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RESUMEN

La dopamina cumple un rol esencial en la modulacion de la motivacién, el aprendizaje por
refuerzo y la ejecucion de conductas dirigidas a objetivos. Alteraciones en este sistema se han
vinculado con diversos trastornos psiquiatricos, incluido el trastorno obsesivo compulsivo
(TOC), donde se ha propuesto un desequilibrio entre las vias directa e indirecta del cuerpo
estriado mediado por los receptores D4 y D». Sin embargo, los mecanismos celulares que

subyacen a estas alteraciones aun no estan completamente dilucidados.

En este estudio se evaluaron los efectos de la inhibicion créonica de las neuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA) mediante el uso de quimiogenética, a través
del receptor DREADD inhibitorio hM4Di, el que fue activado por la administracion repetida del
agonista compuesto 21 (C21), en ratones TH-Cre. Se registro la actividad locomotora durante
el tratamiento y al finalizar, se analizé los niveles del receptor dopaminérgico D, (D2R) en el

nucleo accumbens (NAc) mediante Western blot.

La inhibicion crénica de las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas no produjo cambios
significativos en la actividad locomotora ni en los niveles proteicos de D2R (formas glicosilada
y DoL) en el NAc. Los intentos de visualizar D-R mediante inmunofluorescencia no mostraron
sefial especifica, lo cual concuerda con la baja reactividad de ciertos anticuerpos frente a este

receptor en tejidos fijados.

Estos resultados indican que la inhibicion dopaminérgica inducida por la activacion del hM4Di,
no desencadena una regulacién compensatoria del D>R ni modificaciones conductuales
detectables, lo que sugiere la existencia de mecanismos homeostaticos que preservan la
estabilidad funcional del sistema dopaminérgico. El presente estudio aporta evidencia sobre la
plasticidad mesolimbica bajo condiciones de hipodopaminergia y contribuye a la limitada
literatura que utiliza modelos murinos para estudiar la modulacién dopaminérgica en circuitos

asociados al TOC.



ABSTRACT

Dopamine plays an essential role in modulating motivation, reinforcement learning, and the
execution of goal-directed behaviors. Alterations in this system have been linked to various
psychiatric disorders, including obsessive compulsive disorder (OCD), where an imbalance
between the direct and indirect pathways of the striatum, mediated by D4 and D- receptors, has
been proposed. However, the cellular mechanisms underlying these alterations are not yet fully

understood.

This study evaluated the effects of chronic inhibition of dopaminergic neurons in the ventral
tegmental area (VTA) using chemogenetics via the inhibitory DREADD receptor hM4Di, which
was activated by repeated administration of the agonist compound 21 (C21), in TH-Cre mice.
Locomotor activity was recorded during treatment, and upon completion, the levels of the

dopamine D; receptor (D2R) in the nucleus accumbens (NAc) were analyzed via Western blot.

Chronic inhibition of mesolimbic dopaminergic neurons did not produce significant changes in
locomotor activity or in the protein levels of D2R (glycosylated and D,L forms) in the NAc.
Attempts to visualize D-R via immunofluorescence showed no specific signal, which is

consistent with the low reactivity of certain antibodies against this receptor in fixed tissue.

These results indicate that the dopaminergic inhibition induced by hM4Di activation does not
trigger compensatory regulation of D2R or detectable behavioral modifications, suggesting the
existence of homeostatic mechanisms that preserve the functional stability of the dopaminergic
system. The present study provides evidence on mesolimbic plasticity under hypodopaminergic
conditions and contributes to the limited literature using murine models to study dopaminergic

modulation in circuits associated with OCD.



INTRODUCCION

Trastorno Obsesivo-Compulsivo: caracteristicas clinicas y tratamiento

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) es un trastorno neuropsiquiatrico heterogéneo que se
caracteriza por la presencia de obsesiones y/o compulsiones. Las obsesiones son
pensamientos intrusivos, recurrentes y persistentes no deseados. Las compulsiones son
conductas repetitivas o0 actos mentales que una persona se siente impulsada a realizar en
respuesta a las obsesiones (Bokor & Anderson, 2014). Este trastorno afecta entre el 1% y el
3% de la poblacion mundial, lo que lo convierte en una de las condiciones psiquiatricas mas
comunes (Jalal et al.,, 2023). Los pacientes que padecen TOC experimentan una amplia
variedad de obsesiones y compulsiones, las cuales pueden diferir en su nivel de intensidad.
No obstante, los sintomas suelen seguir un patrén comun. Primero aparecen pensamientos
obsesivos que generan ansiedad. Como reaccion a estas obsesiones, se llevan a cabo
compulsiones que ofrecen un alivio de la ansiedad. Sin embargo, este alivio es temporal, ya
que los pensamientos intrusivos vuelven a manifestarse, reiniciando asi el ciclo(Hiebert et al.,
2020). El Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, quinta edicién (DSM-
5), clasifica al TOC dentro del capitulo “Trastornos obsesivo-compulsivos y trastornos
relacionados” y establece que, para su diagndéstico, es necesaria la presencia de obsesiones,

compulsiones o ambas (Association, 2013).

Los tratamientos mas utilizados para el trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) son la terapia
cognitivo-conductual que puede estar o no acompafada de tratamientos farmacoldgicos.
Aunque los inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina (ISRS) constituyen el
principal tratamiento farmacolégico, entre el 40% y el 60% de los pacientes no responden
adecuadamente a este enfoque y continian manifestando conductas compulsivas (Pittenger,
C., & Bloch, M. H. (2014). Esto sugiere que, ademas de la serotonina, podrian estar
involucradas alteraciones en otros sistemas de neurotransmisores, lo que indicaria que la
etiologia del TOC es mas compleja y no se limita a un unico sistema neuroquimico(Hirschtritt
et al., 2017). Asi, otros sistemas de neurotransmisores cuyas alteraciones podrian subyacer a

la etiologia del TOC son el glutamato y el sistema dopaminérgico meso-estriatal y mesolimbico.



Neurobiologia del TOC: circuitos estriatales y senalizacion dopaminérgica

El trastorno obsesivo compulsivo se asocia con una hiperactividad del circuito cortico-estriado-
talamocortical (CSTC)(Milad & Rauch, 2012) . Este circuito incluye la corteza orbitofrontal, el
cuerpo estriado (incluido el NAc), el globo palido, el tdlamo y retorna a la corteza y parte de
sus funciones es regular la ejecucion y supresion de conductas. Una activacién anémala y
sostenida de esta red se ha observado consistentemente en pacientes con TOC y se ha
correlacionado con la severidad de los sintomas compulsivos (Menzies et al., 2008; Milad &
Rauch, 2012). En particular, el NAc cumple un rol integrador clave entre la motivacion y la
accion, y su disfuncion ha sido propuesta como una de las bases neurales de la compulsividad.
A nivel funcional, se ha planteado que un desequilibrio entre las vias directa e indirecta del
estriado podria subyacer a los sintomas del TOC(Bariselli et al., 2019). Un predominio de la
actividad en la via directa (facilitada por la sefalizaciéon D4R) junto con una inhibicion deficiente
de la via indirecta (regulada por D2R) podria llevar a una facilitacién excesiva de acciones
repetitivas y la imposibilidad de suprimirlas. Este desequilibrio puede estar mediado tanto por
alteraciones en la liberacién de dopamina como por una regulacion diferencial de los

receptores dopaminérgicos.

En este contexto, resulta relevante examinar con mayor detalle el papel de la via mesolimbica,
una de las principales rutas dopaminérgicas implicadas en la fisiopatologia del TOC (Tastevin
et al., 2019). Esta via esta formada por neuronas dopaminérgicas cuyos cuerpos celulares se
localizan en el area tegmental ventral (VTA) y cuyos axones proyectan hacia el nucleo
accumbens (NAc), que forma parte del estriado ventral. En el NAc, estas neuronas hacen
sinapsis con neuronas GABAérgicas de proyeccion (Gerfen & Surmeier, 2011). Las salidas
neuronales del NAc se conocen como neuronas espinosas medias (MSN), las cuales se
clasifican en dos grupos segun sus destinos de proyeccion axonal. Las MSN que se proyectan
directamente al mesencéfalo forman la via directa (AMSN), mientras que aquellas que se
proyectan de manera indirecta, a través de dos vias sinapticas, constituyen la via indirecta
(iIMSN) (Alexander & Crutcher, 1990; Hedreen & Delong, 1991). La activacion de la via directa
(dMSN) vy la via indirecta (iIMSN) determina si el animal se acerca o evita un estimulo,
respectivamente (Bariselli et al., 2019). Estas dos poblaciones de neuronas estan moduladas

de forma diferencial por los receptores dopaminérgicos D1 (D1R) y D2 (D2R), ambos acoplados



a proteinas G. Mientras que D4R activa la via de sefializacion Gs, favoreciendo la excitabilidad
neuronal, D2R activa la via Gi/o, ejerciendo un efecto inhibidor, por medio de la inhibicion del
adenilato ciclasa por proteina G, y canales de Ca?'y la activacion de canales de K*, lo que
hiperpolariza la neurona (Calabresi et al., 2014). En el cuerpo estriado, los D1R se expresan
principalmente en las dMSN, mientras que los D2R predominan en las iMSN (Bertran-Gonzalez
et al., 2008; Deng et al., 2006). Por tanto, la liberacion de dopamina promueve la activacion de
la via directa y la inhibicion de la indirecta, facilitando asi la ejecucion de conductas motoras.
Un aumento de la sefal dopaminérgica en este circuito puede contribuir a la expresién de
comportamientos repetitivos, como los observados en el TOC (Seiler et al., 2022; Tritsch &
Sabatini, 2012).

Dado que los D2R cumplen funciones centrales en esta dinamica, es relevante considerar que
existen al menos dos isoformas principales de este receptor, generadas por splicing
alternativo: la forma larga (D2L) y la forma corta (D2S). Estas variantes difieren en la longitud
de su dominio intracelular y en su localizacion funcional. Mientras que el D,L contiene una
insercion 29 aminoacidos (PM~50 kDa) se encuentra mayoritariamente en neuronas
postsinapticas, el D.S (PM~45 kDa) se expresa principalmente en las neuronas
dopaminérgicas como autorreceptor presinaptico, donde regula la liberacion de dopamina y la
excitabilidad celular (Centonze et al., 2002a; Fishburn et al., 1995; A, B. JH., R.-P. F. et al.
Usiello, 2000). Ademas, los D-R pueden sufrir modificaciones postraduccionales como la
glicosilaciéon, un proceso que afecta su trafico, estabilidad en membrana y capacidad de
sefializacion (Fishburn et al., 1995; A., B. JH., R.-P. F. et al. Usiello, 2000). La glicosilacion
ocurre en residuos especificos del dominio extracelular del receptor y puede influir en su
localizacion subcelular, su sensibilidad al ligando y su vida media en la membrana plasmatica
(Cho et al., 2012). Por lo tanto, distinguir entre formas glicosiladas y no glicosiladas del D3R,
asi como entre isoformas D.L y D»S, permite obtener informacién mas precisa sobre los
posibles cambios en la senalizacion dopaminérgica bajo condiciones experimentales que

alteran la homeostasis del sistema.

Un aspecto adicional relevante para comprender la regulacion de la sefial dopaminérgica es
el control presinaptico de la liberacién y recaptacion de dopamina. En este contexto, el

transportador de dopamina (DAT) permite la recaptacion activa del neurotransmisor hacia la



neurona presinaptica, manteniendo su homeostasis y facilitando su reutilizacion (Foster &
Vaughan, 2017). Paralelamente, los receptores D» funcionan como autorreceptores, ubicados
tanto en el soma como en los terminales axoénicos, donde ejercen una retroalimentacion
negativa que regula la excitabilidad neuronal y la liberacion de dopamina. Estos mecanismos
de autorregulacién pueden verse comprometidos en condiciones de disfuncion dopaminérgica

como las observadas en modelos preclinicos del TOC (Chen et al., 2020; Ford, 2014)

Implicacién del sistema dopaminérgico en el TOC

Estudios de neuroimagen en personas con TOC han mostrado alteraciones en la disponibilidad
de receptores dopaminérgicos D1y D; en el estriado y la corteza cingulada anterior (Denys et
al., 2004; Olver et al., 2009). Algunos trabajos en humanos con TOC, mediante técnicas de
neuroimagen como la tomografia por emision de positrones (PET), han reportado una
disminucién en la disponibilidad de receptores D2/ D3 en el cuerpo estriado, particularmente en
el putamen(Denys et al., 2004). En contraste, estudios en modelos animales como el de
sensibilizacién inducida por quinpirol en ratas (considerado un modelo preclinico del TOC) han
mostrado un aumento en la expresion de receptores D, en el cuerpo estriado mediante
Western blot, lo que podria reflejar una adaptacion compensatoria del sistema
dopaminérgico(Klanker et al., 2013)(Culver et al., 2008). Estos hallazgos, en ocasiones
contradictorios, indican que el TOC no puede ser explicado simplemente por un estado hiper
0 hipo dopaminérgico, sino por un desequilibrio funcional dentro de los circuitos
dopaminérgicos. Medir la expresion de receptores dopaminérgicos permite una aproximacion
indirecta a este equilibrio, ya que su regulacion (incluyendo su internalizacién, reciclaje o
sintesis) depende de la afinidad y exposicion cronica a la dopamina en el entorno sinaptico.
Por ejemplo, niveles elevados de DA pueden inducir una disminucion de la expresion en
membrana de receptores postsinapticos (especialmente D2R, con mayor afinidad por DA),
mientras que un déficit prolongado podria aumentar su expresion en membrana (Gainetdinov
et al., 2004; Missale et al., 1998). En este contexto, caracterizar los niveles de D1R y D2R en
modelos animales con conductas compulsivas permite profundizar en los mecanismos
neurobioldgicos que subyacen al TOC, en particular aquellos relacionados con el desequilibrio

de las vias dopaminérgicas estriatales.



En este sentido, alteraciones cronicas de los niveles de dopamina podrian alterar la afinidad y
la respuesta de sus receptores y contribuir al fenotipo compulsivo. De hecho, la administracion
crénica de quinpirol, un agonista de receptores D, induce un fenotipo compulsivo en ratas y
ratones(de Haas et al., 2010; Szechtman et al., 1998), sugiriendo que la activacion crénica de
D2R es suficiente para generar conductas repetitivas, como sera desarrollado en el siguiente

apartado.

Modelo de sensibilizaciéon con quinpirol como aproximacién al TOC

El modelo de administracion repetida de quinpirol (QNP), un agonista de los receptores
dopaminérgicos D2 y D3, ha sido ampliamente utilizado como aproximacién experimental al
TOC(de Haas et al., 2010). Este modelo presenta una alta validez aparente, ya que induce en
roedores patrones motores repetitivos (Escobar et al., 2015), conductas de “chequeo”
compulsivo (Szechtman et al., 2001) e inflexibilidad cognitiva (Szechtman et al., 1998, 2001),
comportamientos comparables a los sintomas observados en pacientes con TOC. También
exhibe validez predictiva, dado que dichas conductas pueden ser parcialmente revertidas
mediante la administracion de inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS),
que constituyen la primera linea terapéutica en humanos. Finalmente, posee validez
constructiva, al basarse en alteraciones dopaminérgicas estriatales que han sido implicadas
en la fisiopatologia del TOC tanto en modelos animales como en estudios clinicos (Stuchlik et
al., 2016; Szechtman et al., 1998).

Ademas de las conductas descritas anteriormente, la administracion repetida de QNP induce
sensibilizacion locomotora (Figura 1), es decir, un aumento progresivo en la locomocion luego

de la administracién de una dosis del psicofarmaco.
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Figura 1: La administracion repetida de QNP induce sensibilizacién locomotora, en comparacion a los

animales que recibieron solucion salina(Culver et al., 2008; Escobar et al., 2015).

Esta conducta se ha pensado que subyace a la generacioén de otras conductas compulsivas(de
Haas et al., 2010; Szechtman et al., 1998) .A nivel molecular, y en particular en el nucleo
accumbens (NAc), el QNP activa los receptores D, presinapticos en las neuronas
dopaminérgicas, reduciendo la concentracion de dopamina extracelular(de Haas et al., 2010).
A nivel postsinaptico, el QNP se une y activa los receptores D, en las neuronas espinosas

medias indirectas (iIMSN), lo que provoca su inhibicion(de Haas et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2: Unién del quinpirol (QNP) a los receptores D2 en las neuronas dopaminérgicas pre y post

sinapticas.



Este tratamiento crénico produce una potenciacion progresiva de la actividad locomotora y de
los comportamientos compulsivos, lo que ha sido interpretado como resultado de mecanismos
de plasticidad neuronal que incrementan la sensibilidad de los receptores D2R en la via
indirecta. EI aumento de la actividad locomotora ocurre inmediatamente después de la
administracion de QNP, pero no durante los periodos de reposo, lo que sugiere que la
ejecucion del comportamiento compulsivo depende de la activacion de D2R y su sensibilizacién
en las iIMSN. Asi, la activacion repetida de D2R por QNP produciria una inhibicién sostenida
de estas neuronas, reduciendo el tono inhibitorio sobre la actividad locomotora propio de la via
indirecta. Esta desinhibiciéon funcional del estriado favorece la expresion de acciones
repetitivas, ya que el animal pierde la capacidad de suprimir respuestas motoras. Asi, la
sensibilizaciéon conductual inducida por QNP refleja un desequilibrio a favor de la via directa,
coherente con el incremento de comportamientos compulsivos observado en este modelo.
Ademas, se ha observado que esta sensibilizacion conductual es dependiente del numero de
administraciones, lo que permite estudiar la progresién temporal de los cambios

neurobioldgicos asociados (Escobar et al., 2015).

Desde una perspectiva neuroquimica, la sensibilizacion inducida por QNP se asocia con una
reduccion sostenida de los niveles basales de dopamina en el NAc, lo que ha sido demostrado
mediante experimentos de microdialisis realizados 48 horas después de la ultima dosis (Figura
3) (Escobar et al., 2015). Este estado de hipodopaminergia se ha propuesto como condicién
que favorece la compulsividad, ya que permite una hiperrespuesta de los D2R cuando se activa
el sistema dopaminérgico. De manera similar, pacientes con enfermedad de Parkinson,
quienes presentan una disminucion cronica de dopamina, han mostrado desarrollar conductas
compulsivas en respuesta a farmacos agonistas dopaminérgicos, reforzando el vinculo entre
hipodopaminergia y compulsividad (Avila et al., 2011; Moore et al., 2014). Esto sugiere que la
dopamina y la activacion de D2R son esenciales para la manifestacion de conductas
compulsivas, y que la reduccién de dopamina en estado de reposo, cuando no hay actividad
conductual, es una caracteristica comun en roedores y humanos con comportamientos

compulsivos (Escobar et al., 2015; Koeltzow et al., 2003).
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Figura 3: Niveles basales de dopamina en el cuerpo estriado medidos por microdialisis en animales

anestesiados 48 h después de la ultima inyeccion de QNP(Escobar et al., 2015)

Modulacién del receptor dopaminérgico D2 en condiciones de déficit sostenido de
dopamina en el estriado

Como se menciond anteriormente, al igual que los DAT, los receptores dopaminérgicos de tipo
D, que se expresan en las neuronas dopaminérgicas, cumplen una funcién autorregulatoria
clave. Su activacion, tanto a nivel somatico como en los terminales presinapticos, ejerce un
efecto inhibitorio sobre la liberacion de dopamina al espacio extracelular (Centonze et al.,
2002b; A. Usiello et al., 2000). Estudios hechos en ratas demuestran que la administracion
cronica de QNP induce una disminucién sostenida de los niveles de dopamina en el estriado.
Este fendmeno se asocio con una respuesta inhibitoria potenciada frente a la administracion
aguda del agonista, manifestada por una inhibicibn mas rapida de la liberacion
dopaminérgica(Escobar et al., 2015) (Figura 4), cuantificada mediante la técnica de voltametria
ciclica de barrido rapido (FSCV).

Los cambios en los niveles de dopamina en el estriado podrian alterar el equilibrio en la
actividad neuronal de las vias estriatales. Dado que los D2R tienen una mayor afinidad por la
dopamina que los D{R, su activacion se ve favorecida cuando los niveles extracelulares de
dopamina son bajos, lo que resulta en la inhibicion de iIMSN (Asaoka et al., 2019; Escobar et

al., 2015; Szechtman et al., 1998). Un cambio en este equilibrio, en donde se favorezca la



actividad de dMSN sobre iIMSN (producto de la activacion preferencial de D2R, la cual inhibe

la IMSN) podria ser la base del desarrollo de conductas compulsivas.
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Figura 4: La administracion intravenosa aguda de quinpirol induce una inhibicién mas rapida de la

liberacién de dopamina en ratas sensibilizadas con quinpirol.

Los resultados demuestran que el tratamiento prolongado con QNP, produce dos efectos
neuroquimicos interrelacionados: (1) una disminucion sostenida de los niveles de dopamina
estriatal, y (2) una potenciacion progresiva de la actividad locomotora en respuesta a
administraciones repetidas del farmaco (Asaoka et al., 2019; Escobar et al., 2015; Szechtman
et al., 1998). Este fendmeno, conocido como sensibilizacion locomotora, sugiere la existencia
de mecanismos de plasticidad neuronal que incrementan la sensibilidad de los D2R en la via

indirecta del estriado.

Complementariamente, estudios en modelos genéticos revelan que ratones con deficiencia de
tirosina hidroxilasa, enzima clave para la sintesis de dopamina, presentan hiperactividad
motora cuando se estimulan farmacolégicamente los D2R estriatales (Kim et al., 2000). Estos
hallazgos apoyan la hipotesis de que el déficit dopaminérgico induce un estado de
hipersensibilidad en los receptores D» de la via indirecta, lo que plantea interrogantes sobre
su posible papel en la fisiopatologia de las conductas compulsivas.



Inhibicion dopaminérgica mediante quimiogenética

La disminucion sostenida de los niveles de dopamina en el nucleo accumbens observada tras
la administracién repetida de QNP sugiere que un estado crénico de hipodopaminergia podria
ser un componente clave en la expresion de conductas compulsivas. Sin embargo, aun no
esta claro si dicha reduccion de la sefal dopaminérgica actia como un mecanismo causal que
favorece la sensibilizacion conductual, o si se trata de una consecuencia secundaria del
tratamiento con QNP. Para responder a esta interrogante, se requiere una herramienta
experimental que permita manipular selectivamente y de manera sostenida la actividad de las

neuronas dopaminérgicas.

Los DREADDs (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugsson) son
receptores metabotrépicos modificados genéticamente para que pierdan su capacidad de
respuesta a los ligandos fisioldgicos naturales, pero puedan ser activados de manera selectiva
mediante compuestos exdégenos como el clozapina-N-6xido (CNO) o agonistas mas recientes
como el compuesto 21(C-21) (Jendryka et al., 2019). Esta herramienta, también llamada
quimiogenética, permite activar o inhibir poblaciones neuronales especificas con el fin de
estudiar su funcidon y modular su actividad, aprovechando que los DREADDs activan las
mismas vias de senalizacién intracelular que los receptores metabotrdpicos presentes en las
células (Jendryka et al., 2019; Tran et al., 2020). Una aplicacién particularmente relevante de
esta técnica es su capacidad para replicar los efectos inhibitorios caracteristicos de los
receptores D2 sobre las neuronas dopaminérgicas, sin requerir la activacion directa de estos
receptores endogenos. La expresion de DREADDs en el sistema nervioso central puede
realizarse de forma general o restringida a tipos celulares especificos. Para lograr una
expresion selectiva, se emplea comunmente la combinacion de vectores virales
adenoasociados (AAV) con sistemas condicionales, junto con la administracion estereotaxica
en la region cerebral de interés en modelos animales transgénicos. Entre las principales
ventajas del enfoque quimiogenético destacan: su naturaleza farmacol6gicamente controlable,
ya que la modulacion neuronal depende de la administracion de ligandos sintéticos; su menor
grado de invasion anatémica en comparacion con otras técnicas de modulacién neuronal como

la optogenética, que requiere la implantacion de dispositivos fisicos; y su idoneidad para



estudios de modulacién neuronal prolongada, permitiendo evaluar efectos crénicos (Vlasov et
al., 2018).

En esta tesis se utilizd el receptor hM4Di, un DREADD inhibitorio acoplado a proteinas Gi, el
cual, al ser activado, reduce la excitabilidad neuronal a través de la inhibiciéon de adenilato
ciclasa y la activacién de canales de potasio tipo GIRK (Figura 5). Mediante el uso de un
sistema de expresion condicional dependiente de Cre recombinasa, se logré dirigir
especificamente la expresion de hM4Di a neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral
(VTA) en ratones TH-Cre, lo que permitié inducir una inhibicion sostenida de la actividad
dopaminérgica mesolimbica. La activacion cronica de hM4Di mediante la administracion
sistémica de C21 durante varios dias generd un estado de hipodopaminergia inducida
artificialmente, que replicaria de forma controlada el perfil de reduccion de dopamina descrito
en el modelo de QNP. Como una aproximacion para evaluar la respuesta postsinaptica de los
receptores D> luego de la inhibicidon quimiogenética cronica de la actividad dopaminérgica se

evaluaron los niveles de receptores D, mediante pruebas de western blot.
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Figura 5: Inhibicion quimiogenética de neuronas dopaminérgicas del VTA mediante expresion y

activacion de hM4Di



Hipotesis

Con base en los resultados previos, donde: La administracion repetida de QNP induce
sensibilizacion locomotora en comparacién con los animales tratados con solucion salina; los
animales expuestos cronicamente a QNP muestran niveles reducidos de dopamina basal en
el nucleo accumbens (NAc); y los ratones con inhibicion quimiogenética de la actividad
dopaminérgica presentan una potenciacion de la sensibilizacion locomotora, se propone la
siguiente hipodtesis: La inhibicion crénica de la actividad dopaminérgica mesolimbica

altera los niveles de las proteinas D2R en el NAc.

Objetivo General

Determinar los niveles proteicos de receptores dopaminérgicos D2R en el NAc de ratones con

inhibicidn cronica de la actividad dopaminérgica

Objetivos Especificos

e Inhibir cronicamente las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas mediante
quimiogenética.

e Medir los niveles de D2R mediante Western-Blot e inmunofluorescencia.



MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones TH-Cre macho y hembra adultas (12 hembras y 22 machos) de 3 a 8
meses, provenientes del bioterio de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso.
Antes de iniciar los experimentos los ratones fueron alojados en grupos de 4-5 individuos por
jaula en la sala de mantencion del Dr. Pablo Moya 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 tuvieron un periodo de aclimatacion de 1

semana en la sala de mantencion.

Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los principios de reduccion en el numero de
animales y minimizacion del dolor o incomodidad, 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
Valparaiso (CBC 107-2024), por el Comité de Bioética de la Agencia Nacional de investigacion
(ANID) (CBC 89-2023); las condiciones de la sala de mantencién fueron aprobadas por
CICUAL(SAP-UVFC-2).

Materiales
Drogas:
-Compuesto 21 (C-21)

El C21 fue adquirido de Tocris (Cat N°6422). Se disolvid en solucién salina al 0,9 % y se
mantuvo a -20 °C antes de la prueba. Todas las inyecciones se administraron por via
intraperitoneal, a dosis de 3 mg/kg. Se prepard una solucién vehiculo (NaCl al 0,9 %) y se

mantuvo en las mismas condiciones.
Virus:

~viral pAAV-hSyn-DIO-HA-hM4D(Gi)-IRES-mCitrine; Addgene plasmid #50455



Procedimientos experimentales

Inyeccion de virus Adenoasociado para expresion de DREADD inhibidor (hM4Di) en

neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA)

Para modular selectivamente la actividad de las neuronas dopaminérgicas del area tegmental
ventral (VTA), se inyectd bilateralmente el vector viral pAAV-hSyn-DIO-HA-hM4D(Gi)-IRES-
mCitrine en ratones TH-Cre, los cuales expresaban recombinasa Cre bajo el control del
promotor de tirosina hidroxilasa (TH). Los animales fueron anestesiados con isoflurano (2-3%
en aire a 0.5 L/min) y posicionados en un estereotaxico para la craneotomia y administracion
viral. Las inyecciones se realizaron de forma estereotaxica en las coordenadas AP = -3.2 mm,
ML = 0.5 mm y DV = -4.2 mm (segun las coordenadas del atlas de Franklin y Paxinos),
utilizando un flujo constante de 0.1 pL/min hasta completar 1.0 pyL por hemisferio.
Inmediatamente después de la cirugia, recibieron ketoprofeno (5 mg/kg, s.c.) como analgesia
y se monitorizaron durante al menos 14 dias antes de iniciar la activacién crénica de hM4Di

mediante la administracion del ligando sintético compuesto 21 (C21).

Activaciéon quimiogenética de hM4Di y evaluacion de la actividad locomotora

Tras el periodo de recuperacién posquirurgica (214 dias), los ratones TH-Cre fueron sometidos
a manipulacion diaria durante 3-5 dias para su habituacién. Para evaluar el efecto de la
activacion quimiogenética, se administrd por via intraperitoneal (i.p.) el compuesto 21 (C-21;
1.0 mg/kg en solucion salina estéril) o un volumen equivalente de solucién salina como control,
durante 5 dias consecutivos. Inmediatamente después de cada inyeccion, los animales fueron
colocados individualmente en camaras de acrilico blanco (40%x40x40 cm) donde se registré su
actividad locomotora durante 60 minutos mediante un sistema de videograbacion posicionada
en el techo de la sala de medicion conductual y posterior analisis con el software EthoVision®
XT (v15.0) para cuantificar distancia recorrida, velocidad promedio y tiempo de inmovilidad.
Finalizado el protocolo farmacolégico, a las 24-48 horas de la ultima inyeccion los animales
fueron sacrificados bajo anestesia profunda (isoflurano 5%) y mediante perfusion
transcardiaca con paraformaldehido al 2-4% para inmunofluorescencia o decapitacion para

estudios de Western blot, segun los requerimientos experimentales posteriores.



Perfusion transcardiaca

Para la obtencién de cortes fijados de tejido cerebral, se realizé perfusién transcardiaca bajo
anestesia con isoflurano. Mediante una aguja 21G insertada en el ventriculo izquierdo. Se
perfundid inicialmente con PBS 0.1 M (pH 7.4, 4°C) hasta eliminar la sangre circulante, seguido
inmediatamente de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS para fijacion tisular. Tras la
perfusion, el cerebro fue extraido 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 vy se realizaron cortes coronales de 30 um en criostato (Leica) a -20°C, y se obtuvieron
cortes de las regiones de interés (nucleo accumbens, VTA, sustancia negra, hipocampo,
estriado y corteza). Las secciones se almacenaron en PBS con azida sédica 0.1% a 4°C en

placas de cultivo de 6 pocillos para su posterior procesamiento histoldgico.

Inmunofluorescencia Indirecta

Los cortes cerebrales de 30 ym fueron sometidos a tres lavados de 10 min con PBS 1X,
seguidos de permeabilizacion con PBS-Triton X-100 0.3% durante 2 h a temperatura ambiente.
Tras tres lavados adicionales con PBS-Triton 0.05%, se bloqued la unidon inespecifica
incubando los cortes en solucion de PBS-Triton 0.05% con 3% suero de caballo y 1% BSA
durante 2 h. Posteriormente, se incubaron overnight a 4°C con agitacion suave con los
anticuerpos primarios diluidos en PBS-Triton 0.05% con 1% suero y 1% BSA: anti-TH de
conejo (1:1000, Merck #657012) o anti-D2R hecho en conejo (1:500, Merck #AB5084P). Al dia
siguiente, tras tres lavados con PBS-Triton 0.05%, se incubaron 2 h a temperatura ambiente
(protegidos de luz) con los anticuerpos secundarios correspondientes: Cy3 anti-conejo (1:500,
Jackson #711165152) para TH y Alexa Fluor 488 anti-conejo (1:500, Invitrogen #A-21206) para
D2R. Finalmente, tras tres lavados con PBS, los cortes se montaron en portaobjetos Superfrost
Plus™ con medio antifade con DAPI (Abcam #ab104139) y se observaron primero en
microscopio de epifluorescencia analizaron mediante microscopia confocal (Zeiss LSM 900)
usando laseres 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 omisién de primario y autofluorescencia para validar la

especificidad de la senal.



Western-Blot

Para la cuantificacién de la expresién de proteinas D2R y GAPDH en el nicleo accumbens
(NACc), se utilizé la técnica de Western blot. Los tejidos fueron extraidos bajo condiciones de
hielo seco y homogeneizados en buffer RIPA 1X suplementado con inhibidores de proteasas
(50X) y fosfatasas (100X). La lisis se realizd6 mediante sonicacion (3 ciclos de 5 segundos con
intervalos en hielo), y posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 12.000 rpm durante

20 minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante y se almacené a —80°C.

La concentracion de proteinas se determiné utilizando un fluorimetro Qubit (Thermo Fisher
Scientific), segun el protocolo del kit Qubit™ Protein Assay. Para cada muestra, se preparé un
volumen equivalente a 30 ug de proteina total, mezclado con buffer de carga y desnaturalizado

a 95°C por 5 minutos.

Las proteinas fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% (gel
resolutivo) y 4% (gel concentrador) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), y
transferidas a membranas de nitrocelulosa mediante electrotransferencia humeda (350 mA,
90 minutos, 4°C). La eficiencia de la transferencia se verificd con tincion reversible de rojo

Ponceau.

Las membranas fueron bloqueadas durante 1 hora con leche descremada al 5% en T-TBS
(TBS con 0,1% Tween-20) y posteriormente incubadas con anticuerpos primarios overnight a
4 °C: anti-D2R (1:1000, Merck #AB5084P) y anti-GAPDH (1:10000, Merck #MAB374). Luego
de lavados con T-TBS, las membranas fueron incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente con anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano (HRP). La
deteccion de las bandas se realizé mediante quimioluminiscencia utilizando un sustrato ECL y
un sistema de imagen digital (Omega Lum G). Las imagenes fueron adquiridas en modo
quimioluminiscente con configuracion de alta resolucion. La cuantificacion de la intensidad de
las bandas se realizé utilizando el software Imaged, y los niveles de D2R fueron normalizados

contra GAPDH como control de carga.



RESULTADOS

Verificacion de la expresion del receptor quimiogenético hM4Di en el VTA

Para evaluar el efecto de la inhibicion crénica de la actividad dopaminérgica mesolimbica,
primero fue necesario confirmar la expresion del receptor quimiogenético inhibitorio hM4Di en
las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA). Como se muestra en la Figura
1, la inmunofluorescencia indirecta reveld una colocalizacion entre la tirosina hidroxilasa (TH,
marcador dopaminérgico) y la proteina fluorescente mCitrine, coexpresada con hM4Di. La
sefal amarilla resultante indica la correcta transfeccion del vector viral pAAV-hSyn-DIO-HA-
hM4D(Gi)-IRES-mCitrine en neuronas dopaminérgicas del VTA, validando que la manipulacion

quimiogenética se llevé a cabo de manera especifica en la poblacién neuronal de interés.




Figura 1: Imagenes de neuronas dopaminérgicas marcadas por inmunofluorescencia para aGFP
(verde), aTH (rojo) y la combinacion entre GFP y TH (verde, rojo y amarillo) del area tegmental
ventral. En la imagen superior se muestra que el virus DREADD se expresé en las neuronas

dopaminérgicas del VTA.

Efecto de la inhibicion dopaminérgica sobre la actividad locomotora

Una vez confirmada la expresién del receptor quimiogenético, se evalud el impacto de su
activacion croénica sobre la conducta locomotora. Para ello, se administré intraperitonealmente
el agonista selectivo C21 durante cinco dias consecutivos y se registré la actividad motora en
una prueba de campo abierto. El analisis ANOVA de 2 vias no mostré efectos significativos
inducidos por el tiempo ni el tipo de tratamiento. Como se muestra en la Figura 2A, no se
observaron diferencias significativas en la distancia recorrida entre los grupos tratados con

C21 y sus respectivos controles, independientemente de la presencia del receptor hM4Di.

Con el fin de focalizar el andlisis en el impacto de la inhibicion dopaminérgica, la Figura 2B
muestra de forma aislada la actividad locomotora de los animales que expresaban hM4Di. Esta
representacion permite apreciar que, incluso bajo condiciones de activaciéon de hM4Di inducida
por C21 vy, por ende, de inhibicién crénica de la actividad dopaminérgica mesolimbica, la
distancia recorrida no difiri¢ significativamente respecto al grupo que posee hM4D pero que
fue tratado con solucion salina, lo que indica que la manipulacién no alterd la locomocion

horizontal.

Por otro lado, el tiempo que los animales pasaron en el centro o en la periferia de la arena
(Figura 2C) fue similar entre los grupos, evidenciando la ausencia de cambios en la
exploracién espacial o en los niveles de ansiedad asociados al tratamiento. Estos resultados
indican que la inhibicidn crénica de la actividad dopaminérgica mesolimbica no fue suficiente
para modificar la actividad locomotora horizontal ni los comportamientos tipo ansiosos en este

paradigma.
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Figura 2: A) Distancia recorrida (cm) durante 60 minutos en 5 dias de evaluacion para cuatro grupos
experimentales: hM4Di + C21 (verde, n=13), hM4Di + Salina (rojo, n=8), sin hM4Di + C21 (azul, n=7) y sin
hM4Di + Salina (negro, n=5). El grupo hM4Di + Salina presentoé valores mas altos en el primer dia, pero
posteriormente todos los grupos mostraron valores similares a lo largo de las sesiones. No se
observaron diferencias consistentes entre los grupos tratados con C21 y sus respectivos controles.
Los datos se presentan como media * SEM. B) Distancia recorrida (cm) durante 60 minutos en 5 dias
de evaluacion para ratones con expresion de hM4Di tratados con C21 (verde, n=13) o solucion salina
(rojo, n=8). C) Tiempo promedio (* SEM) que los animales pasaron en el centro y en el borde durante
la prueba de campo abierto. En todos los grupos, el tiempo en el borde fue significativamente mayor
que en el centro, lo que refleja una preferencia por la periferia del campo abierto. No se observaron

diferencias evidentes entre grupos en la distribucion del tiempo entre centro y borde.



Validacién funcional del DREADD mediante registros electrofisiolégicos

Dada la falta de efectos locomotores presentados por los animales que expresaban hM4D y
tratados con C21 y con el fin de corroborar que el receptor hM4Di expresado en el VTA era
funcional y capaz de modular la excitabilidad neuronal, se realizaron registros
electrofisiolégicos en corte mediante la técnica de patch-clamp en configuracién whole-cell.
Los registros fueron realizados en cortes coronales de animales que habian sido tratados con
C21.Las neuronas dopaminérgicas hM4Di-positivas fueron identificadas por la expresién de
mCitrine y se rellenaron con Alexa 594 para su visualizacion. Como se observa en la Figura
3, una confirmacién adicional de la identidad dopaminérgica es la presencia de actividad
eléctrica espontanea o toénica en las neuronas registradas. Por otro lado, la inyeccion de
corriente (25pA) indujo un aumento en la frecuencia de disparo, posiblemente fasico, sin
acomodacién de los potenciales de accidén. Importantemente, la aplicacion de clozapina-N-
6xido (CNO), agonista DREADD, indujo una marcada reducciéon en la frecuencia de
potenciales de accion espontaneos e inducidos eléctricamente, confirmando que el receptor
hM4Di es funcional y capaz de inhibir la actividad neuronal en respuesta a la activacion
farmacologica. Ademas, los datos indican que la funcién del receptor se mantiene incluso luego
de 5 dias de agonismo.
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Figura 3: Inhibicién de neuronas dopaminérgicas hM4Di-positivas por aplicacién de CNO. A la
izquierda, imagenes de fluorescencia que muestran una neurona dopaminérgica del VTA

registrada rellena con Alexa 594 (arriba) e identificada por la expresion de mCitrine (abajo),



marcador coexpresado con el receptor DREADD inhibitorio hM4Di. A la derecha, registro de
whole-cell patch-clamp configuracion current clamp en condiciones basales mostrando
presencia de potenciales de accion espontaneos y luego de la inyeccién de un pulso de corriente
por medio de la pipeta de registro (trazos negros). Luego de estos registros se aplicé en el bafo
CNO, evidenciando una disminucidn marcada en la frecuencia de potenciales de accién

espontaneos como inducidos eléctricamente tras la activacion del hM4Di.

Inmunofluorescencia de D2R (sin deteccion especifica)

Inicialmente se evalud la presencia y distribucion del receptor dopaminérgico D2R en el nucleo
accumbens mediante inmunofluorescencia indirecta, con el objetivo de analizar su posible
colocalizacién con las neuronas dopaminérgicas marcadas por la expresion del DREADD Cre-
dependiente (reportero mCitrine) en ratones TH-Cre. La sefal fluorescente verde,
correspondiente a mCitrine, mostré la localizacion esperada en las neuronas transducidas,
confirmando la expresion del constructo. En contraste, la senal del marcador anti-D2R,
detectada mediante fluoréforo rojo, presentd una fluorescencia difusa e inespecifica, visible
como una mancha intensa sin delimitacién celular clara y sin indicios de colocalizacion con
mCitrine. Se probaron ajustes en concentracion de anticuerpo, tiempos de incubacion y
condiciones de fijacion/permeabilizacién, sin mejorar la especificidad de la sefial roja. Dado lo
anterior, se opt6é por complementar y cuantificar la expresion de D2R mediante Western blot,
para detectar los niveles totales (incluyendo isoformas y estados de glicosilacion) en tejido del
NAc.




Figura 4: Inmunofluorescencia contra D2R realizada en el mesencéfalo de ratén. La

fluorescencia verde corresponde a la seiial del marcador TH, que identifica las neuronas
dopaminérgicas. La tincién para DzR (fluoréforo rojo) mostré una seial difusa e inespecifica,
observada como una marca intensa sin delimitacion celular clara, sin evidencia de

colocalizacion con TH.

Niveles de receptores dopaminérgicos D2 en el nucleo accumbens

Finalmente, se analizé si la inhibicidén cronica de la actividad dopaminérgica inducia cambios
en los niveles de proteina de los D2R en el nucleo accumbens. Para ello, se cuantificaron
mediante Western blot las formas glicosiladas (~70 kDa) y la isoforma larga D,L (~45-50 kDa)
del receptor, normalizando contra GAPDH. Como se muestra en la Figura 4, no se detectaron
diferencias significativas en los niveles de ninguna de las formas de DR entre los distintos
grupos experimentales (sin DREADD/Salina, sin DREADD/C21, DREADD/Salina vy
DREADD/C21).

La Figura 5 muestra un ejemplo representativo de las membranas obtenidas, en las que las
bandas correspondientes a D2R glicosilado y D.L/D,S se observaron en los rangos de peso
molecular esperados. Estos resultados sugieren que la inhibicién sostenida por 5 dias de la
actividad dopaminérgica mesolimbica no indujo una regulacion detectable de la expresion total

de D2R en el NAc ni al alza ni a la baja. Sugiriendo que la sola disminucion de los niveles de



dopamina en el NAc no es suficiente para producir cambios a nivel proteico de sus receptores
postsinapticos.
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Figura 5: Expresion relativa de los receptores dopaminérgicos tipo D2 (D:R) en sus formas
glicosilada (izquierda) y en la isoforma larga (D:L, derecha), normalizada contra GAPDH (media
* SEM). Se evaluaron cuatro grupos experimentales: sin hM4Di/Sal, sin hM4Di/C21, hM4Di/Sal y
hM4Di/C21. Cada punto representa un animal individual. No se observaron diferencias evidentes

entre grupos para ninguna de las dos formas de D:zR.
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Figura 6: Western blot para GAPDH, receptor dopaminérgico tipo D: (D:R) glicosilado y la
isoforma larga de D2 (D:L), asi como la isoforma corta (D2S), en muestras de los diferentes grupos
experimentales. Cada carril corresponde a un animal individual identificado por su cédigo (parte
superior de cada carril). El control de carga GAPDH se muestra en la parte superior de cada
membrana. Las bandas de D2R glicosilado se observan en el rango de ~70 kDa, mientras que las
bandas correspondientes a D2L/D2S se detectan en el rango de 45-50 kDa. La tabla adyacente
indica la asignacion de cada muestra a los grupos experimentales: Sin DREADD.C21, Sin
DREADD.Sal, DREADD.Sal y DREADD.C21. N = 19 animales.



Discusion

En esta tesis se evaluo si la inhibicion cronica de las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas
mediante quimiogenética inducia cambios en los niveles proteicos de D2R en el nucleo
accumbens (NAc), y si esta manipulacion era suficiente para alterar la actividad locomotora. A
pesar de que la manipulacién apuntaba a inducir un estado de hipodopaminergia funcional, no
se observaron diferencias significativas en los parametros de actividad locomotora entre los

grupos tratados con C21 o con solucion salina (Figura 2) ni en los niveles de D2R (Figura 5).

Estos resultados contrastan con modelos farmacoldgicos como la sensibilizacion por quinpirol
(QNP) o la deplecion neurotéxica con 6-OHDA(l Creese et al.,, 1977), en los que se han
descrito cambios robustos tanto a nivel conductual como molecular (Szechtman et al., 1998;
Escobar et al., 2015). Sin embargo, los presentes hallazgos se alinean con otros estudios que
han mostrado que la inhibicion parcial de la actividad dopaminérgica mediante hM4Di no
siempre alcanza un umbral suficiente para inducir fenotipos claros (Jendryka et al., 2019; Tran
et al., 2020).

En conjunto, los resultados de esta tesis sugieren que la inhibicién cronica de la actividad
dopaminérgica mesolimbica mediante DREADDs no es suficiente, por si sola, para inducir
alteraciones detectables en la expresién de D2R ni en la actividad locomotora horizontal en
ratones. Esto podria deberse a que el grado de hipodopaminergia alcanzado no supera el
umbral necesario para gatillar una respuesta conductual o molecular observable, o bien a que
se requieren factores adicionales para desestabilizar el equilibrio dopaminérgico. En este
sentido, en modelo de administracion repetida de QNP en ratas induce sensibilizacion
locomotora, una posibilidad es que la combinacion de la inhibicién dopaminérgica presinaptica
junto con la activacion de D2R postsinapticos en el NAc podria generar un efecto sinérgico que
potencie la disfuncién del sistema y facilite la apariciéon de un fenotipo comportamental que
gatille de forma aguda una disminucion de la actividad locomotora y luego un aumento
sostenido o sensibilizacién locomotora (Perreault et al., 2006; Szechtman et al., 1998). Este
tipo de enfoque ha sido explorado en estudios con ratas, donde la sensibilizacién por QNP
induce alteraciones robustas en la conducta y en la neurotransmisién del NAc (Escobar et al.,
2015; Szechtman et al., 1998). Cabe senalar que la manipulacion realizada en este estudio

fue anatdomica y funcionalmente mas especifica que la inducida por modelos farmacolégicos



como el de QNP. Mientras que QNP activa receptores D2 y D3z en multiples regiones del sistema
nervioso central (incluyendo el estriado dorsal y estructuras no dopaminérgicas), la estrategia
quimiogenética utilizada aqui se dirigié exclusivamente a las neuronas dopaminérgicas del
VTA, responsables de modular el NAc, utilizando 1ul del virus con un titulo de 10'%'2 particulas
virales por ul, alcanzandose un porcentaje de infeccion viral en las neuronas de
aproximadamente el 55% (datos no mostrados). Esta diferencia en especificidad podria
explicar por qué no se replicaron los efectos conductuales ni los cambios moleculares descritos
con QNP. Por otro lado, sugieren que probablemente modificaciones en la actividad
locomotora crénica requieran de modulaciones en varias areas, VTA'y SNc y sus areas blanco,
de forma simultanea o alternativamente, que se requiera un mayor numero de neuronas del
VTA que expresen hM4D vy por tanto una mayor tasa de infeccién. Ademas, al modular la
excitabilidad presinaptica de forma indirecta (via inhibicion neuronal), el sistema DREADD
puede inducir adaptaciones mas sutiles que aquellas generadas por un agonista

dopaminérgico exdégeno que actua directamente sobre los D2R postsinapticos.
Grado de hipodopaminergia y umbral de cambio en D2R

Debido a esto, una primera interpretacién es que el grado de hipodopaminergia alcanzado
mediante la inhibiciébn quimiogenética crénica no fue suficiente para desencadenar los
mecanismos de plasticidad adaptativa que resultan en una regulacién al alza (upregulation) de
los D2R. Esto significa que, antes de recurrir a un cambio tan drastico como aumentar el
numero total de receptores, el sistema activa una serie de mecanismos compensatorios mas
sutiles y eficientes. Estudios clasicos que utilizan lesiones neurotdxicas con 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) han demostrado que una deplecién dopaminérgica severa (>90%) es necesaria
para inducir un aumento significativo en la densidad de receptores D, un fendmeno conocido
como supersensibilidad por denervacion (I Creese et al., 1977); (Neve et al., 2004). Es posible
que la inhibicion mediada por hM4Di, aunque efectiva para reducir la excitabilidad neuronal,
genere una reduccion de dopamina ténica y fasica mas sutil y fisiolégicamente contenida que
no alcanza el umbral critico para inducir cambios en la expresion génica o proteica de los
receptores. En su lugar, frente a una hipodopaminergia moderada, el sistema dopaminérgico
tiende a priorizar mecanismos de compensacion mas sutiles y eficientes que no requieren

aumentar directamente el niumero total de receptores. Entre estas estrategias se incluye la



reduccion en la actividad del transportador de dopamina (DAT), lo cual prolonga la
permanencia de dopamina en el espacio sinaptico y potencia su efecto postsinaptico. También
se ha descrito un aumento en la sintesis y liberacién de dopamina por parte de las neuronas
dopaminérgicas remanentes como un intento de restaurar el tono dopaminérgico general
(Greenbaum et al., 2013). Finalmente, pueden ocurrir modificaciones funcionales de los
receptores existentes, como cambios en su sensibilidad al ligando, fosforilacion, o
acoplamiento a proteinas G, que mejoran la eficiencia de la sefalizacién sin necesidad de

alterar su expresion total detectada por Western blot (Beaulieu et al., 2014).

Aunque la activacién cronica de hM4Di mediante C21 debiera suprimir la actividad de las
neuronas dopaminérgicas del VTA vy, por ende, reducir la liberacion de dopamina en el NAc,
esta supresion no se tradujo en cambios detectables por Western blot en la expresién de D2R.
Es posible que la inhibicion inducida por C21 no haya alcanzado un umbral de
hipodopaminergia suficiente para desencadenar mecanismos compensatorios a nivel de los
receptores, o que los cambios ocurran de forma mas sutil, a nivel de regulacién funcional (por
ejemplo, fosforilacion, internalizacién) y no de expresion total de la proteina. Ademas, el
Western blot no permite distinguir entre subpoblaciones neuronales, por lo que los cambios
especificos en IMSN o en D, presinapticos localizados en terminales gabaergicos o

glutamatérgicos podrian haberse diluido al analizar el tejido del NAc en su conjunto.

Por otro lado, la ausencia de cambios en la locomocién espontanea sugiere que la
hipodopaminergia inducida artificialmente, por si sola, no genera un fenotipo conductual
alterado en este paradigma. Esto contrasta con estudios en ratas donde el déficit
dopaminérgico (ya sea inducido farmacolégicamente con QNP o por dafo neurotéxico) se ha
asociado a una mayor sensibilidad a estimulos dopaminérgicos y a la aparicion de conductas
repetitivas (Koeltzow et al., 2003);(Avila et al., 2011). Una explicacién a esto es que los ratones
presentan diferencias especies-especificas en la regulacion dopaminérgica del
comportamiento, como lo han sugerido en su evaluacién comparativa de modelos TOC en
ratones y ratas (Asaoka et al., 2019);(Szechtman et al., 1998);(Escobar et al., 2015).



Limitaciones metodolégicas

Una limitacion relevante es que no se verificd directamente la disminucion de dopamina
extracelular mediante técnicas como microdialisis in vivo o voltametria ciclica de barrido rapido
(FSCV). Esto impide confirmar con certeza el grado de hipodopaminergia alcanzado.
Asimismo, el analisis mediante Western blot sobre tejido total del NAc no permite detectar
cambios restringidos a subpoblaciones especificas de neuronas (iIMSN vs. dMSN,

autorreceptores presinapticos vs. receptores postsinapticos).

Ademas, aunque inicialmente se planificd evaluar la localizacion especifica de D2R en el NAc
mediante inmunofluorescencia (marcando D2R, neuronas TH y DREADD), esta aproximacion
no pudo concretarse debido a problemas de especificidad y calidad de sefial con el anticuerpo
anti- D2R utilizado. A pesar de realizar multiples intentos con distintas condiciones de
incubaciéon y deteccidon, no se obtuvo una sefial fiable que permitiera el analisis de
colocalizacién. Este inconveniente llevo a priorizar el analisis de niveles proteicos totales
mediante Western blot, técnica que, si bien no permite discriminar entre subpoblaciones
neuronales, si ofrecié una cuantificacion robusta y reproducible de la expresion global de D2R

en el NAc.

Finalmente, es relevante destacar que este estudio fue realizado en ratones, una especie
menos explorada en modelos TOC comparado con ratas, pero con alta versatilidad genética y
creciente importancia en neurociencia conductual. La implementacién de aproximaciones
quimiogenéticas en ratones abre la puerta a combinaciones futuras con modelos transgénicos
y analisis especificos de subtipos neuronales, permitiendo abordar con mayor precision

preguntas sobre los circuitos celulares implicados en la compulsividad.

Proyecciones y futuras direcciones

Los resultados de este estudio, aunque negativos en términos de cambios detectables, ofrecen
informacién valiosa sobre los alcances y limites de la manipulaciéon quimiogenética. Futuras

investigaciones podrian:

- Medir directamente la liberacidon de dopamina en el NAc durante y después de la
activacion de hM4Di (microdialisis, FSCV).



- Combinar la inhibicion dopaminérgica con un farmaco como quinpirol.

- Analizar cambios a nivel de subpoblaciones neuronales mediante inmunofluorescencia
cuantitativa o separacion de fracciones sinapticas.

- Explorar la modulacién de otros sistemas, como D1R, receptores colinérgicos y

glutamatérgicos, que podrian estar modulando la respuesta compensatoria.

Conclusion

En conjunto, los resultados sugieren que la inhibicion selectiva y crénica de neuronas
dopaminérgicas del VTA mediante una unica inyeccién de DREADDs no es suficiente para
inducir cambios detectables en locomocion basal ni en la expresion global de D2R en el NAc.
La ausencia de efectos podria deberse a un grado de hipodopaminergia insuficiente, a que la
eficiencia de la transduccién viral ocurrié en un nimero insuficiente de neuronas del VTA para
elicitar un cambio comportamental, a mecanismos compensatorios eficientes o a la necesidad
de interacciones con otros sistemas neuroquimicos. Pese a no encontrar cambios
significativos, este trabajo contribuye a delinear los limites de la manipulacién quimiogenética
en el estudio de la dopamina y abre la posibilidad a experimentos futuros que integren
enfoques complementarios para profundizar en los mecanismos neurobiolégicos de la

compulsividad.
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Anexo 1: Imagen original de los Western blot utilizados para el analisis de D2R en el NAc.

En la Figura presentada a continuacion se muestran las imagenes originales del Western blot obtenidas
para la deteccién del receptor dopaminérgico Dz2R y la proteina de referencia (GAPDH) en el nucleo
accumbens. Estas imagenes corresponden a las membranas completas antes de su recorte y
reorganizacion para la presentacion en la seccidon de Resultados. Se incluyen con el propésito de

garantizar la transparencia en el procesamiento de las figuras y la integridad de los datos experimentales



