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1. RESUMEN

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) es una enfermedad psiquiatrica caracterizada por la
aparicién de obsesiones y compulsiones y afecta a entre el 1-2% de la poblacién. La via
dopaminérgica mesolimbica es uno de los sistemas cuyas alteraciones se han asociado a esta
patologia. Este circuito esta compuesto por neuronas dopaminérgicas que se proyectan
desde el Area Tegmental Ventral (VTA) hasta el Nicleo Accumbens (NAc) donde sinaptan

con neuronas de proyeccién GABAérgicas denominadas neuronas espinosas medias (MSN).

Los receptores de dopamina D2 (D2R) se han relacionado con la patogénesis del TOC. Los
D2R se encuentran en las neuronas dopaminérgicas y en las MSN de proyeccidn indirecta y
son receptores metabotrdpicos acoplados a proteinas Gi, que inhiben las neuronas que los
contienen. La activacién repetida de los D2R por el agonista Quinpirol (QNP) provoca
comportamientos compulsivos como la sensibilizacion locomotora en ratas y ratones,
fenédmeno que se acompafia de una disminucién de los niveles extracelulares de dopamina
en el NAc. Nuestra hipdtesis fue que la disminucién crénica de los niveles extracelulares de

dopamina facilita la sensibilizacién locomotora inducida por QNP.

Cuando administramos de forma crénica QNP en ratones Wild type y Th-cre sin tratamiento
quimiogénetico no vimos diferencias en la locomocién. Al realizar el tratamiento
quimiogénetico obtuvimos un aumento en la locomocién cuando aplicamos C21 pero no fue
significativo, finalmente cuando se aplicé QNP al grupo con tratamiento vimos un aumento
significativo en la locomocidén respecto al grupo control. Los resultados sugieren que la
inhibicién de las neuronas dopaminérgicas puede facilitar la generacién de conductas
compulsivas. De esta manera podemos develar que los desbalances en el sistema
dopaminérgico en el circuito mesolimbico pueden impactar de manera patoldgica en

enfermedades que involucran conductas compulsivas

PALABRAS CLAVES
Trastorno obsesivo compulsivo, Inhibicidn Quimiogenética, via mesolimbica, neuronas

dopaminérgicas, iMSN, Compuesto 21, VTA, NAc, Quinpirol.



2. ABSTRACT
Obsessive-compulsive disorder (OCD) is a psychiatric illness characterized by the appearance of
obsessions and compulsions and affects between 1-2% of the population. The mesolimbic
dopaminergic pathway is one of the systems whose changes have been associated with this
pathology. This circuit is composed of dopaminergic neurons that project from the Ventral
Tegmental Area (VTA) to the Nucleus Accumbens (NAc) where they synapse on GABAergic

projection neurons called medium spiny neurons (MSN).

Dopamine D2 receptors (D2R) have been associated with the pathogenesis of OCD. D2Rs are in
dopaminergic neurons and indirect projection MSNs and Gi protein-coupled metabotropic
receptors, inhibiting the neurons that contain them. Repeated activation of D2R by the agonist
quinpirole (QNP) causes compulsive behaviors such as locomotor sensitization in mice, a
phenomenon that is accompanied by a decrease in extracellular levels of dopamine in the NAc.
We hypothesize that the chronic decrease in extracellular dopamine levels facilitated QNP-

induced locomotor sensitization.

When we chronically administered QNP in Wild type and Th-cre mice without chemogenetic
treatment we did not see differences in locomotion. When we performed the chemogenetic
treatment we obtained an increase in locomotion when we applied C21 but it was not significant,
finally when QNP was applied to the treatment group we saw a significant increase in locomotion
with respect to the control group. The results suggest that the inhibition of dopaminergic
neurons may facilitate the generation of compulsive behaviors. Thus, we can reveal that
imbalances in the dopaminergic system in the mesolimbic circuit may have a pathological impact

on diseases involving compulsive behaviors.

KEYWORDS
Obsessive compulsive disorder, chemogenetic inhibition, mesolimbic pathway, Dopaminergic

neurons, iMSN, Compound-21, VTA, NAc, Quinpirole.



Abreviaturas

C21: Compuesto 21

CNO: N-6xido de clozapina

D1R: Receptores dopaminérgicos D1

D2R: Receptores dopaminérgicos D2

DA: Dopamina

DAT: Transportador de Dopamina

DREADDS: Receptores artificiales activados por drogas de disefio
FSCV: Voltametria ciclica de barrido rapido

GPCR: Receptores acoplados a proteinas G.

HM4DI: Virus Adenoasociado inhibidor de proteina G.

IP: Intraperitoneal

ISRS: Inhibidores Selectivos de la Recaptura de la Serotonina
MSN: Neuronas espinosas Medias

NAc: Ntcleo Accumbens

QNP: Quinpirol

TH: Tirosina Hidroxilasa

TOC: Trastorno obsesivo compulsivo

VTA: Area Tegmental Ventral



3. INTRODUCCION

3.1 Trastorno obsesivo compulsivo.

El trastorno obsesivo compulsivo (TOC) consiste en la aparicidn de obsesiones o pensamientos
intrusivos y estresantes, los que se perciben como irracionales o excesivos. Las obsesiones,
pueden ser con una introspeccién buena, donde se reconoce que los “ataques” obsesivos son
falsos, o podrian estar acompafiados de pensamientos delirantes, donde el sujeto esta
convencido que los pensamientos obsesivos son ciertos. El segundo criterio para el diagndstico
de TOC seglin el DSM-V es la presencia de compulsiones o comportamientos ritualisticos y
repetitivos, que sirven para mitigar la ansiedad y la inquietud asociada a la obsesién (McGuire et
al., 2012; Murphy et al., 2013; Pauls et al., 2014). Cabe recalcar que muchos de los pacientes con
otros comportamientos compulsivos como los Tics, son también propensos a desarrollar TOC
(American Psychiatric Association, DSM-V, 2013). El TOC es una patologia limitante personal y
socialmente dada laimposibilidad de controlar los impulsos que surgen a partir de pensamientos

intrusivos (Pauls et al., 2014).

El tratamiento farmacoldgico de primera linea en el TOC consiste en el uso de inhibidores de la
recaptura de serotonina, los que son administrados a dosis elevadas y en forma crdnica. Sin
embargo, aproximadamente un 60% de los pacientes no responden a este tratamiento
(Kaplan,2003) por lo que existe la necesidad de conocer y comprender los mecanismos

patoldgicos que subyacen al TOC.

3.2 Circuito dopaminérgico mesolimbico y su relacion con el TOC.

Uno de los sistemas de neurotransmisores que puede estar involucrado en la generacién de las
conductas compulsivas en el TOC es el sistema dopaminérgico mesolimbico (Chamberlain &
Ahmari, 2021; Escobar et al., 2020; Pittenger, 2021). Las neuronas dopaminérgicas de este circuito
poseen sus cuerpos celulares en el mesencéfalo, en especifico en el drea del tegmento ventral
(VTA)y proyectan sus axones hacia el niicleo accumbens (NAc), localizado en la parte ventral del
cuerpo estriado (Gerfen & Surmeier, 2011) (Figura 1). La actividad de estas neuronas, y por tanto
la liberacion de dopamina (DA) en el NAc median los procesos de recompensa y conductas
motivadas hacia el placer, y la gratificacion (Bariselli et al., 2019). Se ha visto que alteraciones de
la via dopaminérgica mesolimbica en un modelo con ratas acompafian a conductas adictivas y

compulsivas (Escobar et al., 2020; Figee et al., 2016; Poisson et al., 2021; Volkow et al., 2017).



Ademas de las aferencias dopaminérgicas, las neuronas de proyeccidon del NAc reciben
aferencias glutamatérgicas provenientes de la corteza prefrontal medial, el hipocampo ventral y
la amigdala basolateral, funcionando como un centro integrador de las sefiales limbicas para
gatillar la conducta. Estas neuronas, denominadas también neuronas espinosas medianas (MSN,
por sus siglas en inglés) se dividen en dos grupos dependiendo de los receptores de dopamina
que expresan y de su proyeccion axonal hacia los ganglios basales. Las neuronas que expresan
el receptor de dopamina D1 (D1R) proyectan directamente hacia los ganglios basales, mientras
que las neuronas que expresan el receptor de dopamina D2 (D2R) proyectan en forma indirecta,
es decir con relevos sinapticos (Alexander & Crutcher, 1990; Beckstead & Cruz, 1986; Bertran-
Gonzalez et al., 2008; Deng et al., 2006) (Figura 1). La activacién de la via de proyeccién directa o
la inhibicién de la via indirecta promueven la generacién de una conducta motivada, por lo que
desbalances en la actividad de estas neuronas podrian subyacer a la generacion de conductas
compulsivas. Por otro lado, los receptores de dopamina expresados en las MSN se acoplan a
distintas proteinas G, el D1R sefializa a través de proteina Gs, mientras que el D2R sefializa por
Gi/o (Crunkhorn S., 2021). Importantemente, la activacién repetida de los D2R en modelos con
ratones y ratas genera conductas compulsivas (Asaoka et al., 2019; Culver et al., 2008; Sun et al.,
2019; Szechtman et al., 1998, 2001), indicando que la inhibicién crénica de la via indirecta es capaz

de generar compulsidn.

Ademas de su localizacidon en las MSN de proyeccidn indirecta, los D2R se expresan en las
neuronas dopaminérgicas que proyectan al NAc, encontrandose tanto en sitios
somatodendriticos como axonales (Figura 1), donde funcionan como autorreceptores siendo
importantes actores en la regulacién de la actividad de las neuronas dopaminérgicas y de los
niveles extracelulares de dopamina en el NAc. La activacion aguda de los D2R enratas induce una
disminucién de los niveles extracelulares de dopamina en el NAc y de la locomocién (Centonze

et al., 2002; Lebowitz et al., 2022; Margolis et al., 2008; Usiello et al., 2000).
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Figura 1. Via dopaminérgica mesolimbica y neuronas de proyeccion del NAc. Corte sagital de un
cerebro roedor que muestra las neuronas dopaminérgicas del VTA y su proyeccién hacia el NAc,
donde hacen sinapsis con neuronas MSN, cuya proyeccidn se encuentra dividida en MSN de
proyeccion directa (dMSN) o indirecta (iMSN), que expresan D1R y D2R, respectivamente. Las
neuronas dopaminérgicas mesolimbicas también expresan receptores D2R tanto en el soma
como en los terminales axonales del NAc. (Obtenido de Proyecto “Estudio de la modulacion
crénica de los niveles de Dopamina en el nticleo accumbens en conductas compulsivas” autora.
Dra. Angélica Escobar Maldonado, Afio 2022).

3.3 La disminucion de dopamina extracelular en el NAc se relaciona con conductas
compulsivas.

La activacidn repetida de D2R induce conductas compulsivas, es asi como, la administracion
repetida del agonista D2R Quinpirol (QNP) induce chequeo compulsivo, masticacién compulsiva,
inflexibilidad conductual y sensibilizacién locomotora, en ratas y ratones (Asaoka et al., 2019;
Culver et al., 2008; Escobar et al., 2015; Sun et al., 2019; Szechtman et al., 1998, 2001), siendo un
modelo validado para estudiar mecanismos neurobioldgicos del TOC, puesto que presenta
validez aparente, de constructo y predictiva con la enfermedad psiquidtrica (Stuchlik et al., 2016).
Uno de los aspectos conductuales que induce el tratamiento crdnico con QNP es la
sensibilizacién locomotora (Figura 2A), esta conducta se define como un aumento gradual y
progresivo de la actividad locomotora inducida por la administracién repetida de una droga y
que involucra modificaciones neuroplasticas permanentes en el circuito dopaminérgico
mesolimbico (Pierce & Kalivas, 1997). A diferencia de la sensibilizacién locomotora inducida por
psicoestimulantes como cocaina y anfetamina, cuyo mecanismo de accién involucra un aumento

de la liberaciéon de dopamina, donde la sensibilizacién conductual ocurre en una porcién de



animales, por ejemplo 60% en el caso de anfetamina (Casanova et al., 2013), la sensibilizacién
conductual inducida por QNP ocurre en el 100% de las ratas tratadas repetidamente (A. P. Escobar
et al., 2015, 2017), lo que sugiere que la sola activacién repetida de D2R es capaz de inducir los
cambios neuropldsticos necesarios para que se induzca la sensibilizacién locomotora. Por otro
lado, la ejecucion de las compulsiones por pacientes con TOC también involucra un aumento de
la locomocién (Stuchlik et al., 2016) por lo que se ha planteado que la sensibilizacién conductual
puede subyacer a la generacién de conductas compulsivas involucradas en el TOC (Escobar et

al., 2020; Pierce & Kalivas, 1997).

Interesantemente, estudios de microdidlisis cerebral y de voltametria ciclica de barrido rapido
(FSCV, por sus siglas en inglés) realizados en ratas anestesiadas, encontraron que las ratas
tratadas sensibilizadas con QNP poseen una menor liberacién basal de dopamina que las ratas
controles, un efecto que se acompafia por un mayor efecto inhibitorio de los D2R ubicados en

las neuronas dopaminérgicas (Escobar et al., 2015 and 2017) (Figura 2B).
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Figura 2. La administracién crénica de QNP induce sensibilizacién locomotora y disminucién de
la dopamina extracelular en el NAc (Figura adaptada de Escobar et al., 2015). A) Ratas Sprague-
Dawley fueron tratadas créonicamente con QNP (0.5mg/kg s.c) o con un volumen equivalente
de suero salino. La administracion se realizé cada 48 o 72 horas hasta completar 8 inyecciones.
Inmediatamente después de cada inyeccion las ratas fueron puestas en una caja de medicién
de actividad locomotora horizontal que contaba con 2 pares de haz de luz infrarroja para el
conteo de cada cruce horizontal. La actividad locomotora se cuantificé por 1 hora. *** p<0.001
de acuerdo a Two-way Anova y post test Bonferroni. B) 48 horas posterior a la dltima inyeccién
de QNP las ratas fueron anestesiadas y sometidas a microdidlisis cerebral en el NAc para medir
la dopamina liberada * p< 0.05 de acuerdo con test de T no pareado.

Indicando que la disminucidn de la capacidad de liberacién de dopamina durante periodos de

reposo (cuando no se realiza la compulsién) es un marcador de la sensibilizaciéon conductual



inducida por QNP lo que se puede explicar por una sensibilizacién de los D2R ubicados en las
neuronas dopaminérgicas y de su funcién inhibitoria como autorreceptor. Por otro lado,
personas que padecen de Parkinson, y que por tanto poseen una disminucidén en los niveles de
dopamina por neurodegeneracion, tienden a desarrollar pensamientos y conductas compulsivas
en respuesta a la farmacoterapia con agonistas D2R como el pramipexol (Avila et al., 2011; Moore
etal., 2014). No se conoce si el efecto de disminucién de dopamina contribuye mecanisticamente
a la sensibilizacidon locomotora inducida por QNP, o es un efecto que meramente acompafia a la

sensibilizacion.

3.4 Modulacién de la actividad neuronal por medio de Quimiogenética: Uso de DREADD.

La Quimiogenética es una técnica en la cual macromoléculas, en este caso un receptor de
membrana ha sido modificada genéticamente para que interactie exclusivamente con una
molécula pequena disefiada (Roth, 2016, 2017). Esta técnica permite manipular la actividad
celular por medio de la activacidn de cascadas de sefializacién internas de la célula,
principalmente la via de sefializacién de receptores metabotrdpicos, proteinas G. Estos
receptores disefados reciben el nombre de DREADD (receptores de disefio activados
exclusivamente por drogas de disefio) (Armbruster et al., 2007) y en la actualidad se conocen
DREADDs que se basan en receptores muscarinicos desde M1R a MR5, los M1R, M3R y M5R
(HM1Dq, hM3Dq y hMs5Dq respectivamente) activan sefializacién Gq mientras los M2R y M4R
(hM2Di y hM4Di, respectivamente) activan sefalizacién Gi (Zhang et al., 2022). Una de las
virtudes que tiene este método es que los DREADDs pueden ser aplicados in vivo y de esta forma
activar la via de sefializacién metabotrdpica intrinseca a libre demanda, independientemente de
los receptores enddgenos que existen, por medio del uso de agonistas especificos disefiados
quimicamente (Mahler et al., 2019). Estos se pueden adquirir comercialmente en vectores virales
para lograr la expresidn en tipos neuronales especificos. De esta forma, es posible combinar la
infeccidn viral con el uso de animales transgénicos, o combinar una doble infeccidn viral o incluso
usar animales knock-in que posean en su genoma codificado la secuencia de alguno de los
DREADDs disponibles. Si bien existen otras técnicas que permiten la modulacién de la actividad
neuronal, como por ejemplo la optogenética, la técnica de DREADD es menos invasiva, en cuanto
el animal es sometido a una Unica cirugia para la infeccién viral, sin implante de fibra dptica. Por
otro lado, es menos costosa, puesto que no involucra el uso de equipos de luz LED y permite
imitar lo que ocurre con la actividad neuronal por activacidon de receptores metabotrdpicos

enddgenos.



El agonista de DREADD, CNO (N-éxido de clozapina) ha sido el mds usado a lo largo de la
experimentacion en Quimiogenética. Pruebas con CNO realizadas en ratones han mostrado que
este agonista atraviesa en baja medida la barrera hematoencefdlica hacia el sistema nervioso
central cuando se lo administra de forma sistémica (Gomez et al., 2017). El uso de este agonista
depende de la dosis y en dosis bajas puede producir conductas tipo ansiosas que evidentemente
pueden influir en los resultados de investigaciones conductuales (Mahler et al., 2018; llg A-K
2018). Por otro lado, el C21 (compuesto 21) fue clasificado por ser un excelente farmaco debido
a su biodisponibilidad y sus propiedades farmacocinéticas (Thompson, 2018), aunque un estudio
reciente realizado en ratas indica que al igual de CNO, C21 podria tener efectos “off target”,

siendo los mayores efectos selectivos a dosis bajas (Goutaudier, et al.2020).

La necesidad de recrear un modelo murino que permita dilucidar los principios neurobioldgicos
que subyacen al trastorno obsesivo compulsivo y de manera mas general a las conductas
compulsivas, ha llevado a esta investigacion a tener como principal objetivo el estudio de la
reduccion de la dopamina extracelular en el nicleo accumbens y su influencia sobre los efectos
locomotores inducidos por la administracién repetida de QNP. Es asi que se hizo uso de la técnica
Quimiogenética para poder disminuir de manera crénica la actividad de las neuronas
dopaminérgicas de manera selectiva, para luego activar repetidamente los receptores D2R con

QNP.

La pregunta que guia esta tesis es: ;La reduccién de dopamina en forma crénica facilita la

generacion de conductas compulsivas inducidas por D2R?



4. HIPOTESIS

La disminucién de la actividad dopaminérgica mesolimbica facilita la sensibilizacién locomotora
inducida por QNP.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis es dilucidar la contribucién de la reduccidn crénica de la actividad
dopaminérgica mesolimbica sobre la sensibilizacién locomotora inducida por QNP.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer el modelo de sensibilizacién locomotora inducida por Quinpirol en ratones de la
cepa TH-CRE'Y WT.

2.- Establecer la técnica de Quimiogenética para inhibir crénicamente la actividad de las neuronas
dopaminérgicas mesolimbicas y evaluar su rol en actividad locomotora de un modelo en ratones.
3.- Estudiar el efecto de la inhibicion Quimiogenética de neuronas dopaminérgicas sobre la

sensibilizacién locomotora inducida por QNP.
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6. DISENO EXPERIMENTAL
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Figura 3. Disefio Experimental. A) Seleccién de los animales disponibles para la investigacion.
B) Aplicacion del protocolo de infeccion h4MD. C) Recuperacion post cirugia de animales
operados. D) Habituacién de animales al test de campo abierto. E) Aplicacion de drogas C21y
QNP en 2 grupos F) Registro de actividad locomocién mediante el software Ethovision 8Tx.

Utilizamos la Quimiogenética para inhibir la actividad de neuronas dopaminérgicas mesolimbicas
y con ello reducir la liberacién de dopamina en el NAc en forma crénica, de tal forma de imitar el
efecto de la activacién crénica de D2R inducida por QNP, pero exclusivamente en las neuronas
dopaminérgicas mesolimbicas y no en las MSN. Para ello utilizamos un constructo viral que
codifica para el DREADD inhibitorio hM4D, cuya expresién es condicional a la presencia de la
proteina Cre-recombinasa. Para alcanzar la selectividad usamos una linea de ratén que puedan
ser marcadores selectivos para neuronas dopaminérgicas, en el caso de esta investigacion se
utilizaron ratones transgénicos que expresaban la proteina Cre recombinasa que se expresa a
partir del promotor de la tirosina hidroxilasa (TH), ratones TH-Cre los que fueron infectados por

una inyeccidn estereotdxica en el VTA. Luego de la recuperacion a la cirugia, éstos fueron
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inyectados de forma crénica con el agonista de DREAAD C21 de manera sistémica (i.p.), para

finalmente evaluar la actividad locomotora, inducida por la administracién crénica de QNP (i.p.).

7. MATERIALES Y METODOS
71 REACTIVOS

7.1.1 Agentes Virales
Se utilizé el DREADD HM4D codificado en el vector (pAAV-hSyn-DIO-HA-hM4D(Gi)-IRES-mCitrine

Double floxed Gi-coupled hM4D-IRES-mCitrine bajo el control del promotor de sinapsina humano

1). Contenido de virus adenoasociado serotipo 8 (AAVS).
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Figura 4. Mapa del vector de expresion de hM4Di adquirido desde el repositorio Addgene:
Double floxed Gi-coupled hM4D-IRES-mCitrine bajo el control del promotor de sinapsinas

humano (obtenido de https://www.addgene.org/50455).
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7.2 DROGAS

Para la cirugia estereotaxica realizada por la tutora de la tesis la Dra. Angélica Escobar utilizamos
Isoflurano (Isoflurano, 1-cloro-1-(difluorometoxi)-2,2,2-trifluoroetano, 1-cloro-2,2,2-trifluoroetil
difluorometil éter) obtenido de BAXTER (Chile) como anestésico, este se usé en estado gaseoso
a través de 2 dosis, una dosis de induccién de anestesia de 3% a un flujo de 0.5 L/min de aire y
luego se cambié a una dosis de 1-2% (de acuerdo con la respuesta anestésica del animal) a un flujo
de 0.5 L/min. Luego de la recuperacién de los animales utilizamos como analgésico Ketoprofeno
(Acido 2-(3-benzoilfenil)propidnico) (Koralen 10%, Virbac Centrovet, Chile) disuelto a una dosis de
5.0 mg/kg, ip, con un volumen de 0.15 ml para un peso de 30g, 1 vez al dia durante 3 dias de

recuperacion post cirugia.

Para la activacién del DREADD utilizamos el agonista C21 ((11-(1-piperazinyl)-5H-
dibenzo[b,e][1,4]diazepina), obtenido de TOCRIS Biociencia (Reino Unido) a una dosis de 3.0

mg/kg, ip disuelto en suero fisioldgico (NaCl 0.9%) con 100 pl de C21 para un ratén de 20g .

Se utilizé Quinpirol  hidrocloruro  (4aR-trans)-4,43,5,6,7,8,8a,9-Octahydro-5-propyl-1H
pyrazolo[3,4-g] Clorhidrato de quinolina) (1mg/kg) como agonista selectivo de D2R, este se
obtuvo de la compafia TOCRIS Biociencia (Reino Unido), se disolvié en suero fisioldgico (NaCl

0.9%) con 100 pl de solucién de QNP para un ratén de 20g .

7.3 ANIMALES

En esta tesis utilizamos ratones transgénicos TH-Cre heterocigotos (B6.Cg-7630403G23RikTg(Th-
cre) 1Tmd/J; Jackson laboratory), n =14 (5 hembras y 9 machos). Los ratones Th -Cre expresan la
enzima Cre-recombinasa bajo el promotor de tirosina hidroxilasa, un marcador de neuronas
catecolaminérgicas puesto que es la enzima limitante de la sintesis de catecolaminas. Ademads,
se hizo uso de animales del tipo Wild Type n=4 (2 hembras y 2 machos). Todos los animales
pertenecen a la cepa C57BL/6 que fueron obtenidos del bioterio de murinos de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Valparaiso.

Los ratones fueron mantenidos en contenedores especificos ventilados, en una habitacién con
temperatura controlada (24+2°C), en un ciclo de luz/oscuridad 12/12, con agua y alimento ad
libitum y con oxigenacion continua de aire filtrado por filtros HEPA. Los animales fueron
mantenidos en habitdculos con no mds de 4-6 individuos. Los animales fueron identificados por

medio de un arete con nimero identificador.
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Los animales utilizados en esta tesis, asi como los procedimientos a los que fueron sometidos
contaban con aprobacién bioética BEA 138-19 aprobado por el comité institucional de Ila

Universidad de Valparaiso, CICUAL-UV.

7.4 Cirugia estereotaxica para inducir la expresiéon del DREADD inhibitorio hM4D en neuronas

dopaminérgicas

Para permitir la expresion selectiva de hM4Di en las neuronas dopaminérgicas, utilizamos lalinea
transgénica B 6. Cg — 7630403G23Rik Tg(Th- cre )1Tmd /J, ratones TH-Cre, disponible en el
bioterio institucional y gentilmente donados por el laboratorio del Dr. Pablo Moya. Los ratones
TH-Cre fueron anestesiados con un flujo continuo de isoflurano de 0.5ml/min con un porcentaje
de isoflurano para la induccién de anestesia de 3%. Luego los animales fueron colocados en un
aparato estereotdxico, momento en el que la anestesia fue mantenida con un 1.0- 1.5% de
isoflurano. Se realizé una craneotomia bilateral con las siguientes coordenadas para alcanzar el
VTA: AP=-3.2 mm; ML=+0.5 mm; DV=-4.2mm. Las inyecciones virales se realizaron a un flujo de
0,1 1 I/min para completar 1.0 pl por medio de una bomba neumatica y se esperd 10 minutos para
retirar la pipeta de inyeccidn. Luego se procedi6 a suturar la herida y administrar ketoprofeno
3mg/Kg via intraperitoneal y suero salino (NaCl 0.9%) para favorecer su recuperacién. Los ratones
se recuperaron durante al menos 14 dias hasta el analisis de comportamiento, periodo en el cual
fueron monitoreados diariamente. Este procedimiento fue realizado por la Dra. Escobar con

asistencia de mi persona.

7.5 Administracion de farmacos y medicién de actividad locomotora

Las inyecciones de soluciones y farmacos se realizaron por mi persona imitando el protocolo de
activacion repetida de D2R para inducir conductas compulsivas en ratones (Asaoka et al., 2019),
la que consiste en una administracion de solucidn al dia por 9 dias consecutivos. Previo a la
administracién de los farmacos, todos los ratones fueron manipulados durante 5 dias
consecutivos para permitir su adecuacidn al experimentador y recibieron durante los ultimos 2
dias una dosis de solucidén salina, para permitir su habituacién a la inyeccién. La actividad
locomotora fue observada y medida todos los dias posterior a la inyeccién de C21, QNP o sus
respectivas soluciones controles. Previamente a la medicién por el software y a la inyeccidn se
realizé la aclimatacidn a la arena durante 30 min. Se utilizéd una arena de medicidn conductual
consistente en una caja de acrilico blanca de medidas 43 cm de ancho x 43 de largo y 43 de alto,

sobre la cual se posiciond una cdmara de registro. Se administrd el farmaco correspondiente y
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se midié la actividad locomotora 40 min posterior a la inyeccién del farmaco durante 20 min. La
camara grabd la actividad locomotora y ésta se analizé con el programa Ethovision para

cuantificar la distancia recorrida por los sujetos.

Como primera aproximacién y para establecer el modelo de sensibilizacién locomotoraa QNP en
nuestro laboratorio, un grupo de ratones wild-type (WT) y TH-Cre recibié una dosis diaria de QNP
de manera intraperitoneal (1.0 mg/kg, i.p.)(wt n=2; TH-Cre n=2) o un volumen equivalente de

solucidn salina (wt n=2; TH-Cre n=7).

Después de la recuperacion de la cirugia, los ratones TH-Cre (n=5) se sometieron al protocolo de
inhibicién de la actividad dopaminérgica mesolimbica la que se realizé mediante el agonismo de
hM4Di. Para ello, mi persona inyectd el agonista selectivo DREADD C21(3.0 mg/kg, ip) por 10 dfas
consecutivos, de forma de imitar el protocolo de sensibilizacién locomotora inducido por QNP.
Elegimos este farmaco porque tiene una mayor biodisponibilidad y menos efectos secundarios
que el antiguo agonista de DREADD CNO (Goutaudier et al., 2020). Posterior a la administracién
de C21se midid la actividad locomotora diariamente. Después de 24h a 48 h de la dltima inyeccién
de C21, los ratones recibieron el tratamiento repetido con QNP (1.0 mg/kg) por via intraperitoneal

y se midié la actividad locomotora como se describié anteriormente.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados en la presente tesis fueron presentados como la media + SEM (error
standard de la media) y el andlisis estadistico fue realizado con el software GraphPad Prisma 8.02.
Las diferencias entre 2 grupos analizados y sus diferencias entre diferentes tiempos y dias de
aplicacidn fueron analizadas por columnay fila estableciendo un p < 0.05 como estadisticamente

significativo.

La diferencia entre grupos fue analizada test paramétrico de t -Student de 2 colas tanto pareada
como no pareada. La diferencia con diferentes tratamientos en distintas etapas de tiempo fue
realizada mediante Two way-ANOVA ya que se tuvo diferentes ratones a partir de 2 factores (con
tratamiento de Dreadds y sin tratamiento de Dreadds) . Finalmente Utilizamos ademas un R?

como indicador de un buen modelo teniendo en cuenta que un valor =1 es un modelo perfecto.
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9. RESULTADOS

9.1 Efecto de la administracién crénica de QNP sobre la actividad locomotora de ratones
wild-type y ratones TH-Cre.

Para evaluar si podiamos replicar la sensibilizacién locomotora inducida por QNP (Asaoka 2019)
en ratones, un pequefo grupo de ratones WT y TH-Cre fue tratado por 9 dias con QNP (WT n=2;
TH-Cre n=2) o con volumen equivalente de salino (WT n=2; TH-Cre n=7). Luego de la inyeccidén se
posiciond a los animales en una arena de campo abierto durante 60 min de los cuales se
registraron mediante el software Ethovision los dltimos 20 min, dado a que se tenia como
antecedente que la accién del aumento de locomocién empieza de 20 a 30 min post
administracién de QNP enratones (Asaoka, 2019). En la figura 5A podemos observar que, en base
a un modelo de administracidn repetida diaria de 9 inyecciones, la actividad locomotora no
cambié en animales WT tratados con salino. Por otro lado, los ratones inyectados con QNP
presentaron una actividad locomotora igual o menor a la presentada por los animales tratados
con salino, indicando diferencias con lo descrito por Asaoka et al., 2019. En la figura 5B vemos la
locomocidn de ratones de Th Cre administrados con QNP (n=2) y otro grupo mas grande (n=7)

tratado con salino en el cual los resultados no son significativos (2 way Anova factor tiempo, eje

(x) = 0.1; p>0.05).

Dado que no se observaron diferencias conductuales entre los grupos WT y TH-Cre ni en sus
respuestas frente a QNP, se decidié unir ambos genotipos. La figura 5C muestra la unién de los
grupos (Salino, WT + TH-Cre n= 9 ; QNP, WT + TH-Cre n=4). El andlisis de la actividad locomotora
entre grupos muestra que no existe diferencias entre la actividad locomotora inducida por salino
0 QNP (Two-Way ANOVA factor grupo=0.08; p>0.05). De esa manera podemos concluir que los
grupos no difieren uno de otro, a diferencia de estudios anteriores hechos en ratas (Culver et al.,

2008; Szechtman et al., 1998, 2001)

Asi, la actividad locomotora inducida por QNP fue similar a la encontrada luego de la
administracién de salino, sin encontrarse un efecto sensibilizador de la actividad locomotora,
esto a diferencia de lo encontrado en ratas (Szechtman y Eilam,1998; Szechtman et al.,2001) y en

estudios previos en ratones (Asaoka et al., 2019).
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Figura 5. Actividad locomotora de ratones WT y TH-Cre tratados con salino o QNP A) Ratones
tipo Wild Type recibieron 9 inyecciones; 2 ratones inyectados con salino y 2 ratones con QNP.
B) Ratones con el genotipo TH-Cre recibieron 9 inyecciones; 2 ratones con QNP y otros 7 ratones
con Salino. C) Unién de grupos de ratones WT+ TH-Cre salino (n= 9) y WT +Th Cre QNP (n=4).

9.2 Efecto de la administracién crénica de C-21 sobre la actividad locomotora.

5 ratones de la linea TH-Cre fueron inyectados por cirugia estereotdxica para lograr la expresién
de hM4D en el VTA. Luego del periodo post-cirugia se comenzé con el tratamiento crénico con
el agonista c21, el protocolo de inyeccién fue el mismo que el de QNP, puesto que se buscé imitar

el efecto que posee QNP sobre las neuronas dopaminérgicas.

La Figura 6A muestra el efecto individual de la activacién repetida de hM4D con C21 sobre la
actividad locomotora, observandose un efecto variable donde 2 ratones disminuyeron su

actividad y otros aumentaron.

Para comparar la actividad locomotora promedio de los ratones que expresaban hM4D y que
fueron tratados repetidamente con C21 respecto de la actividad locomotora control, inducida

por salino, se enfrentaron ambos grupos. Como se observa en la figura 6B, no se observan

17

n=2

8 TH CRE SALINO n=7



Distancia recorrida (cm)

10000+

diferencias significativas en la actividad locomotora de los ratones tratados con C21y los ratones

tratados con salino (2 way ANOVA factor columna= 0.45; p>0.05).

Figura 6. Actividad locomotora de ratones TH-Cre que expresan hM4D en neuronas
dopaminérgicas luego del tratamiento con C21. A) Actividad locomotora individual de los 5
ratones tratados. B) Actividad locomotora grupal de ratones tratados con C21 en comparacion
con la actividad locomotora en respuesta a salino.

9.3 Efecto de la administracion crénica de QNP en ratones pretratados con C21

Para evaluar si la inhibiciéon Quimiogenética crénica de la actividad dopaminérgica impacta sobre
la conducta inducida por QNP, los ratones TH-Cre que expresaban hM4D fueron tratados
repetidamente con QNP posterior al tratamiento crénico con C21. Como se observa en la Figura
7A, los animales presentaron un aumento de la actividad locomotora respecto de aquellos

animales tratados solamente con QNP y sin tratamiento previo con C21.

Como se muestra en la Figura 7A, los animales tratados con C21 e infectados con hM4D muestran
un aumento progresivo de la actividad locomotora inducida por QNP alo largo de las inyecciones
la que es significativamente mayor a partir del dia 2 a la actividad locomotora de los ratones TH-
Cre que no poseen hM4Diy que no fueron pre tratados con c21, (Two-Way Anova) . Ademas, la
figura 7B muestra la actividad locomotora alcanzada al dia 9 de inyeccién de QNP, el andlisis por
test de T no pareado indica una diferencia significativa entre aquellos ratones que se les aplicé
el protocolo de infeccidn viral por el DREADD hM4Diy aquellos que no recibieron el tratamiento
(T- Test no pareado, grupo pre-tratado con C21 vs sin C21;**p<0.0083). En la figura 7C.1

observamos la distancia recorrida por los 5 ratones pertenecientes al grupo experimental
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comparando el dia 1 de aplicaciéon de QNP con el dia 9 mostrando un resultado significativo en su
locomocién de acuerdo con Test de T pareado. Indicando que la inhibicidn crénica de la actividad
dopaminérgica mesolimbica inducida por Quimiogenética, facilita el efecto de sensibilizacién
locomotora inducido por QNP. Finalmente, en la figura 7C.2 observamos la distancia recorrida
por 4 ratones control, comparando el dia 1 de la aplicacién de QNP con el dia 9 mostrando un
resultado no significativo en su locomocién de acuerdo con un Test de T pareado. Lo cual indica

que la distancia recorrida es menor a la del grupo experimental.
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Figura 7. Actividad locomotora de ratones administrados con QNP con y sin agonismo de hM4Di
. A) Actividad locomotora diaria de ratones TH-Cre tratados con QNP, con y sin agonismo de
hM4Di (****p valor <0.0001, de acuerdo a Two-Way Anova). B) Actividad locomotora en la
novena inyeccion de QNP en ratones TH-Cre con y sin agonismo de hM4D, (**p valor <0.0083,
de acuerdo con Test de T-student no pareado de dos colas). C.1).- Comparacién de la actividad
locomotora alcanzada durante el dia 1y 9 del tratamiento con QNP en los ratones TH-Cre con
hM4Diy pretratados con C21 (*p valor <0.0115, de acuerdo con T-student pareado de dos colas).
C.2) Comparacién de la actividad locomotora inducida por QNP durante el dia 1y 9 en ratones
TH-Cre + Wild Type sin tratamiento con C21 (™p valor <0.0899 , de acuerdo con T-student
pareado de dos colas).
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10. DISCUSION

El estudio de las conductas compulsivas y las enfermedades psiquiatricas es de vital importancia
para el desarrollo de la ciencia bioldgica y la salud. Las enfermedades psiquiatricas involucran
una desregularizacién de neurotransmisores en el sistema nervioso central (Brown et al., 1985).
El sistema dopaminérgico mesolimbico se ha descrito como uno de los posibles sistemas cuya
alteracion puede generar conductas compulsivas. Se ha visto que la sefializacién de la dopamina
estarfa implicada en modelos de recompensa, procesamiento y compulsién del TOC (Harsayi et
al., 2007). Una de las alteraciones conductuales que podrian subyacer al desarrollo de conductas

compulsivas es la sensibilizacién conductual.

Una de las alteraciones conductuales que podrian subyacer al desarrollo de conductas
compulsivas es la sensibilizaciéon conductual. La presente investigacion traté de dilucidar la
contribucién de la reduccién crénica de la actividad dopaminérgica mesolimbica sobre la

sensibilizacién inducida por Quinpirol.

En particular, la sensibilizacién locomotora se describe como un aumento progresivo de la
actividad locomotora en respuesta a la administracién de una dosis Unica de droga de manera
repetida (Pierce and Kalivas 2007). Este fendmeno conductual se observa a menudo con la
administracién de drogas de abuso y se ha postulado que modificaciones de la via dopaminérgica
mesolimbica podria subyacer a este fenémeno (Vezina P., 2004; Pierce and Kalivas 2007). De
hecho, la activacién repetida de los receptores de dopamina D2R con su agonista QNP induce
sensibilizacién locomotora (Eilam y Szechtman 1990). Junto con la sensibilizacion conductual,
QNP induce chequeo compulsivo en ratas (Szechtman et al., 1998; 2001) y conductas repetitivas
en ratones (Asaoka et al 2019), por lo que se ha postulado como un bueno modelo animal de TOC
(Eilam D. 2017). Interesantemente, estudios de medicién de niveles de dopamina extracelular en
ratas sensibilizadas a QNP muestran una disminucién de los niveles basales de dopamina en el
NAc (Koeltzow et al., 2007; Escobar et al., 2015, 2017), indicando una reduccién de la actividad
dopaminérgica que acompafia a la sensibilizacion inducida por QNP. En esta tesis intentamos
dilucidar el papel que cumple la reducciéon de la actividad dopaminérgica mesolimbica en la

sensibilizacién locomotora inducida por QNP, por medio del uso de Quimiogenética.

Nuestros resultados mostraron que, las diferentes lineas de ratones, por un lado los ratones WT
y los ratones TH-Cre no mostraron diferencias en la locomocidn cuando se les aplicé QNP sin la

infusion de los DREADDs. Evaluamos si el QNP podia inducir sensibilizacion locomotora en
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ratones de la linea WT y TH-Cre, tal y como se habia descrito previamente por (Aozaka 2019). En
ratas, la administracién repetida de QNP produce una sensibilizaciéon locomotora pronunciada
(Sullivan et al.,1998; Szechtman et al., 1998, 2001; Escobar et al., 2015, 2017) en la totalidad de las
ratas tratadas (Escobar et al., 2015). Los resultados de nuestro estudio muestran que, a la dosis
utilizada, 1.omg/kg, no se encontraron efectos sensibilizadores en la locomocién de los ratones
de ambas cepas. Un estudio previo realizado en ratones WT, pero utilizando una dosis de
5.omg/kg mostré un aumento progresivo de la actividad locomotora desde la 1° hasta la 4°
inyeccién de QNP, un mayor nimero de inyecciones no generé mayor aumento sino mas bien un
descenso en lalocomocidn (Escobar et al., 2015). Interesantemente, estos efectos conductuales
alcanzados con la dosis de 5.0mg/kg no se observaron en ratones Knock-out del D2R (Escobar et
al., 2015), indicando que los efectos sensibilizadores dependen del receptor D2R y requieren de
altas dosis para ser alcanzados. Interesantemente en estudios con ratas cuando se aplica QNP
se observa una disminucién locomotora durante los primeros 15 minutos post aplicaciéon de
inyeccién y cuando se da una aplicacidn repetida la hiperlocomocidn ocurre hasta 2 horas post
inyeccién de QNP (Campos et al.,2015; Perreault et al., 2006, 2007). Eliam y Szechtman (1989)
reportaron que a una dosis de 0.5 mg/kg en ratas inducia a un efecto bifasico en la locomocién
empezando con la depresidn y continuando con la activacién. Por otro lado, estudios en ratones
con dosis igual a la utilizada en esta tesis mostraron efectos hiperlocomotores luego de 70 min
de la administracion de la droga y efectos hipolocomotores entre los 0-50 min post inyeccién
(Luque-rojas et al, 2013), por lo que es probable que parte de los efectos observados durante
este trabajo ocurran durante la fase de reduccién de la actividad locomotora. Estos resultados
muestran diferencias entre distintas especies de roedores donde en ratas es evidente el efecto
conductual inducido por QNP, pero que en ratones de la cepa C57bl/6j no es aparente, al menos
con el pequefio nimero de animales que fueron usados en nuestro estudio. Esta diferencia
podria estar dada por un metabolismo aumentado en ratones que pueden limitar la

biodisponibilidad de QNP a nivel central

10.1 Inhibicién Quimiogenética de la actividad dopaminérgica

La sensibilizacion conductual inducida por QNP se acompafia de una reduccién de los niveles de
dopamina en el NAc (Koeltzow et al., 2003; Escobar et al., 2015, 2017), lo que indica una reduccién
de la actividad dopaminérgica mesolimbica que acompafia al proceso de sensibilizaciéon. Los
estudios realizados en ratas sensibilizadas a QNP se realizaron 72 horas posterior a la Ultima dosis

de QNP, lo que sugiere que la reduccion de la actividad dopaminérgica permanece, a pesar de no
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estar presente la droga. Las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas poseen receptores D2R en
los cuerpos celulares, ubicados en el VTA, asi como en los terminales, ubicados en el NAc. La
administracion de QNP a nivel sistémico activa los receptores D2R ubicados en las MSN indirectas
del NAc y también los receptores D2R ubicados en las neuronas dopaminérgicas, por lo que con
cada administracion de QNP se reduce los niveles de dopamina en el NAc por disminucidn de la
actividad dopaminérgica gatillada por el acoplamiento del D2R a su via de sefializacidn iniciada
por la disociacidon de la proteina Gi/olf. Para lograr imitar este efecto, pero de manera
independiente de la activacién de D2R a nivel postsindptico (en las MSN) se utilizé la técnica de
Quimiogenética. Para ello, seleccionamos el DREADD inhibitorio hM4Di, el cual es un derivado
del receptor muscarinico M4, que al igual que D2R, se acopla a la proteina Gi/olf, pero que debido
a mutaciones en su secuencia no une el ligando enddégeno acetilcolina. La selectividad neuronal
para la expresién de hM4Di se logra utilizando un vector viral condicional (figura 4) el cual fue
inyectado de manera estereotdxica en el VTA de ratones que expresan la proteina Cre
recombinasa en neuronas TH positivas (ratén TH-Cre). Este procedimiento se realizé en 5 ratones
de esta cepa (figura 6).

Para activar el receptor hM4Di y de esta manera inhibir la actividad dopaminérgica mesolimbica
se utilizd C21, el cual a lo largo de esta ultima década se ha descrito como un mejor ligando,
gracias a su biodisponibilidad y eficacia para atravesar la barrera hematoencefalica ( Goutaudier
et al.,2020). En esta tesis se utilizé una dosis de 3,0 mg/kg, de administracién intraperitoneal, el
resultado esperado consistia en una reduccién de la actividad locomotora, lo que seria
consistente con una reduccidon de la actividad dopaminérgica mesolimbica. De manera
interesante encontramos que los ratones tuvieron respuestas variables en la actividad
locomotora luego de las inyecciones de C21, encontrando ratones que disminuifan y otros que
aumentaban la actividad locomotora (figura 6). La dispersién de estos datos pueden ser
consecuencias de efectos “off-target” de C21 (Goutaudier et al.,2020; Thompson et al.,2018) y
que requeririan de un ajuste de dosis, lo que se puede lograr realizando curvas dosis respuestas
en un ndmero mayor de animales. Por otro lado, el efecto puede ser consecuencia de la
expresion no especifica de hM4D en neuronas de naturaleza quimica distinta a la dopaminérgica,
por ejemplo, en neuronas que rodean el VTA que en su mayoria son neuronas GABAérgicas o que
otras regiones que expresan CRE hayan sido afectadas por el procedimiento de cirugia. Si bien
esto no deberia ser un mayor determinante, debido a que el virus es condicional a la presencia

de Cre-recombinasa (Figura 4), un buen ejercicio control serfa inyectar el vector en el VTA de
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ratones WT y evaluar la expresidn de hM4Di, por medio de la inmuno-deteccion del epitopo HA
acoplado al receptor. Otro ajuste factible es refinar el volumen de virus inyectado durante la
cirugia estereotdxica, de forma tal de limitar la infeccidn de otras areas cerebrales cercanas.
Otra alternativa para inhibir la actividad dopaminérgica mesolimbica distinta a la de nuestra
investigacion es el uso de optogenética, que nos podria dar una mejor comprensién de lo que ha
ocurrido en este tipo de circuitos y su efecto en la conducta. Ademas, un grupo control que auin
nos falta por determinar es el grupo SHAM (sin DREADD) o un grupo infectado con el vector
vacio o que no contiene la secuencia que codifica para hM4Di o bien administrar C21 a ratones
que no se han sometido a la cirugia estereotdxica. De esta manera, podriamos determinar
posibles efectos inespecificos de C21 o bien de hM4Di.

Por otro lado, estudios en paralelo de nuestro laboratorio estan determinando el efecto de

hM4Diy de C21 de manera funcional sobre la liberacién de dopamina en el NAc.

10. 2 Inhibicién de la actividad dopaminérgica y facilitacion de la sensibilizaciéon locomotora

inducida por QNP

Con el objetivo de evaluar si la activacion del D2R en las neuronas dopaminérgicas contribuye o
no a la sensibilizacién locomotora inducida por QNP, inhibimos crénica y quimiogenéticamente
la actividad dopaminérgica para luego administrar repetidamente QNP mientras se media la
actividad locomotora. . Los resultados muestran que los ratones tratados repetidamente con C21
que expresaban hM4D (que imita a D2R) poseen una mayor actividad locomotora que aquellos
ratones solo tratados con QNP (figura 7). Notablemente, al observar el perfil de locomocidn
durante los dias de tratamiento con QNP pudimos observar una pendiente positiva en la curva
de locomocién, mostrando una menor locomocién en el primer dia y la mayor actividad
locomotora luego de la dltima inyeccidn (figura 7 Ay 7 Q). Ello indica que los ratones pretratados
con C21, presentaron un perfil de locomocién similar a lo descrito en el modelo en ratas
(Szechtman et al., 1998, 2001; Escobar et al., 2015, 2017), por lo que el tratamiento crénico con
QNP pasé de no producir cambios en la actividad locomotora a sensibilizar conductualmente a
los ratones. Estos resultados indican que la inhibicion Quimiogenética de las neuronas
dopaminérgicas facilita la sensibilizacién locomotora inducida por QNP, sugiriendo que en el NAc
el efecto presindptico D2R de disminuir la dopamina de manera crdénica contribuye a la

sensibilizacién de los D2R postsinapticos localizados en las MSN. Estos datos van en linea con
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estudios previos que muestran que la coadministracién de un agonista de receptores kappa
opioide (KOR), que al igual que D2R se ubica en las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas y se
acopla a proteina Gi/olf, potencia el efecto sensibilizador de QNP (Perreault et al., 2006, 2007;
Escobar et al., 2015, 2017). Lo anterior indica que la potenciacién podria deberse a efectos
presindpticos que fomentan la activacién de 2 vias de sefializacidn en paralelo que reducen la
actividad dopaminérgica y por ende, la liberaciéon de dopamina en el NAc.

Varios estudios han descrito el efecto agudo de la manipulacién Quimiogenética de las neuronas
dopaminérgicas sobre la liberacién de dopamina, la funcién de DAT (Mahler et al., 2019) o sobre
la sensibilizacién locomotora inducida por psicoestimulantes (Runegaard et al.,2019). Sin
embargo, pocos estudios han evaluado los efectos crénicos en neuronas dopaminérgicas y
previos a iniciar los protocolos con las distintas drogas. A nuestro entender este es el primer
estudio que reporta los efectos de la inhibicidn crénica de la actividad dopaminérgica sobre los
efectos de QNP. Algunos trabajos relacionados al drea del abuso de drogas, en los que se han
utilizado Dreadds inhibitorios en neuronas dopaminérgicas mesolimbicas y su agonismo cronico,
han mostrado que la activacion previa a los test conductuales de autoadministracién reduce la
impulsividad de ratas, pero aumenta el consumo de cocaina (Hynes et al., 2021). Por otro lado,
se ha descrito que la respuesta inhibitoria de las neuronas dopaminérgicas en el VTA causa
sensibilizacidn hacia otras drogas como la cocaina, pero que el efecto inhibitorio de un DREADD
inhibitorio como el hM4D se elimina una vez se ha pasado la abstinencia (Runegaard et al.,2018).
Ademas del efecto de aumento progresivo de la actividad locomotora observado en los ratones
inyectados con hM4Diy pretratados con C21, observamos una reduccién del movimiento durante
los primeros 30 min de la aplicacién de QNP. Si bien este efecto no fue cuantificado, se describid
como un efecto de inmovilizacién donde lalocomocién era tan reducida que hasta se podria decir
que los ratones quedaban catatdnicos durante los primeros minutos post inyeccién de QNP.
Como se menciond anteriormente, QNP induce un efecto dual en ratas (Eilam y Szechtman 1989;
Perreault et al., 2006) y ratones (Luque-Rojas et al, 2013), mostrando una disminucion de la
locomocién durante los primeros minutos, que se deberia a la activacién preferencial de D2R a
nivel presindptico en las neuronas dopaminérgicas, puesto que este receptor posee una mayor
afinidad que su variante postsindpticay es por ello que se puede observar con las dosis mas bajas
de QNP (Eilam y Szechtman 1989; Perreault et al., 2006). Mientras que el efecto potenciador de
la locomocidn se alcanza con dosis mas altas y mas tardiamente luego de la administracion de

QNP. Lo anterior sugiere que la reduccidn de la actividad dopaminérgica mesolimbica sensibiliza
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no solo el efecto hiperlocomotor sino también el efecto inhibitorio de la actividad locomotora,
lo que se podria deber a una sensibilizacién de los receptores D2R ubicados en los terminales

dopaminérgicos (Escobar et al., 2015, 2017).

1. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion permitieron enmarcar la importancia del sistema
dopaminérgico en la incidencia de condiciones psiquidtricas tomando en cuenta la
experimentacién en un modelo murino. En esta tesis se logré establecer un modelo de
Quimiogenética para manipular la actividad de neuronas dopaminérgicas; por medio de la
combinacién de cirugia estereotdxica, infeccidn viral, animales transgénicos y medicién
conductual se pudo evaluar el efecto de la inhibicidn crénica de la actividad dopaminérgica
mesolimbica sobre la respuesta locomotora inducida por QNP. No observamos el efecto de
sensibilizacién locomotora en respuesta a QNP 1.omg/kg ni en ratones WT ni en TH-Cre. Por otro
lado, observamos un efecto disperso de la activacion de hM4D en ratones tratados con C21.
Notablemente, los ratones que recibieron un compuesto destinado a modificar la actividad
dopaminérgica y que posteriormente recibieron QNP mostraron el efecto de aumento
progresivo de la actividad locomotora, indicando que la reduccidn de la actividad dopaminérgica
promueve la sensibilizacién locomotora a QNP. Ello sugiere que una reduccién crdnica de los
niveles dopaminérgicos podria facilitar la generaciéon de conductas compulsivas y por lo tanto,
estrategias que permitan la manipulacién de la actividad dopaminérgica podrian ser visualizadas
como un posible blanco terapéutico para tratar conductas compulsivas.

Se requiere de mds estudios que permitan realizar la medicién de dopamina en el espacio
extracelular, como la voltametria ciclica de barrido rdpido y que ademas permitan medir la

funcién presindptica de D2R en las neuronas dopaminérgicas.
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