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Resumen

El paradigma de preferencia de lugar condicionado (CPP) es un procedimiento
comunmente utilizado para estudiar los efectos gratificantes de las drogas de abuso.
El CCP se ha convertido en una herramienta preclinica basica para evaluar
comportamientos relacionados con la recompensa. En la actualidad, se sabe que la
analgesia inducida por sacarosa esta relacionada con el valor de recompensa
asociado con su sabor dulce ya que los sabores dulces se utilizan en el manejo del
dolor y el estrés en varios procedimientos clinicos realizados en humanos. Se ha
buscado la forma de contrastar dichos conocimientos y utilizarlos para la evaluacion
de la relacién entre el dolor y el paradigma de CPP con la elaboracion de
experimentos conductuales, sin embargo, el analisis de datos resulta un problema,
debido a que, aunque existen mdultiples softwares para realizar estos procesos, se
desconoce bien su funcionalidad y algunos de ellos son extremadamente costosos.
Por esa misma razén en este trabajo, desarrollamos un algoritmo de programacion
de facil uso y bajo costo que resuelva los retos en el uso de softwares de andlisis
de datos. Objetivo: Analizar el potencial gratificante de sustancias hedoénicas en la
prueba de preferencia de lugar en ratones C57BL/6 mediante la creacion de un
algoritmo por programacion. Disefio de investigacion: Se realiz0 un estudio
observacional descriptivo, en donde se analiz6 el paradigma de preferencia de lugar
condicionado a través de videograbaciones del comportamiento de 12 ratones
macho de la cepa C57BL/6. Con ayuda del programa Matlab se obtuvo un algoritmo
de seguimiento de objetos para poder analizar imagenes y videos y obtener
variables necesarias para el estudio de comportamientos adquiridos en el
paradigma de preferencia de lugar. Resultados: Con ayuda del algoritmo
desarrollado, es posible interpretar de una forma sencilla los comportamientos
desarrollados por los ratones después del condicionamiento con sacarosa, por
ejemplo, el indice de preferencia de lugar, la busqueda de la sustancia hedénica
reflejada en un aumento de distancia y velocidad con la que se mueven en la cajay
un mayor namero de cruces a través de todos los compartimientos. EI modelo de
conducta de preferencia de lugar condicionado (CPP) es eficaz para estudiar los
efectos gratificantes de sustancias hedonicas en roedores. Este sistema
experimental brinda un amplio campo de estudio para diferentes pruebas de
recompensa con diversas sustancias y/o farmacos que involucren conductas como
la adiccién y trastornos del comportamiento. Una de las ventajas al utilizar el modelo
de CPP, es que su metodologia puede manipularse a las necesidades del
experimentador. Por otro lado, el algoritmo elaborado, sera de gran ayuda para
futuros experimentos, ya que brinda una guia rapida para la obtencion de variables
necesarias para el andlisis de datos obtenidos con el paradigma de CPP. Es de
suma importancia la obtencion de variables que ayuden a respaldar la teoria de
preferencia de lugar, para analizar de una mejor manera el comportamiento de
busqueda que desarrollan los ratones después de ser expuestos a estimulos
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gratificantes. Es necesario implementar nuevas estrategias como la administracion
de atropina en los ratones para poder inducir una alteracion en el sistema de
recompensa y lograr de esta forma revertir el comportamiento de preferencia de
lugar asociado a sacarosa, como parte del estudio de los mecanismos fisiol6gicos
del dolor cronico.

Abstract

The conditioned place preference paradigm (CPP) is a commonly used procedure
to study the rewarding effects of drugs of abuse. The CPP has become a basic
preclinical tool used tool for assessing reward-related behaviors. It is now known
that sucrose-induced analgesia is related to the reward value associated with its
sweet tastes are used in pain and stress management in various clinical procedures
performed in humans. A way has been sought to contrast said knowledge and use
it for the evaluation of a relationship between pain and the CPP paradigm with the
development of behavioral experiments, however, data analysis is a problem,
because although there are multiple softwares to perform these processes, their
functionality is not well known and some of them are extremely expensive. For that
reason, in this work, we develop an easy to use and low-cost programming algorithm
that solves the challenges in the use of data analysis software. Aim: To analyze the
rewarding potential of hedonic substances in the place preference test in C57BL/6
mice by creating an algorithm by programming. Research design: A descriptive
observational study was carried out, where the conditional place preference
paradigm was analyzed through video recordings of the behavior of 12 male mice of
the C57BL/6 strain. With the help of Matlab program, an object tracking algorithm
was obtained in order to analyze images and videos and obtain variables necessary
for the study of behaviors acquired in the place preference paradigm. Results: With
the help of the algorithm developed, it is possible to interpret in a simple way the
behaviors developed by the mice after conditioning with sucrose, for example, the
place preference index, the search for the hedonic substance reflected in an
increase of distance and speed with which the move in the box and a greater number
of crossings through all the compartments. The conditioned place preference (CPP)
behavior model effectively studies the rewarding effects of hedonic substances in
rodents. This experimental system provides a broad field to study for different reward
tests with various substances and/or drugs involving behaviors such as addiction
and behavioral disorders. One of the advantages of using the CPP model is that its
methodology can be manipulated to the need of the experimenter. On the other
hand, that algorithm developed will be of great help for future experiments, since it
provides a quick guide for obtaining the variables necessary for the analysis of data
obtained with the CPP paradigm. It is necessary to implement new strategies such
as the administration of atropine in mice in order to induce an alteration in the reward



system and thus reverse the place preference behavior associated of the
physiological mechanisms of chronic pain.

Abreviaturas
e ACC: Corteza cingulada anterior
¢ AMG: Amigdala
e CPA: Aversion al lugar condicionado
e CPP: Preferencia de lugar condicionada
e CS: Estimulo condicionado
e DA: Dopamina
e HIP: Hipocampo
e |P: Intra-peritoneal
e LHb: Habénula lateral
e LTDg: Nucleo tegmental laterodorsal
e mPFC: Corteza prefrontal media
¢ NAc: Nucleo Accumbens
e OFC: Corteza orbitofrontal
e PIT: Transferencia instrumental pavloviana
e PFC: Corteza prefrontal
e PPTg: Nucleo tegmental pedunculopontino
¢ RC: Respuesta condicionada
e VP: Palladium ventral
e VS: Estriado ventral
e VTA: Area tegmental ventral



1. Introduccion
Los modelos animales utilizados en experimentos han contribuido de una manera

significativa al entendimiento de los comportamientos relacionados con la
recompensa, como la investigacion del trastorno por uso de sustancias. Uno de los
paradigmas mas utilizados hasta la fecha es la preferencia de lugar condicionada
(CPP) (McKendrick, 2020) .

La CPP consta de emparejamientos repetidos de un estimulo, comiunmente una
droga, con un contexto que tiene caracteristicas distintas, y si el estimulo es
gratificante, los sujetos elegiran pasar mas tiempo en ese contexto cuando se les
dé acceso abierto a todas las camaras. El paradigma de CPP se usa ampliamente
en el campo de uso y abuso de drogas ya que resalta la importancia de las sefales
y contextos ambientales para los comportamientos continuos similares a la adicciéon
(Bevins, 2002).

En modelos experimentales, el procedimiento de CPP ha demostrado ser una via
atil y econémica para evaluar las propiedades gratificantes de una manera rapida,
ya que los animales no requieren ser sometidos a procesos quirdrgicos o
entrenamientos exhaustivos (Feltenstein, 2008).

El paradigma de CPP da la oportunidad a los experimentadores de estudiar la
memoria de recompensa dependiente del contexto y el valor gratificante de los
estimulos naturales y de drogas. El paradigma proporciona un sistema eficaz para
examinar los procesos de recompensa sin la necesidad de inducir comportamientos
adictivos sustanciales, y al mismo tiempo, brinda informacién sobre procesos que
podrian precederlo (Patel, 2020).

Aunque es un modelo de comportamiento ampliamente utilizado, la CPP es una
conducta compleja que incorpora el aprendizaje pavloviano, la memoria y los
comportamientos motivados. Debido a su dificultad, los hallazgos de CPP a menudo
son complejos de comprender e interpretar (McKendrick, 2020).

Por lo que el presente trabajo tiene como objetivo principal, analizar con ayuda de
un algoritmo de seguimiento de objetos, el potencial gratificante de sustancias
heddnicas mediante un paradigma conductual de CPP en ratones C57BL/6. Se
busca que este algoritmo pueda funcionar como una guia practica que sea de gran
utilidad para llevar a cabo la lectura de los resultados. El algoritmo ayuda a la
obtencion de variables vinculadas al estudio conductual de sustancias hedonicas
como el indice de preferencia, el nUmero de cruces por caja, la distancia recorrida
y la velocidad de desplazamiento. Para validar el algoritmo, se desarrollaron
experimentos que evallan el papel de la atropina en la atenuacion de la preferencia
de lugar asociada a la sacarosa mediante el establecimiento de CPP.



2. Antecedentes
El paradigma de preferencia de lugar condicionado (CPP) es un modelo de

comportamiento preclinico estandar que se utliza para estudiar los efectos
gratificantes y aversivos (Prus, 2009) de una variedad de farmacos y sustancias
(Bardo, 2000) en muchos organismos, incluidos roedores, moscas, primates, entre
otros (McKendrick, 2020).

2.1 Aprendizaje pavloviano y condicionamiento instrumental. Relacion
con la CPP

La CPP se basa esencialmente en el condicionamiento de farmacos o sustancias
naturales que se pueden utilizar para estudiar y comprender mejor el proceso de
condicionamiento y su influencia en el comportamiento (Childs, 2016). CPP consiste
en emparejamientos repetidos de un estimulo, tipicamente una droga, con un
contexto que tiene caracteristicas distintas y, si ese estimulo es gratificante, los
sujetos elegiran pasar tiempo en ese contexto cuando se les dé acceso libre a todos
los compartimientos de la caja (McKendrick, 2020). Las respuestas que se obtienen
en estos entrenamientos tienen una evidencia anatomica, pero también funcional;
en este sentido, hay dos corrientes que han sido ampliamente discutidas, por un
lado, hay evidencia conductual de manipulaciones especificas que influyen en
acciones instrumentales y por el otro, evidencia de formas de comportamiento
condicionado (Bradfield, 2013).

Tommie en 1996 fue uno de los primeros en describir las similitudes entre el
comportamiento pavloviano de seguimiento de signos y los sintomas del abuso de
drogas (Flagel, 2009). El condicionamiento pavloviano es un mecanismo de
aprendizaje fundamental que permite a un animal predecir y adaptarse a eventos
fututos basandose en experiencias previas (Everitt, 2001), lo que se puede traducir
en una funcion evolutiva, dando lugar a la supervivencia. El aprendizaje pavloviano
nos prepara tanto para el peligro como para las recompensas; usando los efectos
gratificantes de una droga como ejemplo, se esperaria que emparejar
repetidamente los efectos gratificantes de la droga (estimulo incondicionado,
usando la terminologia de Pavlov) con ciertos estimulos (es decir, aquellos
contenidos dentro de un ambiente) se induciria una sensacion hedoénica de placer
(es decir, una respuesta incondicionada) (McKendrick, 2020). En términos de
trastornos por uso de sustancias, el aprendizaje pavloviano es de vital importancia
para la recaida inducida por el contexto, donde la reexposicién a entornos asociados
a las drogas evoca un fuerte deseo por las sustancias. A pesar de esta respuesta
conductual aparentemente sencilla, puede haber muchos factores subyacentes
adicionales que contribuyan a la CPP inducida por farmacos (McKendrick, 2020).

Por el contrario, el condicionamiento instrumental implica que el animal aprenda a
realizar (o retener) una accion que depende de sus consecuencias (Bradfield, 2013).
En esta respuesta conductual, se habla de la accion motivada, proceso mediante el
cual los animales alteran su comportamiento cuando existe una contingencia entre
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su comportamiento y un resultado de refuerzo. Las ratas y los humanos exhiben
una accion dirigida a un objetivo, que se basa en el conocimiento de la contingencia
entre las acciones de uno y sus resultados, y el conocimiento del valor de esos
resultados. Sorprendentemente, este sistema de valores ‘cognitivo’ que gobierna
las acciones dirigidas a un objetivo (a veces denominado valor de incentivo
instrumental) se puede distinguir y disociar del proceso de valoracién que determina
nuestras reacciones cuando realmente experimentamos un objetivo como la
comida, denominado ‘agrado’, ‘reacciones hedodnicas’ o simplemente ‘placer’,
aunque en circunstancias normales los dos valores se reflejan entre si y cambian
juntos. No todas las acciones estan dirigidas a objetivos; con el tiempo y la
formacion, las acciones pueden volverse habituales, es decir, provocada en
situaciones relevantes por mecanismos directos de estimulo-respuesta (Cardinal,
2004).

Hay dos criterios que distinguen las asociaciones instrumentales de las respuestas
condicionadas (RC) pavlovianas. Especificamente, mientras un agente deberia
poder retener y/o alterar de manera flexible la direccion de una respuesta
instrumental para obtener un resultado, no ocurre lo mismo con las RC palovianas
ya que estas no estan abiertas a tal ajuste, ni se puede retener la respuesta durante
el estimulo para obtener la recompensa (Bradfield, 2013).

Los estimulos ambientales tienen efectos mas alla de provocar respuestas motoras;
los estimulos que predicen la recompensa pueden convertirse en estimulos
condicionados (CS) a través del aprendizaje asociativo pavloviano, y los CS
pavlovianos pueden motivar el comportamiento directamente y pueden servir como
objetivos del comportamiento (Cardinal, 2004). Los CS pueden ser activados por
condiciones relativamente comunes, por ejemplo, estimulos visuales, olfativos,
gustativos y auditivos, o pueden ser entornos mas elaborados que incluyan una
combinacion de multiples factores estimulantes que pueden constituir un contexto
complejo (Childs, 2013). Robinson y Berridge (Robinson, 1993), a través de su
teoria de Sensibilizacion Incentiva en desarrollo enfatizan el papel de los procesos
estimulos-resultados (SO) pavlovianos en la busqueda de drogas que, pueden
tomar tres formas. En primer lugar, las sefiales asociadas al farmaco pueden
provocar respuestas de abordaje pavloviano simples, como las que se manifiestan
en los llamados procedimientos de autoformado. En segundo lugar, es igualmente
importante que los estimulos asociados a las drogas, al igual que otros CS del
apetito, ejercen una influencia motivacional sobre la conducta instrumental, ya sea
gue esté controlada por el proceso respuesta-resultado o estimulo-respuesta. El
procedimiento critico para demostrar esta influencia motivacional es el disefio de
transferencia instrumental-pavloviana (PIT) en el que se evalla el impacto de un
estimulo condicionado entrenado por separado en las respuestas instrumentales
gue se caracteriza por la formacion de un proceso SO-respuesta en el que la
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recuperacién basada en estimulos de un resultado especifico hace que el animal
recupere su accion asociada especifica. En tercer lugar, los CS asociados a
farmacos pueden actuar como reforzadores condicionados para la busqueda
instrumental de farmacos (Everitt, 2001; Bradfield, 2013). Estos ejemplos
demuestran que los CR pavlovianos estan controlados por relaciones SO. En
contraste, la evidencia sugiere que, en el condicionamiento instrumental, el
desarrollo de la accion instrumental puede ser controlado por otras dos formas
distintas de proceso de aprendizaje. Hay evidencia considerable que sugiere que
las acciones instrumentales pueden estar dirigidas a un objetivo y controladas por
la codificacion de relaciones especificas respuesta-resultado (RO) (Bradfield, 2013)

Esta descripcion del condicionamiento pavloviano expresa el aprendizaje como una
forma mecanicista de comportamiento estimulo respuesta y no supone
necesariamente que se haya adquirido una representacion afectiva mas compleja
del estimulo. Sin embargo, es probable que, en paralelo a una forma mecanicista
de aprendizaje asociativo, un animal también desarrolle una representacion del
valor del resultado predicho. Los estimulos que han adquirido tal valor actuaran
como reforzadores condicionados y apoyaran acciones instrumentales dirigidas a
objetivos. Por lo tanto, los estimulos condicionados pavlovianos no solo provocan
excitacion conductual y respuestas de aproximacion, sino que, al adquirir estas
propiedades se establece una meta u objetivo (Everitt, 2001).

De lo revisado anteriormente, aunque se creia que el modelo de CPP se establecia
Unicamente a través de los procesos de condicionamiento pavloviano clasicos
(Prus, 2009) se puede ver que la adiccion a las drogas podria entenderse mas bien
como el compromiso aberrante entre los efectos gratificantes de la droga que se
asocian con un contexto y los procesos de aprendizaje instrumental donde cada
respuesta, tiene un objetivo (Cardinal, 2004).

2.2  Preferencia de lugar condicionada como método para evaluar las
propiedades recompensantes de las sustancias heddnicas
El paradigma de CPP se utiliza para investigar las asociaciones y efectos

motivacionales formadas entre un estimulo gratificante y un entorno contextual
(McKendrick, 2020; Itzhak, 2010). Aungue en este modelo se utilizan varios disefios
y aparatos diferentes, las caracteristicas basicas de esta tarea implican la
asociacion de dos entornos distintos con la administracion de un tratamiento
farmacologico y un placebo (Prus, 2009; Childs, 2013).

Una variacion comun de este disefio consiste en una camara de tres
compartimientos, en donde los compartimientos exteriores estan disefiados para
tener diferentes caracteristicas (por ejemplo, paredes blancas vs. negras, camas de
pino vs. maiz, rejilla horizontal versus pisos de rejilla cruzada). EI comportamiento
central no tiene caracteristicas especiales y no estd emparejado con un
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medicamento, y las puertas entre los compartimientos se pueden abrir para permitir
gue un animal pase libremente entre ellos (Prus, 2009).

La droga se empareja con un contexto especifico en la camara de CPP (es decir,
un estimulo neutro) (Figura 1), que, después del condicionamiento, se convierte en
un CS (Prus, 2009, McKendrick, 2020) capaz de producir sensaciones heddnicas
de placer (RC) e influir en la conducta en ausencia de la droga, en el caso de la
prueba experimental de CPP, la RC se interpreta como un aumento de aproximacion
y de tiempo pasado en el compartimiento que tiene el contexto emparejado a la
droga (Childs, 2013).

Before Conditioning

Drug g‘ Z ;
/ Unconditioned

Unconditioned response to the
stimulus drug injection

During Conditioning

After Conditioning

Conditioned response

Figura 1. llustracién del condicionamiento con una droga que provoca
sentimientos heddnicos de placer. En el panel superior se ilustra al ratén en la
caja de entrenamiento antes del condicionamiento: la inyeccion de una droga
provoca sentimientos hedénicos de placer. En el panel medio, antes del
condicionamiento, la inyeccién de una droga provoca una respuesta incondicional
de placer. En el panel inferior, durante el condicionamiento, el estimulo
condicionado, da como resultado una respuesta condicionada (Imagen tomada de
McKendrick, 2020).

El modelo de CPP consta de tres fases: habituacion, condicionamiento y post-
condicionamiento (es decir, prueba de CPP). Durante la habituacion, los animales
tienen acceso libre a todos los compartimientos antes de ser devueltos a su jaula.
Las sesiones de habituacion tienen dos propésitos. En primer lugar, exponen al
animal al aparato, con el objetivo de lograr una habituacién con el entorno y, en
segundo lugar, estiman el indice de la preferencia inicial de un animal para cada
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compartimiento, seleccionando de esta forma, la cAmara que se vinculara con el
CS, todo esto basado en criterios de exclusion predefinidos (por ejemplo, pasar mas
del 80% del tiempo en un compartimiento). Sin embargo, la implementacién de un
disefio sesgado o no sesgado depende del experimentador, ya que la evidencia
sugiere, al menos con la morfina, que no hay diferencias en el resultado de la CPP
cuando se emplea un enfoque sesgado o no sesgado (McKendrick, 2020).

Las sesiones de condicionamiento o entrenamiento consisten en la inyeccion de un
farmaco con propiedades potencialmente gratificantes o aversivas (administrada
por el experimentador) y luego se coloca en uno de los compartimientos exteriores
durante varios minutos. Al dia siguiente se inyecta al sujeto el vehiculo del farmaco
y luego se coloca en el compartimiento opuesto (Prus, 2009). Las sesiones control
y condicionamiento del farmaco se llevan a cabo el mismo dia (separadas por 4-6
horas) o en dias alternos. Estos emparejamientos tienen lugar una vez o durante
varios dias. Durante la sesion de condicionamiento, la asociacién del contexto con
la droga se adquiere (fase de adquisicién) (McKendrick, 2020).

Por dltimo, después de las sesiones de entrenamiento los animales se someten a
una prueba de CPP donde nuevamente se coloca al animal en el compartimiento
central y luego, se les da acceso libre a todas las camaras y se mide el tiempo
pasado en cada uno de los compartimientos exteriores durante la sesion. Se
encuentra una preferencia de lugar condicionada (CPP) si los animales pasan
significativamente méas tiempo en el compartimiento emparejado con el vehiculo
(McKendrick, 2020, Prus, 2009).

Por otro lado, si los animales pasan significativamente mas tiempo en el
compartimiento emparejado con el vehiculo que en el compartimiento emparejado
con el farmaco, esto se considera una aversion al lugar condicionado (CPA). Por lo
general, las drogas de abuso, como la cocaina, producen CPP, y las drogas que
provocan efectos aversivos, como el cloruro de litio, producen CPA (Prus, 2009). Si
el contexto es aversivo, entonces el aumento inducido por el condicionamiento en
la preferencia por ese contexto puede reflejar ‘menos aversion’ y por lo tanto no
mostrar el verdadero valor motivacional positivo de la droga (Napier, 2013). A
menudo se asume que un CPP en animales se forma a través de asociaciones
contextuales con efectos de farmacos interoceptivos andlogos a los efectos de
farmacos de recompensa subjetiva en seres humanos (Childs, 2013).

Se puede usar la administracion selectiva de compuestos de prueba para evaluar
los efectos en diferentes fases de la CPP. En este caso, la administracion antes del
emparejamiento farmaco-contexto (por ejemplo, fase de condicionamiento)
evaluara y medira los efectos del compuesto de prueba sobre la expresion de CPP
(McKendrick, 2020).
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La CPP se mide como el tiempo total invertido en cada contexto el dia del examen
0 como una puntuacion de CPP. Las puntuaciones de CPP se calculan como: (1) el
tiempo en el contexto emparejado con el farmaco el dia de la prueba menos el
tiempo en el contexto emparejado con el farmaco durante la habituacién; o (2) el
tiempo en el contexto de emparejamiento de farmacos el dia de la prueba menos el
tiempo en el contexto de emparejamiento de vehiculos el dia de la prueba. Si todo
esto da como resultado un aumento significativo en el tiempo pasado en el lado
emparejado con el farmaco se habra encontrado una respuesta asociada con las
propiedades gratificantes de la sustancia, es decir, una respuesta condicionada.
(McKendrick, 2020).

Hay variaciones con respecto a los modelos metodologicos de CPP, por ejemplo,
los paradigmas tradicionales de CPP administran farmacos de abuso de forma no
contingente a través de una inyeccion administrada por el experimentador, en
contraste, hay otros modelos basados en la autoadministracion de farmacos
operantes intravenosos u orales en roedores. Otros protocolos introducen la
capacidad de formar asociaciones entre la ingestion voluntaria de una droga y un
contexto especifico, que se puede desarrollar con diferentes especies animales,
drogas de buso y otras investigaciones de comportamientos relacionados con la
recompensa. Cabe mencionar, que este método mejora el paradigma, ya que imita
més de cerca la condicion humana del trastorno por uso de sustancias. El trabajo
clinico y preclinico reciente ha destacado que una forma de mejorar los tratamientos
actuales es enfatizar el impacto de los contextos ambientales y su contribucion a las
conductas de busqueda de drogas (Risca, 2020).

La CPP es un comportamiento aprendido que se muestra en muchos animales y
humanos (Huston, 2013). Los procedimientos disefiados para evaluar las
preferencias de drogas en los animales se basan en ciertos supuestos implicitos
con respecto a los efectos interoceptivos positivos de las drogas. En particular, se
asume que las drogas producen estados subjetivos similares en los animales como
lo hacen en los humanos. Por tanto, cuando un animal pasa mas tiempo en el
compartimiento previamente emparejado con el farmaco de la camara de
preferencia de lugar, se infiere que el entorno ha adquirido propiedades
“gratificantes” a través de la asociacion con los efectos “placenteros” del farmaco.
Existe una buena base empirica para la suposicion de que los humanos y los
animales responden de manera similar a las drogas de abuso. En el caso de los
estudios en humanos, se tiene acceso a las drogas de una forma voluntaria, lo que
se puede comparar con una autoadministracibn en modelos con animales de
laboratorio, donde se les da libre acceso a consumir sustancias que produzcan
efectos placenteros. Tomando estas interacciones como base, se pueden comparar
los comportamientos ocasionados por la ingesta de sustancias hedodnicas, donde

14



los efectos “adictivos” de las drogas estan vinculados con las sensaciones
placenteras que pueden provocar en los sujetos que las ingieren. (Childs, 2009).

Al igual que con otros modelos de comportamiento utilizados en la investigacion
farmacologica, los efectos de conducta de las sustancias utilizadas en el paradigma
de CPP dependen de la especie, la cepa, la via de administracion, el intervalo de
tiempo de administracion del farmaco, la concentracion de la dosis y el aparato de
CPP utilizado. Muchas drogas de abuso producen tanto CPP como CPA,
dependiendo de la dosis administrada. En animales farmacodependientes, los
efectos de abstinencia generalmente producen CPA. Debido a que el paradigma de
CPP generalmente proporciona un indicador confiable para estudiar los efectos
gratificantes de los medicamentos que requieren relativamente poco entrenamiento
en comparacion con el paradigma de autoadministracion, CPP se ha utilizado
comunmente junto con técnicas estandar de neurociencia para investigar los efectos
subjetivos de los medicamentos (Prus, 2009). Aunque la CPP puede aparecer como
un comportamiento generado por la conducta operante que prevalece en el sitio de
condicionamiento, también puede ser resultado de los efectos del tratamiento
condicionado (Huston, 2013).

La evidencia sugiere gue una sola asociacion de emparejamiento farmaco-contexto
0 vinculaciones repetidas de farmaco-contexto introduce CPP, pero estos
protocolos de exposicion variados pueden verse influenciados por diferentes
factores subyacentes, incluidas las propiedades gratificantes de la droga,
eliminacién de un estado aversivo, conductas condicionadas, memoria y/o estados
motivados (Patel, 2020).

Primero, una interpretacién logica de la CPP es que estd mediada por las
propiedades gratificantes del farmaco. Por lo tanto, el animal busca o prefiere el
contexto emparejado con el farmaco durante la prueba de CPP porque esta
respuesta conductual ha producido un resultado beneficioso y gratificante. Esta es
una interpretacion validada y respaldada por respuestas neurobioldgicas
relacionadas con la codificacion de recompensas que ocurren durante las sesiones
de condicionamiento. Un apoyo adicional para esta teoria proviene de datos en
humanos que no solo demuestran que el agrado por la droga predice el nivel de
preferencia de gusto por la habitacién, sino que también muestra la validez de la
CPP como un procedimiento de estudio para la adiccion (McKendrick, 2020).

2.3 Neurobiologia del paradigma de CPP
La propiedad de atraccion y motivacion de un estimulo se llama ‘recompensa’, esta

induce un comportamiento apetitivo y generalmente crea una experiencia
consciente de placer (McKendrick, 2020). Tener una mejor comprension de la
neurobiologia de la recompensa y la aversion es fundamental para el tratamiento de
trastornos complejos como la adiccion (Carlezon, 2009).
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Las drogas de abuso impulsan cambios en el comportamiento al alterar la funcion y
la plasticidad de los circuitos relacionados con la recompensa en el cerebro (Deng,
2010). Aunque las drogas de abuso a menudo producen efectos conductuales
diferenciales y tienen perfiles farmacoldgicos diversos, una caracteristica comun
gue comparten es una mejora en la actividad de dopamina (DA) mesocorticolimbica
(Feltenstein, 2008). Las sefiales asociadas con el uso de estas sustancias pueden
activar regiones limbicas del cerebro e inducir la busqueda de drogas. El paradigma
de CPP puede estudiarse en ratas de laboratorio como parte del proceso de
aprendizaje asociativo, esta respuesta suele ser de una duracién prolongada y
atribuida a sefalizaciones asociadas con las drogas (Voigt, 2011).

La CPP como modelo de comportamiento se ha desarrollado para estudiar los
efectos de los tratamientos farmacoldgicos y no farmacologicos sobre la motivacion
en animales de experimentacion (Ebrahimi, 2021). Los procesos de aprendizaje
dependientes del contexto involucrados en el procedimiento de CPP permiten la
evaluacion de asociaciones condicionadas entre sefiales ambientales vy
recompensa de drogas (Nesbit, 2017), lo que puede representar un proceso
neurobiolégicamente Unico, lo que hasta ahora ha sido poco estudiado (Napier,
2013).

Los impulsos motivacionales de recompensas haturales estan mediados por el
circuito clasico mesolimbico (Alhadeff, 2019). Este circuito, se ha implicado
ampliamente por su participacion en las propiedades gratificantes tanto de los
estimulos naturales (por ejemplo, la comida, la bebida y el sexo) como de las drogas
adictivas. El circuito clasico mesolimbicoconsiste en proyecciones de dopamina
desde los cuerpos celulares en el area tegmental ventral (VTA) a las estructuras
limbicas (es decir, via mesolimbica, como la amigdala (AMG), el palido ventral (VP),
el hipocampo y el ndcleo accumbens (NAc)) y areas corticales (es decir, via
mesocortical, incluida la corteza prefrontal (PFC), la corteza orbitofrontal (OFC) y la
corteza cingulada anterior (ACC)) (Feltenstein, 2008) (Figura 2).

El NAc es uno de los elementos neuronales mas importantes en la via de
recompensa que se encuentra dentro del estriado ventral, se proyecta a varias
regiones ejecutivas, emocionales y motoras y se considera un regulador maestro
del impulso motivacional. Aunque las células de toda la corteza se disparan en
respuesta a estimulos gratificantes, las principales éreas corticales asociadas con
la recompensa son la ACC y la OFC. Se trata de regiones complejas y
heterogéneas, cada una de las cuales se divide en areas corticales especificas: la
ACC incluye las areas 24, 25y 32; la OFC se divide en las areas 11, 12, 13y 14
(Haber, 2010). La PFC es un componente principal del circuito mesolimbico, que
afecta a varias estructuras involucradas en la percepcion del dolor, el impulso
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motivacional, la busqueda de sustancias y los estados antidepresivos (Serafini,
2020).

Por su parte, la amigdala es una estructura limbica prominente que juega un papel
clave en la codificacion emocional de los estimulos ambientales ya que proporciona
informacion contextual que se utiliza para ajustar el nivel motivacional y también
posee un papel importante en el procesamiento de la recompensa, en parte a través
de las interacciones criticas entre ella y el estriado ventral (VS) para las
asociaciones de estimulo-recompensa.

Por otro lado, el VP es un componente importante del circuito de recompensa en el
sentido de que las células de esta region del prosencéfalo responden
especificamente durante el aprendizaje y la ejecucion de conductas de incentivo de
recompensa (Haber, 2010). Una de las estructuras cerebrales mas importantes en
todo este proceso de recompensa, es el VTA, estructura heterogénea con mdltiples
tipos de células (Bouarab, 2019).

Estudios recientes han demostrado que las areas del cerebro medio y estriado que
estan involucradas en la recompensa son mas extensas de lo que se pensaba
anteriormente (Haber, 2010). Especificamente, el VTA se proyecta al cuerpo
estriado dorsal, la PFC, el tadlamo y las regiones parietales (sistema DA
mesocortical) y al ndcleo de las regiones estriales ventrales y limbicas, incluidas la
amigdala, la ACC la OFC y el NAc (sistema DA mesolimbico) (Ernst, 2016).

17



Nigrostriatal Pathway
Striatum
Mesocortical Pathway Pt -

Prefrontal Cortei(/' ( l \

Mesolimbic Pathway
Nucleus Accumbens

Tuberoinfundibular Pathway

Ventral Tegmental Area

Substantia Nigra

Figura 2. Vias de dopamina. Circuito del sistema nervioso central que surge en el
area tegmental ventral (VTA) y en la sustancia negra (SN) del mesencéfalo. Estas
vias estan implicadas en el procesamiento de recompensas y se ven afectadas
por el abuso de sustancias (Imagen tomada de Ernst, 2016).

Durante el condicionamiento conductual, las neuronas VTA DA se activan
inicialmente por recompensas primarias, como la sacarosa, pero después de
emparejamientos repetidos de sefial-recompensa cambia sus patrones de actividad
para disparar estas neuronas predominantemente al inicio de estimulos provocados
por la recompensa. El alcohol, la nicotina, la cocaina, la morfina y la heroina tienen
efectos gratificantes que desempefian un papel fundamental en el inicio y
mantenimiento del hébito de consumir drogas (Ebrahimi, 2021). Ademas, la
exposicion a sefiales que predicen recompensas naturales o drogas de abuso
conduce a picos transitorios en la liberacién de dopamina en el NAc. Se sabe que
la activacion fasica directa de las neuronas VTA DA puede inducir un
condicionamiento conductual y facilitar el refuerzo positivo, o que sugiere que la
transmision de DA entre en VTA y el NAc promueve el inicio y mantenimiento del
procesamiento de conductas de busqueda de recompensas (Van Zessen, 2012,
Lowes, 2021). Por lo tanto, El control de las actividades de las neuronas DA y los
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consiguientes cambios en los niveles de DA en las regiones diana del VTA son
importantes para el control del comportamiento (Tan, 2012).

En resumen, el VTA es un centro del circuito mesocorticolimbico que juega un papel
importante en la recompensa, la motivacion, la cognicion y la aversion. Las
neuronas dopaminérgicas, que constituyen el 65% de las neuronas en el VTA, han
sido el foco principal de investigacion en esta region del cerebro (Bouarab, 2019).

El sistema de dopamina mesocorticolimbico se origina en el VTA (region A10 en
roedores) (Prus, 2009) e impulsa el comportamiento relacionado con la
recompensa. El VTA es un ndcleo heterogéneo que contiene neuronas DA (~65%),
neuronas GABA (~30%) y neuronas glutamatérgicas (~5%). Algunas neuronas DA
codifican valor motivacional, apoyando las redes cerebrales para buscar, evaluar y
valorar el aprendizaje. Otros codifican prominencia motivacional, apoyando las
redes cerebrales para la orientacion, la cognicién y la motivacion general (Tan,
2012).

El circuito de dopamina tiene su objetivo sinaptico en el NAc, la PFC y las
estructuras limbicas asociadas. La exposicion repetida a psicoestimulantes produce
cambios en la plasticidad funcional y estructural de las sinapsis en el cuerpo
estriado, y se cree que estas alteraciones contribuyen a la expresion de la
sensibilizacion conductual y a la CPP (Deng, 2010).

La microinyeccion de agonistas nicotinicos y muscarinicos en el VTA excita las
neuronas dopaminérgicas a través de la activacion de los receptores colinérgicos
locales y dopaminérgicos a través de la activacién de dopamina en NAc (Schifirnet,
2014). La abstinencia de la exposicion cronica al farmaco provoca una serie de
alteraciones en la transmisién glutamatérgica dentro del NAc. Las entradas
glutamatérgicas en el NAc se originan en la PFC, el tAlamo, la amigdala basolateral
(BLA) y el hipocampo. El NAc integra informacién de estructuras corticales y
limbicas para mediar conductas dirigidas a objetivos y es una estructura de entrada
importante de los ganglios basales. La plasticidad sinptica alterada en el NAc
después de la exposicion cronica a varias clases de drogas de abuso permite que
las sefales asociadas a la droga engendren una motivacion patolégica para la
busqueda de drogas. Estudios previos han informado que la transmision del
glutamato al NAc juega un papel importante en diferentes fases de recompensa de
opioides que incluyen: expresion, extincion y restablecimiento de la CPP inducida
por morfina (Ebrahimi, 2021).

Después de la fase de condicionamiento de la CPP, los niveles de DA se elevan en
el NAc y la corteza prefrontal medial (mMPFC) cuando los roedores se colocan de
nuevo en un entorno asociado con psicoestimulantes. Esto es coherente con el
aumento de la transmision de DA en NAc y PFC observado en sujetos humanos
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después de la exposicién a sefiales relacionadas con el farmaco (Nesbit, 2017).
Curiosamente, estos circuitos corticoestriatolimbicos operan en paralelo, pero
pueden tener roles algo diferentes en la adiccion. Por ejemplo, mientras que el NAc
y el VP parecen estar involucrados en los principales efectos reforzantes de las
drogas de abuso, la AMG y el hipocampo (HIP) juegan un papel importante en el
aprendizaje condicionado involucrado en el proceso de adiccion. En el caso de la
AMG vy el hipocampo ventral, este aprendizaje implica asociaciones discretas de
estimulo-recompensa, mientras que el hipocampo dorsal media asociaciones de
estimulo-estimulo que pueden ser particularmente importantes para el aprendizaje
contextual. Por otro lado, el PFC, OFC y el cingulo anterior regulan las respuestas
emocionales, el control cognitivo y la funcion ejecutiva, con exposicion repetida a
drogas que conduce a adaptaciones celulares de la via glutamatérgica prefrontal-
NAc que contribuyen a conductas adictivas persistentes, incluyendo control
cognitivo disminuido e hiperactividad a estimulos asociados a drogas (Figura 3).

Tomados en conjunto, estos hallazgos sugieren que la via mesolimbica esta
involucrada en los efectos reforzantes agudos de las drogas y varias respuestas
condicionadas relacionadas con el deseo y la recaida, mientras que los cambios en
la via mesocortical median la experiencia consciente de la droga, la ansiedad por la
droga y la pérdida de la inhibicion conductual relacionada a comportamientos
compulsivos de busqueda y consumo de drogas (Feltenstein, 2008).

Por otro lado, la memoria es otro factor que puede influir en la CPP inducida por
farmacos. La motivacion también puede contribuir a aumentar el tiempo que se pasa
en el compartimiento emparejado con el farmaco durante las pruebas de CPP. La
evidencia de esto proviene de un estudio que muestra que un animal hambriento se
acercara a contextos previamente asociados con la comida, mientras que el mismo
animal, cuanto estd privado de agua, se acercara a contextos asociados con
liqguidos (McKendrick, 2020).

Se ha observado la eliminacién de un estado aversivo para evocar CPP en animales
gue expresan dolor crénico, en los que el emparejamiento de un farmaco analgésico
con un contexto durante el condicionamiento provoca CPP para el contexto
emparejado con farmacos. Ademas, en animales que expresan dolor cronico, la
inhibicién de la ACC (una region del cerebro involucradas en la expresion del dolor),
durante el emparejamiento de contexto provoca CPP para el contexto emparejado
con la inhibicion de ACC.

Estos hallazgos sugieren que la eliminacion de un estado aversivo como el dolor
refuerza la respuesta conductual del animal para preferir el contexto emparejado
con la droga. Décadas de investigacion preclinica y clinica han demostrado que
después de la administracion repetida de muchas drogas de abuso, se observan
comportamientos asociados con estados negativos durante la abstinencia y el
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deseo, pero también psicolégicos, como la ansiedad y la depresion, y tanto por
separado como combinados, pueden aliviarse mediante la exposicion a farmacos
durante el condicionamiento facilitando la CPP (McKendrick, 2020).

Dichos descubrimientos son importantes para el campo de conocimiento ya que es
necesario utilizar el conocimiento acumulado de décadas de investigacion sobre
drogas de abuso para avanzar hacia el disefio racional de tratamientos para los
trastornos adictivos. El requerimiento de nuevos medicamentos va mas alla de la
reduccion del ansia por las drogas, la busqueda de drogas u otros comportamientos
adictivos. Para ser un tratamiento eficaz, el cerebro adicto debe tolerar un
medicamento o el cumplimiento del tratamiento (a veces llamado adherencia) sera
deficiente. Los métodos para predecir respuestas gratificantes o aversivas en
cerebros normales y adictos acelerarian el ritmo del descubrimiento de farmacos, el
desarrollo de medicamentos y la recuperacion de la adiccion (Carlezon, 2009).

——< Glutamatergic
el DAREGIC
L ABAergic

mPFC

Nature Reviews | Neuroscience

Figura 3. Circuito de recompensa. Un esquema simplificado de las principales
conexiones dopaminérgicas, glutamatérgicas y GABAérgicas hacia y desde el area
tegmental ventral (VTA) y el ndcleo accumbens (NAc) (dopaminérgico:verde;
glutamatérgico:rojo; y GABAérgico:azul) en el cerebro del roedor. El circuito de
recompensa primario incluye proyecciones dopaminérgicas desde el VTA al NAc,
gue liberan dopamina en respuesta a estimulos relacionados con la recompensa (y
en algunos casos la aversion). Las proyecciones a través de la via directa (mediadas
por neuronas espinosas medianas de tipo D1 [MSN]) inervan directamente el VTA,
mientras que las proyecciones a través de la via indirecta (mediadas por MSN de
tipo D2) inervan el VTA a través de neuronas GABAérgicas intervinientes en el
palido ventral. EI NAc recibe inervacion densa de circuitos monosinapticos
glutamatérgicos de la corteza prefrontal media (mPFC), hipocampo (HIP) y
amigdala (AMG), entre otras regiones. El VTA recibe estas entradas de la Amy, el
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tegmento dorsal lateral (LTDg), la habénula lateral (LHb) y el hipotalamo lateral (LH),
entre otros. Estas diversas entradas glutamatérgicas controlan aspectos de la
percepcion y la memoria relacionadas con la recompensa (Russo, 2013).
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3. Justificacion
La sacarosa posee propiedades “adictivas”, las cuales inducen a los sujetos que la

consumen a desarrollar un comportamiento de busqueda y de preferencia. El
procedimiento de CPP ha demostrado ser un medio util y econémico para evaluar
las propiedades gratificantes de una manera bastante rapida, ya que los animales
no requieren cirugia y un entrenamiento minimo. La CPP también es ventajosa
porque a veces puede establecerse usando un Unico emparejamiento de farmacos,
es sensible a dosis de farmacos relativamente bajas y el animal puede probarse en
un estado libre de farmacos (Feltenstein, 2008). Uno de los problemas mas
comunes del analisis de datos en este tipo de proyectos, es la falta de conocimiento
sobre el manejo de softwares que ayuden a la obtencién de variables necesarias
para una buena lectura de resultados. Por otro lado, existe una literatura todavia
pequefia pero creciente sobre el uso de CPP. El desarrollo de un algoritmo para el
andlisis de datos de experimentos de CPP, asi como la validacién de éste, nos
permitira determinar su utilidad y eficacia para una rapida obtencion de variables
involucradas en el estudio de los efectos gratificantes de sustancias hedonicas. Lo
anterior, llevara a una comprension mas profunda de la neurobiologia basica de los
estados de animo y la relacion que hay entre estos fendbmenos de desarrollo de
conductas compulsivas de consumo, lo cual facilitara el desarrollo de medicamentos
bien tolerados que traten y prevengan la adiccion y otras condiciones como, por
ejemplo, trastornos de estado de animo, dolor cronico, obesidad y otras alteraciones
de conducta asociados con la desregulacion de los sistemas de motivacion cerebral.

4. Preguntade investigacion
¢ El desarrollo de un algoritmo mediante un software de inteligencia artificial facilitara

la interpretacion de comportamientos inducidos por la sacarosa en ratones C57BL/6
entrenados bajo el paradigma de CPP, donde se busca activar al circuito de
recompensa y posteriormente interrumpir la sefializacion a través de una inyeccion
IP de atropina?

5. Hipotesis
El algoritmo de seguimiento de objetos elaborado bajo el sistema de Matlab, es
funcional para analizar e interpretar cuantitativamente los comportamientos que
desarrollan los ratones cuando son entrenados bajo el paradigma de CPP por
sacarosa, de igual manera, facilita la lectura de las variables para identificar si
existen interrupciones en la sefializacion del circuito de recompensa al inyectar
atropina.
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6. Objetivo general
Analizar el potencial gratificante de sustancias hedonicas en la prueba de

preferencia de lugar en ratones C57BL/6 mediante la creacion de un algoritmo por
programacion.

7. Objetivos particulares
v' Determinar las variables tipicas y relacionadas al analisis de

preferencia de lugar inducida por el consumo de sustancias
gratificantes mediante programacion y analisis de videos.

v' Analizar el efecto gratificante de la sacarosa en ratones C57BL/6 y su
establecimiento de CPP

v Evaluar el papel de la atropina en la disminucién de la preferencia de
lugar asociada a la sacarosa
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8. Material y métodos

8.1 Sujetos de estudio
Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas del comité

de ética de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la Universidad Nacional
Auténoma de México. El cuidado de los animales, asi como todos los
procedimientos para su manejo, se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999), avalados por la Comision de Bioseguridad y de
ética en el oficio CE/FES/022017/1105 como parte del proyecto “Alteraciones
emocionales y cognitivas inducidas por el dolor neuropatico crénico orofacial’ y el
Oficio CE/FES/092020/1370 como parte del proyecto “Analisis de la respuesta
neuronal en regiones cerebrales a la administracion intraoral de etanol en ratones
C57BL/6".

Se utilizaron 12 ratones macho de la cepa C57BL/6, los cualesfueron alojados en
cajas de policarbonato en el bioterio del laboratorio de neurobiologia de las
sensaciones orales de la CUSI-Almaraz. Durante los dias en los que se efectuo el
experimento, los sujetos tuvieron agua y alimento ad libitum, sin embargo, en el
proceso de la evaluacion de preferencia de sacarosa, los sujetos fueron privados de
agua en el tiempo que duré la prueba.

8.2 Aparato CPP
El aparato CPP estaba compuesto por dos compartimientos de plexiglas que

estaban conectados por un corredor central. Ambos compartimientos tenian las
paredes blancas, pero con figuras negras que diferian entre si para crear un
contexto ambiental desigualitario, uno tenia lineas gruesas verticales y los otros
circulos salteados. El pasillo central tenia paredes grises y un piso amarillo. Todas
las texturas del piso y la pared fueron consistentes en todos los compartimientos.

8.3 Protocolo de comportamiento

Habituacion

El entrenamiento conductual comenzd con una prueba de habituacion para
determinar la preferencia de lugar. No hubo exposicion de los animales con la
sacarosa durante la etapa de habituacion. Durante la habituacién todos los ratones
se colocaron en el pasillo central para que el animal tuviera libre acceso a ambos
compartimientos durante una sesion completa de 15 minutos, eliminando asi la
novedad como variable de confusién. En un tercer dia se repitio el procedimiento,
pero ahora con el objetivo de medir la cantidad de tiempo que el ratdbn permanecio
en cada compartimiento para determinar la preferencia inicial del animal. El
compartimiento por el que el ratbn no mostré6 una mayor preferencia inicial se
designé como compartimiento emparejado con sacarosa durante los ensayos de
condicionamientos posteriores.
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Condicionamiento

Los ratones se dividieron aleatoriamente en tres grupos: el grupo basal (inyecciones
de solucion salina; n=4) y dos grupos control (inyecciones de atropina con dosis de
2 y 7Tmg/kg respectivamente; n=4 cada uno). Los ratones compensaron de manera
gue todos los ratones no comenzaran a condicionarse en el mismo compartimiento
cada dia (es decir, las sesiones posteriores comenzaron en camaras opuestas). Los
animales recibieron 5 sesiones emparejadas con sacarosa al 20% en el
compartimiento no preferido y cinco sesiones emparejadas con agua en el
compartimiento preferido.

Pruebas
En el séptimo dia (dia de prueba), los animales se sometieron al mismo

procedimiento que en la habituacion para determinar si se habia establecido la
preferencia de lugar condicionada con sacarosa. No se proporcioné ninguna
sustancia durante la prueba. Dependiendo del grupo experimental, los animales
recibieron una inyeccion intraperitoneal (IP) de dosis de solucién salina (VEH) y de
atropina de 2y 7 mg/kg.

8.4 Procedimientos experimentales

Prueba de atropina
Para determinar el efecto de la atropina en la expresiéon de la preferencia de lugar

asociada a la sacarosa, todos los ratones se sometieron a habituacion,
condicionamiento y pruebas con sacarosa. El dia 7 (dia de la prueba), se inyecto6 a
los ratones VEH (n=2) o atropina (2 o 7 mg/kg; IP; n=2 y 2) 25 min antes de la
prueba. La sesion de prueba fue idéntica al procedimiento de habituacién. En total,
se utilizaron 6 ratones para esta prueba.

Sin manipulacion

Para determinar que el desarrollo de cualquier preferencia de lugar se debi6
especificamente al condicionamiento asociado a la sacarosa, un grupo de ratas
(n=6) no recibid inyecciones de atropina el dia de la prueba. Todos los ratones se
sometieron a los mismos procedimientos de condicionamiento y prueba sin
manipulacion de farmacos.

8.5 Analisis estadistico
La cantidad de tiempo y el porcentaje de tiempo pasado en las camaras se calculo

utilizando el software MATLAB. El porcentaje de tiempo pasado en la camara
emparejada con sacarosa se calcul6 como el tiempo pasado en la camara
emparejada con sacarosa entre el tiempo total pasado en la camara emparejada
con el agua. Se omitio el tiempo pasado en el pasillo, ya que no se paso tiempo en
esta parte de la caja durante las pruebas de condicionamiento. Se realizé un andlisis
de varianza (ANOVA) de medidas repetidas bidireccionales para determinar las
diferencias entre los grupos en la preferencia de lugar entre los animales tratados
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con atropina y VEH y las diferencias entre los grupos en la preferencia de lugar entre
la linea base y la preferencia de prueba. Todos los datos se presentan como la
media + SEM. Se considero significancia estadistica con un valor de p<0.05.

9. Resultados

9.1 Los ratones presentan una respuesta condicionada en relaciéon con la
sacarosa
El algoritmo propuesto fue Util para poder analizar los videos de CPP y analizar los

datos, de tal manera que se pudieron obtener variables para medir el efecto
gratificante que tuvo la sacarosa en los ratones. En primer lugar, se realizd el
analisis del indice de preferencia de lugar (Figura 4), el cual revel6 un aumento de
tiempo de permanencia de los ratones del lado del compartimiento emparejado con
sacarosa, notdndose una diferencia estadisticamente significativa entre el dia de
habituacion (Figura 4A) y el dia 7 (Figura 4B), que fue en donde se puso a prueba
a los ratones después de haber pasado por un tiempo de condicionamiento con
sacarosa. Estos resultados sugieren que los animales mostraron una expresion
atenuada de preferencia de lugar asociada a sacarosa en relacién con los dias de
habituacion, es decir, una respuesta condicionada.
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Figura 4. indice de preferencia de lugar condicionada de sacarosa

27



Trazos de movimiento promedio (media + SEM) (A y B) gréfico de barras que
comparan los movimientos del antesy después del entrenamiento del grupo de
ratones (C) donde el color azul representa el antes y el color rojo el después. (M=
0.1461, SD=0.088; p<0.01)

9.2 Comportamientos involucrados en la busqueda del consumo de sacarosa
posterior al entrenamiento
Uno de los objetivos que se logré resolver con el algoritmo elaborado, fue la

obtencion de las variables de distancia y velocidad, con lo que pudimos comprobar
gue los ratones realmente desarrollaron un comportamiento de busqueda en la caja
de CPP por la sustancia hedoénica, en este caso sacarosa, la cual estimulo el
sistema de recompensa. En la Figura 5 (A) se puede observar la distancia recorrida
en metros de cada uno de los ratones (n=6) a lo largo de las sesiones de prueba;
en azul se encuentra el trazado de los ratones en el dia de la habituacion y en rojo
el recorrido de los ratones en el dia de la prueba, posterior a la exposicién de
sacarosa comprobando que hubo un aumento en los desplazamientos de los
ratones por la caja, explicandose como una conducta de busqueda. En B se puede
observar como los ratones se desplazaron con cierta velocidad a lo largo del tiempo
de las sesiones de habituacién y de prueba, ningun ratén se quedd quieto en algin
momento. En las figuras de la derecha se muestra un promedio del antes y después
del entrenamiento de la distancia (C) y la velocidad (D) de desplazamiento de los
ratones, donde se visualiza la diferencia entre el antes y después del entrenamiento.
Estas pruebas nos indican que se pudo activar el sistema de recompensa mediante
la ingesta de sacarosa, ya que los ratones se movilizaron de una manera continua
y rapida a través de los compartimientos de la caja experimental, esperando
encontrar nuevamente la sustancia con estimulo gratificante.
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Figura 5. Distancia y velocidad del recorrido de los ratones antes y después
de la prueba

A: Trazos de cada uno de los ratones antes (azul) y después (rojo) de la prueba. Se
hace la comparacién de la distancia (metros) recorrida de los ratones a lo largo del
tiempo (segundos) tomando en cuenta el antes y después del entrenamiento con la
sustancia heddnica (M=132.9, SD=689.9; p<0.6). B: Comparacion del promedio y
desviacion estandar de la velocidad de desplazamiento de los ratones antes (azul)
y después (rojo) de la prueba (M=0.22, SD=1.152; p<0.6). C y D: Grafico de barras
que compara la distancia recorrida y la velocidad de desplazamiento que tuvieron
los ratones antes (azul) y después (rojo) del entrenamiento.

Posteriormente, determinamos el el numero de cruces de cada raton. En la figura 6
se puede observar el trazado (A) de un raton donde se hace la comparacion de los
cruces que hizo entre los compartimientos de la caja de CPP antes (azul) y después
(rojo) del entrenamiento. En estas figuras se puede observar un mayor movimiento
del animal dentro de la caja, de un extremo a otro. También se obtuvo un mapa de
calor donde se ilustran los lugares donde estuvo mayor tiempo el ratén, viéndose
una diferencia notable entre el antes y después del entrenamiento en la cdmara
emparejada con la sacarosa (Figura 6 B). Por ultimo, en la gréfica de barras (Figura
6 C) se hace una comparacion del promedio del nUmero de cruces que hubo por la
caja entre el antes (azul) y después (rojo) del entrenamiento. Estos cruces nos
ayudan a interpretar de una manera mas clara el comportamiento de los ratones
antes y después de tener contacto con la sacarosa. Es muy notable la forma en la
gue los ratones se desplazan por el pasillo intermedio para tener acceso a las
camaras externas, realizando diversos cruces de una forma constante con la
finalidad de poder encontrar la sustancia que les causo placer en algun lugar de la
caja, de esta forma comprobamos la teoria de CPP, donde efectivamente se
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desarrolla un comportamiento de busqueda y “necesidad” por ingerir
constantemente la sustancia hedoénica.

A

Pre Post

Figura 6. NUmero de cruces por caja

A: Trazos de cruces por caja que hizo un raton antes y después del entrenamiento.
B: Mapa de calor (Heatmap) del movimiento de un ratén en la caja de CPP. Las
zonas que muestran un tono rojizo, es donde el raton pasé mayor numero de veces.
C: Gréfico de barras que hace una comparacion entre el nUmero de cruces que
tuvieron los ratones en la caja de CPP a lo largo del tiempo de estancia, antes(azul)
y después(rojo) del entrenamiento (M=3.3, SD=18.36; p<0.6).

9.3 La atropina no afectd la adquisicién de la preferencia de lugar de sacarosa
En la figura 7 se puede observar un analisis del indice de CPP que los ratones
presentaron posterior a la inyeccion de atropina y VEH en los grupos
experimentales. Todos los ratones adquirieron con éxito la preferencia de lugar
condicionada asociada a la sacarosa. No hubo diferencias significativas en el tiempo
pasado en la camara emparejada de sacarosa durante la prueba de preferencia
entre atropina o VEH administrados en el dia de la prueba lo que sugiere que la
administracion de atropina por via intraperitoneal durante la prueba no afecté la
adquisicién de preferencia de lugar asociada a sacarosa en relacién con los
animales tratados con VEH, sin embargo, esto nos da la pauta para seguir buscando
el método eficaz para suprimir esta preferencia, ya sea con la exposicion del
farmaco durante los dias de condicionamiento, un aumento en la dosis inyectada o
mediante inyecciones intracerebrales.
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Figura 7. indice de preferencia de lugar condicionada de sacarosa con IP de
atropina

Porcentaje de tiempo pasado en la camara de conducta de la prueba de CPP con
sacarosa e inyecciones de atropina (p<0.8)
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10.Discusion
El presente trabajo demuestra que la CPP de sacarosa se obtuvo con éxito en

ratones que recibieron asociaciones de dicha sustancia en un contexto especifico.
Se decidi6 implementar un sistema tipico de CPP, donde los ratones eran libres de
consumir sacarosa en una cdmara especifica de la caja y del lado contrario, se les
proporcionaba agua. De esta forma, se pudo analizar, con ayuda del algoritmo
desarrollado, el indice de preferencia de una forma confiable y rapida, lo cual ayudé
a no retrasar los tiempos de duracion del experimento propuestos en el protocolo.
Una vez que se obtuvieron las mediciones de CPP se pudo comprobar de una
manera positiva, que hubo un desarrollo del comportamiento de busqueda hacia la
sacarosa, activando de esta forma el circuito de recompensa, dandonos la pauta de
establecer posteriormente una aversion ante la sustancia heddnica con inyecciones
de atropina. Sin embargo, una vez analizados los datos, no se obtuvieron
diferencias significativas entre el dia 1 (habituacion) y el dia 7 (prueba de CPP).
Estos hallazgos sugieren que la inyeccion IP de atropina no atenua suficientemente
la expresion de preferencia de lugar asociada a la sacarosa, por lo tanto, es
necesario la busqueda de técnicas alternativas para interrumpir la expresion de
comportamientos desadaptativos de busqueda de sacarosa utilizando atropina.

A pesar de que en las ultimas décadas el condicionamiento de preferencia de lugar
se ha convertido en una herramienta valiosa, fuertemente establecida y muy
utilizada en la farmacologia del comportamiento y la investigacion de las adicciones,
este ha sido criticado debido a algunos problemas metodoldgicos (Tzschentke,
1998).

Investigaciones anteriores han demostrado que existen variaciones en las
respuestas de CPP relacionadas con la cepa. La interpretacion mas comun de tales
efectos es una diferencia de percepcion en la sensibilidad al efecto gratificante de
la sustancia; sin embargo, son posibles otras interpretaciones. Por ejemplo, dado
que la CPP depende de los procesos de aprendizaje y memoria, las cepas pueden
diferir en su capacidad para formar asociaciones de contexto-farmaco o en su
capacidad para recuperar recuerdos basados en esas asociaciones. Esa
interpretacion predice una fuerte correlacién genética entre el rendimiento de la
tension en la tarea de CPP y el rendimiento de la tension en otras tareas de
aprendizaje y memoria, incluidas aquellas que involucran refuerzo no
farmacologico. También hay evidencia convincente de que una sefial multimodal
producira un desarrollo mas rapido de CPP que una sefial de un solo elemento, pero
gue la ventaja de una sefial multimodal se vera disminuida o afectada tras un
entrenamiento continuo. La generalizacién de este hallazgo esta respaldada por la
demostracion de este efecto en dos cepas de raton de uso comun, B6 y D2. Estos
estudios también apoyan estudios previos que indican que los ratones D2 son mas
sensibles a la recompensa de etanol que los ratones B6. Ademas, estos estudios

32



sugieren que las configuraciones de sefiales de los aparatos pueden tener
diferentes efectos en ratones y ratas. Finalmente, ilustran el valor de probar la CPP
después de diferentes cantidades de entrenamiento, por ejemplo, en algunos
protocolos sugieren realizar hasta 2 sesiones de condicionamiento por dia por cada
raton, sin embargo, hay evidencia de que los ratones también podrian alterarse por
dicha accién (Cunningham, 2018; Blanco-Gandia, 2018).

Una de las variaciones del modelo de CPP involucra tres fases diferentes:
adquisicion (que incluye la habituacién, el condicionamiento y la prueba de CPP),
extincion y reinstalacion. En el modelo de restablecimiento de CPP, los animales
primero adquieren el CPP para un compartimiento emparejado con el farmaco y
luego realizan varias sesiones de extincién. Se define extincion como el momento
en el que el animal reduce sus respuestas conductuales de aproximacion a un
estimulo gratificante condicionado que ha sido eliminado (por ejemplo, la droga).
Durante las sesiones de extincion, los animales exploran los compartimientos en
ausencia del farmaco, de modo que la preferencia adquirida se atenua
gradualmente. Un tema importante para considerar es que el cambio de
comportamiento que exhibe el animal durante la extincion (la disminucion progresiva
del tiempo de permanencia en el compartimiento emparejado con el farmaco) puede
deberse a nuevos procesos de aprendizaje que compiten con la respuesta
anteriormente aprendida, o debido a una disminucion del estado motivacional
interno del sujeto. Finalmente, el restablecimiento de la preferencia de lugar a través
del contexto o las sefiales de drogas seria el modelo de reinstalacion (Blanco-
Gandia, 2018).

En el caso de nuestro trabajo, una vision a futuro seria estudiar el efecto de la
atropina a largo plazo sobre la preferencia inducido por sacarosa, donde se
esperaria que la administracién de una inyeccion de preparacion del farmaco limite
la busqueda de la sustancia heddnica pero que, en las etapas posteriores, omitiendo
la intervencion de la atropina se pueda restablecer la preferencia, lo que se
consideraria un restablecimiento de la aproximacion a las sefiales contextuales.
Con esto, evaluariamos el papel de la memoria sobre los efectos placenteros y
motivacionales relacionados con la recompensa. El punto clave de la investigacion
en adiccion a las drogas es el desarrollo de tratamientos que disminuyan el ansia y,
en consecuencia, reduzcan la vulnerabilidad a las recaidas (Blanco-Gandia, 2018).
por lo que este modelo de estudio tiene un buen grado de validez y factibilidad, ya
gue simula bien la situacion por la que pasa un ser humano durante un proceso de
adiccion, es decir, se incita el reintegro con estimulos que inducen la recaida, como
la reexposicién al farmaco o el estrés. Sin embargo, precisamente, el estrés es un
punto muy importante para considerar. La limitacibn mas importante del paradigma
CPP y el modelo de reinstalacion es que son muy sensibles a cualquier cambio
ambiental. Por lo tanto, las condiciones de la habitacién con comparfieros del sexo
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opuesto, jaulas con artefactos como ruedas que hacen un ruido especifico y
constante, o condiciones de luz. Ademas de controlar estas variables, el rol del
investigador también es critico, ya que puede inducir un aumento en los niveles de
estrés de los animales e interferir con los resultados (Blanco-Gandia, 2018). En el
caso de este trabajo, se cuid6 este aspecto, ya que una sola persona se encargoé
de realizar la manipulacién de los ratones.

En los experimentos de CPP generalmente se realizan sesiones de prueba con una
duracion de 15 a 20 minutos. Anteriormente, los tiempos de permanencia de los
animales en los diferentes compartimientos de condicionamiento se determinaban
mediante observacion directa, lo que implicaba mucho tiempo (Tzschentke, 1998).
Con el paso del tiempo, las estrategias para el analisis de estas variables fueron
modificandose con el objetivo de reducir el tiempo para la lectura y obtencion de
datos. Uno de los métodos mejores aceptados fue el uso de sistemas de
seguimiento automatizados, normalmente basados en dispositivos de haz de
fotocélulas, se han hecho intentos para mejorar estos sistemas artificiales y recopilar
informacion adicional durante el experimento, principalmente con respecto a la
actividad locomotora. Es por eso, que, en este trabajo, se plante6 como objetivo
principal elaborar un algoritmo que fuera funcional para el analisis de datos
obtenidos de experimentos involucrados en el desarrollo de CPP. Es importante
mencionar que previamente se hizo una compilacion de algoritmos que fueron
utilizados para proyectos similares en diferentes articulos, resaltando de esta forma
las ventajas del algoritmo propuesto. Es de gran relevancia la facilidad con la que
se podran analizar videos de este tipo de experimentos en futuros proyectos, ya
gue, a comparacion de otros trabajos, el software empleado aqui (MATLAB) es de
acceso gratuito con licencia académica de la UNAM y su uso es muy préctico, ya
gue el sistema cuenta con tutoriales faciles de seguir para el entendimiento del
programa. Otra ventaja de que se posee Matlab es la oportunidad que se tiene de
alterar la légica de los algoritmos previamente establecidos, logrando de esta forma
realizar ajustes en la lectura de las matrices y poder encontrar un seguimiento de
pasos personalizado. Como se menciond anteriormente, la evaluacién de la
actividad locomotora durante la prueba de CPP puede ayudar a obtener mas
informacion sobre la expresion de diferentes comportamientos provocados por CPP
(Alderson, 2001).

Otro resultado que se obtuvo en este trabajo fue el desarrollo de la preferencia de
lugar condicionada que se adquiri6 con éxito en animales que recibieron
emparejamientos de sacarosa en un contexto especifico. Estos hallazgos se
respaldaron con el andlisis de las variables del indice de preferencia, donde es muy
evidente que los ratones prefirieron estar del lado donde se les habia proporcionado
la sacarosa. También se obtuvo la velocidad de desplazamiento y la distancia
recorrida de los ratones dentro de la caja, con lo que se pudo comprobar el
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comportamiento de busqueda asociado con la recompensa, sin embargo, una de
las variables mas importantes que se obtuvieron con este trabajo, fueron los
nameros de cruces que hicieron los ratones por los compartimientos de la caja, lo
cual se puede interpretar como una busqueda desesperada por encontrar la
sustancia gratificante en alguna de las cAmaras, es evidente que al tener apertura
a la ingesta de sacarosa se estimulo el circuito de recompensa, 1o que derivo una
respuesta condicionada. Por otro lado, se pudo observar que la administracion
intraperitoneal de atropina no interrumpié significativamente la expresion de
preferencia de lugar condicionada cuando se administré el dia de la prueba. Estos
hallazgos sugieren la blusqueda de otras vias de administracion de atropina en los
animales para lograr interrumpir la expresion de comportamientos de busqueda de
sacarosa.

Para realizar un experimento basado en el paradigma de CPP, se tienen que tomar
en cuenta varios puntos que pueden llegar a ser cruciales para los resultados del
proyecto, por ejemplo, la eleccion del disefio de la caja de trabajo o el nUmero de
sesiones y fases que se incluiran en el trabajo. Otro factor que se tiene que
considerar antes de empezar con el desarrollo del modelo es decidir si se opta por
un disefio imparcial o uno sesgado. Se puede diseflar un aparato de
condicionamiento de modo que los animales ingenuos no muestren una preferencia
significativa por uno de los compartimientos de condicionamiento en la exposicion
inicial (disefio imparcial), o se puede disefiar de manera que los animales muestren
una preferencia incondicionada por un lado sobre el otro (disefio sesgado). En el
ultimo caso, la administracion del farmaco se puede emparejar con la exposicion de
los animales al compartimiento preferido o no preferido, o el emparejamiento se
puede compensar, de modo que para la mitad de los animales el tratamiento se
empareja con el comportamiento preferido, mientras que, para la otra mitad de los
animales, el tratamiento se empareja con el compartimiento no preferido. Esto
sugiere que el disefio sesgado y no equilibrado puede ser Util para detectar efectos
motivacionales de un farmaco que dependen de la linea de base motivacional o del
estado del animal, siempre que se incluyan los controles adecuados, por ejemplo,
emparejando el farmaco con el preferido y el no-compartimiento preferido en
diferentes grupos de animales, y mediante la inclusion de controles de solucién
salina apropiados. Por lo tanto, el uso del disefio sesgado (disefio elegido para
trabajar en este proyecto) puede ser util para detectar efectos ansioliticos y anti
aversivos de los farmacos independientemente de los posibles efectos gratificantes
genuinos. Una vez que se ha establecido una configuracion experimental, una vez
gue se ha determinado si la configuracion es sesgada o imparcial, y una vez que se
ha confirmado que las drogas de “control positivo” como la morfina o la cocaina
producen una CPP clara y reproducible. El procedimiento de CPP puede producir
una CPP clara reproducible (Tzschentke, 1998).
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La gran mayoria de los estudios de CPP se han centrado en los efectos
farmacologicos sobre el aprendizaje de preferencia de lugar establecido por los
reforzadores de farmacos, en lugar de reforzadores “naturales” como los alimentos.
Sin embargo, existe evidencia que demuestra demostrado que los CPP se pueden
establecer utilizando reforzadores naturales y que los sistemas opioides y
dopaminérgicos pueden desempefiar un papel importante en este aprendizaje
(Delamater, 2000). La sacarosa se ha caracterizado como una sustancia de abuso
en modelos animales: las ratas expuestas a la sacarosa muestran una serie de
respuestas fisioldgicas y de comportamiento similares a las provocadas por drogas
de abuso como la cocaina o la anfetamina. Estos incluyen cambios de
comportamiento como la CPP, abstinencia y deseo y respuestas fisiologicas como
el aumento de la dopamina extracelular en el NAc (Mohammed, 2018). La
acumulacion de estudios preclinicos y clinicos ha proporcionado evidencia de que
la disponibilidad de una dieta o solucion endulzada, como recompensa no
farmacologica, tiene una gran influencia en las propiedades conductuales de las
drogas adictivas. La correlacion entre la preferencia de sacarosa y los efectos
conductuales de las drogas adictivas se ha examinado ampliamente de forma
experimental, comparando las respuestas de ratas criadas selectivamente; en
entornos clinicos tanto los pacientes dependientes de alcohol como los
dependientes de la cocaina hay mostrado una preferencia alterada por la sacarosa
de alta concentracién. La evidencia de la participacion del sistema de dopamina en
la recompensa de la sacarosa también apoya la hipotesis de que una via
neuroquimica comun subyace a la interaccién conductual entre la sacarosa y otras
drogas adictivas (Zhai, 2008).

El presente estudio buscd examinar el efecto de una posible diana terapéutica, la
atropina, sobre el comportamiento de preferencia de lugar asociado a la sacarosa.
Se ha demostrado gue la sacarosa tiene efectos sobre el sistema opioide enddgeno.
Los analisis de alteraciones locomotoras también han demostrado una fuerte
correlacién entre en consumo de sacarosa y los efectos de comportamiento
mediados por opioides, por ejemplo, la ingesta de una solucion de sacarosa que
resulte agradable puede modificar la accién de la morfina y otros farmacos opioides
sobre la percepcion del dolor. También se ha demostrado que el consumo de
sacarosa eleva los niveles extracelulares de dopamina en el prosencéfalo estriado
de ratas (Zhai, 2008). Estos datos obtenidos de investigaciones anteriores sugieren
gue el sistema opioide esta involucrado en las CPP reforzadas de sacarosa lo que
es consistente con la opinibn de que los sistemas opioides enddgenos estan
relacionados con el valor hedonico de los alimentos. Por lo tanto, las modulaciones
inducidas por opioides en el valor de la sacarosa pueden ser mas importantes para
el rendimiento que para los procesos de aprendizaje en el procedimiento de CPP
(Delamater, 2000).
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El presente estudio demuestra que la CPP de sacarosa se adquiri6 con éxito en
animales que recibieron emparejamientos de sacarosa en un contexto especifico y
gue la administracién periférica de atropina no interrumpié significativamente la
expresion de CPP. Se sabe que la activacion de los receptores muscarinicos parece
mejorar el aprendizaje y la memoria, por lo que era probable que la atropina redujera
el aprendizaje relacionado con la recompensa. Estudios anteriores también han
indicado que las inyecciones de atropina en el VTA inhiben la recompensa por
estimulacién cerebral (Rezayof, 2006). De igual manera se sabe que los agonistas
nicotinicos y muscarinicos excitan directamente las neuronas VTA DA (Yeomans,
1997). Estos hallazgos sugieren que la atropina no atenta suficientemente la
expresion de CPP asociada a la sacarosa, sin embargo, si puede ser una opcién
viable para interrumpir la expresidbn de comportamientos desadaptativos de
busqueda de sacarosa utilizando diferentes métodos de administracién del farmaco
en los animales. Patel (2020) demostrd que la administracion de la oxitocina a nivel
periférico posterior al condicionamiento interrumpe la respuesta de CPP, sin
embargo, si se inyecta durante esa etapa de asociacion, no se vera ninguna
alteracion en el comportamiento de busqueda. Estas diferencias, tanto de la
oxitocina como de la atropina, pueden deberse a que recompensa natural y del
farmaco estan mediadas por vias neuronales superpuestas pero distintas, lo que
resulta en un efecto diferencial del farmaco en varias etapas de los comportamientos
de busqueda de recompensa. Ademas, también es probable que, a diferencia de
las drogas de abuso, el valor heddnico y de incentivo relativamente mas bajo de la
sacarosa sea insuficiente para que la atropina o la oxitocina ejerza un efecto durante
la adquisicion. Los estudios futuros deben examinar el efecto de la atropina de
infusién centralizada sobre la CPP por sacarosa.

Se ha demostrado, que tanto la inyeccién intraperitoneal como la
intracerebroventricular de oxitocina disminuyen de manera dependiente de la dosis
en la ingesta de alimentos en ratas con comida ad libitum y ratas con restriccion de
comida, en cambio, las inyecciones centrales de oxitocina disminuyen la ingesta de
una solucion de sacarosa (Patel, 2020). Con esos datos obtenidos, es claro que
deben realizarse mas estudios para poder determinar las estructuras y mecanismos
especificos involucrados en este proceso. Estos resultados brindan importancia
clinica y experimental, dados los riesgos para la salud asociados con el consumo
excesivo de azucar y la informacion adicional sobre los procesos que subyacen al
efecto de la atropina sobre los comportamientos adquiridos en la recompensa.

Se espera que este trabajo sirva como base para continuar expandiendo el campo
de estudio de sustancias hedonicas y su relacion con CPP, buscando rutas
neuronales en donde se puedan involucrar farmacos que induzcan la disminucion o
inhibicion del circuito de recompensa. Una ventaja de considerar este proyecto
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como guia para futuros experimentos, es que se contard con un algoritmo
previamente estudiado y puesto a prueba, que facilitara el analisis de datos para la
traduccion de los comportamientos desarrollados por los animales en un programa
gue cuenta con la opcion de modificar los arreglos de matrices para alterar las
variables deseadas a estudiar. Es importante mencionar, que el estudio de los
efectos gratificantes de la sacarosa y su via de accion en el circuito de la
recompensa, es un tema que deberia ser prioridad, ya que como sabemos, muchos
de los alimentos que consumimos en la actualidad son procesados y uno de sus
ingredientes principales es la sacarosa, lo que se convierte en un factor alarmante,
ya que los consumidores llegan a desarrollar comportamientos similares a la
“adiccién”, llevandolos a consumir constantemente estos alimentos, con el propésito
de satisfacer este “placer’” y desencadenando futuras enfermedades, como por
ejemplo, la obesidad. Es por ello, que la biusqueda de una disminucion en el
comportamiento adictivo a la sacarosa, a nivel neuronal y conductual toma un papel
crucial en el estudio de tratamientos futuros sobre comorbilidades clinicamente
perjudiciales.

11.Conclusion
El algoritmo elaborado en este trabajo sera de gran ayuda para futuros

experimentos, ya que brinda una guia rapida para la obtencion de variables
necesarias para el analisis de datos obtenidos con el paradigma de CPP.

Por otro lado, el modelo de conducta de preferencia de lugar condicionado (CPP)
es eficaz para estudiar los efectos gratificantes de sustancias hedoénicas en
roedores. Este sistema experimental brinda un amplio campo de estudio para
diferentes pruebas de recompensa con diversas sustancias y/o farmacos que
involucren conductas como la adiccion y trastornos del comportamiento. Una de las
mayores ventajas al utilizar este paradigma, es que su metodologia puede
moldearse a las necesidades del experimentador.

Es necesario plantear nuevas estrategias de administracion de atropina en los
ratones para poder atenuar una alteracién en el sistema de recompensa con el
objetivo de revertir el comportamiento de preferencia de lugar asociado a sacarosa.
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12.Glosario

Algoritmo: En el &mbito de programacion, los algoritmos son una
herramienta que permite describir claramente un conjunto finito de
instrucciones, ordenadas secuencialmente y libres de ambiguedad, que
debe llevar acabo un computador para lograr un resultado previsible. Vale
la pena recordad, que un programa de computador consiste en una serie
de instrucciones muy precisas y escritas en un lenguaje de programacion
gue el computador entiende. En resumen, un algoritmo es una secuencia
ordenada de instrucciones, pasos 0 procesos que llevan a la solucién de
un determinado problema (Lépez, 2009).

Condicionamiento operante: Una respuesta a la que depende la
presentacion de un reforzador, como presionar una palanca. Tal
comportamiento se llama “instrumental” para obtener una meta (o
“resultado” o “reforzador”) o bien, es una accion voluntaria. El aprendizaje
de tales comportamientos se denomina condicionamiento instrumental.
Condicionamiento pavloviano o clasico: A principios de la década de
1900, Iva Pavlov deline6 el proceso de aprendizaje por excelencia del
condicionamiento clasico, el cual implica emparejar dos estimulos, un
estimulo no condicionado (p. Ej.,, comida apetitosa) que naturalmente
provoca una respuesta (p. Ej., salivacion) con un estimulo condicionado
(p. Ej., campana), para crear una nueva respuesta aprendida (p. Ej.,
acicalacion al escuchar la campana) (Hanley, 2019).

Contingencia: Una relacion temporal consistente entre dos (0 mas)
eventos que reduce la incertidumbre del evento posterior: por ejemplo,
una situacion en la que un tono siempre ocurre al mismo tiempo que un
shock (Everitt, 2005).

Dolor neuropatico orofacial: Se describe como un dolor causado por una
lesién o enfermedad del sistema nervioso somatosensorial (Christoforou,
2018).

Estimulo discriminativo: Un estimulo en cuya presencia se refuerza la
respuesta de acuerdo con algun programa de refuerzo. Por ejemplo, las
sefiales de drogas pueden actuar como estimulos discriminativos para
una respuesta conductual que se mantiene mediante el esfuerzo de
drogas (Everitt, 2005).

Estimulo-respuesta o aprendizaje por “habito”: En el aprendizaje de
habitos, el desempefio instrumental se adquiere mediante la asociacion
de respuestas con estimulos presentes durante el entrenamiento. Por lo
tanto, refleja la formacion de asociaciones estimulo-respuesta y los
reforzadores cumplen principalmente la funcion de fortalecer la
asociacion estimulo-respuesta, pero no se codifican como objetivo. Por lo
tanto, la devaluacion del reforzador no afecta la respuesta instrumental
adquirida por el aprendizaje de habitos (Everitt, 2005).
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Incentivo: Un estimulo que provoca una conducta de acercamiento
(incentivo positivo) o una conducta de retraimiento (incentivo negativo).
Un incentivo condicionado adquiere tales propiedades a través del
condicionamiento pavloviano. Los incentivos y los incentivos
condicionados también pueden funcionar como reforzadores vy
reforzadores condicionados, respectivamente dependiendo de las
contingencias ambientales.

Paradigma: Concepto vital que dirige el desarrollo de una disciplina
cientifica (Deliktas, 2019).

Preferencia de lugar condicionado (CPP): El CPP es un procedimiento
comunmente utilizado para estudiar los efectos gratificantes
condicionados de las drogas de abuso (Aguilar, 2009). Se ha convertido
en una herramienta preclinica basica utilizada para evaluar
comportamientos relacionados con la recompensa (Vassilev, 2020). El
modelo de CPP consta de tres fases: habituacion, condicionamiento y
post-condicionamiento (es decir, prueba de CPP) (McKendrick, 2020).
Reforzador negativo: Un evento que cuando se omite o termina aumenta
la probabilidad de la respuesta a la que depende. Por ejemplo, los
sintomas de abstinencia precipitados por la administracién programada
de naloxona en animales dependientes de morfina, que pueden evitarse
presionando la palanca para posponer la naloxona (Everitt, 2005).
Reforzador positivo: Un evento que aumenta la probabilidad de una
respuesta de la que depende. Por ejemplo, las infusiones de farmacos
aumentan la probabilidad de que se presione la palanca del farmaco; la
ingestion de alcohol aumenta la probabilidad de lamer o beber (Everitt,
2005).

Refuerzo condicionado: Un estimulo que adquiere sus propiedades
reforzantes (positivas o negativas) al emparejarse con otros reforzadores,
generalmente primarios, como la comida, las drogas, el sexo o la
descarga eléctrica. Un estimulo puede funcionar como reforzador
condicionado o como estimulo discriminativo en la misma situacion
(Everitt, 2005).

Sustancias hedonicas: Sustancia que resulta agradable y gratificante,
simula una recompensa, es decir que es de naturaleza apetitiva ante un
estimulo dado (Prus, 2009).

Transferencia instrumental pavloviana (PIT): Los estimulos pavlovianos
apetitosos (asociados con reforzadores positivos como la comida) pueden
mejorar en gran medida la respuesta instrumental para el mismo
reforzador cuando se presentan de forma  inesperada
(independientemente de la respuesta instrumental), y esto define el efecto
de transferencia instrumental pavloviano. El PIT se ha interpretado como
evidencia de que las CS ejercen una influencia motivacional sobre el
desemperio instrumental (Everitt, 2005).
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