), 488 nm (Alexa 488) y 561 nm (Cy3), con objetivos 20x/0.8 y 63x/1.4 Oil, incluyendo 

controles de omisión de primario y autofluorescencia para validar la especificidad de la señal. 
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5.- RESULTADOS 

5.1  VIRUS ADENOASOCIADO FUE EXPRESADO EN  NEURONAS DOPAMINÉRGICAS DEL VTA 

Para saber si efectivamente el virus utilizado logró infectar y por tanto hM4Di pudo haber sido correctamente 

expresado en neuronas dopaminérgicas del VTA, se realizó inmunofluorescencia contra la proteína mCitrine, 

proteína reportera coexpresada por el vector que codifica para hM4Di. Luego de la recuperación post cirugía 

estereotáxica, a los animales se les realizó una perfusión transcardíaca, para poder obtener los cortes fijados en 

paraformaldehído. Para la detección de mcitrine se utilizó un anticuerpo primario anti GFP, que reconoce también 

a la proteína de interés. A través de inmunofluorescencia se pudo determinar que un grupo de neuronas 

dopaminérgicas (TH+) del VTA poseen reactividad para mCitirine, lo que indica que el virus efectivamente infectó 

estas neuronas sugiriendo expresión de  hM4Di en las neuronas indicadas (Figura 3). 

 

Figura 3. Neuronas dopaminérgicas del VTA fueron infectadas con el virus AAV-hSyn-DIO-HA-hM4Di-IRES-mCitrine. Inmunofluorescencia 

realizada en un corte coronal que contiene VTA y SNc el cual fue teñido con anticuerpo primario contra TH, marcador de neuronas dopaminérgicas 

y coincubado con anticuerpo primario anti GFP para la detección de mCitrine, proteína que indica expresión del vector para expresión de hM4Di. 

Abajo a la izquierda (rojo), se ven células con tirosina hidroxilasa (TH). Al centro abajo (verde) se muestra la marca de mCitrine. Abajo a la derecha 

en merge, se pueden ver colocalizadas las células TH junto con las proteínas mCitrine, indicando que el virus adenoasociado con hM4Di fue 

expresado en neuronas dopaminérgicas. 

 

5.2  LA INHIBICIÓN CRÓNICA DE NEURONAS DOPAMINÉRGICAS DEL VTA A TRAVÉS DE 

QUIMIOGENÉTICA NO MODIFICÓ LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA.  

Se analizó la actividad locomotora de los ratones en términos de distancia recorrida, como una forma de evaluar 

la funcionalidad conductual de la expresión de hM4Di en las neuronas dopaminérgicas del VTA. Luego de al 

menos 21 días postcirugía, los animales fueron sometidos a inyecciones repetidas de manera intraperitoneal con 

C21 (agonista hM4Di)), luego de cada inyección se posicionó al ratón en un cubo de acrílico blanco (40 x 40 x 40 

cms) durante una hora bajo luz blanca y se videograbó la actividad locomotora por medio del programa ethovision. 
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Este procedimiento se realizó durante 5 días seguidos. Como se muestra abajo (Figura 4), el análisis ANOVA de 

dos colas no muestra cambios en la actividad locomotora posterior a la inyección aguda ni el tratamiento por 5 

días con C21 en los ratones que contienen hM4Di (en verde) en comparación por aquella presentada por los 

animales controles, que contienen hM4Di, pero fueron inyectados con salino o aquellos sin inyección tratados con 

C21 o salino. Lo que sugiere que, como se ha reportado anteriormente (Battivelli et al., 2024), la inhibición 

quimiogenética de la vía dopaminérgica mesolímbica no es suficiente para inducir una disminución en la actividad 

locomotora.  

 

Figura 4. Actividad locomotora luego de la administración diaria por 5 días de C21 o salino a ratones TH Cre que expresan hM4Di o no.  Ratones 

con hM4Di y C21 (hM4D/C21, n= 13), con hM4Di y solución salina (hM4Di/Sal, n=8), sin hM4Di y con C21 (n=7), sin hM4Di y tratados con solución 

salina (n=6). Después de 21 días de la cirugía estereotáxica, cada ratón fue inyectado de forma intraperitoneal con C21 o solución salina una vez 

al día por 5 días. Los datos se presentan como media ± SEM. Se muestra la distancia total recorrida durante la hora de registro en video en una 

caja acrílico blanco (40 x 40 x 40) durante 60 minutos mientras se media su desplazamiento con el programa Ethovision xt 7.0 (Noldus, Leesburg, 

VA, Estados Unidos). Tras realizar un ANOVA de dos vías, no se encentraron diferencias estadísticas significativas entre grupos. 

5.3  LA LIBERACIÓN FÁSICA BASAL DE DOPAMINA TIENE MAYOR VARIANZA EN RATONES CON 

INHIBICIÓN QUIMIOGENÉTICA CRÓNICA 

Con el fin de evaluar si la liberación fásica basal de dopamina en el NAc cambia luego de la inhibición crónica de 

la vía dopaminérgica mesolímbica, los ratones fueron eutanasiados, los cerebros extraídos y cortados 

coronalmente para obtener cortes que contienen el NAc. Estos cortes fueron sometidos a voltametría cíclica de 

barrido rápido donde se posicionaron un electrodo de registro, uno de estímulo y uno de referencia (Figura 5).  
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Figura 5. Esquema topográfico de la posición de los electrodos. Corte representativo que contiene el NAc (Bregma ±  1.21 mm) donde fue realizada 

la FSCV. Los rectángulos negros son pesos de plata para inmovilizar el corte. El rectángulo blanco es el electrodo de estímulo. Justo a su derecha, 

a unas 200 micras, se encuentra el electrodo de registro.    

Luego de obtener una liberación estable de dopamina se procedió a evocar eléctricamente la liberación de 

dopamina basal. A continuación (Figura 6) se muestran las corrientes en nano amperios (nA) producidas por la 

estimulación, hechas a partir de un promedio de 4 estimulaciones, con las cuales se estableció una liberación 

basal previa a la aplicación de QNP. Los resultados muestran que la corriente promedio generada por la oxidación 

de dopamina es similar entre grupos experimentales, aunque se ve una tendencia a una mayor varianza en el 

grupo que posee inhibición quimiogenética crónica (hM4Di). 

 

Figura 6. Liberación de dopamina basal en nano amperes. Comparación entre ratones con inhibición crónica (hM4Di/C21) y controles (hM4Di/Sal). 

Los datos de cada ratón son promedios de las últimas 4 estimulaciones, las cuales no varían más de un 10% entre cada una de ellas. No se puede 

hacer estadística entre los grupos por falta de muestras, pero una comparación por pares permite establecer diferencias no significativas. 

A continuación (Figura 7) se muestran los datos de liberación fásica basal luego de la calibración de los electrodos 

de registro mostrando que la concentración extracelular de dopamina evocada eléctricamente es similar entre los 

grupos con inhibición quimiogenética y los controles. Aunque no es posible realizar un análisis estadístico por falta 

de datos, tal vez haya una tendencia a una mayor variabilidad de los datos en los ratones experimentales.  

 

Figura 7. Liberación de dopamina basal normalizada por concentración. El gráfico muestra la concentración de dopamina liberada en promedio 

por cada ratón. Aunque no se pudo realizar un análisis estadístico, se puede observar una tendencia a una mayor dispersión de los datos en 

ratones experimentales (hM4Di/C21). 
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5.4  EL TIEMPO DE RECAPTURA DE DOPAMINA TIENDE A SER MAYOR EN RATONES INHIBIDOS 

CRÓNICAMENTE 

Para evaluar si la inhibición quimiogenética de la vía dopaminérgica mesolímbica impacta sobre la recaptura de 

dopamina, se evaluó la fase descendente del peak de dopamina obtenido por la estimulación eléctrica (figuras 8.2 

y 8.3). Este resultado se analizó considerando un promedio de liberaciones basales (sin QNP) ya estabilizadas. 

Para evaluar este parámetro analizamos la fase descendente en el modo “peak and decay” en el software Demon 

Voltammetry. En este modo, el parámetro Tau, es decir el ancho del peak cuando este cae un 66,6%, es 

equivalente al parámetro Km (afinidad aparente), medida de la afinidad de DAT (Yorgason et al., 2011), que es el 

mayor contribuyente a producir la remoción de dopamina desde el espacio extracelular. A continuación (Figura 

8.1) se compara el Tau promedio (en segundos) obtenido del grupo experimental (hM4Di/C21) y el control con 

inyección estereotáxica (hM4Di/Sal). Una comparación por pares indica una tendencia a que no existen 

diferencias en el tiempo que permanece la dopamina en el espacio extracelular, por lo que la inhibición 

quimiogenética no impactaría en la recaptura de dopamina, lo que es consecuente con no encontrar cambios en 

los niveles de liberación fásica basal.  

 

Figura 8.1 Recaptura de dopamina expresada como Tau.  Se midió el parámetro Tau entre el grupo experimental (hM4Di/C21; n=4) y el control con 

inyección estereotáxica (hM4Di/Sal; n=2), el cual indica cuánto tiempo (s) demora la dopamina en ser removida del espacio sináptico. Una 

comparación por pares muestra que no hay diferencias significativas entre ambos grupos, lo cual podría significar que no existe una diferencia 

en la recaptura de dopamina por parte de DAT en los ratones con inhibición crónica de dopamina. 

 

  



23 
 

 

Baseline                                                                  0.002nM 

a     b  

 

0.02nM                                                                  0.2nM 

c d  

 

Figura 8.2. Gráficos de corriente versus tiempo con concentraciones crecientes de QNP en ratones con hM4Di/Sal. En a) se observa la corriente 

(nA) en la condición basal, en b) a 0.002 nM, en c) a 0.02 nM, en d) a 0.2 nM.  
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Baseline                                                0.0002nM                                         0.002nM 

a b  c  

     0.02 nM                                         0.2nM 

d e  

Figura 8.3. Gráficos de corriente versus tiempo con concentraciones crecientes de QNP en ratones con hM4Di/C21. En a) se observa la corriente 

(nA) en la condición basal, en b) a 0.0002 nM, en c) a 0.002 nM, en d) a 0.02 nM, en e) a 0.2nM 

 

5.5  LA INHIBICIÓN CRÓNICA DE LA VÍA DOPAMINÉRGICA MESOLÍMBICA POR QUIMIOGENÉTICA 

TIENDE A PRODUCIR AUMENTO DEL EFECTO INHIBITORIO DE QNP SOBRE LA LIBERACIÓN DE 

DOPAMINA EN EL NAc.   

Una de las preguntas de esta tesis es si es que la inhibición crónica de la liberación de dopamina inducida por el 

tratamiento crónico por C21 modifica la sensibilidad del autoreceptor D2 ubicado en los terminales dopaminérgicos. 

Para contestar esta pregunta, una vez obtenidos los registros de liberación de dopamina basal, los cortes fueron 

incubados con concentraciones crecientes de QNP, encontrándose una tendencia al aumento del efecto inhibitorio 

del QNP sobre la liberación de dopamina en el NAc (figura 9).  

 

Figura 9. Curso temporal del efecto de concentraciones crecientes de QNP sobre la concentración extracelular de dopamina en el NAc. Los 

resultados son promedios (SEM) del grupo experimental hM4Di/C21 y el control hM4Di/Sal. Aunque no se puede realizar estadística significativa, 

los resultados indican que hay una tendencia a que la inhibición crónica en neuronas dopaminérgicas produce sensibilidad al QNP.  
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5.6  CONCENTRACIONES BAJAS DE QNP PRODUCEN EFECTOS CONTRARIOS ENTRE RATONES 

CON INHIBICIÓN CRÓNICA Y CONTROLES 

Arriba (Figura 9) se muestra el efecto de QNP sobre las concentraciones de dopamina extracelular evocadas 

eléctricamente en los cortes de NAc y abajo (Figura 10) el efecto sobre la liberación basal, de ratones con 

inhibición quimiogenética (hM4Di/C21) y controles (hM4Di/Sal). 

Se puede observar que los efectos más interesantes ocurren en las concentraciones más bajas de QNP. Por un 

lado, los ratones controles parecen aumentar la concentración extracelular de dopamina (60 min), mientras que 

los ratones experimentales la disminuyen (60 min). Si bien no es posible realizar análisis estadísticos y asumiendo 

que no hubo errores experimentales, los datos sugieren que QNP a dosis muy bajas induce un efecto estimulador 

sobre la liberación en los controles y un efecto inhibitorio en los animales con inhibición crónica quimiogenética 

de las neuronas dopaminérgicas mesolímbicas. Lo que implicaría un efecto sensibilizador sobre la función del 

autorreceptor D2 provocada por la disminución de la actividad dopaminérgica.   

 

Figura 10. Porcentaje de liberación de dopamina entre ambos grupos. Se estableció una línea de base que fue el promedio de las últimas 4 

liberaciones (sin QNP) y luego se calculó un porcentaje de liberación a partir de cada concentración de QNP. Aunque no se pueden establecer 

diferencias significativas por falta de datos, tal vez hay una tendencia a que en la concentración menor de QNP (0.002 nM), los ratones 

experimentales (hM4Di/C21) muestren sensibilidad mayor al QNP que los controles (hM4Di/Sal). 

 

Para cuantificar mejor el efecto de QNP a las concentraciones bajas, los datos de los animales experimentales y 

controles fueron graficados de acuerdo a la magnitud del efecto de QNP (Figura 11). Para ello, se esperó a que 

se estabilizara la liberación de dopamina en los cortes recién extraídos de cada ratón y se obtuvo un número 

promedio de los peaks de 4 estimulaciones (b). A este promedio se le restó el promedio de las 3 últimas 

estimulaciones (q) por cada concentración de QNP (x). Luego se usó ese número como divisor del promedio de 

liberación basal y ese número fue establecido como porcentaje del efecto (b/x)  

𝑏 =
𝑝1 + 𝑝2 + 𝑝3 + 𝑝4

4
 

𝑥 = 𝑏 −
𝑞1 + 𝑞2 + 𝑞3

3
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𝑏

𝑥
= % 𝑑𝑒 𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 ∗ 100 

 Interesantemente se observa que a concentraciones de QNP [20nM], el grupo hM4Di/C21 no presenta datos 

(Figura 11), es decir, la inhibición producida por esa concentración de QNP en los ratones experimentales es 

prácticamente total (100%). Además, se aprecia que en la concentración más baja de QNP, los ratones controles 

presentan una desinhibición en lugar de una inhibición tal y como se mencionó anteriormente (numeral)  

Por último, al analizar los pares de columnas [0.02 nM] y [0.2 nM] (rectángulo negro, Figura 11), es posible 

observar una tendencia a una mayor inhibición de liberación de dopamina en el grupo experimental, lo cual 

coincide con nuestra hipótesis de que la inhibición crónica de neuronas dopaminérgicas en el VTA causaría la 

sensibilización de los receptores D2, provocando así una mayor inhibición por parte de QNP, desapareciendo esta 

diferencia en las concentraciones más altas de QNP. 

 

Figura 11. Magnitud del efecto de concentraciones crecientes de QNP. Los porcentajes son el cociente entre un promedio de 4 liberaciones 

basales (sin QNP) y un promedio de liberación para cada concentración (divisor). Los grupos son con inhibición crónica (hM4Di/C21) y un grupo 

control (hM4Di/Sal). 
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6.-  DISCUSIÓN 

6.1 EFECTOS DE LA INHIBICIÓN REPETIDA DE NEURONAS DOPAMINÉRGICAS MESOLÍMBICAS 

SOBRE LA LOCOMOCIÓN  

En esta tesis evaluamos el efecto de la inhibición crónica de las neuronas dopaminérgicas por quimiogenética 

sobre la actividad locomotora, encontrando que la inhibición por 5 días no produce cambios en la locomoción.  

Como proponen Chohan (et al., 2024), para experimentos con quimiogenética crónica, es importante considerar 

las compensaciones homeostáticas del organismo, dado que, tanto la experimentación en adultos (Chohan et al., 

2023) como en adolescentes (Chohan et al., 2024), produjeron cambios en las liberaciones basales e inducidas 

por anfetaminas, en ratones tratados crónicamente con quimiogenética. Aunque los citados estudios fueron 

hechos haciendo lo contrario a lo que se hizo en esta tesis (excitación en lugar de inhibición), no es descartable 

una adaptación homeostática en nuestros experimentos.  

En este sentido, nuestros resultados, al inhibir crónicamente neuronas dopaminérgicas del VTA son consistentes 

con los de Battivelli (et al., 2024), quienes tampoco encontraron una disminución de actividad locomotora al inhibir 

neuronas dopaminérgicas del VTA. La única diferencia es que ellos utilizaron CNO (n-óxido de clozapina, forma 

inerte del fármaco) en vez de C21, lo cual podría tener alguna diferencia dado que, en ratones, el CNO se 

metaboliza en clozapina a nivel hepático (Ferrari et al., 2022), pero como se dijo, no hubo diferencias. Por el 

contrario, Chohan (et al., 2024) quienes activaron neuronas dopaminérgicas del VTA, sí encontraron un aumento 

de la locomoción, pero solo en la primera dosis (que funciona como dosis aguda), para luego compensar 

homeostáticamente y reducir la locomoción. Queda por descubrir qué es lo que hace que nuestros resultados y 

los de Chohan no sean exactamente antagónicos.  Además, debemos considerar que resultados del laboratorio 

de electrofisiología, aun no publicados (figura suplementaria 1) muestran que incluso luego de los 5 días de 

activación de hM4Di con C21, la aplicación aguda de CNO en cortes de VTA induce inhibición sobre la actividad 

espontánea y evocada de las neuronas dopaminérgicas que los contienen, indicando que luego de este periodo 

hM4Di sigue siendo funcional y por tanto debería inhibir la actividad de las neuronas dopaminérgicas mesolímbicas 

cuando es activado.  

Ahora bien, el estudio de las funciones de los receptores D2/D3 y su efecto en la locomoción es más complejo que, 

por ejemplo, el estudio de los receptores D1 que se expresan sólo de manera post sináptica, porque el origen de 

las funciones de los D2 son resultado de sus expresiones tanto pre como post sinápticas (Missale et al., 1998; 

Sibley, 1999; Beaulieu, 2011). Esta tesis considera este hecho a través del protocolo quimiogenético, por medio 

del cual se buscó aislar la función de los autorreceptores de neuronas dopaminérgicas que se proyectan desde el 

VTA hacia el estriado ventral (NAc). Respecto al hecho de que existen diferencias de activación entre los 

receptores pre y postsinápticos para las distintas dosis de un mismo agonista, en esta tesis hemos hecho un perfil 

dosis/respuesta al QNP en el momento de la voltametría, con lo cual pudimos observar diferencias en la liberación 

fásica de dopamina, las cuales asumimos que deben tener relación con los efectos de la activación a distintas 

dosis de agonista de los autorreceptores D2. En este sentido, es pertinente tener en consideración que los 

autoreceptores (la versión splicing corta D2s, es decir, pre sinápticos) podrían ser más afines a dopamina que los 

D2 postsinápticos (la versión D2L), y que, por lo tanto, esto pudo tener implicancias en los resultados de liberación 

cuando se utilizan las concentraciones más bajas QNP en la voltametría.  
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6.2 EFECTOS DE LA INHIBICIÓN QUIMIOGENÉTICA CRÓNICA DE NEURONAS DOPAMINÉRGICAS 

MESOLÍMBICAS SOBRE LA LIBERACIÓN Y RECAPTACIÓN (REMOCIÓN) DE DOPAMINA.  

6.2.1 TAU y su relación con los transportadores de dopamina (DAT) 

Los factores que influyen en el aclaramiento extracelular de dopamina interactúan simultáneamente (o bien, en 

muchos casos, en un rango temporal muy mínimo) para dar como resultado su efecto específico. Para esta tesis, 

sólo se analizó el aclaramiento de dopamina por medio de un indicador extraído en la voltametría llamado TAU 

que es una constante cinética del transportador. Una cuestión relevante para esta tesis respecto de los DAT, es 

que producto de su naturaleza dependiente de sodio y cloro, 2 iones Na+ y 1 de CL- mueven una molécula de 

dopamina (Krueger et al., 1990) los DAT juegan un rol, no solo en la remoción de dopamina desde el espacio 

extracelular, sino también en la modulación de la liberación de dopamina, dado que este movimiento de iones 

tiene efectos electrofisiológicos en la célula. Como indican Mortensen & Amara (2003), las propiedades biofísicas 

de los DAT implican conductancias aniónicas. Según el grupo de Ingram (et al., 2002), esta conductancia es activa 

a niveles de dopamina más bajos que los necesarios para la activación D2 y promueve la excitabilidad de las 

neuronas (Mortensen & Amara, 2003), los cuales impactan en los potenciales de membrana, pudiendo alterar 

finalmente la liberación de dopamina. Como los DAT pueden ser endocitados (Vaughan & Foster, 2013) por 

estimulación de clatrina y dinamina mediada por fosforilación dependiente de proteína kinasa C (Lider & Melikian, 

2003) y que la regulación de la endocitosis puede ser aguda o de largo plazo mediada por degradación lisosomal 

(Hong & Amara, 2013), además de que la cinética de los transportes mismos, es decir, su velocidad para 

transportar sustratos podría ser alterada independiente de la endocitosis de estos (Moritz et al., 2015). Todos 

estos factores escapan a nuestra metodología y, por tanto, a los medios para analizarlos (Moritz et al., 2015). Sin 

embargo, el indicador canónico del funcionamiento de DAT es TAU. Aunque nuestros datos no muestran 

diferencias significativas en TAU, los ratones con inhibición crónica parecieran mostrar una leve tendencia a 

aumentarlo, lo que implicaría una menor función de DAT, visto así y considerando que DAT no solamente afectará 

la remoción, sino que también podría afectar la liberación por efectos electroquímicos ¿podría ser que, al disminuir 

crónicamente la dopamina, se produjera un cambio en el potencial de membrana de las células dopaminérgicas 

que tuviera como consecuencia un menor grado de funcionamiento de los DAT? Aunque se debe tomar 

precaución con esta idea porque las neuronas regulan de manera muy precisa los potenciales de membrana. 

Como proponen Benoit-Marand (et al., 2011) podría ser que la aceleración de la recaptación mediada por auto 

receptores ocurriera solo durante períodos de excesiva activación de los D2 o por prolongados trenes de 

estimulación. Por otro lado, la activación de D2 incrementa tanto la expresión como la actividad de DAT a través 

de la activación de la vía ERK1/2 (Mayfield & Zahniser, 2001; Lee et al., 2007) por lo que es posible preguntarse 

si los cambios de sensibilidad de los receptores D2 que se sugieren de los resultados de esta tesis son o no 

proporcionales al cambio en la actividad de DAT. Por otro lado, Sahlholm et al., (2008) encontraron que los 

receptores D2s mostraban sensibilidad a voltaje, lo cual también va en línea con la idea de que cambios en los 

transportadores de dopamina puedan impactar en el funcionamiento de los receptores D2. El problema, finalmente, 

sería saber cuál influencia al otro primero o si tienen una interacción simultánea. Una última posibilidad para 

explicar el aumento de liberación por pequeñas dosis de QNP en ratones controles, podría estar relacionada con 

que, además de todo lo dicho sobre DAT, también se sabe que estos producen liberación en determinadas 

circunstancias no solo farmacológicas (i.e como sería el caso de las anfetaminas). Por ejemplo, según Blakely 

(2001), a partir de los experimentos de Falkenburger et al., (2001), se demuestra que el eflujo de dopamina a 

través de DAT es posible bajo circunstancias fisiológicas como la estimulación de alta frecuencia de las entradas 

a la sustancia nigra, lo que en esta tesis no es posible de evidenciar puesto que los experimentos de voltametría 

fueron realizados en cortes que contienen NAc, por lo que no contienen los somas de las neuronas 

dopaminérgicas.  
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6.2.2 Porcentaje de inhibición 

Usualmente, se esperaría que el QNP tuviera un efecto inhibidor desde el inicio de los baños en el slice, no 

obstante, hemos visto lo contrario. Desde lo más simple, podríamos suponer que la concentración más baja de 

QNP, ni siquiera alcanzaría a activar los receptores D2 en ratones control, pero entonces ¿por qué sí activaría 

receptores D2 en los ratones inhibidos crónicamente (experimentales)? Una posible razón, sería que 

efectivamente los receptores D2 aumentaron su sensibilidad al estar expuestos a menor concentraciones de 

dopamina (por la inhibición crónica), lo cual estaría en línea con nuestra hipótesis de trabajo. El problema seguiría 

siendo explicar por qué en los ratones controles se observa una desinhibición, lo que conceptualmente se puede 

explicar como un agonista inverso. Es decir, ¿podría ser que el QNP funcione como agonista inverso en una 

concentración demasiado baja? Para responder a esto, se tendría que hacer una comparación exponiendo los 

receptores a sulpirida u otro agonista inverso conocido, para ver diferencias entre estos y QNP. Además, 

recordando la idea de que una concentración menor de dopamina necesaria para activar a receptores D2 (Ingram 

et al., 2002), afectaría el funcionamiento de los DAT ¿podría este hecho estar relacionado con el efecto contrario 

al esperado en concentraciones menores de QNP en los ratones controles? Es decir, ¿puede QNP servir como 

sustrato de DAT y de esta forma alterar algunas de las funciones de este (como captador de dopamina o alterador 

de la electrofisiología de la célula)? Este efecto de agonista sintético de dopamina como sustrato de otros 

transportadores (e.j bromocriptina y OATP1A2, un transportador orgánico aniónico) se ha visto (Schäfer et al., 

2020), pero no hemos encontrado estudios para QNP como sustrato de DAT. 

6.2.3 Liberación basal (sin QNP) 

En este trabajo no se encontraron diferencias significativas respecto de la liberación fásica basal de dopamina en 

el NAc (previa al QNP), aunque si una tendencia pequeña a un aumento de la liberación en los ratones con 

inhibición crónica quimiogenética, lo que significaría que la inhibición crónica o la exposición a bajos niveles de 

dopamina, altera de formas asimétricas (o desiguales) la fisiología de la neurona, produciendo mayor dispersión 

de los datos si los comparamos con los ratones controles, cuyos niveles de dopamina se mantuvieron en niveles 

fisiológicos. Otra tendencia aparente, es que hubo mayor liberación basal en los ratones experimentales. 

Nuevamente, si este resultado fuera real, quizás se podría interpretar como un “rebote” en la liberación de 

dopamina, es decir, que al haber estado inhibiéndose constantemente a las neuronas dopaminérgicas, éstas 

hubieran quedado más propensas a liberar dopamina. El siguiente paso sería descubrir si esto ocurre por un 

cambio en las afinidades de cada receptor o por un cambio en la expresión (cantidad) de receptores en la 

membrana, Interesantemente, frente a concentraciones más grandes de QNP el efecto inhibitorio es muy parecido 

entre ambos grupos lo que sugiere que con esas concentraciones existe una ocupación completa de los 

receptores D2 en los terminales dopaminérgicos.   

7.- CONCLUSIONES 

En esta tesis logramos expresar por medio de inyección viral por cirugía estereotáxica el virus que contiene 

DREADD inhibitorio hM4Di en neuronas dopaminérgicas del VTA. Encontramos que la inyección del agonista 

DREADD (C21) por 5 días no produjo cambios en la actividad locomotora de los animales, sugiriendo que la 

inhibición crónica de esta vía no es suficiente para disminuir la locomoción (ver limitaciones del estudio). Por otro 

lado, la evaluación funcional por el registro de célula única que expresaba hM4Di mostró que este receptor 

(DREADD) sigue siendo funcional luego de la inhibición crónica, lo que sugiere que la administración de C21 

inhibió las neuronas dopaminérgicas luego de cada inyección.  Además, logramos realizar voltametría cíclica de 

barrido rápido en cortes coronales que contienen el NAc. Si bien el número de animales registrados no fue el 

suficiente para realizar análisis estadísticos nuestros resultados sugieren tendencias hacia un aumento de la 

liberación fásica basal, una disminución de la recaptura (debido a un aumento del parámetro TAU) y un aumento 
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en el efecto inhibitorio del receptor D2 presináptico, lo que se refleja en una mayor acción de QNP en dosis 

pequeñas, sugiriendo que la inhibición crónica de la liberación de dopamina impacta en la sensibilidad del receptor 

D2, lo que podría subyacer al efecto sensibilizador  de QNP en otros modelos animales. Si es que esta mayor 

sensibilización es producto de una mayor expresión de receptores D2 en la membrana o si es producto de un 

aumento en la afinidad de cada receptor queda por ser dilucidado. 

Existe un efecto bifásico en la liberación de dopamina entre las dosis más bajas y más altas de agonista D2. Es 

decir, a menores dosis, la liberación aumenta en los ratones controles, para luego seguir el mismo curso que los 

ratones experimentales. 
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8.- LIMITACIONES Y PROYECCIONES FUTURAS 

Aunque en cada experimento se buscó homogeneidad en la posición de los electrodos y dada la heterogeneidad 

de proyecciones axonales desde las neuronas dopaminérgicas del VTA, sumado a la dificultad en el desarrollo 

óptimo de la técnica de voltametría, no podemos asegurar que este estudio tiene la especificidad y consistencia 

necesaria en la posición de los electrodos de registro en el NAc con el fin de lograr condiciones lo más replicables 

posibles. Como se ha visto (Lammel et al., 2008; Beier et al., 2015) la porción lateral del VTA tiene proyecciones 

no sobrepuestas hacia distintos lugares del NAc, lo cual sugiere funciones únicas entre distintas subpoblaciones 

de neuronas dopaminérgicas del VTA.  

Debido a la naturaleza del trabajo respecto de las condiciones de variabilidad en el aprendizaje y en la oportunidad 

y éxito en la realización de cada experimento, la muestra total es baja, por lo que no se pudo realizar estadística 

significativa. 

No se pudo cotejar en cada experimento el número de neuronas del VTA infectadas con DREADDs. Con este 

dato se hubiera podido descartar si la ausencia de disminución de locomoción esperada por inhibición crónica de 

neuronas dopaminérgicas del VTA tuvo que ver con ese hecho o no. Se sugiere que al momento de realizar las 

voltametrías, se guarden, o bien, si es posible, se realicen inmediatamente también los registros electrofisiológicos 

en el VTA para saber si los receptores hM4Di se expresaron y fueron funcionales en cada ratón. 
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9.- PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES A CONGRESOS 

• Presentación de póster en Congreso SOFARCHI 2023, diciembre, Antofagasta, Chile. 

• Parte de los resultados de esta tesis fueron presentados en el póster presentado en el Annual meeting 

of the Society For Neuroscience, “Neuroscience 2024”, Octubre, Chicago, Estados Unidos. 

• Presentación de póster en Congreso SOFARCHI 2025, diciembre, Valdivia, Chile. 
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10.- ANEXOS 

Acta de Aprobación Bioética Asociada al Proyecto 
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11.-  FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

 

Validación funcional de hM4Di mediante registros electrofisiológicos  

 

Figura suplementaria 1. Inhibición de neuronas dopaminérgicas hM4Di-positivas por aplicación de CNO. A la izquierda, imágenes de fluorescencia 

que muestran una neurona dopaminérgica del VTA registrada rellena con Alexa 594 (arriba) e identificada por la expresión de mCitrine (abajo), 

marcador coexpresado con el receptor DREADD inhibitorio hM4Di. A la derecha, registro de whole-cell patch-clamp configuración current clamp 

en condiciones basales mostrando presencia de potenciales de acción espontáneos y luego de la inyección de un pulso de corriente por medio 

de la pipeta de registro (trazos negros). Luego de estos registros se aplicó en el baño CNO, evidenciando una disminución marcada en la 

frecuencia de potenciales de acción espontáneos como inducidos eléctricamente tras la activación del hM4Di. 
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