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RESUMEN: (Objetivo, ambito de estudio, sujetos de estudio, instrumentalizacion, resultados,
conclusiones. Maximo 2.000 palabras)

Durante el tercer afio de proyecto nuestro trabajo se ha centrado en el objetivo 2. En este segundo
objetivo se ha investigado la participacion del sistema opioide enddgeno en los efectos reforzantes
de la cocaina mediante la técnica de condicionamiento operante en ratones mu knockout (KO}
constitutivos. Durante esta (ltima fase del proyecto se ha completado el nimero de animales para
cada grupo experimental de ratones knockout constitutivos del receptor mu. Ademads, se han
finalizado los estudios de comportamiento en este objetivo de los ratones KO para el receptor

opioide delta y el precursor pre-proencefalina.

Objetivo 2a. Investigar la participacion de diferentes componentes del sistema opioide

endogeno en la recaida a un comportamiento de bisqueda de cocaina mediante el empleo de

ratones knockout constitutivos {subproyecto 1, objetivo 2a). -

En una primera serie experimental, se investigo la participacién del sistema opioide endogeno en

tos efectos reforzantes de la cocaina mediante la técnica de condicionamiento operante en
ratones knockout (KO) constitutivos deficientes en el receptor opioide mu. Los ratones fueron
entrenados en los programas de refuerzo de razon fija 1 yv 3 (FR1 y FR3) para una
autoadministracion operante de cocaina (0.5 mg/kg). Durante los primeros dias de entrenamiento
en razon fija 1, los ratones KO presentaron un menor nimero de infusiones que los WT. Despues de
este perfodo de entrenamiento en FR1 y FR3 los animales se expusieron a una sesion de razén
progresiva (PR) para evaluar su motivacion en la obtencién de la cocaina. Nuestros resultados
muestran que los ratones KO presentan una tendencia a una menor motivacion que los animales
wild-type (WT). Los ratones que alcanzaron los criterios de adquisicion fueron sometides a un
periodo de extincién. La recaida a la autoadministracién de cocaina se indujo por factores
ambientales asociados a la droga en ratones que mostraron extincién. Ambos genotipos recayeron
en la bisqueda de cocaina, no obstante, la recaida en los ratones KO fue menor que la de los
ratones control WT. En resumen, el receptor opioide mu esta implicado en los efectos
reforzantes de la cocaina y la dosis de 0.5 mg/kg/infusién es menos reforzante en los ratones
mutantes. A continuacion se realizaron cortes de los cerebros de estos animales y ensayos de
inmunofluorescencia de los niveles de expresién de c-fos, analizando la activacidn neuronal en
diversas areas cerebrales relacicnadas con los procesos de recompensa {(corteza prelimbica,
estriado, ndcleo accumbens, amigdala e hipocampo). No se observaron diferencias significativas
en la activacién neuronal, de las diferentes areas estudiadas, entre los ratones KO y los controles
WT.

En una segunda serie experimental, se evaluaron las propiedades adictivas de la cocaina en

ratones deficientes para la el receptor opiode delta. Estos ratones KO y sus controles WT fueron

entrenados para autoadministrarse cocaina en sesiones FR1, FR3 y PR. Nuestros resultados muestran




que los ratones KO presentan una menor motivacién por la cocaina que los ratones controles WT.
L.os ratones que alcanzaren los criterios de fuercn sometidos a un periodo de extincion. La recaida a
la autoadministracion de cocaina se indujo por factores ambientales asociados a la droga. Los

resultados demuestran que el receptor opicide delta esta implicado en los efectos reforzantes de la

cocaina y que existen diferencias significativas entre genotipos en la recaida a la blsqueda de la
droga. A continuacion se realizaron cortes de los cerebros de estos animales, ensayos de
inmunofluorescencia de los niveles de expresion de c-fos, analizando la activacion neuronal en
diversas areas cerebrales relacionadas con los procesos de recompensa (corteza prelimbica,
estriado, nlcleo accumbens, amigdala e hipocampo). Nuestros resultados muestran que en las areas
cerebrales del estriado, niclec accumbens y la corteza prelimbica, los animales KO presentan una

menor activacion neuronal evidenciada por una menor expresion de c-fos.

En una tercera serie experimental, se evaluaron las propiedades adictivas de la cocaina en

ratones deficientes para el precursor de la proencefalina. Estos ratones KO y sus controles WT
fueron entrenados para autoadministrarse cocaina en sesiones de FR1, FR3 y PR. Los ratones KO
presentan una menor motivacién por la cocaina en comparacién con los ratones controles WT. Los
ratones fueron sometidos a un periodo de extincién y la recaida a la autoadministracién de cocaina

se indujo por factores ambientales asociados a la droga. Los resultados demuestran que el

precursor pre-proencefalina estd implicado en los efectos reforzantes de la cocaina. No

obstante, no se observaron diferencias significativas en la recaida a la bisqueda de a droga.

Obijetivo 2b. Evaluar la participacion de los receptors opioides mu, delta v de la pre-

proencefalina en la auto-administracion frustrada de cocaina (subproyecio 1, objetive 2b),

En una primera serie experimental se utilizaron ratones knockout deficientes en el receptor opioide

mu. Tras la fase de entrenamiento y adquisicion del condicionamiento operante mantenido por
comida en razén fija 1, 5 y 10 (FR1, FR5 y FR10), Eos-animales fueron sometidos a 10 sesiones en
razon progresiva (PR). Durante estas sesiones no se observaron diferencias significativas entre los
ratones WT y KO. Después de estas sesiones, se realizd una Ultima sesidn donde los animales que
alcanzaron la razdn 150 de la serie anteriormente descrita fueron divididos en tres grupos
experimentales: control positivo, grupo de frustracion y grupo de desesperacion aprendida. Los
ratones expuestos a la administracion frustrada de una recompensa, después de alcanzado un punto
de respuestas de 150, perseveraron en las respuestas en la palanca activa. Por otro lade, los ratones
KO incrementaron de manera significativa dicha perseverancia en comparacion con el resto de
grupos. Los resultados mostraron también un mayor comportamiento agresivo en el grupo de

frustracién KO en comparacién con el resto de grupos.

En una segunda serie experimental, se realizd el mismo procedimiento con animales WT y KO

deficientes en el receptor opiocide delta. Del mismo modo que con los ratones KO deficientes en el
receptor opioide mu, los animales frustrados perseveraron en la manipulacion de la palanca activa

mas que sus controles, siendo los animales KO frustrados los que presentaron una mayor



perseverancia respecto al resto de grupos durante los 10 minutos adicionales posteriores a la razén
130. Los animales frustrados KO no presentaron un mayor comportamiento agresivo tras esta

frustracian.

En una tercera serie experimental, se llevd a cabo un abordaje experimental similar para evaluar las
consecuencias de un comportamiento operante frustrado de blsqueda compulsiva de cocaina en
ratones KO deficientes en el receptor opioide mu y sus controles WT. En primer tugar, los ratones
fueron entrenados en patrones de refuerzo FR1, FR3 y PR para obtener cocaina (0.5
mg/Kg/infusién). Tras 5 dias de sesiones en PR se realizd una sesién adicional, donde aquellos
ratones que alcanzaron un indice de respuestas de 40 se dividieron en 2 grupos experimentales: los
que fuercn sometidos al paradigma de frustracién y sus controles positivos. Los datos muestran que
los ratones expuestos a la administracién frustrada de cocaina tras completar la razén 40
perseveraron en las respuestas del orificio activo sin diferencias entre genotipo. Asimismo, se
observé un comportamiento agresivo mayor en el grupo de frustracién, que resultdé ser mas

estable en el grupo KO.

En una cuarta serie experimental, se llevo a cabo un abordaje experimental similar para evaluar las

consecuencias de un comportamiento operante frustrado de bisqueda compulsiva de cocaina en
ratones KO del receptor opioide delta y sus controles WT. Los datos muestran que los ratones
expuestos a la administracion frustrada de cocaina tras completar la razon 40 de la serie de razén
progresiva, perseveraron en las respuestas del orificio active sin diferencias entre genotipos, El

grupo de frustracién mostré una tendencia mas agresiva comparado con el grupo controt.

Nuestros resultados demuestran que la administracién frustrada del reforzante, en este caso
comida y/o cocaina, provoca cambios comportamentales en los ratones sometidos a dicha
frustracion, que se manifiestan en un incremento de la respuesta operante tras la frustracidn y de
la agresividad. Al mismo tiempo, nuestros resultados también demuestran el papel especifico de

los receptores opioides mu y delta en dicha frustracion provocada por la ausencia de refuerzo.

Objetivo 2c. Investigar la participacién de poblaciones especificas de péptidos y receptores

opicides limbicos en la recaida a un comportamiento de busgqueda de drosa mediante el empleo

de ratones knockout condicionales (subproyecto 1, objetivo 2c).

Se utitizaron ratones knockout condicionales, denominados ratones mu GABA -/-, que no expresan el
receptor opioide mu en neuronas gabaérgicas principalmente localizadas en el sistema limbico. De
acuerdo con la literatura, se asumid que un modelo animal de autcadministracién intravenosa de

heroina seria mas adecuado que la autoadministracion de otras drogas de abuso por ser el receptor

mu opicide el principal blanco de esta droga. En una primera serie experimental, se estudid la
curva de dosis respuesta y la recaida inducida por el estimulo condicionado. Se utilizé un disefio
intra-sujetos en el que las dosis de heroina se iban presentando en orden decreciente en un

programa de razon fija 1. Después de 21 dias de autoadministracion intravenosa de heroina con



diferentes dosis (0.1, 0.05, 0.025, 0.0125 y 0.006 mg/kg/infusién de 23 ul) se realizd una sesién de
PR para evaluar la motivacién por la bisqueda de heroina, tras la cual los animales fueron expuestos
a un periodo de extincion. Después de este periodo de extincidn se sometid a los animales a una
prueba de recaida inducida por la presentacion del estimulo condicionado asociado a la obtencidn

de la droga. Los resultados obtenidos en la adquisicion del comportamiento operante mantenido por

heroina muestran que los ratones knockout condicionales mu GABA -/- presentaron mayor
numero de inyecciones que los ratones WT durante los primeros dias de adquisicion con la dosis de
0.1 mg/kg/infusién. Los ratones mu GABA -/- presentaron mejor discriminacién entre el agujero
activo e inactivo que los ratones WT. La curva dosis-respuesta presena un aplanamiento en los
animales WT en comparacidn con los ratones mu GABA -/-. Ambos genotipos presentaron niveles
de respuesta mas elevados con dosis menores de la droga. La motivacion por fa bisqueda de
herofna con la dosis de 0.0125 mg/kg/infusidn también es mayor en los ratones mu GABA -/- que en
tos WT. Despueés de evaluar a los animales en la prueba de motivacion por la heroina, entran en una
‘fase de extincién y, una vez finalizada ésta, se evalud en los animales la recaida inducida por un
estimulo condicionado asociado a la droga. Los ratones mu GABA -/- presentaron un mayor niimero
de respuestas en el agujero activo que durante la fase de extincion y que los ratones WT durante el

test de recaida.

En una seaunda serie experimental se utilizo la dosis -dptima de heroina teniendo en cuenta la serie

experimental anterior {0.006 mg/kg/infusion). Después de 10 dias de autoadministracion intravenosa
de heroina en FRT se realizo una sesion de razén progresiva seguida de una fase de extincion y de un
test de recaida. La adquisicién del comportamiento operante mantenido por heroina con la dosis de
0.006 mg/kg/infusion fue similar en los dos genotipos. Los niveles de discriminacién y estabilidad
de la respuesta operante son similares en los dos genotipos. La motivacién por la busqueda de
herofna (0.006 mg/kg/infusién) también es mayor en los ratones mu GABA -/- gque en los WT. Al
finalizar la fase de extincion, se evalud la recaida inducida por un estimulo condicionado asociado
a la droga. Tanto los ratones mu GABA -/- como los WT presentaron mayor niimero de respuestas en

el agujero activo durante la recaida que durante la fase de extincion.

En una tercera serie experimental, se estudid en estos animales knockout condicionales la

adquisicién del comportamiento operante mantenido por comida de alta palatabilidad con el
objetivo de estudiar la participacién de los receptores mu opiodes localizados en neuronas
gabaérgicas en los efectos reforzantes de una sustancia natural. También se disefd con el
abjetivo de tener un control de los experimentos 1 y 2 realizados con heroina y poder comprabar si

el fenotipo de los animales mutantes era o no especifico de la droga. Los resultados obtenidos

muestran niveles similares de adquisicion y de esta respuesta operante en ambos genotipos. Es
interesante destacar que los ratones mu GABA -/- presentaron mayor nimero de respuestas en el

agujero activo durante el periodo de time-out cuando el reforzador no es accesible.



Objetivo_2d, Investigar la participacién de poblaciones especificas de peéptidos y receptores

opioides limbicos en las respuestas comportamentales y bioquimicas producidas por un

comportamiento frustrado de bilisqueda compulsiva de drosa mediante el empleo de ratones

knockout condicionales (subproyecto 1, objetivo 2d),

Este objetivo se alcanzo con el estudio detallado de la fase de extincién de un comportamiento de
autoadministracién de heroina en ratones knockout condicionales deficientes en los receptores mu
opioides localizados en las neuronas gabaérgicas, siguiendo el protocolo descrito en el experimento
1 del objetivo 2c. Despues de evaluar a los animales en sesiones de razdn fija y de razén progresiva,
estos entraron en una fase de extincion de la conducta de bisqueda de la droga, donde aprenden
gue su conducta no tiene como consecuencia la obtencion de la misma. El primer dia de extincidn
los ratones knockout condicionales muestran un incremento del nimero de respuestas para la
obtencion de la droga en comparacion con el grupo control. Este incremento de la respuesta en
ausencia de la droga corresponde a un estado de frustracion producido por la ausencia del
reforzador. A medida que pasan los dias la respuesta de los animales va bajando progresivamente
hasta que llega al mismo nivel que la respuesta en el agujero inactivo. Se pierde la discriminacion
entre los agujeros activo e inactivo y se reduce la respuesta de bisqueda de la droga hasta niveles
inferiores al 30% de la respuesta que se presentaba en la fase de adquisicién. Los animales WT no
presentan este incremento de la respuesta el primer dia que se retira la droga y mantienen un nivel

de respuesta bajo durante toda la fase de extincion de la respuesta operante.

Estos resultados reflejan un cambio de conducta que aparece en ausencia de los receptores
opioides mu en neuronas gabaérgicas cuando los animales son expuestos a una frustracién al no

conseguir la droga tras la realizacion de la conducta operante.

MODIFICACIONES DE LA METODQLOGiA Y PLAN DE TRABAJO SOBRE LOS
PROYECTADOS Y SU JUSTIFICACION:

En relacion al objetivo 2, no se han realizado cambios sustanciales del planteamiento inicial de la
metodologia y el plan de trabajo proyectado. En el subproyecto 2, se incorporé un grupo controt
adicional, Yoked, al conjunto de grupos ya planificados para la correcta interpretacién de los
resultados del estudic gendmico, necesario para poder discriminar el efecto de ia administracion no

contingente del reforzante.




ARTICULOS PUBLICADOS COMO CONSECUENCIA DE LA ACCION: (Se

adjuntardn tres separatas de cada uno de ellos)

Se han publicado o estan en vias de publicacion los siguientes articulos:

Burokas A, Gutiérrez-Cuesta J, Martin-Garcia E, Maldonado R. Operant model of frustrated expected
reward in mice. Addiction Biology, 2012 Jul; 17(4):770-82. doi: 10.1111/j.1369-1600.2011.00423.x.
[Epub ahead of print] PMID: 22264360

Fernandez-Castillo N, Orejarena MJ, Ribasés M, Blanco E, Casas M, Robledo P, Maldonado R,
Cormand B. Active and passive MDMA (‘ecstasy’) intake induces differential transcriptional changes in
the mouse brain, Genes Brain & Behavior, 2012 Feb; 11(1):38-51. doi: 10.1111/j.1601-
183X.2011.00735.x. Epub 2011 Nov 16. PMID: 21951708.

Burokas A, Martin-Garcia E, Gutiérrez-Cuesta J, Rojas S, Herance R, Gispert JD, Maldonado R.
Depressive-like behavior induced by chronic stress in CB1 knockout mice: a PET study with [''C]-

DASB. Molecular Imaging, in preparation {December 2012)

Teixeira CM, Martin ED, Sahin I, Masachs N, Pujadas L, Corvelo A, Bosch C, Rossi D, Martinez A,
Maldonado R, Dierssen M, Soriano E. Overexpression of Reelin prevents the manifestation of
behavioral phenotypes related to schizophrenia and bipolar disorder. Neuropsychopharmacology.
2011 Nov;36(12):2395-405. doi: 10.1038/npp.2011.153. Epub 2011 Aug 3. PMID:21814183

Robledo P, Berrendero F, Maldonado R. Role of the endogenous cannabinoid system in addiction
using genetic animal models. Review. Current Opinion in Neurobiology, submitted (December
2012)

Martin-Garcia E, Fernandez-Castillo N, Burokas A, Gutiérrez-Cuesta J, Ribasés M, Cormand B,
Maldonado R. Operant model of frustrated expected chocolate reward induces differential

transcriptional changes in the mouse brain. Addiction Biology, in preparation (December 2012)

Fernandez-Castillo N, Gutiérrez-Cuesta J, Burokas A, Martin-Garcia E, Ribasés M, Maldonado R,
Cormand B. Operant model of frustrated expected cocaine reward induces differential
transcriptional changes in the mouse brain. Addiction Biology, in preparation (December 2012)

También se han publicado los siguientes articulos:

Guegan T, Cutando L, Ayuso E, Santini E, Fisone G, Bosch F, Martinez A, Valjent E, Maldonado R,
Martin M. Operant behavior to obtain palatable food modifies neuronal plasticity in the brain reward
circuit. European Neuropsychopharmacology, 2012 May 22. [Epub ahead of print]. PMID: 22612989




Guegan T, Cutando L, Gangarossa G, Santini E, Fisone G, Martinez A, Valjent E, Maldonado R, Martin
'M. Operant behavior to obtain palatable food modifies FRK activity in the brain reward circuit.
European Neuropsychopharmacology, 2012 March 11. [Epub ahead of print]. PMID: 22580057

Ademas, los resultados derivados de este proyecto han sido presentados en posters en diversos

congresos internacionales tales como:

- July 2012, Barcelona. 8" FENS forum of European Neuroscience.

Presentation: Poster

Elena Martin-Garcia, Lucie Bourgoin, Adeline Cathala, Umberto Spampinato, Rafael Maldonado, Pier
Vincenzo Piazza, Giovanni Marsicano and Véronique Deroche-Gamonet Differential control of

cocaine reinforcing effects by CB1 receptors on excitatory and inhibitory transmissions.

- September 2012, Lecce/ltaly. Workshop on Eating Behaviour and Obesity by European
Behavioural Pharmacology Society.

Presentation: oral communication

A. Burokas, E. Martin-Garcia, J. Gutiérrez-Cuesta, S. Mancino, M. Gutiérrez and R. Maldonado.

Modeling food addictin in mice.



LOBJETIVOS PLANTEADOS :(Transcribir los del proyecto original) —I

OBJETIVOS

El objetivo general de nuestro proyecto de investigacion consiste en evaluar los mecanismos
neurobioldgicos implicados en los procesos de recaida al consumo de cocaina y en las
alteraciones que aparecen en el adicto en ausencia de dicho consumo. Para ello planteamos

los siguientes objetivos especificos:

- Puesta a punto de un nuevo modelo operante que permita estudiar en ratones un
comportamiento de frustracion en situaciones de busqueda compulsiva de cocaina
(subproyecto 1, objetivo 1)

- Evaluar las consecuencias de un comportamiento frustrado de blsqueda compulsiva de

cocaina a nivel de la ansiedad y la agresividad (subproyecto 1, objetivo 1)

- Evaluar las consecuencias neuroquimicas de un comportamiento frustrado de busqueda

compulsiva de cocaina (subproyecto 1, objetive 1)

- Evaluar las consecuencias genomicas de un comportamiento frustrado de blsqueda
compulsiva de cocaina (subproyecto 2, ver objetivos especificos descritos en este

subproyecto)

Investigar la participacion de diferentes componentes del sistema opioide enddgenc en la
recaida a un comportamiento de bisqueda de cocaina mediante el empleo de ratones
knockout constitutivos (subproyecto 1, objetivo 2a).

- Investigar la participacion de diferentes componentes del sistema opioide endégeno en las
respuestas comportamentales y bioquimicas producidas por un comportamiento frustrado
de busqueda cornpulsiva de cocaina mediante el empleo de ratones knockout constitutivos
{(subproyecto 1, cbjetivo Zb).

- Investigar la participacion de poblaciones especificas de péptidos y receptores opioides
timbicos en la recaida a un comportamiento de blsqueda de cocaina mediante el empleo
de ratones knockout condicionales (subproyecto 1, objetivo 2c).

- Investigar la participacion de poblaciones especificas de péptidos y receptores opioides

limbicos en las respuestas comportamentales y bioquimicas producidas por un

comportamiento frustrado de blsqueda compulsiva de cocaina mediante el empleo de

ratones knockout condicionales (subproyecto 1, objetivo 2d).



OBJETIVOS CONCRETOS ALCANZADOS: (Ordenar de igual forma que los
planteados. En el caso de proyectos coordinados, el coordinador deberd describir ademas el
desarrollo de la coordinacién entre subproyectos en este afio, v los resultados de dicha
coordinacioén con relacion a los objetivos globales del proyecto)

Durante la ultima fase del proyecto se ha completado el nimero de animales para cada grupo
experimental de ratones knockout constitutivos del receptor mu. Ademas, se han finalizado los
estudios de comportamiento en este objetivo de los ratones KO para el receptor opioide delta y el
precursor pre-proencefalina (objetivos 2a y 2b), y se han estudiado poblaciones especificas de
peptidos y receptores opioides limbicos en la recaida a un comportamiento de bisqueda de droga
asi como en las respuestas comportamentales y biogquimicas producidas por un comportamiento
frustrado de busqueda compulsiva de droga mediante el empleo de ratones knockout condicionales

(objetivos 2c y 2d).

Objetivo 2a, Investigar la participacién_de diferentes componentes del sistema opioide

endbgeno en la recaida a un comportamiento de bisqueda de cocaina mediante el empleo de

ratones knockout constitutivos (subprovecto 1, objetivo 2a).

Se investigo la participacién del sistema opioide endégeno en los efectos reforzantes de la
cocaina mediante la técnica de condicionamiento operante en ratones mu KO constitutivos.
Antes de iniciar el condicionamiento operante se implantd un catéter intravenoso en la yugular de
los ratones para que pudiesen recibir la droga. Después, los ratones fueron entrenados en los
programas de refuerzo de razon fija 1 y 3 (figura 1). La dosis de cocaina autoadministrada por los
ratones en cada infusion fue de 0.5 mg/kg. Durante los primeros dias de entrenamiento en razén
fija 1, los ratones KO presentaron un menor nimero de infusiones que los WT (KO = 4.54 + 1.02 y
WT = 13.15 = 2.90). En resumen, los ratones mu KO presentan menor respuesta operante para la
obtencion de un reforzador como la cocaina bajo el patron de FR1. La dosis de 0.5 mg/kg/infusion

es menos reforzante en los ratones mutantes durante los primeros dias de autoadministracion.

Cocaine self-administration
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Figura 1. Adquisicion del comportamiento operante mantenido por cocaina en ratones knackout
constitutivos del receptor opioide mu (KO MOR) y de los correspondientes animales witd-type
(WT MOR). Nimero de nose-pokes en el agujero activo e inactivo en sesiones de 2 h con la dosis de
0.5 mg/kg/infusion durante 12 dias. Los 5 primeros dias corresponden a un entrenamiento en razdn
fija 1 mientras que los 7 Gltimos corresponden a un entrenamiento en razon fija 3. Los datos estan
expresados en media + SEM {n=11 en el grupo de KO MOR y n=13 en el grupo de ratones WT MOR). *
n<0.05 vs. KO MOR.

Después de este periode de entrenamiento en FR1 y FR3 los animales se expusieron a una sesidn
mas de razén progresiva. En esta sesién la secuencia de respuestas necesarias para obtener un
pellet aumentara de acuerdo con la siguiente secuencia predeterminada: 1-2-3-5-12-18-27-40-60-
90-135-200-300-450-675-1000. Esta sesion permite evaluar la motivacion de los animales en la
obtencién de la cocaina (figura 2). Nuestros resultados muestran que los ratones KO presentan una

tendencia a una menor mativacion que los animales WT.
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Figura 2: Condicionamiento operante mantenido por cocaina en razon progresiva. Razén
alcanzada en la sesion bajo razdén progresiva durante 3 h por los ratones WT y KO del receptor
opioide mu. Los datos estan expresados en media + SEM (n=11 en el grupo de KO MOR y n=13 en el
grupo de ratones WT MOR).

Los ratones que alcanzaron los criterios de adquisicion fueron sometidos a un periodo de extincién
hasta que redujeron el comportamiento operante a un valor inferior o igual al 30% de los niveles
durante la adquisicibn mantenidos durante 3 dias (maximo 15 dias). lLa recaida a la
autoadministracion de cocaina se indujo por factores ambientales asociados en ratones que
mostraron extincion (figura 3). Ambos genotipos recayeron en la blsqueda de cocaina, no obstante,

la recaida en los ratones KO MOR fue significativamente menor que la de los control WT.
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Figura 3: Recaida a la busqueda de cocaina en ratones control (WT MOR) y en ratones knockout
deficientes para el receptor opioide mu (KO MOR). Representacion del promedio de los 3 dias del
entrenarmiento en que los animales alcanzaron el criterio de adquisicion, del promedio de los 3 dias
que se alcanzd el criterio de extincion y la respuesta operante durante la recaida a la bisqueda de
cocaina inducida por el estimulo condicionado. Los datos estan expresados en media + SEM (n=10 en
ambos grupos). * % p<0.0t vs. adquisicion, * * * p<0.001 vs. adquisicidn, # ¥+ vs. extincion, # p<
0.05 vs. KO MOR.

En_resumen, el receptor mu opioide esta implicado en los efectos reforzantes de la cocaina y la
dosis de 0.5 mg/kg/infusidon es menos reforzante en los ratones mutantes. La menor respuesta ¥
recaida de los ratones KO MOR no se explica por posibles dificultades en el aprendizaje operante ya
que el 90 % ha adquirido los criterios de estabilidad y discriminacion, tal como se demuestra en el

porcentaje de adquisicion de la respuesta operante mantenida por cocaina.

Tras completar la fase comportamental se realizaron ensayos de inmunofluorescencia de los
niveles de expresion de c-fos en cortes de los cerebros de estos animales, analizando asi la
activacidn neuronal en diversas areas cerebrales relacionadas con los pracesos de recompensa

(corteza prelimbica, estriado, nicleo accumbens, amigdala e hipocampo) (figura 4 A,B,C,D,E,F,G).
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Figura 4: Niveles de expresion de c-fos en animales knockout del receptor opioide mu (KO MOR)
y controles (WT MOR). (A} estriado, (B) nlicleo accumbens, (C) amigdala, (D) corteza prelimbica,
(E) region CA1 del hipocampo, {F) region CA2 del hipocampo, (G) regién CA3 del hipocampo. Los
datos estan expresados en media + SEM (n=5 en WT MOR, n=7 en KO MOR).

No se observaron diferencias significativas en la activacién neuronal, de las diferentes areas

estudiadas, entre los ratones KO MOR y los controles WT MOR.

Utilizando una aproximacion experimental similar, se han evaluado las propiedades adictivas de la
cocaina en ratones deficientes para la el receptor opiode delta (KO DOR). Estos ratones KO y sus
controles WT fueron entrenados para autoadministrarse cocaina durante 5 dias en sesiones de FR1 y

7 dias en sesiones de FR3 (figura 5).
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Figura 5. Adquisicion del comportamiento operante mantenido por cocaina en ratones knockout
constitutivos del receptor opioide delta (KO DOR) y de los correspondientes animales witd-type
(WT DOR). Nimero de nose-pokes en el agujero activo e inactivo en sesiones de 2 h con la dosis de
0.5 mg/kg/infusion durante 12 dias. Los 5 primeros dias corresponden a un entrenamiento en razdn
fija 1 mientras que los 7 dltimos corresponden a un entrenamiento en razon fija 3. Los datos estan
expresados en media + SEM (n=18 en el grupo de KO DOR y n=14 en el grupo de ratones WT DOR). *
p<0.05 vs. KO DOR.

También fueron expuestos a una sesion de razdn progresiva (figura 6). Nuestros resultados
muestran que los ratones KO DOR presentan una menor motivacion por la cocaina que los

ratones controles WT.
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Figura 6: Condicionamiento operante mantenido por cocaina en razdn progresiva. Razon
alcanzada en la sesidn bajo razdn progresiva durante 3 h por los ratones WT y KO del receptor
opioide deita. Los datos estan expresados en media + SEM (n=18 en el grupo de KO DOR y n=14 en el
grupo de ratones WT DOR). * p<0.05 vs. KO DOR.

Los ratones que alcanzaron los criterios de adquisicion (73% del grupo WT DOR, 72% del grupo KO
DOR) fueron sometidos a un periodo de extincion hasta que redujeron el comportamiento operante
y obtuvieron un valor inferior o igual a un 30% de los niveles durante la adquisicién (maximo 15
dias).La recaida a la autoadministracion de cocaina se indujo por factores ambientales asociados en
ratones que mostraron extincion por exposicion de los mismos a los factores ambientales

previamente asociados a la administracion de droga (figura 7).
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Figura 7: Recaida a la bisqueda de cocaina en ratones control {WT DOR) y en ratones knockout
- deficientes para el receptor opicide delta (KO DOR). Representacion del promedio de los 3 dias
del entrenamiento en que los animales que alcanzaron el criterio de adquisicion, promedio de los 3
dias que se alcanzo el criterio de extincion y la respuesta operante durante la recaida a la busqueda
de cocaina inducida por el estimulo condicionado. Los datos estan expresados en media & SEM
(n=10-13). %% p<0.01 vs. adquisicion, * ** p<0.001 vs. adquisicion, ¥ vs. extincion, ## p<
0.01 vs. KO DOR.

En resumen, el receptor opioide delta estd implicado en los efectos reforzantes de la cocaina y

existen diferencias significativas entre genotipos en la recaida a la blisqueda de la droga.

Tras completar la fase comportamental se realizaron ensayos de inmunofluorescencia de los
niveles de expresion de c-fos en cortes de los cerebros de estos animales, analizando asi la
activacion neuronal en diversas areas cerebrales relacionadas con los procesos de recompensa

{corteza prelimbica, estriado, nicleo accumbens, amigdala e hipocampo) (figura 8 A,B,C,D,E,F,G).
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Figura 8: Niveles de expresion de c-fos en animales knockout del receptor opioide delta (KO
DOR) y controles (WT DOR). (A) estriado, (B) nicleo accumbens, (C) amigdala, (D) corteza
prelimbica, (E) region CA1 del hipocampo, (F) region CA2 del hipocampo, (G) regidn CA3 del
hipocampo. Los datos estan expresados en media = SEM {n=3 en WT DOR, n=5 en KO DOR). * p<0.05
vs. WT DOR; * % p<0.01 vs. KO DOR.

Nuestros resultados muestran que en las areas cerebrales del estriado, nlcleo accumbens v la

corteza prelimbica, los animales KO DOR presentan una menor activacion neuronal evidenciada

por una menor expresion de c-fos.

Se han evaluado las propiedades adictivas de la cocaina en ratones deficientes para el precursor
de la proencefalina (KO PENK). Estos ratones KO y sus controles WT fueron entrenados para

autoadministrarse cocaina durante 5 dias en sesiones de FR1 y 7 dias en sesiones de FR3 (figura 9).
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Figura 9. Adquisicion de! compertamiento operante mantenido por cocaina en ratones knockout

constitutivos del precursor pre-proencefalina (KO PENK) y de los correspondientes animales
witd-type (WT PENK). NOmero de nose-pokes en el agujero activo e inactivo en sesiones de 2 h con



ta dosis de 0.5 mg/kg/infusion durante 12 dias. Los 5 primeros dias corresponden a un
entrenamiento en razon fija 1 mientras que los 7 dltimos corresponden a un entrenamiento en
razon fija 3. Los datos estan expresados en media + SEM (n=14 en el grupo de KO PENK y n=11 en el
grupo de ratones WT PENK). * p<0.05 vs. KO PENK, * % p<0.01 vs. KO PENK.

Después del periodo de adguisicion los animales fueron expuestos a una sesion de razon progresiva
(figura 10}. Nuestros resultados muestran gque los ratones KO presentan una menor motivacion por
la cocaina en comparacion a los ratones controles WT.
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Figura 10: Condicionamiento operante mantenido por cocaina en razdm progresiva. Razdn
alcanzada en la sesién bajo razdn progresiva durante 3 h por los ratones WT y KO del precursor pre-
proencefalina. Los datos estan expresados en media + SEM (n=14 en el grupo de KO PENK y n=14 en
el grupo de ratones WT PENK). % p<0.05 vs. KO PENK.

Los ratones que alcanzaron los criterios de adquisicion (100% de animales WT PENK y el 73% de
animales KO PENK) fueron sometidos a un periodo de extincion hasta que reducen el
comportamiento operante a un 30% de los niveles durante la adquisicion (méaximo 15 dias). La
recaida a la autoadministracion de cocaina se indujo por factores ambientales asociados en ratones
gue mostraron extincion por exposicion de los mismos a los factores ambientales previamente

asociados a la administracion de droga (figura 11).
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Figura 11: Recaida a la bilisqueda de cocaina en ratones control (WT PENK) y en ratones
knockout deficientes para el precursor pre-proencefalina (KO PENK). Representacién del
promedio de los 3 dias del entrenamiento en que los animales alcanzaron el criterio de adquisicidn,
del promedio de los 3 dias que se alcanzd el criterio de extincion y la respuesta operante durante la
recaida a la bisqueda de cocaina inducida por el estimulo condicionado. Los datos estan expresados
en media + 5EM (n=8-14). * p<0.05 vs. adquisicion, ** p<0.01 vs. adquisicidn, * % % p<0,001 vs.
adquisicion, ¥ p<0.01 vs. extincion, +r¥+r vs. extincidn, ## p< 0.01 vs. KO DOR.

En_resumen, el precursor pre-proencefalina esta implicado en los efectos reforzantes de la
cocaina y la dosis de 0.5 mg/kg/infusion es menos reforzante en los ratones mutantes. No obstante,

no se observaron diferencias significativas en la recaida a la bliisqueda de la droga.

Objetivo 2b., Evaluar la_participacion de los receptors opioides mu, delta v de la pre-

proencefalina en la auto-administracién frustrada.

Tras la fase de entrenamiento y adquisicion del condicionamiento operante mantenido por comida
bajo razén fija 1, 5 y 10, los animales fueron sometidos a 10 sesiones bajo razon progresiva. En estas
sestones la secuencia de respuestas necesarias para obtener un pellet aumentara de acuerdo con la
siguiente secuencia predeterminada: 1-2-3-5-12-18-27-40-60-85-115-150-300. Durante estas sesiones
no se observaron diferencias significativas entre los ratones WT y los KO para el receptor opioide
mu. Después de estas 10 sesiones, se realizé una Gltima sesion donde los animales que alcanzaron la
razon 150 de la serie anteriormente descrita fueron divididos en tres grupos experimentales: control

positivo, grupo de frustracion y grupo de desesperacion aprendida.

Los ratones expuestos a la administracidn frustrada de una recompensa, después de alcanzado un
punto de respuestas de 150, perseveraron en las respuestas en la palanca activa. En el caso de los
animales WT que experimentaron dicha frustracion perseveraron mas que sus controles no
frustrados. Por otro lado, fueron los ratones KO del receptor opioide mu frustrados los que mayor
nimero de respuestas realizaron durante los 10 min adicionales, en comparacion con el resto de

grupos (Figura 12).
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Figura 12, Manipulaciones en la palanca activa después de alcanzar [a razén 150. Nimero de
manipulaciones en la palanca activa durante 10 min adicionales posteriores a alcanzar la razon 150.
Los datos se expresan como media + SEM (n =10 en cada grupo). % p < 0.05, ¥ % p < 0.01, ¥ %% p <
0.001 vs. Control positivo entre genatipo, % p < 0.05 vs. WT entre grupo experimental, ++ p < 0.01
vs. desesperado entre genotipo (one-way ANQVA).

Los resultados con el test del residente-intruse revelaron un mayor comportamiento agresivo en el
grupo de frustracion en WT y mu KO respecto a sus controles. Al mismo tiempo, los ratones
frustrados KO del receptor mu opioide mostraron el mayor comportamiento agresivo en

comparacion con el resto de grupos (Figura 13).
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Figura 13. Test del residente intruso de ratones mu KO y WT. Nimero de comportamientos
agresivos. Los datos se expresan como media = SEM (n = 10 en cada grupo). #% p < 0.01, %+ p <
0.001 vs. WT control positivo, ® %% p < 0.001 vs. control positivo KO, +++ p < 0.001 vs. desesperado
WT, ### p < 0.001 vs. desesperado KO, @@@ p < 0.001 vs. frustracion WT (one-way ANOVA).

El misme procedimiento se realizé con animales WT y KO del receptor opioide delta. Después de la
fase de adquisicién y entrenamiento bajo razon fija 1, 5 y 10, estos animales se sometieron a 10
sesiones bajo razén progresiva. No se observaron diferencias significativas entre genotipos en cuanto

a la razon alcanzada por los animales durante estas sesiones.

Tras las 10 sesiones, se realizé una sesion adicional en razdn progresiva, en la cual los animales que
completaron la razon 150 se dividieron en 2 grupos experimentales (control positivo y frustracion).
Del mismo modo que con los ratones mu KO, los animales frustrados perseveraron en la
manipulacion de la palanca activa mas que sus controles, siendo los animales delta KO frustrados los
que presentaron el mayor ndmero de manipulaciones en la palanca activa respecto al resto de

grupos durante los 10 min adicionales posteriores a la razén 150 (Figura 14).
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Figura 14, Manipulaciones en la palanca activa después de alcanzar la razén 150. Ndmero de
manipulaciones en la palanca activa durante 10 min adicionales posteriores a alcanzar la razén 150.
Los datos se expresan como media + SEM (n =6 en cada grupo). * p < 0.05, * * p<0.01, *%% p<
0.001 vs. control positivo entre genotipo, * p < 0.05 vs. WT entre grupo experimental {one-way
ANOVA).

Et test del residente intruso expuso que los animales frustrados delta KO y WT mostraron un mayor
comportamiento agresivo que sus controles. No obstante, esta diferencia fue significativa solamente

en el grupo frustrado WT respecto a su control (Figura 15).
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Figura 15. Test del residente intruso de ratones delta KO y WT. Nimero de comportamientos
agresivos. Los datos se expresan como media + SEM {n = 6 en cada grupo). "% p < 0.01 vs. WT
control positivo {one-way ANOVA).

Un abordaje experimental similar al descrito en el apartado anterior se ha empleado para evaluar
las consecuencias de un comportamiento operante frustrado de blsqueda compulsiva de cocaina en
ratones KO del receptor opicide mu (KO MOR) y sus controles WT. En primer lugar, los ratones
fueron entrenados en patrones de refuerzo de razén fija 1, 3 para obtener una dosis de cocaina de

0.5 mg/Kg/infusion (figura 16).
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Figura 16: Adquisicién del comportamiento operante mantenido por cocaina en ratones
knockout constitutivos del receptor opioide mu (KO MOR) y de los correspondientes animales
witd-type (WT MOR). Nimero de nose-pokes en el agujero activo e inactivo en sesiones de 2 h con
la dosis de 0.5 mg/kg/infusion durante 10 dfas. Los 5 primeros dias corresponden a un
entrenamiento en razon fija 1 mientras que los 5 Gltimos corresponden a un entrenamiento en razén
fija 3. Los datos estan expresados en media + SEM (n=10 en ambos grupos).

Después de esta fase de entrenamiento los animales efectuaron 5 sesiones bajo razdn progresiva. En
estas sesiones la secuencia de respuestas necesarias para obtener una infusion de cocaina

aumentara de acuerdo con la siguiente secuencia predeterminada: 1-2-3-5-12-18-27-40 {Figura 17).
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Figura 17. Condicicnamiento operante mantenido por cocaina en razén progresiva. Razdén
alcanzada en las sesiones bajo razon progresiva durante 2 h por los ratones WT y KO del receptor
opigide mu.

Tras 5 dias de sesiones bajo PR se realizé una sesion adicional, donde aquellos ratones que
alcanzaron un indice de respuestas de 40 en el patron de razon progresiva se dividieron en 2 grupos
experimentales: los que fuercn sometidos al paradigma de frustracién tras la auto-administracion y

sus controles positivos. Las consecuencias de este comportamiento operante de frustracién se



evaluaron a nivel comportamental. Los datos muestran que los ratones expuestos a la administracién
frustrada de cocaina tras completar la razén 40 de la serie de razén progresiva, perseveraron en las

respuestas del orificio activo sin diferencias entre genotipos (Fig. 18).
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Figura 18. Manipulaciones en el orificio activo después de alcanzar la razén 40. Nimero de
manipulaciones en el orificio activo durante 10 min adicionales posteriores a alcanzar la razén 40.
Los datos se expresan como media + SEM (n =3-6). * p<0.05 vs. WT MOR, * % p<0.01 vs. WT MOR.

Son destacables los resultados con el test del residente intruso, que muestran una tendencia mas
agresiva en el grupo de frustracion comparado con el grupo control. Ademas, esta tendencia es mas

estable en los animales frustrados mu KO (figura 19).
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Figura 19, Test del residente intruso de ratones mu KO y WT. (A) Latencia del primer evento
agresivo (B) Nimero de comportamientos agresivos. Los datos se expresan como media + SEM (n = 3-
6). * p<0.05 vs. WT MOR, ** p<0.01 vs. WT MOR.



Un abordaje experimental similar al descrito en el apartado anterior se ha empleado para evaluar
las consecuencias de un comportamiento operante frustrado de blsqueda compulsiva de cocaina en
ratones KO del receptor opioide delta (KO DOR) y sus controles WT. En primer lugar, los ratones
fueron entrenados en patrones de refuerzo de razdn fija 1, 3 para obtener una dosis de cocaina de

0.5 mg/Kg/infusion (figura 20).
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Figura 20: Adquisicion del comportamiento operante mantenido por cocaina en ratones
knockout constitutivos del receptor opioide delta (KO DOR) y de los correspondientes animales
witd-type (WT DOR). Nimero de nose-pokes en el agujero activo e inactivo en sesiones de 2 h con
la dosis de 0.5 mg/kg/infusion durante 10 dfas. Los 5 primeros dias corresponden a un
entrenamiente en razén fija 1 mientras que los 5 (ltimos corresponden a un entrenamiento en razén
fija 3. Los datos estan expresados en media + SEM (n=6 en el grupo de KO DOR y n=8 en el grupo de
ratones W1 DOR),

Después de esta fase de entrenamiento los animales efectuaron 5 sesiones bajo razon progresiva. En
estas sesiones la secuencia de respuestas necesarias para obtener una infusién de cocaina

aumentara de acuerdo con la siguiente secuencia predeterminada: 1-2-3-5-12-18-27-40 (Figura 21).

a5 *k

35 A
30 4

25 -

Ratio

20 1

15 1

10 4

k| 2 3 4 5
Sessions

=§-WTDOR -Q-KODOR

Figura 21. Condicionamiento operante mantenido por cocaina en razdn progresiva. Razdn
alcanzada en las sesiones bajo razon progresiva durante 2 h por los ratones WT y KO del receptor
opioide delta y sus controles wild-type.



Tras 5 dias de sesiones en razdn progresiva se realizé una sesion adicional, donde aquellos ratones
que alcanzaron un indice de respuestas de 40 en el patrén de razon progresiva se dividieron en 2
grupos experimentales: los que fueron sometidos al paradigma de frustracién tras la auto-
administracion y sus controles positivos. Las consecuencias de este comportamiento operante de
frustracion se evaluaron a nivel comportamental. Los dates muestran que los ratones expuestos a la
administracion frustrada de cocaina tras completar la razén 40 de la serie de razon progresiva,

perseveraron en las respuestas del orificio activo sin diferencias entre genotipo (figura 22).
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Figura 22. Manipulaciones en el orificio activo después de alcanzar la razén 40. Nimero de
manipulaciones en el orificio activo durante 10 min adicionales posteriores a alcanzar la razdn 40.
Los datos se expresan como media £ SEM (n =2-5).

Son destacables, ademas, los resultados que se obtuvieron con el test del residente-intruso, que
mostraron una tendencia mas agresiva en el grupo de frustracion comparado con el grupo control
{figura 23).
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Figura 23. Test del residente intruso de ratones mu KO y WT. (A} Latencia del primer evento
agresivo (B) Nimero de comportamientos agresivos. Los datos se expresan como media + SEM (n = 2-
5).

Nuestros resultados demuestran que la administracién frustrada del reforzante, en este caso

comida y/o cocaina, provoca cambios comportamentales en los ratones sometidos a dicha
frustracion, que se manifiestan en un incremento de la respuesta operante tras la frustracion y un
incremento de la agresividad. Al mismo tiempo, nuestros resultados también demuestran el papel
especifico de los receptores opioides mu y delta en dicha frustracién provacada por la ausencia de

refuerzo.

Objetivo 2¢. Investigar la_participacién_de poblaciones especificas de péptidos v receptores

opioides limbicos en la recaida a un comportamiento de blsqueda de droga mediante el empleo

de ratones knockout condicionales (subproyecto 1, objetivo 2¢).

El objetivo fue estudiar la participacion de poblaciones especificas de receptores mu opiocides
limbicos en la recaida a la blsqueda de la droga, después de un periodo de abstinencia. Para ello se
utilizaron ratones knockout condicionales, denominados ratones mu GABA -/-, que no expresan el
receptor p opioide en neuronas gabaérgicas principalmente localizadas en el sistema limbico. En
base a la literatura, se asumid que un modelo animal de autoadministracion intravenosa de heroina
seria mas adecuado que la autoadministracion de otras drogas de abuso por ser el receptor mu
opioide el principal target de esta droga. Se llevaron a cabo las tres series experimentales que se

detallan a continuacion.

Experimento 1: curva dosis respuesta y recaida inducida por el estimulo condicionado

Como primer objetivo, se realizé una curva dosis respuesta de heroina. Se utilizd un diseno intra-
sujetos en el que las dosis de heroina se iban presentando en orden decreciente y después de que
los animales presentasen como minimo 2 dias de estabilidad en el nimero de inyecciones recibidas.
El programa de refuerzo utilizado fue el de razon fija 1 (cada respuesta del raton es reforzada por

una inyeccioén de heroina) v la duracién de las sesiones fue de una hora por dia. Las dosis de heroina



utilizadas fueron las siguientes: 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125 y 0.006 mg/kg/infusion de 23 pl. Después
de 21 dfas de autoadministracién intravenosa de heroina con diferentes dosis se realizd una sesion
de tres horas para evaluar la motivacion por la bisqueda de heroina con el programa operante de
razon progresiva. En este programa la secuencia de respuestas necesarias para obtener una
inyeccion intravenosa de la droga aumenta de acuerdo con la siguiente secuencia predeterminada:
1-2-3-5-12-18-27-40-60-85-115-150-300. Después de la sesién de razén progresiva se sometié a los
anmimales a un periodo de extincion de 13 sesiones de 1 hora al dia en las cuales los animales no
tenian accesc a la droga y se esperaba que la respuesta operante se redujera hasta valores
inferiores al 30 % de los niveles previos de respuesta obtenidos cuando el acceso a la droga estaba
presente. Después de este periodo de extincidn se sometid a los animales a una prueba de recaida
inducida por la presentacion del estimulo condicionado asociado a la obtencién de la droga y
contingente a la respuesta del animal. Dicho estimulo condicionado consistia en la presentacién de
una luz situada encima del agujero active que se encendia cada vez que el animal emitia una
respuesta operante para obtener la droga. Se considera que los estimulos asociados al consumo de
drogas son capaces de inducir recaida de la biisqueda compulsiva de la droga. Para mas detalles

sobre el protocolo, ver figura 24.
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Figura 24. Protocolo experimental del experimento 1. Las dosis de heroina utilizadas fueron las
siguientes: 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125, 0.006 mg / Kg / infusién. Las sesiones fueran de 1 hora por dia,
el time-out después de cada inyeccion fue de 10 segundos. Cue: estimulo condicionado, luz encima
del agujero activo asociada a la a la presentacion de la droga y presentado despues de la respuesta
del animal. Cue-R: dia del test de recaida inducida por la luz asociada a la droga. FR: Razon fija, PR:
razon progresiva (3 horas).

curva dosis-respuesta

Los resultados obtenidos en la adquisicién del comportamiento operante mantenido por heroina

muestran que los ratones knockout condicionales mu GABA -/- presentan mayor ndmero de
inyecciones que los ratones WT, de forma significativa, durante los primeros dias de adquisicion del
comportamiento operante con la dosis de 0.1 mg/kg/infusion. Durante los 21 dfas de
condicionamiento operante, los ratones mu GABA -/- presentan mejor discriminacion entre el
agujero activo e inactivo que los ratones WT. También presentan una tendencia a incrementar el
ndmero de infusiones a medida que las dosis de herofna van decreciendo. Los animales WT empiezan
a presentar discriminacion entre los agujeros activo e inactivo en las dosis mas bajas de 0.0125 y
0.006 mg/kg/infusién (Figura 25).
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Figura 25. Curva de adquisicién de la respuesta operante mantenida por diferentes dosis de
heroina de ratones knockout condicionales del receptor opioide mu en neuronas gabaérgicas
{Mu GABA -/-) y de los correspondientes animales witd-type (WT). (A) Numero de infusiones vy (B)
de nose-pokes en el agujero activo e inactivo en sesiones de 1 h con las diferentes dosis de heroina
durante 21 dias en razon fija 1. Los datos estan expresados en media + SEM (n=11 en el grupo WT y
n=18 en el grupo de ratones Mu GABA -/-). * p<0.05 vs. Mu GABA -/-.

La curva dosis-respuesta presenta un aplanamiento en los animales WT en comparacion con los
ratones mu GABA -/-, los cuales presentan niveles mas altos de respuesta en todas las dosis testadas
stendo las diferencias significativas en la dosis mas alta de 0.1 y en la dosis intermedia de 0.025
mg/kg/infusién, Ambos genotipos presentan niveles de respuesta mas elevados con dosis menores de

la droga (Figura 26).
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Figura 26. Curva dosis respuesta de heroina de ratones knockout condicionales del receptor
opioide mu en neuronas gabaérgicas (Mu GABA -/-) y de los correspondientes animales witd-type
(WT). Nimero de respuestas en el agujero activo para obtener la droga en sesiones de 1 h con las
diferentes dosis de heroina en razén fija 1. Los datos estdn expresados en media + SEM (n=11 en el
grupo WT y n=18 en el grupo de ratones Mu GABA -/-). * p<0.05 vs. Mu GABA -/-.

La motivacién por la bisqueda de heroina con la dosis de 0.0125 mg/kg/infusion también es mayor
en los ratones mu GABA -/- que en los WT. El trabajo que estan dispuestos a realizar por la
obtencidn de un Gnico reforzador es mas elevado en los animales que no expresan el receptor mu en

neuronas gabaérgicas del sisterna limbico (Figura 27).
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Figura 27. Motivacién por la bisqueda de heroina en el programa de razén progresiva. (A) Punto
de ruptura o razén maxima alcanzada en la sesién bajo razén progresiva y (B) infusiones obtenidas
durante 3 h por los ratones WT y Mu GABA -/-. Los datos estan expresados en media + SEM {(n=11 en
el grupo WT y n=18 en el grupo de ratones Mu GABA -/-). % p<0.05 vs. Mu GABA -/-.

Después de evaluar los animales en la prueba de motivacion por la heroina, entran en una fase de
extincion. Una vez finalizada esta extincidn, se evalud en los animales la recaida inducida por un

estimulo condicionado, la luz asociada a la droga. Los ratones mu GABA -/- presentaron mayor



nimero de respuestas en el agujero activo que durante la fase de extincién y que los ratones WT
durante el test de recaida inducida por la luz. Por el contrario los animales WT presentaron el

mismo nivel de respuestas durante el test de recaida que durante la fase de extincién (Figura 28).
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Figura 28. Respuesta operante mantenida por heroina en ratones WT y en ratones knockout
knockout condicionales del receptor opioide mu en neuronas gabaérgicas (Mu GABA -/-},
Representacion del promedio de los 3 dias del entrenamiento en que los animales alcanzaron el
criterio de adquisicién, del promedio de los 3 dias que se alcanzé el criterio de extincidn y la
respuesta operante durante la recaida de la bisqueda de heroina inducida por el estimulo
condicionado denominado cue. Los datos estén expresados en media + SEM (n=11 en el grupo WT v
n=18 en el grupo de ratones Mu GABA -/-). * p<0.05 vs. Mu GABA -/-.

Experimento 2: Adquisicién del comportamiento operante mantenido por la hercina (0.006

me/ke/infusion) y recaida inducida por el estimulo condicionado

Teniendo en cuenta que en el experimento 1 la Gnica dosis de heroina dénde los ratones WT
discriminaban entre los dos orificios y presentaban un numero de respuestas mas elevado era la
dosis menor de 0.006 mg/kg/infusidn, se utilizd esta dosis para el estudio de la recaida a la
bdsqueda de la droga. Igual que en el experimento anterior, el programa de refuerzo utilizado fue el
de razon fija 1 (cada respuesta del ratén es reforzada por una inyeccidn de heroina) y la duracion de
las sesiones fue de una hora por dia. Después de 10 dias de autoadministracién intravencsa de
heroina se realizé una sesidén de razén progresiva seguida de una fase de extincion y de un test de

recaida (Figura 29).
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Figura 29. Protocolo experimental del experimento 2. La dosis de heroina utilizada fue de 0.006
mg/kg/infusion. Las sesiones fueron de 1 hora por dia, el time-out después de cada inyeccion fue de
10 segundos. Cue: estimulo condicionado, luz encima del agujero activo asociada a la a la
presentacién de la droga después de la respuesta del animal. Cue-R: dia del test de recaida inducida
por la luz asociada al agujerc activo. FR: Razén fija, PR: razén progresiva (3 horas).




La adquisicion del comportamiento operante mantenido por heroina con la dosis de 0.006
mg/kg/infusion fue similar en los dos genotipos. Los ratones knockout condicionales Mu GABA -/-
presentan estadisticamente el mismo nimero de inyecciones que los ratones WT, excepto el primer
dia donde se puede ver una ligera tendencia a presentar mayor nimero de infusiones. Los niveles de
discriminacién y estabilidad de la respuesta operante son similares en los dos genotipos, la
discriminacian entre los dos agujeros aparece el primer dia en los knockout mientras que en los WT

aparece el segundo dia (Figura 30).
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Figura 30. Curva de adquisicion de la respuesta operante mantenida heroina (0.006
mg/kg/infusion) de ratones knockout condicionales del receptor opicide mu en neuronas
gabaérgicas (Mu GABA -/-) y de los correspondientes animales witd-type (WT). (A) Nimero de
infusiones y (B) de nose-pokes en el agujero activo e inactivo en sesiones de 1 h durante 10 dias en
razon fija 1. Los datos estan expresados en media + SEM (n=8 en el grupo WT y n=12 en el grupo de
ratones Mu GABA -/-).



La motivacion por la bisqueda de heroina con ta dasis de 0.006 mg/kg/infusidn también es mayor en
los ratones mu GABA -/- que en los WT aunque la diferencia no es estadisticamente significativa. Los

ratones mutantes alcanzan un punto de ruptura mas elevado que en los WT (Figura 31).
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Figura 31. Motivacién por la busqueda de heroina en el programa de razén progresiva. (A} Punto
de ruptura o razén maxima alcanzada en la sesion bajo razén progresiva y (B) infusiones obtenidas
durante 3 h por los ratones WT y Mu GABA -/-. Los datos estén expresados en media + SEM {n=8 en el
grupo WT y n=12 en el grupo de ratones Mu GABA -/-).

Al finalizar la fase de extincidn, se evalud a los animales en la prueba de recaida inducida por un
estimulo condicionado, la luz asociada a la droga. Al igual que en las fases anteriores de adquisicién
y extincion, no se encontraron diferencias significativas entre genotipos. Tanto los ratones mu GABA
-/- como los WT presentaron mayor nimero de respuestas en el agujero activo durante la recaida

que durante la fase de extincion (Figura 32).
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Figura 32. Respuesta operante mantenida por heroina en ratones WT y en ratones knockout
knockout condicionales del receptor opicide mu en neuronas gabaérgicas (Mu GABA -/-).
Representacion del promedio de los 3 dias del entrenamiento en que los animales alcanzaron el
criterio de adquisicion, del promedio de los 3 dias que se alcanzd el criterio de extincidn y la
respuesta operante durante la recaida de la blsqueda de heroina inducida por el estimulo
condicionado denominado cue. Los datos estan expresados en media + SEM (n=8 en el grupo WT vy
n=12 en el grupo de ratones Mu GABA -/-).

Experimento 3: Adquisicién del comportamiento operante mantenido chocolate

El estudio de la adquisicién del comportamiento operante mantenido por chocolate se realizd con el
objetivo de estudiar la participacién de los receptores mu opiodes localizados en neuronas
gabaergicas en los efectos reforzantes de una sustancia natural como el chocolate. También se
disefid con el objetivo de tener un control de los experimentas 1 y 2 realizados con heroina y poder

comprobar si el fenotipo de los animales mutantes era o no especifico de la heroina.

Los resultados obtenidos en la adquisicién del comportamiento operante mantenido por chocolate

muestran niveles similares de adquisicion y de respuesta operante en ambos genotipos. Es
interesante destacar que los ratones Mu GABA -/- presentan mayor nimero de respuestas en el
agujero activo, sobre todo durante el periodo de 10 segundos de time-out cuando el reforzador no
es accesible, y necesitan mas del doble de respuestas necesarias para obtener 100 pellets en el

programa de razén fija 1 (Figura 33).
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Figura 33. Curva de adquisicion de [a respuesta operante mantenida por chocolate de ratones
knockout condicionales del receptor opioide mu en neuronas gabaérgicas (Mu GABA -/-) y de los
correspondientes animales witd-type (WT). (A) Nimero de pellets obtenides y (B) de nose-pokes
en el agujero activo e inactivo en sesiones de 1 h durante 6 dias en razdn fija 1. Los datos estan
expresados en media + SEM (n=20 en el grupo WT y n=13 en el grupo de ratones Mu GABA -y %
p<0.05 vs. Mu GABA -/-.

Objetivo 2d. Investigar la participacion de poblaciones especificas de péptidos v receptores

opioides limbicos en las respuestas comportamentales y bioquimicas producidas por un

comportamiento frustrado de biisqueda compulsiva de drogsa mediante el empleo de ratones

knockout condicionales (subproyecto 1, abjetivo 2d).

Este objetivo se alcanzd con el estudio detallado de la fase de extincion del experimento 1 del
objetivo 2c¢. Después de evaluar a los animales en sesiones de razén fija y de razdn progresiva de
busqueda de heroina, estos entraron en una fase de extincién de la conducta de bldsqueda de la
droga, donde aprenden que su conducta no tiene como consecuencia la obtencién de la misma. El
primer dia de extincion los ratones knockout condicionales muestran un incremento del niimero de
respuestas para la obtencidn de la droga en comparacion con el grupo control. Este incremento de la
respuesta en ausencia de la droga corresponde a un estado de frustracion producido por la ausencia

del reforzador. A medida que pasan los dias la respuesta de los animales va bajando



progresivamente hasta que llega al mismo nivel que la respuesta en el orificio inactivo. Se pierde la
discriminacion entre los agujeros activo e inactivo y se reduce la respuesta de busqueda de la droga
hasta niveles inferiores al 30% de la respuesta que se presentaba en la fase de adquisicion. Los
animales WT n o presentan este incremento de la respuesta el primer dia que se retira la droga y
mantienen un nivel de respuesta bajo durante toda la fase de extincion de la respuesta operante
(Figura 34),
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Figura 34. Curva de extincién de la respuesta operante mantenida heroina de ratones knockout
condicionales del receptor opioide mu en neuronas gabaérgicas (Mu GABA -/-) vy de los
correspondientes animales witd-type (WT). Niimero de nose-pokes en el agujero activo e inactivo
en sesfones de 1 h durante 13 dias en razon fija 1. Los datos estan expresados en media + SEM {n=11
en el grupo WT y n=18 en el grupo de ratones Mu GABA -/-). * p<0.05 vs. Mu GABA -/-.

Estos resultados reflejan un cambio de conducta que aparece en ausencia de los receptores
opioides mu en neuronas gabaérgicas cuando los animales son expuestos a una frustracion al no

conseguir [a droga tras la realizacion de la conducta aperante.



OTRAS SUBVENCIONES O RECURSOS (INCLUIDOS FONDOS PROPIOS) QUE
FINANCIAN ESTE PROYECTO O PENDIENTES DE RESOLUCION: importe,
procedencia y aplicacién

No aplicable.

SUBVENCIONES O AYUDAS SOLICITADAS PARA ESTE PROYECTO Y NO
CONCEDIDAS: organismo, convocatoria y cantidad.

No aplicable.

LOTRAS CONSIDERACIONES QUE SE DESEE HACER CONSTAR

No aplicable.

En esta fecha se remite también por correo electrdnico, a la direccién
padinvestigacion@msps.es la presente memoria.

En Barcelona, a 20 de Diciembre de 2012
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